RĂSPUNSUL BACTERIILOR LACTICE SELECTATE LA VARIAȚII DE pH ȘI ÎN PREZENȚA SĂRURILOR BILIARE
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Materiale și Metode

În această etapă au fost folosite tulpinile bacteriene selectate în etapa anterioară: Lactococcus lactis 19.3 și Lactobacillus plantarum 26.1 (tulpini producătoare de bacteriocine), Leuconostoc mesenteroides P109 și Leuconostoc mesenteroides P124 (tulpini producătoare de exopolizaharide), Lactobacillus brevis FV 403 (producătoare de strat S) și Lactobacillus helveticus RFF 34.9 (producătoare de strat S și bacteriocine). S-a studiat efectul condițiilor de stres care pot să apară, în special în tractul gastro-intestinal (valori scăzute ale pH, prezența sărurilor biliare), ținând cont de potențialul aplicativ al tulpinilor selectate (pro- sau prebiotice). 
Modificările metabolice și morfologice apărute în condițiile de stres studiate au fost evaluate prin metode biochimice, moleculare și microscopice. Pentru determinările biochimice, proteinele totale au fost extrase din celulele bacteriene cu ajutorul aparatului Fast Prep 24 (MP BioMedicals) și apoi au fost analizate prin electroforeză în gel de poliacrilamidă (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970). Activitatea unor enzime intracelulare implicate în diferite căi metabolice (lactat dehidrogenază, alcool dehidrogenază, malat dehidrogenază și superoxid dismutază) a fost determinată folosind metode spectrofotometrice descrise de Vallee şi Hoch (1993) sau Winterbourn şi colab. (1975). De asemenea, modificările spectrelor izoenzimatice ale acestor enzime au fost studiate prin electroforeza nativă în gel de poliacrilamidă. Cantitatea de acid lactic produs în diferite condiții de stres a fost determinată prin HPLC. 
Modificările morfologice apărute în condițiile de stres studiate au fost observate cu ajutorul microscopiei electronice de baleiaj (Scanning Electron Microscopy, SEM). 

Folosind tehnica PCR (Polymerase Chain Reaction) a fost evidențiată prezența în genomul bacteriilor selectate a unor gene implicate în adaptarea la diferite condiții de stres (Turpin et al., 2011).  

În continuare, a fost studiată biosinteza în condiţii de stres, a unor compuși cu importanţă bionanotehnologică (bacteriocine, exopolizaharide, strat S). Bacteriocinele au fost cuantificate prin metoda difuziei în agar (Mayr-Harting şi colab., 1972), folosind diluții seriale. Exopolizaharidele au fost izolate prin precipitare cu acetonă şi cuantificate gravimetric (Degeest și De Vuyst, 1999). Proteinele stratului S au fost detectate prin electroforeză în gel de poliacrilamidă (SDS-PAGE) (Dohm, 2011). 

În final, pentru îmbunătăţirea performanţelor şi funcţionalităţii bacteriilor lactice cu aplicaţii industriale, au fost aplicate diferite strategii, cum ar fi pre-adaptarea la unele condiţii de stres sau aşa numita „protecţie încrucişată” (cross-protection). 
Rezultate

1. Creșterea bacteriilor la valori scăzute de pH și în prezența sărurilor biliare


Cele 6 tulpini bacteriene selectate au fost cultivate în mediu MRS lichid cu diferite valori de pH (3.5; 4.5 și 5.5, ajustat cu HCl), respectiv în mediu MRS suplimentat cu săruri biliare în concentrații de: 0.05%, 0.1% și 0.2%. Incubarea s-a făcut la temperatura optimă de creștere a fiecărei tulpini. 
Majoritatea tulpinilor au crescut bine la pH 5.5 și 4.5, mai puțin L. lactis 19.3, care a crescut bine doar la pH 5.5. Tulpinile Lb. brevis 403 și Lb. plantarum 26.1 au prezentat o ușoară creștere chiar și la pH inițial de 3.5, după 48h de incubare. Pentru studiile ulterioare de răspuns la stres, a fost aleasă valoarea pH de 5.5 pentru L. lactis 19.3 și 4.5 pentru restul tulpinilor.
În prezența sărurilor biliare (SB), tulpinile au crescut la concentrații de 0.05% și 0.1%. Cele mai rezistente la aceste condiții au fost Lb. brevis 403 și Lb. plantarum 26.1. Pentru studiile ulterioare a fost aleasă concentrația de 0.1%. Tabelul 1 prezintă valorile parametrilor de creștere pentru cele 6 tulpini în condițiile de stres selectate, comparativ cu cele pentru variantele martor.
Cantitatea de acid lactic produs a fost, în general, direct corelată cu creșterea. Concentrația maximă de acid lactic a fost înregistrată în culturile martor, urmate de cele în medii cu pH acid și în cele suplimentate cu SB (Tabelul 1).

2. Analiza proteinelor totale

Electroforeza denaturantă în gel de poliacrilamidă (SDS-PAGE) a extractelor proteice totale nu a evidențiat modificări majore în spectrele corespunzătoare proteinelor provenite de la culturile martor, respectiv de la culturile obținute în condiții de stres (Fig. 1). S-a observat, pentru unele tulpini, prezența unor benzi mai intense în cazul extractelor proteice ale culturilor stresate (pH acid sau săruri biliare).  
2. Enzime intracelulare


Folosind extractele proteice totale, în continuare s-a studiat activitatea unor enzime intracelulare (lactat dehidrogenaza - LDH, malat dehidrogenaza - MDH, alcool dehidrogenaza – ADH, superoxid dismutaza - SOD). Activitatea acestor enzime a fost determinată prin metode spectrofotometrice și raportată la concentrația proteică a probei testate. Activitățile enzimatice specifice ale LDH, MDH și ADH au avut, în general, valori apropiate între extractele obținute de la culturile martor și de la cele stresate, iar uneori mai mici în cazul celor stresate. A existat o singură excepție, în cazul tulpinii 403, pentru care activitatea ADH în probele stresate a fost mult mai mare decât cea a probelor martor. Activitatea SOD a fost detectată doar la tulpina 19.3, fiind mult mai mare în extractele proteice provenite de la culturile stresate decât din cele martor (Tabelul 2).  

De asemenea, activitatea enzimatică a fost evidențiată prin electroforeză nativă în gel de poliacrilamidă, urmată de colorarea specifică a gelurilor. După cum se poate observa în Fig. 2, nu există diferențe în ceea ce privește formele izoenzimatice, în schimb se pot observa, în unele cazuri, diferențe de intensitate a benzilor corespunzătoare enzimelor studiate. De asemenea, unele dintre metodele de colorare folosite, nu par a fi foarte specifice, astfel încât, după colorarea pentru o enzimă, pot fi evidențiate și benzi corespunzătoare altei enzime (de exemplu în cazul MDH, dar mai ales SOD) (Fig.2). 
3. Modificări morfologice induse în condiții de stres


Observațiile la microscopul electronic de baleiaj (SEM) au permis evidențierea unor modificări importante în morfologia celulelor stresate, comparativ cu cea a celulelor martor. În general, celulele expuse la un pH acid, sunt mult mai lungi, ajungând, de exemplu, în cazul tulpinii 34.9, până la zeci de (m, față de celulele normale, de 2-4 (m (Fig. 3A). Mai mult, un număr mare de celule din culturile stresate sunt vizibil afectate, moarte și golite de conținutul celular, apărând așa numitele ”celule-fantomă”. Aceste fenomene s-au observat, în special în cazul celulelor expuse la săruri biliare, dar pentru unele tulpini (de exemplu P124), chiar și la pH acid (Fig. 3C).  

4. Biosinteza de metaboliți cu aplicații bionanotehnologice, în condiții de stres


Trei dintre tulpinile selectate pentru studiile din această etapă produc bacteriocine, două tulpini produc exopolizaharide (EPS) și două tulpini produc proteine de strat S. Prin urmare, s-a studiat efectul condițiilor de stres asupra biosintezei acestor metaboliți. 

O observație importantă a fost că majoritatea tulpinilor produc acești metaboliți și în condițiile de stres folosite (inclusiv cele folosite în etapa anterioară), iar în unele cazuri, condițiile de stres stimulează biosinteza.


Astfel, în cazul tulpinii 34.9, cantitatea de bacteriocine produse în condiții de stres, în special în prezența SB, a fost mult mai mare decât în condiții normale (Tabelul 3). Acest fenomen a mai fost descris în literatură, iar explicația ar fi că în aceste condiții de stres, creșterea bacteriană este mai înceată, rămânând astfel mai multă energie disponibilă pentru biosinteza bacteriocinelor. Mai mult, în ecosistemele mai complexe, cantitățile mai mari de bacteriocine produse în condiții nefavorabile, ar compensa deficitul de acid lactic, ajutând astfel bacteriile să câștige în competiția pentru nutrienții din ecosistem (Kanmani et al., 2012). În cazul celorlalte două tulpini, producerea de bacteriocine a fost corelată cu creșterea, acest lucru fiind de așteptat, ținând cont că bacteriocinele sunt metaboliți primari.

În ceea ce privește producerea de EPS, aceasta a fost direct proporțională cu creșterea bacteriană (Tabelul 4), cantitățile de EPS izolate din culturile stresate fiind mult mai mici decât cele din culturile martor.

Proteinele stratului S au fost evidențiate prin SDS-PAGE (Fig. 4). Se poate observa că cele două tulpini produc aceste proteine și în condiții de stres, iar în prezența SB, se pare că sunt produse chiar în cantitate mai mare decât în condițiile optime de creștere (benzile electroforetice corespunzătoare sunt mai intense). Acest lucru ar putea fi consecința unui răspuns de apărare a celulelor sau de adaptare a acestora la condițiile ostile de mediu. 

5. Evidențierea unor gene implicate în rezistența la stres

Un alt aspect examinat a fost acela al detectării în ADN genomic extras de la cele 6 tulpini a unor gene funcționale asociate supravieţuirii în condiții de pH acid sau în prezența de SB. În Tabelul 5 sunt prezentate informațiile privind primerii utilizați, genele care sunt amplificate, care sunt proteinele codificate de aceste gene și cu ce tip de stres au fost asociate.

Produșii de amplificare au fost vizualizați prin electroforeză în gel de agaroză, colorat cu SyBR Safe. După cum se poate observa în Fig. 5, genele groEL, LBA1272 și LBA1446 au fost evidențiate la toate cele 6 tulpini. În plus, genele de rezistență la săruri biliare, bsh, au fost evidențiate la Lb. plantarum 26.1, Leuc. mesenteroides P109, Leuc. mesenteroides P124 și Lb. brevis 403, iar gena clpL a fost evidențiată la Lb. plantarum 26.1 și Lb. brevis 403. Rezultatele obținute demonstrează faptul că tulpinile selectate ar putea fi folosite în preparate probiotice sau sinbiotice, având cel puțin o genă de rezistență la pH acid și una de rezistență la prezența sărurilor biliare. 

6. Inducerea toleranței la stres printr-un tratament de pre-adaptare

Pentru acest experiment au fost selectate 3 tulpini, care sunt menționate în Fig. 6, unde este prezentată și schema pre-tratamentului și condițiile de stres care au fost folosite ulterior, pentru testarea toleranței acestor bacterii. În general, condițiile de pre-tratament au fost reprezentate de temperaturi, valori pH, concentrații de NaCl și SB, în limita valorilor subletale pentru fiecare tulpină în parte.

Variantele 1A de la fiecare tulpină, reprezintă martorul (celule care nu au fost nici adaptate, nici supuse unui stres). Variantele 2A-5A reprezintă celulele supuse pre-adaptării, dar care apoi au fost incubate 2h în PBS, în condiții optime de temperatură și pH (ne-stresate).

Ca protocol general, tulpinile testate au fost cultivate în condiții optime de mediu și temperatură, timp de 24 h), după care culturile au fost centrifugate, iar celulele resuspendate în mediu MRS normal sau modificat, pentru pre-adaptare, după cum se vede în schema din Fig. 6. După 1 h, suspensia a fost centrifugată din nou, iar celulele au fost suspendate în tampon PBS (tampon fosfat salin) normal sau modificat conform condițiilor de stres la care vor fi supuse. După 2 h s-a determinat numărul de celule viabile din fiecare variantă. Procentul de supraviețuire celulară a fost calculat ca raportul dintre numărul de celule viabile din suspensia supusă stresului și numărul de celule viabile din cultura martor (1A).

După cum se poate vedea din Tabelul 6, celulele supuse pre-adaptării, iar apoi menținute timp de 2 h în PBS fără alte condiții stresante, au avut o viabilitate foarte bună, în general de peste 95%. 
În cazul tulpinii Leuconostoc mesenteroides P109 se observă că tratamentele de pre-adaptare au un efect benefic asupra toleranței la toate condițiile de stres folosite, dar în special în cazul stresului cauzat de temperaturi ridicate (52 ºC) și prezența SB în concentrație de 2%. În cazul tulpinii Lactococcus lactis 19.3, efectul pre-adaptării nu a fost semnificativ, procentul de viabilitate a celulelor supuse acestui pre-tratament fiind, în general, similar sau ușor mai mare decât în cazul celulelor care nu au fost adaptate. În schimb, în cazul tulpinii Lactobacillus helveticus 34.9, pre-adaptarea a avut chiar un efect negativ asupra toleranței la stres, rezultând într-o scădere a procentului de supraviețuire comparativ cu martorul, ne-adaptat. 

Concluzii

- Tulpinile bacteriene testate au capacitatea de a se dezvolta în medii cu pH acid (pH 5.5 în cazul tulpinii Lact. lactis 19.3, pH 4.5 în cazul celorlalte) și în prezența SB (0.1%);
- În general, concentrația de acid lactic produs și activitatea enzimatică a LDH, ADH, MDH, au fost direct corelate cu creșterea bacteriană;
- În condiții de stres apar unele modificări în spectrul proteic și modificări morfologice semnificative; celulele devin alungite în mediile cu pH acid și apar vizibil afectate, golite de conținut, în mediile suplimentate cu SB;
- Tulpinile testate sunt capabile să sintetizeze metaboliții de interes (bacteriocine, EPS și proteinele de strat S) și în condițiile de stres testate; biosinteza EPS și a două dintre bacteriocine este direct corelată cu creșterea, în timp ce biosinteza proteinelor de strat S și a bacteriocinei de la Lb. helveticus 34.9 pare a fi stimulată în condiții de stres (în special în prezența SB), ca un răspuns de apărare sau de adaptare la aceste condiții nefavorabile;
- Folosind metode moleculare, a fost evidențiată prezența în genomul bacterian a unor gene implicate în rezistența la pH acid și la SB; 

- tulpinile Lact. lactis 19.3 și Lb. helveticus 34.9 tolerează foarte bine concentrații mari de SB (2%) și un pH de 2.0, valori similare cu cele din tractul gastro-intestinal; corelată cu activitatea antibacteriană, această rezistență conferă celor două tulpini avantaje în utilizarea lor ca probiotice;
- tulpina Leuc. mesenteroides P109 are o toleranță mai mică la concentrațiile mari de SB și își pierde complet viabilitatea după 2 h la pH 2.0, dar tratamentele de pre-adaptare au un efect benefic asupra toleranței, în special la temperaturi ridicate și SB.
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