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1. WSTEP

1.1. Ogdlna charakterystyka gatunku Listeria monocytogenes

Listeria. monocytogenes to Gram-dodatnie, wzglednie beztlenowe,
niewytwarzajgce przetrwalnikéw pateczki [1]. Obecne s3 w S$rodowisku
naturalnym, a takze w zakfadach przetwdrstwa spozywczego [2-7]. Zywnos¢

jest gtéwnym zrédtem tych pateczek dla ludzi [8-10].

Pateczki L. monocytogenes po raz pierwszy zostaty wyizolowane z krwi
krélikdw i swinek morskich w 1924 r. Wéwczas nadano im nazwe Bacterium
monocytogenes, a ich opis zostat przedstawiony przez Murray’a w 1926 r.
[1,11,12]. Natomiast w 1927 r., Pirie wyizolowat identyczne morfologicznie
bakterie z watroby myszoskoczkdw nadajac im nazwe Listerella hepatolytica
[1,13]. Aktualnie obowigzujgca nazwa gatunkowa Listeria monocytogenes

zostata przyjeta w 1940 r. [14].

1.2. Systematyka

Przynaleznos¢ systematyczna pateczek L. monocytogenes przedstawia sie
nastepujgco [15]: Krdlestwo: Bakterie, Typ: Firmicutes, Klasa: Bacilli, Rzad:

Bacillales, Rodzina: Listeriacae, Rodzaj: Listeria.

Rodzaj Listeria obejmuje aktualnie 30 gatunkéw [15]: L. aquatica,
L. booriae, L. cornellensis, L. cossartiae, L. costaricensis, L. denitrificans,
L. farberi, L. fleischmannii, L. floridensis, L. goaensis, L. grandensis, L. grayi,
L. ilorinensis, L. immobilis, L. innocua, L. ivanovii, L. marthii, L. monocytogenes,
L. murrayi, L. newyorkensis, L. portnoyi, L. riparia, L. rocourtiae, L. rustica,
L. seeligeri, L. swaminathanii, L. thailandensis, L. valentina,

L. weihenstephanensis, L. welshimeri.

L. monocytogenes jest czynnikiem etiologicznym listeriozy u ludzi,
przenoszonej najczesciej drogg pokarmowg [11]. Natomiast, L. ivanovii jest

gatunkiem patogennym gtéwnie dla bydta i owiec. Notowano przypadki
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listeriozy o etiologii L. ivanovii u ludzi [1,16]. Pozostate gatunki z rodzaju Listeria

okreslane sg jako niepatogenne [15].

1.3. Charakterystyka Listeria monocytogenes
1.3.1. Morfologia i wybrane wtasciwosci

L. monocytogenes charakteryzuje sie matymi, pozbawionymi otoczki
cylindrycznymi komérkami o wymiarach okoto 0,5 um szerokosci oraz 1-1,5 um
dtugosci [17]. Cecha charakterystyczng jest obecnos¢ pieciu lub szesciu
dwubiegunowo utozonych rzesek, ktére umozliwiajg L. monocytogenes ruch

w temperaturze 22-28°C [18,19].

Gatunek L. monocytogenes to bakterie wzglednie beztlenowe [14,17].
Wzrastajgc na agarze z krwig wykazujg hemolize typu beta [17]. Wytwarzajg

katalaze i rozktadajg eskuline, natomiast nie wytwarzajg oksydazy [1,20].

1.3.2. Serotypy Listeria monocytogenes

Podziat na serotypy gatunku L. monocytogenes oparty jest na obecnosci na
powierzchni komérki antygenu somatycznego O (15 podtypdéw: [-XV)
i rzeskowego H (4 podtypy: A-D) [21-23]. Opisano 13 serotypéw
L. monocytogenes [24-26], ktére przedstawiono w tab. 1. Zidentyfikowano
rowniez serotyp 4h wsrdd szczepdw reprezentujacych hybrydowa pod-linie
HSL-1I [27]. Serotypy zostaty sklasyfikowane w cztery grupy serologiczne (1/2a-
3a, 1/2b-3b-7, 1/2c-3c i 4b-4d-4e) [28]. Pateczki L. monocytogenes podzielono
rowniez na trzy linie ewolucyjne (I, Il, 1ll) (tab. 1) [21,26] i cztery klony
epidemiczne - ECI, ECII, ECIIl i ECIV [29]. Wykazano, ze ogniska listeriozy
zwigzane sg gtéwnie ze szczepami L. monocytogenes o serotypie 4b i 1/2b

(98,0% udokumentowanych przypadkow) [30].
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Tabela 1. Serotypy L. monocytogenes w oparciu o podtyp antygenu O i H (na podstawie [21-

26])

Linia ewolucyjna Serotyp Antygen O Antygen H
! 1/2a 1,11, (1) A B
I 1/2b 1,11, (1) A B,C
I 1/2¢c 111, (1) B, D
1l 3a 1, (1), vV A B
I 3b 1, (1), 1v, (X11), (X1) A, B,C
! 3c 1, (1), 1V, (X1), (XIn) B,D
m 4a (1, (v), v, IX A B,C
m 4ab (1), v, Vi, vii, 1%, X AB,C
| 4b (nn, v, vi A B,C
11 4c (1, v, vi A B, C
I 4d (1mny, (v), vi, vii A, B,C
I 4e (1), v, vi, (vin), (1X) A/ B,C
[ 7 (1), Xit, X A B,C

wartos$ci w nawiasach-zmienne w zaleznosci od szczepu

1.3.3. Adaptacja do warunkéw srodowiskowych

Cecha charakterystyczng L. monocytogenes jest adaptacja do niekorzystnych
i zmiennych warunkéw srodowiskowych. Pateczki te mogg wzrasta¢ w szerokim
zakresie temperatur (0-45°C), pH (4,3-9,6) oraz tolerujg wysokie stezenia soli
(do 12,0% NaCl) [1,31-33]. Pateczki L. monocytogenes narazone s3 na
niekorzystne warunki réwniez w organizmie cztowieka. Wykazuja tolerancje na
enzymy proteolityczne, kwasny odczyn Zzotadka, a takie sole kwaséw

26tciowych [11].

1.3.4. Wystepowanie

Adaptacja do  niekorzystnych  warunkéw  determinuje  obecnos$¢
L. monocytogenes w Srodowisku. Pateczki te izolowane s3 z gleby, wody,
gnijgcej roslinnosci, a takze od réznych gatunkdow ryb, ptakéw i ssakéw [2-7].
Wsréd zywnosci najczesciej zanieczyszczonej przez L. monocytogenes wymienié

nalezy [8-10,34]:

e produkty rybne (najczesciej ryby surowe i wedzone, oraz przetwory
rybne i owoce morza);

® produkty miesne (surowe, m.in. dréb, wieprzowina);

e produkty mleczne (wyprodukowane z niepasteryzowanego mleka [sery

miekkie i pétmiekkie], mleczne napoje fermentowane, lody);
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e produkty gotowe do spozycia (ang. ready to eat, RTE) (nie wymagajg
wczesniejszej obrobki cieplnej);

e zywnos$¢ niepochodzacyg od zwierzat (ang. food of non-animal orgin,
FNAO), czyli produkty roslinne obejmujace: surowe warzywa i owoce,

orzechy, nasiona, ziota, przyprawy, grzyby i algi.

Wedtug raportu Europejskiego Urzedu ds. Bezpieczeristwa Zywnosci
(ang. European Food Safety Authority, EFSA) [35] w 2021 .
L. monocytogenes najczesciej izolowano z ryb i produktéow rybotowstwa,
wyrobow miesnych pochodzacych od trzody chlewnej, serow z mleka owczego

oraz owocow i warzyw.

1.4. Patogeneza Listeria monocytogenes
1.4.1. Cykl wewnatrzkomdrkowy i czynniki wirulencji

L. monocytogenes to patogen wewngatrzkomdrkowy [36]. Pateczki te sg zdolne
do pokonania najwazniejszych barier w organizmie cztowieka: jelitowej, krew-
mozg i fozyskowej [1]. Pierwszym etapem cyklu wewnatrzkomoérkowego
L. monocytogenes jest adhezja do powierzchni komérek gospodarza, w ktorej
najwiekszy udziat majg biatka Ami, FbpA oraz Lap [37]. Rola biatka Ami polega
na rozszczepieniu wigzania amidowego w peptydoglikanie. Z kolei, Lap jest
adhezyng i hydrolazg mureiny zaangazowang w inwazje komodrek
niefagocytujacych [14]. Istotne znaczenie na tym etapie ma réwniez biatko
FbpA, ktére umozliwia wigzanie fibronektyny oraz chroni L. monocytogenes

przed rozpoznaniem przez uktad immunologiczny cztowieka [14].

Kolejnym  etapem  rozwoju  zakazenia jest internalizacja.
U L. monocytogenes zidentyfikowano 27 internalin (biatka powierzchniowe),
z ktdrych najistotniejszg role odgrywaja InlA i InIB [14]. Internalina A wykazuje
Scisty tropizm komodrkowy, ktéry ograniczony jest do komdrek pochodzenia
nabtonkowego [38]. InlA jest kowalencyjnie przytaczona do Sciany komdrkowej
bakterii poprzez motyw LPXTG [39,40]. InlA wigze sie z E-kadheryng, ktoéra
oddziatuje z kateninami, co prowadzi do reorganizacji cytoszkieletu
aktynowego komoérek i fagocytozy [14]. Interakcja InlA/E-kadheryna jest
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specyficzna gatunkowo [41,42]. Natomiast, internalina B wykorzystuje trzy
receptory, tj. c-Met (transbtonowy receptor czynnika wzrostu hepatocytéw—

HGF), proteoglikan siarczanu heparyny (HPSG), glikoproteine qClg—R

i heparyne [14,38]. InIB umozliwia inwazje komodrek réznego pochodzenia,
poniewaz receptor c-Met ulega ekspresji w szerokim zakresie komadrek [43].
Role adhezyny i hydrolazy mureiny spetnia biatko lap (p60), ktére bierze udziat
w inwazji komoédrek niefagocytujgcych [14,44]. Ten etap cyklu
wewnatrzkomérkowego L. monocytogenes koriczy sie wniknieciem do komérki

w formie wakuoli (zamknietego pecherzyka) (ryc. 1) [14,43].

/
I’I

InlA, InIB Internalizacja \

@ Inwazja
I

Adhezja
Lap, FbpA, InlJ
Ami

-

/

Iap

Liza wakuoli

Liza wakuoli

LLO, PlcA, LLO, PlcA,
PIcB, Mpl PIcB, Mpl
Namnaianie
, , wewnatrzkomérkowe
Hpt /
Ruch wewnatrzkomorkowy Wtarna
wakuola

ActA, P60, InlC

o /

Rycina 1. Etapy cyklu zyciowego L. monocytogenes (uwzgledniono czynniki wirulencji
zwigzane z kazdym etapem). Pierwszy etap obejmuje adhezje (Lap, FbpA, InlJ,
Ami) oraz internalizacje (InlA, InIB). Kolejne etapy to inwazja (lap), liza wakuoli
(LLO, PIcA, PlcB, Mpl), namnazanie wewngtrzkomérkowe (Hpt) i ruch
wewnatrzkomarkowy (ActA, P60 (lap), InIC). L. monocytogenes przedostaje sie do
sgsiedniej komorki w formie wtérnej wakuoli, ktéra ulega lizie, a cykl zyciowy
inicjowany jest od nowa. Lap-ang. Listeria adhesion protein, FbpA-biatko
wigzace fibronektyne, Inl-interanlina, Ami-ang. autolysin amidase, LLO-
listeriolizyna O, PlcA-fosfolipaza A, PlcB-fosfolipaza B, Mpl-metaloproteaza, ActA-
biatko powierzchniowe ActA, Hpt-biatko transportera fosforanu heksozy (ang.
hexose phosphate transporter protein (rycina wtasna, na podstawie [45-47])

W cytoplazmie komérki gospodarza, L. monocytogenes uwieziona jest
w wakuoli. Na tym etapie najwieksze znaczenie ma listeriolizyna O (LLO)

(kodowana przez gen hly [1590 pz]), ktora byta pierwszym zidentyfikowanym
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czynnikiem wirulencji L. monocytogenes [48-51]. Gtéwng funkcjg LLO jest udziat
w lizie fagocytarnej wakuoli i uwolnieniu L. monocytogenes do cytoplazmy [52].
LLO nalezy do rodziny cytolizyn zaleznych od cholesterolu (ang. cholesterol-
dependent cytolysin, CDC) [53]. Wykazano, ze aktywnos¢ LLO jest najwyzsza
w pH 5,5, co odpowiada kwasnemu odczynowi sSrodowiska wakuoli. Natomiast
w neutralnym pH w cytoplazmie, aktywnos¢ LLO spada [14,54]. W pierwszym
etapie LLO jest wydzielana jako rozpuszczalny w wodzie monomer, ktéry wigze
sie z cholesterolem w btonach komodrkowych gospodarza. Nastepnie LLO
oligomeryzuje do duzych komplekséow (od 30 do 50 podjednostek). Na tym
etapie powstaje toksyna, generujgca pory o $rednicy okoto 50 nm [52,55,56].
Mutanty L. monocytogenes, ktore nie wytwarzajg LLO, pozostajg uwiezione
w wakuoli i s3 mniej wirulentne niz pateczki typu dzikiego [57]. Czestos$é
wystepowania takich szczepow L. monocytogenes wynosi okoto 0,1% [58] i sg
najczesciej identyfikowane wsrdod izolatow ze sSrodowiska przetwarzania

zywnosci [58,59].

Uwolnienie pateczek z wakuoli wspierane jest przez dwie fosfolipazy,
specyficzng dla fosfatydyloinozytolu - fosfolipaze A (PIcA, kodowana przez gen
plcA [954 pz]) i fosfolipaze B o szerokim zakresie (PlcB, kodowana przez gen plcB
[870 pz]). Gtéwng funkcjg PIcA i PlcB jest hydroliza fosfolipidéw, a co za tym
idzie uszkadzanie btony cytoplazmatycznej [60,61]. PlcB jest metaloenzymem
zaleznym od cynku, wydzielanym jako nieaktywny proenzym skfadajgcy sie
z 264 aminokwaséw. PlcB (29-30 kDa) jest aktywowany poprzez ciecie
proteolityczne w Srodowisku zewnatrzkomérkowym. PlcB hydrolizuje
fosfatydylocholine, fosfatydyloetanoloamine, fosfatydyloseryne
i sfingomieline.  Natomiast wykazuje stabg aktywnos¢  wobec
fosfatydyloinozytolu oraz hemolityczng w temperaturze 37°C [60]. PlcB
odgrywa kluczowa role w ucieczce z wakuoli [62,63], poprzez hydrolize wigzania
glicylofosforanowego w czgsteczce fosfolipidu [63]. Natomiast PIcA takze
w niewielkim stopniu hydrolizuje eukariotyczny glikozyl Pl [64]. PIcA uczestniczy
w lizie i opuszczeniu pierwotnych fagosomow i wtérnej btony wakuolowej [62].

Istotng role na tym etapie cyklu wewnatrzkomérkowego odgrywa

19



metaloproteaza (Mpl), ktéra aktywuje PIcB [65]. Wykazano, ze Mpl utrzymuje
polimeryzacje ActA we wtérnych fagosomach, co przyczynia sie do

wydajniejszej polimeryzacji aktyny [66].

Po uwolnieniu L. monocytogenes z fagosomu nastepuje namnazanie
wewnatrzkomérkowe oraz rozprzestrzenianie sie do sgsiadujgcych komorek.
Ten etap cyklu zwigzany jest z biatkiem ActA, ktére zapewnia wewnatrz-
i miedzykomoérkowy ruch L. monocytogenes [67]. ActA odpowiada za
polimeryzacje witdkien aktynowych na jednym biegunie komorki, tworzac
strukture przypominajaca tzw. ,,ogon komety” [14], ktéry umozliwia pateczkom
ruch w cytoplazmie, utworzenie wtérnego fagosomu i przemieszczenie sie do
sgsiedniej komorki [14,65]. Centralna domena ActA (region bogaty w proline)
oddziatuje z biatkami kompleksu Ena/VASP, ktére modulujg predkosc i kierunek
ruchu L. monocytogenes [14]. Wykorzystujgc zdolno$¢ ruchu za posrednictwem
ActA, L. monocytogenes dostaje sie do sgsiedniej komérki z utworzeniem

wtdrnej wakuoli. Po uwolnieniu sie do cytoplazmy, cykl inicjowany jest na nowo

(ryc. 1).

Wykazano, ze biatko ActA ma udziat w rozprzestrzenianiu sie
L. monocytogenes w tozysku [68,69]. Opisano model, w ktérym ActA
uczestniczy w przekraczaniu bariery krew-modzg, przynajmniej czeSciowo,
poprzez mechanizm tzw. , konia trojanskiego”. Jednakze model ten nie zostat

dotychczas doktadnie opisany [70,71].

1.4.2. Wyspy patogennosci i genomowe

Genom L. monocytogenes ma okoto 3 Mpz (miliony par zasad) i koduje okoto
2910 gendéw rdzeniowych [72]. Geny wirulencji L. monocytogenes s3

zorganizowane w obrebie wysp patogennosci i genomowych.
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Wyspa patogennosci LIPI-1 (ang. Listeria Pathogenicity Island 1) zawiera
geny wirulencji zaangazowane w wewnatrzkomérkowy cykl zyciowy
L. monocytogenes [60,61]. Ten klaster gendw o wielkosci 9 kpz (tysiecy par
zasad) znajduje sie miedzy prs i orfX i sktada sie z szesciu gendw: prfA, plcA, hly,
mpl, actA i plcB [60,61,73]. Organizacje LIPI-1 przedstawiono na ryc. 2.

o *
prs ' plcA hly % mpl >-‘ actA >-‘ plcB orfX

\ )
!

Listeria Pathogenicity Island 1

Rycina 2. Organizacja Listeria Pathogenicity Island 1. Kierunek transkrypcji jest wskazany
przez odpowiednie strzatki (rycina witasna, na podstawie [60,61])

Ponizej genu hly znajduje sie operon mpl-actA-plcB o wielkosci 5,7 kpz
transkrybowany w tej samej orientacji [74]. Z kolei, geny powyzej hly,
zorganizowane sg w operon plcA-prfA i sg transkrybowane w przeciwnej
orientacji  (bicistronowej lub  monocistronowej) [75,76] (ryc. 2).
Najintensywniejsza ekspresja tych gendw zachodzi w temperaturze 37°C,
natomiast spadek do 30°C przyczynia sie do wyciszenia ich ekspresji [77]. LIPI-1

jest regulowana przez czynnik transkrypcyjny PrfA [78].

Gen prfA moze wystepowaé w dwdch stanach funkcjonalnych, bedac
stabo lub wysoce aktywnym. Stopien aktywnosci zalezy od temperatury,
obecnosci wegla i fatwo metabolizowanych cukréow (np. celobiozy) [79].
Regulacja poziomu ekspresji genu prfA oraz aktywnosci biatka obejmuje
transkrypcje, mechanizmy potranskrypcyjne i potranslacyjne, ktére
przedstawiono na ryc. 3 [80]. Gen prfA rozpoznaje palindromowa sekwencje
o dtugosci 14 pz, okreslang jako tzw. ,PrfA box”, ktéra usytuowana jest 40
nukleotydéw powyzej miejsca startu transkrypcji [81,82]. Gen prfA
wykorzystuje trzy promotory. Pierwszy z nich, Ppica (ekspresja bicistronowa),
poprzez zwigzanie sie z ,PrfA box” pozytywnie kieruje ekspresjg genu prfA (ryc.
3A). Kolejne promotory, tj. Pprar1 i Ppriar2 kontrolujg reakcje monocistronowe.
Promotor Ppriap1 posiada nieulegajacy translacji region 5’ (5’-UTR), ktdry dziata
jako czujnik temperatury. W 30°C, w regionie zawierajgcym sekwencje Shine-

Dalgarno, tworzy sie stabilna struktura przestrzenna, okreslana jako ,spinka do
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wtosow”. Uniemozliwia ona przytaczenie rybosomu oraz synteze polipeptydu.
W temperaturze 37°C nastepuje destabilizacja struktury ,,spinki do wtoséw”, co
umozliwia dotgczenie rybosomu oraz synteze biatka PrfA. Ekspresja
promotordw Ppica i Ppriar2 jest niezalezna od temperatury [83]. Promotor Pyrap1
jest rozpoznawany przez czynnik o”, podczas gdy Ppapz moze byé
rozpoznawany zaréwno przez czynnik o?, jak i o® (ryc. 3B) [83-86]. Kofaktorem,
ktory jest niezbedny do petnej aktywacji PrfA jest glutation wigzacy sie
allosterycznie z biatkiem (ryc. 3C) [86]. Biatko PrfA (27 kDa) nalezy do rodziny
CRP (biatko receptora cyklicznego AMP)/FNR (regulator redukcji fumarandéw

i azotanow) i zbudowane jest z 233 aminokwaséw [52].

A
(-] —wysoki
poziom Prfa
Poica Porrar1 Porarz
5' UTR ,czujnik
box temperatury”
<30°C 37°C
B
Sekwencja Shine-Dalgarno destabilizacja

" rybosom /* rybosom
Pl =

Porrapt Portasi

0 - .—0

PriA kofaktor PriA®

Rycina 3. Regulacja ekspresji genu prfA i aktywnosci biatka PrfA. A. kontrola transkrypcji prfA
(trzy promotory genu prfA: Ppica pozytywnie kieruje ekspresjg prfA poprzez wigzanie
sie z ,,PrfA box”. Pprfar1 i Pprfar2 kontrolujg reakcje monocistronowe. Promotor Pprfap:
ma nieulegajacy translacji region 5'UTR, ktéry dziata jako czujnik temperatury),
B. potranskrypcyjna kontrola prfA (w temperaturze 30°C w regionie zawierajgcym
sekwencje Shine-Dalgarno tworzy sie stabilna struktura przestrzenna, okreslana jako
»spinka do witoséow”. W 37°C, struktura ta ulega destabilizacji, co umozliwia
przytaczenie rybosomu i synteze biatka PrfA), C. kontrola potranslacyjna PrfA
(przytaczenie czasteczki kofaktora (glutationu) do biatka PrfA) (rycina wtasna,
na podstawie [83-86])

LIPI-3 sktada sie z oSmiu gendw: lIsA, lIsG, lIsH, lIsX, lIsB, lIsY, lIsD, llsP
[87]. Operon LLS koduje listeriolizyne S (LLS), zmodyfikowany potranslacyjnie
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peptyd, ktéry wykazuje wtasciwosci zaréwno bakteriocyny, jak
i hemolitycznego czynnika cytotoksycznego [87-89]. Jako bakteriocyna, LLS
ogranicza wzrost innych bakterii Gram-dodatnich, takich jak: Staphylococcus
aureus, Lactococcus lactis, Lactobacillus  plantarum, a nawet

L. monocytogenes linii Il (EGD i 10403S), u ktérych brak operonu LLS [87,90].

Obecnos¢ LIPI-4 zostata wykazana wsrdd szczepow  klinicznych
wyosobnionych z zakazen osrodkowego uktadu nerwowego i tozyska [91],
a takze wsrdd szczepdw L. monocytogenes SL87 (CC87) rozpowszechnionych

w Azji [92].

Wyspa genomowa LGI-1 (ang. Listeria Genomic Island 1) koduje geny
odpowiedzialne za wirulencje, opornos¢ na substancje
przeciwdrobnoustrojowe oraz czynniki stresowe [93]. Obecnos$é¢ LGI-2
wykazano po raz pierwszy u L. monocytogenes Scott A [94-96]. LGI-2 zawiera
kasete genéw opornosci na arsen (arsR1D2R2A2B1B2), dwa dodatkowe geny -
arsD1A1 i cadA4 (opornosé na kadm) [94,97]. Obecnos¢ LGI-3 (31,5 kpz) zostata
potwierdzona w 2020 r. wsréd przetrwatych szczepdéw L. monocytogenes [98].
LGI-3 zawiera 29 sekwencji kodujgcych (wiekszos¢ o niepoznanej dotychczas
funkcji), prawdopodobnie zaangazowanych w opornos¢ na kadm [98].

Wysepka przetrwania stresu 1 (ang. stres survival islet 1, SSI-1) (8,7 kpz)
sktada sie z pieciu gendw: Imo0444, Imo0464, pva (Imo0446), gadD1 (Imo0447)
i gadT1l (Imo0448), ktére sg zwigzane z tolerancja na stres kwasowy,
osmotyczny i zd6tciowy [99-102]. Obecno$é SSI-1  wsréd szczepdw
L. monocytogenes jest istotna do adaptacji i przetrwania w S$rodowisku
przetwarzania zywnosci [101]. Z kolei, SSI-2 sktada sie z dwéch gendw: lin0464
i 1in0465, kodujacych odpowiednio czynnik transkrypcyjny LINO464 oraz
proteaze Pfpl korzystng dla przetrwania w warunkach stresu zasadowego

i oksydacyjnego [103].

1.5. Chorobotworczos¢

Pateczki L. monocytogenes sg czynnikiem etiologicznym listeriozy. Gtéwna

drogg zakazenia jest spozycie zanieczyszczonej zywnosci [104]. Czestos$é
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wystepowania listeriozy jest niska, jednak wigze sie z wysokim wspotczynnikiem
Smiertelnosci wsrdd chorych, siegajagcym nawet do 30,0% [104]. Najwyzisze
ryzyko zachorowania wystepuje wsréd osob starszych (powyzej 65 roku zycia),
kobiet w cigzy i noworodkéw oraz chorych z obnizong odpornosciag (po
przeszczepach, alkoholikdw, w trakcie chemioterapii, chorych na zespét
nabytego niedoboru odpornosci (ang. acquired immunodeficiency syndrome,
AIDS)) [104]. Wsréd kobiet w cigzy, czestos¢ wystepowania listeriozy jest 20—
krotnie wyzsza niz w populacji ogdlnej [105]. Do zakazenia ptodu moze dojs¢
w tonie matki drogg transmisji pateczek przez tozysko lub podczas porodu (na
skutek kontaktu z skolonizowanym kanatem rodnym matki, ktéra jest
bezobjawowg nosicielkg L. monocytogenes) [106]. Rozwdj listeriozy u ciezarnej
obcigzony jest ryzykiem poronienia, urodzenia martwego dziecka lub listeriozg
u noworodkow [106]. Listerioza u oso6b dorostych wystepuje w formie
nieinwazyjnej, ktorej objawy obejmujg gtéwnie przewdd pokarmowy
(nudnosci, wymioty, biegunka) oraz inwazyjnej (przebiega z zakazeniem
osrodkowego uktadu nerwowego) [104]. U noworodkdw wyréznia sie dwie
formy listeriozy: wczesna listerioza (charakterystyczna dla noworodkow
urodzonych przedwczesnie), ktérej objawy pojawiajg sie okoto 36 godzin od
narodzin i obejmujg sepse, zaburzenia oddechowe i zapalenie opon mdzgowo-
rdzeniowych oraz pdzna listerioza, ktéra dotyczy noworodkdw urodzonych
w prawidtowym terminie, a objawy pojawig sie od dwdch do kilku tygodni od

porodu i obejmujg sepse i zapalenie opon mdzgowo-rdzeniowych [107].
1.5.1. Epidemiologia zakazen

Wedtug danych przedstawionych przez EFSA, w 2021 r., listerioza byta piata
najczesciej zgtaszang chorobg odzwierzecg w Unii Europejskiej [35].
Potwierdzono 2183 przypadki listeriozy, obejmujgce 923 hospitalizacje oraz
196 zgondw [35]. Liczba przypadkdéw listeriozy w Polsce w ostatnich latach
utrzymywata sie na statym poziomie. W 2022 r. potwierdzono 142 przypadki tej
choroby [108].
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Na Swiecie notowanych byto wiele epidemii listeriozy, zwigzanych

gtdwnie ze spozyciem zanieczyszczonej zywnosci. Najwazniejsze z nich

przedstawiono w tab. 2

Tabela 2. Najwazniejsze epidemie listeriozy na Swiecie zwigzane z zywnoscig

Rok Kraj / Liczba Zrédto Liczba Liczba zgonéw PiSmien
stanow L. monocytogens chorych (liczba poronien) -nictwo
Ser typu
1985 Los Angeles meksykariskiego 142 41 (0) [109]
1998 .
1999 11 stanéw Hot dog 108 14 (4) [110]
2011 28 stanow Kantalupa 147 33 (1) [111]
- 2012 13 standw Ser Ricotta 22 4(1) [112]
2 Sery miekkie
9' dystrybuowane
S | 2015 10 stanéw ystry 30 3(1) [113]
S przez Karoun
@ Dairies
: 2014 12 standw Jabtka w karmelu 35 7 (1) [114]
Z | -2015
E 2016 9 standéw Pakowana satata 19 1(0) [115]
2017 4 stany Migkki ser 8 2(0) [116]
z surowego mleka
2020 17 standw Grzyby Enoki 36 4(2) [117]
2020 4 stany Wedliny 12 1(0) [118]
Meksykanski ser
2021 4 stany _Queso Fresco” 11 1(0) [119]
Austria, Dania,
2015 Finlandia Mrozona
! 41 6(0 120
-2018 Szwecja, Wielka kukurydza ©) [120]
Brytania
2017 . . Miesne produkty
9019 Holandia, Belgia RTE 21 3(1) [121]
< o .
a od Dania, Niemcy, Produkty RTE
8 2015 Francja ztososia 12 4(0) [122]
2 Dania, Estonia, Produkty rybne
2014 . .
2019 Finlandia, wedzone na 22 5(0) [123]
Francja, Szwecja zimno
Chtodzony,
2019 Hiszpania pieczony wyrdb 222 3(6) [124]
z miesa
wieprzowego
<
I
E 2018 Australia Melony 20 7(1) [125]
>
<
g 2017  Republika Afryki ~ Mi duk
< epublika Afryki iesne produkty
E -2018 Potudniowej RTE 1024 200 [126]

RTE-zywnos¢ gotowa do spozycia (ang. ready to eat)
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1.6. Antybiotykoopornos¢ Listeria monocytogenes

Podstawowg formag leczenia chorych z potwierdzong listeriozg jest
antybiotykoterapia. W leczeniu najczesciej wykorzystuje sie antybiotyki beta-
laktamowe (penicylina, ampicylina) w monoterapii lub w potgczeniu
z aminoglikozydami (gentamycyna) [127-129]. U pacjentdw uczulonych na
antybiotyki beta-laktamowe stosuje sie trimetoprim-sulfametoksazol
[129,130]. W leczeniu listeriozy zastosowanie ma réwniez linezolid,
wankomycyna, ryfampicyna, czy kabapenemy [129,130]. Erytromycyna jest

stosowana w przypadku listeriozy u kobiet w cigzy [131].

Pateczki L. monocytogenes sg wrazliwe na wiekszos¢ antybiotykdow
stosowanych w lecznictwie [127]. Niepokojagcym zjawiskiem notowanym
w ostatnich latach jest wzrost opornosci na antybiotyki wsrdd
opisanych bakterii [132]. Wykazano ich naturalng opornos¢ na oksacyling,
cefalosporyny, linkozamidy i fosofomycyne [127]. Profil antybiotykoopornosci
jest zréinicowany w zaleznosci od Zrdédta izolacji szczepu oraz regionu
geograficznego, poniewaz w réznych rejonach $wiata zastosowanie majg rézne
antybiotyki w leczeniu chorych oraz w hodowli zwierzat [133]. Pierwszy
wieloantybiotykooporny szczep L. monocytogenes wyizolowany z materiatu
klinicznego zostat opisany w 1988 r. [132]. Od tego czasu opisywano kolejne

wieloantybiotykooporne szczepy tego gatunku [134-136].

Mechanizmy opornosci na antybiotyki u L. monocytogenes zwigzane sg
z pompami wyrzutu (ang. efflux pumps) (opornosc¢ na cefotaksym, makrolidy
i fluorochinolony) [137] oraz pozyskiwaniem gendéw opornosci na drodze

koniugacji, gtdwnie od bakterii z rodzaju Enterococcus i Streptococcus [138].

Stres srodowiskowy moze réwniez przyczyniaé sie do rozwoju opornosci
na szereg $rodkéw przeciwdrobnoustrojowych [133]. Al-Nabulsi i wsp. [139]
wykazali, Ze narazenie na wybrane warunki stresowe (osmotyczny, kwasowy
i niskie temperatury) powszechnie wystepujgce w przetwodrstwie zywnosci
zwieksza minimalne stezenie hamujgce (ang. minimum inhibitory

concentration, MIC) wybranych antybiotykéw (ampicyliny, tetracykliny,
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doksycykliny i wankomycyny). State monitorowanie opornosci na antybiotyki
wsrdd szczepdw L. monocytogenes jest niezbedne, aby zapewnié prawidtowe

leczenie pacjentdw z rozpoznang listerioza.

1.7. Zdolnos¢ tworzenia biofilmu

Jednym z mechanizméw adaptacyjnych, pozwalajgcym przetrwac niekorzystne
warunki srodowiskowe, jest zdolno$¢ tworzenia biofilmu. Biofilm definiuje sie
jako zorganizowang spotecznos¢ komoédrek otoczonych matrycg polimerowg
(wytworzong przez drobnoustroje) i przytwierdzonych do powierzchni

(biotycznej lub abiotycznej) [140].

L. monocytogenes wykazuje zdolnos¢ do tworzenia biofilmu na wielu
réoznych powierzchniach (w tym majgcych kontakt z zywnoscig), m.in. na stali
nierdzewnej, polipropylenie czy gumie [141-143]. Struktura biofilmu chroni
komorki przed niekorzystnymi warunkami $rodowiskowymi, réwniez przed
dziataniem srodkéw o wiasciwosciach przeciwdrobnoustrojowych (antybiotyki,
preparaty dezynfekcyjne), co pozwala na przetrwanie L. monocytogenes
w srodowisku przetwarzania zywnosci (nawet do 10 lat) [143,144]. Zdolnos$¢
tworzenia biofilmu jest cechg indywidualng szczepu i zalezy od wielu
czynnikéw, m.in.: temperatury, czasu, rodzaju powierzchni i dostepnosci

sktadnikéw odzywczych [145,146].

W etapie przylegania do powierzchni, najwieksze znaczenie ma zdolnos¢
do ruchu. Geny zwigzane z syntezg rzesek i ruchliwosciag obejmuja: flaA, fliP,
fliG, flgE, motA, motB, mogR i degU [147]. Ponadto quorum sensing jest istotny
w tworzeniu biofilmu. System agr u L. monocytogenes skfada sie z czterech
gendw: agrB, agrD, agrC i agrA [148]. Wykazano, ze istotny udziat w rozwoju

biofilmu odgrywa rowniez czynnik o®i PrfA [148].

1.8. Czynniki stresowe

W srodowisku przetwdrstwa zywnosci, pateczki L. monocytogenes narazone sg
na wysokg i niskg temperature, zmienny odczyn srodowiska, wysoka

osmolarnos¢, czy srodki dezynfekcyjne, ktére wywotujg u bakterii stres. Stres
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ten moze prowadzi¢é do S$mierci komodrki (by¢ letalny) na skutek
nieodwracalnych jej uszkodzen Iub subletalny, umozliwiajgcy przezycie.
W przypadku stresu subletalnego moze dojs¢ do wytworzenia mechanizméw
adaptacyjnych skutkujacych zwiekszong opornoscig na kolejne dawki czynnika

stresowego lub opornoscig krzyzowa na inne niekorzystne czynniki [32].

1.8.1. Stres osmotyczny

S6l, to jeden z najczesciej wykorzystywanych srodkéw konserwujacych,
zwtaszcza w przemysle rybnym i miesnym [149], dlatego stres osmotyczny jest
czesty w srodowisku przetworstwa spozywczego. Wynikiem zmian
osmolarnosci jest obrzek lub kurczenie sie komorki, a takze zmiany
w ptynnosci btony cytoplazmatycznej i rozktad biatek oraz materiatu
genetycznego [150]. Wykazano, ze L. monocytogenes moze tolerowac wyzsze
stezenia soli, siegajgce nawet do 12,0% [151]. Odpowiedz na warunki stresu
osmotycznego u L. monocytogenes obejmuje: transport substancji
kompatybilnych (osmolitéw/osmoprotektantéw), biatka modyfikujgce $ciane
komodrkowg i biatka ogdlnej odpowiedzi na stres [32]. Mechanizmy
zaangazowane w odpowiedZ na stres osmotyczny u L. monocytogenes

przedstawiono na ryc. 4.

Odpowiedz na stres osmotyczny u L. monocytogenes przebiega
dwuetapowo. Poczgtkowo, nastepuje gromadzenie jonéw K* i glutaminianu,
a nastepnie substancji kompatybilnych [152]. Funkcja osmolitéw jest
przywrocenie turgoru komoérki oraz stabilizacja struktury enzymoéw [152].
Wsrod substancji kompatybilnych wykorzystywanych jako osmoprotektanty
przez L. monocytogenes zidentyfikowano: karnityne, glicynabetine, proline,
acetylokarnityne oraz gammabutyrobetanine. L-karnityna  wystepuje
w surowym miesie, natomiast glicynabetaina w warzywach, np. buraku
cukrowym, szpinaku czy zbozach [152]. Pateczki nie potrafig ich syntetyzowa,
zatem transportujg je do komorki ze srodowiska [153]. U L. monocytogenes
wykazano trzy transportery substancji kompatybilnych, tj. Betl, Gbu i OpuC

[32,152] (ryc. 4). Wyrézniono dwa transportery glicynabetainy. Jeden z nich -
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Gbu jest zalezny od ATP (adenozyno-5'-trifosforan), natomiast drugi zalezny od
Na* - BetL. Transporter BetL kodowany jest przez gen betlL, ktdrego ekspresja
nastepuje natychmiast po ekspozycji na stres osmotyczny, co zapewnia
ochrone w warunkach niskiego stezenia soli. Z kolei, Gbu (operon gbuABC) jest
istotny w wyzszych stezeniach soli [154]. Transporter OpuC (kodowany przez
operon opuCABCD) jest aktywnym transporterem karnityny zaleznym od ATP
[152]. System ten jest utworzony z OpuCA, ktéry hydrolizuje ATP dostarczajac
energie do transportu substratu przez kompleks sktadajacy sie z dwdch biatek
transbtonowych (OpuCB i OpuCD) oraz biatka wigzacego substancje
rozpuszczong (OpuCC) (ryc. 4) [155]. Jezeli w Srodowisku nie sg obecne
osmoprotektanty, odpowiedZ na stres osmotyczny oparta jest na biatkach
rybosomalnych Ctc [156] oraz biatkach ogdlnej odpowiedzi na stres,
obejmujgcych: proteaze serynowg (HtrA), ktérej rolg jest rozktad niewtasciwie
sfatdowanych biatek, dwusktadnikowy uktad regulacyjny LisRK, biatko ClpC
(ATPaza) i ClpP (proteaza), biatka szoku zimna (ang. cold shock protein, csp),
a takze RelA (syntetaza pentafosforanu guanozyny [(p)ppGpp]) [157]. Niska
dostepnosc¢ sktadnikdw odzywczych prowadzi do biosyntezy aminokwaséw
i kwasoéw ttuszczowych, co wptywa na adaptacyjne modyfikacje S$ciany
komdrkowej. Z kolei, Kdp (ang. transcriptional response regulator) to system

wychwytu potasu w warunkach zmiennej osmolarnosci (ryc. 4) [32].
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Rycina 4. Mechanizmy odpowiedzi na stres osmotyczny u L. monocytogenes oparte na
transporcie  kompatybilnych  substancji  rozpuszczonych. Karnityna jest
transportowana przez system OpuCABCD, podczas gdy glicynabetaina moze by¢
gromadzona zaréwno przez system GbuB, jak i BetL. Niska dostepnos¢ sktadnikéw
pokarmowych prowadzi do biosyntezy aminokwasdéw i kwasow ttuszczowych, co
wptywa na adaptacyjne modyfikacje Sciany komorkowej. Kdp (ang. transcriptional
response regulator) to system wychwytu potasu w warunkach zmiennej
osmolarnosci (rycina witasna, na podstawie [32])

Skiadniki
pokarmowe i kwasaw tuszczowych

H,0,

1.8.2. Stres temperaturowy

Temperatura, zardwno wysoka jak i niska jest powszechnie wykorzystywana
celem zapewnienia bezpieczedstwa mikrobiologicznego zywnosci [156].
Reakcja na wysokie temperatury (stres cieplny) zwigzana jest ze wzrostem
ekspresji biatek szoku cieplnego (ang. heat shock protein, Hsp). Biatka Hsp
stabilizujg oraz zapobiegajg niewtasciwemu fatdowaniu i agregacji biatek (ryc.
5). Wykazano, ze pateczki L. monocytogenes wytwarzajg trzy klasy Hsp. Geny
biatek klasy | i lll sg regulowane ujemnie, odpowiednio przez HrcA (ang. Heat-
inducible transcription repressor) i CtsR (ang. negative transcription regulator)
[158]. Natomiast, geny klasy |l sg zalezne od czynnika alternatywnego o®. Geny
biatek klasy | (groE, dnaK, dnalJ, groEL i groES) ulegajg nadekspresji podczas

gromadzenia zdenaturowanych biatek w cytoplazmie i dziatajg jako opiekuncze
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biatka wewngatrzkomérkowe. Po denaturacji pod wptywem stresu cieplnego,
nieprawidtowo sfatdowany HrcA nie jest w stanie zwigzaé sie z docelowym DNA.
W konsekwencji polimeraza RNA-03? wigze sie z docelowymi promotorami,
umozliwiajgc transkrypcje gendéw szoku cieplnego klasy I. Biatka GroEL i GroES
(regulujgce podstawowe procesy komdrkowe) oraz DnaK i Dnal (stabilizujgce
konformacje niesfatdowanych biatek) zaangazowane sg w odpowiedz na stres
cieplny u L. monocytogenes. Natomiast, geny Hsp klasy Ill, kodujg zalezne od
ATP biatka o aktywnosci kazeinolitycznej (ClpB, ClpC, ClpP i ClpE) [152].
Regulator transkrypcji gendw klasy Ill, CtsR ulega zmianom konformacyjnym
wywotanym stresem cieplnym, ktére uniemozliwiaja jego interakcje
z docelowymi promotorami. Zwigzanie polimerazy RNA-03? z promotorami
gendw clp indukuje transkrypcje c/lpC i clpP. Po autofosforylacji zaleznej od
temperatury, McsB, wspomagany przez McsA, kieruje CtsR do degradacji przez
proteaze ClpCi ClpP (ryc. 5) [32,152]. Biatka szoku cieplnego klasy Il wymagane
sg do degradacji nieprawidtowo sfatdowanych biatek obecnych w cytoplazmie
w warunkach stresowych (ryc. 5). Podczas stresu cieplnego mozna réwniez
stwierdzaé ekspresje genu recA, aktywatora odpowiedzi SOS zaangazowanej

w naprawe DNA [159].
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Rycina 5. Mechanizmy odpowiedzi na stres cieplny u L. monocytogenes. A. Obecnos¢
w cytoplazmie niesfatdowanych biatek uniemozliwia ich interakcje z HrcA (ang.
Heat-inducible  transcription  repressor). Biatko  GroE dziata jako
wewnatrzkomodrkowe biatko opiekunicze. Po denaturacji pod wptywem stresu
cieplnego, nieprawidtowo sfatdowany HrcA nie jest w stanie zwigzac sie
z docelowym DNA. W konsekwencji polimeraza RNA-03? wigze sie z docelowymi
promotorami, umozliwiajgc transkrypcje gendw szoku cieplnego klasy I.
B. Podobnie, CtsR (ang. ang. negative transcription regulator) ulega zmianom
konformacyjnym wywotanym stresem cieplnym, ktére uniemozliwiajg jego
interakcje z docelowymi promotorami. Zwigzanie polimerazy RNA-03?
z promotorami gendw clp indukuje transkrypcje clpC i clpP. Po autofosforylacji
zaleznej od temperatury, McsB, wspomagany przez McsA, kieruje CtsR do
degradacji przez proteaze ClpC i ClpP. Niska dostepnosé
sktadnikow pokarmowych prowadzi do biosyntezy aminokwaséw i kwasow
ttuszczowych, co wptywa na adaptacyjne modyfikacje sciany komérkowej (rycina
wifasna, na podstawie [32,152])

Kolejnym wariantem eskpozycji na niekorzystne warunki jest stres
niskich temperatur, czyli spadek temperatury ponizej optymalnej. Reakcja
bakterii na ten stres jest trzyetapowa i obejmuje: szok zimna, aklimatyzacje
i adaptacje [160]. Podczas ekspozycji na niskie temperatury w komorce
bakteryjnej stwierdza sie nieprawidtowo sfatdowane biatka, rearanzacje Sciany
komdrkowej, czy zmiany w metabolizmie [161]. W odpowiedzi na spadek

temperatury u L. monocytogenes rozpoczyna sie synteza Csp. Csp to mate biatka
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(65-70 aminokwaséw) o wysoce konserwatywnej strukturze [162]. Csp
okreslane sg jako molekularne biatka opiekurncze, ktére umozliwiajg replikacje,
transkrypcje oraz translacje w warunkach niskiej temperatury [163]. Csp wigzg
sie  do jednoniciowego kwasu nukleinowego poprzez motyw
rybonukleoproteiny: RNP1iRNP2, stabilizujgc w ten sposdb konformacije kwasu
nukleinowego i zapobiegajac jego degradacji (ryc. 6) [164]. Udziat biatek CspA,
CspB i CspD w odpowiedzi na stres niskich temperatur jest zréznicowany [162].
Podczas ekspozycji na stres niskich temperatur nastepuje synteza biatek
aklimatyzacji do zimna (ang. cold acclimatization protein, Cap), ktére wspierajg
dziatanie Csp (ryc. 6) [164]. Wsrdd innych mechanizmoéw, uzupetniajacych
dziatanie Csp i Cap s3 réwniez osmolity: glicynabetina, karnityna,
y-butyrobetaina, betaina proliny i 3-dimetylosulfoniopropionian
i krioprotektanty [165]. Transport osmolitéw odbywa sie za posrednictwem
BetL, Gbu i OpuC [152]. Kluczowg role jako krioprotektantéw przypisuje sie
kwasom tluszczowym o rozgatezionych tanicuchach, ktére zapewniajg
integralnos¢ btony [166]. Wychwytywanie oligopeptydéw ze srodowiska za
posrednictwem transportera OppA moze takze przyczynié sie do odpowiedzi
adaptacyjnej na stres niskich temperatur u L. monocytogenes [152].
Mechanizmy zaangazowane w stres niskich temperatur u L. monocytogenes

przedstawiono na ryc. 6.
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Rycina 6. Mechanizmy odpowiedzi na stres niskich temperatur u L. monocytogenes. Csp
(ang. cold shock protein) wigzg sie do jednoniciowego kwasu nukleinowego
poprzez motyw rybonukleoproteiny: RNP1 i RNP2, stabilizujgc w ten sposéb
konformacje kwasu nukleinowego i zapobiegajac jego degradacji. Udziat w stresie
niskich temperatur majg rowniez biatka Cap (ang. cold acclimatization protein),
substancje kompatybilne transportowane za posrednictwem OpuC i Gbu do
komérki, a takze modyfikacje Sciany komdrkowej (rycina wtasna, na podstawie
(32])

1.8.3. Stres kwasowy i zasadowy

W zaktadach przetwérstwa spozywczego pateczki L. monocytogenes narazone
sg na dziatanie wielu kwaséw (benzoesowy, salicylowy, mlekowy, czy
propionowy), ktdre sg powszechnie stosowane jako srodki konserwujgce, czy
dezynfekujace. Inne wyzwania zwigzane z niskim pH wystepujg podczas
zakazenia, w zotadku cztowieka [167,168].

Podczas stresu kwasowego, niskie pH wptywa na zwiekszenie stezenia
jonéw H*, obnizajgc wewnatrzkomoérkowe pH (pHi) i hamujac wzrost
drobnoustrojow [167]. Bakterie przywracajg homeostaze wewnatrz komoérki za
posrednictwem mechanizmu biernego (zwiekszenie pojemnosci buforowej
cytoplazmy) lub aktywnego (za pomocg pompy protonowej) [167].

U L monocytogenes wykazano cztery potencjalne mechanizmy

odpowiedzialne za utrzymanie homeostazy podczas stresu kwasowego i s3 to:
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odpowiedZ adaptacyjna ATR (ang. acid tolerance response), system
dekarboksylazy glutaminianowej (ang. glutamate decarbosylase activity, GAD),
system domniemanej deiminazy argininowej (ang. putative arginine deiminase,
ADI) i enzym FiFo-ATPaza [114], ktére przedstawiono na ryc. 7. ATR
odpowiedzialny jest za ochrone komérki po krétkotrwatej ekspozycji na
tagodne kwasy i dotyczy zaréwno form planktonicznych, jak i komodrek
w strukturze biofilmu [169]. ATR warunkuje tolerancje na nizsze pH, po
wczesniejszej ekspozycji na stres kwasowy [169]. Z kolei, system GAD umozliwia
przezywalno$é¢ w produktach spozywczych o niskim pH (np. soki, jogurty,
satatki, majonez). GAD regulowany jest przez pie¢ gendéw: gadD1, gadD2
i gadD3, ktore kodujg dekarboksylazy oraz gadT1 i gadT2 - antyportery [170].
System GAD przeksztatca zewngtrzkomérkowy glutaminian do kwasu gamma-
aminomastowego (GABA), co skutkuje podniesieniem pHi [171]. Nastepnie,
GABA jest wymieniany na glutaminian za posrednictwem antyportera GadT1
lub GadT2, co przyczynia sie do alkalizacji Srodowiska i przywrdcenia
homeostazy pH [101]. Z kolei, system ADI aktywowany jest w odpowiedzi na
ekstremalny stres kwasowy [172]. ADI konwertuje, importowang ze srodowiska
zewnetrznego, arginine do ornityny, CO;, amoniaku i ATP. W procesie tym
uczestniczg trzy enzymy, tj. ADI, karbamoilotransferaza i kinaza
karbaminianowa, kodowane odpowiednio przez geny arcA, arcB i arcC.
Ornityna jest nastepnie transportowana z komérki, w sposdb niezalezny od
ATP, poprzez zwigzany z btong antyporter, kodowany przez gen arcD.
Natomiast amoniak, powstajagcy jako produkt uboczny, reaguje
z wewnatrzkomérkowymi protonami wytwarzajagc NH*, a tym samym
prowadzgc do podniesienia pH cytoplazmy i ochrony komérki przed kwasnym
Srodowiskiem (ryc. 7) [173]. ATP powstate podczas konwersji argininy moze by¢
wykorzystywane przez FiFo-ATPaze. Enzym ten generuje gradient protondw,
wyptyw H* i przywrécenie homeostazy [101]. Sktada sie z dwdch odrebnych
domen: btonowej (Fo), dziatajacej jako kanat dla translokacji protonéw oraz

cytoplazmatycznej (F1), ktéra katalizuje synteze ATP (ryc. 7) [174].
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Rycina 7. Systemy odpowiedzi na stres kwasowy u L. monocytogenes. GAD (ang. glutamate
decarbosylase activity) przeksztatca zewngtrzkomoérkowy glutaminian w kwas
gamma-aminomastowy (GABA), co powoduje wzrost pHi. Nastepnie GABA jest
wymieniany na glutaminian poprzez antyporter GadT1 lub GadT2, co przyczynia sie
do alkalizowania srodowiska i przywracania homeostazy pH. Natomiast system ADI
(ang. putative arginine deiminase) przetwarza importowang ze S$rodowiska
zewnetrznego arginine w ornityng, CO2, amoniak i ATP. W procesie tym biorg udziat
trzy enzymy: ADI, karbamoilotransferaza i kinaza karbaminianowa. Powstajgcy jako
produkt uboczny amoniak reaguje z protonami wewngtrzkomoérkowymi,
wytwarzajac NH*, co prowadzi do wzrostu pH cytoplazmy i ochrony komérki przed
kwasnym $rodowiskiem. FiFo-ATPaza generuje gradient protondw, wyptyw H*
przywraca homeostaze (rycina wiasna, na podstawie [32])

W srodowisku przetwarzania zywnosci L. monocytogenes moze by¢
narazona na stres zwigzany z stosowaniem S$rodkéw dezynfekujgcych
o wyzszym pH (odczyn zasadowy). Informacje dotyczace odpowiedzi na stres
zasadowy (ang. Alkali-Tolerance Response, AITR) u tych pateczek s3a
ograniczone. Mechanizm tolerancji na wyzsze pH zwigzany jest z indukcja
transporteréw i enzymow odpowiedzialnych na zatrzymanie protonéw
i modyfikacje sciany komdrkowe] [175]. Podczas stresu zasadowego, udziat
majg ogolne biatka stresowe oraz notuje sie zwiekszone wytwarzanie ATP [176].
Natomiast Giotis i wsp. [177] sugerujg, ze synteza fosfataz (zwtaszcza fosfatazy

zasadowej) wspomagajg odpowiedz L. monocytogenes na wyzsze pH. Zasadowy
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odczyn srodowiska indukuje u tych bakterii niespecyficzng opornos¢ na wiele

stresow [177].

1.8.4. Dostepnosc sktadnikéw odzywczych

Dostepnos¢ sktadnikéw odzywczych w przyrodzie jest zrdznicowana.
Srodowisko przetwarzania zywnosci jest zasobne w odpady, takie jak krew, soki
owocowe, czy resztki pokarmu. Jednak dostepnos¢ sktadnikow odzywczych
znacznie spada po procesach dezynfekcji. L. monocytogenes wykazuje zdolnos$é
do wzrostu zaréwno przy niedoborze, jak i nadmiarze sktadnikéw odzywczych
[178]. Przy niedostatecznej ich dostepnosci pateczki inicjujg reakcje przezycia
gtodowego (ang. starvation survival response, SSR) [179]. Prawdopodobnie
podczas stresu niedoboru sktadnikdw, substancje uwolnione z martwych
komadrek wtasnych sg wykorzystywane przez L. monocytogenes, aby umozliwic¢
przetrwanie pozostatej populacji [180]. Dane na temat wptywu nadmiaru
sktadnikéw odzywczych na L. monocytogenes sg ograniczone i dotyczg gtdwnie

wptywu na zdolno$¢é tworzenia biofilmu [141-143].

1.9. Adaptacja do stresu

Inicjowana stresem wystepujgcym w Srodowisku, adaptacyjna odpowiedz na
stres kwasowy, osmotyczny i oksydacyjny moze chroni¢ pateczki
L. monocytogenes przed podobnymi warunkami wystepujgcymi w przewodzie
pokarmowym cztowieka, a tym samym bezposrednio wspomagac ich potencjat
chorobotwodrczy [181]. Wykazano, ze ekspozycja na subletalny stres kwasowy
(pH 5,0), cieplny (46°C) i oksydacyjny (100 ppm H,0;) zwiekszata tolerancje
baterii na kolejne letalne warunki, odpowiednio pH 3,5, wyzszg temperature

(63°C) i wysokie stezenia H,0, (1000 ppm) [182-184].

L. monocytogenes moze regulowaé poziom ekspresji gendw
i dostosowac go do réznych warunkow stresowych [185]. Wiekszo$¢ szczepow
tego gatunku ma pieé czynnikdw sigma, w tym jeden gtéwny — o* i cztery
alternatywne - o8, o, o' i 6'[33]. U L. monocytogenes, czynniki te kontroluja
ponad 300 gendw, w tym geny zwigzane ze stresem i kodujace czynniki

wirulencji. Gtéwne mechanizmy odpowiedzi na stres zwigzane s3
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z alternatywnymi czynnikami sigma, z ktorych o® odgrywa kluczows role [186].
Po raz pierwszy, rola o® zostata wykazana w odpowiedzi na stres osmotyczny
[187]. Dotychczas stwierdzono udziat of podczas ekspozycji na wiele streséw
srodowiskowych, w tym osmotycznego [187,188], zwigzanego ze zmiennym pH
[189,190], temperaturowego [191] oraz oksydacyjnego [192]. Aktywnos$¢ o,
a tym samym ogodlna aktywacja odpowiedzi na stres w komdrkach
L. monocytogenes, jest regulowana przez ztozong strukture znang jako
stresosom [193]. Z kolei, PrfA kontroluje ekspresje gendéw wirulencji. Istnieje
rozbudowany system powigzan pomiedzy o® i PrfA, ktdrego celem jest
zapewnienie optymalnej ekspresji gendéw [194], zaréwno podczas cyklu
wewnatrzkomoérkowego, jak i odpowiedzi na warunki stresowe. Wykazano
[195,196], ze istnieje system powigzann pomiedzy o® a AgrA w tworzeniu

biofilmu w warunkach stresu srodowiskowego.

1.10. Opornos¢ krzyzowa

Pateczki L. monocytogenes narazone na jeden czynnik stresowy mogg naby¢
opornos¢ na inne niekorzystne warunki, co okresla sie jako opornos¢ krzyzowg
[197]. Opornos¢ krzyzowa jest istotnym aspektem w przemysle spozywczym,
gdzie czesto stosuje sie wiele czynnikow jednoczesnie w celu zapewnienia
bezpieczenstwa i jakosci zywnosci [197,198]. Wykazano [197], ze wstepna
ekspozycja na stres osmotyczny umozliwia bakteriom wzrost w niskich
temperaturach. Z kolei, eksponowane na stres kwasowy komorki
L. monocytogenes wykazujg wyzszg opornosc na H,0,, etanol oraz stres cieplny,
osmotyczny i oksydacyjny [199,200]. Ochrona przed $miertelnym stresem
kwasowym u L. monocytogenes moze by¢ indukowana przez subletalne
ekspozycje na pH, NaCl i stres cieplny [32]. Podkresli¢ nalezy, ze ekspozycja na
warunki stresowe moze przyczynié¢ sie do wzrostu opornosci na antybiotyki
u L. monocytogenes. Opornos¢ m.in. na penicyline, ampicyline, gentamycyne
oraz tetracykliny po ekspozycji na stres osmotyczny i kwasowy wykazali Faezi-
Ghasemi i Kazemi [201]. Nabycie opornosci na antybiotyki w warunkach
stresowych, zwfaszcza izolatobw pokarmowych, moze prowadzi¢ do

niepowodzenia leczenia pacjentéw z listerioza.
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2. HIPOTEZA BADAWCZA | CEL PRACY

Obecnos¢ pateczek L. monocytogenes w srodowisku oraz ich szybka adaptacja
do zmieniajacych sie warunkéw stanowig istotny element zagrozenia dla
ochrony zdrowia publicznego. Ze wzgledu na wysoka $miertelnos¢ z powodu
listeriozy, poznanie wptywu czynnikow stresowych na L. monocytogenes

wydaje sie koniecznoscia.

W badaniach witasnych przyjeto hipoteze badawczg zaktadajaca, ze
czynniki stresowe, z ktérymi pateczki L. monocytogenes mogg mieé kontakt
w réznych S$rodowiskach, wywotujg zmiany w ich cechach feno-

i genotypowych.

Stad, celem gtéwnym niniejszej rozprawy byta ocena wptywu
wybranych czynnikéw stresowych na cechy feno- i genotypowe u badanych

szczepOw L. monocytogenes.
Cele szczegdtowe niniejszej rozprawy to:

1) ocena podobienstwa genetycznego izolatéw L. monocytogenes oraz
charakterystyka feno- i genotypowa réznych genetycznie szczepéw,

2) ocena wptywu wybranych czynnikdw stresowych na wzrost i przezywalnos¢
badanych szczepdw L. monocytogenes,

3) ocena wptywu czynnikow stresowych na zmiany cech fenotypowych oraz

poziom ekspresji genu sigB i agrA wzgledem genu referencyjnego gap.
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3. MATERIAL | METODY

Doswiadczenia przeprowadzane w ramach niniejszej rozprawy podzielono na
dwa etapy. Pierwszy z nich obejmowat wstepng charakterystyke szczepéw
L. monocytogenes oraz ocene wptywu czynnikdéw stresowych na ich wzrost
i przezywalnos¢. Z kolei, w drugim etapie oceniano wplyw wybranych
warunkdéw stresowych na zmiany cech fenotypowych i poziom ekspresji genéw

(sigBiagrA).

3.1. Pierwszy etap badan

3.1.1. Materiat do badan

Materiat do badan stanowito 80 izolatow L. monocytogenes pochodzgcych
z kolekcji Katedry Mikrobiologii Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera
w Bydgoszczy Uniwersytetu Mikofaja Kopernika w Toruniu, izolowanych
z materiatu klinicznego oraz z zywnosci. Uprzednio dokonywano potwierdzenia
przynaleznosci do gatunku z zastosowaniem metody MALDI TOF MS (laserowa
jonizacja probki wspomagana matrycg z pomiarem czasu przelotu jonéw, ang.
Matrix-Assisted Laser Desorption lonization Time Of Flight Mass Spectrometry)
przy uzyciu platformy IVD MALDI Biotyper (Bruker Daltonik GmbH).
W przypadku izolatéow klinicznych, numeracja szczepéw wchodzacych w sktad
kolekcji uniemozliwia osobom niepowotanym powigzanie ich w jakikolwiek
sposéb z pacjentem, od ktérego je izolowano. Szczepy z materiatu klinicznego
stanowity czes¢ populacji badanej przez Panig dr Katarzyne Grudlewska-Buda
w ramach Jej rozprawy doktorskie] i zostaty przez Nig scharakteryzowane pod
katem przynaleznosci do grup serologicznych, obecnosci genéw kodujgcych
wybrane czynniki wirulencji oraz antybiotykowrazliwosci. Danych tych uzyto
w pracy w celu przedstawienia petnej i spdjnej charakterystyki wszystkich
szczepow ujetych w badaniu. Pozostate badania z wykorzystaniem szczepéw
wyhodowanych z materiatu klinicznego przeprowadzano w ramach niniejszej
rozprawy. Pochodzenie badanych izolatéw L. monocytogenes przedstawiono
w tab. 3. W doswiadczeniu wykorzystano szczep wzorcowy L. monocytogenes

ATCC 19111 z Amerykanskiej Kolekcji Kultur Typowych (ang. American Type
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Culture Collection, ATCC) oraz L. monocytogenes IW 41 z Polskiej Kolekcji

Mikroorganizmow.

Tabela 3. Pochodzenie badanych izolatow (n=80)

Pochodzenie

Oznakowanie izolatow

Liczba i procent

471W, 472W, 473W, 474W, 475W,
476W, 477W, 479W, 481W, 482W

izolatow izolatow
Krew 53K, 56K, 57K, 58K 4;5,0%
Piyn mézgowo- 29K, 34K, 38K, 55K 4;5,0%
rdzeniowy
Wymaz z pochwy 15K, 16K, 30K, 32K 4;5,0%
Wymaz z kanafu 8K 1;1,25%
szyjki macicy
> Guz zstepnicy 50K 1;1,25%
5
£
; Zastawka serca 52K 1;1,25%
.§
(1]
2 Krew z cewnika 49K 1;1,25%
Wymaz z ucha 23K 1;1,25%
Wymaz z gardta 54K 1;1,25%
Ptyn z otrzewnej 18K 1;1,25%
Ptyn dializacyjny 37K 1;1,25%
1t, 2¢, 3¢, 4, 5, 6, 74, 8t, 11t, 14+, 15t
z U U '’ ) 7 4 ) ) 4 7 7 0,
tosos 17t, 19¢, 20k, 22t, 24t, 26t, 27k, 28, 33t 20, 25,0%
113M, 131M, 132M, 138M, 150M, 153 M,
:§ Mrozonki 155M, 163M, 224M, 243M, 258M, 260M, 20, 25 0%
g warzywne 261M, 268M, 297M, 299M, 307M, 314M, 2 £
> 317M, 340M
458W, 459W, 460W, 461W, 462W,
Wedliny 463W, 464W, 465W, 469W, 470W, 20, 25,0%

K-materiat kliniczny, £-tfoso$, M-mrozonki warzywne, W-wedliny
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3.1.2. Przechowywanie izolatow

Do czasu rozpoczecia badan, izolaty L. monocytogenes przechowywano
w temperaturze -80°C w bulionie mdézgowo-sercowym (ang. brain heart

infusion, BHI) (bioMérieux) z dodatkiem 15,0% glicerolu (Avantor).

3.1.3. Przygotowanie izolatéw do badan

Badane izolaty wysiewano z zamrozenia na podtoze columbia agar
z dodatkiem 5,0% krwi baraniej (CAB, Graso), inkubowano 24 godziny
w temperaturze 37°C. Nastepnie z wyrostych kolonii zaktadano hodowle, ktéra
prowadzono w tych samych warunkach. Wyroste izolaty L. monocytogenes

wykorzystywano do dalszych badan.

3.1.4. Ocena podobienstwa genetycznego izolatéw

Ocene podobienstwa genetycznego badanych izolatéw przeprowadzano
z zastosowaniem elektroforezy w zmiennym polu elektrycznym (ang. pulsed
field gel electrophoresis, PFGE), ktéra uznawana jest za, tzw. ,ztoty standard”.
Genotypowanie wykonywano zgodnie ze standardowg procedurg operacyjng

PulseNet PFGE dla L. monocytogenes [202].

W tym celu, z 20-godzinnych hodowli L. monocytogenes na podtozu
CAB, przygotowywano zawiesine bakterii w 3 ml buforu TE (10 mM Tris-HClI,
100mM EDTA, pH 8,0) (Novazym) o gestosci 4,0 w skali MacFarlanda.
Nastepnie, 200 ul zawiesiny przenoszono do probdéwki typu eppendorf
i dodawano 40 ul lizozymu (10 mg/ml, Eurx). Préby inkubowano
w temperaturze 55°C przez 40 minut. Dodawano 10 pl proteinazy K (20 mg/ml,
Theromo Fisher Scientific) i delikatnie mieszano poprzez pipetowanie.
Nastepnie, mieszanine zawieszano w 200 ul 1,0% agarozy (Certified Megabase)
(Bio-Rad) i umieszczano w foremkach do bloczkdow (Bio-Rad). Po zestaleniu
(temperatura pokojowa, 15 minut), bloczki inkubowano w temperaturze 54°C
przez 2 godziny w 1 ml buforu litycznego (50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 50 mM EDTA
(pH 8,0), 1,0 % laurylosarkosyl (Sigma-Aldrich), 0,15 mg/ml proteinazy K). Po

okresie inkubacji, bloczki przemywano dwukrotnie w wodzie ultraczystej (A&A
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Biotechnology) i czterokrotnie w buforze TE, w temperaturze 50°C,
odpowiednio po 15 minut z delikatnym mieszaniem i po 10 minut bez

mieszania.

Przed etapem ciecia enzymatycznego chromosomalnego DNA, bloczki
umieszczano w buforze do pre-restrykcji o sktadzie: 20 pl buforu Tango (Thermo
Fisher Scientific) oraz 180 ul wody ultraczystej. Pre-restrykcje prowadzono
w temperaturze 30°C przez 10 minut. Restrykcje DNA prowadzono
w temperaturze 30°C przez 7 godzin w 200 pl buforu do restrykcji o sktadzie:
2,5 pl enzymu Apal (10 U/ul) (Thermo Fisher Scientific), 20 ul buforu Tango
i 177,5 pl wody ultraczystej. Nastepnie, bloczki umieszczano w buforze 0,5xTBE

(Tris/Kwas Borowy/EDTA) (Bio-Rad) w temperaturze pokojowej na 10 minut.

Rozdziat elektroforetyczny prowadzono w 1,0% zelu agarozowym
(Certified Megabase) (Bio-Rad) z dodatkiem barwnika interkalujacego Midori
Green (ABO) w buforze 0,5xTBE w aparacie CHEF Mapper (Bio-Rad) stosujgc
nastepujgce warunki elektroforezy: poczatkowy i koricowy czas trwania pulsu:
4-40 sekund, napiecie: 6 V/cm, kat pulsu: 120°, temperatura 14°C.
Elektroforeze prowadzono przez 17 godzin. Wzorzec wielkosci fragmentéw
DNA stanowit Lambda Ladder Standard (LL) (Bio-Rad). Wizualizacji obrazu

dokonywano przy uzyciu systemu GelDoc XR (Bio-Rad).

W celu zwizualizowania stopnia podobiefistwa genetycznego miedzy
izolatami sporzadzano dendrogram filogenetyczny w programie CLIQS 1D Pro
(TotalLab). Analize skupief przeprowadzano przy uzyciu grupowania
hierarchicznego technikg UPGMA (niewazona metoda wielu grup ze Srednig
arytmetyczng, ang. unweighted pair group method with arithmetic mean)

i wspotczynnika Dice'a, jako miary odlegtosci.
3.1.5. Wstepna charakterystyka badanych szczepow

3.1.5.1. Izolacja genomowego DNA metod3a termiczng

Izolacje genomowego DNA przeprowadzano z zastosowaniem metody

termicznej. Pojedyncza kolonie, z hodowli 24-godzinnej na podtozu CAB,
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zawieszano w 100 pl buforu 1 x Tris-EDTA (pH 8,0) (Sigma-Aldrich), nastepnie

poddawano dziataniu temperatury 90°C (termoblok, Eppendorf) przez 10

minut. Probki schtadzano na lodzie (2 minuty), a nastepnie wirowano przez 5

minut (16 000 x g). Uzyskany supernatant przenoszono do kolejnych, jatowych

probdéwek typu eppendorf. Oceniano stezenie oraz czystos¢ otrzymanego DNA

(A260/A280) z zastosowaniem BioPhotometru D30 (Eppendorf). Za wartosc

graniczng przyjmowano stosunek absorbcji przy dtugosci fali 260 nm do

absorbancji przy dtugosci fali 280 nm (Absaso/Abs2so), ktéry wynosit 1,8-2,0.

3.1.5.2. Ocena przynaleznosci do grup serologicznych

Ocene przynaleznosci badanych szczepdw do grup serologicznych (1/2a-3a,

1/2b-3c, 1/2c-3c, 4b-4d-4e) przeprowadzano wedtug metodyki opisanej przez

Doumith i wsp. [28]. Jako szczepy wzorcowe, reprezentujgce okreslone grupy

serologiczne, wykorzystywano szczepy badane przez Watecka-Zacharska i wsp.

[203]. Sekwencje starterow przedstawiono w tab. 4.

Tabela 4. Sekwencje starteréw (na podstawie [28]) oraz wielkos¢ produktow
wykorzystywanych w celu oceny przynaleznosci do grup serologicznych
Nazwa Sekwencja Wielkos¢ Serotyp
startera (5’-3’) produktu [pz] L. monocytogenes
AGGGCTTCAAGGACTTACCC
Imo0737 691 1/2a, 1/2c, 3a, 3c
ACGATTTCTGCTTGCCATTC
AGGGGTCTTAAATCCTGGAA
Imo1118 906 1/2c, 3c
CGGCTTGTTCGGCATACTTA
AGCAAAATGCCAAAACTCGT
ORF2819 471 1/2b, 3b, 4b, 4d, 4e
CATCACTAAAGCCTCCCATTG
AGTGGACAATTGATTGGTGAA
ORF2110 597 4b, 4d, 4e
CATCCATCCCTTACTTTGGAC
GCTGAAGAGATTGCGAAAGAAG .
Wszystkie szczepy
prs 370 z rodzaju Listeria
CAAAGAAACCTTGGATTTGCGG J

pz — par zasad
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Reakcje PCR przeprowadzano w 25 ul mieszaniny reakcyjnej
zawierajgcej: bufor Green GoTag®Flexi Buffer (1x) (Promega), MgCl, (2 mM)
(Promega), dNTPs (0,2 mmol) (Promega), 5 par starteréw: Imo0737, ORF2819
i ORF2110 o stezeniu 1 uM oraz Imo1118 (1,5 uM) i prs (0,2 uM), polimeraze
DNA GoTaq (1U) (Promega), wode ultraczysty oraz wyizolowane uprzednio
DNA (2 pl). Wykorzystywane w badaniach startery zostaty zsyntetyzowane
przez Pracownie Sekwencjonowania DNA i Syntezy Oligonukleotyddw Instytutu
Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk w Warszawie.

Reakcje przeprowadzano w termocyklerze MasterCycler Pro
(Eppendorf) stosujac nastepujgce warunki amplifikacji: wstepna denaturacja
w temperaturze 94°C przez 3 minuty, nastepnie 35 cykli obejmujgcych: wstepna
denaturacje DNA (94°C, 0,5 minuty), przytgczanie starterow (53°C, 1,15
minuty), wydtuzanie starteréw (72°C, 1,15 minuty) oraz koricowe wydtuzanie
starterow (72°C, 10 minut) i przechowywanie w temperaturze 4°C do momentu
wyjecia prob.

Uzyskane produkty amplifikacji rozdzielano elektroforetycznie w 1,5%
zelu agarozowym (Blirt) z dodatkiem barwnika Midori Green (ABO) w buforze
1xTBE w obecnosci wzorca wielko$ci DNA (GeneRuler™ 3000 bp DNA Ladder)
(Fermentas). Elektroforeze prowadzono przez jedng godzine przy napieciu 90V.
Wizualizacji i archiwizacji elektroforegraméw dokonywano z zastosowaniem

systemu GelDoc XR.

3.1.5.3. Ocena wystepowania genéw kodujacych wybrane czynniki
wirulencji
Wsrod badanych szczepdw L. monocytogenes wykrywano obecnos¢ 10 gendow
kodujacych wybrane czynniki wirulencji: biatko powierzchniowe ActA (actA),
biatko FbpA (fbpA), listeriolizyne O (hly), adhezyne (iap), internaliny A i B (inlA,
inIB), metaloproteaze (mpl), fosfolipazy (plcA, plcB) oraz plejotropowy
regulator wirulencji (prfA) z zastosowaniem techniki multipleks PCR.
Przygotowywano trzy oddzielne reakcje: | (geny: fbpA, picA, hlyA), Il (geny: plcB,
inIB, actA, iap) i lll (geny: inlA, mpl, prfA). Sekwencje starteréw oraz warunki

amplifikacji przedstawiono w tab. 5.
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Tabela 5. Sekwencje starterow oraz warunki amplifikacji trzech reakcji multipleks PCR
okreslajgcych obecnos¢ gendw kodujgcych uwzglednione w badaniu czynniki

wirulencji
Reakcja | Gen | Sekwencja starterow (5'-3')
TTATTTCCTCGCATCCTAGC
fbpA
TATCAATTCGACCTGCTGAG
ACACGAGCAATAAAATCCCT
I plcA
ATACTGACGAGGTGTGAATG
TTTTCGATTGGCGTCTTAGGA
hly
ACTGAAGCAAAGGATGCATCTG
GCAAGTGTTCTAGTCTTTCCGG
plcB
ACCTGCCAAAGTTTGCTGTGA
TCCGACTAAACAAGGCTATG
inIB
TGTACCATAA CCGCCA
]
ACGAACAAAGCAGACCTAAT
actA
TGTACCATAA CCGCCA
ACAAGCTGCACCTGTTGCAG
iap
TGACAGCGTGTGTAGTAGCA
CAGGCAGCTACAATTACACA
inlA
ATATAGTCCGAAAACCACATCT
TATGACGGTAAAAGCAGATT
]l mpl
TTCCCAAGCTTCAGCAACTT
CATGAACGCTCAAGCAGAAG
prfA
AATTTTCCCAAGTAGCAGGA

pz — par zasad

Wielkos¢
produktu
[pz]

435

278

101

794

302

231

131

2341

1458

706

PiSmien-

. Warunki amplifikacji
nictwo

Wstepna denaturacja:
(3] 94°C/2 min

35 cykli:
Denaturacja: 94°C/15 s
Przytaczanie:48,5°C/30 s
Elongacja: 72°C/50 s

[204]

3]

Kornicowa elongacja:
72°C/1 min

[205]

Wstepna denaturacja
94°C/2 min

(3]
16 cykli:
Denaturacja: 94°C/30 s
Przytaczanie: 57°C/45 s
Elongacja: 72°C/45 s
[206]
19 cykli:
Denaturacja: 94°C/30's
Przytaczanie: 49°C/45 s
Elongacja: 72°C/45 s

Koncowa elongacja:

(205] 72°C/1 min

Reakcje multipleks PCR przeprowadzano w objetosci 25 pl, a sktad

mieszaniny reakcyjnej stanowit: bufor Green GoTaq®Flexi Buffer (1x), MgCl. (2

mM), dNTPs (0,2 mmol), pary starteréw o stezeniu 0,4 uM (Oligo.pl)

w przypadku reakcji i Il oraz o stezeniu 0,2 ul (Oligo.pl) — reakcja lll, polimeraza

DNA GoTaq (1U), woda ultraczysta oraz 2 ul DNA. Kontrole dodatnig reakcji PCR
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stanowito DNA szczepu wzorcowego L. monocytogenes IW 41, majgcego

wszystkie wykrywane w badaniu geny odpowiedzialne za wirulencje.

Uzyskane produkty amplifikacji rozdzielano elektroforetycznie w 1,5%
zelu agarozowym z dodatkiem barwnika Midori Green w buforze 1xTBE
w obecnosci wzorca wielkosci DNA (GeneRuler™ 1000 bp DNA Ladder
(produkty reakcji l'i 1l) oraz GeneRuler™ 3000 bp DNA Ladder (produkty reakgji
[ll) (Fermentas). Elektroforeze prowadzono przez jedng godzine przy napieciu
90V. Wizualizacje i archiwizacje elektroforegraméw przeprowadzano

z zastosowaniem systemu GelDoc XR.

3.1.5.4. Ocena wrazliwosci na antybiotyki

Ocene wrazliwosci na antybiotyki przeprowadzano z zastosowaniem metody
krgzkowo-dyfuzyjnej. W tym celu, z 24-godzinnych hodowli badanych
szczepdw, przygotowywano zawiesine o gestosci 0,5 w skali MacFarlanda
w 0,9% roztworze soli fizjologicznej (Avantor). Zawiesiny wysiewano na podtoze
Mueller Hinton Agar z 5,0% krwig korskg i 20 mg/l B-NAD (MHF, Graso),
a nastepnie naktadano krazki z antybiotykiem. Oceniano wrazliwos¢ szczepow
na penicyline (1 1U), ampicyline (2 pg), meropenem (10 ug), erytromycyne (15
ug) i trimetoprim-sulfametoksazol (1,25-23,75 ug) (Argenta). Przygotowane
antybiogramy inkubowano w temperaturze 35°C przez 20 godzin. Po okresie
inkubacji mierzono strefy zahamowania wzrostu bakterii wokoét kragzkéw
z antybiotykiem. Wyniki analizowano zgodnie z zaleceniami Europejskiego
Komitetu ds. Lekowrazliwosci (ang. The European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing, EUCAST) wersja 12.0 [207]. Jako kontrole prawidtowosci
wykonania oznaczenia antybiotykowrazliwosci zastosowano szczep wzorcowy

Streptococcus pneumoniae ATCC 49619.

3.1.5.5. Ocena wartosci minimalnego stezenia hamujgcego i minimalnego
stezenia bakteriobdjczego bakteriofaga w preparacie PhageGuard L

Oceny wartosci MIC i minimalnego stezenia bakteriobdjczego (ang. minimum
bactericidal concentration, MBC) dokonywano na podstawie metodyki

przedstawionej przez Vipra i wsp. [208]. Przygotowywano 24-godzinne
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hodowle bakteryjne na podtozu CAB. Z wyrostych kolonii sporzadzano
zawiesine o gestosci 0,5 w skali MacFarlanda w bulionie tryptozowo-sojowym
(ang. tryptic soy broth, TSB) (Becton Dickinson). Zawiesine rozciericzano
zgodnie z zaleceniami EUCAST, otrzymujgc stezenie koricowe: 5 x 10° j.t.k.
(jednostka tworzgca kolonie)/ml [207]. Nastepnie, 100 pl zawiesiny bakteryjnej
wprowadzano do 96-dotkowej ptytki (Profilab) w trzech powtdrzeniach. Do
zawiesiny dodawano 100 pl bakteriofaga w preparacie PhageGuard L (Micreos
Food Safety), uzyskujac stezenie koficowe w zakresie od 5 x 10* do 5 x 10'° PFU
(ang. plaque forming unit)/ml. Kontrole ujemng stanowito 100 pl bakteriofaga
(dla kazdego stezenia osobno) i 100 ul jatowego TSB. Natomiast kontrole
dodatnia - 200 ul rozcienczonych zawiesin bakteryjnych. Inkubacje
przeprowadzano w wilgotnej komorze w temperaturze 35°C przez 20 godzin.
Po okresie inkubacji, wizualnie oceniano obecnos¢ zmetnienia. Zmetnienie
wskazywato na wzrost badanych szczepdéw, a jego brak przy okreslonym
stezeniu bakteriofaga oznaczato zahamowanie wzrostu L. monocytogenes, co
okreslano jako wartos¢ MIC bakteriofaga dla danego szczepu. Dla okreslone;j
wartosci MIC i trzech stezen powyzej tej wartosci, bakterie wysiewano na
podtoze CAB w celu okre$lenia wartosci MBC. Po 24-godzinnej inkubacji
w temperaturze 37°C oceniano wzrost. Za wartos¢ MBC przyjmowano brak
wzrostu na podtozu statym po okresie inkubacji poprzedzonej wczesniejszg

ekspozycjg na okreslone stezenie bakteriofaga w preparacie PhageGuard L.

3.1.6. Ocena wpltywu czynnikdw stresowych na wzrost i przeizywalnosé
Listeria monocytogenes

3.1.6.1. Stres osmotyczny

W badaniu oceniano wptyw stezenia NaCl (stres osmotyczny) w zakresie 0,0-
20,0% (zmiennos¢ co 1,0%) na wzrost L. monocytogenes. Przygotowywano
24-godzinne hodowle badanych szczepdw na podtozu CAB. Z wyrostych kolonii
sporzgdzano zawiesiny o gestosci 0,5 w skali MacFarlanda w bulionie Mueller
Hinton (MHB, Becton Dickinson). Nastepnie do jatowej studzienki ptytki 96-
dotkowej przenoszono po 100 pl zawiesiny danego szczepu oraz dodawano

100 ul roztworu NaCl o odpowiednim stezeniu. Procedure powtarzano
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trzykrotnie dla kazdego badanego szczepu i kazdego badanego stezenia NaCl
(ryc. 8). Kontrole ujemng stanowito 200 pul jatowego MHB, a kontrole dodatnig
- 200 pl zawiesiny kazdego szczepu L. monocytogenes. Ptytki inkubowano
w komorze wilgotnej w temperaturze 37°C przez 24 godziny. Po okresie
inkubacji oceniano wizualnie obecno$¢ zmetnienia. Brak zmetnienia
przyjmowano jako zahamowanie wzrostu badanych pateczek L. monocytogenes
przy danym stezeniu NaCl.

Kontrola dodatnia - 200
pl zawiesiny szczepu

Badany szczep
(trzy powtdrzenia)

. | %' { {
&4 ’ PPV
) LA A
Y—' 1000000 8
) -
. . J N\ = -
Zawiesina 000000000
), o+

-

-

1
0 gestosci 0,5 O = A /)
w skali
MacFarlanda
w MHB Komora wilgotna,

Kontrola ujemna —

inkubacja (37°C, 24 godzi
200 ul bulionu MHB inkubacja ( godziny)

odczyt wynikéw

Rycina 8. Schemat metodyki oceny wptywu stresu osmotycznego, kwasowego i zasadowego
na wzrost badanych szczepéw (n=50) L. monocytogenes. MHB-bulion Mueller
Hinton

3.1.6.2. Stres kwasowy i zasadowy

Ocenie poddawano wptyw pH w zakresie 3,0-10,0 (zmienno$¢ co 1 stopien)

(stres kwasowy i zasadowy) na wzrost badanych szczepdw L. monocytogenes.

Przygotowywano zawiesiny o gestosci 0,5 w skali MacFarlanda w MHB.
Nastepnie do studzienek ptytki 96-dotkowej wprowadzano po 100 ul zawiesiny
danego szczepu oraz dodawano 100 pl jatowego MHB o odpowiednim pH.
Witasciwe pH ustalano z zastosowaniem roztworu HCl (POCH) i NaOH (POCH)
i mierzono przy uzyciu pehametru (HANNA Instruments). Procedure
powtarzano trzykrotnie dla kazdego uwzglednionego szczepu i kazdej badanej
wartosci pH. Kontrole ujemng stanowito 200 ul jatowego MHB, a kontrole
dodatnig - 200 pl zawiesiny kazdego szczepu. Ptytki umieszczano w komorze

wilgotnej w temperaturze 37°C na 24 godziny. Po okresie inkubacji, oceniano
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wizualnie obecnos¢ zmetnienia. Brak zmetnienia przyjmowano jako
zahamowanie wzrostu badanych szczepdw L. monocytogenes przy okreslonym

odczynie (ryc. 8).

3.1.6.3. Stres cieplny

Oceniano wptyw stresu cieplnego na przezywalnos¢ badanych szczepdéw
L. monocytogenes. Bakterie poddawano dziataniu temperatury 55°C, 60°C, 65°C

i 70°C przez 2, 15, 30i 60 minut.

Zawiesiny badanych szczepdw o gestosci 0,5 w skali MacFarlanda
w jatowym roztworze zbuforowanej soli fizjologicznej (ang. phosphate-buffered
saline, PBS) przenoszono do jatowych probéwek typu eppendorf, umieszczano
w termobloku i poddawano dziataniu wysokiej temperatury przez 2, 15, 30 i 60
minut. Po tym czasie (dla kazdego wariantu czasowego oddzielnie)
wykonywano szereg 10-krotnych rozcienczen w PBS. W wariancie po 2 i 15
minutach uwzgledniano rozciericzenie 10, 107 i 108, a po 30 i 60 minutach
probe  wyjsciowg oraz rozcieAczenie 101  Wykonywano posiew
powierzchniowy na podtoze CAB (100 ul) (w dwdch powtdrzeniach). Hodowle
inkubowano w temperaturze 37°C przez 24 godziny. Wyroste kolonie liczono
i wyniki podawano jako log j.t.k/ml. Kontrole ujemng stanowito 100 pl jatowego
PBS, natomiast kontrole dodatnig - zawiesina danego szczepu nie poddana

dziataniu czynnika stresowego, ktérg uprzednio rozcieficzano (ryc. 9).
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Zawiesina Przeniesienie Stres cieplny Szereg 10-krotnych
o gestosci 0,5 1 ml zawiesiny (55, 60, 65 i 70°C; rozciericzen w PBS
stopnia w skali do probdwek warianty czasowe: 2, 15,
MacFarlanda typu eppendorf 301 60 minut)
w PBS l

Inkubacja
=) (37°C, 24 godziny)
odczyt wynikdw

Posiew 100 pl na
podtoze Columbia Agar
7 5,0% dodatkiem krwi

baraniej

Rycina 9. Schemat metodyki oceny wptywu stresu cieplnego na przezywalnos¢ badanych
szczepow (n=50) L. monocytogenes. PBS-zbuforowany roztwér soli fizjologicznej

3.1.6.4. Stres niskiej temperatury

W badaniu oceniano wptyw temperatury 4°C na przezywalno$¢ pateczek

L. monocytogenes (stres niskiej temperatury).

Procedure rozpoczynano od przygotowywania zawiesin badanych
szczepow (z hodowli 24-godzinnych) o gestosci 0,5 w skali MacFarlanda w TSB.
Zawiesiny umieszczano w jatowej komorze w temperaturze 4°C. Po 24
godzinach, a nastepnie po 3, 15, 15 i 30 dniach pobierano prébkii wykonywano
szereg 10-krotnych rozcieficzen w PBS. Wybrane rozciericzenia (10 do 107)
posiewano na podtoze CAB (100 ul) (w dwdch powtdrzeniach) (ryc. 10). Po 24
godzinach inkubacji w temperaturze 37°C zliczano wyroste kolonie, wynik

podawano jako log j.t.k./ml (ryc. 10).

Stres niskiej

=) temperatury » » m) Inkubacja (37°C, 24 godziny)
(4°c) odczyt wynikdw

Szereg 10-krotnych

Zawiesina rozcieficzen w PBS Posiew 100 pl na CAB
o0 gestosci 0,5 (w dwdch powtdrzeniach)
w skali
MacFarlanda
w TSB |

Pobranie préb i posiew wykonywano po 24 godzinach,
a nastepnie 3, 5, 15 i 30 dniach

Rycina 10. Schemat metodyki oceny wptywu stresu niskiej temperatury na przezywalnos¢
badanych szczepéw (n=50) L. monocytogenes. TSB-bulion tryprozowo-sojowy,
PBS-zbuforowany roztwdr soli fizjologicznej, CAB-podtoze columbia agar
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3.1.6.5. Stres cyklicznego zamrazania i rozmrazania

Oceniano wptyw cyklicznego zamrazania (-20°C) i rozmrazania na

przezywalnos¢ badanych szczepdéw L. monocytogenes.

Z wyrostych kolonii (po 24-godzinnej inkubacji) wykonywano zawiesine
o gestosci 0,5 w skali MacFarlanda w TSB. Nastepnie, badane zawiesiny
umieszczano w temperaturze -20°C na 24 godziny. Po tym czasie, préby
rozmrazano w temperaturze pokojowej (23°C) przez trzy godziny (do
catkowitego rozmrozenia). Nastepnie wykonywano szereg 10-krotnych
rozcieiczen w PBS, a wybrane rozcieficzenia (102 do 107, w dwéch
powtdrzeniach) posiewano powierzchniowo (100 pl) na podifoze CAB. Po
okresie 24-godzinnej inkubacji w temperaturze 37°C, liczono wyroste kolonie
i wynik podawano jako logj.t.k./ml. Po pobraniu préb do rozciericzen, zawiesiny
umieszczano ponownie w temperaturze -20°C. Procedure cyklicznego
zamrazania i rozmrazania przeprowadzano jeszcze trzykrotnie, uzyskujac 4
cykle (ryc. 11). Przygotowywano rdowniez wariant niepoddany cyklicznemu
zamrazaniu-rozmrazaniu. Prébe zamrazano i przechowywano w temperaturze

-20°C, a rozmrazano dopiero w ostatnim cyklu trwajgcego doswiadczenia.

Zamrozenie, Rozmrozenie
I::>temperatur3 I:>(temperatura |:> |:> |:> Inkubacja (37°C, 24 godziny)
-20°C, pokojowa, odczyt wynikéw
24 godziny 3 godziny)
Zawiesina .
0 gestoici Szereg 10-krotnych ~ Posiew 100 ul na
ieficzen CAB
0,5 stopnia rozcienczen w PBS
w skali
MacFarlanda @
TSB
w Ponowne

zamrozenie proby
(24 godziny) oraz
rozmrozenie

4

Cykl powtarzano
trzykrotnie

Rycina 11. Schemat metodyki oceny wptywu stresu cyklicznego zamrazania i rozmrazania na
przezywalno$¢ badanych szczepow (n=50) L. monocytogenes. TSB-bulion
tryptozowo-sojowy, PBS-zbuforowany roztwodr soli fizjologicznej, CAB-podtoze
Columbia Agar
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3.1.6.6. Stres zwigzany z niedoborem i nadmiarem sktadnikéw odzywczych

Oceniano wptyw dostepnosci sktadnikow odzywczych z BHI na przezywalnos¢
badanych szczepéw L. monocytogenes (niedobdr i nadmiar sktadnikéw
odzywczych). Sporzadzano bulion, do ktérego przygotowania wykorzystywano
nawazke podtoza sypkiego o wadze 20,0 - 400,0% zalecanej przez producenta
(zmienno$é co 20,0%). Przygotowywano zawiesiny szczepdw L. monocytogenes
w BHI o gestosci 0,5 w skali MacFarlanda i rozcieficzano je 500-krotnie.
Nastepnie, 100 ul rozcienczonej zawiesiny szczepu umieszczano w studzience
ptytki 96-dotkowej, dodawano 100 pul podtoza BHI przygotowywanego
z odpowiedniej nawazki, co pozwolito na uzyskanie odpowiednio 10,0-200,0%
dostepnosci sktadnikéw odzywczych w odniesieniu do zalecanej przez
producenta nawazki podtoza. Kontrole ujemng stanowita mieszanina 100 pl
jatowego bulionu BHI o odpowiedniej zawartosci substancji odzywczych oraz
100 ul jatowego BHI, a kontrole dodatnig - 200 pl zawiesiny kazdego szczepu
L. monocytogenes w bulionie BHI przygotowywanym z nawazki zalecanej przez
producenta. Ptytki inkubowano w komorze wilgotnej w temperaturze 37°C
przez 24 godziny. Nastepnie wykonywano szeregi 10-krotnych rozcieiczen
i posiewano (100 pl) (rozciericzenia: 103 do 101°) na podtoze CAB (w dwdch
powtdrzeniach) (ryc. 12). Po okresie inkubacji (37°C, 24 godziny), liczono

wyroste kolonie i podawano jako log j.t.k./ml.

Kontrola dodatnia - 200 pl

500-krotne zawiesiny szczepu :
|
rozciericzenie Badany szczep \ Komora wilgotna
% zawiesiny (trzy > ‘ inkubacja
badanych pcwmrze“'a) f ! (37°C, 24 godziny)
szczepow y | ‘
Zawiesina ; ) 0§ S
o gestosci ) .
0,5 w skali }
MacFarlanda |
w PBS
Szereg 10-krotnych
rozciericzen w PBS
Kontrola ujemna — 100 pl bulionu
BHI o odpowiedniej zawartosci
sktadnikéw odzywczych oraz 100
ul jatowego PBS

Inkubacja
(37°C, 24 godziny) _ Posiew po 100 pl na CAB
odczyt wynikéw

Rycina 12. Schemat metodyki oceny wptywu stresu zwigzanego z niedoborem i nadmiarem
sktadnikdw odzywczych na przezywalnos¢ badanych szczepéw (n=50)
L. monocytogenes. PBS—zbuforowany roztwor soli fizjologicznej, BHI-bulion
mozgowo-sercowy, CAB-podtoze columbia agar
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3.1.7. Metody statystyczne

Wszystkie analizy statystyczne pierwszego etapu badan przeprowadzono za
pomocg oprogramowania R [209]. Ze wzgledu na brak rozktadu normalnego
(test Shapiro-Wilka), wszystkie zmienne ciggte analizowano za pomocg testéw
nieparametrycznych. Podstawowym analizowanym parametrem w tym
badaniu byta zmiana liczby bakterii wyrazona jako logarytmiczna wartos¢ j.t.k.
na ml. Réznice miedzy grupami (ze wzgledu na pochodzenie (materiat kliniczny,
tosos$, wedliny, mrozonki warzywne)) oceniano za pomocy testu Kruskala-
Wallisa i Friedmana, a nastepnie, przeprowadzono analize post hoc,
wykorzystujgc test poréwnan wielokrotnych Dunna z poprawka Bonferroniego.
Do analizy pomiaréow powtarzanych zastosowano sparowany test Wilcoxona
z poprawky Bonferroniego. W celu analizy zmiennych jakosciowych
przeprowadzono doktadny test Fishera. Wartos$¢ p rowna lub mniejsza niz 0,05

zostata uznana za istotng statystycznie.

W celu wyselekcjonowania najbardziej opornych szczepow
zastosowano system punktacji oparty na nieparametrycznym podejsciu
rangowym. Szczepy uszeregowano na podstawie ich podatnosci na kazdy

z pieciu zastosowanych streséw w nastepujgcy sposob:

® stres osmotyczny - na podstawie stezenia NaCl, ktére hamowato wzrost
szczepu (im wyzsze stezenie - wyzszy stopien);
® zakres pH - na podstawie zakresu, w ktérym wzrost szczepu nie zostat

zahamowany (im szerszy zakres - wyzszy stopien);

® stres cieplny - na podstawie wartosci log j.t.k./ml (wyrazony jako zmiana
liczby bakterii po ekspozycji na stres); poniewaz istniato wiele
warunkéw (cztery punkty czasowe i cztery temperatury), Srednie rangi
dla kazdej kombinacji punkt czasowy/temperatura zostaty obliczone
w celu uzyskania ostatecznej rangi;

® niski (10,0-40,0%) dostep sktadnikdw odzywczych - réwniez na

podstawie wartosci log j.t.k./ml; srednie rangi dla kazdego poziomu
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dostepnosci sktadnikdw odzywczych zostaty obliczone w celu uzyskania
ostatecznej rangi;

® wysoki (130,0 — 200,0%) dostep sktadnikéw odzywczych - j.w.
Dobér zakreséw zwigzanych z dostepnoscig sktadnikéw odzywczych
zostat dokonany na podstawie obserwowanych réznic we wzroscie
badanych szczepéw w porédwnaniu z wariantem o optymalnej

zawartosci substancji odzywczych (wariant kontrolny, 100%).

W zaproponowanej procedurze rangowania poszczegdlnym szczepom
przyznawano punkty od 0 do 50 za kazdy stres (maksymalna wartos¢ wynika
z liczby badanych szczepdéw). Sumaryczna liczba punktdw przyznanych kazdemu
szczepowi wynosita od 0 do 250. W przypadku jednakowych punktac;ji
w poszczegolnych stresach kazdej z obserwacji przypisywano range wigzang
rowng sredniej arytmetycznej kolejnych miejsc rankingowych zajmowanych
przez dane szczepy. Badane pateczki L. monocytogenes, ktérym
w przedstawionej procedurze przyznano najwiecej punktdéw, uznano za
najbardziej oporne. Ograniczeniem przedstawionego powyzej podejscia jest to,
ze w przypadku zmiennych dyskretnych wyrazanych w skali porzgdkowej

wystepujg wielokrotne rangi wigzane.

3.2. Drugi etap badan
3.2.1. Materiat do badan

Na podstawie przeprowadzonej klasyfikacji szczepow (nieparametryczne
podejscie rangowe) w pierwszym etapie badan, do dalszych doswiadczen
wybrane zostaty dwa szczepy, ktére uplasowaty sie na miejscu pierwszym oraz
na ostatnim, uwzgledniajac sumaryczng liczbe uzyskanych punktéw. Do badan
wigczono szczep wzorcowy L. monocytogenes ATCC 19111. Szczepy do czasu
przeprowadzenia badan przechowywano w temperaturze -80°C, jak opisano
w punkcie 3.1.2. Szczepy poddawano dziataniu czynnikéw stresowych (stres
cieplny, niskiej temperatury, mrozenia, kwasowy, zasadowy, osmotyczny).
Wariant kontrolny stanowity trzy badane szczepy niepoddawane dziataniu

warunkéw stresowych.
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3.2.2. Przygotowanie szczepow Listeria monocytogenes do dalszych badan

Badane szczepy wysiewano z zamrozenia na podtoze CAB i inkubowano
w temperaturze 37°C przez 24 godziny. Nastepnie, pojedynczg kolonie
posiewano na CAB (posiew redukcyjny). Po inkubacji przez 24 godziny
w temperaturze 37°C, trzy pojedyncze kolonie wprowadzano do 10 ml TSB

i inkubowano przez 20 godzin w temperaturze 37°C.

3.2.3. Warunki stresowe
3.2.3.1. Stres cieplny

Zawiesine bakteryjng umieszczano w termobloku i poddawano dziataniu

wysokiej temperatury (55°C) przez 20 minut.

Nastepnie, prébke po ekspozycji na stres, wirowano przez 5 minut (12
000 x g) i usuwano supernatant. Otrzymany osad przemywano buforem TE,
ponownie wirowano (5 minut, 12000 x g) i zlewano supernatant. Otrzymany
osad wykorzystywano do dalszych badan. Réwnoczesnie przygotowywano

wariant niepoddany danemu stresowi (kontrolny).

3.2.3.2. Stres niskiej temperatury

Zawiesine bakterii umieszczano w temperaturze 4°C na okres 7 dni. Po tym

czasie z probka postepowano zgodnie z procedurg opisang w punkcie 3.2.3.1.

3.2.3.3. Stres osmotyczny

Badane szczepy L. monocytogenes poddawano dziataniu 4,5% NaCl. W tym celu
zawiesine bakteryjng mieszano z réwng objetoscig TSB z dodatkiem 9,0% NaCl
(Avantor), a nastepnie inkubowano przez 3 godziny w 37°C (czas ustalono na
podstawie [210]). Po tym czasie z probka postepowano zgodnie z procedurg

opisang w punkcie 3.2.3.1.

3.2.3.4. Stres kwasowy i zasadowy

Zawiesine bakteryjng mieszano z rowng objetoscig TSB o odpowiednim pH (5,0
(stres kwasowy) i 8,0 (stres zasadowy)), a nastepnie inkubowano przez 80 minut
w temperaturze 37°C (czas ustalono na podstawie [211]). Wtasciwe pH zostato
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ustalone za pomocga roztworu HCl (POCH) i NaOH (POCH) oraz sprawdzone przy
uzyciu pehametru (HANNA Instruments). Po tym czasie z probka postepowano

zgodnie z procedurg opisang w punkcie 3.2.3.1.

3.2.3.5. Stres mrozenia

Zawiesine bakteryjng umieszczono w temperaturze -20°C na 24 godziny. Po tym
czasie hodowle wyjmowano z zamrozenia i pozostawiano na trzy godziny
w temperaturze pokojowej (23°C) do catkowitego rozmrozenia. Nastepnie,

z probka postepowano zgodnie z procedurg opisang w punkcie 3.2.3.1.

3.2.4. Wptyw czynnikéw stresowych na cechy fenotypowe
3.2.4.1. Zdolno$¢ tworzenia biofilmu

Otrzymany osad (wariant kontrolny oraz po stresie) rozpuszczano w MHB
uzyskujgc zawiesine o gestosci 0,5 w skali MacFarlanda. Nastepnie 20 ul
zawiesiny umieszczano w dotkach 96-dotkowe;j ptytki (w trzech powtdrzeniach)
i uzupetniano objetoscia 180 pl MHB, uzyskujac 10-krotne rozcienczenie.
Kontrole ujemng stanowito 200 pl jatowego MHB (trzy powtdrzenia), a dodatnig
200 pl zawiesiny. Ptytki inkubowano 24 godziny w komorze wilgotnej (37°C). Po
tym czasie, usuwano zawiesiny za pomocg pipety i przemywano studzienki
trzykrotnie jatowa woda destylowang. Ptytki pozostawiano do wyschniecia
w temperaturze 37°C (20 minut). Po tym czasie do studzienek dodawano
200 pl metanolu CZDA (POCH) i wytrzasano (400 obrotéw na minute (ang.
revolutions per minute, RPM)) w temperaturze pokojowej (20 minut). Metanol
usuwano i dodawano 200 ul 0,1% roztworu fioletu krystalicznego (POCH). Ptytki
wytrzgsano (400 RPM) w temperaturze pokojowej przez 20 minut. Nastepnie,
usuwano fiolet krystaliczny i przemywano wodg do uzyskania bezbarwnych
poptuczyn. Ptytke pozostawiano do odparowania w temperaturze 37°C przez
20 minut. Nastepnie do studzienek dodawano 200 pul metanolu CZDA (POCH)
i wytrzgsano (400 RPM) w temperaturze pokojowej przez 5 minut. Dokonywano
odczytu absorbancji przy dtugosci fali 570 nm (Abss7o) w czytniku Synergy™HT
(BIO-TEK) przy uzyciu oprogramowania Gen5 3.11. Srednig warto$é Absszo

uzyskang z trzech powtdrzen dla kazdego szczepu okreslano w programie Gen5
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3.11. Poréwnujac absorbancje szczepdw (A) z absorbancjg kontroli ujemnej
(K-), sklasyfikowano szczepy jako silnie, umiarkowanie i stabo tworzgce biofilm,
zgodnie z metodg opisang przez Stepanovi¢ i wsp. [212]. Wyznaczono wartosci
graniczne: K- < A £ 2 x K- - szczepy stabo tworzgce biofilm; 2 x K- < A <4 x K- -
szczepy umiarkowanie tworzgce biofilm, 4 x K-< A - szczepy silnie tworzgce

biofilm.

3.2.4.2. Okreslenie minimalnego stezenia antybiotykow hamujgcego wzrost
bakterii
Otrzymany osad (wariant kontrolny oraz po stresie) rozpuszczano w roztworze
0,9% jatowej soli fizjologicznej uzyskujac zawiesine o gestosci 0,5 w skali
MacFarlanda. Przygotowang zawiesine wysiewano na podioze MHF,
a nastepnie nanoszono paski z gradientem stezen uwzglednionych w badaniu
antybiotykéw: penicyling (0,016-256 pg/ml), ampicyling (0,016-256 pg/ml),
meropenemem  (0,002-32 ug/ml), erytromycyng (0,016-256 pg/ml)
i trimetoprimem*/sulfametoksazolem (1/19) (0,002-32* ug/ml) (Liofilchem).
Po 20-godzinnej inkubacji w temperaturze 35°C okreslano wartosci MIC
(w oparciu o eliptyczng strefe zahamowania wzrostu). Wyniki interpretowano

zgodnie z zaleceniami EUCAST, wersja 13.0 [213].

3.2.4.3. Zdolnos¢ do ruchu

Aby oceni¢ zdolnos$¢ do ruchu, 0,4% agar (BTL) (dwa powtdrzenia) naktuwano
ezg typu igta (okoto 1 cm) zawiesing bakteryjng o gestosci 0,5 w skali
MacFarlanda (przygotowywang jak w punktach 3.2.4.1i 3.2.4.2.) i inkubowano
w temperaturze 22°C przez 48 godzin. W przypadku potwierdzenia zdolnosci do
ruchu, okoto 0,5 cm pod powierzchnig agaru obserwowano wzrost

w formie tzw. , parasola” (na podstawie [214]).

3.2.5. Wptyw czynnikéw stresowych na poziom ekspresji wybranych genéw
3.2.5.1. Izolacja RNA

Otrzymany osad (wariant kontrolny oraz po stresie) zawieszano w 0,1 M Tris-

HCl o pH 7,4 (Sigma-Aldrich) z dodatkiem lizozymu (10 mg/ml, Eurx), proteinazy
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K (~20 mg/ml) oraz 10,0% SDS (Sigma-Aldrich) i inkubowano przez 30 minut
w temperaturze 37°C (termoblok). Zawiesine umieszczano na 5 minut
w temperaturze 80°C (termoblok). Nastepnie dodawano 1 ml odczynnika TR
(Sigma-Aldrich) i umieszczano na 20 minut w temperaturze w -80°C. Po danym
czasie, probki przenoszono do temperatury pokojowej (23°C) i pozostawiano na
okoto 7 minut do catkowitego rozmrozenia. Nastepnie dodawano 200 pl
chloroformu (POCH) i pozostawiano na 5 minut w temperaturze 23°C w celu
rozdzielenia faz. Kolejno, wirowano przez 15 minut (4°C, 12 000 x g), gérna faze
(500 pl) przenoszono do jatowej probdowki typu eppendorf i dodawano réwng
objetos$¢ alkoholu izopropylowego (POCH). Badane préby umieszczano na 20
minut w temperaturze -20°C. Po tym czasie prébki wirowano przez 10 minut
(4°C, 12 000 x g). Nastepnie, osad przemywano 1 ml 70,0% etanolu (POCH)
i wirowano (5 minut, 4°C, 7 600 x g). Zlewano supernatant, a osad pozostawiano
do wyschniecia w temperaturze pokojowej (23°C) przez 7 minut. Nastepnie,
osad rozpuszczano w 20 pl wody wolnej od RNaz (Eurx). Mierzono stezenie oraz
oceniano czysto$¢ otrzymanego RNA z zastosowaniem BioPhotometru D30. Za
wartosé graniczng przyjmowano stosunek absorbancji przy dtugosci fali 260 nm
do absorbancji przy dtugosci fali 280 nm (Abszso/Absaso), ktory wynosit 1,8-2,05.
Nastepnie 1 ug RNA trawiono DNazg (2U; A&A Biotechnology) przez 90 minut
w temperaturze 37°C, zgodnie z instrukcjg producenta. Inaktywacje procesu
przeprowadzano poprzez umieszczenie badanych préb na 10 minut
w temperaturze 65°C (termoblok). RNA po trawieniu DNazg wykorzystywano

do syntezy cDNA. Pozostate RNA przechowywano w temperaturze -80°C.

3.2.5.2. Odwrotna transkrypcja

Synteze cDNA przeprowadzano na 1 pg RNA wediug zalecen producenta
zestawu iScript™ cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad). Mieszanina reakcyjna (20 pl)
zawierata: iScript Reaction Mix (5x), iScript Reverse Transcriptase, 1 ug RNA
oraz wode wolng od RNaz.

Reakcje przeprowadzano w termocyklerze MasterCycler Pro stosujac
nastepujgce warunki: etap wstepny (25°C, 5 minut), odwrotna transkrypcja

(46°C, 20 minut), inaktywacja odwrotnej transkryptazy (95°C, 1 minuta).

59



Uzyskane po reakcji odwrotnej transkrypcji cDNA przechowywano

w temperaturze -20°C.

3.2.5.3. Real-Time qPCR

Wzgledne poziomy ekspresji gendw sigB i agrA okreslano za pomoca systemu
optycznego CFX96 (Bio-Rad). W tab. 6 przedstawiono sekwencje starterow
zastosowanych w badaniu. Normalizacji ilosci cDNA dokonywano w stosunku
do genu metabolizmu podstawowego - gap (kodujacego dehydrogenaze
aldehydu 3-fosfoglicerynowego) [215]. Kazdy PCR przeprowadzano w dwdch
powtdrzeniach, z dwdch niezaleznych izolacji RNA. PCR prowadzono
w mieszaninie zawierajgcej: 1 ul cDNA, startery gap, sigB i agrA (Oligo.pl)
o stezeniu 500 nM (0,4 ul), 10 ul iTag Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad)
i 8,2 ul wody. Reakcja obejmowata 40 cykli: denaturacje w temperaturze 95°C
przez 30 sekund, hybrydyzacje w 60°C przez 30 sekund i elongacje w 72°C przez
45 sekund, poprzedzonych wstepng denaturacjg w temperaturze 95°C przez 3
minuty. W celu okreslenia stopnia zanieczyszczenia RNA genomowym DNA dla
kazdej prébki wtgczono kontrole bez odwrotnej transkryptazy (ang. no reverse
transcriptase control, NRT). Dla kazdego startera okreslano wydajnos¢ reakcji
PCR stosujac seryjne 10-krotne rozcieficzenia matrycy (genomowe DNA).
Okreslone wydajnosci zostaty uwzglednione przy obliczaniu wzglednych

poziomodw ekspresji gendw wedtug Pfaffla [216].

Tabela 6. Sekwencje starteréw wykorzystane w reakcji Real-Time qPCR

Gen Sekwencja starterow (5'-3') PiSmiennictwo
TGGTGTTGTTGAAGGTCTAATG
gap [215]
GCAGCTCCGTCTAATTTACC
TGGTGTCACGGAAGAAGAAG
sigB
TCCGTACCACCAACAACATC (217]
A CGGGTACTTGCCTGTATGAA
agr.
g TGAATAGTTGGCGCTGTCTC

3.2.6. Metody statystyczne

Analize statystyczng drugiego etapu badan przeprowadzano w programie Excel

(Microsoft). Wykonano dwukierunkowg analize wariancji (ANOVA)
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i zastosowano test Tukeya w programie Statistica 13.0 PL (TIBCO Software)
w celu okreslenia, czy istniejg rdznice statystyczne miedzy réznymi grupami
eksperymentalnymi. Wartos¢ p réwna lub mniejsza niz 0,05 zostata uznana za

istotng statystycznie.
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4. WYNIKI

4.1. Ocena podobienstwa genetycznego izolatow

Przeprowadzona ocena podobienstwa genetycznego, z zastosowaniem metody
PFGE, pozwolita wyobrebni¢ 50 wzordw prazkow. Na podstawie uzyskanych
wynikéw, wykreslono dendrogram filogenetyczny badanych izolatéw (ryc. 13).
Punkt odciecia (ang. cutt-off value) przyjeto na poziomie 80,0%, zgodnie
z ustalonym standardem [218]. Umozliwito to przyporzadkowanie 45 (57,5%)
izolatéw do 14 klastrow, co $wiadczy o znacznym podobienistwie izolatow
w obrebie danego klastra. Klastry od P2 do P7 oraz od P9 do P14 obejmowaty
identyczne genetycznie izolaty (ryc. 13, tab. 7). Klaster P1 zawierat izolat
z mrozonek warzywnych i z materiatu klinicznego, natomiast P8 - dwa izolaty
z tososia (ryc. 13, tab. 7). W grupie szczepdw z zywnosci wykazano identyczne
genetycznie izolaty pochodzace z réznych zrédet. Klaster P10 obejmowat dwa
izolaty z wedlin oraz jeden izolat z tososia, a P12 po jednym izolacie z tososia
i wedlin (ryc. 13, tab. 7). Pozostate 34 (42,5%) izolaty miaty unikalne profile i nie
zostaty zaklasyfikowane do Zzadnego z klastrow, przy przyjetym poziomie
punktu odciecia. W dalszych badaniach wykorzystano 50 rdznych genetycznie

szczepOw L. monocytogenes.

Tabela 7. Klastry wyodrebnione w oparciu o technike PFGE z wykorzystaniem grupowania
hierarchicznego technikg UPGMA z przyjetym punktem odciecia 80,0%

Klastry PFGE Numery izolatéw
P1 307M, 53 K
P2 461W, 462W, 464W, 465W
P3 6t, 7t, 8t, 11t, 22, 24+, 26t
P4 14, 19t
P5 268M, 299M, 224M, 260M, 261M, 340M
P6 1, 2t, 3¢, 4t
P7 243M, 258M
P8 15¢, 20t
P9 473W, 474W, 475W, 476W, 477W, 479W
P10 33, 459W, 460W
P11 470W, 471W
P12 27, 472W
P13 131M, 150M
P14 314M, 317M

Kolorem czerwonym oznaczono izolaty identyczne genetycznie, K-materiat kliniczny, t-tosos,
M-mrozonki warzywne, W-wedliny, PFGE-elektroforeza w zmiennym polu elektrycznym (ang.
Pulsed-Field Gel Electrophoresis), UPGMA-niewazona metoda wielu grup ze S$rednig
arytmetyczng (ang. unweighted pair group method with arithmetic mean)
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Rycina 13. Dendrogram podobienstwa genetycznego badanych izolatéw (n=80) w oparciu
o wyniki uzyskane z zastosowaniem metody PFGE z wykorzystaniem grupowania
hierarchicznego technika UPGMA. K-materiat kliniczny, t-tosos, M-mrozonki
warzywne, W-wedliny
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4.2. Wstepna charakterystyka badanych szczepéw
4.2.1. Ocena przynaleznosci do grup serologicznych

Oceny przynaleznosci do grup serologicznych (1/2a-3a, 1/2b-3b, 1/2c-3c, 4b-
4d-4e) dokonywano z zastosowaniem reakcji multipleks PCR. Na fot. 1
przedstawiono przyktadowy elektroforegram produktow PCR dla czterech

szczepdw wzorcowych oraz 12 badanych szczepéw L. monocytogenes.

M 1/2a-3a  1/2b-3b 1/2c-3¢ 4b-4d-de 473w  314M  469W JA70W 412W 42w 13IM 132M 138M 268M  297M  461W k)

—--—--,-~—-
-
P R P ) b B B e e S S

4

\

Fotografia 1. Elektroforegram produktéw amplifikacji reakcji multipleks PCR zastosowanej do
okredlenia przynaleznosci do grup serologicznych badanych szczepow
L. monocytogenes. Sciezka 1: marker wielkosci (100-2500 pz), $cieika 2:
kontrola dodatnia 1/2a-3a, $ciezka 3: kontrola dodatnia 1/2b-3b, $ciezka 4:
kontrola dodatnia 1/2c-3c, $ciezka 5: kontrola dodatnia 4b-4d-4e, sciezki 6-17:
badane szczepy L. monocytogenes, Sciezka 18: kontrola ujemna [fotografia
wiasnal

Na ryc. 14 przedstawiono wyniki przynaleznosci do grup serologicznych
badanych szczepéw (n=50). Stwierdzono, ze najliczniejszg byta serogrupa 1/2a-
3a, ktdrg reprezentowato 31 (62,0%) szczepéw, w tym 14, 7, 5 5 izolowanych
odpowiednio z materiatu klinicznego, fososia, wedlin i mrozonek warzywnych.
Drugg, pod wzgledem liczebnosci, byta serogrupa 4b-4d-4e, ktorg
potwierdzono wséréd 14 (28,0%) badanych szczepdow. Wsrdd tej serogrupy
dominowaty szczepy izolowane z mrozonek warzywnych (7 szczepéw). Z kolei,
do grupy serologicznej 1/2b-3b sklasyfikowano trzy szczepy, w tym dwa
wyosobnione z wedlin i jeden izolowany z materiatu klinicznego. Grupa
serologiczna 1/2c-3c zostata potwierdzona u trzech szczepow (ryc. 14). Nie
wykazano istotnych statystycznie zaleznosci (p = 0,143; test Fishera) pomiedzy

przynaleznoscig do grupy serologicznej a pochodzeniem szczepdéw.
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Rycina 14. Przynaleznos$¢ do grup serologicznych w zaleznosci od pochodzenia badanych
szczepdw (n=50) L. monocytogenes

4.2.2. Ocena czestosci wystepowania gendw kodujacych wybrane czynniki
wirulencji

Analiza obejmowata ocene czestosci wystepowania 10 gendw kodujgcych

wybrane czynniki wirulencji, tj. actA, fbpA, hly, iap, inlA, inlB, mpl, prfA, picA,

plcB  wsrdod 50 badanych szczepdw L. monocytogenes. Na fot. 2-4

przedstawiono przyktadowe elektroforegramy produktéow amplifikacji

przeprowadzonych w trzech reakcjach multipleks PCR.
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Fotografia 2. Elektroforegram produktow amplifikacji reakcji multipleks 1, obejmujacej geny:
fbpA (435 pz), plcA (278 pz), hly (101 pz). Sciezka 1: marker wielkosci (100-
1000 pz), Sciezka 2: kontrola dodatnia szczep IWA41, $ciezki 3-5: badane
szczepy L. monocytogenes [fotografia wtasnal

M 1 2 3 4

G D|CB

<+——— inlB

& actA
200

— jap
100

Fotografia 3. Elektroforegram produktow amplifikacji reakcji multipleks I, obejmujacej geny:
plcB (794 pz), inlB (302 pz), actA (231 pz), iap (131 pz). Sciezka 1: marker
wielkosci (100-1000 pz), $ciezka 2: kontrola dodatnia szczep IW41, Sciezki 3-
5: badane szczepy L. monocytogenes [fotografia wiasnal
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Fotografia 4. Elektroforegram produktow amplifikacji reakcji multipleks Ill, obejmujgcej geny:
inlA (2341 pz), mpl (1458 pz), prfA (706 pz). Sciezka 1: marker wielkosci (100-
2500 pz), Sciezka 2: kontrola dodania szczep IW41, sciezki 3—5: badane szczepy
L. monocytogenes [fotografia wiasnal

Wykazano obecnos¢ gendw: actA, hly, iap, inlA, inlB, plcA, plcB i prfA
wsrod wszystkich badanych szczepéw (n=50) L. monocytogenes. Z kolei, gen
fbpA potwierdzono u 35 (75,0%) szczepéw, a jego brak u 7 izolowanych
z mrozonek warzywnych, 6 z wedlin oraz po jednym szczepie z materiatu
klinicznego i z tososia. Czestos¢ wystepowania genu mpl/ w badanej populacji
L. monocytogenes dotyczyta 38 (76,0%) szczepdw. Genu tego nie stwierdzono
u 12 (24,0%) szczepdw, w tym u 5 szczepdw izolowanych z materiatu
klinicznego, trzech z mrozonek warzywnych, dwdéch z tososia oraz dwdch

z wedlin.

Wsrdd 50 badanych szczepdw L. monocytogenes wyodrebniono cztery
profile (I-IV) genéw wirulencji, ktére ujeto w tab. 8. Najliczniejszy profil |
(obecnos¢ wszystkich gendw kodujacych wybrane czynniki wirulencji)
wykazano u 30 (60,0%) badanych szczepdw L. monocytogenes. Z kolei, profil Il
(brak genu mpl, przy obecnosci pozostatych wykrywanych gendw wirulencji)
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reprezentowato 5 (10,0%) badanych szczepdéw. Nie stwierdzono szczepdw
wyosobnionych z wedlin i mrozonek warzywnych nalezgcych do profilu Il. Profil
Il byt charakterystyczny dla szczepéw izolowanych z 2zywnosci, gdyz
reprezentowany byt przez cztery szczepy izolowane z wedlin oraz cztery
z mrozonek warzywnych. Czestos¢ wystepowania profilu lll w badanej populacji
wynosita 16,0%. Profilu lll (brak genu fbpA, przy obecnosci pozostatych genéw
wirulencji) nie stwierdzono wsrdd szczepéw izolowanych z materiatu
klinicznego i z tososia (tab. 8). Profil IV, obejmowat szczepy, u ktérych nie
wykryto genu fbpA oraz mpl (przy obecnosci pozostatych wykrywanych genow
wirulencji) i wystepowat u 7 (14,0%) badanych L. monocytogenes. Profil IV
reprezentowaty szczepy izolowane zaréwno z materiatu klinicznego, jak
i z zywnosci (tab. 8). Wykazano istotny statystycznie zwigzek (p=0,007; test
Fishera) pomiedzy profilem gendéw wirulencji a pochodzeniem badanych

szczepow.

Tabela 8. Profile gendw wirulencji wsrdd badanych szczepdow (n=50) L. monocytogenes

Liczba szczepow w zaleznosci od pochodzenia

. 1)
- Geny kod.tlx(!ace [n (%)] Ogétem
rofi czynniki Materiat i . Mrozonki  (n=50)
wiruleng;ji o tosos Wedliny
kliniczny (n=8) (n=10) warzywne
(n=20) ~ - (n=12)

fbpA, hly, plcA,

acth, inlB, plcB, 1 2c 0w)  6(75,0%)  4(40,0%) 5 (41,7%) 30

iap, inlA, mpl, (60,0%)
prfA
fbpA, hly, plcA, 5
I actA, inlB, plcB, 4 (20,0%) 1(12,5%) 0(0,0%) 0(0,0%)
e (10,0%)
iap, inlA, prfA
hly, plcA, actA, 3
1] inlB, plcB, iap, 0 (0,0%) 0 (0,0%) 4 (40,0%) 4 (33,3%)
. (16,0%)
inlA, mpl, prfA
hly, plcA, actA, 7
1% inlB, plcB, iap, 1 (5,0%) 1(12,5%) 2(20,0%) 3(25,0%) (14,0%)

inlA, prfA
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Wykazano, ze szczepy zakwalifikowane do | profilu genéw wirulencji
w wiekszosci (25; 83,4%) nalezaty do grupy serologicznej 1/2a-3a (ryc. 15).
Z kolei, profil Il najliczniej (4; 80,0%) reprezentowaty szczepy serogrupy 4b-4d-
4e. W obrebie profilu Ill, 5 (62,5%) szczepdéw nalezato do grupy serologicznej
1/2a-3a, a trzy szczepy do serogrupy 4b-4d-4e. Natomiast profil IV gendw
wirulencji najliczniej (5; 71,4%) obejmowaty szczepy z potwierdzong serogrupga

4b-4d-4e (ryc. 15).

30
25
25
20
15

10

Liczba szczepow

a 5 5
5 3
122 51, . I 00 11, I
Profil | Profil 1l Profil 1l Profil IV
Profil genéw wirulencji

m1/2a-3a 1/2b-3b m1/2c-3c MW 4b-4d-4e

Rycina 15. Liczba szczepdw reprezentujacych dany profil genéw wirulencji a przynaleznos¢ do
grupy serologicznej. Profil I-obecnos¢ 10 uwzglednionych w badaniu gendw
kodujgcych czynniki wirulencji, Profil ll-brak genu mpl, przy obecnosci pozostatych
gendw wirulencji; Profil lll-brak genu fbpA, przy obecnosci pozostatych gendw
wirulencji, Profil IV-brak genu mpl i fbpA, przy obecnosci pozostatych gendw
wirulencji

Okreslono czestos¢ wystepowania LIPI-1 obejmujgcej nastepujgce geny
wirulencji: prfA, plcA, hly, mpl, acthA, plcB wsréd badanej populacji
L. monocytogenes. Wykazano obecnosc¢ LIPI-1 u 38 (76,0%) badanych szczepow,
wtymu 15,9, 8i6izolowanych odpowiednio z materiatu klinicznego, mrozonek
warzywnych, wedlin i tososia. Szczepy, u ktérych potwierdzono obecnos¢ LIPI-
1 najliczniej sklasyfikowano do grupy serologicznej 1/2a-3a (30; 80,0%). Grupa
serologiczna 1/2b-3b i obecnosé LIPI-1 zostata potwierdzona u jednego szczepu

izolowanego z wedlin. U jednego szczepu wyosobnionego z materiatu
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klinicznego i jednego z wedlin wykazano LIPI-1 oraz przynaleznos¢ do serogrupy
1/2c-3c. Natomiast grupa serologiczna 4b-4d-4e i obecno$é LIPI-1 zostata
wykazana u czterech szczepdw wyosobnionych z mrozonek warzywnych oraz

jednego szczepu izolowanego z wedlin (ryc. 16).

16 14
14
12
3
S 10
S 8
N 6
c 6 55
2 4
S 2
-
2 00 ! 0 ! 0 ! 0 00 1I
0 [ | H . [ |
1/2a-3a 1/2b-3b 1/2c-3c 4b-4d-4e
Grupa serologiczna
B Materiat kliniczny tosos m Wedliny ™ Mrozonki warzywne

Rycina 16. Przynalezno$¢ do grupy serologicznej w zaleznosci od pochodzenia wsrdd szczepdow
(n=38) u ktdérych wykazano obecnos¢ LIPI-1 (ang. Listeria Pathogenicity Island 1)

4.2.3. Ocena wrazliwosci na antybiotyki

Oceniono wrazliwos¢ badanych szczepdw na 5 antybiotykdw, tj. penicyling,

ampicyline, meropenem, erytromycyne oraz trimetoprim-sulfametoksazol.

Wsréd badanych szczepdw wyodrebniono trzy profile wrazliwosci na
antybiotyki (A-C), ktére ujeto w tab. 9. Najliczniejszy, profil A (wrazliwos¢ na
wszystkie uwzglednione w ocenie antybiotyki) reprezentowato 46 (92,0%)
szczepow. Natomiast profil B (opornos¢ na penicyline, przy wrazliwosci na
pozostate antybiotyki) potwierdzono wsrdd trzech szczepdw z materiatu
klinicznego. Opornos¢ na erytromycyne (przy wrazliwosci na pozostate
antybiotyki) wykazano u jednego szczepu izolowanego z tososia (profil C) (tab.
9). Nie stwierdzono istotnie statystycznego (p=0,180; test Fishera) zwigzku

pomiedzy profilem wrazliwosci na antybiotyki a pochodzeniem szczepow.
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Tabela 9. Profile wrazliwosci na antybiotyki wsréd badanych szczepéw (n=50)
L. monocytogenes

Liczba szczepéw w zalezno$ci od pochodzenia

0,
Profil Antybiotyki G4l Ogétem
ron ntybiotyki Materiat , . Mrozonki (n=50)
. tosos Wedliny
kliniczny (n=8) (n=10) warzywne
(n=20) - - (n=12)
O:- 10 46
W: P, AMP, MEM, E, STX 17(850)  7(87,5) (100,0) 12(100,0 (92,02%)
O:P 3
B W: AMP, MEM, E, STX 3(15,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) (6,0%)
c OE 00000  1(125 0(00)  0(0,0) L
W: P, AMP, MEM, E, STX ’ ! ’ ’ (2,0%)

O-oporny, W-wrazliwy, P-penicylina, AMP-ampicylina, MEM-meropenem, E-erytromycyna,
STX-trimetoprim-sulfametoksazol

Wsréd badanych szczepdw L. monocytogenes sklasyfikowanych do
profilu A, 29 (63,0%) nalezato do grupy serologicznej 1/2a-3a (ryc. 17). Szczepy,
u ktérych wykazano opornosc na penicyline (profil B) reprezentowaty trzy rézne
grupy serologiczne: 1/2a-3a, 1/2c-3c, 4b-4d-4e (ryc. 17). Natomiast szczep
wyosobniony z tososia, z potwierdzong opornoscig na erytromycyne (profil C),

zostat zaklasyfikowany do serogrupy 1/2a-3a (ryc. 17).
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Liczba szczepow
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1/2a-3a 1/2b-3b 1/2c-3c 4b-4d-4e

o

Grupa serologiczna
m Profil A Profil B Profil C

Rycina 17. Przynaleznos¢ do grupy serologicznej badanych szczepdw (n=50) w zaleznosci od
profilu antybiotykowrazliwosci. Profil A-wrazliwo$¢ na wszystkie badane
antybiotyki, Profil B-opornos¢ na penicyling, przy wrazliwosci na cztery pozostate
antybiotyki, Profil C-opornos¢ na erytromycyne, przy wrazliwosci na cztery
pozostate antybiotyki
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4.2.4. Ocena wartosci minimalnego stezenia hamujacego i minimalnego
stezenia bakteriobdjczego bakteriofaga w preparacie PhageGuard L

Ocenie poddawano wptyw bakteriofaga w preparacie PhageGuard L o stezeniu
od 5x 10* do 5 x 10° PFU/ml na wzrost badanych szczepdw L. monocytogenes.
Wykazano, ze stezenie w zakresie 5x 10* do 5 x 10° PFU/ml nie hamowato
wzrostu badanych szczepdw (tab. 10). Stezenie 5 x 106 PFU/ml zahamowato
wzrost jednego szczepu izolowanego z materiatu klinicznego. Szczep ten
reprezentowat grupe serologiczng 1/2a-3a (ryc. 18). Z kolei, stezenie
bakteriofaga 5 x10’ PFU/ml zahamowato wzrost 5 (10,0%) szczepdw
nalezgcych do grupy serologicznej 1/2a-3a (tab. 10, ryc. 18).

Tabela 10. Minimalne stezenie hamujgce bakteriofaga w preparacie PhageGuard L wobec
badanych szczepdw (n=50) L. monocytogenes

Liczba szczepow w zaleznosci od pochodzenia

0,
Wartos¢ MIC Materiat el Mrozonki Ogotem
[PFU/mI] . . tosos Wedliny (n=50)
kliniczny (n=8) (n=10) warzywne
(n=20) - - (n=12)
0
5x10% 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) 0.0%
(0,0%)
0
5
5x10 0 (0,0) 0 (010) 0 (0,0) 0 (0,0) (0,0%)
1
108 1
5x10 (5,0) 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0) (2,0%)
5
7
5x10 0(0,0) 4 (50,0) 0(0,0) 1(8,3) (10,0%)
22
5x108 10 (50,0) 3(37,5) 4 (40,0) 5(41,7) 18.0%
(44,0%)
8
10° 2(1 2(1
5x10 (10,0) 0(0,0) 4 (40,0) (16,7) (16,0%)
11
10
5x10 7(35,0) 0(0,0) 2 (20,0) 2(16,7) (22,0%)
powyzej 3
5x1010 0(0,0) 1(12,5) 0(0,0) 2 (16,7) (6,0%)

MIC-minimalne stezenie hamujgce (ang. minimum inhibitory concentration), PFU-plaque
forming unit (jednostka tworzgca tysinke)

Najskuteczniejszym stezeniem bakteriofaga w preparacie PhageGuard
L, hamujagcym wzrost najwiekszej liczby szczepdw (22; 44,0%) byto 5 x 108
PFU/ml (tab. 10). Szczepy, dla ktérych to stezenie przyjeto za warto$¢ MIC
najliczniej (13; 59,0%) reprezentowaty grupe serologiczng 1/2a-3a (ryc. 18).
Stezenie 5 x 10 PFU/ml hamowato wzrost 11 (22,0%) szczepdw (tab. 10). Dla

szczepow sklasyfikowanych do grupy serologicznej 1/2b-3b (jeden szczep
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izolowany z materiatu klinicznego oraz jeden z wedlin), wartos¢ MIC
bakteriofaga wynosita 5x 10 PFU/ml (ryc. 18). Dwa szczepy wyosobnione
z mrozonek warzywnych i jeden szczep wyizolowany z tososia i pozostawaty
niewrazliwe na wszystkie uwzglednione w badaniu stezenia PhageGuard L (tab.
10). Szczepy te zaklasyfikowano do grupy serologicznej 1/2a-3a (szczep
wyosobniony z fososia i mrozonek warzywnych) oraz 4b-4d-4e (szczep

izolowany z mrozonek warzywnych) (ryc. 18).
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Q-Ln . . .
Materiat kliniczny
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E < tosos
n
o Materiat kliniczny — ———
S Mrozonki warzywne
N [e)) A
E <a Wedliny s
] X tosos
o (n
2z Materiat kliniczny ~ —
%‘ Mrozonki warzywne I
~ Y .
> S Wedliny I
e X toso$ m——
% Materiat kliniczny I
B Mrozonki warzywne W
f ~ .
g 3 Wedliny
© % toso$  —
o n
2 Materiat kliniczny
-g«; Mrozonki warzywne
- (o] .
" <8 Wedliny
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5 10 15

Liczba szczepow
m1/2a-3a 1/2b-3b ®m1/2c-3c MW 4b-4d-4e
Rycina 18. Warto$¢ minimalnego stezenia hamujgcego (ang. minimum inhibitory
concentration, MIC) bakteriofaga w preparacie PhageGuard L w zaleznosci od

przynaleznosci do grupy serologicznej i pochodzenia badanych szczepéw (n=50)
L. monocytogenes. PFU—plaque forming unit (jednostka tworzaca tysinke)

73



Wartos¢ MBC wykazano dla 5 badanych szczepéw L. monocytogenes.
Stezenie 5 x 108 PFU/ml okreslono jako warto$é¢ MBC dla 4 (8,0%) szczepdw,
w tym trzech izolowanych z materiatu klinicznego i jednego z mrozonek
warzywnych. Natomiast 5 x 10° PFU/ml byto bakteriobdjcze dla jednego
szczepu wyosobnionego z materiatu klinicznego (tab. 11). Wzrost na podtozu
statym po ekspozycji na peten zakres uwzglednionego w badaniu stezenia
bakteriofaga w preparacie PhageGuard L wykazano wsréd 42 (84,0%) badanych
szczepow. W odniesieniu do dwoch szczepdw izolowanych z mrozonek
warzywnych i jednego wyosobnionego tososia nie wykazano dziatania

hamujgcego wzrost ani bakteriobdjczego (tab. 10, 11).

Tabela 11. Minimalne stezenie bakteriobdjcze bakteriofaga w preparacie PhageGuard L
wobec badanych (n=50) szczepdw L. monocytogenes

Liczba szczepdw w zalezno$ci od pochodzenia
[n(%)]

Wartos¢ MBC Materiat Mrozonki Ogdtem
[PFU/mI] . . tosos Wedliny (n=50)
kliniczny (n=8) (n=10) warzywne
(n=20) - - (n=12)
4
3
5x10 3(15,0) 0(0,0) 0(0,0) 1(8,3) (8,0%)
1
10° 1
5x10 (5,0) 0(0,0) 0(0,0) (0,0) (2,0%)
wzrost przy 42
5x1010 16 (80,0) 7 (87,5) 10(100,0) 9 (75,0) (84,0%)
3
brak wptywu 0(0,0) 1(12,5) 0(0,0) 2 (16,7) (6,0%)

MBC-minimalne stezenie bakteriobdjcze (ang. minimum bactericidal concentration), PFU-
plague forming unit (jednostka tworzgca tysinke)

4.3. Wptyw wybranych czynnikdw stresowych na wzrost i przezywalnos¢
badanych szczepdw Listeria monocytogenes

W niniejszym badaniu oceniano wptyw stresu osmotycznego, kwasowego
i zasadowego na wzrost badanych szczepdw L. monocytogenes oraz niskiej
i wysokich temperatur, cyklicznego zamrazania i rozmrazania, niedoboru

i nadmiaru sktadnikdow odzywczych na przezywalnosé badanych szczepdw.

4.3.1. Stres osmotyczny

Ocenie poddawano wptyw stezenia NaCl w zakresie 0,0 - 20,0% na wzrost

badanych szczepéw. Uzyskane wyniki przedstawiono na ryc. 19. Wykazano
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wzrost wszystkich badanych szczepéw (n=50) w zakresie stezerh od 0,0% do

6,0% NacCl.

20% | T R 59 (100,0%)
19% | i I mm—IER 50 (100,0%)
18% | L I, 50 (100,0%)
17% | IR 50 (100,0%)
16% | m—— 50 (100,0%)
15% | I I mmmmmn, 49 (98,0%)
14% | S mm—. 49 (98,0%)
13% [ I, 43 (96,0%)
12% [N S, 41 (9,0%)
11% [ — 47 (94,0%)
10% [N m——— 43 (86,0%)

9% N TN I a2 (84,0%)

8% [N ——32 (64,0%)

7% 5 (10,0%)

0 10 20 30 40 50 60

Stezenie NaCl [%)]

Liczba szczepow
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Rycina 19. Wartos¢ NaCl hamujgca wzrost badanych szczepéw w zaleznosci od pochodzenia
(uwzgledniono tylko stezenia hamujgce wzrost)

Najnizszym stezeniem hamujgcym wzrost badanych szczepéw byto 7,0%
NaCl, przy ktéorym zahamowanie wzrostu zaobserwowano dla 5 (10,0%)
szczepdw (ryc. 19). Stezenie 8,0% NaCl zahamowato wzrost 32 (64,0%)
szczepow, a stezenie 9,0% NaCl - 42 (84,0%) szczepow. Po ekspozycji na 10,0;
11,0; 12,0 i 13,0% NaCl wykazano brak wzrostu odpowiednio 43 (86,0%); 47
(94,0%); 48 (96,0%) badanych szczepéw. Natomiast stezenie NaCl w zakresie
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16,0-20,0% zahamowato wzrost wszystkich badanych szczepéw (n=50) (ryc.

19).

Mediana stezenia NaCl hamujgcego wzrost dla szczepdw ze wszystkich
grup ze wzgledu na pochodzenie wynosita 8,0% (ryc. 20). Najwyzsze stezenie
tolerowane przez jeden szczep (17t), wyizolowany z tososia, wynosito 15,0%.
W pozostatych grupach najwyisze stezenie NaCl umozliwiajgce przezycie
wyniosto 10,0%, 12,0%, 13,0% dla szczepdw wyosobnionych odpowiednio
z mrozonek warzywnych (297M), wedlin (459W) i z materiatu klinicznego (50K).
Nie wykazano istotnych statystycznie zaleznosci w odpowiedzi na stres

osmotyczny pomiedzy grupami szczepdw ze wzgledu na pochodzenie (ryc. 20).
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Rycina 20. Poréwnanie grup szczepow (ze wzgledu na pochodzenie) w odpowiedzi na stres
osmotyczny. Wykres pudetkowy: srodek: mediana, granice pudetka: 25. i 75.
centyl, wasy rozciggajg sie do najmniejszej/najwiekszej wartosci nie dalej niz
mediana t+ 1,5-krotnos¢ przedziatu miedzykwartylowego. a, b-wartosci
oznaczone roznymi literami réznig sie istotnie statystycznie (p<0,05). K-materiat
kliniczny, t-tosos, W-wedliny, M-mrozonki warzywne

4.3.2. Stres kwasowy i zasadowy

W badaniu oceniano wptyw stresu kwasowego i zasadowego na wzrost

badanych szczepdw L. monocytogenes. Przy pH 7,0 wykazano wzrost wszystkich
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badanych szczepow (n=50). W analizie wynikéw uwzgledniono dwa warianty,
tj. ,wartos¢ pH < 7,0 hamujaca wzrost” (stres kwasowy) oraz ,, wartos¢ pH > 7,0
hamujgca wzrost” (stres zasadowy). W przypadku, gdy stwierdzono wzrost
(widoczne zmetnienie w bulionie, w trzech powtdérzeniach) przy pH 10,0 i pH

3,0, arbitralnie przyjeto odpowiednio wartosci 11,0 2,0 jako hamujgce wzrost.

Mediana dla,,wartosci pH < 7,0 hamujaca wzrost” wynosita 5,0; 4,5; 4,0
i 3,5 dla szczepdw izolowanych odpowiednio z wedlin, materiatu klinicznego,
mrozonek warzywnych i tososia (ryc. 21). Nie wykazano istotnych statystycznie
zaleznosci w odpowiedzi na stres kwasowy w zaleznosci od pochodzenia

szczepow (ryc. 21).
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Rycina 21. Poréwnanie grup szczepdéw na podstawie pH<7, ktére hamowato wzrost (stres
kwasowy). Wykres pudetkowy: srodek: mediana, granice pudetka: 25 i 75 centyl,
wasy: minimum i maksimum. a, b-wartosci oznaczone réznymi literami réznig sie
istotnie statystycznie (p<0,05)
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Wykazano, ze pH 6,0 zahamowato wzrost 5 (10,0%) szczepdw. Dalsze
obnizanie pH powodowato zahamowanie wzrostu 24 (48,0%), 36 (72,0%) i 47

(94,0%) szczepdw, odpowiednio przy pH 5,0, 4,0 3,0 (ryc. 22A).
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Rycina 22. Liczba szczepdw, u ktérych wykazano zahamowanie w zaleznosci od wartosci pH.
A. wartosci w wariancie pH<7,0, B. wartosci w wariancie pH>7,0

Wykazano, ze wartos¢ pH 8,0 zahamowata wzrost 6 (12,0%) szczepdw
(ryc. 22B). Natomiast, przy pH 9,0 wykazano brak wzrostu 26 (52,0%) szczepdw,
a przy pH 10,0 - 32 (64,0%) badanych L. monocytogenes (ryc. 22B). Co istotne,

18 (36,0%) szczepdw, w tym 12 wyosobnionych z materiatu klinicznego, trzech
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z mrozonek warzywnych, dwéch z tososia i jednego z wedlin, wzrastato przy pH

10,0.

Mediana w wariancie ,wartos¢ pH > 7,0 hamujgca wzrost” wynosita 11,0
dla szczepodw wyosobnionych z materiatu klinicznego oraz 9,0 dla szczepdéw
izolowanych z wedlin, mrozonek warzywnych i fososia (ryc. 23). Nie wykazano
istotnych statystycznie zaleznosci w odpowiedzi na stres zasadowy w zaleznosci

od pochodzenia szczepdéw (ryc. 23).
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Rycina 23. Poréwnanie grup szczepdw na podstawie pH>7, ktére hamowato wzrost (stres
zasadowy). Wykres pudetkowy: srodek: mediana, granice pudetka: 25 i 75 centyl,
wasy: minimum i maksimum. a, b—wartosci oznaczone réznymi literami réznig sie
istotnie statystycznie (p<0,05)

Zakres pH, przy ktérym obserwowano wzrost badanych szczepéw
(n=50) przedstawiono na ryc. 24. Wykazano, ze 10 (20,0%) szczepow
z zahamowanym wzrostem przy pH 5,0 tolerowato szerszy zakres pH, az do
wartosci 10,0. Natomiast, szczep izolowany z materiatu klinicznego (18K)
tolerowat najszerszy zakres ujetego w badaniu pH (od 3,0 do 10,0). Wykazano,
Ze trzy szczepy namnazaty sie tylko w bardzo waskim zakresie pH (zakres 6,0-

7,0 [szczepy 57K i 470W] oraz zakres 7,0-8,0 [szczep 132M]) (ryc. 24).
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Numer szczepu

Zakres pH przy ktorym obserwowano wzrost

Zrodto izolacji | materiat kliniczny Wedliny Mrozonki tosos
warmywne

Rycina 24. Zakres pH, w ktéorym wykazano wzrost badanych szczepéw (n=50)
L. monocytogenes. K-materiat kliniczny, W-wedliny, M-mrozonki warzywne, t-
tosos
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4.3.3. Stres cieplny

Analizie poddano przezywalnos¢ badanych szczepdéw L. monocytogenes po
ekspozycji na cztery warianty wysokiej temperatury (55, 60, 65 i 70°C)
w nastepujgcych punktach czasowych: 2, 15, 30 i 60 minut (stres cieplny).
W tab. 12 przedstawiono mediany liczby komoérek dla kazdego wariantu

badania w zaleznosci od pochodzenia badanych szczepdw.

Tabela 12. Mediana liczby komdrek po ekspozycji na stres cieplny w zaleznosci od
pochodzenia badanych szczepdw

Mediana liczby komérek [log j.t.k./ml]

Wari
ariant Szczep.y Szczepy Szczepy Szczc_epy
stresu z materiatu . . z mrozonek
.. z tososia z wedlin
klinicznego (n=8) (n=10) warzywnych
(n=20) - - (n=12)
Bez czynnika 11,39 11,21 10,92 11,44
stresowego
2 minuty, 55°C 10,97 10,84 10,67 11,06
15 minut, 55°C 6,89 6,93 6,89 6,54
30 minut, 55°C 5,47 5,49 5,28 5,49
60 minut, 55°C 3,85 3,73 3,63 3,48
2 minuty, 60°C 10,46 10,45 10,19 10,24
15 minut, 60°C 6,04 5,85 5,13 4,96
30 minut, 60°C 5,35 3,60 4,04 3,33
60 minut, 60°C 3,60 3,03 0,0 0,0

2 minuty, 65°C 9,92 9,92 10,28 10,11
15 minut, 65°C 5,45 3,39 3,96 3,52
30 minut, 65°C 4,15 2,25 2,76 0,00
60 minut, 65°C 1,48 1,30 0,00 0,00
2 minuty, 70°C 9,08 9,24 9,06 8,81
15 minut, 70°C 3,69 2,46 1,30 1,54
30 minut, 70°C 1,15 1,15 0,00 0,00
60 minut, 70°C 0,00 0,00 0,00 0,00

j.t.k.-jednostka tworzgca kolonie
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Ekspozycja badanych szczepdw L. monocytogenes na stres cieplny
skutkowata zmniejszeniem liczby komodrek, w kazdym wariancie
temperaturowym oraz czasowym dla wszystkich badanych szczepéw
niezaleznie od pochodzenia (tab. 12). OdpowiedzZ na stres cieplny byta cechg
indywidualng szczepéw. Wykazano przezywalnos¢ wszystkich badanych
szczepdéw w temperaturze 55°C (2, 15, 30 i 60 minut) oraz 60°C (2, 15 i 30
minut). Najnizsza temperatura, ktéra zahamowata wzrost L. monocytogenes
wynosita 60°C, czas ekspozycji 60 minut. W tym wariancie wykazano
zahamowanie wzrostu u 16 (32,0%) badanych szczepéw. Udokumentowano, ze
zwiekszenie temperatury do 70°C skutkowato zahamowaniem wzrostu
kolejnych szczepdw, odpowiednio czterech, czterech i jednego wyosobnionych
z wedlin, mrozonek warzywnych i fososia dla czasu 15 minut (ryc. 25).
W wariancie, w ktérym szczepy L. monocytogenes poddano dziataniu 70°C przez
60 minut wykazano przezywalnos$é¢ 5 (10,0%) szczepdw, w tym czterech
izolowanych z materiatu klinicznego oraz jednego szczepu wyosobnionego

z tososia.

60 min., 70°C

30 min., 70°C

15 min., 70°C

60 min., 65°C

Wariant eksperymentu

30 min., 65°C

60 min., 60°C

o
N
N
fo))
00

10 12 14 16 18

Liczba szczepow

B Mrozonki warzywne B Wedliny ®toso$ M Materiaf kliniczny

Rycina 25. Liczba szczepow niewykazujgcych wzrostu po ekspozycji na stres cieplny. Na rycinie
przedstawiono tylko warianty badania, ktére zahamowaty wzrost wsréd badanych
szczepow
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4.3.4. Stres niskiej temperatury

Okreslono przezywalnos$¢ badanych szczepdw L. monocytogenes po ekspozycji

na temperature 4°C (stres niskiej temperatury) przez 1, 3, 5, 10, 15 i 30 dni.

W tab. 13 przedstawiono mediany liczby bakterii

na kazdym etapie

eksperymentu z uwzglednieniem pochodzenia tych szczepdw.

Tabela 13. Mediana liczby komarek po ekspozycji na stres niskiej temperatury w zaleznosci od

pochodzenia szczepdw L. monocytogenes

Mediana liczby komérek [log j.t.k./ml]

Wariant
Szczepy Szczepy
czasowy . Szczepy Szczepy .
. z materiatu . R zZ mrozonek
stresu [dni] . . z tososia z wedlin
klinicznego (n=8) (n=10) warzywnych
(n=20) - - (n=12)
Bez czynnika 6,97 6,64 6,37 6,77
stresowego
1 7,78 7,97 7,95 7,96
3 8,41 8,27 8,30 8,40
5 9,36 9,01 8,64 8,96
10 9,60 8,95 8,83 9,03
15 10,46 9,46 8,94 8,40
30 11,02 10,19 10,13 10,18

j.t.k.-jednostka tworzaca kolonie

Stres zwigzany z dziataniem niskiej temperatury nie spowodowat

catkowitej eliminacji zadnego z badanych szczepdw. Po 24 godzinach oraz 3i 5

dniach ekspozycji na dziatania temperatury 4°C wykazano wzrost liczby bakterii

wzgledem kontroli dla wszystkich badanych szczepéw (tab. 13).

Na ryc. 26 przedstawiono wyniki zmiany liczby bakterii wzgledem

kontroli po ekspozycji na stres niskiej temperatury dla grup szczepdw ze

wzgledu na pochodzenie. Mediana zmiany liczebnosci bakterii wynosita 3,86;

3,67; 3,63 i 3,47 log. j.tk./ml dla szczepéw izolowanych odpowiednio

z wedlin, materiatu klinicznego, tososia i mrozonek warzywnych (ryc. 26). Nie
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wykazano istotnych statystycznie zaleznosci w tolerancji na stres niskiej

temperatury w odniesieniu do pochodzenia badanych szczepéw (ryc. 26).
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Materiat kliniczny Wedliny Mrozonki warzywne tosos

Pochodzenie szczepéw

Rycina 26. Zmiana liczebnosci bakterii wzgledem kontroli po 30 dniach ekspozycji na stres niskich
temperatur w zaleznosci od pochodzenia badanych szczepow. Wykres pudetkowy:
srodek: mediana, granice pudetka: 25 i 75 centyl, wasy: minimum i maksimum. a, b-
wartosci oznaczone réznymi literami rdznig sie istotnie statystycznie (p<0,05). j.t.k.-
jednostka tworzaca kolonie

4.3.5. Stres cyklicznego zamrazania i rozmrazania

Oceniono wptyw 4 cykli zamrazania (-20°C) oraz rozmrazania na przezywalnos¢
badanych szczepdw L. monocytogenes. W badaniu uwzgledniono wariant,
w ktorym probki przechowywano w zamrozeniu i rozmrozono je wraz
z ostaniem rozmrazaniem prébek poddawanych cyklicznemu zamrazaniu-
rozmrazaniu. W tab. 14 przedstawiono mediany liczby bakterii na kazdym

etapie badania z uwzglednieniem pochodzenia szczepdéw.
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Tabela 14. Mediany liczby bakterii po ekspozycji na stres cyklicznego zamrazania
i rozmrazania w zaleznosci od pochodzenia badanych szczepéw

Mediana liczby komérek [log j.t.k./ml]
Wariant
Szczepy Szczepy
czasowy . Szczepy Szczepy .
z materiatu . . z mrozonek
stresu . . z fososia z wedlin
klinicznego (n=8) (n=10) warzywnych
(n=20) B B (n=12)
Bez czynnika 7,45 7,60 7,41 7,27
stresowego
1 cykl 7,63 7,55 7,38 7,45
2 cykl 7,54 7,45 7,36 7,49
3 cykl 7,60 7,45 7,40 7,53
4 cykl 7,10 7,42 7,20 7,47
rozmrozenie 7,57 7,60 7,41 7,27

po 4 cyklu*
j.t.k. —jednostka tworzaca kolonie, * - bez cyklicznego zamrazania-rozmrazania

Wykazano, przezywalnos¢ badanych szczepdw na kazdym etapie stresu
zamrazania-rozmrazania (tab. 14). Ujawniono wzrost liczby bakterii po 1., 2.
i 3. cyklu dla szczepdw izolowanych z materiatu klinicznego oraz spadek po 4.
cyklu zamrazania-rozmrazania (ryc. 27). W odniesieniu do szczepow
wyosobnionych z tososia i wedlin wykazano spadek liczby bakterii wzgledem
kontroli podczas wszystkich cykli stresu (ryc. 27). Potwierdzono wzrost liczby
bakterii po kazdym cyklu zamrazania-rozmrazania dla szczepdw izolowanych
z mrozonek warzywnych. Dla badanych szczepdw rozmrozonych tylko
jednokrotnie, po 4. cyklu wykazano wzrost liczby bakterii szczepéw
izolowanych z materiatu klinicznego (o 0,12 log j.t.k./ml) wzgledem kontroli.
W odniesieniu do szczepdéw izolowanych z tososia, wedlin i mrozonek
warzywnych w tym wariancie nie stwierdzono zmiany w liczbie bakterii wobec

kontroli (tab. 14, ryc. 27).

85



)
~ N
g ) ) s ° ~
o .
< by = n ()
v o o I"\ ~
[ o ° e
- oS ©
U] o
(@)
=
= I o oo
o
w [ | I - .
= P
x I2) o
< n © n =
o S S S -
> o o
m 1 1
N
n n
= = = o
— -~ -
< < Q -
> o«
? N
< S
b
N
n
0
o
1
1 2 3 4 4*

CYKL ZAMRAZANIA-ROZMRAZANIA

B Materiat kliniczny toso$ m Wedliny ™ Mrozonki warzywne

Rycina 27. Zmiana liczby bakterii [log j.t.k. (jednostka tworzgca kolonie)/ml] wzgledem kontroli
podczas stresu cyklicznego zamrazania-rozmrazania. 4* - bez cyklicznego
zamrazania-rozmrazania

Oceniono wptyw numeru cyklu stresu cyklicznego zamrazania-
rozmrazania na zmiany w liczbie bakterii, niezaleznie od pochodzenia szczepdéw.
Na podstawie testu Wilcoxona wykazano istotne statystycznie zaleznosci
pomiedzy cyklami 0i 1 (widoczny wzrost liczby bakterii), a takze miedzy cyklem
4al,2, 3(po4.cykluliczba bakterii spadtfa) (ryc. 28). Nie stwierdzono istotnych
statystycznie zaleznosci (p =0,074) w liczbie bakterii pomiedzy wariantem 4
cykli zamrazania-rozmrazania a wariantem rozmrazania tylko po 4. cyklu (bez

cyklicznego zamrazania i rozmrazania).
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Rycina 28. Poréwnanie numeru cyklu zamrazania-rozmrazania na podstawie zmiany liczby
bakterii. Wykres pudetkowy: srodek: mediana, granice pudetka: 25 i 75 centyle,
wasy: minimum i maksimum. a, b, c-wartosci oznaczone réznymi literami réznig
sie istotnie statystycznie (p<0,05)

4.3.6. Stres zwigzany z niedoborem i nadmiarem sktadnikéw odzywczych

Okreslono, zaréwno wptyw niedoboru jak i nadmiaru sktadnikéw odzywczych
dostepnych w  bulionie na przezywalno$¢ badanych szczepdéw

L. monocytogenes.

Potwierdzono przezywalno$¢ badanych szczepow przy kazdej
dostepnosci sktadnikdw odzywczych. Wykazano, ze mediana zmiany liczby
bakterii (wzgledem kontroli) w wariancie niskiej dostepnosci sktadnikow
odzywczych wynosita -0,86; -0,91, -1,46 i -1,70 log j.t.k./ml dla szczepow
izolowanych odpowiednio z wedlin, mrozonek warzywnych, materiatu
klinicznego i tososia (ryc. 29). Wykazano istotne statystycznie rdznice
w przezywalnosci badanych L. monocytogenes podczas stresu zwigzanego
z niedoborem sktadnikow odzywczych pomiedzy szczepami izolowanymi
z wedlin a szczepami z materiatu klinicznego i tososia, a takze pomiedzy
szczepami wyosobnionymi z tososia a z wedlin i mrozonek warzywnych (ryc.

29).
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Rycina 29. Zmiana liczby bakterii wzgledem kontroli dla wariantu niskiej dostepnosci sktadnikéw
odzywczych dla badanych szczepow ze wzgledu na pochodzenie. Wykres pudetkowy:
srodek: mediana, granice pudetka: 25. i 75. centyl, wasy: minimum i maksimum. a, b-
wartosci oznaczone réznymi literami réznia sie istotnie statystycznie (p<0,05). j.t.k.-

jednostka tworzaca kolonie

Wykazano, ze mediana zmiany liczby bakterii (wzgledem kontroli)

w wariancie wysokiej dostepnosci sktadnikéw wynosita 1,18; 1,20; 1,53 i 1,71

log j.t.k./ml dla szczepdw izolowanych odpowiednio z mrozonek warzywnych,

materiatu klinicznego, wedlin i tososia (ryc. 30). Wykazano istotne statystycznie

roznice w przezywalnosci badanych L. monocytogenes podczas stresu

zwigzanego z nadmiarem skfadnikow odzywczych pomiedzy szczepami

izolowanymi z tososia a wyosobnionymi z materiatu klinicznego i mrozonek

warzywnych (ryc. 30).
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Rycina 30. Zmiana liczby bakterii wzgledem kontroli dla wariantu wysokiej dostepnosci
sktadnikow odzywczych dla badanych szczepéw ze wzgledu na pochodzenie.
Wykres pudetkowy: Srodek: mediana, granice pudetka: 25. i 75. centyl, wasy:
minimum i maksimum. a, b-wartosci oznaczone réznymi literami réznia sie istotnie
statystycznie (p<0,05). j.t.k.-jednostka tworzgca kolonie

4.3.7. Klasyfikacja szczepow wzgledem odpowiedzi na wybrane czynniki
stresowe

Badane szczepy L. monocytogenes sklasyfikowano wedtug odpowiedzi na
wybrane warunki stresowe. W tab. 15 przedstawiono wyniki uzyskane metoda

rangowania dla wszystkich badanych szczepéw (n=50).

89



Tabela 15. Klasyfikacja badanych szczepéw na podstawie metody rangowania

Numer

Wariant stresu / punkty

Wysoki dostep

Niski dostep

szczepu sktadnikow sktadnikow osr:;:szzny Za:;es ciSet:IE:y Wynik
odzywczych odzywczych
55K 49 42 45 18,5 47 201,5
58K 50 45 45 18,5 43 201,5
56K 42 15 45 44,5 46 192,5
38K 46 46 21 33,5 44 190,5
17t 41 7 50 44,5 37 179,5
49K 32 50 21 33,5 33 169,5
37K 27 16 39,5 33,5 49 165
50K 29 21,5 49 33,5 31,5 164,5
57K 33 34 45 2 50 164
30K 45 28 21 48 19 161
54K 36,5 23,5 21 33,5 45 159,5
32K 38 17 21 33,5 48 157,5
15t 31 35,5 21 44,5 20 152
15K 47 8,5 21 33,5 40 150
28t 26 26,5 39,5 33,5 24 149,5
29K 43 19 21 48 13 144
8K 22 5 21 48 42 138
18K 36,5 18 21 50 9 134,5
459w 11,5 25 48 18,5 31,5 134,5
34K 48 8,5 21 33,5 23 134
461W 21 40 39,5 18,5 14 133
481W 11,5 41 3 33,5 41 130
113M 6 49 3 33,5 38 129,5
16K 34 20 21 33,5 16 124,5
1t 40 2 21 33,5 28 124,5
463W 17,5 21,5 21 33,5 30 123,5
243M 15 31 21 44,5 11 122,5
52K 30 29 21 8 34 122
131M 9,5 43 39,5 18,5 10 120,5
14t 44 23,5 21 8 22 118,5
297M 2 48 45 18,5 3 116,5
20t 23 44 3 18,5 27 115,5
268M 3 37 21 18,5 36 115,5
22t 24 12 3 33,5 39 111,5
5t 39 6 21 33,5 12 111,5
314M 1 32 39,5 33,5 5 111
482W 7 47 3 18,5 35 110,5
307M 5 26,5 39,5 33,5 4 108,5
138M 13 35,5 21 18,5 17 105
458W 14 14 21 18,5 29 96,5
53K 28 13 21 8 26 96
23K 35 11 21 8 18 93
155M 8 30 21 18,5 15 92,5
163M 19 33 21 8 8 89
153M 9,5 38 21 8 7 83,5
469W 17,5 4 21 8 25 75,5
132M 4 39 21 2 6 72
470W 25 1 21 2 21 70
473W 20 10 21 8 2 61
472W 16 3 21 8 1 49

K-materiat kliniczny, t-fosos, W-wedliny, M-mrozonki warzywne
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Najwyzszg, sumaryczng note w klasyfikacji uzyskaty cztery szczepy
izolowane z materiatu klinicznego: 55K, 58K, 56K, 38K oraz jeden szczep
wyosobniony z tososia (17t) (tab. 15). Szczepy 55K i 38K zostaty wyhodowane

z ptynu médzgowo-rdzeniowego, natomiast 58K i 56K z krwi.

WSsrdd najbardziej wrazliwych na warunki stresowe (5 ostatnich miejsc
w klasyfikacji [z najnizszg sumaryczng punktacjg]) byty cztery szczepy izolowane
z wedlin oraz jeden z mrozonek warzywnych. Szczepy te sklasyfikowano

w kolejnosci: 469W, 132M, 470W, 473W, 472W (tab. 15).

Sredni wynik przeprowadzonej klasyfikacji wynosit 158,5; 121,5, 109,75
oraz 103,5 punktéw (na 250 mozliwych punktéw) odpowiednio dla szczepéw
izolowanych z materiatu klinicznego, tososia, mrozonek warzywnych i wedlin
(ryc. 31). Najwyzszg tolerancje na warunki stresowe uwzglednione
w klasyfikacji wykazaty szczepy kliniczne, natomiast najbardziej wrazliwe byty
szczepy wyosobnione z wedlin. Wykazano istotne statystycznie roéznice
w ogélnej punktacji pomiedzy szczepami izolowanymi z materiatu klinicznego

a szczepami wyosobnionymi z wedlin i mrozonek warzywnych (ryc. 31).
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Rycina 31. Ogdlny wynik klasyfikacji dla kazdej grupy szczepéw. Wykres pudetkowy: srodek:
mediana, granice pudetka: 25 i 75 centyl, wasy: minimum i maksimum)
z rozktadem danych w postaci kropek. a, b-wartosci oznaczone rdéznymi
literami réznig sie istotnie statystycznie (p<0,05)
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4.4. Wptyw czynnikéw stresowych na wybrane cechy fenotypowe i ekspresje
wybranych gendéw trzech badanych szczepdéw Listeria monocytogenes

Na podstawie klasyfikacji opisanej w punkcie 4.3.7., do dalszych badan wybrano
szczep 55K z najwyzszg sumaryczng liczbg punktéw (wyzsza liczba punktow za

stres cieplny) oraz 472W z najnizszg liczbg punktéw. W badaniu uwzgledniono

szczep wzorcowy L. monocytogenes ATCC 19111.

Ocenie poddawano wptyw nastepujacych stresdw: cieplnego, niskiej
temperatury, mrozenia, kwasowego, zasadowego oraz osmotycznego na
wybrane cechy fenotypowe (MIC antybiotykéw, zdolno$¢ do tworzenia
biofilmu, zdolnos¢ do ruchu) oraz poziom ekspresji gendw sigB i agrA.
Uwzglednione w badaniu warunki stresowe wybrano na podstawie analizy

wynikéw uzyskanych w pierwszym etapie badan.
4.4.1. Zdolno$¢ tworzenia biofilmu po ekspozycji na czynniki stresowe

Wykazano, ze szczep 55K, charakteryzujacy sie umiarkowang zdolnosciag
tworzenia biofilmu (wariant kontrolny) tworzyt silny biofilm po ekspozycji na
niskg temperature oraz staby biofilm w odpowiedzi na stres mrozenia (tab. 16).

Tabela 16. Zdolnos¢ tworzenia biofilmu przez szczep 55K w wariancie kontrolnym oraz po
ekspozycji na czynniki stresowe

Klasyfikacja
Wariant Srednia Odchylenie Wspétczynnik szczepu ze
. . L . wzgledu na
stresu absorbancja standardowe zmiennosci [%]
tworzony
biofilm*
Bez czynnika 0,213 0,009 4,44 Umiarkowany
stresowego
Cieplny 0,163 0,020 12,42 Umiarkowany
temperatury
Mrozenia 0,106 0,003 2,87 Staby
Osmotyczny 0,162 0,002 1,52 Umiarkowany
Kwasowy 0,137 0,001 0,40 Umiarkowany
Zasadowy 0,128 0,008 6,10 Umiarkowany

*kolor zielony-spadek w stosunku do wariantu podstawowego, kolor czerwony-wzrost w stosunku do
wariantu podstawowego, kolor biaty-bez zmian
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Szczep 472W okredlono jako umiarkowanie tworzacy biofilmu (bez
dziatania czynnikéw stresowych). Zmiane w sile tworzenia biofilmu stwierdzono
po ekspozycji na stres niskiej temperatury, osmotyczny, zasadowy i mrozenia
(tab. 17).

Tabela 17. Zdolnos¢ tworzenia biofilmu przez szczep 472W w wariancie kontrolnym oraz po
ekspozycji na czynniki stresowe

Klasyfikacja
Wariant Srednia Odchylenie Wspétczynnik szczepu ze
. . L . wzgledu na
stresu absorbancja standardowe zmiennosci [%]
tworzony
biofilm*
Bez czynnika 0,183 0,014 7,88 Umiarkowany
stresowego
Cieplny 0,280 0,008 2,78 Umiarkowany
Niskiej 0,342 0,014 4,02
temperatury
Mrozenia 0,324 0,011 3,53
Osmotyczny 0,368 0,026 6,98
Kwasowy 0,240 0,047 19,70 Umiarkowany
Zasadowy 0,336 0,004 1,13

*kolor czerwony-wzrost w stosunku do wariantu podstawowego, kolor biaty-bez zmian

Szczep wzorcowy ATCC 19111 w wariancie kontrolnym charakteryzowat
sie stabg zdolnoscig tworzenia biofilmu. Po ekspozycji na stres cieplny,
osmotyczny, kwasowy i zasadowy stwierdzono zwiekszong zdolnos¢ tworzenia
biofilmu i szczep ten sklasyfikowano jako umiarkowanie tworzacy biofilm (tab.
18).

Tabela 18. Zdolnos¢ tworzenia biofilmu przez szczep ATCC 19111 w wariancie kontrolnym
oraz po ekspozycji na czynniki stresowe

Klasyfikacja
Wariant Srednia Odchylenie Wspotczynnik szczepu ze
: . L . wzgledu na
stresu absorbancja standardowe zmiennosci [%]
tworzony
biofilm*
Bez czynnika 0,067 0,003 4,82 Staby
stresowego
Cieplny 0,180 0,014 7,93 ~ Umiarkowany
Niskiej 0,075 0,003 3,37 Staby
temperatury
Mrozenia 0,110 0,000 0,00 Staby
Osmotyczny 0,164 0,010 5,88
Kwasowy 0,138 0,001 0,42
Zasadowy 0,121 0,008 6,45

*kolor czerwony-wzrost w stosunku do wariantu podstawowego, kolor biaty-bez zmian



Kazdy z uwzglednionych wariantow stresowych wptynat na zmiany
w zdolnosci tworzenia biofilmu przez badane szczepy L. monocytogenes.

Zmiany te byly zréznicowane w zaleznosci od badanego szczepu.

4.4.2. Zdolno$¢ do ruchu

Wykazano, ze badane szczepy 55K, 472W i ATCC 1911, zaréwno w wariancie
kontrolnym (bez czynnika stresowego), jak i po ekspozycji na wszystkie badane

warunki stresowe, wykazywaty zdolnos$é do ruchu.

4.4.3. Zmiany wartosci minimalnego stezenia hamujacego antybiotykdw po
ekspozycji na czynniki stresowe

Szczep 55K okreslono jako wrazliwy na 5 badanych antybiotykdéw, zaréwno
w wariancie kontrolnym, jak po ekspozycji na czynniki stresowe. Stres cieplny,
zasadowy i mrozenia obnizyt MIC penicyliny, z wartosci 0,19 do 0,125 pg/ml.
Wartosé MIC ampicyliny ulegta obnizeniu, z 0,19 do 0,125 pg/ml po ekspozycji
na stres cieplny, osmotyczny i mrozenia. Stres kwasowy, zasadowy, osmotyczny
i mrozenia wptynety na wzrost MIC meropenemu (z 0,064 do 0,094 pg/ml),
a stres cieplny obnizat te wartos¢ do 0,047 pg/ml. Stwierdzono spadek MIC
erytromycyny (z 0,25 do 0,125 pg/ml) i trimetoprimu-sulfametoksazolu (z 0,32
do 0,23 pg/ml) w odpowiedzi odpowiednio na stres cieplny oraz osmotyczny.
Z kolei stres zasadowy i kwasowy podwyzszaty wartosci MIC odpowiednio
erytromycyny (do 0,5 pug/ml) i trimetoprimu-sulfametoksazolu (do 0,047 ug/ml)
(tab. 19).

Tabela 19. Zmiany wartosci minimalnego stezenia hamujgcego antybiotykow w wariancie
kontrolnym oraz po dziataniu czynnikéw stresowych dla szczepu 55K

Antybiotyk [ug/ml]

Wariant stresu

P AM MEM E STX
if:ei?v:z:f 0,19 0,19 0,064 0,25 0,032
Cieplny 0,125 0,125 0,047
Mrozenia 0,125 0,125
Osmotyczny 0,19 0,125
Kwasowy 0,19 0,19
Zasadowy 0,125 0,19 0,032

P-penicylina, AMP-ampicylina, MEM-meropenem, E-erytromycyna, STX-trimetoprim-
sulfametoksazol, kolor zielony-spadek w stosunku do wariantu kontrolnego, kolor czerwony-
wzrost w stosunku do wariantu kontrolnego, kolor biaty-bez zmian

94



Wykazano, ze w przypadku szczepu 472W stres cieplny obnizyt MIC
penicyliny z wartosci 0,19 do 0,125 pg/ml. Natomiast, stres cieplny i mrozenia
wptynat na spadek MIC ampicyliny (z 0,125 do 0,094 pg/ml), podczas gdy stres
kwasowy, zasadowy i osmotyczny zwiekszat te wartos¢ (do 0,19 pg/ml). Pod
wptywem stresu kwasowego i zasadowego wzrosta wartos¢ MIC erytromycyny
(z 0,64 do 0,94 pg/ml) oraz meropenemu (z 0,38 do 0,50 pg/ml). Natomiast
ekspozycja na stres cieplny obnizyta wartosci MIC erytromycyny (do 0,19 ug
/ml) i meropenemu (do 0,047 pg/ml). Stres osmotyczny przyczynit sie do
zwiekszenia MIC erytromycyny, do wartosci 0,50 pg/ml. U badanego szczepu
stwierdzono obnizenie wartosci MIC trimetoprimu-sulfametoksazolu po

ekspozycji na wszystkie badane warianty stresowe (tab. 20).

Tabela 20. Zmiany wartosci minimalnego stezenia hamujgcego antybiotykéw w wariancie
kontrolnym oraz po dziataniu czynnikéw stresowych dla szczepu 472W

Antybiotyk [ug/ml]

Wariant
stresu p AM MEM E STX
Bez czynnika 0,19 0,125 0,064 0,38 0,023
stresowego
Cieplny 0,125 0,094 0,047 0,19 0,016
Mrozenia 0,19 0,094 0,064 0,38 0,012
Osmotyczny 0,19 0,064 0,012
Kwasowy 0,19 0,012
Zasadowy 019 | 019 0094 050 0012

P-penicylina, AMP-ampicylina, MEM-meropenem, E-erytromycyna, STX-trimetoprim-
sulfametoksazol, kolor zielony-spadek w stosunku do wariantu kontrolnego, kolor czerwony-
wzrost w stosunku do wariantu kontrolnego, kolor biaty-bez zmian

Wykazano, ze stres cieplny obnizyt wartosci MIC wszystkich badanych
antybiotykow, zaréwno u szczepu klinicznego (55K), jak i u szczepu izolowanego

z wedlin (472W) (tab. 19, 20).

U szczepu L. monocytogenes ATCC 19111 zaobserwowano wzrost
wartosci MIC penicyliny (z 0,47 do 0,64 pg/ml) po ekspozycji na stres zasadowy.
Natomiast, stres cieplny i osmotyczny wptynety na obnizenie MIC ampicyliny
z 0,47 do 0,32 pg/ml. Z kolei, niskie pH (stres kwasowy) obnizyto MIC
meropenemu (z 0,32 do 0,23 pg/ml), podczas gdy ekspozycja na stres kwasowy,
zasadowy i mrozenia podwyzszyta MIC erytromycyny (z 0,125 do 0,25 pg/ml).

W przypadku trimetoprimu-sulfametoksazolu, stres osmotyczny, kwasowy
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i zasadowy powodowat wzrost wartosci MIC (z 0,23 do 0,32 ug/ml), podczas

gdy stres cieplny powodowat spadek do wartosci 0,16 pg/ml (tab. 21).

Tabela 21. Zmiany wartosci minimalnego stezenia hamujacego antybiotykdéw w wariancie
kontrolnym oraz po dziataniu czynnikéw stresowych dla szczepu ATCC 19111

Antybiotyk [pug/ml]
Wariant stresu

p AM MEM E SXT
Bez czynnika 0,047 0,047 0,032 0,125 0,023
stresowego
Cieplny 0,047 0,032 0,032
Mrozenia 0,047 0,047 0,032
Osmotyczny 0,047 0,032 0,032
Kwasowy 0,047 0,047 0,023

Zasadowy ; 0,047 0,032

P-penicylina, AMP-ampicylina, MEM-meropenem, E-erytromycyna, STX-trimetoprim-
sulfametoksazol, kolor zielony-spadek w stosunku do wariantu kontrolnego, kolor czerwony-
wzrost w stosunku do wariantu kontrolnego, kolor biaty-bez zmian

Wykazano, ze warunki stresowe wptywajg na zmiany wartosci MIC
antybiotykow, zaréwno wzrost, jak i obnizenie (zalezne od szczepu i czynnika
stresowego). Zmiany te nie wptynety jednak na wrazliwos¢ danego szczepu na

antybiotyki.

4.4.4. Wptyw czynnikow stresowych na poziom ekspresji genéw

Oceniono wzgledny poziom ekspresji gendw sigB i agrA wzgledem genu
metabolizmu podstawowego - gap dla trzech szczepéw, w wariancie
kontrolnym (bez czynnika stresowego) oraz po ekspozycji na badane warunki

stresowe.

4.4.4.1. Poziom ekspresji genu sigB

Wykazano istotny statystycznie wzrost poziomu ekspresji sigB w odpowiedzi na
stres zasadowy (do wartosci 1,13) dla szczepu 55K (ryc. 32A). Natomiast,
dla szczepu 472W stwierdzono, ze ekspozycja na stres cieplny i zasadowy
spowodowata statystycznie istotny wzrost ekspresji genu sigB, odpowiednio do
wartosci 1,84 i 2,92 (ryc. 32B). Dla szczepu wzorcowego ATCC 19111
udokumentowano istotny statystycznie wzrost ekspresji genu sigB po

ekspozycji na stres cieplny i mrozenia (ryc. 32C).
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Rycina 32. Wzgledny poziom ekspresji genu sigB szczepu A. 55K, B. 472W, C. ATCC 19111. a3, b
-wartosci oznaczone réznymi literami réznig sie istotnie statystycznie (p<0,05)

4.4.4.2. Poziom ekspresji genu agrA

Po ekspozycji na stres zasadowy ujawniono istotny statystycznie wzrost
poziomu ekspresji genu agrA (do wartosci 1,89) dla szczepu 55K (ryc. 33A) oraz
472W (do wartosci 1,09) (ryc. 33B). Istotny wzrost poziomu ekspresji agrA dla

szczepu wzorcowego notowano po ekspozycji na stres cieplny (ryc. 33C).
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Rycina 33. Wzgledny poziom ekspresji genu agrA szczepu A. 55K, B. 472W, C. ATCC 19111. a,

b-wartosci oznaczone réznymi literami réznia sie istotnie statystycznie (p<0,05)
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5. DYSKUSJA

Pateczki L. monocytogenes sg czynnikiem etiologicznym listeriozy, ktdéra jest
szczegdlnie niebezpieczna dla 0séb z grup podwyzszonego ryzyka. Ze wzgledu
na zdolnos¢ adaptacji do zmiennych i niekorzystnych warunkéw bakterie te
obecne sg w wielu Srodowiskach. Stad, zrédtem L. monocytogenes mogg byc,
m.in. produkty spozywcze. W 2021 r. potwierdzono, ze listerioza byfa 5. co do
czestosci wystepowania na terenie Unii Europejskiej chorobg zwigzang ze
spozyciem zanieczyszczone] zywnosci, a Smiertelno$¢ wynosita 13,7% [35].
Wysokie wskazniki $miertelnosci w przypadku listeriozy czynig zasadnym state
monitorowanie L. monocytogenes, zwfaszcza w sektorze spozywczym.
Powszechnie wiadomo, iz pateczki L. monocytogenes cechuje duza opornosc na
stres srodowiskowy. Znaczgca czes¢ mechanizmdw tej opornosci jest bardzo
dobrze poznana. Dotychczasowe badania dotyczace odpowiedzi na warunki
stresowe u L. monocytogenes prowadzone byly jednak na niewielkiej liczbie
szczepOw. Stad w niniejszej rozprawie oceniono wptyw wybranych czynnikow
stresowych w populacji 50 szczepdw pochodzacych z réznych zrédet, w tym
z materiatu klinicznego oraz zywnosci (tosos, wedliny i mrozonki warzywne).
Kazdy z badanych izolatow w $rodowisku, z ktérego zostat wyosobniony miat
kontakt z réznymi warunkami stresowymi, co pozwolito na zrdéznicowanie

badanej populacji.

W pierwszym etapie badan, szczepy poddano wstepnej charakterystyce,
ktora obejmowata okreslenie przynaleznosci do grup serologicznych,
wykrywanie obecnosci 10 gendw kodujgcych wybrane czynniki wirulencji oraz
ocene antybiotykowrazliwosci. Przypadki listeriozy najczesciej zwigzane sa
z serotypami 4b, 1/2bi 1/2c, przy czym serotyp 4b jest odpowiedzialny za 50,0%
z nich [30]. Natomiast serotyp 1/2a jest charakterystyczny dla izolatow
z zywnosci i srodowiska pozaszpitalnego [21]. W badaniu wtasnym wykazano,
ze wiekszosc¢ szczepdw (31; 62,0%) reprezentowato serogrupe 1/2a-3a (w tym
14 szczepow wyhodowanych z materiatu klinicznego). Drugg co do liczebnosci

byta serogrupa 4b-4d-4e, potwierdzona u 14 (28,0%) szczepéw (w tym 7
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szczepdw izolowanych z mrozonek warzywnych i czterech z materiatu
klinicznego). Podobne wyniki wéréd szczepéw L. monocytogenes izolowanych
z seréw rzemieslniczych na terenie Polski wykazali Pyz-tusiak i wsp. [219].
Badacze potwierdzili obecnos¢ grupy serologicznej 1/2a-3a i 4b-4d-4e
odpowiednio u 46,9 31,2% badanych szczepow [219]. Kérouanton i wsp. [220]
réwniez wykazali wsréd 90,6% szczepdw (izolowanych z produktéw
spozywczych) serotyp 1/2a. W badaniu wiasnym cztery szczepy wyosobnione
z materiatu klinicznego reprezentowaty serogrupe 4b-4d-4e.
W dotychczasowych badaniach [221,222] potwierdzano, Ze najczesciej
izolowanym serotypem ws$rdod szczepow wyhodowanych z materiatu
klinicznego byt serotyp 4b-4c-4d. W badaniu wiasnym jedynie trzy szczepy
reprezentowaty serogupe 1/2b-3b. Odmienne wyniki uzyskali Zhang i wsp.
[223], gdyz wsrdd badanych przez nich szczepdw z zywnosci detalicznej
dominowat serotyp 1/2b, 3b (41,0%), natomiast serotyp 1/2a, 3a potwierdzili
jedynie u dwodch szczepdéw (1,2%). Przynaleznosé do grupy serologicznej jest

zréznicowana w zaleznosci od regionu geograficznego.

W niniejszej rozprawie doktorskiej oceniono czestos¢ wystepowania
gendw kodujacych wybrane czynniki wirulencji: biatka powierzchniowego ActA
(actA), biatka FbpA (fbpA), listeriolizyny O (hly), adhezyny (iap), internaliny A
i B (inlA, inIB), metaloproteazy (mpl), fosfolipaz (plcA, plcB) oraz
plejotropowego regulatora wirulencji (prfA). Wéréd badanych szczepéw, u 30
(60,0%) wykryto wszystkie 10 genéw uwzglednionych w badaniu. Obecnos$¢
LIPI-1 zostata potwierdzona u 38 (76,0%) badanych szczepow. Ze wzgledu na
istotng funkcje LIPI-1, ta wyspa patogennosci jest identyfikowana wsrdod
wiekszosci szczepdw L. monocytogenes, co potwierdzajg liczne badania wsrod
szczepdw izolowanych z rdéinych Zréodet, w tym z materiatu klinicznego,
zywnosci, czy ze srodowiska [224-227]. W niniejszym badaniu wykazano brak
genu fbpA u 15 (30,0%) szczepdw i genu mpl u 12 (24,0%) szczepdw. Obecnosé
genu fbpA u wszystkich badanych szczepdw izolowanych z ryb i sSrodowiska
przetwdrstwa rybnego na terenie Polski potwierdzili Zakrzewski i wsp. [228].

Das i wsp. [229] oraz Montero i wsp. [230] potwierdzili réwniez obecnos¢ genu
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mpl u wszystkich badanych szczepéw. Biatko FbpA (zaangazowane w wigzanie
fibronektyny, przyleganie i wnikanie do komérek gospodarza) oraz Mpl (bierze
udziat w aktywacji fosfolipazy B oraz w ucieczce L. monocytogenes z wakuoli)

zwigzane sg z cyklem zyciowym L. monocytogenes.

W ostatnich latach notowany jest wzrost opornosci na antybiotyki
rowniez wsréd L. monocytogenes [132]. Nieracjonalne stosowane
antybiotykow w dawkach subinhibicyjnych, zostato zidentyfikowane jako
gtdwna przyczyna znacznego wzrostu opornosci bakterii na antybiotyki [231].
W badaniu wiasnym, 92,0% szczepdw byto wrazliwych na 5 uwzglednionych
w badaniu antybiotykdw, tj. penicyline, ampicyline, meropenem, erytromycyne
oraz trimetoprim-sulfametoksazol. Kawacka i wsp. [232] réwniez wykazali
wrazliwos¢ na 9 antybiotykdw, w tym na penicyline i erytromycyne wsréd
izolatow z surowego i przetworzonego miesa oraz ze $rodowiska produkcji
zywnosci. W badaniu wtasnym, opornosc¢ na penicyline wykazano wsrdd trzech
szczepOow wyosobnionych z materiatu klinicznego, a na erytromycyne
u jednego szczepu izolowanego z fososia. Obaidat i wsp. [233] opisali opornos¢
na penicyline u wszystkich badanych szczepdw L. monocytogenes izolowanych
z zywnosci w Indiach i Jemenie. Wysoki odsetek (71,4%) szczepdw opornych na
penicyline wérdd szczepdw klinicznych wykazali réwniez Abdollahzadeh i wsp.
[234]. Z kolei, Runga i wsp. [235] stwierdzili dwa izolaty L. monocytogenes
z zaktadéw przetwérstwa trzody chlewnej i surowej szynki oporne na
erytromycyne. Poniewaz wiekszo$¢ przypadkéw listeriozy wymaga
hospitalizacji i antybiotykoterapii, niezmiernie wazna jest ocena
i monitorowanie antybiotykoopornosci oraz wfasciwe stosowanie

antybiotykow.

Stale poszukiwane sg nowe metody kontroli mikrobiologicznej
zywnosci. Majg one by¢ skuteczne, bezpieczne dla konsumenta i sSrodowiska
oraz nie mogg wptywaé na wiasciwosci organoleptyczne produktéw
spozywczych. Obiecujgcym podejsciem jest biokontrola z zastosowaniem
bakteriofagéw, czyli wiruséw bakteryjnych, ktére sg bezpieczne dla ludzi

i zwierzat oraz nie wptywajg na zmiany organoleptyczne zywnosci. Kontrola

101



patogenéw z zastosowaniem fagéw litycznych obejmuje wiele etapow, od
produkcji zywnosci (uwzgledniajgc powierzchnie) po eliminacje bakterii
z produktow spozywczych [236,237]. Stad tez, w niniejszej rozprawie, zbadano
wartos$¢ MIC i MBC bakteriofaga P100 w preparacie PhageGuard L na badane
szczepy L. monocytogenes. W badaniu wtasnym stezeniem bakteriofaga
hamujacym wzrost najwiekszej liczby (22; 44,0%) szczepdw byto 5 x 108 PFU/ml.
Z kolei, Reinhard i wsp. [238] wykazali, ze preparat ten o stezeniu 2 x 10’
PFU/ml (czas: 3 godziny) zredukowat populacje L. monocytogenes o 2,19, 1,50
i 1,75 logio j.t.k./cm? odpowiednio na powierzchni stali nierdzewne;j,
poliuretanowej tasmie termoplastycznej i podtodze z zywicy epoksydowe;.
Ponadto Reinhard i wsp. [238] stwierdzili, ze wyzsze stezenia bakteriofaga (102
PFU/cm?) oraz diuiszy czas kontaktu (3 godziny) wptywaty na wyzszg
skutecznos$¢ preparatu. PhageGuard L (roztwér roboczy 10° PFU/ml) zbadali
rowniez Truchado i wsp. [239]. Badawcze wykazali maksymalng redukcje
L. monocytogenes, o okoto 3,5 log, na sSwiezo Scietej cykorii po trzech dniach
eksperymentu. Przedstawione wyniki wskazujg, ze preparat PhageGuard L
mogtby skutecznie ogranicza¢ obecnos¢ i liczebno$é L. monocytogenes na
produktach spozywczych oraz powierzchniach majgcych kontakt z zywnoscia.
Jednakze wymagane s3 dalsze badania nad bezpieczeristwem i skutecznoscia

bakteriofagdw jako metody eliminacji bakterii.

Powszechna obecnos¢ L. monocytogenes w sSrodowisku produkcji
zywnosci wigze sie z ich zdolnosciami adaptacyjnymi. Reakcja bakterii na
warunki stresowe jest jednym z najwiekszych wyzwan w zwalczaniu
drobnoustrojow w Srodowisku, zaréwno szpitalnym jak i przemystu
SpozZywczego [240]. Dotychczas udokumentowano odpowiedz
L. monocytogenes na wiele czynnikéw stresowych, obejmujgcych, m.in., stres
cieplny oraz niskich temperatur, osmotyczny, kwasowy czy zasadowy [156,
169,241-243]. Duzym ograniczeniem dotychczasowych badan byta jednak
liczba badanych izolatéw. W niniejszym badaniu oceniono wptyw czynnikéw
stresowych zwigzanych z przetwarzaniem zywnosci wsréd 50 szczepow

L. monocytogenes wyosobnionych z réznych Zzrédet.
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Jednym z czynnikéw, ktéry oceniano byt stres osmotyczny. Stezenie
NaCl w produktach spozywczych jest zmienne, np. w wedzarniach rybnych
stosuje sie 3,0% NaCl [147]. L. monocytogenes moze tolerowaé stres
osmotyczny i rosng¢ w wysokich stezeniach NaCl, od 10,0% [151] do 12,0%
[244]. W niniejszym badaniu wszystkie uwzglednione szczepy (n=50)
wykazywaty wzrost w stezeniu od 0,0% do 6,0% NaCl. Najnizszym stezeniem,
przy ktorym stwierdzono zahamowanie wzrostu 5 (10,0%) szczepdéw byto 7,0%
NaCl. Najwyzszg tolerancje na stres osmotyczny ujawnit szczep izolowany
z fososia (17t), ktory wzrastat w stezeniu 15,0% NaCl. Zwiekszona opornosc¢ na
stres osmotyczny moze by¢ zwigzana z wczesniejszym kontaktem ze stresorem
lub lepszym przystosowaniem genetycznym szczepu. Magalhdes i wsp. [245]
zaobserwowali, ze szczepy przetrwate (wyizolowane z przetwoérstwa sera) lepiej
przystosowaty sie do wzrostu w 2,5, 4,0 i 8,0% NaCl niz szczepy izolowane
sporadycznie. Z kolei, Liu i wsp. [246] zidentyfikowali szczepy, ktére przezywaty
w 7 M (40,0% w/v) nasyconym NaCl (20 godzin). Istotny wptyw na zwiekszong
tolerancje stezenia soli moze mie¢ temperatura [243,244,247,248]. Shahamat
i wsp. [249] wykazali, ze L. monocytogenes wzrastaty w bulionie tryptozowym
z dodatkiem nasion soi zawierajgcym 25,5% (wag./obj.) NaCl przez 4 dni
w temperaturze 37°C, a obnizenie temperatury do 22°C wydtuzyto czas
przezycia do 24 dni i do 132 dni w temperaturze 4°C. W badaniu wtasnym,
eksperyment przeprowadzono w temperaturze 37°C i nie zaobserwowano
istotnych rdézinic w opornosci na stres osmotyczny pomiedzy szczepami
o0 roznym pochodzeniu i serogrupie. Podobnie Hingston i wsp. [250] nie
stwierdzili istotnych réznic miedzy tempem wzrostu réznych serotypow w 6,0%
NaCl. Reakcja L. monocytogenes na wysokie stezenia NaCl jest zréoznicowana
i moze zaleze¢ od czasu ekspozycji, wczesniejszego kontaktu ze stresorem,
dostepnosci osmoprotektantéw w Srodowisku, temperatury czy cech
indywidualnych szczepu. Nalezy podkresli¢, ze ekspozycja L. monocytogenes na
stres osmotyczny moze przyczynié¢ sie do ochrony krzyzowej przed innymi

stresami, takimi jak cieplny czy kwasowy [251].
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Kolejnym czynnikiem stresowym z ktérym pateczki L. monocytogenes
mogg mie¢ kontakt jest zmienny odczyn Srodowiska, od kwasowego po
zasadowe [168]. W niniejszym badaniu oceniono szeroki zakres pH (od 3,0 do
10,0) na wzrost badanych szczepéw. Wykazano, ze pH 5,0 i 9,0 uniemozliwity
wzrost odpowiednio 24 (48,0%) i 26 (52,0%) badanych szczepdéw. Wielu
badaczy [169,252,253] potwierdzito hamujgcy wptyw niskiego pH i kwaséw
organicznych na wzrost L. monocytogenes. Phan-Than i wsp. [254] wykazali, ze
pH 4,0 hamowato wzrost szczepu L. monocytogenes LO28, a pH 3,5 - szczepu
wzorcowego EGD. Co istotne, wykazano, ze wczesniejsza ekspozycja na niskie
pH przez kilka godzin zwiekszata zdolnos¢ przystosowania sie do kolejnych
nizszych wartosci pH [254-258]. Z kolei, Metselaara i wsp. [259] wysuneli
wniosek, ze mechanizmy odpowiedzialne za zwiekszong kwasoopornos¢ sg
najprawdopodobniej zwigzane z wczesniejszg ekspozycjg na silny stres
kwasowy. Dodatkowo, wykazano [255,258], ze bakterie lepiej tolerujg kwasne
pH w pozywkach bogatych niz w minimalnych ze wzgledu na mozliwos¢
wystgpienia osmoprotektantow. W badaniach witasnych zastosowano bulion
Mueller Hinton, ktdry zaliczany jest do podtéz wzbogaconych. Wykazano, ze
stabe kwasy organiczne sg bardziej niekorzystne dla L. monocytogenes niz
mocne kwasy nieorganiczne takie jak HCl [254]. W niniejszym badaniu do
zmiany pH bulionu zastosowano HCl oraz NaOH. W badaniu wfasnym, nie
wykazano istotnych statystycznie réznic w odpowiedzi na zmiane odczynu
srodowiska bulionu pomiedzy grupami szczepdéw (ze wzgledu na pochodzenie).
Odmienne wyniki przedstawili Dykres i Moorhead [260], ktérzy wykazali
korelacje pomiedzy wptywem stresu kwasowego a pochodzeniem szczepdw.
Badacze potwierdzili nizsze wartosci liczby bakterii (log j.t.k.) po dwugodzinnej
ekspozycji dla szczepéw wyizolowanych z miesa. Natomiast, Vialette i wsp.
[261] stwierdzili, ze szczepy kliniczne wykazywaty wyzszg tolerancje na stres
kwasowy niz szczepy s$rodowiskowe. Odmienne wyniki przedstawili takze
Komora i wsp. [262], ktorzy wykazali statystycznie nizsze liczby bakterii po
stresie kwasowym wsrdd szczepdédw klinicznych niz z zywnosci. Natomiast
Barbosa i wsp. [263] oraz Ramalheira i wsp. [264] oceniali przezywalnos¢

L. monocytogenes podczas pasazu przez symulowany przewdd pokarmowy.
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Zaobserwowali, ze izolaty kliniczne charakteryzowata wyzsza opornosé¢ na
badane warunki niz izolaty z zywnosci [263,264]. Z kolei, Lundén i wsp. [265]
stwierdzili, ze szczepy przetrwate wykazywaty wyziszg tolerancje na warunki
stresu kwasowego niz szczepy izolowane sporadycznie. W badaniu wtasnym
wykazano, ze trzy szczepy, w tym dwa izolowane z tososia (15t i 17t) i jeden
wyosobniony z materiatu klinicznego (18K) charakteryzowaty sie wzrostem przy
pH 3,0. Pateczki L. monocytogenes mogg mieé réwniez kontakt ze stresem
zasadowym w srodowisku przetwarzania zywnosci. Roztwory o wyzszym pH
stosuje sie w detergentach do usuwania zweglonych osadéw, oleju lub ttuszczu,
gdyz utatwiajg denaturacje biatek i zmydlanie ttuszczow. W badaniu wiasnym
wykazano, ze 18 (36,0%) szczepow, w tym 12 pochodzacych z materiatu
klinicznego namnazato sie przy pH 10,0. Taormina i Beuchat [266]
udokumentowali przezywalno$¢ L. monocytogenes przez 6 dni w bulionie
tryptozofosforanowym przy pH 9,0, 10,0 i 11,0 w temperaturze 4°C lub 21°C.
Z kolei, Giotis i wsp. [267] stwierdzili, ze narazenie na stres alkaliczny wptyneto
na zmiany morfologiczne komodrek L. monocytogenes. Na zdolnos¢ do przezycia
i wzrostu przy réznym pH ma wplyw wiele czynnikéw, w tym indywidualne
cechy szczepu. Wczesniejsza ekspozycja na warunki nieoptymalnego pH moze

by¢ kluczowa dla wyzszej tolerancji na zmienny odczyn srodowiska.

Obrobka termiczna to znana i powszechnie stosowana metoda
eliminacji drobnoustrojow. Pateczki L. monocytogenes wykazujg zdolnos¢ do
wzrostu w szerokim zakresie temperatur, od 0°C do 45°C [268]. W badaniu
wtiasnym oceniono wptyw temperatur: 55, 60, 65 i 70°C w czterech punktach
czasowych: 2, 15, 30 i 60 minut. Najnizsza temperatura hamujgca
przezywalnos¢ L. monocytogenes wynosita 60°C w czasie ekspozycji 60 minut.
Szczepy izolowane z materiatu klinicznego charakteryzowaty sie wyisza
tolerancjg na stres cieplny. Pie¢ badanych szczepéw L. monocytogenes, w tym
cztery izolowane z materiatu klinicznego i jeden wyosobniony z tososia,
przezywato 60-minutowg ekspozycje na temperature 70°C. Brak rdznic
w przezywalnosci po ekspozycji na stres cieplny (58°C) pomiedzy réznymi ze

wzgledu na pochodzenie szczepami L. monocytogenes wykazali Komora i wsp.
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[262]. Hingston i wsp. [250] takze nie stwierdzili wyraznych trendéw
w odpowiedzi na warunki stresu cieplnego zwigzanych z pochodzeniem
izolatéw (z zywnosci w pordwnaniu z izolatami klinicznymi). Z kolei Shen i wsp.
[269] wykazali, ze subletalny stres cieplny w temperaturze 48°C przez 60 lub 90
minut zwiekszyt opdznienie fazy lag L. monocytogenes w bulionie tryptonowo-
sojowym uzupetnionym 0,6% ekstraktem drozdzowym w temperaturze
pokojowej w poréwnaniu z niestresowanymi komérkami kontrolnymi.
Dodatkowo, badacze stwierdzili, ze szczepy serotypu 1/2a charakteryzowaty sie
stosunkowo niskga tolerancjg na wysokie temperatury [269]. Wptyw czynnikdow
na opornos¢ L. monocytogenes na stres cieplny rdznig sie w zaleznosci od
szczepu, fazy wzrostu, warunkéw badania, wczesniejszych stresow
srodowiskowych z ktérymi szczep mogt mieé¢ kontakt w miejscu, z ktérego

zostat wyizolowany [270].

Stosowanie niskich temperatur przechowywania ma na celu
zahamowanie namnazania bakterii. Zdolnos¢ L. monocytogenes do wzrostu
w warunkach chfodniczych sprzyja wystepowaniu tych drobnoustrojow
w produktach RTE. Wiele badan dokumentowato reakcje L. monocytogenes na
stres niskich temperatur [271-273]. Niniejsze badanie wykazato przezywalnosé
wszystkich szczepdw L. monocytogenes w temperaturze 4°C, w kazdym
wariancie czasowym. Vasseur i wsp. [243] stwierdzili, ze stres niskich
temperatur nie wptynat na tempo wzrostu badanych szczepéw. W badaniu
wtlasnym, po 24 godzinach oraz 3. i 5. dobach badania wykazano wzrost liczby
bakterii wzgledem kontroli dla wszystkich badanych szczepéw. Nie wykazano
istotnych statystycznie réznic w tolerancji na stres niskiej temperatury
pomiedzy szczepami izolowanymi z réznych zrédet. Arguedas-Villa i wsp. [274]
rowniez nie wykazali korelacji pomiedzy reakcjg na stres niskiej temperatury
a serotypem czy linig genetyczng. Niskie temperatury powodujg zmniejszenie
tempa metabolizmu i wychwyt zwigzkdw krioprotekcyjnych [152]. Zatem
wzrost L. monocytogenes w niskich temperaturach nie jest zahamowany,

a ulega spowolnieniu.
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Z punktu widzenia konsumenta istotnym, uwzglednionym w badaniu
czynnikiem stresowym byto cykliczne zamrazanie i rozmrazanie. Zamrazanie
zywnosci to proces, ktory wydtuza okres jej przydatnosci do spozycia [275].
Dotychczasowe wyniki badan przedstawity przezywalnos¢ L. monocytogenes
w warunkach mrozenia. Miladi i wsp. [276] wykazali redukcje (o 3,69 log)
komadrek L. monocytogenes przechowywanych w temperaturze -20°C przez
10 miesiecy. Ben Slama i wsp. [277] takze odnotowali spadek przezywalnosci
0 2,04, 2,52 i 2,59 logio j.t.k./g dla trzech szczepéw L. monocytogenes po 6.
miesigcach zamrozenia (-20°C) na plastrach sera. W niniejszej pracy oceniono
wptyw cyklicznego zamrazania i rozmrazania. Wykazano przezywalnos$é
badanych szczepdw na kazdym etapie stresu. Ujawniono, ze liczba bakterii po
1. cyklu zamrazania byta istotnie statystycznie wyzsza niz w grupie kontrolnej
(niepoddanej zamrazaniu). Natomiast, po 4. cyklu, wykazano istotny
statystycznie spadek liczby bakterii ze wszystkich grup. Z kolei, Simpson
Beauchamp i wsp. [278] udokumentowali, ze rozmrazanie miato niewielki
wptyw na populacje L. monocytogenes (< 0,5 log j.t.k./cm). Azizoglu i wsp. [279]
wykazali znaczacg kriotolerancje komoérek L. monocytogenes hodowanych
w temperaturze 37°C (przed zamrozeniem), ze spadkiem < 1 logarytmu po 18
cyklach zamrazania-rozmrazania. Tolerancja na zamrazanie i rozmrazanie byfa
znacznie zmniejszona, gdy hodowle prowadzono w temperaturze 4 lub 25°C (2
do >4 log) [279]. W badaniach wtasnych, hodowle bakterii przed poddaniem
zamrozeniu prowadzono w 37°C. Z kolei, El-Kest i wsp. [275] wykazali, ze
podczas przechowywania w temperaturze -20°C, mniejsze uszkodzenia
komédrek L. monocytogenes zostaty wykazane w TSB niz soli fizjologiczne;.
W badaniu wtasnym zastosowanie miat rowniez TSB, co w pewnym stopniu
mogto wptyngé na ochrone komadrek w zamrozeniu. Ze wzgledu na niewielka
liczbe danych  dotyczacych  wptywu  zamrazania-rozmrazania na
L. monocytogenes wskazane sg dalsze badania, zwtaszcza ze notowane byty
przypadki listeriozy, w ktérych zrédtem L. monocytogenes byty lody [280], czy
mrozone warzywa [120].

Nastepnym badanym czynnikiem stresowym byt zréznicowany dostep

sktadnikéw odzywczych w podtozu hodowlanym. W niniejszej pracy, wykazano
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przezywalnos¢ badanych szczepdéw przy niedoborze substancji odzywczych.
Stwierdzono réznice w odpowiedzi na ten wariant stresu pomiedzy szczepami
izolowanych z rdéinych Zrdodet. Zatem niska dostepnosé substancji
pokarmowych (np. po procedurach sanityzacji) nie ogranicza wzrostu
L. monocytogenes. Przedstawiono kilka badan [180,192,260] dotyczacych
mechanizmoéw przezywalnos$ci w warunkach niedoboru glukozy. Bakterie, ktore
przezyty, charakteryzowato zmniejszenie wielko$ci komodrek i zwiekszona
opornos$¢ krzyzowa przed stresami srodowiskowymi [179,180]. Jednak
mechanizmy kontrolujgce SSR u L. monocytogenes podczas niedoboru
wielosktadnikowego nadal nie sg w petni poznane. Wysoka dostepnos$é
sktadnikéw odzywczych w srodowisku byta szerzej badana w odniesieniu do
poczatkowego przylegania do powierzchni statych podczas tworzenia biofilmu.
W badaniu wfasnym, wysoka zawartos¢ sktadnikdw odzywczych promowata
wzrost wszystkich badanych szczepdéw. Mai i wsp. [281] wykazali, ze wysoka
dostepnos¢  substancji  pokarmowych  sprzyjata adhezji komodrek
L. monocytogenes do powierzchni. Jednakze wptyw nadmiaru sktadnikow

odzywczych natempo wzrostu L. monocytogenes nie zostat dotychczas opisany.

Na podstawie odpowiedzi na wybrane czynniki stresowe, badane
szczepy sklasyfikowano wedtug przyjetej uprzednio metody rangowania.
Najbardziej wrazliwe na stres byty szczepy izolowane z wedlin. Cztery szczepy
wyhodowane z materiatu klinicznego i jeden wyosobniony z tososia
charakteryzowaty sie najwyiszg opornosciag na badane stresory. Wsréd
szczepdw z materiatu klinicznego, dwa zostaty izolowane z krwi (58K i 56K) oraz
dwa z ptynu moézgowo-rdzeniowego (55K i 38K), co moze wskazywac na ich
wysoki potencjat wirulencji. Wysoka zdolno$¢ adaptacji do niesprzyjajacych
warunkéw stresowych moze réwniez zwiekszaé wirulencje drobnoustrojow
[282]. Monitorowanie odpowiedzi na czynniki stresowe ws$réd szczepdéw
L. monocytogenes jest istotne z punktu widzenia ochrony zdrowia publicznego,
aby ograniczy¢ liczbe ognisk epidemicznych zwigzanych ze skazong zywnoscig.
Informacje takie pozwolg na projektowanie efektywniejszych strategii

eliminacji L. monocytogenes [283].
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Kolejnym aspektem badanym w niniejszej rozprawie, byt wptyw
czynnikdw stresowych na zmiany cech fenotypowych (zdolnos$¢ tworzenia
biofilmu, zmiany wartosci MIC antybiotykdw, zdolnos¢ ruchu) i poziom

ekspresji gendw sigB i agrA.

Kluczowym  czynnikiem  pomagajgcym  bakteriom  przetrwac
W niesprzyjajacych warunkach srodowiskowych jest tworzenie biofilmu [284].
Wykazano [145,146], ze na zdolnos¢ tworzenia biofilmu wptywa wiele
czynnikdw, w tym temperatura, czas, rodzaj powierzchni, pochodzenie
szczepdw oraz dostepnos¢ sktadnikéw odzywczych. Bonsaglia i wsp. [285]
wykazali, ze wiekszos¢ szczepdw L. monocytogenes izolowanych ze srodowiska
zaktadéw produkcji zywnosci charakteryzowata sie zdolnoscig do tworzenia
biofilmu na powierzchni stali nierdzewnej oraz szta. W niniejszym badaniu
wykazano, ze wszystkie szczepy tworzyty biofilm na powierzchni polistyrenowej
na réznym poziomie, tj. szczep 55K oraz 472W zaklasyfikowano jako
umiarkowanie tworzgce biofilm, a ATCC 19111 jako stabo tworzacy biofilm.
Z kolei, Di Ciccio i wsp. [143] wykazali, ze wséréd badanej populacji
L. monocytogenes zdolno$¢ do tworzenia biofilmu posiadato 58,0%, 38,5%
i 3,5% z intensywnoscig odpowiednio stabg, umiarkowang i silng. Badacze nie
stwierdzili réznic w sile tworzenia biofilmu w zalezno$ci od Zrédta izolacji [143].
Natomiast, Barbosa i wsp. [286] udokumentowali, ze szczepy z umiarkowang
zdolnoscig tworzenia biofilmu wystepowaty czesciej wsrdd izolatdw z zywnosci
niz z materiatu klinicznego. W niniejszej pracy oceniono wptyw czynnikéw
stresowych na zmiany w zdolnosci tworzenia biofilmu. Szczep 472W okreslono
jako silnie tworzgcy biofilm po ekspozycji na wiekszos¢ czynnikdw stresowych,
tj. niskiej temperatury, osmotyczny, zasadowy i mrozenia. Szczep wzorcowy
(stabo tworzacy biofilm) wytworzyt umiarkowany biofilm po ekspozycji stres
cieplny, osmotyczny, kwasowy i zasadowy. Z kolei szczep kliniczny,
umiarkowanie tworzgcy biofilm, okreslono jako silnie i stabo tworzacy biofilm
odpowiednio po stresie niskiej temperatury i mrozenia. Odmienne wyniki
uzyskali, Ben Slama i wsp. [277] oraz Miladi i wsp. [276], ktérzy wykazali, ze

ekspozycja na stres mrozenia zwiekszyta zdolnos¢ do tworzenia biofilmu wsréd
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szczepOw L. monocytogenes. Udokumentowano, ze stres zwigzany z nagtym
spadkiem temperatury zwieksza adhezje L. monocytogenes do powierzchni
abiotycznych [276,277,287]. Co potwierdza badanie Melian i wsp. [288], ktorzy
wykazali, ze szczep L. monocytogenes (serotyp 4b) wyizolowany z materiatu
klinicznego tworzyt najsilniejszy biofilm w temperaturze 10°C. Natomiast
Barbosa i wsp. [286] stwierdzili, ze ekspozycja na warunki subletalnego stresu
kwasowego (szczep L. monocytogenes 1592/2) zmniejszata zdolno$¢ tworzenia
biofilmu w temperaturze 37°C, a stres osmotyczny nie miat wptywu na te ceche
[286]. Wyniki przedstawionych badain i wtasnych wskazujg, ze stres
srodowiskowy wptywa w zréznicowany sposob na zdolnos¢ tworzenia biofilmu.
Efekt ten wydaje sie zaleze¢ od konkretnego stresora i indywidualnych cech
danego szczepu. Z uwagi na to, ze biofilmy stanowia powaine zagrozenie
w srodowisku przetwdrstwa spozywczego, istotne jest zbadanie mechanizmu
tworzenia biofilmu przez L. monocytogenes w warunkach stresu

sSrodowiskowego.

Oceniono zdolnos¢ do ruchu badanych szczepdw L. monocytogenes po
ekspozycji na czynniki stresowe. Wszystkie szczepy wykazywaty zdolnos¢ ruchu
przed i po dziataniu wybranych stresoréw. Lemon i wsp. [289] wykazali, ze ruch
za posrednictwem rzesek ma kluczowe znaczenie dla adhezji L. monocytogenes
i tworzenia biofilmu na powierzchniach abiotycznych. Kragh i wsp. [290]
rowniez stwierdzili, ze przezycie szczepédw L. monocytogenes w srodowisku
przetwodrstwa zywnosci moze by¢ zalezne od ich zdolnosci do ruchu. Z kolei,
Cordero i wsp. [291] wykazali, ze szczepy L. monocytogenes o nizszym stopniu
ruchliwosci byty lepiej przystosowane do niskich temperatur (wyzsze tempo

wzrostu) niz szczepy o wyzszej ruchliwosci.

Aktualnie znaczgcym problemem na catym swiecie jest wystepowanie
wieloantybiotykoopornych szczepéw L. monocytogenes, co prowadzi do
trudnosci  terapeutycznych [224]. Oporno$¢ na antybiotyki wsréd
L. monocytogenes jest zréznicowana w zaleznosci od kontynentu [292].
W niniejszej rozprawie oceniono zmiany wartosci MIC wybranych antybiotykow

po ekspozycji na czynniki stresowe. W wariancie kontrolnym (bez czynnika
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stresowego) badane szczepy L. monocytogenes byty wrazliwe na wszystkie
uwzglednione antybiotyki. Ekspozycja na stres zwiekszata lub zmniejszata
wartosci MIC wybranych antybiotykdéw. Zmiany te nie powodowaty jednak
zaklasyfikowania szczepdw jako opornych. Al-Nabulsi i wsp. [139] wykazali
zmiany wartosci MIC antybiotykdw po ekspozycji na czynniki stresowe. Badacze
stwierdzili wzrost MIC ampicyliny, tetracykliny, doksycykliny i wankomycyny po
ekspozycji na 6,0 i 12,0% NaCl, pH 5,0 i niskg temperature [139]. Réwniez
Alonso-Hernando i wsp. [293] udokumentowali wzrost opornosci na wybrane
antybiotyki (cefalotyne, streptomycyne, chloramfenikol) po zmianie pH
srodowiska z zastosowaniem podchlorynu sodu. Al-Nabulsi i wsp. [139]
wykazali tendencje do wzrostu opornosci na antybiotyki wraz ze spadkiem pH.
Natomiast Faezi-Ghasemi i Kazemi [201] stwierdzili, ze L. monocytogenes
narazone na pH 5,0 lub stres osmotyczny (7,0% NaCl) byty bardziej wrazliwe na
penicyling, ampicyline, gentamycyne, tetracykline, ryfampicyne,
chloramfenikol i trimetoprim-sulfametoksazol. W badaniu wtasnym wptyw
stresu osmotycznego i kwasowego na wartosci MIC byt zrdéinicowany
w zaleznosci od szczepu i antybiotyku. W niniejszej rozprawie wzrost MIC
antybiotykéw najczesciej obserwowano dla szczepu wzorcowego i 472W.
Odmienne wyniki uzyskali Al-Nabulsi i wsp. [139], ktérzy wykazali wyzszg
opornos¢ dla szczepu izolowanego z miesa i nabiatu niz dla szczepu
wzorcowego. Dodatkowo w niniejszej pracy, stres cieplny obnizyt warto$é¢ MIC
wszystkich badanych antybiotykéw dla szczepu wyosobnionego z materiatu
klinicznego oraz wedlin. Zmiany wartosci MIC antybiotykéw mogg wynikaé
z indukcji biatek szoku stresowego, redukcji miejsc wigzania antybiotyku
w Scianie komérkowej, ekspresji gendw odpowiedzialnych za synteze i dziatania
pompy  effluksowej [53]. Wptyw czynnikdw  stresowych na
antybiotykowrazliwo$¢ L. monocytogenes jest zrdinicowany i zalezny od

SzZCzepu.

Jeden z mechanizméw wspierajgcych przetrwanie warunkéw
stresowych u L. monocytogenes opiera sie na o® [294]. Wielu badaczy [295-297]

opisato nadekspresje genu sigB po ekspozycji, m.in., na stres kwasowy,
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osmotyczny i niskiej temperatury. W badaniu wtasnym wykazano zwiekszony
poziom ekspresji genu sigB w stresie zasadowym (szczepy 55K i 472W)
i cieplnym (szczep 472W) oraz spadek w odpowiedzi na stres cieplny,
osmotyczny, kwasowy i mrozenia (szczep 55K). Argudes-Villa i wsp. [274]
wykazali statystycznie istotne rdznice w ekspresji sigB pomiedzy szczepem
tolerujgcym zimno i wrazliwym na zimno. Z kolei, Lee i wsp. [298] przedstawili
wyniki dotyczgce znaczacej roli o® w tworzeniu biofilmu w warunkach
stresowych (6,0% NaCl, niska temperatura i niedobdr sktadnikéw odzywczych).
Badacze wykazali, ze dziki szczep L. monocytogenes i mutant AsigB tworza
bardzo staby biofilm w warunkach stresowych (9,0% NaCl, 15°C) [289].
Zasadniczg role w pierwszym etapie tworzenia biofilmu odgrywa system agr
[299]. Melian i wsp. [288] wykazali nadekspresje genu agrA wsréd wszystkich
badanych szczepéw w strukturze biofilmu w poréwnaniu z komodrkami
planktonowymi. Gandra i wsp. [300] stwierdzili podwyzszony poziom ekspresji
agrA wsrod szczepdw zdolnych do tworzenia biofilmu. W badaniu wtasnym
wykazano zwiekszony poziom ekspresji genu agrA w stresie zasadowym (szczep
55K) oraz spadek po ekspozycji na stres osmotyczny (szczepy 472W i ATCC
19111), kwasowy (szczepy 472W, ATCC 19111) i zasadowy (ATCC 19111).
Niemniej jednak nie stwierdzono zwigzku miedzy zdolnoscig tworzenia biofilmu
a ekspresjg sigB i agrA po ekspozycji na stres. Moze to wskazywac, ze inne geny
byty odpowiedzialne za obserwowane zmiany w sile tworzenia biofilmu.
Ekspresja gendw moze réznic sie w zaleznosci od warunkdéw srodowiskowych,
grupy serologicznej, stanu fizjologicznego oraz cech indywidualnych szczepu

[301].

Badania przeprowadzone w ramach niniejszej rozprawy pozwolity
oceni¢ wptyw czynnikéw stresowych na wzrost i przezywalnosé¢ badanych
szczepdw L. monocytogenes oraz zmiany cech fenotypowych i poziom ekspresji
gendw sigB i agrA. Oceniono czynniki, ktére sg powszechne w zaktadach
przetwoérstwa spozywczego, tj. wysoka (procesy dezynfekcji i sterylizacji) i niska
temperatura (przechowywanie produktéw w chtodniach), niskie pH (owoce),

zasolenie (przemyst ryb wedzonych), czy niedobér sktadnikéw odzywczych.
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Ekspozycja pateczek L. monocytogenes na czynniki stresowe skutkowata
zréznicowang przezywalnoscia i byta zalezna od szczepu. Co istotne, wykazano,
ze zmianie ulegajg cechy fenotypowe i poziom ekspresji gendéw sigB i agrA
w odpowiedzi na czynniki stresowe. Zmiany te sg jednak zalezne od szczepu.
Znajmos¢ odpowiedzi na warunki stresowe pozwoli planowa¢ efektywniejsze
procedury dziatan przeciwdrobnoustrojowych w obszarach przemystu
spozywczego, budynkdéw ochrony zdrowia, czy uzytecznosci publiczne;.
Niniejsze badania mogg stanowi¢ czesciowe wyjasnienie hipotezy o opornosci
na czynniki stresowe w  powstawaniu szczepow  przetrwatych
L. monocytogenes. Natomiast wykazane zmiany w cechach fenotypowych
i poziomie ekspresji gendw mogg wskazywaé na wzrost wybranych aspektow
wirulencji L. monocytogenes, a tym samym pozniejsze trudnosci terapeutyczne,

zwtaszcza w przypadku szczepdw wieloantybiotykoopornych.
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6. WNIOSKI

1)

3)

4)

5)

6)

Adaptacja do czynnikow stresowych jest cechg indywidualng danego
szczepu L. monocytogenes i nie wykazano wyraznego zwigzku pomiedzy
reakcjg na stres a pochodzeniem szczepdw.

Wykazano istotne statystycznie rdzinice w liczbie szczepow
reprezentujgcych rézne profile gendw wirulencji a ich pochodzeniem,
natomiast réznic takich nie stwierdzono w odniesieniu do liczby
szczepOw reprezentujacych dang grupe serologiczng czy profil
wrazliwosci na antybiotyki w zaleznosci od Zrddta izolacji badanych
L. monocytogenes.

Niska dostepnos¢ substancji pokarmowych nie ograniczata wzrostu
badanych szczepéw L. monocytogenes. Nadmiar sktadnikéw
odzywczych promowat wzrost badanych bakterii.

Szczepy izolowane z materiatu klinicznego wykazaty wyzszg tolerancje
na warunki stresowe. Moze to wskazywac¢ na wystepowanie u nich
dodatkowych mechanizmdéw adaptacyjnych o zréznicowanym podtozu
genetycznym.

Brak zwigzku miedzy zdolnoscig tworzenia biofilmu a ekspresjg sigB
i agrA po ekspozycji na warunki stresowe moze wskazywaé na udziat
dodatkowych czynnikéw genetycznych w formowaniu biofilmu przez
badane bakterie.

Stres Srodowiskowy moze zmienia¢ zdolno$¢ bakterii do tworzenia
biofilmu oraz ich wrazliwos¢ na antybiotyki (cechy fenotypowe).
OdpowiedZ na stres jest jednak cechg =zalezng od szczepu
L. monocytogenes i danego czynnika stresowego oraz jego nasilenia.
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7. STRESZCZENIE

Listeria monocytogenes to Gram-dodatnie, niewytwarzajgce przetrwalnikéw
pateczki. Bakterie te wykazujg zdolnos¢ adaptacji do niekorzystnych warunkdw.
W $rodowisku przetwarzania zywnosci L. monocytogenes sg narazone na rézne
czynniki stresowe. Stres ten moze by¢ letalny, powodujac nieodwracalne

uszkodzenie komdrki lub subletalny, tj. umozliwiajacy przezycie.

Celem niniejszej rozprawy byta ocena wptywu czynnikéw stresowych na

zmiany cech feno- i genotypowych szczepdéw L. monocytogenes.

Badaniem objeto odpowiednio po 20 izolatéw z materiatu klinicznego,
tososia, wedlin i mrozonek warzywnych. Ocena stopnia podobienstwa
genetycznego wykazata 50 rdznych genetycznie szczepow. Stwierdzono, ze
62,0% szczepOw reprezentowato grupe serologiczng 1/2a-3a, a 60,0% miato 10
genéw wirulencji (fbpA, plcA, hlyA, plcB, inIB, actA, iap, inlA, mpl, prfA).
Wiekszos¢ (46; 92,0%) szczepow byta wrazliwa na uwzglednione w badaniu

antybiotyki.

W kolejnym etapie, badane szczepy poddano dziataniu wybranych
stresdéw: osmotycznego, kwasowego i zasadowego, wysokich i niskiej
temperatury, cyklicznego zamrazania i rozmrazania (4 cykle) oraz wysokiej
i niskiej dostepnosci sktadnikéw odzywczych. Mediana stezenia NaCl
hamujacego wzrost dla szczepdw ze wszystkich grup ze wzgledu na
pochodzenie wynosita 8,0%. Mediana warto$ci hamowania wzrostu dla pH <
7,0 wynosita 5,0; 4,5; 4,0 3,5 dla szczepdw izolowanych odpowiednio z wedlin,
materiatu klinicznego, mrozonek warzywnych i tososia. Mediana wartosci
hamowania wzrostu dla pH>7,0 wynosita 11,0 dla szczepdéw klinicznych oraz 9,0
dla szczepdéw wyosobnionych z wedlin, mrozonek warzywnych i tososia. Nie
wykazano istotnych statystycznie rdéznic w odpowiedzi na stres osmotyczny,
kwasowy i zasadowy w zaleznosci od pochodzenia szczepdw. Pieé szczepdw
przezyto 60-minutowg ekspozycje na temperature 70°C. Wykazano, ze badane
szczepy przezyty wszystkie etapy eksperymentu stresu niskiej temperatury.

Podczas stresu zamrazania-rozmrazania liczba bakterii wzrosta po pierwszym
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cyklu. Nie stwierdzono istotnych rdéznic w liczebnosci bakterii pomiedzy
wariantem 4 cykli zamrazania-rozmrazania a wariantem rozmrazania tylko po
4. cyklu. Wykazano przezywalno$é¢ badanych szczepdw przy zmiennej
dostepnosci sktadnikdw odzywczych, zaréwno nadmiarze jak i niedoborze.
Najwiekszg opornos¢ na czynniki stresowe wykazaty szczepy izolowane
z materiatu klinicznego. Najnizszg tolerancje na stresory stwierdzono wsrod

szczepdw wyosobnionych z wedlin i mrozonek warzywnych.

Dalsze doswiadczenia prowadzono na dwéch szczepach oraz szczepie
wzorcowym L. monocytogenes ATCC 19111. Oceniono wptyw wybranych
stresow: cieplnego i niskiej temperatury, osmotycznego, kwasowego,
zasadowego i mrozenia na cechy fenotypowe: minimalnego stezenia
hamujgcego (ang. minimum inhibitory concentration, MIC) antybiotykdw,
zdolnosc¢ do ruchu i zdolnos¢ tworzenia biofilmu oraz poziom ekspresji genéw
sigB, agrA wzgledem genu gap. Wykazano zmiany w warto$ciach MIC
uwzglednionych w badaniu antybiotykdw, zmiany te byty zalezne od szczepu
i czynnika stresowego. Szczep 472W tworzyt silny biofilm po ekspozycji na
wiekszo$¢ czynnikdéw stresowych, z wyjgtkiem stresu cieplnego i kwasowego.
Szczep 55K, tworzyt silny biofilm po ekspozycji na stres niskiej temperatury.
Wykazano zwiekszony poziom ekspresji genu sigB w stresie zasadowym
(szczepy 55K i 472W) i cieplnym (szczep 472W). Z kolei, zwiekszony poziom
ekspresji genu agrA notowano w stresie zasadowym (szczep 55K). Niemniej
jednak nie stwierdzono zwigzku miedzy zdolnoscig tworzenia biofilmu

a ekspresjg sigB i agrA po ekspozycji na stres.

Pateczki L. monocytogenes sg narazone na wiele réznych czynnikéw
stresowych w przemysle spozywczym i w Srodowisku. Wykazano, ze reakcja
zaréwno na warunki subletalne, jak i letalne byta zréznicowana i zalezna od
szczepu. Dane dotyczgce odpowiedzi na warunki stresowe mogg byé pomocne
w uwzglednianiu prawidtowych procedur dezynfekcji w przemysle
spozywczym, budynkach opieki zdrowotnej i uzytecznosci publicznej.
Stowa kluczowe: Listeria monocytogenes, Srodowiskowe czynniki stresowe,

biofilm, antybiotykoopornos¢, ekspresja genéw
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8. SUMMARY

Listeria monocytogenes are Gram-positive, relatively anaerobic, non-spore-
forming rods. These bacteria show the ability to adapt to adverse conditions.
In the food processing environment, L. monocytogenes are exposed to various
stress factors. This stress can be lethal, causing irreversible damage to the cell,
or sublethal, i.e., allowing survival.

The purpose of this dissertation was to evaluate the effects of stress
factors on changes in pheno- and genotypic characteristics of L. monocytogenes
strains.

Twenty isolates each from clinical material, salmon, cured meats and frozen
vegetables, respectively, were studied. It has been distinguished fifty
genetically different strains of L. monocytogenes. Sixty-two % of the strains
represented serogroup 1/2a-3a, and 60.0% had ten virulence genes
(fbpA, plcA, hlyA, plcB, inlB, actA, iap, inlA, mpl, prfA). The majority (46; 92.0%)
of the strains were susceptible to the tested antibiotics.

In the next step, the tested strains were subjected to selected stresses:
osmotic, acidic and alkaline, high and low temperature, cyclic freezing and
defrosting (4 cycles), high and low nutrient availability. The median growth-
inhibiting concentration of NaCl for strains from all groups by origin was 8.0%.
The median growth inhibitory value for pH < 7.0 was 5.0, 4.5, 4.0 and 3.5 for
strains isolated from cold cuts, clinical material, frozen foods salmon,
respectively. The median growth inhibitory value for pH>7.0 was 11.0 for
clinical strains and 9.0 for strains isolated from cold cuts, frozen vegetables and
salmon. There were no statistically significant differences in the response to
osmotic, acid and alkaline stress depending on the origin of the strains. Five
strains survived a 60-minute exposure to 70°C. All strains survived all stages of
the cold stress experiment. During the freezing-defrosting cycle the bacteria
number increased after the first cycle. There were no significant differences in
the bacteria number between the variant of 4 cycles of freezing-defrosting and
the variant of defrosting after the fourth cycle. The survival of the tested strains

was demonstrated under varying nutrient availability, both excess and
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deficiency. The greatest resistance to stress factors was shown by strains
isolated from clinical material. The least tolerant were strains isolated from cold
cuts and frozen foods.

Further experiments were conducted on two strains and the reference
strain L. monocytogenes ATCC 19111. The effect of selected stresses: heat,
cold, osmotic, acid, alkali, frozen on phenotypic features: MIC (minimum
inhibitory concentration) of antibiotics, motility and ability to form a biofilm
and expression level of sigB, agrA genes has been assessed. Variations in the
MIC values of the antibiotics included in the study were demonstrated, and
these variations were strain and stress factor dependent. Strain 472W formed
a strong biofilm after exposure to most stress factors, with the exception of
heat and acid stress. Strain 55K, formed a strong biofilm after exposure to low
temperature stress. Increased levels of sigB gene expression were found in acid
stress (strains 55K and 472W) and heat stress (strain 472W). In contrast,
increased levels of agrA gene expression were recorded under alkali stress
(strain 55K). Nonetheless, there was no link between the biofilm formation
ability and sigB and agrA expression after exposure to stress.

L. monocytogenes are exposed to many different stress factors in the
food industry and in the environment. It has been shown that the response to
both sublethal and lethal conditions varies and depends on strain. Knowledge
about the stress response of L. monocytogenes will allow the planning of
appropriate disinfection strategies to reduce the spread of these pathogens in

healthcare buildings, public buildings, and food processing environments.

Keywords: Listeria monocytogenes, environmental stress factors, biofilm,

antibiotic resistance, gene expression
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10. SPIS RYCIN

Rycina 1.

Rycina 2.

Rycina 3.

Rycina 4.

Etapy cyklu zyciowego L. monocytogenes (uwzgledniono
czynniki wirulencji zwigzane z kazdym etapem). Pierwszy
etap obejmuje adhezje (Lap, FbpA, InlJ, Ami) oraz
internalizacje (InlA, InIB). Kolejne etapy to inwazja (lap),
liza wakuoli (LLO, PlcA, PlcB, Mpl), namnazanie
wewnatrzkomdrkowe (Hpt) i ruch wewngatrzkomérkowy
(ActA, P60 (lap), InIC). L. monocytogenes przedostaje sie
do sgsiedniej komorki w formie wtérnej wakuoli, ktéra
ulega lizie, a cykl zyciowy inicjowany jest od nowa. Lap-
ang. Listeria adhesion protein, FbpA-biatko wigzgce
fibronektyne, Inl-interanlina, Ami-ang. autolysin amidase,
LLO-listeriolizyna O, PlcA-fosfolipaza A, PlcB-fosfolipaza B,
Mpl-metaloproteaza, ActA-biatko powierzchniowe ActA,
Hpt-biatko transportera fosforanu heksozy (ang. hexose
phosphate transporter protein (rycina witasna, na
podstawie [45—-47])

Organizacja Listeria Pathogenicity Island 1. Kierunek
transkrypcji jest wskazany przez odpowiednie strzatki
(rycina wtasna, na podstawie [60,61])

Regulacja ekspresji genu prfA i aktywnosci biatka PrfA. A.
kontrola transkrypcji prfA (trzy promotory genu prfA: Pyica
pozytywnie kieruje ekspresjg prfA poprzez wigzanie sie
z ,PrfA box”. Ppfar1 i Ppriar2  kontrolujg reakcje
monocistronowe. Promotor Ppiapr ma  nieulegajacy
translacji region 5'UTR, ktéry dziata jako czujnik
temperatury), B. potranskrypcyjna kontrola prfA
(w temperaturze 30°C w regionie zawierajgcym
sekwencje Shine-Dalgarno tworzy sie stabilna struktura
przestrzenna, okreslana jako ,spinka do wioséw”. W 37°C,
struktura ta ulega destabilizacji, co umozliwia
przytgczenie rybosomu i synteze biatka PrfA), C. kontrola
potranslacyjna PrfA (przytgczenie czasteczki kofaktora
(glutationu) do biatka PrfA) (rycina wtasna, na podstawie
[83-86])

Mechanizmy odpowiedzi na stres osmotyczny
u L monocytogenes oparte na transporcie
kompatybilnych substancji rozpuszczonych. Karnityna jest
transportowana przez system OpuCABCD, podczas gdy
glicynabetaina moze by¢é gromadzona zarédwno przez
system GbuB, jak i BetL. Niska dostepnosé¢ sktadnikdéw
pokarmowych prowadzi do biosyntezy aminokwasow
i kwasow ttuszczowych, co wptywa na adaptacyjne
modyfikacje Sciany komdrkowej. Kdp (ang. transcriptional
response regulator) to system wychwytu potasu
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Rycina 5.

Rycina 6.

Rycina 7.

w warunkach zmiennej osmolarnosci (rycina wtasna, na
podstawie [32])

Mechanizmy odpowiedzi na stres cieplny u L.
monocytogenes. A. Obecnos¢ w  cytoplazmie
niesfatdowanych biatek uniemozliwia ich interakcje z HrcA
(ang. heat-inducible transcription repressor). Biatko GroE
dziata jako wewnatrzkomdrkowe biatko opiekuncze. Po
denaturacji pod  wptywem stresu cieplnego,
nieprawidtowo sfatdowany HrcA nie jest w stanie zwigzac
sie z docelowym DNA. W konsekwencji polimeraza RNA-
032 wigze sie z docelowymi promotorami, umozliwiajac
transkrypcje gendéw szoku cieplnego klasy I. B. Podobnie,
CtsR (ang. ang. negative transcription regulator) ulega
zmianom  konformacyjnym  wywofanym  stresem
cieplnym, ktére uniemozliwiajg jego interakcje
z docelowymi promotorami. Zwigzanie polimerazy RNA-
032 z promotorami gendw clp indukuje transkrypcje clpC
i clpP. Po autofosforylacji zaleznej od temperatury, McsB,
wspomagany przez McsA, kieruje CtsR do degradacji przez
proteaze ClpC i ClpP. Niska dostepnos¢ sktadnikdw
pokarmowych prowadzi do biosyntezy aminokwaséw
i kwasow ttuszczowych, co wptywa na adaptacyjne
modyfikacje sciany komodrkowej (rycina wfasna, na
podstawie [32,152])

Mechanizmy odpowiedzi na stres niskich temperatur u
L. monocytogenes. Csp (ang. cold shock protein) wigzg sie
do jednoniciowego kwasu nukleinowego poprzez motyw
rybonukleoproteiny: RNP1 i RNP2, stabilizujgc w ten
sposob konformacje kwasu nukleinowego i zapobiegajac
jego degradacji. Udziat w stresie niskich temperatur maja
réwniez biatka Cap (ang. cold acclimatization protein),
substancje kompatybilne transportowane za
posrednictwem OpuC i Gbu do komorki, a takze
modyfikacje $ciany komdrkowej (rycina wtasna, na
podstawie [32])

Systemy  odpowiedzi na stres kwasowy u
L. monocytogenes. GAD (ang. glutamate decarbosylase
activity) przeksztatca zewngtrzkomdrkowy glutaminian
w kwas gamma-aminomastowy (GABA), co powoduje
wzrost pHi. Nastepnie GABA jest wymieniany na
glutaminian poprzez antyporter GadT1l lub GadT2, co
przyczynia sie do alkalizowania $rodowiska i przywracania
homeostazy pH. Natomiast system ADI (ang. putative
arginine deiminase) przetwarza importowang ze
srodowiska zewnetrznego arginine w ornityne, COa,
amoniak i ATP. W procesie tym biorg udziat trzy enzymy:
ADI, karbamoilotransferaza i kinaza karbaminianowa.
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Rycina 8.

Rycina 9.

Rycina 10.

Rycina 11.

Rycina 12.

Rycina 13.

Rycina 14.

Rycina 15.

Powstajacy jako produkt uboczny amoniak reaguje
z protonami wewnatrzkomdérkowymi, wytwarzajgc NH*,
co prowadzi do wzrostu pH cytoplazmy i ochrony komorki
przed kwasnym srodowiskiem. FiFo-ATPaza generuje
gradient protondw, wyptyw H* przywraca homeostaze
(rycina wtasna, na podstawie [32])

Schemat metodyki oceny wptywu stresu osmotycznego,
kwasowego i zasadowego na wzrost badanych szczepdéw
(n=50) L. monocytogenes. MHB-bulion Mueller Hinton
Schemat metodyki oceny wptywu stresu cieplnego na
przezywalnos¢  badanych  szczepéw  (n=50) L.
monocytogenes. PBS-zbuforowany roztwor  soli
fizjologicznej

Schemat metodyki oceny wptywu stresu niskiej
temperatury na przezywalno$¢ badanych szczepdw
(n=50) L. monocytogenes. TSB-bulion tryprozowo-sojowy,
PBS—zbuforowany roztwor soli fizjologicznej, CAB-podtoze
Columbia Agar

Schemat metodyki oceny wptywu stresu cyklicznego
zamrazania i rozmrazania na przezywalnos¢ badanych
szczepéw (n=50) L. monocytogenes. TSB-bulion
tryptozowo-sojowy, PBS-zbuforowany roztwér soli
fizjologicznej, CAB-podtoze Columbia Agar

Schemat metodyki oceny wptywu stresu zwigzanego
z niedoborem i nadmiarem sktadnikdéw odzywczych na
przezywalnos¢  badanych  szczepéw  (n=50) L.
monocytogenes. PBS-zbuforowany  roztwor  soli
fizjologicznej, BHI-bulion mdzgowo-sercowy, CAB-
podtoze columbia agar

Dendrogram podobienstwa genetycznego badanych
izolatbw (n=80) w oparciu o wyniki uzyskane
z zastosowaniem metody PFGE z wykorzystaniem
grupowania hierarchicznego technikg UPGMA. K-materiat
kliniczny, t-fosos, M-mrozonki warzywne, W-wedliny
Przynaleznos¢ do grup serologicznych w zaleznosci od
pochodzenia badanych szczepow (n=50)
L. monocytogenes

Liczba szczepow reprezentujgcych dany profil gendw
wirulencji a przynaleznos¢ do grupy serologicznej. Profil I-
obecno$¢ 10 uwzglednionych w badaniu gendéw
kodujacych czynniki wirulencji, Profil ll-brak genu mpl,
przy obecnosci pozostatych wirulencji, Profil Ill-brak genu
fbpA, przy obecnosci pozostatych genow
wirulencji; Profil IV-brak genu mpl i fbpA, przy obecnosci
pozostatych gendw wirulencji
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Rycina 16.

Rycina 17.

Rycina 18.

Rycina 19.

Rycina 20.

Rycina 21.

Rycina 22.

Rycina 23.

Rycina 24.

Rycina 25.

Przynaleznos¢ do grupy serologicznej w zaleznosci od
pochodzenia wsréd szczepdw (n=38) u ktdérych wykazano
obecnos¢ LIPI-1 (ang. Listeria Pathogenicity Island 1)
Przynaleznos¢ do grupy serologicznej badanych szczepow
(n=50) w zaleznosci od profilu antybiotykowrazliwosci.
Profil A-wrazliwo$¢ na wszystkie badane antybiotyki,
Profil B-opornosc na penicyline, przy wrazliwosci na cztery
pozostate antybiotyki, Profil C-opornos¢ na erytromycyne,
przy wrazliwosci na cztery pozostate antybiotyki

Warto$¢ minimalnego stezenia hamujacego (ang.
minimum inhibitory concentration, MIC) bakteriofaga
w preparacie PhageGuard L w zaleznosci od
przynaleznosci do grupy serologicznej i pochodzenia
badanych szczepéw (n=50) L. monocytogenes. PFU-
plague forming unit (jednostka tworzgca tysinke)
Warto$¢ NaCl hamujgca wzrost badanych szczepdéw
w zaleznosSci od pochodzenia (uwzgledniono tylko
stezenia hamujgce wzrost)

Poréwnanie grup szczepdw (ze wzgledu na pochodzenie)
w odpowiedzi na stres osmotyczny. Wykres pudetkowy:
srodek: mediana, granice pudetka: 25. i 75. centyl, wasy
rozciggajg sie do najmniejszej/najwiekszej wartosci nie
dalej niz mediana t 1,5-krotnos¢ przedziatu
miedzykwartylowego. a, b-wartosci oznaczone réznymi
literami rdznig sie istotnie statystycznie (p<0,05). K-
materiat kliniczny, t-tosos, W-wedliny, M-mrozonki
warzywne

Poréwnanie grup szczepdéw na podstawie pH<7, ktére
hamowato wzrost (stres kwasowy). Wykres pudetkowy:
srodek: mediana, granice pudetka: 25 i 75 centyl, wasy:
minimum i maksimum. a, b-wartosci oznaczone réznymi
literami réznig sie istotnie statystycznie (p<0,05)

Liczba szczepow, u ktdrych wykazano zahamowanie
w zaleznosci od wartosci pH. A. wartosci w wariancie
pH<7,0, B. wartos$ci w wariancie pH>7,0

Poréwnanie grup szczepdw na podstawie pH>7, ktére
hamowato wzrost (stres zasadowy). Wykres pudetkowy:
$rodek: mediana, granice pudetka: 25 i 75 centyl, wasy:
minimum i maksimum. a, b-wartosci oznaczone réznymi
literami réznig sie istotnie statystycznie (p<0,05)

Zakres pH, w ktéorym wykazano wzrost badanych
szczepdw (n=50) L. monocytogenes. K-materiat kliniczny,
W-wedliny, M-mrozonki warzywne, t-toso$

Liczba szczepdw niewykazujgcych wzrostu po ekspozycji
na stres cieplny. Na rycinie przedstawiono tylko warianty
badania, ktdére zahamowaty wzrost wsréd badanych
szczepdw
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Rycina 26.

Rycina 27.

Rycina 28.

Rycina 29.

Rycina 30.

Rycina 31.

Rycina 32.

Rycina 33.

Zmiana liczebnosci bakterii wzgledem kontroli po 30
dniach ekspozycji na stres niskich temperatur w zaleznosci
od pochodzenia badanych szczepéw. Wykres pudetkowy:
srodek: mediana, granice pudetka: 25 i 75 centyl, wasy:
minimum i maksimum. a, b-wartosci oznaczone réznymi
literami réznig sie istotnie statystycznie (p<0,05). j.t.k.-
jednostka tworzaca kolonie

Zmiana liczby bakterii [log j.t.k. (jednostka tworzaca
kolonie)/ml]  wzgledem kontroli podczas stresu
cyklicznego zamrazania-rozmrazania. 4* - bez cyklicznego
zamrazania-rozmrazania

Poréwnanie numeru cyklu zamrazania-rozmrazania na
podstawie zmiany liczby bakterii. Wykres pudetkowy:
srodek: mediana, granice pudetka: 25 i 75 centyle, wasy:
minimum i maksimum. a, b, c-wartosci oznaczone réznymi
literami réznig sie istotnie statystycznie (p<0,05)

Zmiana liczby bakterii wzgledem kontroli dla wariantu
niskiej dostepnosci sktadnikow odzywczych dla badanych
szczepdw ze wzgledu na pochodzenie. Wykres
pudetkowy: srodek: mediana, granice pudetka: 25. i 75.
centyl, wasy: minimum i maksimum. a, b-wartosci
oznaczone réznymi literami rdinig sie istotnie
statystycznie (p<0,05). j.t.k.-jednostka tworzgca kolonie
Zmiana liczby bakterii wzgledem kontroli dla wariantu
wysokiej dostepnosci skfadnikéw odzywczych dla
badanych szczepéw ze wzgledu na pochodzenie. Wykres
pudetkowy: srodek: mediana, granice pudetka: 25. i 75.
centyl, wasy: minimum i maksimum. a, b-oznaczone
réznymi literami rdznig sie istotnie statystycznie (p<0,05).
j-t.k.-jednostka tworzaca kolonie

Ogdlny wynik klasyfikacji dla kazdej grupy szczepdéw.
Wykres pudetkowy: srodek: mediana, granice pudetka: 25
i 75 centyl, wasy: minimum i maksimum) z rozktadem
danych w postaci kropek. a, b-wartosci oznaczone
réznymi literami réznig sie istotnie statystycznie (p<0,05)
Wzgledny poziom ekspresji genu sigB szczepu A. 55K, B.
472W, C. ATCC 19111. a, b-wartosci oznaczone réznymi
literami réznig sie istotnie statystycznie (p<0,05)
Wzgledny poziom ekspresji genu agrA szczepu A. 55K, B.
472W, C. ATCC 19111. a, b-wartosci oznaczone réznymi
literami réznig sie istotnie statystycznie (p<0,05)
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11. SPIS FOTOGRAFII

Fotografia 1.

Fotografia 2.

Fotografia 3.

Fotografia 4.

Elektroforegram  produktow  amplifikacji  reakcji
multipleks  PCR  zastosowanej do  okreslenia
przynaleznosci do grup serologicznych badanych
szczepdw L. monocytogenes. Sciezka 1: marker wielkosci
(100-2500 pz), Sciezka 2: kontrola dodatnia 1/2a-3a,
Sciezka 3: kontrola dodatnia 1/2b-3b, S$ciezka 4:
kontrola dodatnia 1/2c-3c, $ciezka 5: kontrola dodatnia
4b-4d-4e, Sciezki 6-17: badane szczepy
L. monocytogenes, Sciezka 18: kontrola ujemna
[fotografia wtasna]

Elektroforegram  produktow  amplifikacji  reakcji
multipleks |, obejmujacej geny: fbpA (435 pz), plcA (278
pz), hly (101 pz). Sciezka 1: marker wielkosci (100-1000
pz), $ciezka 2: kontrola dodatnia szczep IW41, Sciezki 3-
5: badane szczepy L. monocytogenes [fotografia wtasna]
Elektroforegram  produktow  amplifikacji  reakcji
multipleks I, obejmujgcej geny: plcB (794 pz), inlB (302
pz), actA (231 pz), iap (131 pz). Sciezka 1: marker
wielkosci (100-1000 pz); sciezka 2: kontrola dodatnia
szczep W41, Sciezki 3-5: badane szczepy L
monocytogenes [fotografia witasna]

Elektroforegram  produktow  amplifikacji  reakcji
multipleks 1ll, obejmujgcej geny: inlA (2341 pz), mpl
(1458 pz), prfA (706 pz). Sciezka 1: marker wielkosci
(100—-3000 pz), sciezka 2: kontrola dodania szczep IW41,
Sciezki 3-5: badane szczepy L. monocytogenes
[fotografia wtasna]
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12. SPIS TABEL

Tabela 1.

Tabela 2.

Tabela 3.

Tabela 4.

Tabela 5.

Tabela 6.

Tabela 7.

Tabela 8.

Tabela 9.

Tabela 10.

Tabela 11.

Tabela 12.

Tabela 13.

Tabela 14.

Tabela 15.

Tabela 16.

Tabela 17.

Tabela 18.

Serotypy L. monocytogenes w oparciu o podtyp antygenu O
i H (na podstawie [21-26])

Najwazniejsze epidemie listeriozy na $wiecie zwigzane
z 2ywnoscia

Pochodzenie badanych izolatow (n=80)

Sekwencje starterow (na podstawie [28]) oraz wielko$é
produktow wykorzystywanych w celu oceny przynaleznosci
do grup serologicznych

Sekwencje starteréw oraz warunki amplifikacji trzech
reakcji multipleks PCR okreslajagcych obecnosé¢ genodw
kodujacych uwzglednione w badaniu czynniki wirulencji
Sekwencje starterow wykorzystane w reakcji Real-Time
gPCR

Klastry wyodrebnione w oparciu o technike PFGE
z wykorzystaniem grupowania hierarchicznego technika
UPGMA z przyjetym punktem odciecia 80,0%

Profile gendéw wirulencji wsrdd badanych szczepdéw (n=50)
L. monocytogenes

Profile wrazliwosci na antybiotyki wsréd badanych
szczepodw (n=50) L. monocytogenes

Minimalne stezenie hamujgce bakteriofaga w preparacie
PhageGuard L wobec badanych szczepédw (n=50)
L. monocytogenes

Minimalne stezenie bakteriobdjcze bakteriofaga
w preparacie PhageGuard L wobec badanych (n=50)
szczepow L. monocytogenes

Mediana liczby komodrek po ekspozycji na stres cieplny
w zaleznosci od pochodzenia badanych szczepow

Mediana liczby komdrek po ekspozycji na stres niskiej
temperatury w zaleznosci od pochodzenia szczepow
L. monocytogenes

Mediany liczby bakterii po ekspozycji na stres cyklicznego
zamrazania i rozmrazania w zaleznos$ci od pochodzenia
badanych szczepow

Klasyfikacja badanych szczepéw na podstawie metody
rangowania

Zdolnosc¢ tworzenia biofilmu przez szczep 55K w wariancie
kontrolnym oraz po ekspozycji na czynniki stresowe
Zdolnos¢ tworzenia biofilmu przez szczep 472W
w wariancie kontrolnym oraz po ekspozycji na czynniki
stresowe

Zdolnos¢ tworzenia biofilmu przez szczep ATCC 19111
w wariancie kontrolnym oraz po ekspozycji na czynniki
stresowe
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Tabela 19.

Tabela 20.

Tabela 21.

Zmiany wartosci minimalnego stezenia hamujacego
antybiotykdw w wariancie kontrolnym oraz po dziataniu
czynnikéw stresowych dla szczepu 55K

Zmiany wartosci minimalnego stezenia hamujacego
antybiotykdw w wariancie kontrolnym oraz po dziataniu
czynnikéw stresowych dla szczepu 472W

Zmiany wartosci minimalnego stezenia hamujgcego
antybiotykdw w wariancie kontrolnym oraz po dziataniu
czynnikéw stresowych dla szczepu ATCC 19111
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Zgoda Komisji Bioetycznej

Uniwersytet Mikolaja Kopernika w Toruniu
Collegium Medicum im L. Rydygiera w Bydgoszczy
KOMISJA BIOETYCZNA
UL M. Sklodowskiej-Curie 9, 85-094 Bydgoszcz, tel.(052) 585-35-63, fax.(052) 585-38-11

KB 27/2019 Bydgoszez, 29.01.2019 1.

Dzialajge na podstawie art.29 Ustawy z dnia 5 grudnia 1996 roku o zawodzie lekarza (Dz.U. z 1997 r. Nr
28 poz. 152 (wraz z pdzniejszymi zmi i), zarzadzenia Ministra Zdrowia i Opieki Spolecznej z dnia 11 maja
1999 r. w sprawie szczegtlowych zasad powolywania i finansowania oraz trybu dzialania komisji bioetycznych
(Dz.U.Nr 47 poz.480) oraz Zarzadzeniem Nr 21 Rel UMK 2z dnia 4 marca 2009 r. z péin. zm. w sprawie
powolania oraz zasad dzialania Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Mikolaja Kopemnika w Toruniu przy

Collegium Medicum im Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy oraz zgodnie z dami zawartymi w [CH - GCP
Komisja Bioetyczna przy UMK w Toruniu, Collegium Medicum w Bydgoszezy

(skiad podano w zatgczeniu), na posiedzeniu w dniu 29.01.2019 r. przeanalizowala wniosck,
ktory zlozyta kierownik badania:

prof. dr hab. n. med. Eugenia Gospodarek-Komkowska
Katedra i Zaklad Mikrobiologii
Collegium Medicum w Bydgoszczy

z zespotem w skladzie

- prof. dr hab. n. med. Eugenia Gospodarek-Komkowska, dr inz. Krzysztof
Skowron, mgr Natalia Wiktorczyk,
w sprawie badania;

»Wplyw czynnikéw stresowych na wybrane cechy feno- i genotypowe badanych
szczepbw Listeria monocytogenes.”

Po zapoznaniu si¢ ze zlozonym wnioskiem i w wyniku przeprowadzonej dyskusji oraz

gh ia Komisja podjek:

Uchwal¢ o pozytywnym zaopiniowaniu wniosku
W sprawie przep dzenia badai w zakresie okreslonym we wniosku pod warunkiem uzyskania zgody 0séb
badanych na wykorzystanie materiatu biol gicznego do celéw naukowych, a w przypadku barku takiej zgody,
analizowania jedynie materialu imi 20 tj. pozbawionego danych personalnych (zgodnie z RODO).

Zgoda obowigzuje od daty posiedzenia (29.01.2019 r.) do korica 2019 r.

Wydana opinia dotyczy tylko rozpatrywanego wniosku = glgdnieniem przedstawionego projekiv;
kazda zmiana i modyfikacja wymaga uzyskania odrgbnej opinit

Prof. dr hab. med. Karol $liwka

Przewodniczacy Konpisji Bioetycznej

Otrzymuje:
prof. dr hab. n. med. Eugenia Gospodarek-Komkows
Katedra i Zakiad Mikrobiologii

legium Medi Bvd
C o w“v’u
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Lista obecnos$ci

na posiedzeniu Komisji Bioetycznej

w dniu  29.01.2019 r.

Lp. Imi¢ i nazwisko Funkcja ’Podpis
1. Prof. dr hab. med, Karol Sliwka Przewodniczacy \
o |
Megr prawa Joanna Poletek-2, Wy
2. prawa Joanna Poletek-Zygas 3
c przewodniczacego

Prof. dr hab. med. Micczystawa Czerwionka-Szaflarska

Prof. dr hab. med. Anna Balcar-Borof

Prof. dr hab. med. Marek Grabiec

Prof. dr hab. med. Zbigniew Wiodarczyk

Dr hab. n. med. thnrzyna Pawlak-Osifiska, prof. UMK

Dr heb. n med. Maria Kiopocka

Ks. dr hab, Wojciech Szukalski, prof. UAM

Drn. med. Radostawa Staszak-Kowalska

11. Mgr prawa Patrycja Brzezicka /Wm
12 ~

. Megr farm. Aleksandra Adamczyk 4 lo.anrs
13, Mer Lidia Iwiniska-Tarczykowska
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