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9. Slutrapport:

Projektets hovedformal: (Fra ansggningjormalet med GeneQuant er at udvikle nye metoder
til forudsigelse af virulenspotentialet af den sygafremkaldende bakterie Listeria
monocytogenes. Resultaterne vil blive opnaet ved bf eksisterende molekylzerbiologiske
metoder, kommercielt tilgaengelige microarrays,itronmodeller i mave-tarm kanalen,
eksisterende virulensassays (funktionel cellemedely infektionsmodeller med insekter) og
preediktive matematiske modeller. En forudseetnin@faidvikle disse nye strategiske
teknologier til forudsigelse af virulenspotentiagdéfadevarebarne patogener er en grundig
undersggelse af, hvordan industrielt relevante obilelle stress-faktorer (fx salt, organiske
syrer, lav pH, lav temperatur, begreensede ilt flarlosv.) far indflydelse pa transskriptionen af
gener relateret til stress respons, adhaesion obprs, samt at forsta de transkriptionelle
agendringer af disse gener og deres relaterede peoteed passage af mavetarm kanalen. Det
forventes, at de nye teknologier vil understgtte sigste ende erstatte konventionelle og
omsteendelige mikrobiologiske metoder, som i gjélalilovervejende er baseret pa antallet af
levedygtige bakterieceller. GeneQuant vil isser enmntere og sikre fadevaresikkerheden i
dansk mejeribrug med ramaelksost som eksempel obedrftes, at de nye metoder kan
overfares til andre sektorer af fgdevareindusttileat forbedre risikovurderingsprocedurer.



A Projektets forlgb:
Resumé pa dansk og engelsk af projektets hovedresultater og -konklusioner

Dansk: Virulenspotentialet af.isteria monocytogenes blev undersggt i forhold til mejerirelevante faleig
herunder, den naturlige ostemikroflora, meelkesgr&laCl indhold. Virulenspotentialet blev vurdereitfua,
om L. monocytogenes veekst og ekspressionen af udvalgte virulensgéter pavirket af de naevnte faktorer.
Der er udfgrt screening af 38 monocytogenes stammer for lineage type, kitinolyse, haemolysantsa
tilstedeveerelse af listeriolysin genet. Den hzenslgt aktivitet var afhaengig af lineages type, sédedt
lineage | stammer var mindre haemolytiske end lisdagtammer.

Mezelkesyre findes i hgje koncentrationer i ost og@vist at have en heemmende effekt pa veekst af
monocytogenes. Ekspressionen af virulensgener blev pavirket inonocytogenes stammerne under veekst i
BHI medie tilsat meelkesyre (0-20 mM), og der blevserveret forskelle mellem stammerne. Hgjere
koncentration af meelkesyre medfarte induktion afegeclpC og haemning afprfA ved flere
pregveudtagningspunkter. Det blev desuden vist axtisie 15675 var saltresistent og stamme 51779 var
saltfalsom. Betydning af miljgets saltindhold p&milession af 12 virulensrelaterede gener blev sedgr
ved dyrkning af.. monocytogenes 51779 og 15675 pa overfladen af Samsg ost uderirgabg ved normal
saltning (0.15 og 3.6% w/w NacCl). Signifikante a@nder sas mere tydeligt pa ost uden saltning, hvor
transskription af genernagrA, ami, gadC og opuC blev reduceret markant i begge stammer. Stammen
51779 responderede i hgjere grad pa osmotisk sitesiste opregulering af generpeA, hly, act ogbsh i
modsaetning til 15675. Disse resultater tyder péeaer en sammenhaeng mellem saltindhold, tramsihri

af virulensgener og salttolerance Hosmonocytogenes. Resistens overfor saltstress vil ggre det letiere
stammen 15675 at kolonisere ost og forarbejdningantsamtidigt, indikerer den ggede ekspression af
virulensgener i stammen 51779, at saltstress postiektion kan fremme frigivelsen af virulensfakioog
dermed gge dens virulens i mennesker. VirulensfakieprfA, hly, plcA oginlA hosL. monocytogenes blev

ikke pavirket, hvid.. monocytogenes stammerne blev eksponeret for 26 maelkesyrebaktgigeer, isoleret

fra kit fra overflademodnede oste eller deres nadithér.

In vitro ogin vivo modeller blev udviklet og afprgvet til at vurdedremonocytogenes virulens. Enin vitro
mave-tarm model var baseret p4 maling af transelpthelektrisk modstand (TEER) af inficerede C&co-
celler. Ved brug af modellen blev det vist at eksping til meelkesyre kan pavirke overlevelselaf
monocytogenes og integriteten af Caco-2 celler. En andanvitro mave-tarm model blev udviklet til at
studere aendringer i intracelluleer pH (pHi) i end&lt monocytogenes celler, ved brug af fluorescence ratio
imaging microscopy (FRIM). | modellen blev bakteeéler indfarvet med det fluorescerende farvestof,
CDCFDA-se, og skyllet med medie svarende til spytnmavesaft. FRIM malinger fdr. monocytogenes
bekraeftede, at der er en sammenhaeng mellem stassntierance overfor salt og deres umiddelbare
cellerespons. Ved brug af CellASIC® ONIX Microflisdanaerobe flowkammer i modellen var det muligt at
male emissioner fra mere end 40 celler over hekafyet. Endvidere, blev énvivo ormemodel baseret pa
Caernohabditis elegans (C. elegans) implementeret for at studeke monocytogenes virulens. Forsggene har
vist at L. monocytogenes kan kolonisere og opretholde kolonisering Gf elegans. Det blev pavist at
virulensfaktorerne, kitinaserne ChiA og ChiB, hatyining for kolonisering at. elegans. Kitinaserne kan
veere relevante for virulenspotentiale for monocytogenes, da de induceres af N-acetylglucosamin
(GIcNAc) som findes i oste. Det kitinolytiske systenosL. monocytogenes er vist at have betydning for
bade virulens, overlevelse og spredning i miljdeknikkerne og modellerne udviklet under GeneQuént
muliggare at mejeriindustrien kan forudsige veekst \wrulens af relevante pat ogener, sadsbm



monocytogenes. Den viden som er opnaet i GeneQuant vil spediikine bidrage til udviklingen af en gget
fadevaresikkerhed og et risikovurderingsprogram.

English: The objective of GeneQuant was to investigate ffectof dairy factors such as starter cultures,
lactic acid and sodium chloride (NaCl) on the \@énde potential otisteria monocytogenes. Virulence
potential ofL. monocytogenes was determined from the expression profiles oécted virulence genes as
affected by the factors mentioned above. A colbectif 58L. monocytogenes strains was characterised for
hemolysis, chitinolysis, listeriolysin gene ancelge type. It was observed that hemolytic activitineage

| strains was less than of lineage Il strains.

Lactic acid is produced by the natural cheese o is known to inhibit the growth &f monocytogenes.
Expression of virulence geneslinmonocytogenes strains 51779 and 15675 in BHI medium was affebied
treatment with lactic acid (0-20 mM). Exposure tghhconcentrations of lactic acid resulted in inttut of
clpC and repression girfA at several sampling points, depending on therstiEhe same strains &f.
monocytogenes were characterized by different tolerance to wsondchloride, as more salt resistant strain
15675 and less salt resistant strain 51779. Thacipf osmotic stress on expression of 12 viruleyerees
was determined by gPCR during incubatioriofmonocytogenes on cheese type Samsoe with low and high
content of NaCl (0.15 and 3.6% (w/w)). Decreasaddcription ofagrA, ami, gadC andopuC in both strains
was promoted by low NaCl content. Strain 51779 mast responsive, showing significant up-regulatdn
prfA, actA, hly andbsh at both conditions. Strain 15675 was less respenshowing generally reduced or
consistent gene transcription. The study indicdated virulence gene expression laf monocytogenes in
cheese was affected by NaCl content and that tfleetefvas significant in strains sensitive to osmoti
stresses. Different sensitivity to osmotic strespriobably linked to strains serotypes and sugdbatsthe
more resistant strain 15675 (serotype 4b) will measily colonize cheese and processing environments
Increased expression of virulence genes in strdin/% indicated that certain stress conditions might
promote the release of virulence factors and caredty, stimulate the virulence power d@f.
monocytogenes in the human body. The study of 26 lactic acidié@a and yeast strains isolated from cheese
smear in this project did not show any significeffects of cheese flora and their metabolites @ression

of virulence geneprfA, hly, plcA andinlA in L. monocytogenes.

Invitro andin vivo models were developed in the project to evaldaevirulence of.. monocytogenes. One

of the gastro-intestinal (Gl) models was basedhenttansepithelial electrical resistance (TEERpsithe
monolag of Caco-2 intestinal cells. It was demaistt that exposure of listeria to lactic acid iafiaed
bacterial survival and integrity of the Caco-2 d®dtrier. Anothern vitro GI model was developed to study
survival of single cells by measurements of intlata pH (pHi) with the use of fluorescence raiteaging
microscopy (FRIM). In the model the cells were rstai with fluorescent color CDCFDA-se and treatetth wi
saliva and stomach juices. FRIM measurementk. ahonocytogenes confirmed the relationship between
strain salt sensitivity to osmotic stresses and pkli responses. With the use of CellASIC® ONIX
Microfluidic Platform it was possible follow moréan 40 cells throughout the experiment. Furtherriare
vivo model to studyL. monocytogenes virulence based on nemato@aernohabditis elegans (C. elegans)
was implemented in the projedt. monocytogenes was able to colonize and maintain colonizationCof
elegans. It was further confirmed that the virulence fastahitinases ChiA and ChiB, were essentialGor
elegans colonization. Chitinases are considered as importaarkers of virulence potential df.
monocytogenes in cheese, as they can be induced by N-acetylghrot (GIcNAc) found in cheeses. The
techniqgues and models developed in GeneQuant ndlble the dairy industry of predicting growth and
virulence of relevant pathogens, suchlasmonocytogenes, in dairy matrices, thus, contributing to the
reliable assessment of food safety.



Diskussion af projektets forlgb samt opnaede resultater

e En vurdering af fremdrift i forhold til de oprindeligt opstillede milepaele samt opndelsen af det
oprindelige formal.

WP1, M1.1: Der er blevet etableret en stgrre stammesamlind&@&. monocytogenes stammer som
inkluderede mejeri stammer, stammer fra andre fadevog miljget, samt kliniske- og reference stamme
Stammerne blev karakteriseret for heemolyse, kigsml tilstedeveerelse af listeriolysin genet ogdge
type. Denne milepeel blev opnaet ifglge projektptane

WP2, M2.1: Kontakt til partnere pa Food Science Departmentpi&ersity of Turino (UNITO, Italy) blev
etableret, som fglge af tidligere samarbejde i g&i@€ombat. Denne forskningsgruppe (Luca Coccoln) h
ekspertise i gentransskriptions analyser. Dennepail er opnaet ifalge projektplanen.

WP2, M2.2 Da Congen (Berlin Germany) ikke leengere arbejderugsikling af listeria-specifikke
microarrays (SureArray), var der ikke videnskabdd@sis i projektet for at udfgre mikroarray anatyse
Gentransskriptionsanalyser er blevet udfgrt pa lgtivavirulensgener ved brug af real time gPCR.
Milepeelen er opnaet ifglge projektplanen.

WP2, M2.3: Flere forskellige metoder til RNA ekstraktion fratematricer blev afprgvet. Metoden som kan
bruges til at ekstrahere RNA af tilstreekkelig kietlifra L. monocytogenes, dyrket pa ost, er udviklet og
implementeret. Metoden inkluderede mekanisk deStmkaf osteprgverne ved brug af "bead beating” i
Trizol reagent efterfulgt af flere trin tii RNA opnsning i organiske stoffer og RNeasy mini kit @@a).
RNA kvaliteten blev vurderet egnet til brug i gP@Ralyser. Milepzelen er opnaet med forsinkelse.

WP3, M3.1: Standardisering af metode til at male intraceltuf@el i enkelte mikrobielle celler ved
fluorescence ratio imaging microscopy (FRIM) Ltil monocytogenes ved passage af mave-tarm model er
udfgrt og M3.1 opnaet. Metoden er dog yderligerinmgret, da det i forbindelse med anvendelsen wiftro
mave-tarm modellen viste sig at reproducerbarhedenav og bakterier blev skyllet ud af systemea.pg
darlig fastholdelse til overfladen. Den optimereédevitro mave-tarm model blev anvendt til forsgg uden
mejerirelevante stressfaktorer til at vurdere @salsesevnen for enkeltceller af tte monocytogenes
stammer, og viste sig egnet til at male cellerespbfor enkeltceller under pavirkning af mavetaesker.
Denne milepzel er opnaet med forsinkelse.

WP3, M3.2: Etablering af 2-D gel elektroforese metode for aldte proteiner var ikke relevant fordi
mikroarray studiet ikke blev gennemfart. Milepaeidev sdledes udgaet.

WP3, M3.3: Der er etableret funktionelle cellemodeller tiligri projektet. Cellelinjerne der anvendes er
Caco-2 (differentierende tarm cellelinje) og HT29-K1(mucinproducerende). Caco-2 cellerne er yderige
blevet anvendt i en mave-tarm model. Denne milepapnaet ifglge projektplanen.

WP3, M3.4: P& baggrund af udfarte forsgg, har vi konkludeeG. mellonella ikke er et velegnet
modelsystem til at vurdere effekt af mejerireleeasiressfaktorer pd monocytogenes virulens.C. elegans
er blevet undersggt og etableret som en altermatilensmodel fol.. monocytogenes. Milepzelen er opnaet
ifglge projektplanen.

WP4, M4.4: Identifikation af matematiske modeller til evalmgr af virulenspotentiale var vanskeligt at
gennemfgre. Dette skyldtes fraveer af den PhD studer pga. barsel frem til oktober 2013, hvorefian h
stoppede fra januar 2014. Denne milepael matte dedga.



e Skematisk oversigt over milepaele. Zndringer i forhold til oprindelige planer angives
Skemaet med projektets milepeeler er vist bagegtporten (side 12).

e En vurdering af resultaternes aktuelle anvendelighed og resultaternes fremtidige perspektiver,
herunder i relation til miljg, dyrevelfaerd samt arbejdsmilja.

| GeneQuant er der opnaet kendskab til de faktsmn pavirker virulenspotentialet hbsmonocytogenes
under mejeri-relevante forhold. Der er endvidereikldt effektive metoder til bestemmelse af viriden
hosL. monocytogenes. Den opnaede viden gar det muligt at klarleeggeteveije i ostemejerier og dermed
specifikt bidrage til en forbedret risikovurderingn @get fadevaresikkerhed og bedre arbejdsmiljg pa
mejerierne.

e En vurdering af resultaternes eventuelle erhvervsmaessige potentiale, herunder innovation m.v. og
eventuelle bidrag til en positiv samfundsgkonomi.

| GeneQuant er der blevet udviklet og etableret mpdekylaerbiologiske teknikker og biologiske modell
som kan anvendes af fgdevareindustrien til at werdérulenspotentialet af. monocytogenes samt at
forudsige hvilke miljgfaktorer, der har stgrst lagtyng for virulenspotentialet. De molekyleerbioldgis
teknikker inkluderede oprensning af bakteriel RM& dst, hvilket blev brugt til kvantitative bestemlser af
ekspressions-mgnstrer for virulensgener under kidinig af mejeri-relevante stressfaktorer sasompldy
meelkesyre og natriumklorid. For at vurdere ovellsye og virulenspotentialet &f monocytogenes ved
passagen gennem mave-tarm kanalen blev der udagletfprgvet modeller tin vitro test (funktionelle
mammale cellemodeller samt FRIM baseradetro modeller) og enin vivo infektionsmodel €. elegans).
Det forventes at de nye teknikker og modeller uld¥iklgbet af projektet vil understgtte og eveittaestatte
tidligere anvendte og arbejdskreevende mikrobiolagisnetoder, som er baseret pa levende celletal.
Teknikkerne og modellerne udviklet under GeneQuahendvidere muliggare at mejeriindustrien kan
forudsige veekst og virulens af relevante patogesaoni. monocytogenes. Det forventes at de udviklede
teknikker kan blive tilpasset til andre sygdomsfkafdende bakterier og til andre sektorer i
fadevareindustrien. For savel fadevareindustrien arbrugerne er det vigtigt at fadevareproduksem
udger en sikkerhedsrisiko, ikke frigives til markéag at sikre at fedevareprodukter ikke blivekket
tilbage.

« En vurdering af resultaterne, nye kompetencer, vn.pa institutionen, dvs. fastholdelse af
projektmedarbejdere, projektet som basis for nyejpkter og aktiviteter pa institutionen.

Projektmedarbejderne fik styrket deres kompetenioglenfor molekyleerbiologiske metoder og blev
kvalificeret til videre anseettelse pa KU. Nadjadear (NL) var ansat pa GeneQuant som PostDoc. NL tog
efterfolgende del i ansggningen om bevilling tib8yn projekt i Dansk-Brasiliansk strategisk samjade
indenfor Food Science. Projektet blev bevilgetDet Strategiske Forskningsrad og NL er ansat pg et
(FOOD, KU). PostDoc Line Thorsen har taget Univetspsedagogikum kurset og blev kvalificeret til
adjunkt. Jette Kjeldgaard (JK) var ansat som Pastp®d GeneQuant og fik nye kompetencer indenfor
metoden FRIM og cellemaerkning. JK blev hermed kiealiet til fortsaet ansaettelse (IVS, KU) pa progkt
'‘Bekeempelse af antibiotika resistens i stafylokokkbevilget af Advokat Bent Thorberg Fonden.
Forskningsassistent Pernille Johansen (PJ) fik @lflceret sine kompetencer indenfor udviklingiafvitro
mave-tarm modeller. PJ er efterfglgende blevettasma akademisk medarbejder og PhD studerende péa
Danida projektet GreenGrowth (FOOD, KU).



Viden og ekspertise opnaet i GeneQuant har bidtdgetforbedre undervisningen pa flere kursenneler,
"Microbiology of Fermented Food and Beverages” (M@&csus, Lene Jespersen - kursus ansvarlig), "Food
Molecular Biology” (PhD kursus, Inger Olesen - undlening), "From Gene to Function In Pathogenic
Bacteria” (MSc kursus, Dafni Katerina Paspaliadndervisning) og "Mikrobiel Fadevaresikkerhed” (MSc
kursus, Jette Kjeldgaard - undervisning).

» En eventuel vurdering af resultaternes anvendets i forhold til institutionens myndighedsberedsdik

Resultaterne som er opnaet i projektet, iseer imdestudierne af virulensgenekspression, er relevant
forhold til myndighedsberedskab. Det er blevet gdwt virulenspotentialet af den patogene bakterie
monocytogenes er pavirket af miljgfaktorer pd mejerier og at denpavirkning er stammeafhaengig.
Konventionelle mikrobiologiske analyser til evalingy af fadevaresikkerhed er utilstraekkelige, fatdier
baseret pa antallet af bakterieceller og ikke tayelenspotentialet og biologiske variationer iriagtning.
Molekyleerbiologiske teknikker og biologiske modeliglviklet i projektet muligger at mejeriindustri&an
forudsige veekst og virulens samt den fysiologislatand, for forskellige serotyper &f monocytogenes,
under pavirkning af mejeri-relevante miljgmaessiggirigelser. Den opnaede viden vil kunne bidrage
specifikt til udviklingen af en ny og forbedret fadhresikkerhed i mejeriindustrien og forventes wtrie
blive tilpasset til andre sygdomsfremkaldende badt®g i andre sektorer af fadevareindustrien.
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Appendix:

D. Uddybende beskrivelse af projektets forlgb og opnaede resultater

Formalet med GeneQuant var at udvikle nye metdtiésrtidsigelse af virulenspotentialet af den
sygdomsfremkaldende bakterigisteria monocytogenes, nar den udsaettes for miljgforhold i
fadevareindustrien. Miljgforholdenes indflydelse pd@rulens blev undersggt ved brug af
eksisterende molekyleerbiologiske metoder sasom tieed kvantitative PCR (qPCR)n vitro
modeller af mave-tarmkanalem, vivo modeller og funktionelle mammale cellemodellerigeade
forskningsmaessige resultater blev opnaet i projekie arbejdspakker (WP).

WP1: Indsamling og karakterisering af mejerirelevémL. monocytogenes stammer

Formal: Forsggene udfart i WP1 har til formal indsamlekagpkterisere mejerirelevante stammer
af L. monocytogenes for derved at kunne udveelge 3-4 stammer til vidersgg i WP 2 og WP3.

Resultater: En stagrre stammesamling pala8nonocytogenes stammer er etableret, som inkluderer
mejerirelevante stammer, samt stammer fra andreviadr og miljgetl. monocytogenes stammer
blev testet for haemolyse, tilstedeveerelse af idiein genet og lineage type. Tolv stammer er
yderligere undersggt for overlevelse og veekst i,Bidimt i ostemodelsystemer under forskellige
mejeri-relevante stressbetingelser herunder sathaaikesyre. Yderligere, bldv. monocytogenes
stammerne valgt ud fra hvordan maelkesyrestressrikg@vivaeksten. Tilsyneladende er den
haemolytiske aktivitet afheengig af lineages typeeds#d at lineage | stammer var mindre
haemolytiske end lineage Il stammer. Baseret pdliggnresultater adskilte.. monocytogenes
stammerne 51779 og 15675 sig betydelig fra hinamgrblev valgt til videre undersggelser
sammen med typestammen EGDe. Stamme 15675, ssolexet fra blgd ost, tilhagrer serotype 4b
og lineage 1 og indeholder genet, der koder fonyig identificeret virulensfaktor listeriolysin S
(LLS). Stamme 51779, der ogsa er isoleret fra ttgrer serotype 1/2c og lineage 2 men
indeholder ikke genet for LLS. Typestamme EGDe tedeisolat der tilhgrer serotype 1/2a,
lineage 2 som ikke indeholder genet for LLS.

Konklusion: Stammesamling af karakteriserddanonocytogenes isolater er etableret.

WP2: Transkription af virulensgeneer i L. monocyteges ved udseettelse for mejerirelevante
stressbetingelser

Hovedformalet med WP2 var at undersgge hvordamedst@nte miljgforhold pavirker ekspression
af virulensgener has. monocytogenes.

2.1. Effekt af meelkesyrebakterier pa virulensgenpkession i BHI-modelsystem

Formal: Naturlige mikroorganismer i fadevarer, eksempelisse maelkesyrebakterier (LAB), er
vist at kunne hsemme vaeksten histeria. Men det kan ogsa teenkes at de pavirker
virulenspotentialet hog. monocytogens ved at influere pa ekspressionen af virulensfatuo.
Formalet med dette delprojekt er, at fA viden onorfian virulensgenekspressionen Haos
monocytogens pavirkes af mikroorganismer, der er en naturligl @& mikrofloraen i
mejeriprodukter.

Resultater: | projektet undersgges hvordan cellefri supernatafia 15 bakterieisolater og 9
geerisolater pavirker ekspressionen af udvalgtelarisgener ho&. monocytogenes. Ved brug af
reporterstammerne fandt vi en forskellig ekspressibvirulensgenerne, afhaengig af hvilken LAB
stamme der blev testet, og hvilke veekstforhold dandyrket under. Generelt sds induktion af



virulensgenern@rfA, hly, inlA andplcA ved tilstedeveerelse af supernatant fra maelkeskterder,
seerligt toLactobacillus fermentum stammer (4-57 og 1-72), nar de var dyrket unddraaierobe
betingelser ved 25°C. Derimod sas kun en lillesmagen, effekt efter aerob dyrkning. Endvidere
sas en mindre induktion girfA og hly fra de testedeB. linens stammer. pH veerdier for
supernatanterne blev malt efter bakterieveekstkétviviste at det ikke var muligt at afggre om
effekten skyldes pH eller de gvrige komponentemupesnatanter. Da veeksthastighedenLaf
monocytogenes kan have betydning for vurdering af genekspressiphkev det undersggt hvorvidt
supernatanten pavirkede vaeksteh.ahonocytogenes. Veeksthastigheden og maksimal celleteethed
af L. monocytogenes EGDe, indeholdende reporterfusionsplasmiderndli \Bekstmedie var ikke
pavirket af tilseetning af supernatanter Ilfrafermentum 4-57 eller veekstmedierne APT eller MRS.
Dermed forventes forskelle i ekspression af virstgmer ikke at veere afledt af aendrede
veekstforhold eller veekstfaser, men udelukkendeaatevet respons pa metabolitter udtryktaf
fermentum. Niveauet af transskriptionen af virulensgenerrerdilsaetning at.. fermentum 4-57 og
1-72 supernatanter blev undersggt ved gPCR. Dativelekspression af virulensgenerne i forhold
til referencegenerne varierede kun marginalt, agnikeudermed betegnes ikke som signifikant.

Konklusion: Metabolitter produceret df. fermentum 4-57 og 1-72, som har oprindelse i chili fra
Malaysia, kan pavirke transskriptionen af virulesrsgr hod.. monocytogenes. Supernatanterne fra
dyrkning af maelkesyrebakterierne og gaeren pavirkddeveaeksten af. monocytogenes. Ud fra de
samlede resultater er der ikke pavist nogen effékeékspressionen af virulensfaktorepnéd, hly
ellerinlA for nogen af de testede isolater fra starterkefteller de andre osteassocierede stammer.

2.2. Effekt af meelkesyre stress pa veekst og gergsérniption af L. monocytogenes

Formal: Meelkesyre findes i hgje koncentrationer i ost, Saige af bakteriers omdannelse af
laktose til maelkesyre. Selvom maelkesyre har en hesmieneffekt pa veekst af monocytogenes,

kan nogle stammer dog tilpasse sig bedre til hagdk®syre koncentrationer end andre. Effekten af
meelkesyre pa veekst og virulensgenekspression eetblendersggt for @.. monocytogenes
mejeristammer.

Resultater: Veeksthastigheder &f monocytogenes stammer i BHI tilsat 0-20 mM maelkesyre var
ikke signifikant forskellige undtagen for stamme732 som voksede langsommere i 20mM
meelkesyre. GenetlpC (ATPase, involveret i stress respons og adhesiar) betydeligt
opreguleret, mens genptfA (transskriptionel regulator) var nedreguleretansinerne 15675 og
51779 med stigende maelkesyrekoncentration (15-20.nuMtryk af genernenlA (involveret i
invasion) ogsigB (transkriptionel regulator) var ikke sendret pagilae tidspunkter.

Konklusion: Veeksthastigheden at. monocytogenes in BHI mediet og transkription af
virulensgener er stammeafhaengig og pavirket af esgtkekoncentrationen.

2.3. Effekt af saltstress pa vaekst og genekspresaid_. monocytogenes

Formal: Natrium klorid (NaCl) er en vigtig komponent veernstilling af osteL. monocytogenes

er udsat for bade hgje- og lave saltprocenter usalaring, lagring og opbevaring af ost og tilpasse
sig saltstress ved at eendre ekspressionen af-stgesgulensgener. Effekten af NaCl koncentration
pa vaekst og virulensgenekspressidn monocytogenes er undersggt i ostemodelsystemer og ved
dyrkning pa osteoverflader. Formalet med forsggmt f& belyst hvorledes virulenspotentialet
pavirkes i forhold til stammernes salttolerance tsaCl indhold i ost.

Resultater: Betydningen af saltindhold og stammevariation fagket afL. monocytogenes 51779,
15675 og EGDe er undersggt ved brug af et LB-mgdwsn med 0-6% NaCl (w/v)
saltkoncentrationer. Endvidere blev ekspressiodsstuaf virulensgener udfgrt med gPCR ved



dyrkning pa overfladen af Samsg ost ved lavt (n&reird 0,15% (w/w) NaCl) og hgijt (3,6% (w/w)
NaCl) saltindhold. Som forventet bldv. monocytogenes veaekst i LB-mediet formindsket med
stigende saltkoncentration og uden salt som fgfgesmotisk stress. Stammen 15675 var mest
resistent over for osmotisk stress medens stamnigiv 95 udviste den laveste salttolerance.
Forskellen pa stammernes levedygtighed blev be&taedid osteforsagg. Tolv virulensgener hos
monocytogenes blev kvantificeret vha. gPCR. Metoden for eksti@kiaf total bakteriel RNA fra ost

til gPCR analyse blev optimeret og indfart. RNA deet gennemsnitligt integritetsnummer pa 7-9
(optimalt 10), rRNA ratios (23s /16s) pa 0,8-1,2hdev vurderet til at vaere egnede til gPCR. Som
det fremgik af gPCR resultaterne fra osteforsgemt,genekspressionLi. monocytogenes pavirket

af saltindhold i ost (Fig. 1AB).
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Figur 1. /Endringer af ekspressionshiveauer af virulensgeni, inlA, hly, actA, bsh og opuC hosL.
monocytogenes bestemt ved qPCR. (A). monocytogenes 15675 (salt resistent) og (B) monocytogenes
51779 (salt sensitiv) var dyrket pA Samsg ost m&B% (w/w) (gra sgjler) and 3.6% (w/w) (sort sgjler
NaCl. Gennemsnitsveerdier og standard afvigelséreabiologiske gentagelser er preesenteret. Sigmfik
forskellige veerdier® < 0.05) fra start (er markeret med stjerner).

Der blev ogsa pavist signifikante forskelle i gesmlession mellen.. monocytogenes 51779 og
15675, som muligvis var relateret til stammernektadarance. Stammen 51779 (mindre salt
resistent) responderede mere pa osmotisk stressesgignet med 15675 (mere salt resistent),
hvilket kunne ses fra op- og nedregulering af gemam over inkubationstiden. Gener der var
betydeligt opreguleret i stammen 51779 var invavergenerel support af virulenpr{A, hly og
actA) og overlevelse i tarmeiogh). Transskriptionen ahlA, opuC, gadC, clpP, agrA ogami blev
enten nedreguleret ved forskellige samplingstidéar eeduceret konsekvent i begge stammer.
Desuden blewpuC, agrA og ami nedregulering i hgjere grad efter 4 timers inkidrmapa ost med
lavt saltindhold. Stamme 15675 tilhgrer serotypeogber impliceret i listeriosis udbrud mens
stamme 51779 med serotype 1/2c sjeeldent er forlbumele sygdom. Starre resistens for saltstress
tyder pa, at stammen 15675 lettere vil kunne kslemr@ ost og forarbejdning miljg. Samtidigt,
indikerer den ggede ekspression af virulensgersgsmmen 57719, at saltstress i osteproduktion
kan fremme frigivelsen af virulensfaktorer og dednstimulere virulensen. Manuskript baseret pa
resultater af genekspressionsstudierne er accéepterepublikation i tidskriftet "Foodborne
Pathogens and Disease”.



Konklusion: Indhold af NaCl i ost pavirker ekspression af delersggte virulensgenerLi.
monocytogenes 51779 og 15675, og dermed virulenspotentieL amonocytogenes. Denne effekt er
afhaengig af stammenes salttolerance, saledes aktiod af virulensgener er mere markant i
stammen som er mere falsom overfor osmotisk stress.

2.4. Ekspression af virulensfaktorerne ChiA og ChiR.. monocytogenes

Formal: Overlevelse afL. monocytogenes i miljget menes at veere pavirket af bakteriens
kitinolytiske system, der bestar af to kitinaseiACbg ChiB. Det er foreslaet at dette system tidiad
bakterien at nedbryde kitin, som er en uoplgsetitymer af N-acetyl-D-glucosamine (GICNAC).
Kitinaserne er derudover vist at have betydningvfarlens afL.. monocytogenes. Endvidere teenkes
det, at kitinaserne bidrager til veekst og spredni@{NAc rige fadevare og fadevaremiljger. Dette
kunne meget vel veere i meelk eller oste matricer,ddge indeholder GICNAc som del af
meelkeglycokonjugaterne. | dette studie undersdmggaining af kitinaserne for interaktion mellem
Listeria og rundormerCaenorhabditis elegans, som er en veert der indeholder kitin. Med det farm
at opna indsigt i hvorvidt kitinaseaktiviteten hader en bestemt livsstil hds monocytogenes,
sammenlignedes kitinaseaktiviteten hos isolater mpdndelse i forskellige miljger samt hos
forskellige typer (lineages) af. monocytogenes med veegt pa isolater med relevans for
mejeriindustrien.

Resultater: Sammenligning af kitinaseaktiviteten hos isolatednoprindelse i forskellige miljger
viste, at hovedparten af isolaterne havde krafitindlytisk aktivitet. Der sas en lidt hgjere
preevalens af stammer med hgj aktivitet blandt fadssolater og en lidt lavere blandt Kliniske
isolater. Dog blev der ikke pavist korrelation reeil stammernes lineage type og kitinolytiske
aktivitet. Studier af oprenset ChiA og ChiB visté,det isaer var den kitinolytiske effekt af ChiB,
der havde betydning i det anvendte assay, hvori@iué kun havde lav aktivitet-orekomsten af
L. monocytogenes og mutanter der ikke indeholder kitinaser blev emsdgt iC. elegans, efter at
rundormen blev inficeret med bakterierne (se puR). Det blev fundet at begge kitinaser og i
seaerdeleshed ChiB har betydning formonocytogenes kolonisering og overlevelse i rundormén
elegans. Forsggene viste abgr systemet er involveret i reguleringen a&hiA pa det
transskriptionelle niveau, da produktionen af bekjtjipaer savel som den kitinolytiske aktivitet var
markant lavere i en mutant der manglageD end i vildtypen.

Konklusion: Det kitinolytiske system hok. monocytogenes er vist at have betydning for bade
virulens og for overlevelse og transmission i natjgEn bedre forstaelse af de involverede
proteiners funktion og regulering kan have betydniior terapi savel som forebyggelse af
forekomst og transmission bfsteria gennem fgdevarekaederne herunder i mejeriproduktkaed

WP3. Bestemmelse af sygdomsfremkaldende egenskaber folge af stress pavirkninger i
mejerisammenhaeng ved brug af in vitro mave-tarm rebdg in vivo infektionsmodeller.

Formalet med arbejdspakke 3 (WP 3) var at bestemredevelses- og virulensegenskabelaf
monocytogenes som falge af stresspavirkninger i mejerisammenheeddorug af enn vitro mave-
tarm modeller ogn vivo infektionsmodeller.

3.1. In vitro mave-tarm model (TEER)

Formal: At udvikle in vitro mave-tarm model til at vurdete monocytogenes overlevelse gennem
mave-tarm passagen samt bakteriens virulens pdaimmsniveauet.

Resultater: Bakteriecellernes overlevelsesevne blev bestayitetiske medier svarende til spyt-,
mave-, galde- og tarmvaeske (Fig. 2A). Bakteriepemeabiliseringsevne blev vurderet ved



maling af transepitelial elektrisk resistens (TEBR@r et polariseret monolag af tarmceller (Caco-
2). Et fald i TEER indikerede bakteriens evne tibaskadige tarmbarrieren og indirekte virulens.
Modellen blev anvendt til at undersgge effektemejerirelevante stressbetingelser, herunder
eksponering til maelkesyre, pa overlevelsk.ahonocytogenes 51779 og integritet af Caco-2 celler
monolag.
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Figur 2. (A) Forsggsopstilling tiin vitro mave-tarm modellen: Kolbe med meaelkesyre, behoitdenave
tarm safter og system til maling af trans epitedigktrisk resistens malinger gennem Caco-2 cetiaaiag.

(B) ZAndringer i TEER af polariserede Caco-2 tarmcedksponeret tilL. monocytogenes 51779. Far
pasaetning blev bakterieceller inkuberet med 0-20 mbtlkesyre efterfulgt af mave-tarm safter. Som
kontrol haves Caco-2 celler udenmonocytogenes.

Der blev observeret en svag tendens til at preeeksp til 15 og 20 mM meelkesyre gav en bedre
overlevelseaf L. monocytogenes 51779 i mave-tarm vaesker sammenlignet med prsep&sng til

0 og 10 mM meelkesyre. Ved efterfglgende infektib@aco-2 celler ses det at permeabilisering af
monolaget skete hurtigere hiismonocytogenes 51779 havde veeret preeeksponeret til 0 og 20 mM
sammenlignet ved 10 og 15 mM (Fig. 2B).

Konklusion: Den udvikleddn vitro mave-tarm model kan anvendes til at undersggeenaisie og
virulens potentiale af. monocytogenes. Forsgg udfart i dette system vil bidrage med iggw om

L. monocytogenes, idet det er muligt at undersgge effekten af bekte forhistorie i
mejerirelevante stressbetingelser savel som betgdni af stammevariation for overlevelse og
virulens potentiale.

3.2. In vitro mave-tarm model (FRIM)

Formal: At udvikle in vitro model til at male enkelte. monocytogenes cellers respons i "real time”
pa mave-tarm modellens betingelser ved hjeelp afrBicence Ratio Imaging (FRIM). Yderlige
undersgges det om denne respons er stammeafhagrigigttet til stammernes salttolerance.

Resultater: L. monocytogenes celler blev indfarvet med CDCFDA-se og tilsatvitro mave-tarm
modellen, hvor de blev skyllet over med syntetisiedier svarende til spyt- og maveveeske. For at
bestemme intracelluleer pH (pHi) blev cellernes sinis malt efter ekscitation med 2 forskellige
balgeleenger (en mere pH afheengig (488 nm) og erugiHaengig (435 nm) og ratioveerdier
(Ragsia39 udregnet. Opretholdelse af pHi er et mal pa eiteygtighed.

Nar L. monocytogenes stammer 15675, 51779 og EGDe, opdyrket uden mejeviante

stressfaktorer, blev udsat for betingelsernm ivitro mave-tarm modellen, reagerede cellerne
forskelligt, og responset var stammeafhaengigt (BigMens cellerne blev udsat for syntetisk spyt
(de fgrste 5 min), viste den mest saltfglsomme star(tb1779) det starste fald i ratioveerdi. Den
mere salttolerante stamme (15675) viste bade pesitg negative haeldningskoefficienter under



skylning med syntetisk spyt. Da skylleveesken blkiftet til blandingen af syntetisk spyt og
mavesaft (pH 3.5), viste celler fra referencestamni@GDe) det stgrste fald i ratioveerdier.
Variationen i det umiddelbare respons pa de swhetimavetarmvaesker, for de enkelte celler, var
forskellig for de tre stammer. Det blev fundet ahdnere salttoleranie monocytogenes stamme
(15675) havde den stgrste variation i celle resgmmem hele forsgget. Cellerne fra den mere
saltfalsomme.. monocytogenes stamme (51779) viste i modseaetning de mest ensarésgens pa
mavetarmvaeskerne, mens cellernelfranonocytogenes referencestammen (EGDe) viste et celle
respons der lA mellem de to mejeristammer (156755b679). Et anaerobt flow kammer
(CellASIC® ONIX plader) er endvidere taget i brug optimeret tilin vitro mave-tarm model
eksperimenter med.. monocytogenes. | det anaerobe flowkammer var det muligt at male
emissioner fra >40 celler over hele forsgget (Fig.4
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Figur 3. In vitro mave-tarmmodel passagelafmonocytogenes celler fra (A) 15675, (B) 51779, (C) EGDe.
Graferne viser ratio-vaerdier af emissionsintensitet nar cellerne bliver exciteret med 488 nm (pH
afheaengig) og 435 nm (pH uafhaengig). Cellerne bisattflow-kammeret og skyllet med syntetisk spgyti(
6.5) i 5 min. Efterfglgende blev cellerne skylletdren blanding af syntetisk spyt og mavesaft i b5 (pH

3.5).
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Konklusion: Det kunne saledes se ud som om, at der er en sdmemg mellem stammernes
tolerance overfor salt og deres umiddelbare celfmm®s in vitro mave-tarm modellen, nar cellerne
ikke er udsat for mejerirelevante stressfaktoratt®skal dog undersgges videre for at kunne blive
endeligt fastlagt. | det anaerobe kammer liggedeost mere fast, og der er et stort potentialdétede
udstyr til maling af intracellulaer pH under passaigevitro mave-tarm modellen.



3.3. Udvikling af in vivo virulensmodeller.
Caenorhabditis elegansom model forListeria monocytogenemfektion

Formal: For at kunne studere virulenspotentialet hosmonocytogenes er det ngdvendigt med en
in vivo model, der kan imitere det humane immunsystemgores overfor forskellige
bakteriestammer. For at kunne vurdere miljgfak®reetydning for virulenspotentialet er det
ngdvendigt med en virulensmodel, der muligger sorgen af en reekke stammer og miljgforhold
pa en praktisk, etisk og gkonomisk overkommelig enad

Resultater: L. monocytogenes kunne kolonisereC. elegans og denne kolonisering kunne ogsa
opretholdes efter at ormene blev flyttet til "foeler ikke indeholdtL. monocytogenes. Det har
tidligere veeret vist at infektion &. elegans var afheengig af bakteriestamme og det veekstmedie
ormen vokser pa. Derfor undersggte vi mediets Imiigdfor brugen af ormemodelléd elegans

og observerede at LB mediet gar den ellers avitelencoli OP50 kontrol stamme viruleriE coli
OP50 bruges normalt som foder @. elegans. Dette er derimod ikke tilfeeldet ved brug af
Nematode Growth Medium (NGM). Dette indikerer@telegans kan bruges som model far.
monocytogenes med den forudseetning at de rette betingelser vadlpsblev dog vurderet at der |
projektet ikke var mulighed for at foretage ydeslig undersggelser af denne model i forhold til
brug til screeningerne. | stedet testede vi betyglen aflL. monocytogenes kitinaserne for virulens
og kolonisering a€. elegans (se ovenfor pkt 2.4)

Konklusion: Vi konkluderede a€C. elegans under visse betingelser kan veere en brugbar model f
L. monocytogenes. Det vil dog stadig veere ngdvendigt med flere &#sinodellen inden den kan
benyttes som screeningsmodel af forskellige stampaiogenecitet.

WP 4. Modellering og forudsigelse af fgdevaresikkeden

Model for statistisk design af forsgg i WP2 og WB8v udfart i samarbejdet med IMM (DTU).
Test af den matematiske model pa industrielt niwesauikke muligt at opna, grundet at den PhD
studerende var pa barsel og siden hen stoppede esafaingtidssygemelding pga. stress for en
postdoc’en.
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