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Streszczenie

Wplyw wysokiego ciSnienia, jako czynnika stresowego, na zmiany zachodzgce w polimorfizmie
genetycznym i proteomie bakterii fermentacji mlekowej

Wysokie cisnienia hydrostatyczne (HHP ang. High Hydrostatic Pressure) sa wykorzystywane
przemystowo do utrwalania produktow spozywczych oraz minimalizowania ilo$ci drobnoustrojow.
Bakterie kwasu mlekowego (LAB ang. Lactic Acid Bacteria), ze wzgledu na zdolnosci adaptacyjne
do réznych $rodowisk, stanowia bardzo wazna grupe mikroorganizméw o znaczeniu przemyslowym.
Poniewaz LAB moga stanowi¢ grupe mikroorganizméw zardwno pozytecznych jak i psujacych
produkty spozywcze, poznanie mechanizmoéw odpowiedzialnych za zdolno$ci adaptacyjne i zachodzace
w zwiazku z tym zmiany w proteomie i genomie bakterii, jest niezwykle istotne.

Celem pracy bylo, ustalenie, czy wywotane przez wysokie cisnienie hydrostatyczne zmiany na poziomie
genetycznym i proteomicznym w bakteriach kwasu mlekowego, sa zwiazane z polimorfizmem
wybranych genow odpowiedzi nastres HHP, oraz czy zmiany te s3 natyle istotne, ze moga
w konsekwencji skutkowa¢ odmienng identyfikacja tych bakterii.

W pracy wykorzystano szczepy bakterii kwasu mlekowego wyizolowane z produktéw spozywczych.
Klasyczng metoda posiewow plytkowych okreslono przezywalno$¢ szczepow po dziataniu HHP.
Wykorzystujac metody molekularne oparte na analizie sekwencji nukleotydowej genu 76S rDNA
1 pheS, kodujacego podjednostke alfa syntazy fenyloalanylo-tRNA (Phe-tRNA), dokonano identyfikacji
szczepow. Aby lepiej zrozumie¢ mechanizm odpowiedzi na stres HHP, do dalszych analiz wybrano trzy
geny uczestniczgce w tym procesie (dnak, ctsR, hrcA).

Nastegpnie, dokonano analizy wplywu HHP na zmiany w proteomie badanych szczepéow LAB.
Wywotane przez HHP zmiany w profilach widm mas biatek, moga bezposrednio wptywac
na réznicowanie iodmienng identyfikacj¢ szczepéw metodami opartymi na analizie bialek, takich
jak MALDI-TOF MS (ang. Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time of Flight Mass
Spectrometry). Przeprowadzona analiza skupien (HCA ang. Hierarchical Cluster Analysis) oraz
wielowymiarowego skalowania (MDS ang. Multidimensional Scaling) demonstrowaly znaczace
roznice migedzy badanymi szczepami kontrolnymi i ci$nieniowanymi, co uniemozliwito zgrupowanie
bakterii ze wzgledu na przynalezno$¢ gatunkowa lub podziat na grupe kontrolng lub ci§nieniowana.

W celu scharakteryzowania blisko spokrewnionych szczepow bakterii LAB, zastosowano poréwnanie
metod rdéznicujacych o roznej sile dyskryminujacej, aby wybra¢ odpowiednie metody identyfikacji
bakterii, co ma szczegdlne znaczenie dla blisko spokrewnionych szczepow Lactobacillus i moze
korelowa¢ ze zmianami w ich fenotypie. Wykazano, ze w badanych szczepach LAB, gen pheS ma
najwyzszy stopien homologii (90-98%) i niska sit¢ dyskryminujaca. Otrzymane metodga MALDI-TOF
MS zréznicowane wyniki identyfikacji niektorych szczepoéw, w poréwnaniu z wynikami analizy
genomowej, opartej na genie /6S rDNA, dowiodly, ze w przypadku analizowanych szczepdw,

sekwencjonowanie /6S rDNA bylo najbardziej wiarygodne i charakteryzowato si¢ najwigksza sitg



dyskryminacyjng sposrod analizowanych metod. Stwierdzono, Ze znacznie wigksza ilos¢ molekut
zaangazowanych w mechanizm odpowiedzi na HHP iwysoki poziom interakcji pomigdzy
czasteczkami dnaK, ctsR ihrcA, moze rdwniez wptywa¢ na wyniki identyfikacji oparte na analizie
bialek.

W trzecim etapie pracy okreslono wplyw HHP na ekspresje genow dnak, ctsR, hrcA, gdzie
zaindukowane w ekspresji genow zmiany, moga prowadzi¢ do rozregulowania proceséw biologicznych
LAB. Otrzymane wyniki wykazaly zréznicowany poziom ekspresji genow, a zaobserwowane roznice
wynikajace z dziatania ciSnienia, pozwolity wyciagna¢ wniosek, ze badane szczepy zachowuja
zywotno$¢, ale indukowane sg zmiany na poziomie transkryptomu. Zmiany ekspresji dnak, ctsR, hrcA
skorelowano z polimorfizmem pojedynczego nukleotydu (SNP ang. Single Nucleotide Polymorphysm)
w tych genach, iokreslono mozliwo$¢ oddziatywania pojedynczych mutacji nukleotydowych
na funkcjonowanie mechanizmu odpowiedzi na stres izdolnosci adaptacyjne bakterii w warunkach
dziatania wysokiego ci$nienia. Wptyw HHP na roznice w rozktadzie efektow przystosowania oraz
efekty przystosowania mutacji synonimicznych i niesynonimicznych sa wazne dla okreslenia, ktore
zmiany przyczynig si¢ do adaptacji bakterii do danego $rodowiska. Uzyskane wyniki SNP mialy
charakter neutralny, a niski stosunek Ka/Ks (stosunek podstawien niesynonimicznych do podstawien
synonimicznych) wskazywal, Zze mutacje niesynonimiczne w niewielkim stopniu oddzialywaty
na zywotno$¢ komorek. Jednocze$nie, faworyzowanie réznych bialek zwigzanych ze zmianami
srodowiskowymi, moze wynika¢ zreakcji mechanizmu adaptacyjnego. Mutacje synonimiczne
1 niesynonimiczne wynikajace z przystosowania bakterii do zmian srodowiska, sa waznym elementem
mechanizmu odpowiedzi na stres.

Podsumowujac, ustalenie wptywu HHP na stopien polimorfizmu, filogenezg i zmienno$¢ genomowa
i proteomiczng LAB, stanowi wazny problem badawczy ze wzgledu na szerokie rozpowszechnienie
tych bakterii i r6znorodne ich zastosowanie w przemysle. Zrozumienie mechanizmow adaptacyjnych
LAB pozwoli na wlasciwe postepowanie ztymi bakteriami, zarowno w celach umozliwiajacych
ich wykorzystanie w biotechnologii i medycynie, ale rowniez tam, gdzie sa one niepozadane ze wzgledu
na wlasciwosci psujace produkty. Wskazane sg dalsze badania nad zmiennoscig wynikajaca z wplywu
czynnikow zewngtrznych oraz analizy dalszych, mozliwych drég ewolucyjnych, szczegolnie pod katem
zdolnos$ci adaptacyjnych do réznych $rodowisk. Badania nad mechanizmami adaptacyjnymi LAB
na rozne warunki stresowe, jak i ich potencjat w trakcie przetwarzania i przechowywania Zywnosci, sg
bardzo wazne ze wzglgdu na okreslenie podatno$ci na zmiany warunkow technologicznych, ktore moga
mie¢ powazny wplyw, najako$¢ ibezpieczenstwo zywnosci. Wyniki uzyskane w niniejszej pracy
wyraznie pokazujg, w jak zroznicowany sposéb LAB reaguja na zmiany wywotane dziataniem
wysokiego cisnienia hydrostatycznego. Na podstawie przeprowadzonych badan okreslono, ze HHP

wplywa na struktury genetyczne i proteomiczne badanych bakterii.



Przeprowadzona analiza polimorfizmu SNP wybranych gendéw zwigzanych ze stresem pozwolita
stwierdzi¢, ze zaistniate w wyniku dziatania HHP mutacje sa neutralne iw niewielkim stopniu
oddzialuja na zywotno$¢ komorek.

Zaprezentowane w niniejszej pracy doktorskiej wyniki badan znaczaco podnosza zakres wiedzy
na temat wpltywu wysokiego ci$nienia hydrostatycznego na aspekty genetyczne i proteomiczne bakterii
zrodzaju Lactobacillus 1 ich mechanizméw adaptacyjnych. Moga pomdc w lepszym zrozumieniu
dziatania HHP, jako czynnika utrwalajacego zywnosc¢, na bakterie kwasu mlekowego i ich zdolnosci

adaptacyjne.

Stowa Kkluczowe: bakterie kwasu mlekowego (LAB), wysokie cisnienie hydrostatyczne (HHP),
polimorfizm pojedynczego nukleotydu (SNP), MALDI-TOF MS, gen dnak, hrcA, ctsR



Abstract

Influence of high hydrostatic pressure, as a stress factor, on changes in the genetic polymorphism

and proteome of lactic acid bacteria

High Hydrostatic Pressures (HHP) are used in the food industry to preserve products and minimize the
number of microbes. Lactic acid bacteria (LAB), due to their adaptability to various environments, are
found to be an essential group of microorganisms of industrial importance. Since LABs can constitute
a group of microorganisms, both beneficial and spoilage of food products, it is crucial to understand the
mechanisms responsible for the adaptive abilities and the consequent changes in the proteome and
genome of bacteria.

The study aimed to determine whether the changes caused by high hydrostatic pressure at the genetic
and proteomic levels in lactic acid bacteria are related to the polymorphism of selected stress response
genes and whether the changes are significant enough to result in a different identification of these
bacteria.

At work, lactic acid bacteria isolated from food products were used. The survival of the strains after the
HHP treatment was determined by the classical method of plate inoculation. Strains were identified
using molecular techniques based on the analysis of the nucleotide sequence of the /65 rDNA gene and
pheS, encoding the alpha subunit of phenylalanyl-tRNA synthase (Phe-tRNA). To better understand the
mechanism of the HHP stress response, three genes involved in this process (dnak, ctsR, hrcA) were
selected for further analysis.

Then, the influence of HHP on changes in the proteome of the tested LAB strains was analyzed. HHP-
induced changes in protein mass spectral profiles can directly influence the differentiation and different
identification of strains by methods based on protein analysis, such as MALDI-TOF MS (Matrix-
Assisted Laser Desorption / Ionization Time of Flight Mass Spectrometry). The performed cluster
analysis (HCA) and multidimensional scaling (MDS) (Matrix-Assisted Laser Desorption / Ionization
Time of Flight Mass Spectrometry) demonstrated significant differences between the tested control and
pressure strains, making it impossible to group bacteria due to species affiliation or division into
a control or pressure group.

To characterize closely related LAB bacterial strains, a comparison of differentiating methods with
different discriminating strengths was used to select appropriate methods of bacterial identification,
which is of particular importance for closely related Lactobacillus strains and may correlate with
changes in their phenotype. In the tested LAB strains, the pheS gene has the highest degree of homology
(90-98%) and low discriminating power. The different results of identification of some strains obtained
by the MALDI-TOF MS method, compared to the results of the genomic analysis based on the /65
rDNA gene, proved that in the case of the analyzed strains, /6S rDNA sequencing was the most reliable

and had the highest discriminant power among the analyzed methods. In addition, it was found that the



much larger number of molecules involved in the HHP stress response mechanism and the high level of
interaction between dnaK, ctsR, and hrcA molecules could also influence the protein-based
identification methods used.

In the third stage of the work, the influence of HHP on the expression of dnak, ctsR, and hrcA was
determined, where changes induced in gene expression may lead to dysregulation of LAB biological
processes. The obtained results showed a different level of gene expression, and the observed
differences resulting from the effect of pressurization allowed to conclude that the tested strains remain
viable, but changes are induced at the transcriptome level. Changes in the expression of dnakK, ctsR, and
hrcA were correlated with the Single Nucleotide Polymorphism (SNP) in these genes. The possibility
of the influence of single nucleotide mutations on the functioning of the stress response mechanism and
adaptability of bacteria under high pressure conditions was determined. The impact of HHP on
differences in the distribution of adaptation effects and the adaptation effects of synonymous and non-
synonymous mutations are important in determining which changes will contribute to the adaptation of
bacteria to a given environment. The obtained SNP results were neutral, and the low Ka / Ks ratio (ratio
of nonsynonymous to synonymous substitutions) indicated that nonsynonymous mutations had little
effect on cell viability. At the same time, favoring different proteins related to environmental changes
may result from the response of the adaptive mechanism. Therefore, synonymous and non-synonymous
mutations resulting from the adaptation of bacteria to environmental changes are a critical element of
the stress response mechanism.

Summing up, determining the influence of HHP on the degree of polymorphism, phylogenesis, and
genomic and proteomic variability of LAB is undoubtedly an important research problem due to the
wide distribution of these bacteria and various industrial applications. Understanding the adaptive
mechanisms of LABs will allow for better management of these bacteria, both for purposes enabling
their use in biotechnology and medicine and where they are undesirable due to their spoilage properties.
Further research is required on the variability resulting from the influence of external factors and the
analysis of other possible evolutionary paths, especially in terms of adaptability to different
environments. Research on LAB adaptive mechanisms to various stress conditions and their durability
during food processing and storage is essential due to the determination of susceptibility to technological
changes, which may severely impact food quality and safety. The results obtained in this study clearly
show how differently the LABs respond to changes caused by the action of high hydrostatic pressure.
Based on the conducted research, it was determined that HHP influences the genetic and proteomic
structures of the tested bacteria.

The analysis of the SNP polymorphism of selected stress-related genes allowed to conclude that the
mutations occurring due to HHP activity are neutral and have little effect on cell viability.

The research results presented in this dissertation significantly increase the scope of knowledge on the

influence of high hydrostatic pressure on the genetic and proteomic aspects of Lactobacillus bacteria



and their adaptation mechanisms. In addition, they can help better understand the effects of HHP as

a food preservative on lactic acid bacteria and their adaptability.

Keywords: lactic acid bacteria (LAB), high hydrostatic pressure (HHP), single nucleotide
polymorphism (SNP), MALDI-TOF MS, gene dnakK, hrcA, ctsR.
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WYKAZ SKROTOW

AAI — average amino acid identity/ §rednia tozsamo$¢ aminokwasowa

ANI — average nucleotide identity/ §rednia tozsamos$¢ nukleotydowa

BLAST - Basic Local Alignment Search Tool/ lokalne przyréwnywanie sekwencji aminokwasow
biatek lub nukleotydow DNA

cAAI — core-gene everage amino acid identity/ Srednia tozsamo$¢ aminokwasowa genow rdzeniowych
CIRCE - Controlling Inverted Repeat for Chaperon Expression/ konserwatywne odwrocone
powtorzenia dla ekspresji chaperonow

EPS — exopolysaccharides/ egzopolisacharydy

HCA - hierarchical cluster analysis/ hierarchiczna analiza skupien

HCCA - a-cyano-4-hydroxycinnamic acid /kwas a-cyjano-4-hydroksycynamonowy

HHP — high hydrostatic pressure/ wysokie ci$nienie hydrostatyczne

Ka/Ks —ratio of nonsynonymous to synonymous substititions/stosunek podstawien niesynonimicznych
do podstawien synonimicznych

LAB - lactic acid bacteria/ bakterie kwasu mlekowego

MALDI-TOF MS — Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time of Flight Mass Spectrometry/
spektrometria mas (MS) z analizg czasu przelotu metodg desorpcji/jonizacji laserowej wspomaganej
matrycag

MDS — multidimensional scaling/ skalowanie wielowymiarowe profili widm mas

MRS Agar — De Man, Rogosa, Sharpe Agar/ selektywna pozywka do hodowli Lactobacilli

MSP — mass spectra profile/ profil widm mas

NCBI — The National Centre for Biotechnology Information/ Narodowe Centrum Informacji
Biotechnologicznej

NSS — non-sysnonymous substitution/ podstawienia niesynonimiczne

OCS - One-Component Systems/ system jednosktadnikowy

pheS — gen kodujacy podjednostke alfa syntazy fenyloalanylo-tRNA (Phe-tRNA)

PPI - protein-protein interaction/ interakcja biatko-biatko

qRT-PCR — quality Real Time — PCR/ PCR ilo$ciowy w czasie rzeczywistym

SNP — single nucleotide polymorphysm/ polimorfizm pojedynczego nukleotydu

SS — synonymous substitutions/ podstawienia synonimiczne

STRING - aSearch Tool for the Retrieval of Instances of Neighbouring Genes/ narzedzie
do wyszukiwania przyktadowych sasiadujacych genoéw

TCS — Two-Component Systems/ system dwusktadnikowy

UBA — Universal Beer Agar/ uniwersalna pozywka agarozowa do izolacji mikroorganizméw z piwa
UPGMA — unweighted pair group method with arithmetic mean/ aglomeracjyjna hierarchiczna metoda
grupowania

VBNC - viable but nonculturable / Zywe, ale nichodowalne

WGS — whole genome sequencing/ sekwencjonowanie calego genomu
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1. WSTEP

Bakterie kwasu mlekowego (LAB ang. Lactic Acid Bacteria) sg waznymi mikroorganizmami
probiotycznymi, starterowymi, komensalnymi i patogennymi. Dogl¢bne badania dotyczace
fizjologii stresu LAB sa w duzej mierze spowodowane technologicznymi implikacjami
opornosci tych bakterii w procesach stosowanych w przemysle spozywczym, przezywalnos$ci
u gospodarza i zachowan stresowych. w naturalny sposob sg one wystawione na roznego
rodzaju czynniki stresowe (temperatura, pH, tlen, etc.), co moze przyczyniac si¢ do uzyskania
przez nie duzych zdolno$ci adaptacyjnych. Zmiany w srodowisku moga wywotaé aktywacje
mechanizmow adaptacyjnych, a co za tym idzie zmiany w genomie, proteomie, transkryptomie
czy metabolomie prowadzace do uszkodzen is$mierci komorki. Wysokie ci$nienie
hydrostatyczne (HHP ang. High Hydrostatic Pressure), jako nietermiczna metoda utrwalania
produktow spozywczych, zmniejsza liczbe drobnoustrojéw zapewniajac jednoczesnie ,,Swiezg”
zywnosc¢. Dotychezas nie ma wielu doniesien naukowych, w jaki sposob HHP wptywa na LAB,
a duza i wcigz rosngca liczba znanych gatunkow nalezacych do tej grupy oraz ich réoznorodnos¢
biochemiczna 1 genetyczna sprawia, ze klasyfikacja taksonomiczna irdznicowanie nie jest
zadaniem latwym.

Glownym powodem podjecia niniejszego tematu badawczego bylo, lepsze zrozumienie
zalezno$ci miedzy fizjologia bakterii kwasu mlekowego, a dzialaniem mechanizmow
zwigzanych ze stresem. Dokladno$¢ identyfikacji blisko spokrewnionych gatunkow LAB
wymaga zastosowania narzedzi o wysokim poziomie dyskryminacji, szczeg6Olnie przy
zmiennych parametrach hodowli, ktore mogg skutkowa¢ zmianami na poziomie transkryptomu
1 proteomu 1 stanowi¢ duza przeszkod¢ we wtasciwej identyfikacji mikroorganizmow. Analiza
molekularna mechanizmow zwigzanych ze stresem pozwala na opracowanie narze¢dzi do badan
przesiewowych pod katem szczepow tolerancyjnych lub wrazliwych oraz oceny zdolnosSci
adaptacyjnych szczepoéw do trudnych warunkéw. Polimorfizm genow, ktéry moze wynikad
z dziatania HHP moze wplynag¢ na zmiany w procesach transkrypcji i translacji, ktore
determinujg ekspresje genéw 1 wpltywaja na zmiany sekwencji aminokwasowej biatka.
Podsumowujac, odpowiedZ na stres u bakterii fermentacji mlekowej pod wptywem dzialania
HHP jest procesem bardzo ztozonym 1 zarazem dotychczas mato poznanym. Wyjasnienie tych
zalezno$ci moze by¢ zwigzane ze ztozonoscig mechanizmow odpowiedzi na stres w szczepach
LAB, a zrozumienie mechanizméw regulujacych odpowiedz oraz przystosowania szczepOw
LAB do trudnych warunkéw $rodowiskowych, jest wazne dlaulepszenia strategii

przemystowych z wykorzystaniem szczepéw LAB 1 HHP.
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2. WYKAZ PUBLIKACJI WCHODZACYCH WSKLAD OSIAGNIECIA
NAUKOWEGO PRZEDKEADANEGO DO OCENY

Na cykl publikacji stanowigcych rozprawe doktorska pt.: ,,Wptyw wysokiego cis$nienia, jako
czynnika stresowego, na zmiany zachodzace w polimorfizmie genetycznym i proteomie
bakterii fermentacji mlekowej” sklada si¢ spdjny tematycznie zbidér 5 publikacji zgodny
z wymaganiami art. 13 ust. 2 ustawy z dn. 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule

naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2003 Nr 65 poz. 595 ze zm.):

1. Bucka-Kolendo Joanna, Sokotowska Barbara (2017) Lactic acid bacteria stress response
to preservation processes in beverage and juice industry. Acta Biochimica Polonica, vol.63,
3, 459-464. DOI:10.18388/abp.2017 1496. (IF217 = 1,239; MNiSW2017 = 15). Liczba
cytowan wg Scopus = 24
Moj udziat w realizacji przedstawionej publikacji wynosi 80% 1 obejmuje: opracowanie
koncepcji pracy, przeglad literatury, przygotowanie manuskryptu, odpowiedzi na recenzje

oraz korespondencje z redakcja — autor korespondencyjny.

2. Bucka-Kolendo Joanna, Sokotowska Barbara, Winiarczyk Stanistaw (2020) Influence of
High Hydrostatic Pressure on the Identification of Lactobacillus by MALDI-TOF MS
Preliminary Study. Microorganisms, 8(6), 813. DOI: 10.3390/microorganisms8060813.
(IF2020 =4,128; MNiSW2020 = 20). Liczba cytowan wg Scopus = 8
Mo udziat w realizacji przedstawionej publikacji wynosi 90% 1 obejmuje: opracowanie
koncepcji pracy, analizy mikrobiologiczne, analizy statystyczne i bioinformatyczne,
opracowanie 1 interpretacje wynikéw, przeglad literatury, przygotowanie manuskryptu,

odpowiedzi na recenzje oraz korespondencj¢ z redakcja — autor korespondencyjny.

3. Bucka-Kolendo Joanna, Sokotowska Barbara (2021) Poréwnanie metod identyfikacji
bakterii Lactobacillus. Zywnoéé. Nauka. Technologia. Jakos¢, 2 (127), 49-60.
DOI: 10.15193/zntj/2021/127/377. (MEIN = 20).
Moj udziat w realizacji przedstawionej publikacji wynosi 90% 1 obejmuje: opracowanie
koncepcji pracy, analizy mikrobiologiczne 1 genetyczne, analizy statystyczne
1 bioinformatyczne, opracowanie 1 interpretacj¢ wynikow, przeglad literatury,
przygotowanie manuskryptu, odpowiedzi na recenzje oraz korespondencje z redakcjg —

autor korespondencyjny.
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4. Bucka-Kolendo Joanna, Juszczuk-Kubiak Edyta, Sokotowska Barbara (2021) Effect of
High Hydrostatic Pressure on Stress-Related dnaK, hrcA, and ctsR Expression Patterns in
Selected Lactobacilli Strains. Genes, 12 (11), 1720. DOI: 10.3390/genes12111720. (IF2021 =
4,141; MEIN = 100). Liczba cytowan wg Scopus = 1
Moj udziat w realizacji przedstawionej publikacji wynosi 85% 1 obejmuje: opracowanie
koncepcji  pracy, analizy mikrobiologiczne i genetyczne, analizy statystyczne
1 bioinformatyczne, opracowanie 1 interpretacj¢ wynikoéw, przeglad literatury,
przygotowanie manuskryptu, odpowiedzi na recenzje oraz korespondencj¢ z redakcja —

autor korespondencyjny.

5. Bucka-Kolendo Joanna, Sokolowska Barbara (2022) Impact of High Hydrostatic Pressure
(HHP) on the Single Nucleotide Polymorphism (SNPs) of stress-related dnaK, hrcA, and
ctsR in the Lactobacillus strains. Quality Assurance and Safety of Crops & Foods, Vol. 14
No. 4: 54-66, DOI:10.15586/qas.v14i4.1132 (IF2021= 1,672; MEiN = 40).

Mo¢j udziat w realizacji przedstawionej publikacji wynosi 90% 1 obejmuje: opracowanie
koncepcji pracy, analizy mikrobiologiczne 1 genetyczne, analizy statystyczne
i bioinformatyczne, opracowanie i interpretacjc wynikow, przeglad literatury,
przygotowanie manuskryptu, odpowiedzi na recenzje oraz korespondencj¢ z redakcja —

autor korespondencyjny.

Spojny tematycznie zbior publikacji stanowigcy podstawe do ubiegania si¢ o tytut doktora
w dziedzinie nauk rolniczych, w dyscyplinie technologia Zzywnos$ci i zywienia, zawiera 5
publikacji o tagcznym wspotczynniku IF = 11,18 dlaroku publikacji, oraz 195 pkt
MNiSW/MEIiN.

Oswiadczenie wspotautorow o ich udziale w realizacji materiatu naukowego przedstawionego

w publikacjach stanowiacych rozprawe doktorska zawarto w Punkecie 10.
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3. PRZEGLAD PISMIENNICTWA
3.1. Bakterie kwasu mlekowego

3.1.1. Klasyfikacja i charakterystyka

Bakterie kwasu mlekowego (LAB) naleza do grupy najlepiej zbadanych mikroorganizméw,
ze wzgledu na wykorzystanie w produkcji zywnos$ci oraz w medycynie. Na przestrzeni
ostatnich 30, 40 lat, fizjologia, biochemia, genetyka iewolucja LAB byla elementem
zainteresowan naukowcoéw na catym swiecie [1]. Na poczatku taksonomia LAB opierata si¢
na cechach morfologicznych i fizjologicznych. Sa to bakterie Gram-dodatnie, nietworzace
przetrwalnikow, mikroaerofilne lub beztlenowe, ktore wytwarzajg kwas mlekowy, jako glowny
produkt koncowy fermentacji cukru, nie posiadajg katalazy i cytochroméw, toleruja zarowno
obecnos$¢ tlenu, jak i kwasow. LAB generalnie maja niska zawarto$¢ GC (50 mol %), jednak
niektore pateczki kwasu mlekowego osiggaja do 57 mol% [2]. Sposrod LAB najczgsciej
wigzane z zywnos$cig rodzaje to Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Enterococcus,
Pediococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Tetragenococcus, Carnobacterium 1 Weissella.
Chociaz uwaza si¢, ze LAB sg heterogeniczng grupa bakterii i moze nie istnie¢ ich uniwersalna
definicja, wykazano, ze wszystkie wyzej wymienione rodzaje oddzielity si¢ od wspolnego
przodka. Bakterie LAB s3 w stanie stworzy¢ bakteriostatyczne, a nawet bakteriobdjcze
srodowisko dla bakterii psujacych i chorobotworczych poprzez obnizenie pH matrycy podczas
fermentacji mlekowej. Fermentacja mlekowa w potaczeniu z odpowiednimi procesami
technologicznymi  prowadzi do powstania bezpiecznych produktow  spozywczych
o wydluzonym okresie przydatnosci do spozycia. Odgrywaja one roéwniez wazng role
w rozwoju wlasciwosci organoleptycznych produktow fermentowanych, poprzez swoja
aktywno$¢ metaboliczng (np. lipoliz¢ i proteoliz¢), wytwarzajac wazne zwiazki zapachowe
1 smakowe (acetoina, diacetyl), moga rowniez przyczyniac si¢ do zmian w teksturze produktow
spozywczych (np. poprzez produkcje egzopolisacharydéw — EPS ang. exopolysaccharides) [1].
Dhlugotrwala ewolucja LAB, adaptacja do roznych $rodowisk, i wynikajace z tego zmiany
w genomach 1 szlakach metabolicznych doprowadzita do powstania auksotroficznych
szczepoOw LAB, ktore utracity rézne szlaki biosyntezy. Z drugiej strony, pozyskiwanie genéw
pozwolito na uzyskanie waznych wtasciwosci technologicznych [3]. Ciagta presja selekcyjna
na wysokiej jakosci produkty, wywierana przez konsumentéw, doprowadzita do powstania
dzisiejszych szczepow. Jednak nie wszystkie LAB s3g zwigzane z fermentacjg Zywnosci, nawet
powierzchowne badanie taksonomii LAB ujawnia, Ze kilka gatunkéw to komensale 1 patogeny.

Fakt ten nie zawsze znajdowal odzwierciedlenie w literaturze. Czgsto mikrobiologia
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i technologia ZzywnoS$ci skupia si¢ na pozytecznych LAB, pozostawiajac patogenne LAB,
niezaleznie od lezacych uich podstaw relacji filogenetycznych. Nalezy pamigtaé,
ze probiotyczne szczepy LAB moga pochodzi¢ z fermentowanej zywnos$ci lub mogg by¢
komensalami. Niemniej jednak istnieje kilka groznych oportunistycznych patogennych LAB,
tj. komensali, ktére mogg sta¢ si¢ zjadliwe w odpowiednich warunkach. Gatunki takie
wystepuja gtéwnie w rodzajach Streptococcus 1 Enterococcus [4]. Jednocze$nie niektore LAB
moga wytwarza¢ w napojach i sokach diacetyl, ktory nadaje tym produktom gorzki smak
1aromat [5]. Bakterie Leuconostoc mesenteroides i Weisella confusa moga syntetyzowac
zwiazki, ktore powoduja ciggliwo$¢ produktu koncowego, jak piwo [6]. W napojach
alkoholowych moga wptywac na gorzki smak poprzez przeksztatcanie glicerolu w aldehyd 3-
hydroksypropionowy, ktory moze przeksztalci¢ si¢ w akroleine 1 wigza¢ si¢ z polifenolami

tworzac gorzkie zwiazki [7,8,9].

3.2. Metody utrwalania

Techniki fizycznego utrwalania Zywno$ci stosuje si¢ w celu zmniejszenia liczby lub
zapobiegania rozwojowi niepozadanej mikroflory w produktach [9]. Tradycyjne techniki
prewencyjne stosowane w przemysle napojow obejmuja obrobke termiczng i filtracje. Obrobka
termiczna jest najbardziej wydajng technika utrwalania zywnos$ci. Moze zapobiegaé nie tylko
wzrostowi niepozadanej mikroflory, ale takze ttumic¢ niepozadang aktywno$¢ enzymatyczng
[6]. Procesy wykorzystujace wysokie temperatury niszczg wiele zwigzkow bioaktywnych
1 aromatycznych, powodujac modyfikacje smaku, koloru i wartosci odzywczej. Wzrost
zapotrzebowania konsumentow na ,Swieza” Zywno$¢ niesie nowe wyzwania dla technik
stosowanych w konserwacji zywnos$ci. Obecnie coraz czgséciej stosuje si¢ techniki wysokiego
ci$nienia hydrostatycznego (HHP), poniewaz moga one zmniejszy¢ liczbe drobnoustrojow
w ptynnych produktach spozywczych, takich jak napoje, soki, napoje alkoholowe — piwo, wino
czy cydr [5]. Wiele czynnikow wpltywajacych na bakterie podczas procesu utrwalania moze
by¢ dlanich potencjalnymi efektorami stresu. Wysokie cis$nienie hydrostatyczne moze
wywota¢ w bakteriach zmiany, fizjologiczne [10,11], w ekspresji gendéw [12,13,14],
w transkrypcji biatek [15,16], oraz moze prowadzi¢ do uszkodzenia komorek [17] 1 $mierci
[18,19]. HHP nie powoduje zerwania wigzan kowalencyjnych, dzigki temu podstawowa
struktura biatek 1 kwaséw tluszczowych pozostaje nienaruszona [20,21]. Czasteczki, takie
jak witaminy, aminokwasy, zwigzki smakowe 1 inne mate czasteczki pozostajg nietkniete przez

HHP, podobnie jak wlasciwosci organoleptyczne zywnosci. W wyniku dziatania HHP niektore
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biatka ulegaja indukcji, a kilka z nich jest rOwniez zaangazowanych w réznego rodzaju reakcje
na stres, w tym — ochrong¢ krzyzowa [22,23]. Bakterie LAB nie s3 w naturalnych srodowiskach
narazone na HHP, dlatego nie mozna oczekiwaé¢ odpowiedzi stresowej na ten czynnik [24].
Zdolnos¢ bakterii do reagowania na HHP mozna wyjasni¢ systemem ochrony krzyzowej
na rézne czynniki stresowe [5,19,24]. Odpowiedz LAB w zakresie ochrony krzyzowej na HHP
nie jest jeszcze dobrze udokumentowana w literaturze. U Lactobacillus plantarum
zaobserwowano wyzsza wrazliwo$s¢ na HHP przy jednoczesnym zastosowaniu szoku
cieplnego. Jak wykazata Sokotowska i1 wsp., [25,26] LAB naleza do grupy organizmow
odpornych na dziatanie wysokiego ci$nienia hydrostatycznego i moga by¢ stosowane, jako

organizmy taksonomiczne do oceny trwatosci produktéw utrwalanych tymi metodami [27].

3.3. Identyfikacja LAB
3.3.1. Molekularne techniki identyfikacji LAB

Wiedza o LAB zostata zrewolucjonizowana wraz z rozwojem sekwencjonowania genomu, oraz
w ostatnich latach razem zrozwojem nauk meta — omicznych, ktore pozwalaja
na monitorowanie  ich zachowania  w ztozonych $rodowiskach oraz  kompleksach
mikroorganizméw. Zaréwno gen [6S rRNA, jaki filogeneza catego genomu ujawnity,
ze ,,rdzeniowe” gatunki LAB tworzg odrgbna gataz Lactobacillales w klasie Bacilli z gromady
Firmicutes [1,3,28,29]. Od 1983 r., jako podstawe klasyfikacji i nomenklatury w taksonomii
bakterii stosuje si¢ podobienstwo genow 16S rRNA.

W 2020 r. Zheng i wsp., w swojej pracy [30] dokonali ponownej oceny pokrewienstwa
genetycznego 1 filogenezy gatunkow w obrgbie obecnego rodzaju Lactobacillus 1jego
pokrewnych taksonow Lactobacillaceae 1 Leuconostocaceae. W zaproponowanej re-
klasyfikacji wzigto pod uwage srednig tozsamo$¢ nukleotydow (ANI ang. average nucleotide
identity), $rednig tozsamo$¢ aminokwaséw (AAI ang. average amino acid identity), $rednig
tozsamos$¢ aminokwasow w genach rdzenia (cAAI ang. core-gene everage amino acid identity),
filogeneze¢ genomu rdzenia, geny sygnaturowe oraz kryteria metaboliczne lub ekologiczne.
Tozsamos¢ sekwencji gendw /65 TRNA 1 wartosci AAI pozwolita na fatwe przypisanie nowych
gatunkéw do jednego z 26 rodzajow Lactobacillaceae. Stwierdzono, ze gatunki, ktore
wykazujg identycznos¢ genu /65 rRNA, ktora jest wicksza niz 94,5%, w stosunku do typowego
rodzaju i jest integralna z tym rodzajem przy uzyciu filogenezy genu /65 rRNA, sa og6lnie
przypisywane prawidlowo, nawet przy braku dalszych analiz. Jednakze, tozsamo$¢ genow

1 filogeneza /6S rRNA powinny by¢ uzupehione filogeneza genomu rdzenia w potaczeniu
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z analizg podobienstwa calego genomu, aby potwierdzi¢ taksonomi¢ na poziomie rodzaju.
Wykorzystanie genow konstytutywnych staje si¢ alternatywa dla przezwyci¢zenia tych
problemoéw [31,32,33]. Badania in silico oparte na kompletnych genomach dostarczytly
podstaw do stworzenia zestawow gendw konstytutywnych, ktére moga doktadnie przewidywac
pokrewienstwo genomu i poprawia¢ dokladnos¢ identyfikacji gatunkow. Zapotrzebowanie
na alternatywne markery genomowe, ktore zapewniaja wyzszy poziom dyskryminacji niz gen
168 tTRNA, doprowadzito do bardziej systematycznego sekwencjonowania i identyfikowania
blisko spokrewnionych gatunkow.

Poniewaz geny markerowe powinny dostarcza¢ informacji z odpowiednim stopniem ufnosci
oraz zapewni¢ wystarczajaca zmiennos¢ réznicowania gatunkow w obregbie danego rodzaju,
muszg by¢ obecne w jednej kopii, ewoluowaé szybciej niz geny rRNA iby¢ szeroko
rozpowszechnione ws$rod genomow bakteryjnych [34]. Jedng ztakich alternatyw
dla sekwencjonowania genu /6S jest analiza genu pheS, kodujacego podjednostke alfa syntazy
fenyloalanylo-tRNA (Phe-tRNA). Analiza sekwencji genu pheS, uznawana jest za wiarygodng
metode dyskryminujaca [31,35,36], ijest obecnie powszechnie stosowanym narzedziem
do identyfikacji bakterii LAB. W ostatnich latach, sekwencjonowanie catych genomow (WGS
ang. Whole Genome Sequencing) stato si¢ powszechnie dostepne, a Srednie tozsamosci
nukleotydéw (ANI) gendéw wspolnych dladwoéch genoméw  bakteryjnych zostaly

wprowadzone, jako ztoty standard do wyznaczania nowych gatunkéw bakterii.

3.3.2. Proteomiczne techniki identyfikacji LAB

Idea klasyfikacji iidentyfikacji bakterii metoda spektrometrii mas (MS) z analiza czasu
przelotu metoda desorpcji/jonizacji laserowej wspomagane] matryca (MALDI-TOF
ang. Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time of Flight Mass Spectrometry)
do analizy duzych biomolekut [37], byl przelomem w analizie zlozonych uktadow
biologicznych, takich jak komorki bakteryjne [37]. Ze wzgledu na sukces w diagnostyce
medycznej wprowadzenie MALDI-TOF MS uwaza si¢ za ,postepujaca rewolucje
w bakteriologii” [38]. Pozwolito to na szerokie zastosowanie MALDI-TOF MS takze
w kontroli  jakosci  produkcji  ZywnoSci  oraz  wprzemys$le farmaceutycznym
i biotechnologicznym, atakze w badaniach ekologicznych i $rodowiskowych oraz
systematyce. Technika ta zapewnia wyraznie identyfikowalne widma jonéw molekularnych
w nienaruszonych komodrkach makroczasteczek. Widma mas MALDI-TOF bakterii maja

najwigksze znaczenie taksonomiczne i odtwarzalno$¢, gdy dominujg w nich piki biatek
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rybosomalnych. Analiza ,,odcisku palca” biatek rybosomalnych, charakterystycznych dla danej
rodziny, rodzaju, gatunku, a nawet dla poszczegdlnych szczepoéw, umozliwia identyfikacje
profili widm mas badanych szczepdw, poprzez poroéwnanie ich z bibliotekg zawierajaca
referencyjne widma odniesienia - superspektra [39]. Ograniczenia w identyfikacji MALDI-
TOF MS blisko spokrewnionych gatunkoéw, jak w przypadku LAB, moga wynika¢ z braku
referencyjnych widm mas w bazie danych przynaleznej do aparatu, z bledow technicznych
powstalych podczas przygotowania probki do analizy lub z r6znych warunkow hodowlanych,
ktore moga oddzialywa¢ na wynik analizy [34,40]. Jako$¢ widm, ich odtwarzalnosé¢
i doktadno$¢ mas musza by¢ znacznie wyzsze w przypadku roéznicowania szczepdéw, niz
w przypadku identyfikacji na poziomie gatunku. Réznicowanie i identyfikacja taksonomiczna
dobrze zdefiniowanych gatunkow bakterii jest niewatpliwie mocng strong MALDI-TOF MS,
w porownaniu z wydajno$¢ analizy sekwencji genéw /6S rRNA. Odchylenie od optymalnych
warunkow hodowli moze powodowaé powstawanie biatek stresu, ktore moga dominowac
w widmach mas. Takie ograniczenie moze stanowi¢ duza przeszkode we wlasciwej
identyfikacji mikroorganizméw, szczegolnie nowych, nie wystepujacych w danej bazie danych
[39]. Zmiana parametréw wzrostu moze skutkowac zanikiem specyficznych dla szczepu roznic

widm mas w taki sposob, ze nie mozna rozpozna¢ pojedynczych szczepow [37,41].

3.4. Fizjologia odpowiedzi LAB na stres

LAB, podobnie jak inne mikroorganizmy, sg narazone na stresujgce warunki, zardwno
na stresy abiotyczne, jaki 1biotyczne [1]. Stresy biotyczne wystepuja u gospodarza lub
w ztozonych ekosystemach. Natomiast do stresOw abiotycznych zaliczane s gldwnie te
powstajace podczas produkceji zywnosci 1 tworzenia kultur starterowych lub probiotycznych.
Na przestrzeni lat przyjeto szereg podejs¢ eksperymentalnych do badania fizjologii stresu
bakteryjnego. W praktyce stres definiuje si¢ jako stan, ktory powoduje zmniejszony wzrost lub
przezycie komorek bakteryjnych. Testy wzrostu iprzezycia wymagaja wczesniejszego
okreslenia optymalnych warunkoéw, ktére maja by¢ uzyte jako kontrole dla poroéwnania.
Obecnie uwaza si¢, ze stres to kazde przejscie komorki bakteryjnej z jednego stanu w drugi,
ktore powoduje zmiany w genomie, transkryptomie, proteomie i/lub metabolomie komorki,
prowadzace do zmniejszenia potencjalu wzrostu lub przezycia [42]. Pod wplywem stresu
komorki przystosowuja si¢ poprzez odpowiednie reakcje molekularne, probujac zlagodzi¢
negatywne skutki 1 przywréci¢ potencjal wzrostu lub przezycia. Podczas gdy adaptacja jest

ogodlnym terminem opisujagcym wysilek organizmu, aby oprze¢ si¢ 1 przetrwa¢ pod wptywem
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stresu, jest ona rowniez powigzana ze specyficzng konfiguracja eksperymentalng, w ktorej
komorki sg przejsciowo wystawione na tagodne nieSmierciono$ne warunki stresowe, ktore
skutkujg zwigkszong przezywalnoscig. Ten rodzaj reakcji adaptacyjnej jest najczescie]
wyzwalany szybko, w ciggu pierwszych minut lub godzin od ekspozycji na tagodny stres.
Istniejg dwie gtdéwne odmiany tego typu eksperymentow. Pierwszy, komorki mozna pozostawié
w nieoptymalnych warunkach znacznie dtuzej niz jest to konieczne do wywotania adaptacji.
Ten rodzaj jest najlepiej opisany jako habituacja, termin rzadko uzywany dla LAB [1,43].
Mechanizmy molekularne lezace u podstaw przejsciowej adaptacji 1 habituacji do okreslonego
stresu moga w pewnym stopniu pokrywac si¢, ale nie sg calkowicie identyczne. Moze to
wyjasnia¢ szereg sprzecznych wynikow uzyskanych dla niektérych gatunkow LAB, poniewaz
te dwie odpowiedzi byly czasami uwazane za identyczne.

Alternatywnie, komorki sg przej$ciowo przystosowywane do stresu, a $miertelna prowokacja
jest przeprowadzana zinnym czynnikiem stresowym. Takie dzialanie czesto skutkuje
zwickszong przezywalnosciag, zjawiskiem znanym jako ochrona krzyzowa. Konkretna
kombinacja dwoch stresow, ktéra prowadzi do ochrony krzyzowej, zalezy od gatunku, a nawet
podgatunku. Ochrona krzyzowa sugeruje¢ indukcj¢ mechanizméw molekularnych podczas
ekspozycji na pierwszy stresor, ktéry chroni komorki przed nastepng $miertelng prowokacja,
i moze mie¢ szczegdlne znaczenie dla LAB, poniewaz czgsto sa one eksponowane kolejno
na rozne czynniki stresowe [5].

Istnieja rowniez fenotypy wykazujace uogolniong odpornos¢ na wiele stresdw jednoczesnie.
Jeden z takich fenotypow obserwuje si¢, gdy komorki wchodza w faze stacjonarng. Komorki
wchodzg w faze stacjonarng z powodu wyczerpania sktadnikow odzywczych i/lub akumulacji
toksycznych produktow przemiany materii w swoim $rodowisku podczas wzrostu. Warunki
srodowiskowe fazy stacjonarnej staja si¢ tak stresujace, ze $Smiertelnos¢ komorek ulega
przyspieszeniu [43,44]. Przejsciu od fazy wykladniczej do fazy stacjonarnej towarzyszy
indukcja wielu regulonow, co skutkuje zdolnoscig radzenia sobie z wieloma innymi
naprezeniami. Taki fenotyp zwigksza prawdopodobienstwo przezycia do czasu przywrocenia
warunkéw wzrostu 1 jest szczegolnie wazne dla LAB, ktére w przeciwienstwie do innych
bakterii Gram-dodatnich, nie sg w stanie tworzy¢ zarodnikow. Innym fenotypem opornosci
na dziatanie kilku czynnikéw wywotujacych stres komorek, jest wytwarzanie biofilmu.
Niektore gatunki bakterii sg naturalnie podatne na tworzenie si¢ biofilmoéw, ale tworzenie tych
struktur moze by¢ rowniez efektem stresu. Biofilmy sg istotne dla wszystkich typow LAB,
w tym zwigzanych z zywnoscig, probiotycznych, komensali i patogenow [1]. Wykazano,

ze podczas fazy stacjonarnej, tworzenia biofilmu 1 innych stresujacych warunkow, niektore
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bakterie sg zdolne do zycia, ale niechodowalne (VBNC ang. Viable But Non-Culturable). W tym
stanie fizjologicznym komorki sg aktywne metabolicznie i odporne na wiele stresow, ale nie
maja zdolno$¢ do proliferacji. Komdorki VBNC moga regenerowaé si¢ w okreslonych
warunkach lub w obecnosci okreslonych molekut. Przejscie w VBNC jest uwazane za strategie
adaptacyjng dla dlugoterminowego przezywania [45]. Istnieje szereg badan dotyczacych stanu
VBNC u LAB. Jednakze, poniewaz komorki uszkodzone ikomodrki VBNC moga mieé
podobne fenotypy, nie jest jasne, czy LAB rzeczywiscie wykazuje odpowiedz adaptacyjng jako
VBNC. Jednoczesnie, komorki przetrwate to subpopulacje komoérek opornych na wiele
antybiotykow. W przeciwienstwie do komoérek opornych, ktéore moga rosnaé¢ w obecnosci
antybiotykdéw, komorki przetrwate mogag opiera¢ si¢ Smiertelnym dawkom antybiotykow przy
braku wzrostu. Niedawno zasugerowano, ze stan VBNC wykorzystuje stan u$pienia jako
gléwny tryb odpornosci na stres. Rozwdj 1 filologia spoczynku u LAB s3a stabo poznane
1 z pewnoscia zasluguja na dalsze badania.

W wigkszosci badan nad fizjologia stresu LAB, szczepy poddawane s3 tylko jednemu
czynnikowi stresowemu, aby lepiej przeanalizowa¢ mechanizmy filologiczne i molekularne
lezace upodstaw odpowiedzi [1,43]. W rzeczywistosci LAB przebywaja glownie
w srodowiskach wielostresowych 1w zwigzku ztym wystepowaé moze unich krzyzowa
odpowiedz na stres. Te reakcje adaptacyjne lub stresowe sg gldéwnym przedmiotem badan
fizjologii stresu LAB. Bakterie stale monitoruja zmiany w swoim srodowisku i reaguja w razie
potrzeby. Odpowiedzi na stres zostaty skorelowane z okreslonymi fenotypami, dzigki czemu
mozna je indukowa¢ w kontrolowany 1 powtarzalny sposob. Najczgsciej pojawiajacym si¢
w literaturze fenotypem jest zaadoptowana komorka. Badania prowadzone na reakcjach LAB
na rozne warunki stresowe sg bardzo wazne z ré6znych powodéw. Jednym z najwazniejszych
aspektow jest ich wytrzymato§¢ w trakcie przetwarzania i przechowywania zywnosci.
Podatno$¢ na zmiany warunkéw technologicznych moze mie¢ powazny wplyw na jako$¢

1 bezpieczenstwo zywnosci.

3.4.1. Mechanizmy odpowiedzi na stres

Odpowiedzi adaptacyjne bakterii opieraja si¢ gltownie na mechanizmach epigenetycznych,
poniewaz ponowny wzrost przystosowanych komoérek w optymalnych warunkach znosi kazdy
fenotyp odpornosci [1]. Chociaz moze uptyna¢ kilka pokolen, zanim opor zaniknie, sprawno$é¢
populacji ostatecznie wraca do podstawowych pozioméw. U bakterii mogg réwniez wystgpic

mutacje wywotane stresem; komorki wystawione na pewne stresy mogg wejs¢ w stan wysokiej
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zmienno$ci, zwigkszajac w ten sposob réznorodnos¢ populacji klonalnej, co moze prowadzi¢
do nowych genotypow umozliwiajacych przezycie w warunkach, ktére w przeciwnym razie
bytyby szkodliwe dla typu dzikiego [46]. Zwigkszone tempo mutacji mozna 0siggnaé przez
podatne na bledy polimerazy DNA, bledy podczas transkrypcji i/lub translacji oraz aktywacje
elementow zdolnych do mobilizacji. Istnieja pewne dowody na to, ze mutacje adaptacyjne
wystepuja w LAB jako odpowiedz napewne stresy [47,48]. Reakcje adaptacyjne,
epigenetyczne lub nie, sg ostatecznym sposobem zapewnienia przetrwania bakterii
w warunkach stresu. Przekonujagce dowody sugeruja, ze takie reakcje nie sg obojetne, ale
charakteryzuja si¢ pewnym stopniem plastycznosci. Szereg badan pokazuje, ze rézne fenotypy
odporne na stres mogg chroni¢ przed tym samym czynnikiem wywolujagcym stres, mimo
ze zaangazowane mechanizmy molekularne mogg si¢ nieznacznie lub nawet znacznie rdznié
[43,49]. Komoérki moga wykorzystywac¢ liczne 1 naktadajace si¢ na siebie mechanizmy
odpornosci, aby zapobiega¢ uszkodzeniom lub je naprawiac iutrzymywac si¢ przy zyciu.
Badania wskazuja, ze molekularne mechanizmy odpowiedzi adaptacyjnej na stres moga by¢
specyficzne gatunkowo, a nawet szczepowo [34], uwaza si¢, ze niektore fenotypy zaleza od
poziomu ekspresji gendw, a nie od ich obecnos¢ lub nieobecnosé.

Podstawowym problemem nieodtgcznie zwigzanym z badaniem fizjologii stresu bakteryjnego
jest okreslenie sposobu przezycia. Komorki okreslane sg jako zywe lub martwe w zaleznosci
od tego, czy sa zdolne do proliferacji w okreslonej pozywce i w okreslonych warunkach.
W rzeczywisto$ci tylko komorki nadajace si¢ do hodowli mozna doktadnie zliczy¢
na podstawie wzrostu, podczas gdy liczbe martwych komorek mozna wywnioskowac
posrednio z nietraktowanej populacji kontrolnej. Istnieje jednak co najmniej jeden dodatkowy
stan fizjologiczny po ekspozycji populacji komorek na stres, a mianowicie stan ,,uszkodzonej”
komorki [50]. Uszkodzone komorki sg aktywne metabolicznie, ale ulegly uszkodzeniu
w stopniu, ktoéry powoduje przejSciowa lub nawet trwatg utrate zdolnos$ci do proliferacji [1,43].
Czasami wymagaja dluzszych czasow naprawy lub mogg naprawiac si¢ tylko w specyficznych
warunkach. Uszkodzone komorki mozna w pewnym sensie uzna¢ za VBNC, ale nie sg one
wynikiem odpowiedzi adaptacyjnej. Nieodzowna rol¢ zarbwno w warunkach stresu, jak i bez
stresu odgrywa kontrola jakos$ci biatek, wtym ponowne faldowanie lub degradacja
uszkodzonych biatek. Biatka komoérkowe sg nieustannie modyfikowane, aby sprostac
wyzwaniom wynikajagcym ze zmian w Srodowisku. Synteza biatek opiekunczych i proteaz jest
szybko indukowana w warunkach stresowych 1 wykorzystywana do zwalczania potencjalnie
szkodliwej agregacji zdenaturowanych biatek. Podczas gdy zadaniem biatek opiekunczych jest

ochrona biatek funkcjonalnych i1ponowne faldowanie tych nieprawidtowo sfaldowanych,
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proteazy zapewniaja ostatnig lini¢ obrony usuwajac nieodwracalnie uszkodzone bialka,
po czym aminokwasy s3a ponownie wykorzystywane. W zmieniajacych si¢ warunkach
proteoliza usuwa rowniez funkcjonalne biatka w celach regulacyjnych lub dlatego, ze nie sg juz

potrzebne.

3.4.2. Regulacja odpowiedzi na stres

Bakterie wykorzystuja szeroka gam¢ mechanizméw do monitorowania $rodowiska
wewnatrzkomorkowego 1 zewnatrzkomorkowego oraz do regulowania fizjologii komorki
w celu radzenia sobie ze zmianami Srodowiskowymi [5].

Wyjasnienie struktury, funkcji i dynamiki rozwoju bakterii w ich naturalnym S$rodowisku,
a takze pod wptywem réznego rodzaju stresu jest jednym z najwigkszych wyzwan [51].
Wysokie ci$nienie hydrostatyczne (HHP) jest jednym z wielu czynnikow wywotujacych stres,
ktére moga wptywaé na poziom ekspresji gendéw. LAB naleza do grupy bakterii opornych
na HHP, dlatego ocena mechanizméw reakcji stresowej na HHP jest cennym narzedziem oceny
trwatosci produktow utrwalonych tg metoda. Jednak odpowiedZz LAB na HHP jest trudniejsza
do zidentyfikowania w poroéwnaniu zinnymi czynnikami stresowymi [52], poniewaz
ich zdolno$¢ do reagowania na HHP pochodzi z systemu ochrony krzyzowej [5]. Tam, gdzie
ochrona krzyzowa w LAB zostata opisana jako narazenie na pojedynczy czynnik stresu, ktory
jest powszechnie zwigzany z tolerancja krzyzowa na inne stresory, takie jak kwas, ciepto itp.,
adaptacja moze mie¢ znacznie wigksze znaczenie w poprawie funkcjonowania bakterii
w nieoptymalnych warunkach. [53]. W zwigzku ztym potrzebne s3a dalsze badania, aby
okresli¢, ile jest specyficznych gatunkowo/szczepowo 1ijak/czy specyficznos¢ koreluje
ztolerancja nastres uszczepdw Lactobacillus. Zrdznicowana ekspresja  genow
zaangazowanych w reakcj¢ na stres moze skutkowa¢ zmianami na poziomie fenotypowym
[1,54,55]. Chociaz geny skorelowane z odpowiedzig na stres w LAB sg wysoce konserwatywne
[55], w tym silnie konserwatywny regulon klasy I [5,56], mechanizmy odpowiedzi na stres nie
sa zachowane [54], co wskazuje, ze warunki Srodowiskowe wptywaja na reakcje na stres.
Zrozumienie ztozonosci sieci regulacji genow zwigzanych ze stresem oraz przystosowanie
szczepoOw LAB do trudnych warunkéw srodowiskowych jest wazne dla ulepszenia strategii
przemystowych z wykorzystaniem szczepow LAB 1 HHP.

Systemy transdukcji sygnatu mozna ogdlnie podzieli¢ na dwie gtowne kategorie: systemy
jednosktadnikowe (OCS ang. One-Component Systems) isystemy dwuskladnikowe (TCS
ang. Two-Component Systems) [57]. W mechanizmie jednosktadnikowym (OCS) funkcje sg
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zlokalizowane w tym samym polipeptydzie, podczas gdy w systemie dwusktadnikowym (TCS)
sa one zlokalizowane na oddzielnych polipeptydach. Ponadto inne czasteczki, takie jak kwasy
nukleinowe 1 lipidy, rowniez moga petnic¢ role czujnikéw. Niektore z nich, gtownie czasteczki
RNA, moga same wywota¢ odpowiedz, podczas gdy inne przekazuja sygnaty do sgsiadujacych
biatek, ktore je przekazuja lub wywotuja odpowiedz. Inne dane sugeruja, ze czynniki stresowe,
takie jak czynniki sigma o, ktére sg odpowiedzialne za reakcj¢ na stres u wielu bakterii Gram-
dodatnich 1 Gram-ujemnych, nie majg znaczenia w LAB. Najbardziej uderzajaca r6znicg jest
brak czynnika sigma o, podczas gdy kilka bialek stresu, takich jak DnaK, GroEL, Clp itp. oraz
ich regulatory HrcA i CtsR sg zachowane.

Regulacja genéw odpowiedzi na stres cieplny u bakterii Gram-dodatnich zostata opisana jako
zalezna od HrcA lub CtsR [5]. Obecnie te dane sg nadal aktualne dla bakterii Bacillus subtilis
1 blisko spokrewnionych z nimi Clostridum perfingens lub Listeria monocytogenes [24,58,59].
W zalezno$ci od rodzaju regulacji, geny sa klasyfikowane w szesciu grupach [5,51].
Poczatkowo mechanizm odpowiedzi LAB na warunki stresowe poréwnano z dobrze
udokumentowanymi gatunkami modelowymi — B. subtilis 1E. coli. Najlepiej poznane
mechanizmy odpowiedzi na stres wystepuja u gatunkow B. subtilis, gdzie, jak wykazali
Castaldo 1 wsp. [60], w wysokich temperaturach dochodzi do ekspresji ponad 200 gendw.
Okazalo si¢ jednak, ze istniejg pewne réznice w mechanizmach, Ricciardi 1 wsp. [61] wykazali
regulacj¢ gendw odpowiedzi na stres nalezace do Klasy i1 Klasy III, roznigce sie
u Lactobacillus plantarum od organizmu modelowego bakterii Gram-dodatnich B. subtilis.

U LAB reakcja na stres jest regulowana przez jednosktadnikowy system regulacyjny (OCS).
Klasy 11 III sg kontrolowane przez dwa typy represorow transkrypcji: HrcA 1 CtsR. Pierwsza
klasa genow szoku cieplnego obejmuje operony dnaK i groEL i koduja one biatka nalezace
do dwoch  komplekséw opiekunczych, odpowiednio DnaK-GrpE-Dnal i GroES-GroEL
[24,60]. Indukcja tych genow koreluje ze stresem osmotycznym, gtodowym, temperaturowym
1 zwigzanym z kwasem, etanolem, zimnem. W regionach promotorowych operonéow groE
1dnaK, ktore koduja dwa kompleksy opiekuncze GroES-GroEL 1 HrcA-DnaK-GrpE-Dnal
zostalo znalezione wysoce konserwatywne odwrdcone powtorzenia CIRCE (ang. Controlling
Inverted Repeat for Chaperon Expression), ktére wigze represor HrcA [51,62]. Operony HrcA
1 CtsR sg regulowane przez biatko represorowe HrcA, ktore w warunkach bezstresowych wigze
si¢ z operatorem CIRCE. hrcA znajduje si¢ w operonie dnakK, a jego ekspresja jest pod kontrolg
autorepresji. W niektorych LAB stwierdzono, Zze sekwencje CIRCE znajduja si¢ powyzej hrcA-
grpE-dnaK [63], a analiza mRNA wykazala szybkie poziomy indukcji po szoku cieplnym

[54,63]. Badania nad mutantami dnaK sugerowaly, ze w indukcji przez czynnik stresowy
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(niskie pH) moga posredniczy¢ regulatory szoku cieplnego, HrcA i CtsR [63], a u mutanta
dnaK L. paracasei wrazliwos¢ na stres koreluje z regulacja genu w gore [55]. Geny kodujace
biatka szoku cieplnego i geny represorowe klasy I— HrcA, sa wykorzystywane do celow
taksonomicznych w kilku gatunkach, w tym Lactobacillus [5].

Ekspresja genow klasy II jest zalezna od czynnika sigma oB, ktérego synteza i aktywno$¢
wzrasta pod wplywem réznych czynnikéw stresowych [5]. U LAB geny zklasy III
(regulowane przez represor CtsR) sg mniej konserwatywne. Sugeruje si¢, ze CtsR jest szeroko
rozpowszechnionym represorem transkrypcji zaangazowanym w regulacje szoku cieplnego
[51,64], au bakterii Gram-dodatnich (+) jest uwazany za gltowny regulator jakosci biatek
komoérkowych i odpowiada za kontroluje ekspresji genow zaangazowanych w proteostaze.
Represor CtsR szoku cieplnego klasy III wigze si¢ bezposrednio z okreslong powtarzang
sekwencja (CtsR Box: a/ggtcaaaNaNa/ggtcaaa) [5]. Sekwencja ta zostata znaleziona u innych
bakterii Gram-dodatnich (+), takich jak: Listeria monocytogenes, Streptococcus salivarius,
Streptococcus pneumonia, Streptococcus pyogenes, Streptococcus thermophilus, Enterococcus
faecalis, Staphylococcus aureus, Leuconostoc oenos, Lactobacillus sake, Lactobacillus lactis,
Clostridium [5].

U mikroorganizméw reakcja nastres jest kombinacja rdéznych mechanizmow
transkrypcyjnych, ktore naktadaja sie i prowadza do ztozonych sieci regulacyjnych. W tym
kontekscie kluczowa rolg odgrywa krzyzowa regulacja mi¢dzy regulonami CtsR 1 HrcA 1 jest
wazna w mechanizmach krzyzowej ochrony u LAB, ktére sa narazone na surowe czynniki
srodowiskowe. Vogel 1 wsp. [18] stwierdzili, Ze brak alternatywnego czynnika sigma u LAB
moze umozliwi¢ bakteriom przystosowanie si¢ do réznych stresow w roznych srodowiskach.
Mechanizmy aktywatora transkrypcji klasy IV nie sa dobrze udokumentowane.

Geny klasy V podlegaja regulacji dwusktadnikowego systemu transdukcji sygnatu (TCS),

poniewaz regulacja klasy VI jest wciaz nieznana [5].

3.4.3. Polimorfizm pojedynczego nukleotydu SNP w genach dnaK, hrcA, ctsR

Wewnatrzgatunkowa zmienno$¢ fenotypowa bakterii moze by¢ przypisana pojedynczym
polimorfizmom nukleotydu (SNP ang. Single Nucleotide Polymorphysm), czyli pojedynczym
zmianom zasad wystepujacych z czestotliwoscig wigkszg niz 1% w danej populacji [65]. SNP
moga wystepowa¢ w calych genomach, zar6wno w regionach kodujacych, jakipoza
sekwencjami kodujacymi. SNP wystepujace poza regionami kodujgcymi moga wystepowac

w sekwencjach migdzy genowych, regionach nieulegajacych translacji, intronowych, lub
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w powigzanych regionach niekodujacych, jak sekwencje promotorowe imiejsca wigzania
czynnikow transkrypcyjnych. Sposrdd zmian pojawiajacych si¢ w obrebie regionu kodujacego,
mozna wyrdzni¢ dwie grupy: synonimiczne (SS ang. Synonymous Substitutions)
1 niesynonimiczne (NSS ang. Non-Synonymous Substitutions). SNP w regionie kodujacym,
ktéry powoduje zmiange w transkrybowanym kodonie powodujaca wiaczenie innego
polipeptydu, jest okreslany jako mutacja NSS. Z kolei mutacje SS nie zmieniaja sekwencji
aminokwasowej biatka, a co za tym idzie ich wptyw na dostosowanie si¢ do zmian wynika
ze zmian w procesach transkrypcji i translacji, ktore determinuja ekspresje gendéw [66]. Efekty
zmian wynikajace z SS sg czesto tak zmienne, jak te wynikajace z NSS, i moga by¢ one
zarowno szkodliwe dla komorki, jak i korzystne. Mutacje synonimiczne moga mie¢ duzy
wplyw na sprawno$¢ 1 mie¢ istotny wkiad w mozliwosci adaptacyjne. Efekty dostosowania
moga si¢ znacznie rdzni¢ w zalezno$ci od réznych typow gendw i organizméw, w ktorych
wystepuja, jednakze nie mozna ich zignorowa¢. Coraz wigcej dowodow wskazuje na fakt,
ze mutacje synonimiczne maja wptyw na dostosowanie poprzez ewolucje adaptacyjna, poprzez
wplyw SS na ekspresje genow 1 fatldowanie biatek. Wiele prac donosi o wptywie SS na proces
adaptacji w badanych populacjach, jednak zwykle nie wystgpuja one z duza czestotliwoscia.
W literaturze najczesciej podawanym wyjasnieniem dopasowania mutacji synonimicznych jest
btad kodonéw, jesli SS spowoduja powstanie nowych kodonow, ktore beda lepiej dopasowane
do genéw o wigkszej ekspresji w innych czes$ciach genomu, moze wpltynaé to na wzrost
sprawnosci. Prawdopodobnym wytlumaczeniem tego moze by¢ wigksza pula dostgpnych
tRNA, aco si¢ ztym wigze mniejszy koszt produkcji biatek przez komorke. Rozne prace
wykazaty [66,67,68], ze wprowadzenie kodonow, ktore sg rzadsze lub bardziej powszechne, od
tych wystepujacych w genach o wysokiej ekspresji, moga zmniejsza¢ kondycje, sugerujac,
ze uzycie kodonow moze podlega¢ selekcji stabilizujacej. Badania te, wykazaly réwniez,
ze zmiany w kodonach, wynikajace z pojedynczych mutacji synonimicznych, rzadko wykazuja
wpltyw na efektywno$¢. Ponadto wyniki sugeruja, ze jest mate prawdopodobienstwo, aby btad
w sekwencji kodonow byt czynnikiem adaptacyjnym podstawien synonimicznych, w krotkim
czasie [66,69,70]. Mutacje SS moga wplywac na szybkos$¢ i wierno$¢ translacji poprzez zmiang
drugorzedowej struktury transkryptow mRNA. Zmniejszona stabilno$§¢ termodynamiczna
mRNA, moze sprawi¢, ze transkrypt bedzie bardziej dostepny dla rybosomu podczas translacji,
co moze prowadzi¢ do szybszej translacji 1 wysokiego dopasowania [66,71]. Odkrywanie
réznorodnych sposobow, w jakie SS moga wplywa¢ na dopasowanie, stanowi wazny element
badan nad mechanizmami odpowiedzi na stres. Mutacje SS sa rzadko odzyskiwane

z krotkoterminowych  eksperymentéw w nowych lub stresowych $rodowiskach, gdyz
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poczatkowe etapy adaptacji sg czgsto napgdzane zmianami genetycznymi jak mutacje utraty
funkcji 1 amplifikacja genow, ktore nie wymagaja mutacji synonimicznych. Lepsze zbadanie
dhugoterminowych odpowiedzi adaptacyjnych moze da¢ dowody na rosngcy odsetek mutacji
synonimicznych przyczyniajacych sie¢ do adaptacji w czasie. Wykorzystanie zmian
srodowiskowych, jak HHP, do modulowania rozktadow efektow przystosowania oraz efekty
przystosowania mutacji synonimicznych i niesynonimicznych moga by¢ wazne dla okreslenia,
ktore zmiany przyczynig si¢ do adaptacji [72]. W badaniach [66,69] zaobserwowano, ze SS
w jednej czes$ci genu moze implikowa¢ dopasowania pdzniejszych mutacji SS w innej czesci
tego genu. Jednocze$nie, zaobserwowano, ze mutacje w jednym genie wplywaja na ekspresje
innych sgsiednich genoéw [66,69,73], co sugeruje, ze nie nalezy skupiaé si¢ tylko na jednym
genie. W przypadku bakterii, gdzie geny s3 czgsto zgrupowane w operony irazem
transkrybowane, okreslenie w jaki sposob mutacje wptywaja na calg jednostke transkrypcyjna,
moze pozwoli¢ zblizy¢ si¢ do zidentyfikowania mechanizméw odpowiedzialnych za efekty
dopasowania mutacji synonimicznych wptywajacych na adaptacje.

Przyszte prace beda koncentrowaé si¢ na poszukiwaniu wpltywdéw mutacji synonimicznych
ze skutkami w przystosowaniu w réznych regionach gendw (domeny funkcjonalne, lokalizacja
z operonem), w celu okreslenia wzorcow skutkéw dopasowania SS w populacjach. Wyniki
analiz szczepoéw 1 gatunkow LAB, z wykorzystaniem analiz calych genoméw, pozwolg

na lepsze zrozumienie ogdlnego znaczenia wptywu mutacji SS w ewolucji adaptacyjne;.
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4. HIPOTEZY I CEL PRACY
4.1. HIPOTEZY

W literaturze brakuje informacji dotyczacych odpowiedzi na stres zwigzany z wysokim
ci$nieniem hydrostatycznym (HHP) u bakterii fermentacji mlekowej (LAB), oraz wptywu tego
czynnika na aspekty genetyczne i proteomiczne u tych bakterii. Duza oporno$¢ LAB na rézne
rodzaje czynnikow stresowych wystepujacych w przetworstwie spozywczym stala sie
podstawg zalozen 1 ukierunkowata podjete w niniejszej pracy doktorskiej badania naukowe.
Uwzgledniajac dotychczasowg wiedze na temat mechanizmé6w odpowiedzi na stres u bakterii

LAB, ktorych dotyczy niniejsza rozprawa doktorska, postawitam nastgpujace hipotezy:

» Wysokie cisnienie hydrostatyczne
wplywa na zmiany profili widm mas

Hipoteza 1 bialek LAB, co moze prowadzi¢

do zr6znicowanej identyfikacji metoda
MALDI-TOF MS

e Wysokie ci$nienie hydrostatyczne
. indukuje rozregulowanie procesow
H]p()teza 2 biologicznych w LAB, co wigze si¢
ze zmiang profilu ekspresji genow
uczestniczacych w odpowiedzi na stres

* Poznanie mechanizméw odpowiedzi
. na stres u LAB umozliwi ich lepsza
HlpOteza 3 selekcje przy wyborze do zastosowan

w przemysle spozywczym
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4.2. CEL PRACY

Gléwnym celem pracy bylo ustalenie czy wywolane przez wysokie cis$nienie
hydrostatyczne zmiany na poziomie genetycznym i proteomicznym w bakteriach kwasu
mlekowego, wigzg si¢ z polimorfizmem wybranych gené6w odpowiedzi na stres, oraz czy
zmiany te sg na tyle istotne, ze moga w konsekwencji skutkowa¢ odmienng identyfikacja

tych bakterii.

Do osiaggniecia celu gloéwnego sformulowano nastepujace cele szczegotowe, ktore

postuzyty do weryfikacji stawianych hipotez:

Cel 1 - OkresSlenie molekularnych mechanizméw zwigzanych
z odpowiedzig na stres u bakterii LAB. (Publikacja 1)

Cel 2 - Okreslenie wptywu HHP na zmiany w profilach proteomicznych
LAB uzyskanych metodg MALDI-TOF MS. (Publikacja 2)

Cel 3 - Okreslenie sity dyskryminacyjnej identyfikacji LAB metodami
genetycznymi (geny /6S rDNA, pheS) oraz opartych na profilach widm
mas biatek uzyskanych metoda MALDI-TOF MS. (Publikacja 3)

Cel 4 - Analiza wplywu HHP na ekspresje genow dnaK, hrcA i ctsR
zwigzanych z odpowiedzig na stres, oraz okreslenie zaleznosci pomiedzy
dziataniem HHP a polimorfizmem (SNP) genow dnak, hrcA i ctsR.
(Publikacja 4 i Publikacja 5)
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5. ZAKRES PRAC
Cele szczegdtowe byly realizowane poprzez wykonanie nastgpujacych etapéw badan:

Etap1 Izolacja icharakterystyka szczepéw LAB, pochodzacych z produktow
spozywczych

e Wstepna identyfikacja mechanizméw odpowiedzi na stres u LAB oraz wybor genow
do dalszych prac badawczych.

o Izolacja szczepéw LAB icharakterystyka zuzyciem klasycznych metod
mikrobiologicznych.

e Identyfikacja LAB z wykorzystaniem analizy sekwencji nukleotydowej genu
kodujacego podjednostke 765 rDNA oraz genu pheS, kodujacego podjednostke alfa
syntazy fenyloalanylo-tRNA (Phe-tRNA).

e Analiza podobienstw sekwencji /6S rDNA ipheS z wykorzystaniem programu
BLAST (ang. Basic Local Alignment Search Tool).

Etap2  Wplyw wysokiego ciSnienia hydrostatycznego (HHP) na aspekty

proteomiczne w badanych szczepach LAB

e Wyznaczenie parametrow HHP stymulujacych reakcje odpowiedzi na stres
u badanych LAB.

e Okreslenie wptywu wysokiego cisnienia hydrostatycznego na profile proteomiczne
badanych szczepow.

e Okreslenie zmian w profilach widm mas bialek uzyskanych metodga MLADI-TOF
MS pod wptywem dziatania HHP.

e Okreslenie potencjalnych mechanizméw odpowiedzi na stres wywolany HHP
1 mozliwosciach identyfikacyjnych LAB.

Etap3  Wplyw wysokiego ciSnienia hydrostatycznego (HHP) na aspekty genetyczne

w badanych szczepach LAB
e Identyfikacja gendw uczestniczacych w mechanizmie odpowiedzi na stres u LAB.
e Okreslenie wplywu HHP na genetyczne elementy mechanizméw obronnych LAB:
o Ocena wptywu HHP na ekspresje genu dnaK w badanych szczepach.
o Ocena wptywu HHP na ekspresje genu hrc4 w badanych szczepach.
o Ocena wptywu HHP na ekspresje genu ctsR w badanych szczepach.
e Okreslenie polimorfizmu pojedynczego nukleotydu w genach dnak, hrcA i ctsR pod

wptywem dziatania HHP.
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W badaniach wchodzacych w zakres pracy doktorskiej, wykorzystano tacznie 15 szczepow
bakterii fermentacji mlekowej (LAB) nalezacych do rodzaju Lactobacillus. Szczepy LAB
izolowano z produktow spozywczych stosujac pozywke MRS Agar (De Man, Rogosa, Sharpe
Agar) wg procedury PN-ISO 15214:2002. W przypadku izolacji bakterii z piwa zastosowano
pozywke UBA (Universal Beer Agar). Wyizolowane szczepy zostaly zidentyfikowane
na podstawie cech morfologicznych, fizjologicznych oraz genetycznych i proteomicznych,
w Zaktadzie Mikrobiologii, Instytutu Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego im.
Wactawa Dabrowskiego — Panstwowego Instytutu Badawczego w Warszawie (IBPRS-PIB).
Badane szczepu po scharakteryzowaniu na podstawie analizy sekwencji nukleotydowej genu
kodujacego podjednostke /65 rDNA zostaty umieszczone w Kolekcji Kultur Drobnoustrojow
Przemyslowych — Centrum Zasobéw Mikrobiologicznych, gdzie nadano im nr KKP.
Sekwencje 16S rDNA poszczegdlnych szczepéw zostaly zdeponowane w bazie GenBank

NCBI (The National Centre for Biotechnology Information) (Tabela 1).
Tabela 1. Wykaz analizowanych szczepow LAB.

Szczep Nr dostgpu Zrédto Identyfikacja wg 16S Nowa nomenklatura
w GenBan rDNA
k

KKP 102 0OK291333 Piwo Lactobacillus backii Loigolactobacillus
3565 0 backii
KKP 103 OK287375 Piwo Lactobacillus backii Loigolactobacillus
3566 backii
KKP 253 0K288023 Piwo Lactobacillus Secundilactobacillus
3567 paracollinoides paracollinoides
KKP 1178 0OK291331 Chleb Lactobacillus Lactiplantibacillus
3568 plantarum plantarum
KKP 863 0K297672 Sok pomidorowy Lactobacillus Lactiplantibacillus
3569 plantarum plantarum
KKP 975 0OK297673 Sok pomidorowy Lactobacillus Lacticaseibacillus
3570 rhamnosus rhamnosus
KKP 133 0OK297679 Probiotyk Lactobacillus Lacticaseibacillus
3571 rhamnosus rhamnosus
KKP 259 0OK287403 Lody Lactobacillus Lacticaseibacillus
3572 rhamnosus rhamnosus
KKP 3/16/1 OK287291 Piwo Lactobacillus brevis Levilactobacillus brevis
3573
KKP 3/16/2  OK287283 Piwo Lactobacillus brevis Levilactobacillus brevis
3574
KKP 489 0OK298397 Piwo Lactobacillus brevis Levilactobacillus brevis
3575
KKP 557 0K298392 Piwo Lactobacillus brevis Levilactobacillus brevis
3576
KKP 738 0OK287356 Piwo Lactobacillus rossiae Furfurilactobacillus
3577 rossiae
KKP 432 0K298400 Sok z kiszonych Lactobacillus curvatus Latilactobacillus
3578 ogorkow curvatus
DSM 115 Piwo Lactobacillus brevis Levilactobacillus brevis
6235
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Schematy postgpowania oraz metodyke przedstawiono na ponizszych Rysunkach.

Etap 1. Izolacja i charakterystyka szczepow LAB, pochodzacych z produktow
spozywczych.

Hodowle bakteryjne

Material biologiczny: szczepy bakterii fermentacji mlekowej, ktorych przynaleznos¢ gatunkowa
zostata okreslona przy uzyciu klasycznych metod mikrobiologicznych.

Hodowla: podtoza MRS agar zgodnie z procedurg PN-ISO 15214:2002, oraz UBA, inkubacja w 30°C
48-72h

Izolacja DNA

Metoda: izolacja ultraczystego DNA z 2 ml 24h bakteryjnej hodowli z wykorzystaniem zestawu
do izolacji ExtractMe DNA Bacteria Kit wedtug instrukcji producenta.

Stezenie i czystos¢é wyizolowanego DNA zmierzona przy uzyciu spektrofotometru UV-Vis NanoDrop.

Identyfikacja bakterii metodami genetycznymi

Metoda: Amplifikacja genéw 16S rDNA i pheS kodujgcego podjednostke a-syntazy fenyloalanylo-
tRNA (Phe-tRNA). Sekwencje 16S rDNA poszczegdlnych szczepow zostaly zdeponowane w bazie
GenBank NCBI

Analizy in silico

Metoda: tworzenie kontigdw otrzymanych sekwencji z wykorzystaniem programu Serial Cloner
i analiza podobienstw z wykorzystaniem programu BLAST.

Przyrownanie sekwencji nukleotydowej (aligment) metoda Cluster Analysis, oraz konstrukcja drzew
filogenetycznych metoda Neighbour-Joining programem MEGA X.

Wytypowanie bakterii fermetacji mlekowej bedacych przedmiotem
dalszych badan

Rysunek 1. Schemat postgpowania i metodyka izolacji i identyfikacji genetycznej LAB.
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Etap 2. Wplyw wysokiego ciSnienia hydrostatycznego (HHP) na aspekty proteomiczne
w badanych szczepach LAB

Wysokie ci$nienie hydrostatyczne (HHP)
Hodowle w logarytmicznej fazie wzrostu poddano cisnieniowaniu (300 MPa/5') w Instytucie
Wysokich Cisnien Polskiej Akademii Nauk.

Przezywalnos¢ komoérek LAB po ci$nieniowaniu, okreslono metoda ptytkowa, w oparciu o serie
rozcienczen na pozywce MRS agar w dwoch powtoérzeniach.

Inkubacja w 30°C przez 48-72h, w warunkach beztlenowych.

Wplyw HHP na analize profili bialek metoda MALDI-TOF MS

Matryca: 10 mg/mL HCCA (kwas a-cyjano-4-hydroksycynamonowy)

Analiza widm mas wykonywana aparatem MALDI-TOF MS Biotyper 3.0, z wewngtrznie
wbudowang baza danych zawierajaca 5291 widm referencyjnych.

Analizy porownawcze widm mas profili bialek LAB

Analizy: profile widm mas (MSP) analizowano w programie BioNumerics 7.6.3 (Applied Maths),
w trzech powtorzeniach widm wszystkich badanych szczepow.

Dwuwymiarowa hierarchiczna analiza skupien (HCA) i skalowanie wielowymiarowe (MDS)

w celu wizualizacji dynamiki reakcji na stres i okre§lenia grupowania LAB w oparciu o wpltyw
HHP

Okreslenie wplywu HHP na profile widm mas badanych szczepow
Lactobacillus

Rysunek 2. Schemat analiz proteomicznych.
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Etap 3. Wplyw wysokiego ciSnienia hydrostatycznego (HHP) na aspekty genetyczne
w badanych szczepach LAB.

Izolacja RNA

Ekstrakcja catkowitego mRNA z kultur kontrolnych oraz traktowanych HHP.

Ocena integralno$¢ RNA fluorymetrem Qubit 4 z uzyciem testu Invitrogen Qubit RNA IQ Assay,
i sprawdzenie jakoscina 1% zelu agarozowym.

Eksprejsja genow dnakK, ctsR i hrcA zwigzanych z odpowiedzia na stres
pod wplywem dzialnia HHP

Analiza ekspresji gendow przeprowadzona z wykorzystaniem specyficznych sond i starterow TagMan®.
Stabilnos¢ 16S rRINA jako endogennej kontroli, mierzono zardwno dla szczepow kontrolnych i traktowanych
HHP, algorytmem ACT. Analize RT-qPCR wykonano w trzech powtorzeniach przy uzyciu zestawu
TagMan™ RNA-to-CT™ 1-Step Kit oraz systemu QuantStudio™ 3 Flex Real-Time PCR.

Analiza polimorfizmu SNP

Analiza polimorfizmu, wybranych szczepéw kontrolnych i ci$nieniowanych, stosunek mutacji
niesynonimicznych (Ks) do synonimicznych (Ka) zostaly oszacowane 2z wykorzystaniem
programu DnaSP. 5.1.

Analizy statystyczne i PPI (protein-protein interaction network)

Wzgledne wspotczynniki ekspresji obliczono metoda 2-AACT. Wzgledna ekspresja genéw dnak, hrcA i ctsR
z uzyciem oprogramowania QuantStudio Design & Analysis Desktop Software v.1.5.1. Roznice migdzy
grupami okres$lono testem t-Studenta i programami GraphPad Prism v.7 i Statistica v.13.

Skonstruowano sie¢ (STRING - Search Tool for Retrieval of Interacting Genes) do zobrazowania
potencjalnych interakcji migdzy czasteczkami dnak, ctsR i hrcA o zréznicowanej ekspresji, odpowiadajacym
réznym LAB.

Okreslenie wplywu HHP na polimorfizm i ekspresje genow zwigzanych
z odpowiedzia na stres w badanych szczepach Lactobacillus

Rysunek 3. Schemat analiz genetycznych.
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6. OMOWIENIE OSIAGNIEC BADAWCZYCH PRZEDSTAWIONYCH
DO OCENY

W Publikacji 1, ktéra stanowi przeglad literatury, dokonano omowienia 1 charakterystyki
mechanizméw zaangazowanych w reakcje na réznego rodzaju stres, co stanowito podstawe
osiggni¢cia 1 celu szczegétowego. Poniewaz wysokie cisnienie hydrostatyczne (HHP), jest
nietermiczng metodg utrwalania zywnos$ci, ktora znajduje coraz szersze zastosowanie, to
wiedza o molekularnych podstawach reagowania naten czynnik stresu u LAB jest bardzo
wazna. HHP nie jest powszechnym czynnikiem stresu dla LAB, poniewaz w normalnych
warunkach srodowiskowych nie sg one na nie narazone. Obecnie zasob wiedzy na ten temat
jest nadal ograniczony, a mechanizmy nie zostaty do konca poznane. Aby scharakteryzowaé
stan fizjologiczny komorek po ekspozycji na wysokie ci$nienie, wazne jest zapewnienie
wgladu zaréwno w ich proteom i genom. Na podstawie dokonanego przegladu literatury
dotyczacego podstawowych mechanizmow i genéw odpowiedzi na stres bakterii fermentacji
mlekowej, wystepujacych w przemysle sokow inapojow, scharakteryzowano genetyczne
podstawy odpowiedzi na stres rdznego rodzaju, ktore sa zaangazowane w procesach
adaptacyjnych komorek LAB. Biorac pod uwage obecny stan wiedzy dotyczacy krzyzowe;j
tolerancji na stres, wybrano trzy geny: dnakK, ctsR 1ihrcA, ktore zostaly uwzglednione
w dalszych etapach prac badawczych i stanowity podstawe kolejnych publikacji nalezacych
do cyklu rozprawy doktorskie;.

Istotnym elementem pracy, co zostato przedstawione w Publikacji 2 i stanowito
realizacj¢ 2 celu szczegélowego, byto okreslenie w jaki sposéb metoda utrwalania, jaka jest
HHP, wptywa na profil widm mas biatek badanych szczepéw LAB, 1 w jaki sposob przektada
si¢ to na mozliwosci identyfikacyjne tej metody. Chemotaksonomiczne metody analizy bialek
rybosomalnych charakterystycznych dla danej rodziny, rodzaju, gatunku, a nawet szczepow,
takie jak MALDI-TOF MS, umozliwiaja identyfikacje profili widm mas (MSP ang. mass
spectra profile) badanych szczepdéw, poprzez pordwnanie ich z bibliotekg zawierajaca
referencyjne widma odniesienia. Pozwala to na wykorzystanie metody MALDI-TOF MS, jako
narzgdzia identyfikacyjnego mikroorganizméw. W Publikacji 2 zaprezentowano wyniki
dotyczace wplywu HHP na badane szczepy LAB poprzez ewaluacje profili widm mas bialek,
oraz wynikajaca ztego mozliwo$¢ identyfikacji badanych szczepow, z wykorzystaniem
metody MALDI-TOF MS. W celu wizualizacji dynamiki odpowiedzi na stres, a zwtaszcza
zgrupowania szczepOw w oparciu o ich powigzanie gatunkowe lub wplyw HHP,

przeprowadzono analiz¢ skupien metodg UPGMA (ang. Unweighted Pair Group Method with
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Arithmetic mean), dwuwymiarowa hierarchiczng analiz¢ skupien (HCA ang. Hierarchical
Cluster Analysis) oraz stworzono map¢ cieplng, utworzong w oparciu o korelacje podobienstw
widm mas, ci$nieniowaniach i1 kontrolnych szczepoéw, do wartosci m/z.

Wyniki prac przeprowadzonych natym etapie badan pozwolily zidentyfikowaé szczepy
nalezace do rodzaju Lactobacillus metoda MALDI-TOF MS, oraz oceni¢ czy dzialanie
wysokiego ci$nienia hydrostatycznego moze mie¢ istotny wptyw na mozliwosci identyfikacji
bakterii metodg opartg na analizie profilu widm mas biatek. Wykazano, ze sposrod badanych
szczepow wysoce wiarygodng identyfikacje do poziomu gatunku (przedziat ufnosci 2,30-3,00)
otrzymano dla 46% kontrolnych oraz 61,6% cisnieniowanych szczepow, oraz wysoka
wiarygodno$¢ do poziomu rodzaju iprawdopodobienstwo identyfikacji do gatunku
(w przedziale 2,00-2,29) dla 46% kontrolnych oraz 38,4% ci$nieniowanych szczepow.

Na przyktadzie poréwnania profili widm mas trzech szczepéw: KKP 3571 (133), KKP 3577
(738) 1KKP 3578 (432), zaobserwowano, ze pomig¢dzy widmem kontrolnym,
a cisnieniowanym istniejg réznice w uzyskanych pikach, co mogto przyczynic si¢ do rozbiezne;j
identyfikacji tych szczepow.

Hierarchiczna analiza skupien (HCA) widm obliczona przy uzyciu wspolczynnika korelacji
Pearsona przypisala szczepy w klastry, ktore jednak nie zostaly zgrupowane na wysokim
poziomie pokrewienstwa wzgledem ich zréznicowania w zaleznos$ci od gatunku oraz wptywu
HHP. Moze to §wiadczy¢ o tym, ze, pomimo iz MSP sa na tyle charakterystyczne dla szczepow
aby je zidentyfikowa¢, to w wigkszosci przypadkéw zmiany, ktore zaszly pod wplywem
dziatania HHP byly natyle istotne, ze uniemozliwito to zgrupowanie poszczegdlnych
szczepow w oddzielne klastry. Uzyskane widma zostaly przyrownanie 1 zgrupowane
z tolerancja liniowa 300 ppm i stalg tolerancja 0,5. Najwigksze powinowactwo wykazat szczep
KKP 3575 (489), ktory zostat przypisany do jednego klastra z kontrolnym szczepem KKP 3569
(863) napoziomie 96%. Rowniez szczep KKP 3568 zostal wyodrgbniony w klaster
na poziomie 90% podobienstwa. Pie¢ szczepow zostato sklasyfikowanych poza klastrami, jako
nieposiadajgce wystarczajacego podobienstwa do pozostatych. Posrod nich znalazly sie
szczepy kontrolne KKP 3566, KKP 3577, DSM 6235, ci$nieniowany szczep KKP 3569 oraz
szczep KKP 3576 zaréwno kontrolny jak i ci$nieniowany. Otrzymane wyniki sprawdzono pod
katem uzyskanych rdznic 1 podobienstw z wykorzystaniem wielowymiarowego skalowania
(MDS ang. Multidimensional Scaling) profili widm mas, ktora to analiza jest uznana za
alternatywe¢ analizy czynnikowej, arezultaty przedstawiono w postaci wizualizacji 3D.
W analizie MDS, odleglosci okreslono na podstawie konfiguracji przestrzennej punktow

w przestrzeni wielowymiarowej, w ktorej odlegtosci migdzy punktami odzwierciedlaty
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podobienstwo mi¢dzy szczepami. Podobnie jak w analizie HCA, badanych szczepow nie udato
si¢ zgrupowac na podstawie ich przynaleznosci gatunkowej lub wptywu czynnika stresowego.
W przeprowadzonej analizie skupien 2D 1 wygenerowanej mapie cieplnej okreslono roéznice
miedzy kontrolnymi i ci$nieniowanymi szczepami LAB zgodnie z podobienstwem ich wzorow
spektralnych, otrzymane wyniki pokazaly, ze zadne odchylenie w rozktadzie widm nie moze
by¢ bezposrednio skorelowane z wptywem HHP, co potwierdzito przedstawione wcze$niej
analizy skupien widm mas MALDI-TOF MS.

Identyfikacja LAB moze by¢ problematyczna ze wzgledu na wysoki stopien
zrdéznicowania fenotypowego i genotypowego oraz zawartos¢ par zasad G+C w zakresie 32 +
54 % [13]. W Publikacji 3 dokonano pordwnania sity dyskryminacyjnej metod genotypowych
wykorzystywanych do identyfikacji LAB (gen /6S rDNA i pheS) oraz metody MALDI-TOF
MS, stanowito to podstawe realizacji 3 celu szczegolowego. Wyniki tej czesci pracy pozwolity
na identyfikacje bakterii w oparciu o analize sekwencji genu /6S rDNA, ktory jest
wyznacznikiem w okreslaniu filogenetycznego pokrewienstwa bakterii LAB. Jednakze,
w przypadku blisko spokrewnionych gatunkéw LAB metoda ta ma zbyt malg rozdzielczos$¢,
a gen kodujacy podjednostke 765 rRNA moze wykazywac niewielki stopien polimorfizmu.
Z tego powodu poszukiwano innych genéw konserwatywnych, ktére mogltyby postuzy¢ jako
wiarygodne narzedzie roéznicujace o duzej czulosci. Taki gen powinien charakteryzowac si¢
powszechno$cig wystepowania w genomie bakteryjnym i powinien zawiera¢ w sobie swoisty,
zmienny region, ktory pozwoli na jednoznaczne zréznicowanie gatunkéw/podgatunkow [33].
Dlatego obecnie stosuje si¢ rowniez sekwencjonowanie genu phesS, kodujacego podjednostke
a-syntazy fenyloalanylo-tRNA (Phe-tRNA), jako alternatywe dla genu 76S rDNA.

Przy uzyciu programu MEGAX dokonywano przyrownania sekwencji genéw /6StDNA 1 pheS
1 skonstruowano na ich podstawie drzewa z wykorzystaniem analizy Neighbor-Joining
z odlegtos$ciami obliczonymi metoda najwigkszej wiarygodnosci i z zastosowaniem algorytmu
CLUSTAL W. Odlegtosci ewolucyjne obliczano przy uzyciu metody najwigkszej ztozonej
wiarygodnosci 1 zostaly one podane w jednostkach liczby podstawien zasad przypadajacych
na miejsce. Ostateczny zbior danych zawierat Iacznie 1480 pozycji dla genu /65 DNA oraz 390
pozycji dla pheS. Przeprowadzona analiza réznorodno$ci nukleotydowej analizowanych
sekwencji LAB, wykazata, ze wspolczynnik n byt wyzszy dla genu /6S rDNA (0,86), niz
dla genu pheS (0,16), co przektadato si¢ na potencjat roznicujacy obu genow. Identyfikacja
LAB z uzyciem genu pheS dala mate zréznicowanie, a ponad 58% analizowanych szczepoéw
zostalo rozbieznie zidentyfikowanych. Analizy te znalazly odzwierciedlenie réwniez

w badaniach filogenetycznych, ktérych celem byto ustalenie wzajemnego pokrewienstwa
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szczepow Lactobacillus. na podstawie uzyskanych wynikoéw stwierdzono, ze analiza sekwencji
16S tDNA daje wigksze mozliwosci roznicujace.

Analizy filogenetyczne sekwencji genu /6S rDNA wykazaly homologi¢ na poziomie 89%
dla 10 szczepow, a dla 2 szczepow (L. backii KKP 3566 1 L. brevis KKP 3576) stanowita mnie;j
niz 79% 1 zostaly one ujete w oddzielny klaster. Wyniki te nie korelowaty z wynikami
identyfikacji bakterii bazujacej na sekwencjonowaniu genu /6S rDNA, gdzie zidentyfikowano
4 szczepy L. brevis (DSM 6235, KKP 3573, KKP 3575, KKP 3576), po 2 szczepy L. plantarum
(KKP 3568, KKP 3569), L. rhamnosus (KKP 3570, KKP 3571), L. backii (KKP 3565, KKP
3566) i pojednym — L.curvatus (KKP 3578) i L.rossiae (KKP 3577). Na drzewie
filogenetycznym sekwencji genu pheS, szczepy zostaty podzielone na dwa klastry. Jeden
klaster zawieral 8 szczepow z homologia na poziomie 90 + 98 %, a drugi — z 2 szczepami:
L. brevis KKP 3576 1 L. curvatus KKP 3578, ktorych podobienstwo wynosito ponizej 90%.
W przypadku 2 szczepow L. backii KKP 3565 1 KKP 3566 nie udato si¢ otrzymac¢ sekwencji
genu pheS. Uzyskane wyniki koreluja z wynikami identyfikacji bakterii na podstawie
sekwencji genu pheS, gdzie 8 szczepow (DSM 6235, KKP 3568, KKP 3569, KKP 3570, KKP
3571, KKP 3573, KKP 3575, KKP 3577) scharakteryzowano jako L. plantarum, a 2 szczepy
(KKP 3576 i KKP 3578) — jako L. brevis.

W Publikacji 4 przedstawiono uzyskane wyniki wplywu HHP na zmiany ekspresji
gendw dnakK, hrcA ictsR, 1byly one czgéciag 4 celu szczegélowego. Analiz¢ qRT-PCR
(ang. quality Real Time — PCR) przeprowadzono z wykorzystaniem specyficznych
dla poszczegolnych gendw sond i primeréw TagMan, a jako endogenng kontrolg wykorzystano
gen [6S rRNA, ktorego stabilno$¢ mierzono, zaréwno dla szczepéw kontrolnych
jak 1 ci$nieniowanych, algorytmem ACT. Wzgledne wspotczynniki ekspresji obliczono metoda
2- AACT, arodznice okreSlono przy uzyciu testu t-Studenta. Sposrod badanych bakterii,
dla wszystkich genéw u szesciu szczepow kontrolnych poziom ekspresji byt ponizej poziomu
oznaczalnosci. U czterech szczepow po cisnieniowaniu zaobserwowano wzrost ekspresji
wszystkich trzech gendw, przy czym istotnie statystyczne zmiany byty dla szczepu KKP 3565
dla genu dnakK i ctsR, szczepu KKP 3566 genu dnaK 1 szczepu KKP 3570 genu ctsR. W trzech
szczepach nastgpilo obnizenie ekspresji, a istotnie statystycznie roznice byty dla szczepu KKP
L. plantarum 3569 genu hrcA, L. rhamnosus KKP 3570 genu ctsR 1 szczepu L. rhamnosus KKP
3571 genu ctsR 1 hrcA. Dla szczepu L. plantarum KKP 3568 zaobserwowano wzrost ekspresji

dla genu hrcA, iobnizenie ekspresji dla genow dnaK 1ictsR, natomiast dla szczepu L.
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paracollinoides KKP 3567 wzrost ekspresji byt dla genu hrcA, a dla dwoch pozostatych genow
poziom ekspresji byt ponizej poziomu oznaczalnos$ci.

Otrzymane wyniki badan §wiadczg, ze szczepy bakterii z rodziny Lactobacillus maja bardzo
zréznicowang ekspresje wybranych do badan genow zwigzanych ze stresem, co przedstawiono
w Publikacji 4 w formie relatywnej ekspresji gendow dnak, ctsR i hrcA. Zastosowane ci$nienie
300 MPa przez 5 minut w przypadku pigciu szczepdéw nie spowodowalo zmian, ktore bytyby
w zakresie oznaczalno$ci metody, w pozostalych szczepach zaobserwowano duze
zréznicowanie ekspresji. Moze si¢ to przeklada¢ na bardziej skomplikowany mechanizm
odpowiedzi na czynniki stresogenne, w tym celu opracowano sie¢ PPI (ang. Protein-Protein
Interaction), ktora pozwolita wyszuka¢ potencjalne interakcje miedzy czasteczkami dnak, ctsR
1hrcA o zréznicowanej ekspresji, odpowiadajacych réznym LAB. W skonstruowanej,
z wykorzystaniem programu STRING (ang. a Search Tool for the Retrieval of Instances of
Neighbouring Genes), sieci PPI uzyto do przeprowadzenia analizy koekspresji badanych
genow, a uzyskane wyniki odnosza si¢ do sity dowodu uzyskanego w serii eksperymentow
dotyczacych skorelowanej ekspresji miedzy dwoma kodujacymi genami bialek w oparciu
o wzorce ekspresji RNA idane dotyczace koregulacji bialek. Z zastosowanym wysokim
progiem ufnosci (0,7), odnotowano wysoce zgrupowang sie¢ (wspoOlczynnik klastrowania
0,73), zawierajaca 21 weztow, ktore odpowiadajg biatkom, z 98 krawedziami (interakcjami),
gdzie oczekiwana liczba krawedzi (interakcji) wynosita 27. W analizie wykazano znacznie
wigcej interakcji niz oczekiwane dla losowego zestawu podobienstwa z genomu. Analiza sieci
PPI moze przedstawia¢ sie¢ oddzialywan molekularnych powstajacych miedzy produktami
biatkowymi badanych genow, geny dnak, ctsR 1 hrcA miaty wysoki stopien usieciowienia, co
moze wskazywaé na znaczenie tych bialek w powstalej sieci PPI. Przedstawione zaleznoS$ci
funkcjonalne koreluja z obecno$cia lub brakiem interakcji. Analiza sugeruje, zZe biatka jako
grupa sg czgsciowo biologicznie potaczone i moga mie¢ ze sobg znacznie wigcej interakcji niz

oczekiwano.

W  Publikacji 5 zaprezentowano wyniki analizy polimorfizmu pojedynczego
nukleotydu (SNP) dla genéw dnakK, hrcA ictsR w wybranych szczepach kontrolnych i
po ci$nieniowaniu 300 MPa/5’, 1 stanowily one drugg czes¢ 4 celu szczegélowego. Celem
badania bylo poréwnanie czy wysokie ci$nienie hydrostatyczne wptywa na zmiany sekwencji
w/w gendw, co mogloby znalez¢ odzwierciedlenie w zmianach ekspresji tych genéw pod
wplywem HHP. W niniejszej pracy zbadano 5 szczepow: L. backii KKP 3565 i KKP 3566,
L. plantarum KKP 3568 1 KKP 3569 1 L. rhamnosus KKP 3570. Dla kazdego ze szczepow
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zostaty poréwnane geny w szczepach kontrolnych oraz po zastosowaniu HHP. Otrzymane
sekwencje przyrownano ze sobg (aligment) oraz przeprowadzono analiz¢ SNP,
w poszukiwaniu mutacji mogacych pojawiac si¢ pod wptywem zastosowanego czynnika stresu
1 mogacego mie¢ wplyw na zdolnosci adaptacyjne LAB do zmieniajacych si¢ warunkow
srodowiska. Przeprowadzono analiz¢ stosunku mutacji niesynonimicznych do synonimicznych
(Ka/Ks) pod wptywem HHP, ze wzglgdu na ich rozny wptyw na komorki bakteryjne. Wyniki
tej pracy pokazaly, ze najwigksza roznorodno$¢ nukleotydowg wykazywat gen hrcA, co stoi
w zgodzie z wynikami autorow innych prac [56]. Jednakze dla poszczegdlnych szczepow
porownujac sekwencje gendéw kontroli z ciSnieniowanymi szczepami, nie odnotowano
znaczacych roznic pomigdzy sekwencjami dla wszystkich trzech genéw. Stosunkowo niewielki
stopien zmiennos$ci gendow dnak, hrcA, i ctsR, moze wskazywac na fakt, ze bakterie posiadaja
mechanizmy ochronne przed mutacjami funkcjonalnymi, lub Zze mutacje, ktére zaistniaty byty
neutralne. Niski stosunek Ka/Ks wskazuje, ze mutacje NSS maja staby, negatywny wpltyw
na zywotnos¢ komorek. Z kolei wysoki stopien NSS sugeruje, ze selekcja adaptacyjna
prowadzi do faworyzowania réznych sekwencji bialek w zalezno$ci od zmian wystepujacych
w Srodowisku, moga one by¢ czg$cia mechanizmu adaptacyjnego, poprzez informowanie
o funkcji gendéw. W badanych genach ekspresja nie wydaje si¢ odgrywac znaczacej roli
w plastyczno$ci genomowej, natomiast na podstawie analiz sieci interakcji biatko-biatko (PPI)
mozna stwierdzi¢, zesie¢ PPI ma kluczowe znaczenie dla proceséw molekularnych,
a nieprawidtowe usieciowienie moze by¢ podstawa wielu zmian, w tym tych zwigzanych

z reakcjg na stres.

7. REALIZACJA CELOW, WERYFIKACJA HIPOTEZ I WNIOSKI
Realizacja celow szczegolowych zostala osiagnieta iopisana w poszczegolnych

publikacjach skladajacych si¢ na cykl publikacji stanowiacych prac¢ doktorska:

Cel 1 — Publikacja 1

Bakterie fermentacji mlekowej charakteryzuja si¢ duzym zréznicowaniem odpowiedzi na stres,
a wybrane do badan geny dnaKk, ctsR i hrcA nie s3 jedynymi bioragcymi udzial w tym procesie.
Mechanizm odpowiedzi na stres jest bardziej skomplikowany i moze zaleze¢ od czynnika
stresowego [1,63], a co za tym idzie moze wymaga¢ bardziej doglebnych analiz. Jak podaja
inni autorzy [9,23,56,64] zrozumienie mechanizmoéw odpowiedzi na stres, jest istotne
ze wzgledu na okre$lenie mozliwosci adaptacyjnych bakterii w zmiennych warunkach

srodowiskowych, ktore moga wystepowacé w utrwalanych produktach spozywczych.
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Cel 2 — Publikacja 2

Otrzymane na tym etapie wyniki pozwolily okresli¢, ze wysokie cisnienie hydrostatyczne moze
wptywaé na zmiany w proteomie bakterii LAB. Zgadzato si¢ to z doniesieniami innych
autoréw [74] dotyczacymi zwigzku HHP z efektami indukowanymi w biatkach. Zmiany te
moga by¢ na tyle istotne, aby w niektorych przypadkach prowadzi¢ do powstania réznych
profili widm mas biatek uzyskanych metoda MALDI-TOF MS dla tego samego szczepu
1 w konsekwencji skutkowa¢ odmienng identyfikacja. Zmiana profilu widm mas biatek moze
mie¢ istotne znaczenie nie tylko ze wzglgdu na funkcjonalno$¢ bakterii, ale roéwniez

na mozliwo$ci poprawnej identyfikacji metoda oparta na analizie biatek.

Potwierdzono prawdziwos¢ hipotezy 1.

Cel 3 — Publikacja 2 i Publikacja 3

Na podstawie badan prowadzonych na tym etapie pracy doktorskiej wykazano, ze w stosunku
do analizowanych szczepow bakterii fermentacji mlekowej gen pheS mial wysoki stopief
homogenicznosci i niskg site dyskryminujaca, co znalazto potwierdzenie w badaniach innych
autorow - Naser i wsp. [75], w odniesieniu do Enterococcus. Jednoczesnie, uzyskane wyniki
roznity si¢ od wynikdéw rdznicowania opartych na analizie genu pheS, uzyskanych przez Naser
1wsp. [13] dlablisko spokrewnionych bakterii zrodzaju Lactobacillus, gdzie autorzy
stwierdzili, Ze jest to wiarygodna, alternatywna metoda réznicujaca dla genu /6S rDNA.
W przypadku badah wiasnych stwierdzitam, ze dla analizowanych szczepow LAB wigksza
wiarygodno$¢ identyfikacyjna mial gen 76S rDNA, w pordwnaniu do genu pheS 1 metody
MALDI-TOF MS.

Cel 4 — Publikacja 4 i Publikacja 5

W toku przeprowadzonych natym etapie prac, dla badanych szczepow LAB uzyskano
zroznicowany profil ekspresji genow dnaK, hrcA, ictsR. Zmienna ekspresja gendow
zaangazowanych w reakcj¢ na stres moze skutkowa¢ zmianami na poziomie fenotypowym
bakterii, co zgadza si¢ z doniesieniami innych autoréw analizujgcych zmiany transkryptomow
bakterii pod wptywem stresu [1,18,55,56,61,63]. Dane te potwierdzaja, ze niektore fenotypy
zaleza od poziomu ekspresji gendw, anie od ich samej obecnosci. Natomiast mutacje
w pojedynczych genach moga wplywac na zmiany innych, sgsiadujacych gendéw, szczeg6lnie

gdy sg one zgrupowane w jeden operon i razem transkrybowane. Identyfikacja catych jednostek
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transkrypcyjnych moze przyczyni¢ si¢ do zidentyfikowania mechanizméw odpowiedzialnych
za adaptacje. W krotkoterminowych eksperymentach, jak w przeprowadzonych przeze mnie
z zastosowaniem HHP 300 MPa/5’, ktére stanowig stresowe lub nowe §rodowisko, rzadko
wystepuja mutacje SS, ktore sg istotnym elementem procesu poczatkowej adaptacji
wynikajacej ze zmian genetycznych, jak mutacje utraty funkcji iamplifikacja genow.
Jak podaje Bailey i wsp. [66], mechanizmy molekularne odpowiedzialne za reakcje komorki,
ktore sa specyficzne dla poczatku genu, takiej jak inicjacja transkrypcji lub translacja, wydaja
si¢ mie¢ wplyw na organizm i geny. Nalezy to jednak podkresli¢, co zostato potwierdzone
rowniez przez badania wlasne, ze cho¢ jest to istotny zwiazek, to jest on staby, za§ podatnos¢
na zmiany warunkéw $rodowiskowych u LAB, moze mie¢ powazny wplyw na jakosé

1 bezpieczenstwo zywnosci.

Potwierdzono prawdziwos¢ hipotezy 2 i 3.

Poprzez realizacje celow szczegolowych osiagnieto cel glowny, ktérym bylo ustalenie czy
wywolane przez wysokie ciSnienie hydrostatyczne zmiany na poziomie genetycznym
i proteomicznym w bakteriach kwasu mlekowego, sa zwigzane z polimorfizmem
wybranych genow odpowiedzi na stres oraz czy zmiany te sa na tyle istotne, Ze moga
w konsekwencji skutkowaé odmienng identyfikacjq tych bakterii, co pozwolilo odnie$¢ si¢

do postawionych w pracy hipotez.

WNIOSKI

1) W badaniach porownawczych metod identyfikacyjnych, opartych na genach
konserwatywnych (/6S rDNA, pheS) oraz profilu widm mas biatek (MALDI-TOF
MS), analizowanej populacji LAB, stwierdzono, Ze najwigksza sita dyskryminujaca
1najwieckszym potencjalem rdznicujacym  dla analizowanej populacji LAB
charakteryzowat si¢ gen /65 rDNA.

2) Analizy filogenetyczne badanych gendw dnak, hrcA i ctsR dla szczepow kontrolnych
i cis$nieniowanych byly natyle zréznicowane, Ze uniemozliwity ich zgrupowanie
zgodnie z przynalezno$cig gatunkowg. Zaobserwowane w dendrogramach roznice
moga wynika¢ ze zmian w fenotypie bakterii wywotanych dziataniem czynnika
stresowego, jakim jest HHP.

3) W wyniku dziatania ci$nienia 300 MPa przez 5 min w proteomie LAB dochodzi

do zmian, ktore sa widoczne w profilach widm mas bialek analizowanych metoda
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4)

5)

6)

MALDI-TOF MS, ardznice w profilach moga skutkowa¢ odmienng identyfikacja
analizowanych szczepow.

Ekspresja genow dnaK, ctsR ihrcA w obrgbie badanych szczepow kontrolnych
1 ciSnieniowanych, charakteryzowala si¢ duzg heterogennoscig inie korelowala
z uzyskanymi profilami polimorfizméw tych genow w LAB.

Polimorfizmy powstate w wyniku dziatania ci$nienia mialy charakter neutralny,
mutacje niesynonimiczne w niewielkim stopniu oddzialywaty na zywotnos$¢ komorek.
Wysoki poziom interakcji pomigdzy czasteczkami dnakK, ctsR i hrcA moze wplywaé
na wyniki identyfikacji uzyskiwane metodami opartymi na analizie biatek. Moze si¢ to
wigza¢ z wigksza ilo$cig molekut zaangazowanych w mechanizm odpowiedzi na stres
HHP, a faworyzowanie réznych biatek zwigzanych ze zmianami $rodowiskowymi,

moze taczy¢ si¢ z mechanizmem adaptacyjnym bakterii.
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In this review we summarize stress factors that affect
the lactic acid bacteria (LAB) and cause different molec-
ular stress responses. LAB belong to a group of bacte-
ria that is very widespread in food and beverages. They
are present, and desired, in fermented products like
yogurts, cheese, vegetables, meat or wine. In most of
them, LAB are providing positive sensory and nutritive
features. However, as harmless and desired microbes in
one product, LAB can cause spoilage and a bad taste of
others, especially in juices and beverages. LAB are resist-
ant to many stress factors which allows them to survive
in harsh environments. The most common stress factors
they have to deal with are: heat, cold, acidity, NaCl and
high hydrostatic pressure (HHP). Their ability to survive
depends on their skills to cope with stress factors. Under
stress conditions, LAB activate mechanisms that allow
them to adjust to the new conditions, which can influ-
ence their viability and technological properties. This
ability to adapt to different stress conditions may come
from the cross-protection systems they have, as resist-
ance to one factor may help them to deal with the oth-
er stress effectors. LAB are highly valuable for the food
industry and that is why it is important to understand
their stress response mechanisms.
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INTRODUCTION

Lactic Acid Bacteria (LAB) are the most widespread
group of bacteria that is used in fermented foods. They
are natural inhabitants of the human gastric intestine,
and can be applied in different fermented products and
probiotic foods (Ficco e al, 2009). They are present
in products like yogurts, sourdoughs, sour vegetables,
cheese, wine or meat and play a crucial role in the devel-
opment of the organoleptic and hygienic quality of fer-
mented products (van de Gutche ¢f 4/, 2002). The tech-
nological benefit of Lactic Acid Bacteria depends on the
ability to enhance safety, flavour, texture and nutritional
value (Salminen & von Wright, 2004). Some LAB, due
to their probiotic properties, can be used in the produc-
tion of functional food and potential oral vaccines (Shah
2007; Siragusa et al, 2007; Parente ez al, 2010).

At the same time, LAB can cause spoilage of food.
They can grow in improperly pasteurized beverages and

juices in bottles and cans, in vacuum packed products
with a deficit of oxygen. LAB can enter a given product
along with the raw material, additives or with packing ma-
terials (Lawlor e al, 2009). The most common species
that cause spoilage of beverages are Lactobacillus paracasei
and Leuconostoc mesenteroides (Back, 2005), as well as Lactoba-
cillus brevis, Lactobacillus buchners, Lactobacillus plantarum, 1ac-
tobacillus perolens and Weissella confusa. Many bacteria from
these species ate also responsible for beer spoilage.

LAB mainly ferment sucrose to lactic acid. Depend-
ing on the species and growth conditions, catabolism of
sugars can also lead to the formation of ethanol, ace-
tate, formic acid or succinate (Hammes & Hertel, 2009).
Some of the bacteria can produce diacetyl that gives a
bitter taste and flavour of the products. That is why
LAB are undesirable in beverages and juices. It has been
reported that formic acid in apple juices can indicate
food spoilage (G6kmen & Acar, 2004). The L. mesenter-
vides and W. confusa bacteria can synthesize compounds
which cause ropiness of the final product (Back, 2005).
Ropiness caused by LAB is the reason why these bacte-
ria are believed to be potentially a cider spoilage indica-
tor (Ibarburu e al, 2010).

In alcohol beverages, LAB can influence the bitter
flavor by converting glycerol to 3-hydroxypropionalde-
hyde, which can transform to acrolein and bind with
polyphenols creating bitter compounds (Sauvageot e7 al,
2000; Garai-Ibabe 7 al, 2008; Juvonen et al, 2011).

PRESERVATION METHODS

Many factors affecting bacteria during the preser-
vation process of beverages and juices can act as po-
tential stress effectors for them. Physical preservation
techniques of food are used in order to reduce the
number, or to prevent the growth of unwanted micro-
flora in the products (Juvonen ez al, 2011). Traditional
prevention techniques used in the beverage industry
include thermal processing and filtration. Thermal pro-
cessing is the most efficient technique of food preser-
vation. It can prevent not only the growth of unwanted
microflora but also can suppress unwanted enzymatic
activity (Back 2005). However, processes that use high
temperatures destroy many bioactive and aromatic
compounds, causing modification of the flavor, color
and nutritional value. The increase of consumer de-
mands for “fresh like” foods brings new challenges for
techniques used in food preservation. Nowadays, high
hydrostatic pressure techniques (HHP) are used more
often, as they can reduce the number of microbes in
liquid food products like beverages, juices and alcohol
beverages — beer, wine or cider.
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High hydrostatic pressure can induce in bacteria many
changes, like physiological changes (Wouters e7 al, 1998,;
Korakli e al, 2002), changes in gene expression (Welch
et al, 1993; Drews et al, 2002; Wemekamp-Kamphuis
et al, 2002) and in protein translation (Sato e al, 1995;
Ehrmann e# al, 2001), and can also lead to cell damage
(Ulmer ez al., 2002) and death (Vogel ¢z al., 2002; Scheyh-
ing et al, 2004). HHP does not break the covalent bind-
ings. Thanks to this, the primary structure of proteins
and fatty acids stays unaffected (Considine ez a/, 2008;
Reundueles e¢7 al, 2011). Molecules, like vitamins, amino
acids, flavor compounds and other small molecules stay
undamaged by HHP, as well as organoleptic characteris-
tics of food. Serrazanetti and coworkers (2009 and 2013)
had shown that some proteins undergo induction as a
result of HHP, and a few of them are also involved in
different types of stress responses including cross-pro-
tection.

Stress response to HHP cannot be expected in LAB
while it is perfomred in their natural environment, as
those bacteria are not normally exposed to this stress
factor (Lorca & Font de Valdez, 2009). Compared to
other stress factors, LAB response to HHP is more
complex, as some of the effects are very similar to those
caused by other factors. Their ability to react to HHP
can be explained by a bacteria cross-protection system
to different stress factors (Scheyhing ez al, 2004; Lorca
& Font de Valdez, 2009). However, the LAB cross-pro-
tection response to HHP is not well documented in the
literature as yet. In Lactobacillus plantarum, higher sensitiv-
ity to HHP was observed when heat shock was used at
the same time as HHP.

As shown by Sokotowska and coworkers (2012 and
2014), LAB belong to a group of organisms that are
resistant to the effect of high hydrostatic pressure, and
their growth can be a valuable tool to evaluate the shelf
life of preserved products with this method (Mathias ez
al, 2013).

LAB STRESS RESPONSE MECHANISMS

It is believed that environmental stress response in
LAB can vary between species and depends on the type
of stress that has been applied (van de Gutche et al,
2002). The well- known LAB stress responses are those
to heat shock (De Angelis ¢# al, 2004), bile (Bron ez al,
2000), and oxidative (Serrano ef al., 2007), low pH and
ethanol stresses (Alegria ef al., 2004; Parente et al., 2010).

Bacterial stress response is based on coordinated genes
expression that affects different cellular processes (cell di-
vision, transport, cell membrane composition, DNA me-
tabolism) (Stortz & Hengge-Aronis, 2000; van de Gutche
et al, 2002). LAB achieve an integrated stress response
through a regulatory web that allows them to react to en-
vironmental changes. Bacteria activate mechanisms allowing
them to adapt to new conditions, which can influence the
viability and technological properties. Adaptation to stress
conditions can also cause morphological changes which af-
fect food spoilage (Asano e al, 2007). Many typical spoil-
ages that occur in beverages, juices and alcohol beverages,
like ropiness and volatile phenols formation, are related to
stress. LAB have a significance in the food industry and
that is why knowing their stress effectors is very impor-
tant (van de Guchte ¢f al, 2002; Parente e al, 2010). Under
stress conditions, in order to protect cells from influence of
the same or other type of stress factors, bacteria can trig-
ger a cross-protection response (van de Guchte ¢f al, 2002;
Smits & Brul, 2005; Chung e# al, 2000).

GENE REGULATION IN THE LAB STRESS RESPONSE

In an unfavourable environment, many forms of LAB
can convert into VBNC — a viable but nonculturable
state. In this state, the bacteria cannot be identified with
classical microbiology methods, and this can be achieved
only with the use of more advanced molecular biology
techniques. Considering niche differentiation that LAB
are able to colonize, a high phenotype and genotype di-
versity is observed (Molenaar ¢z al, 2005; Di Cagno e al.,
2010; Siezen et al, 2010; Ricciardi ef al, 2012). Gene ex-
pression caused by different stress factors allows to iden-
tify biomarkers responsible for stress resistance (Juvonen
et al., 2011).

Depending on the type of regulation, these genes are
divided into six classes (Helman ez a/, 2001; Darmon ef
al., 2002; Schumann, 2003; Castaldo 7 al,, 20006).

Class I and III are controlled by two types of tran-
scriptional repressors: HrcA and CtsR. The first class
is comprised by heat shock genes, including the dnaK
and groELL operons. They encode proteins belonging
to two chaperon complexes, DnaK-GrpE-DnaJ and
GroES-GroEL, respectively (Castaldo ef al, 2006). Both
operons are regulated by the HrcA repressor protein,
which binds with the CIRCE operator (Controlling In-
verted Repeat for Chaperon Expression) under the
stress-free conditions. Genes encoding heat shock pro-
teins and HrcA are being used for taxonomical purposes
of several species, including Lactobacillus (Blaiotta ez al.,
2008; Fiocco et al, 2010; Huang ez al., 2010; Guidone ef
al.,, 2015).

The class II gene expression is dependent on the oB
sigma factor, the synthesis and activity of which is in-
creased under different stresses (Hecker ez a/, 1996; Kru-
ger & Hecker, 1998; Varmanen e al, 2000).

Mechanisms of class IV transcriptional activation are
not very well documented, while class V genes undergo
regulation by a two-component signal transduction sys-
tem (2CSs); for class VI, the regulation is still unknown
(Schumann, 2003).

Initially, mechanism of the LAB response to stress
conditions was compared with that of the documented
model species — B. subtilis and E. coli. The best known
stress response mechanisms are those present in the Ba-
cillus subtilis species, where, at high temperatures over 200
genes are expressed (as shown by Castaldo ez al, 20006).
However, it had turned out that there were some dif-
ferences in these mechanisms. As Ricciardi and cowork-
ers had shown, the Class I and Class III genes’ stress
response regulation differs in Lactobacillus plantarum from
Bacillus subtilis, a model organism of Gram-positive bac-
teria. Other data suggest that stress response factors, like
sigma factors, that are responsible for stress response in
many Gram-positive and Gram-negative bacteria, are not
important for LAB. The most striking difference is the
lack of the of sigma factor, while several stress proteins,
like DnaK, GroEL, Clp etc., and their regulators HrcA
and CtsR are conserved.

The LAB stress response is regulated by a one-com-
ponent regulatory system. For the Class I genes, major
complexes of chaperons, like GroES-GroEL and GroE-
DnaK-Dna] (Lorca & Font de Valdez, 2009), are in-
duced. Induction of these genes correlates with acid, eth-
anol, cold, osmotic, starvation and temperature stresses.
In some bacteria, regulation of the GroES-GroEL and
GroE-DnaK-Dna] complexes, requires the presence of
a o® sigma factor promoter and a highly conserved in-
verted repeat CIRCE, which binds the HrcA repressor
(Zuber and Schumann 1994).
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Table1. Response mechanisms of LAB to various stress conditions encountered during food processing and the major stress proteins
or enzymes involved in the response (adapted from Ananta & Knorr, 2004, Pavlovic et al., 2005; Jofre et al., 2007; Franz & Holzapfel,

2011; Mota et al., 2013)

Stress response

Reported cross-
-resistance

Stress related resistance mechanism

Stress-related proteins/enzymes involved

Acid stress response

Two general types:

During log growth phase
(L-ATR; induced by nonle-
thal low pH)

In stationary phase, induc-
tion of

general stress response

Heat, osmotic,
oxidative
(varies between
species)

ATP-dependent expulsion of proteins
by protein pump

Activation of arginine deiminase
pathway-production of basic compo-
unds (e.g. ammonia)

Amino acid decarboxylation reac-
tions & electrogenic transport
Change in cell envelope composition
of damaged proteins, DNA & cell
components

Incremental expression of regula-
tors that promote minor or global
responses

Induction of heat shock proteins

F,F.-ATPase

K+ATPase

Arginine deiminase

Urease

Ornithine/arginine/lysine decarboxylase
Lo18

Ffh

Heat shock chaperones & regulators
(DnakK, GroEl, HrcA, CtsR)

recA, AP endonuclease, UvrSystem

Oxidative stress response

Heat, acid, general

stress resistance

Reducing intracellular environment
Prevention of reactive oxygen spe-
cies formation

Target protection

Repair of oxidative damage

Glutathione peroxidase, glutathione re-
ductase

Thioredoxin, thioredoxin reductase
NADH oxidase

Catalase

Pseudocatalase

Superoxide dismutase

Methionine sulfoxide reductase
Mannose phosphotransferase system
FLP (FNR-like protein)

RecA

Phosphate ABC transporter

Cold stress response
Transient adaptive
response i.e. cold
shock response

Heat shock, fre-
ezing (cryotole-
rance)

Production of cold-induced proteins
(CIPs) to maintain membrane fluidity
DNA supercoiling

Transcriptional & translation

CIPs involved in

Sugar metabolism (Hpr, CcpA, B-PGM,
B-phosphoglucomutase)

Chromosome structuring (HslA)

Signal transduction (LIrC)

Stress adaptation (OsmQ)

Proteolysis of misfolded proteins (ClpX
ATPase)

Cold shock protein (CSPs)

CspA-CspG, vary in number according to
species

Osmotic stress response

Heat shock

Exchange of compatible solutes to
maintain osmotic balance

ATP-dependent uptakte system (QacT)
or ABC transporter (OpuA or BusA) (spe-
cies-dependent) for uptake of glycine-
-betaine, carnitine and proline during
hyperosmotic stress conditions, efflux by
unidentified channel protein

General stress proteins (GroEL, GroES,
DnaK)

Proteases FtsH, HtrA

Heat shock response

Acid, oxidative,
cold, osmotic,
alcohol

Production of heat-inducible chape-
rones

Production of heat-inducible pro-
teases

Production of heat shock proteins

Chaperon complex DnaK-GrpE-DnaJ &
GroES-GroEL

HtrA/DegP protease, FtsH/HfIB protease,
Clp protease (ClpB,CE,P,QX & Y), Lon
protease

Trigger factor, HrcA, HSP10, HSP23 (ClpP),
HSP26, HSP33, HSP40, DnaK/HSP70, Gro-
EL/HSP60, HSP84, HSP85, HSP100
Small heat shock proteins (sHSPs), e.g.
Lo18, HSP18.5, HSP18.55, HSP19.3,
HSP16.4, HSP20

Bile stress response

Metabolism of bile salts
Adaptation to bile stress
MDR efflux

Bile salt hydrolase (BSH)
DnakK, GroEL
MDR transporters

Nutrition starvation stress
response

Heat, oxidative,
ethanol, acid,
osmotic

Modification of cell morphology
Regulation of metabolism
Amino acid (arginine) catabolism

General stress proteins
Proteins involved in carbon metabolism
(triose phosphate isomerase, putative

dihydroxy-acetone kinase, Gls24 protein)
Proteins involved in amino acid catabo-
lism (carbomate kinase, putative glycine
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Ethanol stress response Heat, acid

Production of heat shock proteins

sHSPs, HSP18

High pressure stress re- Heat, cold

sponse

genes

Synthesis of translation factors
Transcription factors

Protein folding and stabilization
Energy metabolism-glycolysis
Cellular processes- adaptation to
atypical conditions

Nucleotide and nucleoside interco-

nversion

DNA replication, recombination and

repair

Biosynthesis of proteins preventing
thermal degradation
Expression of ribosomal protein

Chaperones & ATP-dependent protease
Translation factors (EF-G, EF-TU), genes
changing translation or chaperones (Gro-
EL, ClpL)

Proteins HSP60, gryA

Ribosome recyclingfactor (Rrf)Lsa1262
Transcription antitermination protein
(NusG) Lsa1674

DnaK chaperone protein (DnaK) Lsa1236
Glyceraldehyde 3-P-dehydogenase (Gap)
General stress protein Lsa0169

General stress protein Lsa0170

Universal stress protein (Usp6) Lsa0836
Universal stress protein (Usp5)Lsa0038
Cold shock protein A family (Csp1) Lsa
0768

Adenylate kinase;

Ec 2.7.4.3 (Adk)

Lsa1744

Single-standed DNA binding protein (Ssb)
Lsa0008

Regulation of heat stress response genes in Gram-pos-
itive bacteria was described as HrcA or CtsR dependent.
This statement is still valid for B. subtilis and closely re-
lated to them Clostridum perfingens ot Listeria monocytogenes
bacteria (Chastanet e al, 2003, Chastanet and Msadek
2003, Lorca and Font de Valdez 2009).

The Class III heat shock genes CtsR repressor
binds directly to a specific repeat sequence (the CtsR
Box: a/ggtcaaaNaNa/ggtcaaa)(Detre ¢f al, 2000). This
sequence was found in other Gram-positive bacteria,
like: Listeria monocytogenes, Streptococcus salivarius, Strepto-
coccus  pneumonia, Streptococcus pyogenes, Streptococcus  ther-
mophilus, Enterococcus faecalis, Staphylococcus anrens, Ieu-
conostoc oenos, Lactobacillus sake, Iactobacillus lactis, and
Clostridium  acetobutylicum (Smeds et al., 1998, Derre ef
al., 1999, Ingmer ez al., 1999).

In Lactobacillus plantarum, CtsR regulates transcrip-
tion of the ctsR-clpC operon, hspl and ftsH (Russo
et al., 2012). Deletion of CtsR influences the tempera-
ture sensitivity and changes morphology of cells un-
der stress. It suggests that in L. plantarum, CtsR has
a significant role in the heat shock tolerance by con-
trolling the processes of protein quality (Fiocco ef al,
2009, Fiocco et al, 2010). CtsR gene homologs were
also identified in other bacteria: Listeria, Streptococcus,
Leuconostoc, Lactococcns or Clostridinm, which indicates
that heat shock gene regulation by CtsR is highly
conserved in those bacteria. That allows us to state
that heat shock response regulation by CtsR is highly
conserved in the Gram-positive bacteria (Derre ef al,
1999).

Stress response to HPP has been well studied in
the L. sakei and L. sanfranciscensis strains (Hormann ef
al., 20006; Jofré et al, 2007). Hormann ez al.,(2006) had
observed changes in the expression of 16 genes in
Lactobacillus sanfranciscensis as an effect of HPP. Nine
of those genes were over-expressed and seven were
silenced as a result of stress. That can suggest that in
LAB the stress response to HPP is negatively regulat-
ed by a one component protein system HrcA or CtsR,
and by a two-component system of signal transduc-

tion (2CSs).

An overview of different types of the LAB stresses,
their reported cross-resistance and the resistance mecha-
nisms are shown in Table 1.

CONCLUSION

Growing pressure to lower the use of thermal pro-
cesses and chemical preservatives in beverages and juices
leads to maintain more natural products. However, this
process may cause higher contamination by unwanted
compounds produced by LAB. Although they may be
harmless and desired microbes in one product, LAB can
cause spoilage of other products.

A comparative study of the response of different bac-
terial strains to the same stress factors shows their di-
verse characteristics. In the context of food protection
treatment, it is important to take under consideration
that even closely related organisms can posses their indi-
vidual, specific stress response mechanisms.

That is why, for different bacterial strains, there is a
cross-response to various stress factors and cross-protec-
tion to different food preservation systems, like HHP,
acidic, cold, and salt treatment, which needs to be taken
under consideration.

Therefore the identification of stress response regu-
latory genes, like HrcA, CtsR, DnaK and FtsH, is nec-
essary to control and evaluate the relationship between
polymorphism of LAB in food products and the ability
to cope with stress. At the same time, as a consequence
of a highly conserved status in bacteria, these genes can
be use as biomarkers.

Although present molecular methods allow to better
understand the LAB taxonomy, it is believed that more
data is needed to understand the stress related physiolog-
ical dependence of those bacteria (De Angelis & Gob-
etti, 2011).

Genetic diversity evaluation of lactic acid bacteria, as
an effect of stress factors that can occur during beverage
and juice preservation processes, is important to control
LAB in those products. A better understanding of the
stress response related mechanisms in LAB allows to
understand the basis of adaptation response and cross-
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protection mechanism they undergo (Van de Guchte ef
al., 2002), and thus can make these bacteria more useful
in industrial processes.
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Abstract: In the present study, we assessed the ability of MALDI-TOF MS (matrix-assisted laser
desorption ionization time-of-flight mass spectrometry) to identify microbial strains subjected to
high hydrostatic pressure (HHP) as a stress factor. Protein changes induced by HHP can affect the
identification of microorganisms when the identification technique is based on the protein profile.
We evaluated two methods, namely MALDI-TOF MS and 16S rDNA sequencing, as a valuable tool to
identify Lactobacillus species isolated from spoiled food, juices and beers. The data obtained from the
protein mass fingerprint analysis of some of the lactobacilli strains showed differences in unpressured
and pressured mass spectrum profiles (MSPs), which influenced the results of the identification.
Four out of 13 strains (30%) showed different MSP results for unpressured and pressured samples
and these results did not overlap with the 165 rDNA identification results. The 16S rDNA sequencing
method revealed that five unpressured strains (38%) and four pressured strains (40%) were identified
correctly by MALDI-TOF MS. Both methods showed compatible results in 38% of unpressured strains
and in 30% of pressured strains. Stress factors, cultivation methods or the natural environment
from which the bacteria were derived can affect their protein profile and thus change the mass
spectrum. It is necessary to expand the database with a wide range of mass spectra dedicated to a
high-throughput study of the microorganisms derived from different environments.

Keywords: Lactobacillus; lactic acid bacteria; high hydrostatic pressure; MALDI-TOF MS,
matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight mass spectrometry

1. Introduction

High hydrostatic pressure (HHP) treatment is considered as a promising nonthermal pasteurization
method that inactivates foodborne pathogens and spoilage microorganisms [1]. HHP enables to reduce
the count of spoilage-causing microflora while keeping the sensory and nutritional quality of the
treated product virtually intact. Current studies on the response of lactic acid bacteria (LAB) to stress
caused by HHP are focused on the changes in the structure, metabolism, growth and viability of the
cells [2-5]. As reported previously [6], HHP can influence bacterial proteome and induce protein
conformational changes. The increase in the pressure can lead to the reduction in the permeability
of the cell membrane and change in the conformation of proteins. This might affect their properties
and functions or might denature them completely [7,8]. Cell inactivation by HHP is mainly related
to protein denaturation, which can cause enzyme inactivation and cell protein agglomeration [2].
LAB under stress conditions can activate their defense mechanisms, manifesting in stress-related
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protein secretion. For a better understanding of the relationship between the molecular basis of the
spoiling abilities of Lactobacillus and the microorganisms itself, it is crucial to link the function of the
proteins with the molecular mechanisms of the cellular stress reaction. The strains collected from
environmental samples have to be identified in a quick and reliable manner, as it is important for
the manufacturers to respond rapidly and prevent further product deterioration. Higher taxonomic
resolution and identification of bacteria below the species level, i.e., bacterial subtyping, are needed to
ensure food safety and meet the increasing requirements of the food industry [9]. Such methods allow
to track specific foodborne pathogens through the entire production process and to identify critical
points where contamination/unwanted growth occurs.

The most popular genotyping methods used to identify bacteria are those based on polymerase
chain reaction (PCR), especially those involving the sequencing of the 16S rDNA region. This area is a
component of the 30S small subunit of prokaryotic ribosomes and is characterized by a slow rate of
evolution; it encodes the 165 rRNA gene that can provide species-specific signature sequences useful in
the identification of bacteria and the determination of their phylogenetic position [10]. The 16S rDNA
sequencing method is relatively expensive, time- and labor-consuming, and not suitable for routine
identification [11]; however, it is considered to be a decisive classification technique. The combination
of molecular and spectrometric methods can have a large potential in complex taxonomic studies of
bacteria [12]. Especially in the case of closely related taxa, like Lactobacillus, the identification at a
subspecies level should be assessed by the sequencing of protein-coding genes, like pheS, which have a
higher discriminating power than the 16S rRNA [13].

In recent years, the MALDI-TOF MS technique (matrix-assisted laser desorption ionization
time-of-flight mass spectrometry) has become a promising and reliable tool for bacterial
identification [9,10,14,15]. It is a rapid, simple and cost-effective method. In the food production sector,
pharmaceutical sector and hospitals, where ensuring product safety is crucial due to consumer health
concerns, there is a need to develop/adopt rapid and reliable methods of product control with regard to
biological hazard. However, the applicability of the MALDI-TOF MS method to identify LAB species
originating from food and beverages is still limited. Because of the large and still growing number of
known species belonging to this genus and because of their biochemical and genetic diversity [10,14],
the taxonomic classification of lactobacilli is not an easy task. The MALDI-TOF MS technique has
several limitations in differentiating bacterial species. Other studies have shown that the different
experimental approaches, media, times of cultivation and the sample preparation methods or the
matrices used affect the obtained mass spectra and some of the differences in closely related species
and strains can be very subtle [16,17]. The MALDI-TOF MS method is based on the comparison of the
peptide spectroscopic fingerprints of the analyzed materials with the available data in the database.
For new strains/isolates that have not been previously fingerprinted, identification is not possible or is
unreliable. Raw cultures or cell extracts are commonly used for MALDI-TOF MS microbial analysis.
The chemicals present in samples are ionized to produce charged molecules, whose mass-to-charge
ratio could be measured. The mass spectra generated by ribosomal proteins is assumed to be a
characteristic of each bacterial species. Nevertheless, the well created and updated database is the key.

Because the cellular perception and impact of HHP on cells is largely related to effects induced on
proteins [1], this pressure treatment might cause significant changes in bacterial proteome. The present
study aimed to evaluate the possible effect of HHP treatment on protein-based identification by
MALDI-TOF MS. The study framework also includes the assessment of complementarity of the results
produced by MALDI-TOF MS with those obtained by other molecular identification methods, namely
the 165 rDNA sequencing.
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2. Materials and Methods

2.1. Bacteria and Growth Conditions

Thirteen strains of LAB were used in this study, of which nine strains were isolated from spoiled
food (juices and beers) samples commercially obtained from clients, to determine the source of the
microbial contamination of the products. Two strains were isolated from bread and diet supplements.
Isolation was performed according to the ISO 15214:2000 method using MRS agar (Lactobacillus Agar
according to DeMan, Rogosa and Sharpe, Merck KGaA, Darmstadt, Germany) and incubation at
30 °C for 72 h. Additionally, one reference strain isolated from spoiled beer and collected from
Leibniz Institute -DSMZ German Collection of Microorganisms and Cell Cultures ((Braunschweig,
Germany)was used.

The strains were cultured in MRS broth medium at 30 °C for 48-72 h under anaerobic conditions.
The growth kinetics of the strains were assessed in the early stationary phase by optical density
measurements ODggp (Densitometer DEN-1B, BioSan, Riga, Latvia).

2.2. Isolation of Bacterial DNA

DNA from an overnight bacterial culture (1.5 mL) was isolated using the ExtractMe DNA
Bacteria Kit (Blirt SA-DNA Gdansk, Poland) according to the manufacturer’s instructions. Briefly,
the centrifuged bacterial pellets were suspended in 300 uL of BacL Buffer and supplied with 4 puL
of RNase A, mixed, and incubated at 37 °C for 10 min. Then, 10 uL of Proteinase K was added to
each sample and vortexed (Multi-Vortex V-32, BioSan, Riga, Latvia), and the mixture was incubated
for 10 min at 55 °C. Subsequently, the samples were incubated for 5 min at 55 °C with BacB Buffer.
After incubation, the samples were vortexed for 15 s and centrifuged for 2 min at 12,000 rpm
(MiniSpin plus, Eppendorf AG, Hamburg, Germany). The supernatants were transferred into
purification minicolumns in collection tubes and centrifuged once again for 1 min at 12,000 rpm.
The purification minicolumns were then washed twice with BacW Buffer (600 uL and 400 pL,
respectively). The samples were then centrifuged to remove the buffer residues. Subsequently,
the samples were added to new sterile Eppendorf tubes, and the elution was performed with the
Elution Buffer pre-heated to 70 °C; the eluted samples were centrifuged for 1 min at 12,000 rpm.
The purity and concentration of the nucleic acids were confirmed by gel electrophoresis and UV
spectrophotometry. The isolated DNA was stored at —20 °C.

2.3. Genotypic Identification

The species affiliation of the LAB was defined on the basis of the 165 rDNA sequence analysis.
The 165 rDNA gene from the Lactobacillus species was amplified using the specific primers designed to
amplify almost the entire gene sequence (around 1500 bp). The PCR mixture and the cycle parameters
were as follows: the total PCR mixture volume was 60 uL, which contained 30 uL of the Dream Taq
PCR Master Mix (Thermo Scientific), 1 pL of each primer (16SF: 5'-AGACTTTGATCCTGGCTCAG-3’
and 16SR: 5'-ACGGCTACCTTGTTACGACT-3’) in the final concentration of 0.4 uM, and 10-20 ng of
DNA. The amplification was run in peqSTAR 2X thermocycler (VWR, Peglab), and the conditions were
as follows: initial denaturation for 2 min at 94 °C, followed by 40 cycles of denaturation for 30 s at
94 °C, annealing for 35 s at 51 °C and elongation for 100 s at 72 °C, with a final elongation for 2 min at
72 °C. The size of the amplified PCR products was analyzed by agarose gel electrophoresis in 1.5% (w/v)
gel. Electrophoresis was performed at 120 V for 45 min in a 1x TAE buffer (Tris-Acetate-EDTA buffer).
The gel was stained with 6 pL SimplySafe (EURx, Gdansk, Poland) to visualize the amplified fragments
under a UV source. Gel documentation was performed with a BioImaging Systems 06-2d.1-G: BOX
(Syngene, UK). The obtained products of amplification were sequenced using a 96-capillary 3730x1
DNA Analyzer (Applied Biosystems-Life Technologies). The nucleotide sequences were analyzed and
compared to the RefSeq database of the NCBI BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) program.
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2.4. Application of HHP

The influence of HHP on the ability to identify LAB by MALDI-TOF was assessed. Cultures
from the stationary growth phase were exposed to high pressure treatment using U 4000/65 apparatus
(Unipress, Warsaw, Poland). The volume of the treatment chamber was 0.95 L with the maximum
working pressure of 600 MPa. A mixture of distilled water and polypropylene glycol (1:1, v/v) was
used as the pressure-transmitting fluid. The working temperature of the apparatus was in the range
between —10 °C and 80 °C. Pressure up to 300 MPa was generated in 70-80 s, and the release time was
2—4 s. Four milliliters of each culture was subjected to HHP at 300 MPa at an ambient temperature
(20 °C) and held for approximately 5 min. The pressurization times reported did not include the
come-up and come-down times. For each tested strain, the assays were performed by two independent
processes. After the treatment, the samples were stored at room temperature (RT) for further analysis.
Unpressurized samples were used as a control.

2.5. Species Identification by MALDI-TOF MS

The obtained isolates were analyzed with the MALDI-TOF MS technique (Bruker Daltonik,
Germany). The protein extract prepared with ethanol and formic acid was used for analysis. Briefly,
a loop of bacteria culture from the MRS plate was diluted in 150 L. MQ water, and 450 puL of 99.8%
ethanol (POCH, Poland) was then added and the sample was carefully vortexed in RT. Then, the sample
was centrifuged for 5.5 min at 13,000 rpm in RT. The supernatant was removed, and the residue was
mixed with 40 pL of 70% formic acid and 40 uL of acetonitrile (Fluka, analytical grade) and vortexed in
RT. After the centrifugation (13,000 rpm for 2.5 min, in RT) of the sample, 1 pL of supernatant was
placed on a steel plate (Ground Steel) and allowed to air-dry in RT. Then, 1 puL of matrix solution
containing 10 mg/mL of HCCA (x-cyano-4-hydroxycinnamic acid) was added to the plate and allowed
to dry in RT.

Mass spectra were analyzed using the MALDI-Biotyper 3.0 software package (Bruker Daltonik,
Germany) containing 5291 reference spectra. The results were shown as the top 10 identification
matches along with confidence score (ranging from 0.00 to 3.00). On the basis of the criteria proposed
by the manufacturer, a score below 1.70 does not allow for reliable identification; a score between 1.70
and 1.99 allows identification up to the genus level; a score between 2.00 and 2.29 reflects probable
identification at the species level; and a score higher than 2.30 (2.30-3.00) indicates the highly probable
identification at the species level. Both the untreated and HHP-treated strains were tested; the strains
were analyzed in two independent experiments and each sample was run three times.

The effect of the stress factor HHP was evaluated by the dendrogram of the identified unpressured
and pressured strains by using BioNumerics 7.6.3. (Applied Maths). The preprocessed mass spectra
were preprocessed by smoothing and normalizing signal intensities. The triplicates of mass spectra
of all strains were combined in 26 mass spectrum profiles (MSPs) and used for cluster analysis.
The alignment and clustering were performed with 300 ppm linear tolerance and 0.5 constant tolerance.
Cluster analysis was performed with the UPGMA (unweighted pair group method with arithmetic
mean) method to visualize the dynamics of stress response and especially to determine the grouping
of the Lactobacillus strains based either on their species affiliation or on the HHP impact.

The two-dimensional hierarchical clustering analysis (HCA) of the bacterial isolates versus their
m/z values was performed. The cluster and heatmap were created on the basis of the similarity in their
MS spectral pattern among all the unpressured and pressured strains. The heatmap was created by
generating a tree for both the strains and peak classes using the UPGMA algorithm based on Spearman
rank correlations. In the 2D cluster, the strains were displayed as column entries and peak classes were
represented as row entries. Two dendrograms were shown: one above the bacteria entries and the
other one next to the m/z values. In the matrix panel, the intensity of the peaks was represented by
colors. Green implied low intensities and red implied high intensities.
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3. Results

3.1. Identification of Lactobacillus Strains by 16S rDNA

All the isolates identified through the 165 rDNA sequencing revealed 99-100% homology
to the sequences of the reference Lactobacillus strains deposited in GenBank. The 13 tested
Lactobacillus strains obtained from the spoiled food and beverages were identified as the
Lactobacillus brevis strains (5) (including one from the DSMZ collection), Lactobacillus plantarum (2),
Lactobacillus rhamnosus (2), Lactobacillus backii (2), Lactobacillus curvatus (1), and Lactobacillus rossiae (1)
(Table 1). According to the latest nomenclature [18], the strains will be named accordingly:
Lactobacillus brevis—Levitlactobacillus brevis, Lactobacillus plantarum—Lactiplantibacillus plantarum,
Lactobacillus rhamnosus—Lacticaseibacillus rhamnosus, Lactobacillus backii—Loigolactobacillus backii,
Lactobacillus rossiae—Furfurilactobacillus rossiae and Lactobacillus curvatus—Latilactobacillus curvatus.
On the basis of the 165 rDNA sequencing results, the phylogenetic tree (Figure 1) was created using
the neighbor-joining method with distances computed with the maximum composite likelihood
method using MEGA7 [19]. As expected, strains belonging to the same Lactobacillus species clustered
together, where the groups could be identified: the first one included all L. brevis (except one, 557),
the second one grouped two L. plantarum strains, and the third group included two L. rhamnosus
strains. Among the other strains, one L. curvatus strain and one L. backii strain showed high similarities
to the two L. rhamnosus strains; the 738-L. rossiae strain was excluded from the main cluster and the
103-L. backii and 557-L. brevis strains formed another small cluster.

Table 1. Comparison of the results obtained for the unpressured and pressured samples by using the
16S rDNA sequencing and MALDI-TOF MS.

No. Strain Number  Source 16S rDNA MALDI-TOFMS  Score Value MALDI-TOF Score Value
Sequencing Unpressured MS Pressured
Unpressured Strains  Strains 300 MPa/5’ Strains
1. 1178 Bread L. plantarum (99%) L. plantarum 2.04 L. plantarum 2.10
2. 975 Tomato juice L. rhamnosus (99%) L. brevis 2.36 L. brevis 2.28
3. 863 Tomato juice L. plantarum (100%) L. brevis 2.35 L. brevis 2.35
4. 738 Beer L. rossiae (99%) L. rhamnosus 2.05 L. brevis 2.33
5. 557 Beer L. brevis (100%) L. curvatus 2.00 L. curvatus 2.02
6. 489 Beer L. brevis (99%) L. brevis 2.25 L. brevis 2.34
7. 432 Saurkraftjuice L. curvatus (99%) L. rhamnosus 1.95 L. brevis 223
8. 133 Probiotic L. rhamnosus (99%) L. plantarum 2.15 L. brevis 2.33
9. DSM 6235 (115)  Beer L. brevis (99%) L. brevis 2.34 L. brevis 2.38
10. 102 Beer L. backii (99%) L. brevis 2.33 L. brevis 2.65
11. 103 Beer L. backii (99%) L. brevis 2.32 L. brevis 232
12.  3/16/1 Beer L. brevis (99%) L. brevis 2.33 L. plantarum 221
13.  3/16/2 Beer L. brevis (99%) L. brevis 227 L. brevis 2.35

To compare the identification level made by MALDI-TOF MS to that achieved by the 16S rDNA
sequencing, a dendrogram was created using the MSPs of all the unpressured strains (Figure 2).
The dendrogram showed the relationships of similarity among the strains and clustered them in one
main group that comprised almost all the strains, except four strains identified by the MALDI-TOF MS
as: 738-L. rhamnosus, DSM 6235 (115)-L. brevis, 103-L. brevis, and 557-L. curvatus. At a distance level of
60, all the strains were separated into a single Lactobacillus strain; however, the clustering showed no
similarity to the 165 rDNA phylogenetic tree.
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Figure 1. Phylogenetic tree based on the 16S rDNA sequences of the studied Lactobacillus strains.
The neighbor-joining method was used to compute the evolutionary distances. The tree is drawn to
scale, with the branch lengths measured in the number of substitutions per site. The tree was obtained
using the MEGA?7 software.

Figure 2. Cluster analysis of the MALDI-TOF MS spectra obtained from the Lactobacillus strains
included in this study. In the MSP dendrogram, the relative distance between the strains is displayed
as arbitrary units, where 100 indicates complete similarity and 0 indicates maximum dissimilarity.

3.2. Identification of Lactobacillus Strains with the MALDI-TOF MS Method and the Influence of HHP

Thirteen isolates were classified as bacteria of the genus Lactobacillus before and after pressurization.
Probability scores varied for the tested samples: results in the range of 2.30-3.00 were obtained for 6
out of 13 (46%) unpressured strains (978, 863, DSM 6235 (115), 102, 103, 3/16/1) and 8 out of 13 (61.5%)
pressured strains (863, 738, 489, 133, DSM, 102, 103, 3/16/2). The other strains (except for the one
unpressured strain with the score value of <2.00 (432)) scored at the 2.00-2.29 level; this allowed us to
classify them as highly probable identified at the genus level and probable identified at the species
level (Table 1), which yielded 46% (6/13) unpressured and 38% (5/13) pressured strains, respectively.

To visualize the relationship between all unpressured and pressured strains, the hierarchical
cluster analysis was performed on the basis of a similarity matrix calculated using the curve-based
Pearson correlation coefficient (Figure 3). MSPs were created in relation to their mass signals and peak
intensities. On the basis of the maximum dissimilarities level, the dendrogram clustered the strains
into one main group, except five strains including one pressured 557 strain and four unpressured
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ones: 863,738, DSM (115), and 103. The strain 432 was clustered into one group at the distance level
of 60, regardless of the difference in species identification: the unpressured one was L. brevis and the
pressured one was L. rhamnosus. The strain 489 together with the unpressured strain 863 was clustered
at the distance level of 96, and the strain 1178 was grouped in one cluster at the distance level of 90.

Figure 3. Dendrogram of the composite mass spectra illustrating the hierarchical clustering of the 13
unpressured (green-noHHP) and 13 pressured (red-HHP) strains identified by MALDI-TOF MS (names
of strains according to MALDI-TOF MS identification). In the mass spectrum profile (MSP) dendrogram,
the relative distance between the strains is displayed as arbitrary units, where 100 indicates complete
similarity and 0 indicates maximum dissimilarity.

3.3. Comparison of Genotypic and MALDI-TOF MS Identification of Lactobacilli

The comparison of the results of the genomic analysis and MALDI-TOF MS allowed us to correctly
identify 38% of the unpressured strains (5/13) and 31% of the pressured strains (4/13). Among the
five correctly identified unpressured strains, three had the score value in the 2.00-2.29 range and the
remaining two in the 2.30-3.00 range; among the four correctly identified pressured strains, one strain
showed a score value in the 2.00-2.29 range and the remaining three strains in the 2.30-3.00 range.
The cluster analysis based on the protein profile did not group the strains corresponding to the
identification based on the 16S rDNA phylogenetic tree (Figure 1) and did not allow us to group
the strains based on the influence of the stress factor (untreated or treated with HHP) (Figure 3).
The dendrogram based on the mass spectra of the samples clustered the strains into two main
groups: one contained different strains identified by MALDI-TOF MS as L. brevis and the other
with few L. brevis and L. plantarum strains. Few of the analyzed strains were excluded from the
cluster: 863HHP-L. brevis, 738noHHP-L. brevis, DSM 6235 (115) noHHP-L. brevis, 103noHHP-L. brevis,
and 557HHP and noHHP-L. curvatus).

To assess the similarities and dissimilarities in the data, multidimension scaling (MDS) was used
and the resulting data positions are displayed by 3D visualization (Figure 4). However, the MDS did
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not show the grouping of the strains based on their affiliation or whether they were treated or not
treated with HHP.

Figure 4. Multidimensional scaling representation of the mass spectra of the 13 strains of Lactobacillus
obtained from the unpressured (noHHP -green) and pressured (HHP -red) strains.

The influence of the stress factor HHP on the protein profiles can be seen especially in MSPs of 133
and 432 strains. The data obtained with the mMass software [20] from their protein mass fingerprinting
analysis (Figure 5) showed differences in the unpressured and pressured MSPs. The different
protein profiles correlated with different identifications for those strains. The strains identified as
L. rhamnosus in 16S rDNA (133), L. curvatus (432) and L. rossiaze in MALDI-TOF MS identification were
respectively L. plantarum, L. rhamnosus and L. rhamnosus for the unpressured and L. brevis for all three
pressured strains.

The 2D clustering analysis was performed (Figure 6), and the heatmap was generated for all the
studied strains of Lactobacillus versus their m/z values. The heatmap represents the differences among
the unpressured and pressured strains according to the similarity in their spectral patterns. The figure
shows that no bias in the distribution of the spectra can be directly correlated with the impact of
HHP, which suggests that the MALDI-TOF MS data were not preferentially clustered according to the
stress conditions.
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Figure 5. MALDI-TOF MS mass spectra obtained from the Lactobacillus strains (133, 432 and 738)
that yielded different MPS identification results for the unpressured (noHHP) and pressured with
300 MPa/5" (HHP) strains.
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Figure 6. Two-dimensional hierarchical clustering analysis of the unpressured and pressured lactobacilli
strains and the m/z values of the peak-matching mass spectra. The green indicates low peak intensity
and the red indicates high peak intensity.

4. Discussion

In recent years, MALDI-TOF MS has become a promising and reliable tool for the identification of
bacteria isolated from different food sources. As a rapid and low-cost technique, it allows to analyze
multiple samples in a short period of time and is expected to yield high score value identification
results. Rapid microbial identification is becoming extremely important in the food industry. However,
the applicability of this method is limited, and the limitation emerges from the reference database that
needs to be constantly updated and expanded to include new species.

In the present study we evaluated the usability of the MALDI-TOF MS technique as a new, faster
and easier approach to identify Lactobacillus from spoiled food and beverages. The influence of HHP
on the Lactobacillus strains allowed us to study how the MALDI-TOF MS identification is processed
when it is based on the protein profile that can be affected by the HHP treatment. Considering that
only scores > 2.00 for MALDI-TOF MS results are accepted for species-level identification and scores
1.70-2.00 are accepted only for genus level identification, our results are not convincing for all the
studied strains; moreover, they do not concur with the results of the genomic analysis. The two
methods showed divergence in the identification of some of the Lactobacillus strains (two strains of
L. brevis and L. backii, and one strain each of L. plantarum, L. rhamnosus, L. rossiae, and L. curvatus).
Difficulty in identification by MALDI-TOF MS was observed when the strains were treated with HHP,
leading to significant differences in the results.

Different stress factors such as the HHP treatment, which is used in the food industry, are likely to
play an important role in the identification of LAB by MALDI-TOF MS. It can be presumed that the
changes that occur at the proteomic level during the HHP process can impact the identification results
obtained by MALDI-TOF MS. The biggest challenge in the differentiation and identification of closely
related species is the inadequate and limited size of the database and the lack of efficient software. It is
necessary to expand the database with a wide range of mass spectra dedicated to the high-throughput
study of microorganisms derived from different environments.

The discriminatory inability of MALDI-TOF MS to identify some of the Lactobacillus species,
which were identified by 165 rDNA sequencing (such as L. backii), suggests that the validation of the
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MALDI-TOF MS output by using well known molecular techniques is still required. Further studies
with a higher number of strains, different pressure levels and proteomic effects, as well as extending
the database, are needed to better assess the protein-based characterization techniques with the ability
to identify species within the Lactobacillus genus.

In conclusion, our studies did not reveal the high congruence of LAB species identification
by MALDI-TOF MS and 16S rDNA sequencing analysis. We provided important information on
Lactobacillus isolated from spoiled food and beverages. Our findings indicate that the HHP treatment
can affect the results obtained by MALDI-TOF MS. It is important to consider that the stress factors,
cultivation methods and the natural environment from which bacteria are derived can affect their
protein profile and thus change the mass spectrum, leading to differences in identification outcome.

The MALDI-TOF MS identification method needs additional use of genotyping; however,
the choice of a suitable method to identify LAB strains should consider not only the discriminatory
power of the techniques but also its cost-and time-efficiency.
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POROWNANIE METOD IDENTYFIKACJI BAKTERII LACTOBACILLUS

Streszczenie

Szerokie zastosowanie bakterii kwasu mlekowego (LAB) w roznych gateziach przemystu spozywcze-
go, w biotechnologii i w medycynie powoduje, ze wlasciwa identyfikacja i ocena ich zréznicowania we-
wnatrzgatunkowego jest bardzo istotna. Dobor odpowiednich technik molekularnych analizy powinien
uwzglednia¢ duza doktadnosé¢, powtarzalnos¢ i typowalnos¢ metody.

Celem pracy byla ocena mozliwosci réoznicowania 12 szczepow Lactobacillus przy uzyciu metod po-
wszechnie stosowanych w laboratoriach: sekwencjonowania genu /6S rDNA, genu pheS oraz MALDI-
TOF MS. Na podstawie otrzymanych wynikow analiz stwierdzono, ze gen pheS w badanych szczepach
charakteryzowal si¢ wysokim poziomem homologii (98 %) i niska sita dyskryminacyjna. W dwoch nieza-
leznych analizach MALDI-TOF MS uzyskano taki sam wynik dla 10 szczepéw: siedmiu — L. brevis (DSM
6235, 102, 103, 489, 863, 975, 3/16/1), dwoch — L. plantarum (1178, 133) i jednego — L. curvatus 557. Po
przeprowadzeniu analizy sekwencjonowania genu /6S rDNA wyniki potwierdzily si¢ natomiast tylko
w odniesieniu do pigciu szczepéw (DSM 6235, 3/16/1 1 489) z dwunastu przebadanych. Porownanie wy-
nikow bylo podstawa do wnioskowania, ze dla wybranych szczepow LAB najwicksza warto§¢ rdznicujaca
miata analiza bazujaca na sekwencjonowaniu genu /6S rDNA.

Stowa kluczowe: bakterie kwasu mlekowego, LAB, gen 16S rDNA, gen pheS, MALDI-TOF MS

Wprowadzenie

Bakterie kwasu mlekowego sg grupa drobnoustrojéw o bardzo duzym znaczeniu
ekonomicznym z uwagi na ich szerokie zastosowanie w przemysle spozywczym (kul-
tury starterowe i kultury ochronne) oraz w medycynie i biotechnologii (probiotyki).
Zastosowanie odpowiednich technik umozliwiajacych precyzyjne, szybkie i jednocze-
$nie wydajne ekonomicznie analizy jest bardzo wazne i1 stanowi czgsto istot¢ zrdzni-
cowania bakterii i w duzej mierze decyduje o uzyskanym wyniku. Najczesciej stoso-
wanymi metodami identyfikacji gatunkéw LAB sa metody bazujace na genomice (168,
pheS, RAPD, rep-PCR, MLST, Real Time-PCR, DGGE/TGGE) i proteomice
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(MALDI-TOF MS, 2-DE) [1, 2, 3, 7, 11, 13, 14]. Dokonujac wyboru techniki identyfi-
kacji LAB, nalezy mie¢ na uwadze trzy kryteria: metoda musi charakteryzowac sig¢
wystarczajaco czutym potencjatem réznicujagcym, powtarzalnoscia oraz typowalnoscia,
czyli mozliwo$cia zidentyfikowania na poziomie rodzaju, gatunku, a nawet szczepu.
Powinna by¢ rowniez szybka i ekonomicznie optacalna [14]. Przy wyborze metod
zwigzanych z genami konserwatywnymi trzeba uwzglednia¢ takie czynniki, jak dtu-
go$¢ analizowanego odcinka genu oraz sita dyskryminujaca genu, jak rowniez to, ze
rézne geny moga dostarcza¢ innych wynikéw filogenetycznych przypisujacych szcze-
py do innego sasiedztwa. Przez wiele lat analiza sekwencji genu /6S rDNA byta refe-
rencyjnym wyznacznikiem w okreslaniu filogenetycznego pokrewienstwa bakterii
LAB. Stwierdzono jednak, ze w przypadku blisko spokrewnionych gatunkéw LAB
metoda ta ma zbyt mala rozdzielczo$¢, a gen kodujacy podjednostke /65 rRNA moze
wykazywac niewielki stopien polimorfizmu. Ponadto wysoki stopien zréznicowania
fenotypowego 1 genotypowego oraz zawarto$¢ par zasad G+C w zakresie 32 + 54 %
moze nastrecza¢ problemow w ich identyfikacji [8]. Z tego powodu poszukiwano in-
nych genoéw konserwatywnych, ktére moglyby postuzy¢ jako wiarygodne narzedzie
roznicujace o duzej czutosci. Taki gen powinien charakteryzowaé si¢ powszechnoscia
wystepowania w genomie bakteryjnym i powinien zawiera¢ w sobie swoisty, zmienny
region, ktory pozwoli na jednoznaczne zréznicowanie gatunkow/podgatunkow [12].

Jedna z alternatyw sekwencjonowania genu /6 jest analiza genu pheS, kodujace-
go podjednostke a-syntazy fenyloalanylo-tRNA (Phe-tRNA). Analiza sekwencji genu
pheS uznawana jest za wiarygodng metode dyskryminujaca [4, 8, 10] i jest obecnie
powszechnie stosowanym narzedziem do identyfikacji bakterii LAB.

Pomimo duzych mozliwosci analizy genoéw konserwatywnych taksonomia tego
rodzaju nie daje odpowiedzi na pytania dotyczace korelacji filogenetyki z wtasciwo-
sciami fizjologicznymi lub ekotypem [5]. Wprowadzane sg dodatkowe techniki chemo-
taksonomiczne, jak MALDI-TOF MS (ang. Matrix-Assisted Laser Desorp-
tion/lonization Time of Flight Mass Spectrometry), analizujace biatka rybosomalne.
W ostatnich latach nastapit rozwdj identyfikacji mikroorganizméw technika MALDI-
TOF MS, gtéwnie pochodzenia klinicznego, ale rowniez wystepujacych w sektorze
spozywczym. Metoda polegajaca na analizie ,,odcisku palca” biatek rybosomalnych,
charakterystycznych dla danej rodziny, rodzaju, gatunku, a nawet dla poszczegdlnych
szczepow, umozliwia identyfikacje profili widm masowych badanych szczepow po-
przez porownanie ich z bibliotekg zawierajaca referencyjne widma odniesienia.
W odréznieniu od technik genomowych, w ktorych analizowane sekwencje sa przy-
rownywane w ciagle rozbudowywanej i aktualizowanej, §wiatowej bazie danych NCBI
BLAST (ang. Basic Local Alignment Search Tool), w technice MALDI-TOF MS iden-
tyfikacja mikroorganizméw odbywa si¢ przy uzyciu wewnetrznych baz przynaleznych
do danego urzadzenia i ewentualnie rozbudowywanych o nowe profile widm maso-
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wych na potrzeby danego laboratorium. Ograniczenia w identyfikacji MALDI-TOF
MS blisko spokrewnionych gatunkow, jak w przypadku LAB, mogg wynika¢ z braku
referencyjnych widm masowych w bazie danych przynaleznej do aparatu, z bledow
technicznych powstatych podczas przygotowania probki do analizy lub z réznych wa-
runkéw hodowlanych, ktére moga oddzialywaé na wynik analizy [1].Takie ogranicze-
nia mogg stanowi¢ duzag przeszkode we wilasciwej identyfikacji mikroorganizmow,
szczegoOlnie nowych, niewystepujacych w danej bazie danych.

Celem pracy byla ocena mozliwos$ci réznicowania 12 szczepow Lactobacillus
przy uzyciu metod powszechnie stosowanych w laboratoriach: sekwencjonowania
genu /6S rDNA, genu pheS oraz MALDI-TOF MS.

Material i metody badan

Badaniom poddano 12 szczepow Lactobacillus wyizolowanych z zywnosci,
w tym jeden szczep pochodzacy z kolekcji DSMZ — tab. 1. Zgodnie z nowa nomenkla-
turg [15] bakterie kwasu mlekowego zreklasyfikowano na podstawie najnowszych
danych genetycznych i filogenetycznych.

Tabela 1. Taksonomia analizowanych szczepow LAB wedlug /65 rDNA i nowej nomenklatury
Table 1.  Taxonomy of analysed LAB strains according to /6S rDNA and new nomenclature
Szczep Zrédio / Source Identyfikacja wg 16S rDNA Nowa nomenklatura
Strain 16S rDNA identification New nomenclature
1178 Chleb / Bread Lactobacillus plantarum | Lactiplantibacillus plantarum
975 e pomld.or'owy Lactobacillus rhamnosus | Lacticaseibacillus rhamnosus
Tomato juice
863 Sok pomld.or.owy Lactobacillus plantarum | Lactiplantibacillus plantarum
Tomato juice
DSM 6235 Piwo / Beer Lactobacillus brevis Levitlactobacillus brevis
102 Piwo / Beer Lactobacillus backii Loigolactobacillus backii
103 Piwo / Beer Lactobacillus backii Loigolactobacillus backii
133 Probiotyk / Probiotic Lactobacillus rhamnosus | Lacticaseibacillus rhamnosus
3/16/1 Piwo / Beer Lactobacillus brevis Levitlactobacillus brevis
432 Sok z klszonych (.)gorkow Lactobacillus curvatus Latilactobacillus curvatus
Saurkraft juice
489 Piwo / Beer Lactobacillus brevis Levitlactobacillus brevis
557 Piwo / Beer Lactobacillus brevis Levitlactobacillus brevis
738 Piwo / Beer Lactobacillus rossiae Furfurilactobacillus rossiae

Bakterie kwasu mlekowego izolowano z produktow spozywczych zgodnie z pro-
cedurg PN-ISO 15214:2002 [9]. W zalezno$ci od potrzeb LAB posiewano na pozywke
MRS agar (Lactobacillus Agar wedtug DeMan, Rogosa i Sharpe, Merck KGaA, Niem-
cy) lub do pozywki MRS bulion (Merck KGaA, Niemcy) i inkubowano w temp. 30 °C
przez 72 h w warunkach anaerobowych.
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Zastosowano trzy rodzaje analiz (sekwencjonowanie genu [16S, pheS oraz
MALDI-TOF MS) w celu porownania mozliwosci rdéznicujacych kazdej z metod.

Do izolacji DNA z 18-godzinnych hodowli plynnych badanych szczepdéw uzywa-
no zestawu ExtractMe DNA Bacteria Kit (Blirt, Gdansk, Polska) zgodnie z instrukcja
producenta. Sekwencjonowanie genu /6S rDNA prowadzono z wykorzystaniem pri-
meréw 16SF: 5'-AGACTTTGATCCTGGCTCAG-3" i 16SR: 5-ACGGCTACCTTG
TTACGACT-3" amplifikujacych prawie catg sekwencje genu o dlugosci ok. 1500 bp.
Warunki przeprowadzonej reakcji opisano w pracy Buckiej-Kolendo i wsp. [3].

Analize genu pheS prowadzono z wykorzystaniem primerow pheS-21-F: 5°-
CAYCCNGCHCGYGAYATGC-3’ i pheS-22-R: 5>-GGRTGRACCATVCCNGCHCC
-3’ w warunkach podanych przez Nasera i wsp. [7].

Na podstawie wynikow sekwencjonowania genu /6S rDNA i pheS badanych
szczepow Lactobacillus przeprowadzano analizg filogenetyczng z zastosowaniem algo-
rytmu CLUSTAL W. Przy uzyciu programu MEGAX [6] dokonywano alignmentu
sekwencji 1 konstruowano na ich podstawie drzewa z wykorzystaniem analizy Neigh-
bor-Joining z odlegto$ciami obliczonymi metoda najwickszej wiarygodnosci. Odlegto-
$ci ewolucyjne obliczano przy uzyciu metody najwigkszej ztozonej wiarygodnosci.
Zostaly one podane w jednostkach liczby podstawien zasad przypadajacych na miej-
sce. Ostateczny zbior danych zawierat tacznie 1480 pozycji dla genu /6S DNA oraz
390 pozycji dla pheS. Roznorodnos¢ nukleotydow badanych sekwencji byta odpo-
wiednio na poziomie © = 0,861 0,16.

Analize¢ MALDI-TOF MS wykonywano przy uzyciu dwoch niezaleznych apara-
tow Biotyper (Bruker Daltonik GmbH, Niemcy), kazdy z wtasng baza danych. Do
badan stosowano 18-godzinne hodowle LAB w warunkach przedstawionych przez
Bucka-Kolendo i wsp. [3]. W obu przypadkach jako matryce stosowano HCCA
(a-cyano-4-hydroxycinnamic acid). Analiz¢ widm masowych przeprowadzona w pro-
gramie BioNumerics 7.6.3 (Applied Maths). Wykonano po trzy powtérzenia widm
wszystkich badanych szczepow.

Hierarchiczng analize¢ skupien widm MALDI-TOF MS prowadzono na podstawie
macierzy podobienstw obliczonej z zastosowaniem wspotczynnika Pearsona. Profile
widm masowych tworzono w odniesieniu do ich sygnalow i intensywnosci otrzyma-
nych pikéw. Alignment i grupowanie prowadzono z tolerancja liniowa 300 ppm i stata
tolerancjg 0,5. Wyniki uzyskane technika MALDI-TOF MS poddano analizie wielo-
wymiarowego skalowania profili widm masowych (MDS — Multi Dimensional Sca-
ling), ktora jest uwazana za alternatywe analizy czynnikowe;.

Wiyniki i dyskusja

Na podstawie badan filogenetycznych, majacych na celu ustalenie wzajemnego
pokrewienstwa szczepow Lactobacillus, przeprowadzonych metoda analizy sekwencji
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genow 16S 1 pheS, wykazano, ze gen 16S mial wigkszy potencjal roznicujacy. Podo-
bienstwo analizowanych sekwencji genu /6S rDNA (rys. 1) bylo na poziomie 89 % dla
10 szczepow, homologia 2 szczepow (L. backii 103 1 L. brevis 557) stanowita mniej
niz 79 % w stosunku do pozostatych i zostaly one uj¢te w oddzielny klaster. Otrzyma-
na roznorodno$¢ nukleotydowa sekwencji byta na poziomie ©t = 0,86. Wyniki nie kore-

lowaty z wynikami identyfikacji bakterii bazujacej na sekwencjonowaniu genu /65
rDNA.

Rys. 1. Drzewo filogenetyczne skonstruowane na podstawie analizy sekwencji geniu /6S rDNA przed-
stawiajace relacje pokrewienstwa badanych szczepow (suma dtugosci gatezi = 3,25666995)

Fig. 1.  Phylogenetic tree build on the basis of sequence analysis of the /65 rDNA gene and representing
evolutionary relationships of taxa tested (total of branch lengths = 3.25666995)
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Drzewo filogenetyczne sekwencji genu pheS (rys. 2) podzielono na dwa klastry.
Jeden klaster zawierat 8 szczepoéw z homologia na poziomie 90 + 98 %, a drugi — z 2
szczepami: 557 1 432, ktérych podobienstwo wynosito ponizej 90 %. W przypadku 2
szczepow: 102 1 103 nie udato si¢ otrzymac sekwencji genu pheS. Réznorodnos¢ nu-
kleotydowa m byta na poziomie 0,16. Uzyskane wyniki korelujg z wynikami identyfi-
kacji bakterii na podstawie sekwencji genu pheS, w ktorej 8 szczepéw (DSM 6235,
1178, 975, 863, 738, 489, 133, 3/16/1) scharakteryzowano jako L. plantarum, a 2
szczepy (557 1432) —jako L. brevis.

Rys. 2. Drzewo filogenetyczne skonstruowane na podstawie analizy sekwencji genu pheS przedstawia-
jace relacje pokrewienstwa badanych szczepow (suma dlugoscei gatezi = 0,54758904)

Fig. 2.  Phylogenetic tree build on the basis of sequence analysis of the pheS gene and representing
evolutionary relationships of taxa tested (total of branch lengths = 0.54758904)
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W celach porownawczych stopnia identyfikacji technikg MALDI-TOF MS z ana-
lizg sekwencji 165 rDNA i genu pheS wykonano dendrogram profili widm masowych
(rys. 3). Analize przeprowadzono metoda UPGMA. W analizie profili widm maso-
wych (MSP) wzgledng odlegto$¢ miedzy odksztatceniami przedstawia sie w jednost-
kach arbitralnych, gdzie 100 oznacza catkowite podobienstwo, a 0 oznacza minimalne
podobienstwo.

Rys. 3. Dendrogram skupien widm MALDI-TOF MS badanych szczepéw LAB (barwy odpowiadaja
szczepom)

Fig. 3. Cluster dendrogram of MALDI-TOF MS spectra of LAB strains tested (colours represent
strains)

W wyniku rozmieszczenia badanych szczepoéw jako punktow w przestrzeni
n-wymiarowej zaobserwowano roztozenie podobienstw i réznic pomi¢dzy badanymi
szczepami LAB (rys. 4). Roztozenie korelowato z hierarchiczng analizg skupien widm
masowych.
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Rys. 4. Analiza MDS. Skalowanie wielowymiarowe profili mas (MS) uzyskanych analiza MALDI-
TOF, okreslajace podobienstwa i roznice pomigdzy badanymi szczepami Lactobacillus

Fig. 4. MDS analysis. Multidimensional scaling of mass spectra (MS) profiles obtained using MALDI-
TOF analysis and showing similarities and differences between analysed Lactobacillus strains

W analizie klastrow zidentyfikowanych na podstawie sekwencji gendéw 165
rDNA i pheS zaobserwowano, ze gen pheS w badanych szczepach charakteryzowat si¢
wysokim stopniem konserwatywnosci i niskim potencjatem rdéznicujgcym. Analizg
sekwencji pheS dowiedziono, ze bakterie z rodzaju Lactobacillus maja duze pokre-
wienstwo tego genu, co moze wskazywac na niewielkie mozliwosci jego zastosowania
jako wiarygodnego i czulego narzgdzia do réznicowania. Tylko w przypadku 3 szcze-
poéw w obu metodach uzyskano ten sam wynik identyfikacji (L. plantarum 1178, L.
plantarum 867 1 L. brevis 557). Spo$rod metod molekularnych analiza genu /65 rDNA
umozliwita uwidocznienie wigkszej roznorodnosci badanych szczepéw w porownaniu
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z analizg pheS (tab. 2), co potwierdzono rowniez w analizie réznorodnosci nukleoty-
dowej badanych sekwencji, w ktorej wspdtczynnik © byt wyzszy dla genu 76S rDNA
(0,86) niz dla genu pheS (0,16). Po przeprowadzeniu analizy /6S r DNA zidentyfiko-
wano 4 szczepy L. brevis (DSM 6235, 557, 489, 3/16/1), po 2 szczepy L. plantarum
(1178, 863), L. rhamnosus (975, 115), L. backii (102, 103) i po jednym — L. curvatus
(432) 1 L. rossiae (738). W analizie genu pheS zréznicowanie szczepéw byto znacznie
mniejsze. Otrzymano 8 szczepdw L. plantarum (DSM 6235, 1178, 975, 863, 738, 489,
133, 3/16/1) 1 2 szczepy L. brevis (557, 432). W przypadku 2 szczepoéw scharaktery-
zowanych jako L. backii, w analizie 16S rDNA nie udato si¢ uzyska¢ sekwencji pheS.
Stwierdzono, ze badaniem sekwencji /6S rDNA uzyskuje sie wicksze mozliwos$ci roz-
nicujace.

W identyfikacji metoda MALDI-TOF MS, w obu analizach, uzyskano taki sam
wynik dla 10 z 12 szczepow: 7 — L. brevis (DSM 6235, 102, 103, 489, 863, 975,
3/16/1), 2 — L. plantarum (1178, 133) 1 1 — L. curvatus. W przypadku szczepow 432
i1 738 otrzymano r6zng identyfikacje.

Identyfikacja wybranych bakterii kwasu mlekowego metodami molekularnymi
i porownanie ich z metoda MALDI-TOF MS doprowadzity do wniosku, ze wyniki
wszystkich metod pokrywaly si¢ tylko w przypadku jednego szczepu L. plantarum
1178. Dla poréwnania takg samg identyfikacje z uzyciem genu /6S rDNA i MALDI-
TOF MS uzyskano dla 5 szczepoéw, w tym 3 szczepow L. brevis (DSM 6235, 3/16/1
1489), jednego szczepu L. plantarum 1178 1 szczepu F. rossiae 738, ale w przypadku
MALDI-TOF MS tylko z pierwszej analizy. W wyniku poréwnania metod z wykorzy-
staniem sekwencjonowania genu pheS 1 MALDI-TOF MS uzyskano taki sam wynik
(w obu metodach) w przypadku szczepow 1178 i 133 i zidentyfikowano je jako L.
plantarum, a w przypadku pierwszej analizy MALDI-TOF MS scharakteryzowano
szczep 432 jako L. brevis.

Jak podaja Naser i wsp. [8], analiza r6znicowania blisko spokrewnionych bakterii
z rodzaju Lactobacillus na podstawie genu pheS stanowi wiarygodna, alternatywng
metode dla genu /65 rDNA. W badaniach wlasnych wykazano jednak, ze identyfikacja
szczepow LAB z zastosowaniem sekwencjonowania genu pheS byta mato zréznicowa-
na, a w analizie poréwnawczej odnotowano wysoki poziom homologii tego genu
w badanych szczepach (98 %). Podobne wyniki uzyskali wczes$niej Naser i wsp. [7]
w badaniach nad identyfikacja bakterii z gatunku Enterococcus. Zaobserwowali oni, ze
gen pheS mial wysoki stopien homogeniczno$ci wérod badanych szczepow. Podobien-
stwo sekwencji genu pheS w szczepach Enterococcus wynosito 97 %, co wskazywato
na niskg moc dyskryminacyjng tego genu przy zastosowaniu do roéznicowania we-
wnatrzgatunkowego. Sanches-Juanes i wsp. [10] stwierdzili, ze identyfikacja bakterii
kwasu mlekowego z uzyciem genu pheS oraz metoda MALDI-TOF MS sa wiarygod-
nymi technikami identyfikacji tych bakterii i maja duza site dyskryminacyjng. Obie
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Tabela 2.  Wyniki identyfikacji bakterii kwasu mlekowego z zastosowaniem metod sekwencjonowania
genu /6S rDNA, genu pheS i techniki MALDI-TOF MS
Table 2.  Identification results of lactic acid bacteria using /6S rDNA and pheS gene sequencing meth-
ods and MALDI-TOF MS technique
Szczep | Analiza /65 rDNA | Analiza genu pheS IQIA/‘ITIIJIIZ;I_I\]/ESI{: ]ﬁéT;r)ll;l}lt/inss
Strain | /65 rDNA analysis | Gene pheS analysis I I
1178 Lactiplantibacillus | Lactiplantibacillus Lactiplantibacillus Lactiplantibacillus
plantarum plantarum plantarum plantarum
975 Lacticaseibacillus | Lactiplantibacillus Levitlactobacillus Levitlactobacillus
rhamnosus plantarum brevis brevis
363 Lactiplantibacillus | Lactiplantibacillus Levitlactobacillus Levitlactobacillus
plantarum plantarum brevis brevis
DSM Levitlactobacillus | Lactiplantibacillus Levitlactobacillus Levitlactobacillus
6235 brevis plantarum brevis brevis
Levitlactobacillus Levitlactobacillus Levitlactobacillus
102 . NR . .
backii brevis brevis
Levitlactobacillus Levitlactobacillus Levitlactobacillus
103 . NR . .
backii brevis brevis
133 Lacticaseibacillus | Lactiplantibacillus Lactiplantibacillus Lactiplantibacillus
rhamnosus plantarum plantarum plantarum
3/16/1 Levitlactobacillus | Lactiplantibacillus Levitlactobacillus Levitlactobacillus
brevis plantarum brevis brevis
432 Latilactobacillus Levitlactobacillus Levitlactobacillus Lacticaseibacillus
curvatus brevis brevis rhamnosus
489 Levitlactobacillus | Lactiplantibacillus Levitlactobacillus Levitlactobacillus
brevis plantarum brevis brevis
557 Levitlactobacillus Levitlactobacillus Latilactobacillus Latilactobacillus.
brevis brevis curvatus curvatus
738 Furfurilactobacillus | Lactiplantibacillus Furfurilactobacillus Levitlactobacillus
rossiae plantarum rossiae brevis

Objasnienie / Explanatory note:

NR — brak wynikow / no results.

techniki umozliwily autorom przypisanie bakterii do wlasciwego rodzaju i gatunku.
W przypadku badan wlasnych takie same wyniki otrzymano dla dwoch z 12 szczepow
zidentyfikowanych jako L. plantarum (1178, 133), z czego tylko jeden szczep 1178
zostal potwierdzony jako L. plantarum réwniez w analizie /6S rDNA oraz dla szczepu
432 w jednej analizie MALDI-TOF MS, w ktorej zostal on przypisany do L. brevis.
W identyfikacji bakterii metoda MALDI-TOF MS kluczowa jest zasobno$¢ bazy da-
nych urzadzenia w widma masowe, gdyz w duzej mierze od niej zalezy wtasciwe scha-
rakteryzowanie mikroorganizmu. Poréwnanie wynikow identyfikacji przy uzyciu
dwoch urzadzen, ale zawierajacych rozne biblioteki danych, dowodzi, ze w niektérych
przypadkach identyfikacja moze si¢ rozni¢ (szczep 432, 738).
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Whioski

1.

(1]
(2]

(7]

Przy doborze metod réznicujgcych i identyfikujacych szczepy bakterii kwasu mle-
kowego stwierdzono, ze sekwencjonowanie genu /6S rDNA umozliwito wigksze
zréznicowanie bakterii w poroéwnaniu z analiza genu pheS, ktéry charakteryzowat
sie wigksza homologia, a przez to miat znacznie mniejszy potencjal réznicujacy.
Wartos¢ wspolczynnika réoznorodnosci nukleotydowej () sekwencji potwierdzita
wieksza homologie w obrebie genu pheS w stosunku do genu /6S rDNA.

Analizg nukleotydowa badanych sekwencji nie wykazano korelacji z analizami
filogenetycznymi.

Stwierdzono, ze mozliwosci dyskryminacyjne MALDI-TOF MS sa poréwnywalne
do innych stosowanych procedur identyfikacyjnych. Metoda ta nadaje si¢ do ruty-
nowego stosowania dzigki szybkosci, precyzji i prostocie przygotowania probki.
Uznano, ze przy identyfikacji bakterii metoda MALDI-TOF MS duze znaczenie
miala biblioteka referencyjnych widm masowych, do ktorej analizowane szczepy
byly porownywane.
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COMPARISON OF LACTOBACILLUS IDENTIFICATION METHODS
Summary

Lactic acid bacteria (LAB) are widely used in various sectors of food industry, in biotechnology and in
medicine, therefore it is very important to properly identify them and to correctly assess their intra-species
differentiation. The selection of appropriate molecular analysis techniques should take into account the
high accuracy, repeatability and typability of the method.

The objective of the research study was to assess the possibility of differentiating 12 Lactobacillus
strains with the use of techniques commonly applied in laboratories: the sequencing of the /6S rDNA
gene, pheS gene and MALDI-TOF MS. Based on the analysis results obtained, it was found that in the
tested strains the pheS gene was characterised by a high level of homology (98 %) and a low discriminant
power. In the two independent MALDI-TOF MS analyses the same result was obtained for 10 strains:
seven — L. brevis (DSM 6235, 102, 103, 489, 863, 975, 3/16/1), two — L. plantarum (1178, 133) and one —
L. curvatus 557. After the performed sequencing analysis of the /65 rDNA gene the findings were con-
firmed only in the case of five (DSM 6235, 3/16/1 and 489) of the twelve strains tested. The comparison
of the results obtained made it possible to conclude that as for the selected LAB strains the highest differ-
entiating value had the analysis based on the sequencing of the /65 rDNA gene.

Key words: lactic acid bacteria, LAB, gene /6S rDNA, gene pheS, MALDI-TOF MS
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Abstract: Lactic acid bacteria (LAB) in the natural environment meet multiple stressors such as
pH and temperature variations, increased nutrition and metabolite concentrations, harmful chemi-
cals, acidic/oxidative conditions, osmotic pressure, and starvation. However, LAB strains are not
subjected to high hydrostatic pressure (HHP) which currently is the most common non-thermal
decontamination technology in the food industry. In this context, the LAB response to HHP is more
difficult to identify compared to other stress-induced responses, and dnaK, ctsR, and hrcA can serve
as essential regulators in this reaction. In the present study, the expression level of dnaK, ctsR, and
hrcA mRNAs in 15 LAB strains after the HHP (300 MPa/5') exposure was evaluated. As a result,
the HHP-treatment affected the up-regulation of dnaK, ctsR, and hrcA in L. backii KKP 3565, L. backii
KKP 3566, L. rhamnosus KKP 3570, L. brevis KKP 3575 strains, whereas, in L. plantarum KKP 3569,
L. rhamnosus KKP 3571, L. brevis KKP 3573 all genes were lower expressed. The relative expression
level of the dnak, ctsR, and hrcA either before or after the pressure treatment for L. brevis DSM
6235, L. rhamnosus KKP 3572, L. brevis KKP 3574, L. brevis KKP 3576, L. rossiae KKP 3577, L. curvatus
KKP 3578 strains were undetectable. Significant differences in the expression levels were observed,
between the control and the HHP treatment strains for dnaK in L. backii KKP 3565, L. backii KKP 3566,
L. plantarum KKP 3569, L. rhamnosus KKP 3570, L. rhamnosus KKP 3571, ctsR in, L. backii KKP 3565,
L. rhamnosus KKP 3570, L. rhamnosus KKP 3571, and hrcA in L. plantarum KKP 3569, L. rhamnosus
KKP 3571. Overall, the studied genes, dnaKk, ctsR, and hrcA can be useful markers to indicate the
LAB cellular response to HHP. These molecular parameters can help to optimize the desirable LAB
growing conditions in industrial processes and to understand the complexity of the stress-related
mechanism.

Keywords: lactic acid bacteria (LAB); high hydrostatic pressure (HHP); stress-related genes; gene
expression

1. Introduction

One of the biggest challenges is the clarification of the structure, functions, and dynam-
ics of bacteria in their natural environments, as well as when subjected to different types of
stress. Over the past decade, numerous technologies have been developed to investigate the
association between bacteria and their reaction to changes in their niches. LAB are desired
in many food products where they can provide positive sensory and nutritive features,
however in products like juices, beverages, and beer they can cause spoilage and waste. [1].
The stress response is a protective mechanism of bacterial survival and adaptation to harsh
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environmental conditions [2]. Exposure to a rigorous manufacturing process allows LAB
to adjust to growing in or surviving in a hostile environment. The ability to cope with a
wide range of environmental stress factors (changes in pH and temperature, a variety of
nutrition and metabolite concentration, presence of toxic chemicals, acidic or oxidative
conditions, osmotic pressure, and starvation), induce changes or repression of their stress
response mechanisms [1,3]. This response is universal as it can be observed in studied
bacterial species, and it consists of a set of well-coordinated processes, mainly involving
the regulation of the production of various heat-shock proteins. These mechanisms include
the activation of proteins responsible for protecting the bacterial cells against stress [2,4].

Among the different stress factors that can affect gene expression levels is high hy-
drostatic pressure (HHP). HHP is a food and beverage products preservation method
that will not affect molecules like vitamins, amino acids, or flavor compounds but at the
same time reduce the number of microbial counts in the product. LAB in their natural
environment does not show a response to HHP, as those bacteria are not normally exposed
to this stress factor [1]. It has been reported [5,6] that LAB belongs to a group of bacteria
that are resistant to HHP, and because of that, the evaluation of stress response mecha-
nisms to HHP are valuable tools to assess the shelf life of products preserved with this
method. However, the LAB response to HHP is more difficult to identify in comparison
to other stress factors [3], as their ability to react to HHP is expected to come from the
cross-protection system [1]. Where cross-protection in LAB has been described as the
exposure to a single stress factor that is commonly associated with cross-tolerance to other
stressors like acid, heat, etc. [7]. Studies indicate that the molecular mechanisms of the
adaptive response to stress can be species-specific [8], or even strain-specific [9], and it is
considered that some phenotypes depend on the level of the expression of genes rather
than their presence or absence. Thus, further studies are needed to specify how many
are species/strain-specific and how/if the specificity correlates with stress toleration in
Lactobacillus strains. Differential expression of the genes involved in stress response can
result in changes in the phenotypic level [9-11]. Although the genes that are correlated
with stress response in LAB are highly conservative, [10] including the high conserved class
I'regulon [1,12], the mechanisms of stress responses are not conserved [9] which indicates
that environmental conditions influence stress response. Understanding the complexity
of the stress-related gene regulation networks, and the adaptation of LAB strains to harsh
environmental conditions, is important for the improvement of the industrial strategies
using LAB strains and HHP.

In LAB, repressor HrcA regulates the expression of class I elements by binding specif-
ically to the CIRCE. CIRCE is involved in the controlling inverted repeat for chaperon
expression and was found in the promoter regions of the groE and dnaK operons, which
encode two chaperon complexes GroES-GroEL and HrcA-DnaK-GrpE-Dna]J [8,12,13]. The
hrcA is located in the dnaK operon and its expression is under autorepression control. In
some LAB, the CIRCE sequences were found to be upstreaming the hrcA-grpE-dnaK [8],
and the mRNA analysis showed rapid induction levels after heat shock [8,9]. Studies on
the dnaK mutants suggested that induction by the stress factor (low pH) can be mediated
by heat-shock regulators, HrcA and CtsR [8] and in L. paracasei dnaK mutant the stress
sensitivities correlated with the upregulation of the gene [10].

In LAB genes from class III (which are regulated by CtsR repressor) are less conser-
vative. It is suggested that CtsR is a widespread transcriptional repressor involved in
heat-shock regulation [2] and in Gram (+) bacteria. It is considered to be a master regulator
of the cellular protein quality and controls the genes expression involved in proteostasis.
In microorganisms, the stress response is a combination of different transcriptional mecha-
nisms that overlap and lead to complex regulatory networks [14,15]. In this context, a vital
role is played by cross-regulation between CtsR and HrcA regulons and it is important in
the cross-protection mechanisms in LAB that are exposed to harsh environmental factors.
Vogel et al. [16] reported the lack of the alternative sigma factor in LAB may allow the
bacteria to adapt to a variety of stresses in different environments.
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This study aimed to investigate the effect of the HHP (300 MPa/5 min ) on dnaK, hrcA,
and ctsR expression levels in 15 lactobacilli strains isolated from food samples.

2. Materials and Methods
2.1. LAB Strains and Culture Conditions

The 15 strains of LAB were isolated from food (juices, beverages, and beers) samples
obtained commercially, to determine the source of microbial contamination of the products.
The strains selected for examination were characterized by phenotypical and phylogenetical
characteristics to confirm their identification, as described in Bucka-Kolendo et al. [17].
LAB strains used in the studies as well as the introduced new nomenclature proposed by
Zheng et al. [18] are presented in Table 1.

Table 1. The list of studied lactic acid bacteria with the additional new nomenclature.

Strain Source 16S rDNA Identification New Nomenclature
KKP 3565 Beer Lactobacillus backii Loigolactobacillus backii
KKP 3566 Beer Lactobacillus backii Loigolactobacillus backii
KKP 3567 Beer Lactobacillus paracollinoides Secundilactobacillus paracollinoides
KKP 3568 Bread Lactobacillus plantarum Lactiplantibacillus plantarum
KKP 3569 Tomato juice Lactobacillus plantarum Lactiplantibacillus plantarum
KKP 3570 Tomato juice Lactobacillus rhamnosus Lacticaseibacillus rhamnosus
KKP 3571 Probiotic Lactobacillus rhamnosus Lacticaseibacillus rhamnosus
KKP 3572 Ice Cream Lactobacillus rhamnosus Lacticaseibacillus rhamnosus
KKP 3573 Beer Lactobacillus brevis Levitlactobacillus brevis
KKP 3574 Beer Lactobacillus brevis Levitlactobacillus brevis
KKP 3575 Beer Lactobacillus brevis Levitlactobacillus brevis
KKP 3576 Beer Lactobacillus brevis Levitlactobacillus brevis
KKP 3577 Beer Lactobacillus rossiae Furfurilactobacillus rossiae
KKP 3578 Sauerkraut juice Lactobacillus curvatus Latilactobacillus curvatus
DSM6235 Beer Lactobacillus brevis Levitlactobacillus brevis

Isolation of LAB strain was performed according to the ISO 15214:2000 method using
MRS agar (Lactobacillus Agar according to DeMan, Rogosa, and Sharpe, Merck KGaA,
Darmstadt, Germany) and incubation at 30 °C for 72 h. Additionally, one strain (DSM
6235) isolated from spoiled beer and collected from the Leibniz Institute—DSMZ German
Collection of Microorganisms and Cell Cultures (Braunschweig, Germany) was used. The
strains were cultured in MRS broth medium at 30 °C for 48-72 h under anaerobic conditions.
The growth kinetics of the strains was assessed in the early stationary phase by optical
density measurements ODgg (Densitometer DEN-1B, BioSan, Riga, Latvia).

2.2. High Hydrostatic Pressure Application

Bacterial cultures from the stationary growth phase were exposed to high-pressure
treatment using U 4000/65 apparatus (Unipress, Warsaw, Poland). The volume of the
treatment chamber was 0.95 L with a maximum working pressure of 600 MPa. A mixture
of distilled water and polypropylene glycol (1:1, v/v) was used as the pressure-transmitting
fluid. The working temperature of the apparatus was in the range between —10 °C and
80 °C. The chosen application of the 300 MPa for 5 min was based on the previous research
(data not shown), to guarantee the induction of the genes under the stress condition, and
at the same time to avoid the inactivation of the bacterial cells.

Pressure up to 300 MPa was generated in 70-80 s, and the release time was 2—4 s. Four
milliliters of each culture were subjected to HHP at 300 MPa at an ambient temperature
(20 °C) and held for approximately 5 min. The pressurization times reported did not include
the come-up and come-down times. For each tested strain, the assays were performed in
two independent processes. After the treatment, the samples were frozen on dry ice for
further analysis. Unpressurized samples were used as a control.
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2.3. Plate Count Analytical Methods

The viability of each strain was assayed by counting colony-forming units immediately
after HHP processing. Thereafter, ten-fold serial dilutions in the Tryptone Salt broth (Biokar
Diagnostics, Beauvais, France) were prepared, and appropriate dilutions of bacteria were
spread on MRS agar and incubated at 30 °C for 48-72 h under anaerobic conditions.
The plates containing less than 300 CFU/mL were selected for counting. The difference
between the number of control and treated bacteria was used to estimate the number of
HHP survivors.

2.4. Bacterial RNA Extraction

Total mRNA was extracted from control and pressurized cultures with the use of the
RNeasy Protect Bacteria Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) according to the manufac-
turer’s protocol. The purity and concentration of the RNA were determined by measuring
the absorbance at 260 nm and the 260/280 nm ratio using UV-Vis NanoDrop spectropho-
tometer (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA). The RNA integrity was evaluated
on the Qubit 4 Fluorometer (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) with Invitrogen
Qubit RNA IQ Assay. Moreover, the quality of the RNA was checked by electrophoresis on
1% agarose gels to reveal any contaminating genomic DNA. The RNA samples were stored
at —80 °C.

2.5. Real-Time PCR (RT-gPCR)

Custom TagMan gene expression assays for dnaK (no. AP47Z2Y7), hrcA (no. APXG-
WAE), and ctsR (no. APZTJE9) were used for gene expression analysis. Primer and probe
sequences are shown in Table 2. These were synthesised by ThermoFisher Scientific (TFS)
and included both customised primer and probe sets, designed via the Applied Biosystems
Primer Express™ 2.0 software as well as pre-designed, gene-specific TagMan® probe and
primer sets (TaqMan® Gene Expression Assays, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA,
USA). The relative expression level of stress-related genes was normalized to an endoge-
nous control 165 rRNA gene (TagMan assay no. Ba04230899_s1; ThermoFisher Scientific,
Waltham, MA, USA ). Stability of 165 rRNA as endogenous control was measured for
control end HPP treatment strains using ACT algorithm [19]. Relative expression ratios for
target genes were calculated using the 22T method [20].

Table 2. Sequence information for primers and probes used.

Gene Sequence—5’ to 3’ Amplicon (bp) TagMan Assay No. GenBank
F: TGGTCGATGATGCTGATGTG
ctsR FAM-ACAACGAGATGCTTATGCGGTCGT-MGB 128 AP4A77Y7 CP052869.1
R: TAAATCGTCGAGAAGCGCAA
F: TGCAAGATCCAGACGGATTC
hrcA P: FAM-TTTGGCAGTGTGTTGTCCAAGGC-MGB 116 APXGWAE JX967738.1
R: ACTATACGGACCAGCAAAGC
F: TGTCGGTCTTATCCAAACC
dnaK P: FAM-CTGCCGCCGTTGGTTCGTTAATAA-MGB 110 APZTJE9 CP053571.1
R: CTTTAGTTGCTTGCCGTTGG
165 Assay by design TFS Ba04230899_s1

F—forward; P—probe; R—reverse.

RT-qPCR was performed in triplicate using a TagMan™ RNA-to-CT™1-Step Kit
(ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) and a QuantStudio™ 3 Flex Real-Time PCR
System (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA). Relative gene expression of dnak,
hrcA, and ctsR was performed using the QuantStudio Design & Analysis Desktop Software
v.1.5.1 (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA).
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2.6. Statistical Data Analysis

The differences in the relative dnak, hrcA, and ctsR expression level between control
and HHP treated were determined by Student’s ¢-test and analyzed with the use of Graph-
Pad’s Prism v.7 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA), and TIBCO Statistica data
analysis system v.13 (TIBCO Software Inc, Palo Alto, CA, USA; 2017). Protein—protein inter-
action (PPI) analyses of Lactobacillus dnak, ctsR, and hrcA protein cluster were performed
with the STRING database (string-db.org accessed on 15 September 2021) to evaluate
known and predicted protein relationships.

3. Results
3.1. The Effect of the HHP on the Bacterial Cells

The results of the experiment showed that the LAB subjected to the HHP survived the
process, and the survival rates are shown in Figure 1. The pressure of 300 MPa/ 5 min had
a significant effect on the survival of the cells (p < 0.05) between control and pressurized
cells. The highest reduction observed in L. brevis KKP 3573 and KKP 3575 was 3.1, and
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3.2. DnaK Gene

The relative dnaKk, ctsR, and hrcA expression level was investigated in control and
HPP treated lactobacilli strains using the RT-qPCR method. Results showed differential
patterns of the expression for all three studied genes (ctsR, hrcA, and dnaKk).

An increase of the dnaK expression level in six strains (L. backii KKP 3565, L. backii
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decrease for the three strains (L. plantarum KKP 3569, L. rhamnosus KKP 3571, L. brevis KKP
3573) was noticed. Furthermore, for three strains, L. backii KKP 3565 and L. rhamnosus
KKP 3570, L. rhamnosus KKP 3571, statistically significant differences (p < 0.05) in the level of
the ctsR expression between control and HHP treated was observed. However, for seven
strains (L. brevis DSM 6235, L. paracollinoides KKP 3567, L. rhamnosus KKP 3572, L. brevis
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expression was found both before and after the HHP treatment, under detection limit
(Figure 3).

Fig\}t;re 3. Relative gene expression of ctsR in LAB strains before and after exposure to 300 MPa Ié}l‘essure for 5 min. determined

Figuys ﬁg_ﬁ%ﬁsr&‘ﬂ}%&@&éﬁ%& Rl L AR SRR RRAOTS AR AHESH SXPRTHIGE 409 A RIS ER S AR i deter-
minef bt Rl eSS ARANS MM W HERSANGRLPRERMPD 80 hegandard deviations

are indicated with vertical bars. * Statistically significant differences were determined by Student’s ¢-test (p < 0.05).

4. hreA Gene
3.43. %rc/f ene ) ) § §
For hrcA increase of the expression was observed in L. backii KKP 3565, L. backii KKP

35601 et inRAsS: HEPSSERIESHINR WAk Raeeryed idd PagkitKkRPa8os Lyl KKP
35@@cleaparacrilingifen KK Bad7ubn Kiapnmissid Kt 3070, xarwel 56971 ¢vigkikibs 35 KK gtrains,
degszase. itvéoia KKIaB6T ), qridrfbirthe $eXdh 3bGint. ( plondais DENICBIE 69 phraduitineasess KKP
35KKIP. 366y is. KIKRB673 KKERBF2, thdseieeRISbradAd, (L. e KIBENSBB83E, lospaeds8llnoides
KRDB73567¢ vt kdo 5 AR PR TRIES ity a KIFeBB7d, Fotphepig KA BEFE) 356591de KKP
3557 AR R 33h8)diffessaness R L BIRISASIP R Y B APRToh AR PIEHR9 and
L. YRk ARIRIRPeIs F sl esrlgqu%fé%aﬂ:f s A2A E3HSHon between control and HHP
treated groups were statistically significant (p < 0.05) (Figure 4).



Genes 2021, 12, x FOR PEER REVIEW 90f 13
Genes 2021, 12,1720 8of 12

Flguresflﬁglaltfla%e S%iexl%rsesﬁ%%“é’ffﬁ%ﬁlﬂﬁg S %%?RSfBe‘%S?gé‘i‘rffﬁr atter exp 5%3(%%1}41)3(?6?2?95;‘%%25{‘&% SEBRAS deter-

mined’by g i f;lsfseﬁg?ggen eg‘[*&a‘%a aret enntc{egr{e(m% ?E‘é’l‘:e“t dSh A bRt SRR sEeN i &K ations
are indicat ecii ‘\]I%rr 1cal bars. t§%at1§?icgﬁ}grslf§ﬁ? 1carl1€e(§eﬁ%%5e¥¥ceg§ were de ern?fneaqgntsstuéeené%? (%est) (p <0.05).
Ove 11 the an sis o %e Vlabgl edt a‘i’lt}%e ressurizatipn d1d a fi %E t th
stugVe g 1’a1ns, ey lﬁ Rel'd svullavwa [0&Eale Con(%pgreast‘l rlc%l% R &€ €

tb@éﬁqsﬁtﬁ% a&ﬂa@éﬁvgéa%ﬁgﬁxwﬂm%ﬁ@%ﬁaﬁ%wmm?@%ﬁgmﬂ eplifprem-
isekd the experbneph dpmonsiatesdhatthrcenditiopoaf3dvbRaréanadlsvsikegping the
strapsessadl eduut tinchosesCHaatgassin she dfasssuripterogantobpitit¢Dnberlés BISMI be36xpres-
sidn tesultessh RIKRITR fn BixoouKKP1353talng1ob ln MBI ARIGLLbressinDBKP6335), L. rham-
noSHEKISIKES73078), BhesievRIRPBE 71 Rl 115k An KAPKISTRg e 95190 397 IRKIe BSEA ditherrvatus
KiPrsoandétsssbe SR tﬁfﬁtf;ﬁmthaﬁﬂlaﬁm@ﬁ lafnlw%’ﬁb%&éé@d Ielmgflbefore
an§ Sktar e%{flﬁmﬁosu et I %L by ”é%%%?ééf kea;%%g %cll‘czz 4 3566,
ression erea alns an nosus
b R e ofc e St Gl fsson
W%H&fﬁ?ﬁ{& WG tia&z% Sﬁm&% ﬁﬁ@@é@éﬁ%ﬁ?@%@% ﬁ#ﬂ%@@&?&ﬁﬂ L
bregia KE& 2323 ha weannasad €i§1@ekﬂ$§e‘¥ﬁ8§‘4€§lﬁo§§ﬁf&zﬁ5¥%ﬂymﬂ% KkiPsepdidons was
obbgakiLRKIO3 b ataran kBa3sast e Rnkreasendf dhvekliexfresgioadeivsisan daxeddase of
thetfemKrasedidzsRienpressietemvap@bseioneev diofok. [bablii KAR 336B abid [a bighifikdKP 3566
strdearease M erersé1dffelslR ieAA tateddiarid eiebreSiénldboepsesin ofakpoasetogiéburiza-
tioNAY QBB FniinRE ﬁawe%eeﬂwlﬁnﬁ%%ﬁﬁﬁh%%%gﬁgmkﬁl& Qe ihebenbt dnak

(1f¥§1&7Rh%Ae (=) hs iondimiy] Shl%hg easet %‘ﬁ H hred dffer ved.
IHEL I} Heatmen %58 ““’ %%9 e ex §‘s’}8% e r‘é"t 08 5“ E’téﬁ were
s, Ly pagaqorhizpt p
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was noticed. The impact of HHP on proteome was previously described in Bucka-Kolendo
etal. [17].
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3.5. Protein—Protein Interaction (PPI) Network Analysis
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5. Discussion

Stress as a result of exposure to different factors can be experienced by LAB in the food
industry, particularly during the manufacturing process [1]. Most studies are focused on
the ability to cope with heat, cold, osmotic, acid, or oxidative stress, but there is a limited
number of studies regarding molecular mechanisms of the stress response, especially under
HPP treatment [1,10,17]. While the HHP stress is not common to LAB, cross-protection
to other stress factors occurs that induces the response. Vogel et al. [16] showed that
reduction of ribosome function may occupy a central position in response to HHP, and
can be linked with the expression of stress-related genes. Molecular analysis of the stress-
related genes allows the development of tools to screen for tolerant or sensitive strains and
to evaluate the adaptation ability of strains to harsh conditions [8]. In addition, for strains
grown under different stress conditions, the analysis of transcriptome profiles allowed
the identification of gene stress regulatory networks and regulons [11]. Single mutations
of the hrcA and ctsR genes in L. plantarum WCEFSI resulted in significant changes in the
expression of different genes associated with transcription regulation, primary metabolism,
transportation, binding, and biosynthesis of different compounds. The deletion of both
hrcA and ctsR demonstrated the complexity of the cross-talk between the gene regulatory
networks influenced by stress-related regulons [11,14].

Herein, the relative expression level of the dnaKk, ctsR, and hrcA before and after HHP
(300 MPa/5’) treatment has been evaluated. Our results showed that LAB under the HHP
had different stress toleration patterns. Regulatory mechanisms of stress response genes
have been investigated in several Gram-positive bacteria and studied in detail in the genetic
model Bacillus subtilis [10,22]. Conversely, very little is known about the transcriptional
regulation of stress-related genes in lactobacilli strains, which are likely to have evolved
multiple and complex adaptive mechanisms [8,23]. Moreover, there are not enough reports
regarding the impact of HHP treatment on the expression level of these genes of the
lactobacilli strains, especially isolated from food products. In our study, we observed 1-2
fold higher hrcA, ctsR, and dnaK expression in the pressurized L. backii KKP 3565 and L.
backii KKP 3566 strains whereas a significant decline in the expression levels of the dnaK
(11-fold, and 1,5-fold), hrcA (6-fold, and 3-fold), and ctsR (2,5-fold and 1-fold) were noticed
for pressurized strains L. rhamnosus KKP 3571, and L. plantarum KKP 3569, respectively. It
has been reported that the ctsR mutant L. plantarum strain was more resistant to oxidative
stress and more sensitive to ethanol and heat stresses than its wild strain, which most
likely is related to the pleiotropic character of the gene transcription [11,14]. A possible
explanation of these results might be associated with the complexity of the stress-related
mechanisms in LAB strains [24], which we also visualized in PPI network analysis. Many
transcriptional regulators, such as HrcA, CtsR, Fur, MarR, and MeR family are differentially
expressed in response to the heat shock [25,26].

It is known, that external signals can elicit dramatic changes in the expression pattern
of a variety of stress-related genes encoding proteins thought to improve adaptation to the
changing environment [25-28]. It is thought that under the HHP stress the relative amount
of mRNA of many genes is changing, and that can be a result of the selective transcription
or mRNA stability [16]. The possible interpretation of the LAB response to HHP may be
obtained rather from the transcriptome than from the proteome, as the proteome analysis
does not always include low abundance regulatory proteins [10,16].

6. Conclusions

To summarize, the HHP parameters have to be carefully selected in function during
the process in the context of the stress adaptation and identified stress response genes. In
this scenario, the following transcriptomic and proteomic studies are needed to understand
the impact of the HHP application on the LAB population and to help obtain the knowledge
on the LAB with higher behavior flexibility upon stress conditions. Furthermore, clarifying
the mechanisms based on the molecular HHP process in LAB can help to control bacterial
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responses to achieve the desirable robustness of bacteria in relation to various industrial
processes.

Our presented data are the solid base for the understanding of the mechanisms
involved in bacterial response during industrial processes and may help to optimize
production. Furthermore, the expression level of the targeted genes can point to the
intensity of the stress during food and beverage preservation processes and elucidate the
role of the dnaKk, ctsR, and hrcA genes in the stress-related mechanism.
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Abstract

Lactic acid bacteria (LAB) are widespread in environments and can either have a positive impact because their
ability to survive in harsh conditions and influence the product (probiotic properties, change of structure-EPS
[exopolysaccharides], etc.), or a negative impact, (so not needed) because of their spoilage ability (beer, juices). High
hydrostatic pressure (HHP), one of the non-thermal preservation methods used in the food industry, can force
the LAB to activate the adaptative mechanisms. Under pressurization, the changes in the bacteria cells can occur
at the transcriptional or translational level. This study evaluated the HHP on the single nucleotide polymorphism
(SNP) changes in three genes, dnak, ctsR, and hrcA, related to the stress-response mechanism in LAB. The cor-
relation between the DNA polymorphism and the gene expression under HHP stress was assessed. The applied
pressure of 300 MPa resulted in a low ratio of nonsynonymous substitutions to the synonymous substitutions
(0 to 1.12), and a lower number of mutations was observed for pressurized strains (from 6 in /rcA to 11 in dnaK) than
in controlled (from 3 in ctsR to 92 in hircA). In all pressurized strains, the expression of genes was observed, whereas, in
control strains, the gene expression was detected in three out of five strains. Although there was a noticeable change in
stress-related gene expression after HHP, there was no correlation with SNPs. At the same time, with a high frequency
of synonymous changes in nucleotide and high diversity for srcA and dnak, a very low diversity was found in ctsR
sequences. The LAB strains stress response mechanisms are much more complex. The study requires information on the
general mechanism and changes in the membranes’ composition, proteome changes, and gene expression patterns.
The mutations in genes related to stress can have important implications for the strains’ fitness effect and adaptive
ability of LAB strains, especially considering their food industry implication where the HHP techniques are used.

Keywords: high hydrostatic pressure; lactic acid bacteria; nonsynonymous mutation; single nucleotide polymorphism;
stress response; synonymous mutation

Introduction or spoilage properties (Bangar et al, 2022; Zapasnik
et al., 2022; Han et al, 2015). The most frequent
Several studies describe the lactic acid bacteria’s (LAB) phenotype described in the literature is the adapted cell

ability to survive and respond to various environmen- (Papadimitriou et al., 2016), while adaptation refers to
tal stresses (Tsuda et al., 2019; Bucka-Kolendo and the effort of the cell to resist and persist under stress.
Sokotowska, 2017) as they acquire preserving, probiotic, However, the stress response to environmental factors can
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differ between species and depend on the applied stress
(Mahmmodi et al., 2021; Van de Guchte et al., 2002).
Extensive studies revealed the mechanisms involved
in heat shock (De Angelis et al., 2004), bile (Bron et al.,
2006), oxidative (Serrano et al., 2007), pH, and ethanol
(Parente et al., 2010), where bacteria, through activation
of the mechanisms involved in the stress response, adapt
to the new conditions (Bucka-Kolendo and Sokotowska,
2017). Although the activated mechanisms may par-
tially overlap, they are not identical (Papadimitriou et al.,
2016), which can cause opposed results in LAB species,
at species or even sub-species level.

Furthermore, the combination of stresses can trig-
ger a cross-protection response (Yang et al., 2021b;
Bucka-Kolendo and Sokotowska, 2017; Papadimitriou
et al., 2016; Van de Guchte et al., 2002). The molecular
mechanisms underlying the adaptation potential and
response are based on the coordinated gene expression
that can affect processes in cells, like cell division, trans-
port, membrane composition, and DNA metabolism.
Therefore, gene transcription, expression levels, and
mechanisms engaged in bacteria growth under diverse
stress conditions are greatly valued. Lactobacillus is a
significant group of widespread organisms in different
environments.

High hydrostatic pressure (HHP) is not a common stress
factor for the LAB, as they are not generally exposed
(Bucka-Kolendo and Sokotowska, 2017). However, HHP
is a popular nonthermal preservation technique used in
the food and beverage industry that reduces the num-
ber of microorganisms (Yaman et al., 2020; Chen et al.,
2016) while preserving organoleptic molecules and
providing “fresh” food. There is still limited knowledge
about how LAB responds to the HHP, and its molecular
mechanisms are not fully understood. HHP can nega-
tively affect all molecular mechanisms in bacteria where
DNA is involved, such as replication, transcription, and
recombination (Salvador-Castell et al., 2020). The inter-
action between DNA and proteins may be disturbed
due to the changes in the electrostatic and hydrophobic
interactions. Pressure can dissociate ribosomal subunits
and disturb the cytoskeletal proteins, resulting in revers-
ible morphological changes. Since some effects of differ-
ent factors can be similar, it is assumed that the ability
to react to HHP comes from the cross-protection system
HHP due to the fluidity of a complex response mecha-
nism. Membrane fluidity among the critical factors is
responsible for bacteria’s survival and growth under high-
pressure conditions (Molina-Hoppner et al., 2003), where
membrane lipids are stabilized by HHP and increase the
melting points of lipids and transition the lipid bilayer
to the gel state. Bacteria adapted to the HHP can adjust
the phospholipid composition of the membrane by
increasing the quantity of unsaturated fatty acids.

Impact of high hydrostatic pressure

In bacteria, 90% of the genome represents genes; the
rest contains small intergenic regions occupied by regu-
latory sites (Rocha, 2018). Genes are usually organized
into operons and have only a few or no introns, and
the insertions and deletions of genetic material tend to
be determinants of gene expression (Rocha, 2018; Price
et al., 2006). Many phenotypic variations among species
are assigned to single nucleotide polymorphisms (SNPs)
(Bailey et al., 2021; Hunt et al., 2009). Within the popula-
tion, single base changes occur with a frequency greater
than 1%. SNPs can be either synonymous (SS) when they
do not cause changes in the amino acids (AA) or non-
synonymous (NSS) when the AA structure is altered
(Bailey et al., 2021; Lebeuf-Taylor et al., 2019; Hunt et al.,
2009). It has been demonstrated that mechanisms alter-
ing the proteins’ structure, function, and expression level
by affecting mRNA splicing, stability, structure, and pro-
tein folding are now better understood (Lépez-Gonzalez
et al., 2018). NSS is more frequent and has a more sub-
stantial effect than SS mutations (Rocha, 2018). Since the
effect is usually negative, those mutations are progres-
sively removed from the population by the natural (puri-
fying) selection, causing the low ratio of nonsynonymous
(Ka) to synonymous (Ks) substitutions (w - Ka/Ks). At the
same time, synonymous substitutions can also be influ-
enced by purifying selection, especially in fast-growing
bacteria (Rocha, 2018). Many experimental studies prove
that SS mutations can have positive solid fitness effects
and drive adaptive evolution (Bailey et al., 2021; Liu
et al., 2019).

It is crucial to provide insight into the genomic dynam-
ics and polymorphism that characterize the physiologi-
cal state of cells after exposure to stress, such as HHP,
and understand the relationship between gene functions
and phenotypic characteristics. Five LAB strains (two
Loigolactobacillus backii, two Lactiplantibacillus plan-
tarum, and one Lacticaseibacillus rhamnosus) were used.
Strains were previously identified and analyzed (Bucka-
Kolendo et al., 2020, 2021). This work described the
proteomic and transcriptomic changes in selected
Lactobacillus treated with HHP to determine the general
adaptive response resulting from pressurization. As in
previous studies, the HHP affects the proteome of treated
LAB strains causing differences in the mass spectra pro-
files analyzed with MALDI-TOF MS (Bucka-Kolendo
et al., 2020). Pressurization of the LAB strains can lead to
changes in the expression patterns of stress-related genes
(Bucka Kolendo et al., 2021). Among many functional
genes associated with adaptation in LAB (Bucka-Kolendo
et al., 2017), the three genes (dnak, hrcA, and ctsR) previ-
ously described in the literature as stress-related (Bucka-
Kolendo et al., 2017), were selected. The genes, like dnaKk,
hrcA, and ctsR, involved in the stress response (Bucka-
Kolendo et al., 2021) can have different expressions under
the stress factor, resulting in changes in the phenotype.

Quality Assurance and Safety of Crops & Foods 14 (4)

55



Bucka-Kolendo J and Sokofowska B

The aim was to relate the effect of the HHP on strains’
fitness through the changes in those gene expressions
using SNP analysis of the partially sequenced genes. The
hypothesis was that differences due to HHP might con-
tribute to the bacteria in their gene mutations associated
with the stress response and be elucidated with the genes’
phylogenetic clusters. The phenotypic and phylogenetic
characterization of the LAB strains allows rising new
insights into the adaptive abilities under the HHP. The fit-
ness changes of the cellular response to stress factors can
give an understanding of the individual strains’ responses
to different factors (Douillard et al., 2016). As LAB are
essential probiotics, starter, commensal, and pathogenic
microorganisms, the in-depth research about the physi-
ology of LAB stress has a significant meaning.

Materials and Methods
Schematic overview of the experiment

The schematic workflow of the study is presented in
Figure 1. The diagram shows the overall process for the
observation of the changes in the nucleotide sequences
in the stress-related genes dnak, ctsR, and hrcA under
the HHP 300 MPa/5. LAB strains were screened for
possible adjustments to the changing environment. The
first step was the isolation of strains from spoiled food
products and the identification of the bacteria. The sec-
ond step consists of applying HHP, molecular analysis
with stress-related gene sequencing and expression, and
growth analysis. The final step include the statistical

Figure 1.
dnak, ctsR, and hrcA. SNP, single nucleotide polymorphism.

and analytical analysis of SNP, phylogenesis, and PPI
(protein-protein interaction).

Lactic acid bacteria

Five LAB strains (KKP 3565 Loigolactobacillus backii, KKP
3566 Loigolactobacillus backii, KKP 3568 Lactiplantibacillus
plantarum, KKP 3569 Lactiplantibacillus plantarum, and
KKP 3570 Lacticaseibacillus rhamnosus) were isolated from
the food products, beer, tomato juice, and bread, and the
process was performed according to the ISO 15214:2000
as described by Bucka-Kolendo et al. (2021). In addition,
bacteria were identified using genetic and proteomic meth-
ods, as defined by Bucka-Kolendo et al. (2020, 2021). The
isolated strains were deposited in the Culture Collection
of Industrial Microorganisms-Microbiological Resource
Center (IAFB, Warsaw, Poland), supported by the European
Horizon 2020 research and innovation programme under
grant agreement No 871129-IS_MIRRI21 Project. Strains
were given the collection numbers, and the 16S rDNA
sequences of each strain were deposited in the GenBank
NCBI database (Table 1).

Bacteria growth conditions and count number analysis (PCA)
LAB were grown and incubated under anaerobic con-
ditions at 30°C for 48—72 h on MRS agar (Lactobacillus
Agar DeMan, Rogosa, and Sharpe, Merc KGaA,
Darmstadt, Germany), as described by Bucka-Kolendo
et al. (2021). For counting, plates containing less than 300
CFU/mL were selected according to ISO 4833-1:2013.
The non-treated LAB were considered control strains.

A schematic flow chart of the experimental design used to establish and monitor the SNP in stress-related genes
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Table 1. Isolated strains of lactic acid bacteria.

Impact of high hydrostatic pressure

Strain GenBank accessions Origin Identification based on 16S rDNA New nomenclature

KKP 3565 0K2913330 Beer Lactobacillus backii Loigolactobacillus backii
KKP 3566 0K287375 Beer Lactobacillus backii Loigolactobacillus backii
KKP 3568 0K291331 Bread Lactobacillus plantarum Lactiplantibacillus plantarum
KKP 3569 0K297672 Tomato juice Lactobacillus plantarum Lactiplantibacillus plantarum
KKP 3570 0K297673 Tomato juice Lactobacillus rhamnosus Lacticaseibacillus rhamnosus

Immediately after HHP processing, the viability of the
LAB strains was evaluated by counting colony-forming
units on MRS Agar. The difference between control and
treated strains was counted based on the number of
surviving bacteria. The analysis was performed in two
replicates.

Application of HHP

Using U 4000/65 apparatus (Unipress, Warsaw, Poland),
the stationary phase LAB were threatened with HHP, as
mentioned previously by Bucka-Kolendo et al. (2020).
Therefore, exposition to 300 MPa for 5 min was chosen
based on the former analyses (data not shown). At the
HHP higher than 300 MPa, a significant reduction of live
cells was observed, and at lower HHP, there were no sig-
nificant differences from the controls. Hence, the used
parameters were selected to observe possible cell changes
but did not cause the bacteria’s death.

The HHP chamber details were as follows: the 0.96 L
working volume, 600 MPa of maximum working pres-
sure, from —-10°C to +80°C working temperature, and the
pressure-transmitting fluid was (1:1, v/v) water-polypro-
pylene glycol. The time needed to generate the 300 MPa
pressure was 70-80 s, with a release time of 2—4 s. The
pressurization times did not include the come-up and
come-down times. The assays were performed under two
independent processes, and unpressurized strains were
used as a control.

DNA extraction

According to the instructions, DNA from the station-
ary phase of control and HHP-treated bacterial culture
(1.5 mL) was extracted with the ExtractMe DNA Bacteria
Kit (Blirt S.A.—-DNA, Gdansk, Poland) as mentioned by
Bucka-Kolendo et al. (2020). The quality and concentration
of the obtained DNA were measured at the absorbance of
260 nm and the 260/280 nm ratio with a UV-Vis NanoDrop
spectrophotometer (ThermoFisher Scientific, Waltham,
MA, USA). The isolated DNA was stored at —20°C.

PCR amplification

PCR amplification of dnaKk, ctsR, and hrcA sequences was
performed using specific primers (Table 2). For dnaKk ctsR,
and hrcA, a total PCR volume of 60 pL contained: 30 pL

Table 2. Primers designed to amplify the dnaK, ctsR, and hrcA
genes’ sequences.

Primers Sequence

dnaK F: 5- CGGTAGCGGTTCTTGAAGGT -3’
R: 5- GCCTTTTCAACCGTGTCACC -3

Gene size (bp)
295 bp

ctsR F: 5- CGGACTCGGAGCATGTTGAA -3 204 bp
R: 5- GTATGAGGGCGTCCAACACA -3

hrcA F: 5- TCCGAGCGCTTCTATGTTGG -3
R: 5'- ACCCATCAGCCCAATCATCC -3

297 bp

of Dream Taq PCR Master Mix (ThermoFisher Scientific,
Waltham, MA, USA), 1 ul of each primer in the final con-
centration of 0.4 pM, and 10-20 ng of DNA. A peqSTAR
2X thermocycler (PeqLab, Germany) was used for the
amplification run. PCR amplification was performed as
described by Riccardi et al. (2012), with modifications.
Reactions conditions were: initiating denaturation at 94°C
for 5 min, followed by 35 cycles of denaturation at 94°C
for 60 s, annealing at 58°C for 60 s (for dnaK and hrcA),
annealing at 57°C for 60 s (for ctsR), and elongation at 72°C
for 90 s, with final elongation at 72°C for 2 min.

Electrophoresis in 1.5% (w/v) gel agarose was performed
to analyze the PCR product size, and Biolmaging Systems
06-2d.1-G: BOX (Syngen, UK) was used to visualize the
product. Sequencing of the PCR products was performed in
the 96-capillary 3730x] DNA Analyzer (Applied Biosystems-
Life Technologies), and the obtained sequences were ana-
lyzed in NCBI BLAST databases. The obtained sequences
were used to evaluate the DNA polymorphism, and the
results are shown in Tables 35, respectively.

Bacterial mRNA extraction and RT-qPCR analysis

The total mRNA extraction and relative gene expression
analysis were performed according to Bucka-Kolendo
et al. (2021). The custom TagMan gene expression assays
(ThermoFisher Scientific, TFS) were used for dnaKk, ctsR,
and /rcA. The relative expression levels of analyzed genes
were standardized to an endogenous control 16S rRNA
gene. Endogenous control’s stability was evaluated for
control and pressurized LAB using the ACT algorithm.
For relative expression ratios in target genes, the 2-2A4CT
method was used. The analysis was performed as the
mean of the two independent experiments.
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Table 3. Polymorphism analysis on partial sequences of dnaKin LAB strains. Sites excluding gaps or missing data are shown in parentheses.

Strain Sites L S k H G+C% SS NSS Q E
KKP 3565 239 0.05439 13 10 2 46.2 55.42 175.58 2678 A 1.8 fold
KKP 3566 271 (271) 0.03321 9 9 2 46.5 54.75 215.25 0.505 A1 fold
KKP 3568 291 (270) 0.02222 6 6 2 47 66.25 203.72 0 A 1.3 fold
KKP 3569 290 (270) 0.02222 6 5 2 471 62.83 204.17 0 v 1.8 fold
KKP 3570 290 (270) 0.02593 7 9 2 478 63.33 206.67 0.727 A 0.8 fold
Total control strains 267 (260) 0.06077 32 15.8 5 46.7 49.87 199.13 0.956 -
Total HHP strains 294 (268) 0.01642 9 4.4 5 46.4 63.83 197.17 0.972 -

LAB, Lactic acid bacteria; HHP, high hydrostatic pressure; T, nucleotide diversity; S, number of polymorphism sites; k, the average number of nucleotide
differences; H, number of Haplotypes; SS, synonymous sites; NSS, nonsynonymous sites; w, Ka/Ks ratio of nonsynonymous substitutions to the
synonymous substitutions; F, fitness effect (where A overexpression, V is underexpression).

Table 4. Polymorphism analysis on partial sequences of ctsR in LAB strains. Sites excluding gaps or missing data are shown in parentheses.

Strain Sites T S k H G+C% SS NSS ® F
KKP 3565 177 (167) 0 1 1 1 42.5 32.67 132.33 0 A 1.27 fold
KKP 3566 179 (179) 0.01676 3 2 2 433 39.83 137.17 0.576 A 0.8 fold
KKP 3568 176 0.02273 4 4 2 42.9 40.08 133.92 0.894 A 0.73 fold
KKP 3569 175 0.01714 3 2 2 43.7 34.33 139.67 0 Vv 1.16 fold
KKP 3570 172 0.01744 3 3 2 43.0 41.50 129.50 0.636 A 0.74 fold
Total control strains 178 (171) 0.02515 8 43 5 424 32.33 132.67 0.971 -
Total HHP strains 178 (171) 0.00936 3 1.6 5 432 31.27 130.73 0 =

LAB, Lactic acid bacteria; HHP, high hydrostatic pressure; T, nucleotide diversity; S, number of polymorphism sites; k, the average number of nucleotide
differences; H, number of Haplotypes; SS, synonymous sites; NSS, nonsynonymous sites; w, Ka/Ks ratio of nonsynonymous substitutions to the
synonymous substitutions; F, fitness effect (where A overexpression, V is underexpression).

Table 5. Polymorphism analysis on partial sequences of hrcA in LAB strains. Sites excluding gaps or missing data are shown in parentheses.

Strain Sites n S k H G+C% SS NSS ) F
KKP 3565 616 (281) 0.334 94 105 2 45.6 57.75 194.25 1.168 A 1.65 fold
KKP 3566 606 (260) 0.33846 88 87 2 48.8 56.67 171.33 0.731 A 0.77 fold
KKP 3568 299 (261) 0 0 0 1 49.0 62.17 192.83 0 v 0.21 fold
KKP 3569 294 (270) 0.02963 8 9 2 48.5 65.33 204.67 2.587 v 3.22 fold
KKP 3570 289 (268) 0.01119 3 3 2 48.7 65.33 201.67 0 A 0.53 fold
Total control strains 607 (252) 0.2143 92 54 4 46 48.97 161.03 1.173 -
Total HHP strains 293 (265) 0.00868 6 23 ) 491 63.67 197.33 0.1588 -

LAB, Lactic acid bacteria; HHP, high hydrostatic pressure; T, nucleotide diversity; S, number of polymorphism sites; k, the average number of nucleotide
differences; H, number of Haplotypes; SS, synonymous sites; NSS, nonsynonymous sites; w, Ka/Ks ratio of nonsynonymous substitutions to the
synonymous substitutions; F, fitness effect (where A overexpression, V is underexpression).

Statistical data analysis Evaluation of the number of polymorphic sites (S), nucle-
The sequences of each gene (dnak, hrcA, ctsR) of each otide diversity (17) of the strains of variant obtained for
strain (control and pressurized) were trimmed, aligned, control and HHP conditions, and the ratio of the nonsyn-
and analyzed. Multisequences’ alignment and phyloge- onymous (Ks) to synonymous (Ka) mutations () were

netic analyses were performed using MEGA v. X (Kumar calculated with the Dna SP. 5.1 (Rozas et al., 2017).

et al., 2016). Phylogenetical trees were created with the

neighbor-joining evolution method based on sequences of To evaluate known and predicted interactions between
3 stress-related genes in control and pressurized strains. dnaKk, ctsR, and hrcA proteins in Lactobacillus, the PPI
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network was created with the STRING database (string-
db.org) (Szklarczyk et al., 2019). The PPI provided a new
possibility for revealing molecular mechanisms.

Results

The DNA polymorphism analysis was performed to
obtain preliminary insight into the effect of the HHP
on the LAB and identify single mutations in stress-
related dnak, ctsR, and hrcA, (Tables 3-5, respec-
tively). The gene sequences had a G+C% content of
46.5-47.8% (dnak), 42.5-43.7% (ctsR), 45.6-49%
(hrcA). The rate of Ka to the rate of Ks was calculated
to determine the evolutionary pressure on protein-
coding sequences. The Ka/Ks ratios (w) for total con-
trol populations and total HHP treated vary between
0 and 1.12, with the number of mutations lower for
pressurized strains (from 6 (hrcA) to 11 (dnakK)) than
controlled (from 3 (ctsR) to 92 (hrcA)). w ratios on the
strains level were 0 to 2.678, where most were 0 or close
to 1, suggesting little differences between synonymous
and nonsynonymous mutations. DNA polymorphism
analysis of bacteria under HHP suggests that strains
are under neutral purifying selection pressure and acts
on the genes in most cases. In all pressurized strains,

Impact of high hydrostatic pressure

the expression of genes was observed (Figures 2-4
respectively, for dnaKk, ctsR, and hrcA), whereas, in con-
trol strains, the gene expression was detected in three of
five strains. In most LAB, the SNPs do not significantly
change gene expression or gene product function.
Considering that all strains survived the pressuriza-
tion (Bucka-Kolendo et al., 2021), it was assumed that
although a low SNP level occurred in the genes, bacteria
gained adaptive ability. However, defining the correla-
tion between gene expression changes and the SS muta-
tions’ fitness mutations was impossible. The expression
levels for dnaKk, ctsR, and hrcA under the 300 MPa/5’
did not correlate with the SNPs in those genes.

PCA analysis

Our experiment showed that the pressurization in 300
MPa’5 significantly affected the cell’s survival (P < 0.05).
For strain KKP 3570 Lacticaseibacillus rhamnosus, the
decrease level was 2 log (CFU/mL). For other strains, the
reduction was around 1 log (CFU/mL) (Figure 5).

Phylogenetic analysis of dnaK, ctsR, and hrcA

Maximum likelihood clustering of aligned sequences
of each gene was performed to assess the changes in

2,5

KKP 3565 KKP3566

Relative Gene Expression (RQ) of dnak

1,5

1

0,5
I

0

KKP 3568

control M HHP

I I I I

KKP 3569 KKP 3570

Figure 2. RT-qPCR analysis of dnaK in control and pressurized (300 Mpa/5’) LAB strains. Data are the mean of the two inde-
pendent experiments. The standard deviations are indicated with vertical bars. * Statistically significant differences were esti-

mated using student’s t-test (P < 0.05). LAB, Lactic acid bacteria.
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Relative Gene Expression (RQ) of ctsR

15
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control M HHP

I
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Figure 3. RT-gqPCR analysis of ctsRin control and pressurized (300 Mpa/5’) LAB strains. Data are the mean of the two indepen-
dent experiments. The standard deviations are indicated with vertical bars. * Statistically significant differences were estimated

using student’s t-test (P < 0.05). LAB, Lactic acid bacteria.

Relative Gene Expression (RQ) of hrcA

4,00

3,00

2,00

0,00 ~ ~
KKP 3565 KKP3566 KKP 3568

control HHP

KKP 3569 KKP 3570

Figure 4. RT-gPCR analysis of hcrA in control and pressurized (300 Mpa/5’) LAB strains. Data are the mean of the two indepen-
dent experiments. The standard deviations are indicated with vertical bars. * Statistically significant differences were estimated

using student’s t-test (P < 0.05). LAB, Lactic acid bacteria.
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Figure 5. Survival of LAB strains under HHP. Data are shown as the mean of the two independent experiments. Vertical bars
indicate the standard deviations (a) control strain and (b) pressurized strain. Different letters over the bars are significantly dif-
ferent (P < 0.05). LAB, Lactic acid bacteria; HHP, high hydrostatic pressure.

(A) (B)

Figure 6. Phylogenetic trees of dnaK sequences in studied Lactobacillus. The evolutionary distances were computed with the
neighbor-joining method. The trees are drawn to scale, where the branch lengths are evaluated in the number of substitutions
per site. (A) control strains and (B) pressurized strains. The trees were obtained using the MEGAX software (Kumar et al., 2016).

the relationship of genes across LAB for controlled
and HHP treated strains. Alignment was performed
using CLUSTAL W, and results for unrooted neighbor-
joining phylogenetic trees are shown in Figures 6—8 for
dnak, ctsR, and hrcA, respectively. In addition, control
and pressured strains were compared for each gene
to express whether mutations were reflected in the

phylogeny.

All three genes were examined to display the discrimi-
natory power and reproducibility in studied lactobacilli
strains. For ctsR, the similarity was at 97% that mirrored in
the trees’ topology of controlled and HHP-treated strains.
For dnaK sequences obtained, tress had a high level of
resemblance at 98% for controlled and 91% for pressur-
ized strains. The strains grouped based on /rcA sequences
showed the highest differentiation, wherein control strains
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(A)

Figure 7. Phylogenetic trees of ctsR sequences in studied Lactobacillus. The evolutionary distances were computed with the
neighbor-joining method. The trees are drawn to scale, where the branch lengths are evaluated in the number of substitutions
per site. (A) control strains and (B) pressurized strains. The trees were obtained using the MEGAX software (Kumar et al., 2016).

(A)

Figure 8.

(B)

Phylogenetic trees of hrcA sequences in studied Lactobacillus. The evolutionary distances were computed with the

neighbor-joining method. The trees are drawn to scale, where the branch lengths are evaluated in the number of substitutions
per site. (A) control strains and (B) pressurized strains. The trees were obtained using the MEGAX software (Kumar et al., 2016).

L. backii KKP 3565 and KKP 3566 had 97% and were
more distantly related (42%) to other studied strains. The
hrcA sequences of strains after pressurization were highly
related and had a 100% level of similarity. There was no
correlation between the expression pattern and cluster-
ing of the strains based on the SNP sequences analysis,
resulting from the small number of bacteria used or the
complexity of the stress-response mechanisms in LAB.
Phylogenetic trees of all three genes (dnak, ctsR, hrcA)
revealed a high degree of relatedness between LAB strains.

Protein-protein interactions and genes co-expression
analysis

To forecast the network of PPI, the Search Tool for the
Retrieval of Instances of Neighbouring Genes—STRING

database was used (Szklarczyk et al., 2019). The PPI
network is valuable for describing the molecular pro-
cesses, and atypical PPI can be related to the many stress
response changes. Therefore, genes with a high degree of
connectedness were clustered into PPI based on the high-
est confidence of 0.9 and a maximum number of interac-
tions < 5. The study used a k-means clustering method
with an average local grouping coefficient of 0.696. As a
result, the network found three clusters containing eight
nodes with an average node degree of 5.

Also, the co-expression analysis of the studied genes was
performed with STRING (Figure 9). Results indicate the
strength of data shown in experiments, describing the
correlation of expression between two coding protein
genes based on the patterns of RNA expression and pro-
tein coregulation. The PPI network analysis can give a
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Figure 9.
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Protein-protein interactions (PPI) networks analysis. (A) PPl network of dnak, ctsR, hrcA protein cluster in Lactoba-

cillus generated with STRING and (B) the similarities which target families occur patterns across genomes. The color intensity
correlates with confidence in the expected functional interaction between genes and organisms.

network of molecular interactions formed between the
protein products of the studied genes. As presented in
Figure 9A, among studied genes, the highest degree of
centrality had gene dnaKk, indicating the importance of
those proteins in the resulting PPI network. Figure 9B
shows the functional relationship retrieved for genes
belonging to the network, where the color indicates
the similarity that correlates with the presence/absence
of the interactions. The analysis suggests that the pro-
teins can be biologically linked and interact more than
expected (20 edges compared to 5 estimated).

Discussion

The present study investigated the polymorphism in three
genes (dnak ctsR, hrcA) related to the HHP stress response
in five LAB strains. The number of SNPs in our studies was
low and did not display one specific outline of the tested
conditions. Although SNPs and mutation rates of all three
genes were comparable in all strains, it was observed that
HHP trigged a strong response in LAB strains and induced
stress-related genes expression (Figures 2—4), which can
determine the HHP as a potent stress factor of those
genes. Furthermore, our results showed the highest nucle-
otide diversity in the /rcA sequences (Table 5). However,
we did not find significant diversity between control and
pressurized LAB strains in dnak, ctsR, and hrcA sequences
(Tables 3-5, respectively).

Overall, the LAB strains adapt to the given pressure,
as their decrease level was 2 log (CFU/mL) (Figure 5).

Comparing the control with the pressurized strains,
the impact of the HHP on the LAB strains based on the
Ka/Ks ratio displays a low value. This suggests that NSS
mutations have a small negative effect on fitness and can
stay in the population long before being removed by nat-
ural selection. The diversity of the dnak, ctsR, and hrcA
sequences indicates small changes between studied LAB
strains, which shows that strains were protected from
functional mutations, or mutations that have occurred
were almost neutral. These findings are in line with
the reports of other authors (Bailey et al., 2014, 2021;
Rocha, 2018). An observed high rate of nonsynonymous
mutations suggests that adaptive selection favors dif-
ferent protein sequences depending on environmental
changes. They can alert the function of the genes. Our
studies indicate that the expression of the genes can be
the defense mechanism of strains against HHP. However,
among genes, dnak, ctsR, and hrcA expression does not
seem to play a significant role in stand bias and demon-
strates genomic plasticity. As Bailey et al. (2014) noticed,
the mutations indicate increased gene expression.
However, in the less-performed codons, the molecular
mechanisms are responsible for transcript regulation and
are very important in LAB’s adaptation and evolution-
ary dynamics. The fitness effect of a SS mutation is not
always due to the impact on the gene in which it occurs
but rather through the changes in gene expression which
has been studied in our previous work (Bucka-Kolendo
etal., 2021).

Little is known regarding the fitness effect of these muta-
tions and how they rely on stress-related factors like HHP.
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The changes in the environment, such as pressurization,
may trigger the activation of adaptive mechanisms and
thus maintain changes in the genome, proteome, tran-
scriptome, or metabolome, leading to cell damage and
death. Studies (Jeon et al., 2021) on SNPs related to cell
wall synthesis in L. acidophilus under high temperatures
suggested that changes in SNP can make the cell wall
more rigid. Mutations that appear under natural selection
increase the possibility of fixation and may often be adap-
tive. The cell morphology and division can be affected by
HHP and impact the cytoskeleton and autolytic proteins
(Molina-Hoppner et al., 2003). As Yang et al. (2021a)
noticed, after the HHP treatment of 300-400 MPa,
L. plantarum and L. curvatus acquire higher cell integ-
rity, smoother cell surface, and uniformed protoplasm.
These findings suggest that bacteria can increase their
HHP resistance by modifying their structures.

The stress factor, like HHP, may impact the discriminatory
power of the studied genes’ sequences. Thus, comparing
the DNA polymorphism changes in stress-related genes
with the phylogenetic trees assembled is required and
can give a comprehensive understanding of the relation-
ship between functional genes and phenotypic character-
istics. The phylogenetic trees are highly valued tools that
demonstrate the diversity of bacterial strains to develop
more effective methods for their identification, predic-
tion of gene functions, and underpin genetic research.
The phylogenetic analysis of the unrooted trees demon-
strates the relative relationship between strains and the
impact of the HHP. Based on the maximum likelihood
of aligned sequences (dnaK [Figure 6], ctsR [Figure 7],
and hrcA [Figure 8]), the clustering did not reflect the
phylogenetic relationships. It did not allow the separa-
tion into different clusters for studied LAB species. All
strains had a high similarity. The PPI network (Figure 9)
showed an insight into the molecular processes, and the
functional relationship retrieved for the genes belong-
ing to the network suggests that the proteins interactions
can be biologically linked more than expected, and the
whole process is more complicated. Although the stud-
ies showed significantly higher diversity of the hrcA
sequences, it did not correspond with strain classification
and their phylogenetical clustering. The highest diversity
was obtained for the /rcA gene in control strains. Our
studies confirmed the results of Guidone et al. (2015), on
the alignment of the ctsR sequences, marking the gene’s
taxonomic value for LAB classification. However, our
results disagree with their results and that classification
of the LAB species based on the /ircA gene sequence is
a good taxonomic marker, as the /ircA sequences after
pressurization had a 100% level of similarity. Contrary to
the studies presented by Huang and Lee (2011), the dnaK
gene is much more polymorphic than the housekeep-
ing gene 16S rRNA in the LAB group and therefore has
a discriminatory value in closely related species. Where

Sharma et al. (2019), indicated in their research that,
among other genes, dnaK showed no SNP while track-
ing in yogurt and probiotic powder, which confirmed the
results of our work, where dnaK was characterized by
low diversity.

Our current work, together with previous studies on
proteome changes under HHP (Bucka-Kolendo et al.,
2020), and changes in gene expression under HHP in
LAB (Bucka-Kolendo et al., 2021), gives a more in-depth
insight into the selected LAB strains stress response to
HHP. Our findings are significant to the technological
implications of LAB resistance to the food industry, host
survival (in the case of probiotics), and bacteria stress
behavior, where a complex regulatory network of genes
regulates the bacteria’s response to HHP during food
processing. Further studies on transcriptome and pro-
teome are needed to confirm this hypothesis.

Additional studies on the larger group of Lactobacillus
strains are needed to examine the impact of the HHP on
the stress response mechanisms of those bacteria and
how the HHP can contribute to the mutations in stress-
related genes. As the mutations, particularly in the pro-
moter region of the genes related to the stress, can have
important implications for the fitness effect and the adap-
tive ability of the strains. The performance of the whole
genome sequences (WGS) to determine the evolution of
LAB genomes under HHP treatment would help to obtain
knowledge of the bacteria with higher flexibility under
stress conditions. With WGS methods, more insights can
be gained, as it combines the determination of the strain’s
similarities based on SNP and gene-by-gene approach.
Thus, considering how the mutation impacts the whole
strain, additional studies that affect other neighbor genes,
especially those grouped in the operons and transcribed
together (like dnaK and hrcA), can help understand SNP
mechanisms adaptative evolution better.
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