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1. WSTEP

Bakterie z rodzaju Listeria wystepuja w przyrodzie powszechnie,
ana cztowieka przenoszg si¢ za posrednictwem gleby, wody, $ciekow, odchodow
zwierzat czy zanieczyszczonych roslin. Sposrod kilkunastu gatunkow najwigksze
zagrozenie dla czlowieka stanowig pateczki L. monocytogenes [Wroblewska
i Misiewicz, 2006]. Wedtug raportu RASFF (ang. Rapid Alert System for Food
and Feed, Krajowy System Wczesnego Ostrzegania Niebezpiecznej Zywnosci)
z 2017 roku, gatunek ten byt drugim pod wzglgedem czgstotliwosci wystepowania
patogenem obecnym w zywnosci przetworzonej [RASFF, 2017]. Obecno$é
bakterii stwierdza si¢ m.in. w mleku i produktach mlecznych, migsie i produktach
miesnych oraz warzywnych. Ich spozycie wiaze si¢ z ryzykiem wystgpienia
listeriozy, zapalenia zoladka i jelit, zapalenia opon mozgowych, posocznicy,
ronienia, posocznicy noworodkoéw oraz wewngtrzmacicznymi infekcjami
u cigzarnych kobiet [Molenda, 2009]. Listerioza zostata uznana za najbardziej
$miertelng chorobe odzywnos$ciowa wywolywang przez patogeny jelitowe
($miertelno$¢ 30%) [Sottysiuk i wsp., 2019]. Pateczki z rodzaju Listeria
do srodowiska dostajg si¢ za posrednictwem organizmoéw chorych lub nosicieli,
gdzie przy sprzyjajacych warunkach przezywaja, namnazaja si¢ i stanowia
zagrozenie infekcji. Zjawisko bezobjawowego nosicielstwa jest powszechne
zaréwno u zwierzat (m. in.: u owiec, kéz, bydta, swin, ptakow i ryb), jak i u ludzi
obejmujac 5 - 10% populacji. Bakterie izoluje si¢ najczgsciej z przewodu
pokarmowego, skad wraz z katem przedostaja si¢ do srodowiska. Skazenie
produktow spozywczych pochodzenia roslinnego najczeSciej zaczyna sig
na etapie uprawy i jest skutkiem kontaktu warzyw czy owocoéw z gleba,
odchodami, powietrzem, pylem, owadami i wodg stuzaca do nawadniania. Innym
istotnym czynnikiem jest tez stosowanie (gldéwnie w uprawach organicznych)
nawozOw naturalnych, rodzaj zabiegow agrotechnicznych, stosowanie
skazonych nasion i siewek czy jako$¢ wody wykorzystywanej do nawadniania,
itp. [Miceli i Settanni, 2019]. Surowcami szczegdlnie narazonymi
na zanieczyszczenie L. monocytogenes sg m. in. szpinak, brokuty, kapusta,
kalafior, satata oraz przygotowane z nich surowki i satatki oraz inne dania gotowe
do spozycia, typu RTE (ang. Ready-to-Eat) [EFSA, 2009]. W warunkach
produkcyjnych na ryzyko skazenia mikrobiologicznego przetwarzanej zywno$ci
wplywa sposOb przygotowania, przechowywania i transportu zywnosci, ale
rowniez jakos¢ uzytych surowcow, wody, opakowan, czystosci sprzetu,
aparatury, higiena pomieszczen, personelu oraz wdrozonych w zakladach
systemow czyszczenia i dezynfekcji [Kotakowska i Madajczak, 2011].

Zdolnos¢ L. monocytogenes do wzrostu w szerokim zakresie temperatur
i pH, odpornos¢ na warunki srodowiskowe, krotkotrwatg pasteryzacje, mrozenie,
podprogowe dawki konserwantow, srodkéw myjacych oraz zdolnos¢ rozwoju
w warunkach tlenowych i beztlenowych sprawiaja, ze niektére rodzaje zywnosci
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sg szczegllnie czesto zanieczyszczone tymi pateczkami [Budzinska
i wsp., 2012]. Wsrdéd nich nalezy wymieni¢ m.in. wyroby garmazeryjne,
niepasteryzowane mleko, sery, wedzone ryby, a takze surowe warzywa i owoce.
Kolejnym elementem sprzyjajacym skazeniu zywnosci, zwlaszcza w zaktadach
przetworczych, jest zdolno$¢ pateczek Listeria spp. do przywierania i wzrostu
na powierzchniach abiotycznych w postaci biofilmu. Struktury te sa stalym
zrodtem ryzyka wtornego zanieczyszczenia zywno$ci w czasie procesow
produkcyjnych. Moga powodowac¢ zepsucie produktu, zagrozenie dla zdrowia
konsumenta i spadek bezpieczenstwa produktow zywnosciowych. Ponadto
hamowanie procesoOw wymiany ciepta, blokowanie mechanicznie przeplywu
i biodegradacja sktadnikdéw powierzchni metalicznych i polimerowych powoduja
znaczne straty finansowe, liczace w skali ogdlnoswiatowej miliony dolarow
rocznie [Berthold, 2007].

Wykrywanie i oznaczanie liczby bakterii Listeria spp. odbywa
sie obecnie najczesciej z zastosowaniem klasycznych metod mikrobiologicznych
w oparciu o norm¢ PN-EN 1SO 11290-1:2017-07 Mikrobiologia tancucha
Zywnosciowego — Horyzontalna metoda wykrywania i oznaczania liczby Listeria
monocytogenes i innych Listeria spp. Klasyczne metody, opierajace
si¢ na hodowli komorek i testach mikrobiologicznych, sa jednak czasochtonne
oraz nie daja wystarczajacej pewnosci wynikoéw, zwlaszcza podczas identyfikacji
termicznie zniszczonych bakterii lub mikroorganizméw poddanych réznego
rodzaju procesom przemystowym, uszkadzajgcym strukture komorki [Vazguez-
Boland i wsp., 2001]. Nowoczesne metody molekularne oraz serologiczne sa
szybsze, bardziej czute i specyficzne w wykrywaniu bakterii chorobotworczych
w przetworzonej zywnosci. Losowa amplifikacja polimorficznego DNA
(RAPD), losowych fragmentow swoistych gatunkowo, pozwala na identyfikacje
rodzajow oraz gatunkéw mikroorganizméw, poprzez rdznicowanie i oceng
stopnia podobienstwa szczepow [Rahman i wsp., 2013; Wroblewska i Misiewicz,
2006].
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2. PRZEGLAD PISMIENNICTWA
2.1. CHARAKTERYSTYKA LISTERIA MONOCYTOGENES

L. monocytogenes jest gram-dodatnig, nie tworzaca spor paleczka
mierzaca 1 - 2 um dhlugosci oraz 0,5 um szeroko$ci, wystepujaca najczesciej
pojedynczo, moze rowniez tworzy¢ krotkie tancuszki lub skupiska w ksztalcie
liter X, Y i V. Jest bakteria wzglednie beztlenowa, ruchliwg w zakresie
temperatur 22 - 28°C, ale nieruchliwa powyzej 30°C. Charakteryzuje
sie wzrostem w zakresie temperatur od -0,4°C do 45°C i pH miedzy 4,6 a 9,5. Jest
takze jest w stanie przetrwac przy stosunkowo niskiej aktywno$ci wody (aw <
0,90) i w warunkach zasolenia do 20%. Te cechy sprawiaja, ze bakterie
te sa w stanie przetrwa¢ i namnaza¢ si¢ w niekorzystnych warunkach
srodowiskowych, ktore czesto wystepuja w zaktadach produkeji zywnosci (tabela
1) [Gray i wsp., 2006; Ranasinghe i wsp., 2021].

Tabela 1. Wplyw wybranych czynnikow fizykochemicznych na  wzrost
L. monocytogenes [Sip, 2010]

Parametr Warost MOZlfwo.sc Inaktywacja
Min. Opt Max. przezycia
Temperatura | od-15 70°C/2 min,
ok o s | 3037 45 -18 80°C/1 min.
pH 4243 | 10 9,4-95 3,3-4,2 <3,0
Aktywnos$¢ 0,9-0,93 0,99 >0,99 0,9 <0,83
wody [aw]
Stezenie NaCl <05 07 0,9 20 >30
[%0]
Stgze[g/loe] CO: 0 10-20 30-40 >70 100

L. monocytogenes jako organizm psychrotolerancyjny stanowi powazne
zagrozenie dla zdrowia publicznego i przemystu, poniewaz przechowywanie
zywnosci w warunkach  chlodniczych i jej mrozenie sa  najbardziej
powszechnymi metodami konserwowania. Pinton i wsp. [2020] stwierdzili,
ze podczas przechowywania w -18°C populacja L. monocytogenes przetrwata
na brokutach i kalafiorze co najmniej do 168 dni. W lodach bakterie przezyty
przez 36 miesigcy przechowywania w temperaturze -20°C bez znaczacego
spadku populacji [Salazar i wsp., 2020] a w zamrozonym tososiu - 10 miesi¢cy
[Miladi i wsp., 2008].
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Szerokie spektrum tolerancji na czynniki fizykochemiczne sprawia,
ze bakteria ta jest wszechobecna w $rodowisku. L. monocytogenes jest dobrze
przystosowana do zycia w glebie i na roslinach jako saprotrof (w $rodowisku
zewnatrzkomodrkowym) oraz do zycia w cytozolu komorek ssakéw jako patogen
(wewnatrzkomorkowo). Srodowiska te réznia si¢ znacznie zawarto$cia
i dostepnoscia zrodet wegla, siarki i azotu, dlatego tez bakterie wykazuja duze
zdolno$ci adaptacyjne. Zwierzgta, takie jak bydto, owce, kozy oraz dréb,
przebywajace w $rodowisku naturalnym (np. przy pastwiskowym systemie
utrzymania) moga by¢ nosicielami tego patogenu. Na przestrzeni ostatnich lat
L. monocytogenes byta odpowiedzialna za skazenie produktow zywnos$ciowych
zaro6wno pochodzenia zwierzgcego, jak i roslinnego [Letchumanan i wsp., 2018].

2.1.1. Serotypy bakterii z gatunku Listeria monocytogenes

Badania prowadzone na przestrzeni lat wskazuja, Ze istnieje zaleznos¢
pomiedzy serotypem szczepéw L. monocytogenes, a przynaleznoscia
do odpowiedniej linii filogenetycznej. Obecnie wyroznia si¢ 3 linie
filogenetyczne L. monocytogenes, ktore wyodrebniono na podstawie réznic
w sekwencji nukleotydowej trzech genow: flaA (kodujacy flageling), iap
(kodujacy p60) i hly (kodujagcy LLO) [Jinneman i Hill, 2010]. Do kazdej linii
przyporzadkowano odpowiadajace jej serotypy [Davis i Mauer, 2011; Doumith
i wsp., 2004; Shen i Higgins, 2005].

W roku 1989, szwedzki uczony Jean-Claude Piffaretti, po raz pierwszy
dokonat podziatu L. monocytogenes na linie filogenetyczne i przyporzadkowat
im odpowiednie serotypy. Wyodrgbnil on 2 linie (I i II) i przyporzadkowat
serotypy nast¢pujgco: linia I: 1/2b, 4b, 4a, linia II: 1/2c, 1/2a. Badania wielu
innych badaczy doprowadzity do uzupetienia podziatu zaproponowanego przez
Piffaretti o kolejng linie ewolucyjng — trzecig (tabela 2) [Davis i Mauer, 2011;
Piffaretti i wsp., 1989]. Podzial ten jest obecnie uwazany za najbardziej
poprawny, jednak istnieje jeszcze jeden, zaproponowany w 2004 r.
Z wykorzystaniem metody multiplex PCR, Doumith i wsp. [2004], opracowali
podzial, ktory zaktada istnienie 5 grup serotypowych skorelowanych
z odpowiedna linig filogenetyczna (tabela 3).

Tabela 2. Podziat L. monocytogenes na grupy serotypowe w zaleznosci
od linii filogenetycznej

Linia filogenetyczna I 11 11
(1/2b*; 3b; 7) (1/2a*; 3a) (4a; 4c¢)
(4b*; 4d; 4e) (1/2c; 3¢)

Grupa serotypowa
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Tabela 3. Podziat L. monocytogenes na 5 grup serotypowych zaproponowany przez
Doumith i wsp. [2004]

Linia filogenetyczna | 1 11
(1/2a*; 3a) (1/2b*; 3b; 7) (4a; 4c)
(1/2c; 3c) (4b*; 4d; 4e)
*W powyzszych tabelach pogrubieniem zaznaczono serotypy najczesciej wywoltujace
listerioz¢ u ludzi.

Grupa serotypowa

Na przestrzeni ostatnich lat pojawily si¢ przestanki do utworzenia
kolejnej — IV linii filogenetycznej. Miataby ona powsta¢ w wyniku oddzielenia
jednej z trzech podgrup grupy III (IITA, IIIB i I1IC), wsrod ktorych I1IB znacznie
wyrdznia si¢ od pozostatych [Davis i Mauer, 2011; Shen i Higgis, 2013].
Poszczegolne szczepy, w zaleznosci od przynaleznosci do grupy serotypowej
mogg posiada¢ lub nie posiada¢ okreslonych genéw wirulencji [Shen i Higgis.
2013].

Wszystkie serotypy L. monocytogenes sa niebezpieczne dla cztowieka,
ale wiekszo$¢ przypadkow listeriozy powodowana jest przez serotypy 1/2a, 1/2b,
1/2/c i 4b, ktore tacznie stanowia >98% izolatow L. monocytogenes izolowanych
od pacjentow klinicznych w skali globu i sa najczgsciej wykrywanymi
serotypami w zywnosci. Stwierdza si¢, ze obecnie za wigkszos¢ wybuchoéw
ognisk listeriozy odpowiedzialny jest serotyp 4b [Doumih i wsp. 2004; EFSA
2013; Lee i wsp. 2017; Liu i wsp. 2006; Zoz i wsp. 2017].

2.1.2. Geny charakterystyczne dla bakterii 2z gatunku
L. monocytogenes

Pateczki L. monocytogenes posiadajg gen rrs kodujacy 16S rRNA,
za posrednictwem ktorego odréznia si¢ je od innych rodzajow [Leclercq i wsp.,
2010]. Innym elementem genomu bakterii jest wystepowanie klastra szeSciu
gendéw wirulencji, zwanego takze wyspa patogennosci Listeria LiPI-1 (ang.
Listeria Pathogenicity Island) [Den Bakker i wsp., 2012; Graves i wsp., 2010].
Biatka produkowane w wyniku ekspresji genow klastra umozliwiajg bakteriom
przezycie wewnatrz komorek i przemieszczanie w obrebie tkanek [Den Bakker
i wsp., 2010]. Klaster obejmuje nastepujace geny: hly — kodujacy listeriolizyne
(LLO) i warunkujacy hemolitycznos¢ bakterii, pIcA i plcB — kodujace fosfolipazy
(PI-PLC i PC-PLC) i wspomagajace bakterie w lizie btony wakuolarnej
i ulatwiajgce bakteriom ucieczke z fagosomu, actA - kodujacy biatko
powierzchniowe ActA niezbgdne w procesie nukleacji, biatko pozwala
na migracje bakterii do sgsiednich komoérek dzigki ogonowi aktynowemu, mpl —
kodujacy metaloproteaze oraz gen prfA odpowiedzialny za wytworzenie biatka
PrfA, ktore jest czynnikiem regulacyjnym wszystkich genow klastra. Wyspe
patogeniczno$ci maja wszystkie patogenne szczepy L. monocytogenes
(chorobotworcze dla cztowieka i zwierzat) [Milohanic i wsp., 2003; Jeyaletchumi
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i wsp., 2001]. Innym genem warunkujacym wirulencje
i patogenno$¢ L. monocytogenes jest gen iap kodujacy zewnatrzkomoérkowe
biatko p60, ktore pelni role adhezyny i hydrolazy mureiny. Gen ten sktada
si¢ z tandemu powtarzajacych si¢ sekwencji (TRS): ACAAAT, ktory koduje dwa
aminokwasy - treoning i asparaging, co wykorzystywane jest do wykrywania
roznic pomigdzy szczepami L. monocytogenes [De Mello i wsp., 2008].

Kolejna grupa genéw odpowiedzialna jest za kodowanie bialek
z rodziny internalin w zakazonych tkankach i charakterystyczne sg one zarowno
dla patogennych, jak i niepatogennych gatunkdéw z rodzaju Listeria. Zalicza sie
do nich geny zwigzane ze zdolno$ciag do wirulencji np. inlA i inIB kodujace biatka
odpowiedzialne za inwazje komoérek roznych typow [Den Bakker
i wsp., 2010; Shen i wsp., 2013].

2.1.3. Mechanizmy wirulencji

L. monocytogenes zdolna jest do pokonywania trzech gtownych barier
w ludzkim organizmie: bariery jelitowej, bariery tozyskowej i bariery krew —
moézg, w zwiazku z czym bakteria ta wnika to roéznego typu komorek
niefagocytujacych i przemieszcza si¢ w tkankach [Vazquez-Boland i wsp., 2001].
W przypadku spozycia zywnosci skazonej L. monocytogenes niskie pH zotadka
nie stanowi zagrozenia dla przezywalnosci bakterii, ktora jest odporna
na dziatanie niesprzyjajacych warunkow srodowiskowych (w tym niskiego pH),
za posrednictwem gendéw SigB, opuCA, Imol421 i bsh, i kodowanych
przez nich biatek. W kolejnym etapie infekcji bakteria wnika do komorek
zywiciela w sposob bierny za posrednictwem procesu fagocytozy lub w sposédb
czynny, poprzez dziatanie internalin — biatek powierzchniowych, tj. internaliny
A (InlA), internaliny B (InIB), internaliny C (InIC) i internaliny J (InlJ),
a nastepnie zamykana jest w pecherzyku fagocytarnym, z ktoérego wydostaje
si¢ 1 przenika do cytoplazmy [Liu i wsp., 2006; Shen i wsp., 2013].
L. monocytogenes zdolna jest rowniez do swobodnego poruszania si¢ w obrebie
organizmu gospodarza, co umozliwia jej obecno$¢ biatka powierzchniowego
ActA, odpowiedzialnego za zdolno$¢ ruchu (tabela 4) [Liu i wsp., 2006].

Kolejnym czynnikiem wirulencji L. monocytogenes jest wystepowanie
peptydu hemolitycznego - listeriolizyny S (LLS), ktéry odgrywa role
w przezywalnosci komorek bakteryjnych, poniewaz warunkuje odpornosé
wzgledem granulocytow obojetnochtonnych [Cotter i wsp., 2008]. Obecnosé
LLS wptywa na zdolno$¢ bakterii do przedostawania si¢ z fagosomu
lub makrofagu, co moze stanowi¢ kluczowy eclement w patogennosci bakterii.
Nalezy jednak podkresli¢, ze LLS nie wystgpuje tak powszechnie jak LLO
i ogranicza si¢ do I linii filogenetycznej [Clayton i wsp. 2011].

Badania przeprowadzone na przestrzeni wielu lat pozwalaja
na wnioskowanie, ze odpowiednie serotypy réznicujg bakterie pod wzgledem
genoéw zjadliwosci. Najmniej zajadliwe sg szczepy nalezace do III linii
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filogenetycznej, ktore wyr6zniaja si¢ brakiem genow inlJ, inlC, iap czy LLS.
Obecnos¢ lub brak poszczegolnych genéw odpowiada za zajadliwo$é
poszczegélnych  bakterii, nawet jesli naleza one do potencjalnie
chorobotworczego gatunku L. monocytogenes [Liu i wsp., 2007; Shen i wsp.,
2013].

Tabela 4. Geny wirulencji L. monocytogenes, kodowane biatko i jego funkcja [Liu
i wsp. 2007; Glinski i Kostro, 2012; MOH, 2018; Muskalska i Szymczak, 2015]

Gen Bialko Funkcja kodowanego bialka
ami Ami Warunkowanie polimeryzacji widkien aktynowych
Zapewnienie przetrwania bakterii w §rodowisku niskiego
bsh BSH e
pH (umozliwienie inwazji jelita).
Wptyw na ekspresje inlA, inlB i actA oraz modyfikacje¢
clpC ClpC ekspresji hlyA. Kierowanie biatek do degradacji za
posrednictwem proteazy ClpP.
CIpE ClpE Kierowanie bialek do degradacji za posrednictwem
proteazy ClpP.
clpP ClpP Zapewnienie odporno$ci bakterii na wysoka temperature.
Regulacja ekspresji inlB i hlyA oraz zapobieganie
fbpA FbpA rozpoznania patogenu przez system immunologiczny
gospodarza.
hpt Hpt Adaptacja do wzrostu w cytozolu.
Umozliwienie adhezji komorek bakteryjnych do komorek
iap P60 gospodarza oraz zapewnia prawidlowy podziat
komorkowy.
Oddziatywanie biatka z E-kadheryng prowadzi do
inlA inlA rearanzacji cytoszkieletu i fagocytozy poprzez
internalizacje do komodrek nabtonka jelit.
. . Umozliwienie internalizacji hepatocytoéw, fibroblastow
inlB inlB . .
i komorek nablonka.
inlC iniC Umozliwienie pozajelitowych stadiéw zakazenia.
lIsA, lIsB,
lisD, lIsG, LLS Zapewnienie opornosci wzgledem granulocytow
lisH, lIsP, obojetnochtonnych.
lIsX, llsY
hi Umozliwienie przejscia z fagosomu do cytoplazmy za
yA LLO . . ;
posrednictwem lizy bltony pecherzyka fagocytarnego.
Al PlcA Wspomaganie lizy bton herzyka f: t
olcB PIcB y pecherzyka fagocytarnego.
mpl mpl Aktywacja biatka plcB.
atcA ActA Umoz_liwienie migracji komoérek bakteryjnych w obrebie
organizmu gospodarza.
prfA PrfA Aktywacja transkrypcji gendw LiPI-1.
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2.1.4. Chorobotworczo$¢ L. monocytogenes

Bakterie L. monocytogenes moga poprzez spozycie skazonej zywnosci
czy wody wywota¢ chorobe zwang listerioza [Kastbjerg i Gram, 2012]. Choroba
ta stanowi zagrozenie zaré6wno dla o0sob zdrowych (20%), jak i o0sob
z grupy podwyzszonego ryzyka, tzn. YOPI (ang. Young, Old, Pregnant,
Immunocompromised), do ktorej zalicza si¢ osoby starsze, z ostabiong
odpowiedza immunologiczna, po przeszczepach, kobiety w ciazy, alergikow,
diabetykow, dzieci, niemowleta i noworodki [Jeylatchumi i wsp., 2010;
Kramarenko i wsp., 2013 Malinois i wsp., 2005; Todd i Notermans, 2011;
Walczycka, 2005]. W zaleznosci od ogdlnego stanu zdrowia przebieg listeriozy
moze mie¢ ostrzejszy lub tagodniejszy charakter. W przypadku osob dorostych,
zdrowych listerioza daje objawy grypopodobne oraz przypominajace postaé
jelitowa [Molenda, 2009]. Istotne zagrozenie dla zycia pojawia si¢, gdy choroba
przyjmuje posta¢ bakteriemii czy zapalenia opon mozgowych [Molinois i wsp.,
2005].

Na szczego6lnie cigzki przebieg choroby szczegdlnie narazone si¢ 0soby
chorujgce na nowotwory, cukrzyce, HIV/AIDS, choroby watroby czy bedacych
po przeszczepie, ktore objawia sie wystgpieniem posocznicy, zapalenia opon
mozgowych oraz niebezpiecznych infekcji centralnego uktadu nerwowego [Todd
i Notermans, 2011]. W przypadku kobiet w cigzy istnieje wysokie ryzyko
poronienia, jesli dojdzie do zakazenia L. monocytogenes [Esteban i wsp., 2009;
Pinto i wsp., 2010]. Noworodki zainfekowane ta bakterig chorujg na zapalenie
pluc, sepsg i zapalenie opon moézgowych.

U zwierzat listerioza wywolywana jest przez L. monocytogenes
i (rzadziej L. ivanovii) [Todd i Notermans, 2011]. Szczegdlnie narazone
na wystgpienie choroby sa kozy, owce i1 bydto, ktore zostajg zainfekowane
za posrednictwem skazonej paszy (kiszonek). Choroba ta objawia si¢
m.in. zapaleniem lozyska i macicy i jest bezposrednig przyczyng poronien
i $mierci ptodu. Nowonarodzone zwierzgta, ktore przezyty okres ptodowy staja
si¢ nosicielami patogenu. W przypadku trzody chlewnej do zakazenia dochodzi
drogg oddechows, pokarmowa czy przez spojowki oczu, natomiast choroba
objawia si¢ posocznicg czy postacig nerwowa, ale moze réOwniez nie dawaé
zadnych objawow. Na infekcje narazone sa rowniez koty, psy, drob, ptaki, ryby,
owady, Kleszcze, skorupiaki i ostrygi, a jej wystapienie w Polsce podlega
obowigzkowemu zgtoszeniu [Glinski i Kostro, 2012].
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2.2. WYSTEPOWANIE L. MONOCYTOGENES W SRODOWISKU
| ZYWNOSCI

Na kazdym etapie produkcji, poczawszy od surowca, poprzez linie
technologiczne, az do gotowego produktu dazy si¢ do ograniczenia ryzyka
mikrobiologicznego skazenia, jednak nie jest mozliwa jego zupetna eliminacja
[Nowicka i wsp., 2014]. L. monocytogenes, obecna w surowcach, pochodzi
przede wszystkim z gleby lub skazonej wody. Hodowcy zwierzat gospodarskich
czesto sami wytwarzaja pasze dla hodowanych przez siebie zwierzat.
Wytwarzanie pasz polega na komponowaniu mieszanek, zawierajacych
niezbedne dla danego gatunku i grupy technologicznej zwierzecia skladniki
odzywcze, sporzadzanych z wykorzystaniem dostepnych w gospodarstwie
komponentéw zbozowych, biatkowych i innych. Woéwczas istnieje ryzyko
skazenia pasz przez L. monocytogenes, z uwagi na jej powszechne wystgpowanie
we wodzie i glebie. Zwierze po spozyciu takiej paszy staje si¢ rezerwuarem
bakterii 1 poprzez wydalane przez siebie odchody (ktore nastgpnie
wykorzystywane sa jako nawozy naturalne) przyczyniaja si¢ do dalszego
rozprzestrzeniania patogenu w srodowisku. Wykorzystanie skazonych ziaren
lub sadzonek rowniez zwieksza ryzyko kontaminacji surowcow roslinnych.
Do mikroorganizmow najczesciej izolowanych z gleby zalicza sie: pateczki
Salmonella, Staphylococcus spp., Escherichia coli, Clostridium botulinum
i L. monocytogenes [Chmiel i Fraczek, 2016; Smith i wsp., 2018). Istotnym
czynnikiem wplywajagcym na skazenie ro$lin uprawnych patogenami
jest sposob uprawy. Ekologiczne metody uprawy stanowia zagrozenie
dla bezpieczenstwa mikrobiologicznego surowcoéw, poniewaz ze wzgledu
na warunki tego typu upraw (m.in. ograniczenie w stosowaniu chemicznych
srodkow ochrony roslin i nawozenia mineralnego) sg one narazone na czynniki
takie jak stycznos¢ z osobami bezposrednio pracujacymi przy uprawie,
zastosowaniem nawozow naturalnych, wiatr, deszcz czy wedrowki dzikich
zwierzat, ktore stanowiag potencjalne wektory dla L. monocytogenes [Miceli
i Setani, 2019]. L. monocytogenes jest drobnoustrojem szeroko
rozpowszechnionym w $rodowisku, dlatego tez moze tatwo przenikad
do otoczenia produkcyjnego zywnosci i pasz dla zwierzat [Kowalik i wsp., 2014;
Melo i wsp., 2015; Muhterem i wsp., 2015; Saludes i wsp., 2015]. Skazenie,
bedace przyczyng listeriozy najczgsciej dotyczy zywnos$ci niewymagajacej
przetworzenia (RTE, rysunek 2). Wyniki badan, prowadzonych na przestrzeni
wielu lat dowodza, ze skazenia zywnos$ci L. monocytogenes dotyczyty rowniez
surowego migsa, ryb surowych i wedzonych, owocow morza,
niepasteryzowanego mleka, serow migkkich dojrzewajacych, Smietany, warzyw
i owocow, a nawet produktow mrozonych, pochodzenia zwierzecego
i roslinnego, a ich geneza ma zréznicowane podtoze (rysunek 1) [Jemmi Stephan,
2006; Micelli i Setani 2019].
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Rys. 1. Czynniki wptywajace na skazenie surowcow roslinnych L. monocytogenes
[Miceli i Setani, 2019]

W latach 2010-2014 przeprowadzono badania nad skazeniami
mikrobiologicznymi buraka ¢wiklowego, sataty, kolb kukurydzy, rzodkiewki
i korzeni marchwi. Warzywa pozyskane zostaly z gospodarstw ekologicznych
i konwencjonalnych na terenie calej Polski. Lacznie zgromadzono
i przeanalizowano probki 800 warzyw, ktore badano pod katem skazenia roznymi
mikroorganizmami, m.in. Escherichia coli i L. monocytogenes. Potwierdzono
skazenia w85  gospodarstwach  certyfikowanych  ekologicznych
197 tradycyjnych. Biorac pod uwage nawozenie stwierdzono, ze zrodlem zakazen
tymi bakteriami jest nawodz naturalny, ktory stosowany w przypadku obu
rodzajow gospodarstw [Szczech i wsp., 2014].
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Rys. 2. Przypadki skazenia produktéw migsnych, ryb i produktéw rybnych, nabiatu,
artykutow spozywczych zlozonych, warzyw i owocow w latach 2002 — 2020 w krajach
Europejskich [zrodto: Félix i wsp., 2022]
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Podczas produkcji zywnosci kluczowymi elementami sg jakos¢, czystosé
mikrobiologiczna oraz warunki przechowalnicze. Szczego6lnie narazone na
skazenie patogennymi mikroorganizmami sg produkty pochodzenia zwierzecego,
jednak istnieje roéwniez istotne niebezpieczenstwo skazenia produktow
pochodzenia roslinnego. Na ryzyko to wplywaja rézne czynniki. Zrédtem
zanieczyszczenia jest najczgsciej obornik, ktory wykorzystywany jest przez
rolnikdéw do nawozenia gleby, zwierzeta (w tym dzikie) obecne na polach
uprawnych, a takze pracownicy zaktadow produkcyjnych. Na przestrzeni
ostatnich lat zanotowano wzrost zakazen spowodowanych spozyciem §wiezych
warzyw. Obserwuje si¢ rOwniez znaczacy wzrost zainteresowania konsumentow
zdrowym odzywianiem, a tym samym wzrost popularno$ci gospodarstw
ekologicznych, gdzie wykorzystywane sa wylacznie nawozy naturalne.
Ich stosowanie moze wptywac na skazenie bakteriag L. monocytogenes nie tylko
warzyw uprawianych na danym polu, ale wod powierzchniowych. Kolejnym
zagrozeniem dla bezpieczenstwa zywnos$ci jest nieodpowiedni proces
produkcyjny, poniewaz zarOwno na etapie wytwarzania, jak rdwniez na etapie
przechowywania, nicodpowiedni stan higieniczny moze prowadzic
do zanieczyszczen [Jaroszewska i wsp., 2014].

Szczegolng grupa produktow, w ktorych mozliwe jest wystepowanie
L. monocytogenes jest zywno$¢ minimalnie przetworzona, czyli taka,
ktorej sktad chemiczny i cechy sensoryczne nie odbiegaja od surowca,
z ktorego powstata [Nowicka i wsp., 2014]. Zalicza si¢ do niej przede wszystkim
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swieze owoce i warzywa (WOMP, Warzywa i Owoce Minimalnie Przetworzone).
Na terenie Unii Europejskiej produkuje si¢ okoto 300 - 400 rodzajow minimalnie
przetworzonych owocow i warzyw, m. in.: przekaski warzywne (w tym cate lub
rozdrobnione warzywa), satatki warzywne, owoce do koktajli (kostkowane,
mrozone ananasy, brzoskwinie) czy salatki owocowe. Z uwagi na konieczno$¢
zachowania przez produkt wysokiej warto$ci odzywczej oraz estetycznego
wygladu (w tym intensywnego koloru) surowce poddawane s3 lagodnym
metodom obrobki i utrwalania, do ktorych zalicza si¢ m. in. sortowanie, mycie
i dezynfekcje, osuszanie, obieranie, rozdrabnianie, cigcie, siekanie, pakowanie
i przechowywanie. Przy zachowaniu odpowiednich warunkow pakowania
i przechowywania produkty zachowuja trwato$¢ przez dhuzszy czas. Zakres
temperatur od 0 do 7°C, panujagcych w przechowalniach, spowalnia procesy
zachodzace w produktach, powodujace ich starzenie si¢ i psucie [Nowicka i wsp.,
2014; Sant'Anna i wsp., 2020]. Z uwagi na brak zastosowania metod utrwalania
zywnosci przy uzyciu wysokich temperatur, zywno$¢ minimalnie przetworzona
jest szczegdlnie narazona na szkodliwe dzialanie czynnikow biologicznych.
Realne zagrozenie, jakie stanowi L. monocytogenes, stalo si¢ powodem
opracowania przez Komisje Europejska wymagan dot. zywno$ci gotowej
do spozycia. Zaktadaja one, ze liczba bakterii z gatunku L. monocytogenes,
obecna w zywnosci zdatnej do spozycia 1 pozostajacej w obrocie, nie moze
przekracza¢ 100 jtk/g. W przypadku zywnosci przeznaczonej dla niemowlat
i specjalnego przeznaczenia medycznego wymaga si¢, aby bakterie nie byly
obecne w 25 g produktu. To samo w przypadku produktow, w ktoérych mozliwy
jest wzrost tej bakterii.

Szeroki zakres tolerancji temperatur i pH oraz zdolnos¢ do tworzenia
biofilmu umozliwiajg L. monocytogenes rozprzestrzenianie si¢ w $rodowisku
produkcyjnym, adaptacje do zmiennych warunkow i kolonizacje réznych
elementow wyposazenia hali produkcyjnej [Lundén i wsp., 2000].
L. monocytogenes bytujg najczesciej w miejscach trudnych do czyszczenia,
takich jak np. wnetrza maszyn lub ostrza krajalnic. W przypadku nieskutecznych
procedur mycia 1  dezynfekcji  bakterie  moga  rozprzestrzenic¢
si¢ do produktow za posrednictwem surowcow lub odziezy ochronne;j.

2.2.1. Biofilm L. monocytogenes jako zagrozenie w zakladach
produkcji i przetwarzania zywnoSci

Biofilm (btona biologiczna) jest przestrzenng strukturg wielokomérkowa
utworzong przez mikroorganizmy tego samego lub kilku gatunkow, ktore
wykazuja zdolnos¢ do przylegania do siebie nawzajem
i do powierzchni statych (biotycznych i abiotycznych), otoczone warstwa
wytworzonych przez siebie zewnatrzkomérkowych polimerow [Czaczyk
i Wojciechowska, 2003]. Badanie natury, powstawania, wykrywania
i eliminacji biofilmé6w ma ogromne znaczenie ze wzgledu na ich znaczacy wptyw
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jako czynnika ryzyka wystapienia ognisk choréb odzywnos$ciowych. Skazenie
zywnosci za poSrednictwem biofilmu nazywa si¢ zanieczyszczeniem
krzyzowym, poniewaz biofilm jest zrodlem skazenia Zzywnosci, natomiast
skazona zywnos$¢ jest zrodtem rozprzestrzeniania si¢ bakterii na pozostale
elementy linii produkcyjnej. Na szczeg6lng uwage zastuguje sprzet,
taki jak krajalnice i miynki, deski do krojenia, noze i stoty, ktére zostaty
zidentyfikowane jako najbardziej narazone na powstawanie biofilmow
bakteryjnych [Mazaheri i wsp., 2021]. W pelni rozwinigty biofilm sktada
si¢ w 60% z wody [Chmielewski i Frank, 2006; Ploux i wsp., 2007]. Gtéwnym
komponentem biofilmu bakteryjnego sa pozakomérkowe substancje wytwarzane
przez mikroorganizmy, tzw. EPS (ang. Extracellular Polymeric Substances),
ktore zdolne sg do wchlaniania wody oraz wychwytywania zawartych w niej
substancji odzywczych. Naleza do nich biatka, w tym enzymy,
zewnatrzkomorkowe czasteczki DNA, RNA oraz polisacharydy [Colagiorgi

i wsp., 2017; Jamal i wsp., 2015; Kostakioti i wsp., 2013].
EPS pelni funkcj¢ stabilizujaca 1 scalajaca komorki, poza tym chroni komorki
przed negatywnym oddziatywaniem srodowiska zewnetrznego

(np. chtodzeniem, zakwaszaniem, zasoleniem czy dezynfekcjg) [Baker i wsp.,
2010]. Tlos¢ EPS, wydzielona przez drobnoustroje, zalezy od ilosci i sktadu
przyswajanych przez nie substancji odzywczych. Czynnikiem stymulujagcym
wytwarzanie EPS jest obecnos$¢ tatwo przyswajalnego wegla przy jednoczesnej,
obnizonej zawarto$ci fosforanéw, azotu i potasu.

Biofilm L.  monocytogenes,  szczegélnie ten  powstajacy
na powierzchniach majgcych kontakt z Zzywnoscia, zostal zidentyfikowany
jako istotny wektor zanieczyszczenia zywnoS$ci [Bremer i wsp., 2001; Carpentier
i Chassaing, 2004; Ayebah i wsp., 2005; Amalaradjou i wsp. 2009]. Wskazano
rowniez, ze patogeny znacznie czeSciej tworzg biofilmy heterogenne,
np. z Pseudomonas spp. lub L. innocua [Carpentier i Chassaing, 2004].
Powstawanie biofilmu jest uzaleznione od wielu czynnikdéw, a jego genetyczne
mechanizmy nie zostaly do konca wyjasnione [Jamal i wsp., 2015; Kostakioti
i wsp., 2013]. Wiadomo jednak, ze w jego formowaniu bierze udziat ponad 650
gendéw odpowiadajacych za kodowanie réznych cech bakterii [Zetzmann i wsp.,
2016]. Przyktadowo: gen prfA, odpowiedzialny za kodowanie czynnikéw
wirulencji, jest promotorem wytwarzania biofilmu i reguluje co najmniej 185
innych genow zwigzanych z tym procesem. Pateczki L. monocytogenes zdolne sg
do wytwarzania biofilmu w réznych zakresach temperatur i na réznych
powierzchniach, przy czym powierzchnie chropowate sg tatwiej kolonizowane
przed drobnoustroje. Zdolno$¢ ruchu sprzyja procesom adhezji komorek
bakteryjnych [Jamal i wsp., 2015]. Zdolno$¢ formowania biofilmu
przez L. monocytogenes oraz jego struktura przestrzenna zaleza rowniez od linii
ewolucyjnej, do ktorej nalezy dany szczep [Colagiorgi i wsp., 2017].
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2.2.2. Skazenia zywnoS$ci w Polsce wywolane przez L. monocytogenes

Spozycie  zywno$ci  zawierajacej] = powyzej 102 komorek
L. monocytogenes w 1g jest niebezpieczne dla zdrowia cztowieka, w zwiazku
z czym w wielu krajach wprowadzono zasade ,,zero tolerancji” dla obecnosci
L. monocytogenes w zywnos$ci. W roku 2006 zgtoszono najwigcej przypadkow
listeriozy w krajach Europy — wigkszos¢ zgtoszonych przypadkoéw miata miejsce
w Niemczech, Francji i Wielkiej Brytanii. Najmniej przypadkow zglaszano
w panstwach, ktore przystgpity do Unii Europejskiej w 2004 roku. Roéznica
w liczbie zgloszen mogta wynika¢ z problemow w poszukiwaniu danych, nie
natomiast z mniejszej zachorowalnosci. W ostatnich latach liczba zakazen
na listeriozg, bedaca skutkiem spozycia zywnos$ci skazonej L. monocytogenes,
sukcesywnie rosnie (tabela 5) [Galinska i wsp., 2010; NIZP — PZH, 2018; SAID,
2018]. Wozrost zainteresowania konsumentow zywnoscia typu RTE
oraz niewlasciwe przygotowanie zywnosci lub przechowywanie jej niezgodnie
z zaleceniami przyczyniaja si¢ do corocznego przyrostu zachorowan.
Podniesienie poziomu $wiadomosci spoteczenstwa o istotnosci bezpieczenstwa
zywnosci, ulepszone systemy wykrywania i odnotowywania infekcji rowniez
wplywaja na skutecznos¢ wykrywania zakazen.

Tabela 5. Liczba zachorowan na listerioze w latach od 2009 do 2019 oraz procent
hospitalizacji [Czarkowski i wsp., 2020]

Rok Liczba zachorowan Procent hospitalizacji
2009 33 100
2010 64 96,9
2011 64 100
2012 54 100
2013 54 94,4
2014 83 96,4
2015 69 100
2016 98 99
2017 116 97,4
2018 128 99,2
2019 121 97,5

W Polsce odnotowano wystapienie dwodch epidemii listeriozy,
ktore przypadaty na lata 2000 oraz 2013 - 2018. Przyczyng pierwszej
z nich byty skazone pasztety, co skutkowato zainfekowaniem 10 oséb. W latach
od 2013 do 2018 Gloéwny Inspektorat Sanitarny wystosowal sze$¢ ostrzezen,
ktore dotyczyly skazen kolejno: przetwory mleczne (listopad 2013 i marzec
2014), paréwki (czerwiec 2018), wedliny, warzywa i twardg (lipiec 2018) [GIS,
2013; GIS, 2014; GIS 14.06.2018; GIS, 3.07.2018; GIS, 9.07.2018; GIS,
23.07.2018; GIS, 31.07.2018; Greenyard Frozen Poland, 13.07.2018; Olewnik-
Mikotajewska, 2.07.2018].
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2.2.3. Metody ograniczania rozwoju L. monocytogenes w zywnosci
pochodzenia roslinnego

Jednym z wielu czynnikéw wplywajacych zagrozenie bezpieczenstwa
zywnosci jest globalizacja gospodarki, ktora stwarza ryzyko zakazen zywnoS$ci
nieznanymi dotad rodzajami drobnoustrojow oraz wymusza na producentach
zwigkszenie produkcji. Bezpieczenstwo produktu spozywczego musi
by¢ zapewnione w catym cyklu produkcyjnym od surowca do momentu spozycia
[Kowalska, 2010]. Istnieje wiele systemOéw zarzadzania jakoS$cig
i bezpieczenstwem zywnosci, ktore dotycza kontroli zywnosci na wszystkich
jej etapach i daty podwaliny normy ISO 22000. Nalezg do nich m.in.: Dobra
Praktyka Rolnicza (ang. GAP — Good Agricultural Practice), Dobra Praktyka
Wytwarzania (ang. GMP — Good Manufacturing Practice), Dobra Praktyka
Higieniczna (ang. GHP — Good Higienic Practice), system HACCP (ang. Hazard
Analysis and Critical Control Point) czy norma ISO 9001 [Kijowski
i Sikora, 2003].

ISO 22000 zaklada nadzor surowcow oraz s$rodowiska produkeji
zywnosci na kazdym etapie jej wytwarzania, z uwagi na ryzyko wystapienia
skazenia w kazdym z ogniw lancucha zywieniowego i1 daje mozliwosé
zarzadzania bezpieczenstwem zywnosci przy uzyciu $rodkow nadzoru,
tzn. dobrych praktyk postgpowania, norm i systemu HACCP.

2.2.3.1. Dezynfektanty

Ryzyko skazenia Zzywno$ci minimalnie przetworzonej jest znacznie
wigksze niz w przypadku produktow wysoko przetworzonych. Produkty
minimalnie przetworzone zachowujg cechy zblizone do surowcow pierwotnych,
jednak nadal muszg spelia¢ zasady bezpieczenstwa zywnosci, tzn. aby poziom
zanieczyszczenia drobnoustrojami byl ponizej dopuszczalnej warto$ci,
a przydatno$¢ do spozycia nie krotsza niz 4 dni. Dezynfekcja jest szczegdlnie
istotna w zaktadach, w ktorych mokre powierzchnie zapewniajg korzystne
warunki dla rozwoju drobnoustrojow. Wybor detergentow 1 $rodkow
dezynfekujacych w  przemysle spozywczym zalezy od skutecznos$ci,
bezpieczenstwa 1 splukiwalno$ci srodka, a takze od tego, czy wplywa
on na wartoSci sensoryczne wytwarzanych produktow. Zastosowanie
skutecznych srodkéw dezynfekujacych minimalizuje zanieczyszczenie produktu,
wydluza okres przydatnosci do spozycia 1 zmniejsza ryzyko chordb
przenoszonych przez zywnos$é. Srodki dezynfekcyjne  zatwierdzone
do stosowania w przemysle spozywczym to gtownie alkohole, utleniacze,
zwigzki na bazie jodoforow, na bazie chloru, nadsiarczany, surfaktanty
i czwartorzgdowe zwigzki amoniowe [Wirtanen i Salo, 2003]. Duza
popularnoscia w zaktadach przetworstwa owocowo-warzywnego ciesza
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si¢ alkaliczne $rodki na bazie aktywnego chloru oraz srodki o wysokiej
zawartos$ci etanolu (pow. 70%). Naleza do nich takie srodki jak Deptal CMC,
Deptil HDS, Tesol czy Tesol M. Ze wzgledu na wytwarzanie piany
po kontakcie z woda $rodki te sa szczegoélnie pozadane przez przetworcow,
poniewaz pozwalaja na doktadng i precyzyjna dezynfekcje. W przypadku
$rodkow o odczynie kwasnym (np. Alusol, Oxonia Active) znajduja
one zastosowanie w zwalczaniu zanieczyszczen thuszczowych, biatkowych
i osadow z kamienia i rdzy.

Stosowanie odpowiednich dezynfektantow jest kluczowe dla eliminacji
zagrozenia, jakie stanowi L. monocytogenes [Bortolussi, 2008; Hernandez-
Milian i Payeras-Cifre, 2014]. W zakladach przetworczych mycie i dezynfekcja
warzyw 1 owocow gotowych do spozycia lub przeznaczonych produkcji
zywnos$ci minimalnie przetworzonej jest najczgsciej jedynym etapem, w ktorym
mozliwa jest redukcja patogennych drobnoustrojow. Stosowany S$rodek
dezynfekcyjny nie powinien przede wszystkim powodowaé zmian
sensorycznych w produkcie [Gémez-Lopez i wsp., 2007; Rahman i wsp., 2013].
Najczesciej stosowanymi $rodkami dezynfekcyjnymi w przemysle owocowo-
warzywnym sg substancje zawierajace chlor, z uwagi na ich przystepna ceng,
wysoka skutecznos$¢, rozpuszczalno$¢ w wodzie, obojetnosé¢ dla zdrowia ludzi,
srodowiska i jakos$ci sensorycznej warzyw i owocow [Sdo José i Vanetti, 2015].
Substancjami powszechnie stosowanymi w dezynfekcji owocoéw 1 warzyw
sg: podchloryn sodu, kwasny chloryn sodu, dwutlenek chloru, nadtlenek wodoru,
kwas nadoctowy, woda elektrolizowana i ozon. Na skuteczno$é procesu
dezynfekcji wptywa takze struktura i rodzaj powierzchni surowca. Warzywa
o gladszej powierzchni i luzniejszej strukturze komoérkowej (np. pomidor)
sg bardziej podatne na $rodki dezynfekcyjne niz warzywa twarde, posiadajace
pory i bruzdy, ktore stanowia swego rodzaju nisze dla wszelkiego rodzaju
drobnoustrojow (np. marchew, brokut) [Kwong i wsp., 2015; Bermtidez-Aguirre
i Barbosa-Canovas, 2013].

2.2.3.2. Biokonserwanty ograniczajace wystepowanie
w L. monocytogenes w warzywach 1 owocach minimalnie
przetworzonych (WOMP)

W celu poprawy trwatosci WOMP poszukuje si¢ nowych i skutecznych
metod nietermicznego utrwalania. Odpowiednio dobrane parametry tych
procesow gwarantujg stabilno$¢ mikrobiologiczng produktéw oraz zachowanie
ich wyjsciowych cech sensorycznych. Wéréd nich nalezy wymienié aktywne
pakowanie, promieniowanie UV, wysokie ci$nienie hydrostatyczne, 0zonowanie
czy naturalne dodatki przeciwdrobnoustrojowe, ktore poprawiajg jakos¢
mikrobiologiczng i  sensoryczng WOMP [lturralde-Garcia i wsp., 2022].
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Szczegblng grupa srodkow naturalnych sg biokonserwanty, do ktérych naleza
np.: bakteriocyny, lizozym czy bakteriofagi.

Bakteriocyny

Bakteriocyny to metabolity biatkowe 0 dziataniu
przeciwdrobnoustrojowym wytwarzane przez bakterie Gram-dodatnie i Gram-
ujemne. Charakteryzujg si¢ zréznicowanymi wiasciwosciami biochemicznymi,
mechanizmami dziatania, spektrum aktywnosci oraz lokalizacjg i sekwencja genu
kodujacego aktywne biatko. Bakteriocyny to substancje biobdjcze
w stosunku do mikroorganizmow nalezacych do innych rodzajow niz producent
danej  bakteriocyny, w tym rowniez wobec takich patogenow
jak L. monocytogenes, Staphylococcus aureus czy Clostridium spp. [de Arauz
i wsp., 2009]. Bakteriocyny sa tatwo rozktadane przez enzymy proteolityczne
ssakow. Stanowig swoistg grupg toksyn wobec blisko spokrewnionych szczepow
bakteryjnych, ktore pomimo ze pod wieloma wzgledami przypominaja
antybiotyki nimi nie s3. W przeciwienstwie od antybiotykow charakteryzuja si¢
one wigkszg tolerancjg na wysokg temperature, a ich aktywnos$¢ nie jest zalezna
od pH srodowiska. Ze wzgledu na specyfik¢ dziatania, ich budowe oraz strukture
nabywanie oporno$ci bakterii na dziatanie bakteriocyn jest znacznie trudniejsze.
Bakteriocyny wykazuja rowniez znacznie wezsze, bardziej specyficzne spektrum
dziatania niz antybiotyki [Cleverland i wsp., 2001; De Arauz i wsp., 2009;
Tomaszewska i wsp., 2014, Blaszczyk 1 wsp., 2017; Oldak i Zielinska, 2017,
Szafranska i Solowej, 2018].

Bakteriocyny, ktore produkowane sg przez bakterie gramdodatnie, dzielg
si¢ na cztery klasy:

Klasa I: lantybiotyki; nizyna, subtilina, marsacydyna, laktacyna,
Klasa I1: bakteriocyny nielantybiotykowe,

Klasa III: bakteriocyny wysokoczasteczkowe,

Klasa IV: kompleksy biatkowo-lipidowe i biatkowo-weglowodanowe.

Do pierwszej klasy zalicza sie peptydy, w sktad ktérych wchodzg
policykliczne aminokwasy tioeterowe (np. lationina, metylationina)
i nienasycone aminokwasy (np. dehydroalanina i kwas 2-aminomastowy) [Otdak
i Zielinska, 2017; Szafranska i Solowej, 2018]. Naleza do nich czasteczki typu
A i typu B. Mechanizm dzialania czgsteczek A opiera si¢ na wytworzeniu por
w blonie komorkowej bakterii, podczas gdy czasteczki typu B zaklocaja
biosynteze btony komoérkowej lub reakcje enzymatyczne komorki [Cleverland
i wsp., 2001; Tomaszewska i wsp., 2014; Otdak i Zielinska, 2017; Szafranska
i Solowej, 2018]. Bakteriocyny drugiej klasy stanowia czasteczki nie
przekraczajace 10 kDA, ktore nie zawieraja w swojej czasteczce lantoniny
i mozna je podzieli¢ na cztery podklasy: Ila (bakteriocyny pediocynopodobne),
I1b (bakteriocyny dwusktadnikowe, np. laktocyny F i G i laktokokcyny), llc
(czasteczki o budowie kolowej, oporne na dziatanie proteaz, skuteczne wobec
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Listeria spp.) oraz Ild (liniowe bakteriocyny niemodyfikowane posttranslacyjnie)
i Solowej [Otdak i Zielinska, 2017; Szafranska, 2018; Tomaszewska i wsp.,
2014]. Klasa trzecia bakteriocyn to zwiazki najmniej poznane, a naleza do niej
termostabilne peptydy o masie >30 kDa, ktorych przyktadem jest helevetycyna
[Tomaszewska i wsp., 2014; Cavera i wsp., 2015; Otdak i Zielinska, 2017].

Mechanizmy oddziatywania bakteriocyn na komorki bakteryjne
sg zroznicowane i zalezg od rodzaju i pochodzenia substancji. Opieraja si¢
na zaklocaniu biosyntezy peptydoglikanu, hamowaniu biosyntezy bialek,
zaburzaniu przebiegu replikacji DNA, zaburzaniu transkrypcji czy przerywaniu
cigglosci btony komorkowej [Cavera i wsp., 2015]. Niektore bakteriocyny
wykazuja  synergizm w  polaczeniu z  innymi substancjami
przeciwdrobnoustrojowymi, w tym réwniez chemicznymi konserwantami,
zwigzkami fenolowymi czy innymi, naturalnymi bialkami o dziataniu
antymikrobiologicznym [Franklin i wsp., 2004; Sant’Anna i wsp., 2020],
a ich skutecznos$¢ zalezy od wielu czynnikow, takich jak: pH, temperatura, sktad
zywnosci, opady czy inaktywacja lub nierownomierne rozmieszczenie
bakteriocyny [Grisi i Gorlach-Lira, 2005].

Bakteriocyng powszechnie stosowang w ochronie Zywnosci jest nizyna,
polipeptyd wytwarzany przez Lactococcus lactis subsp. lactis [Sant’Anna
i wsp., 2013]. FDA (ang. Food and Drug Administration) w 1988 roku nadata jej
status substancji GRAS (ang. Generaly Recognized as Safe), stad duze
zainteresowanie tym zwigzkiem jako biokonserwantem [Franklin i wsp., 2004].
Wykazuje on szerokie spektrum antymikrobiologiczne przeciwko bakteriom
takich rodzajow jak: Lactococcus, Streptococcus, Staphylococcus, Micrococcus,
Pediococcus, Lactobacillus, Brochotrix, Enterococcus, Listeria
i Mycobacterium oraz w stosunku do przetrwalnikow i komorek wegetatywnych
bakterii z rodzaju Clostridium i Bacillus [De Arauz i wsp., 2009]. Wystepuje
w postaci krystalicznej, a najwyzsza aktywno$¢ wykazuje w niskim pH. Nizyna
rozpuszcza si¢ w rozpuszczalnikach polarnych, a jej rozpuszczalnos¢ ro$nie wraz
ze wzrostem temperatury i maleje ze wzrostem pH (tabela 6).

Tabela 6. Rozpuszczalno$¢ i aktywnos$¢ nizyny w rozpuszczalnikach polarnych

Rozpuszczalnik R°le‘rﬁ;/crf:|‘;“°s° Aktywno$§¢ (IU/ml)
Woda destylowana (pH 5,9) 50 2,0%10°
Woda wodociggowa (pH 7,1) 49 1,96*10°
Roztwér HCI (0,02M) 118 4,72*10°
Roztwoér NaCl 2% 47,9 1,91*108
Odttuszczone mleko 87,5 3,5*10°
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Wsréd istotnych cech nizyny wymieni¢ nalezy brak wplywu
na mikrobiom jelitowy, poniewaz ulega ona rozkladowi przez proteinazy,
co czyni jg bezpieczng dla ludzi [Tomaszewska i wsp., 2014; Otdak i Zielinska,
2017; Szafranska i Solowej, 2018].

Mechanizm dziatania nizyny polega na wytworzeniu por w blonie
komoérkowej komorek bakteryjnych, poprzez jej taczenie z lipidem II,
prekursorem peptydoglikanu [Tomaszewska i wsp., 2014; Otdak i Zielinska,
2017]. Obecnie poznano wiele wariantow nizyny zaréwno tych wyizolowanych
ze $rodowiska, jak 1 tych, ktore stworzone zostaly przez czlowieka.
Ze srodowiska naturalnego wyizolowano warianty: A, Z, F, Q, H, U, U2 i P.
Celem poprawy stabilnosci i skutecznoSci nizyny oraz modyfikacji jej
farmakologicznych wlasciwosci, przy uzyciu metod bioinzynieryjnych, powstato
wiele odmian nizyny, takich jak A K22T, A N20P, A M21V, A K22S czy S29A
[Shin i wsp., 2016].

W przypadku L. monocytogenes obserwuje si¢ dziatanie antybakteryjne
nizyny, szczegélnie jezeli zostala ona zastosowana w polgczeniu z innymi
substancjami antybakteryjnymi lub technologiami obrobki, ktore skutecznie
ograniczajg rozwo¢j patogenu. Badania potwierdzajg skuteczno$¢ nizyny
zastosowanej W polaczeniu z pediocyng w ograniczaniu wzrostu
L. monocytogenes w przypadku migsa i tuszek indyczych. Traktowanie nizyng
produktéw pakowanych prozniowo skutkuje hamowaniem wzrostu, roéwniez
w trakcie przechowywania chtodniczego [Walczycka, 2005].

Bakteriofagi

Bakteriofagi to wirusy, ktore w naturalny sposob infekuja i zabijaja
bakterie, a ponadto sg komponentami naturalnej mikroflory, towarzyszacej
produkcji zywnosci od surowca po gotowy produkt [Grisi i Gorlach-Lira, 2005].
Bakteriofagi  uzyskuje si¢ glownie z produktow  Zywnosciowych,
a takze systeméw produkcyjnych zywnosci. Jest to mozliwe, gdy w danym
produkcie znajduje sie¢ minimum 5 log jtk/g bakterii [Greer, 2005; Starostka
i wsp. 2014]. Ponadto ich zrodtem moze by¢ gleba, woda, scieki czy odchody
[Hagens i Offerhaus, 2008]. Bakteriofagi wykazuja powinowactwo do jednego
gospodarza, co oznacza, ze atakuja tylko jeden, konkretny szczep, chociaz
istnieja fagi specyficzne w stosunku do wielu gospodarzy, co réwniez
wykorzystywane jest w produkcji zywno$ci. W ostatnich latach stosowanie
bakteriofagbw w produkcji Zzywnosci zyskuje na popularnosci. Wsrod
dostepnych genoméw bakteriofagow L. monocytogenes opisanych w bazie
danych NCBI najdoktadniej scharakteryzowano bakteriofagi AS511, P100
i Al18. Fag A511 wyizolowano z probki sciekow i stwierdzono,
ze jest on zdolny do eliminacji 95% szczepdéw L. monocytogenes. Jego genom
sktada si¢ z 137619 pz. [Pietracha i Misiewicz, 2016]. Genom bakteriofaga P100
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posiada 131384 pz i 174 ORF (Otwarte Ramki Odczytu), natomiast A118 40834
pz i 72 ORF, z czego 26 z nich uczestniczy w lizie komorek bakteryjnych [Bren,
2007].

Skutecznos¢ stosowania bakteriofagbw w duzej mierze zalezy
od rodzaju zywnosci, w ktorej chcemy zredukowac¢ lub wyeliminowaé bakteri¢
L. monocytogenes. W przypadku produktéw ptynnych (np. mleko, soki) mozliwe
jest obnizenie liczebnosci bakterii ponizej progu wykrywalnosci, natomiast
w przypadku produktow statych (np. migso, surowe warzywa) o pig¢ rzedow
wielkosci [Carlton i wsp., 2005]. Kolejnymi czynnikami wplywajacymi
na skuteczno$¢ bakteriofagow w eliminacji L. monocytogenes sa: stezenie
bakteriofaga w roztworze, liczba bakterii oraz czas, w ktérym bakteriofag jest
wprowadzany do surowca lub produktu. Stosowanie bakteriofaga powinno by¢
doktadnie zaplanowane i powinno si¢ ono odby¢ we wczesnych etapach
produkcji, poniewaz jesli zostanie on zastosowany za p6zno, jego dzialanie moze
zosta¢ znacznie obnizone, z uwagi na duzy wzrost liczy bakterii [Pietracha
i Misiewicz, 2016].

Przeprowadzono badania majace na celu okreslenie wydajnosci dziatania
preparatu  LMP-102 (mieszanina fagow przeciwko L. monocytogenes)
w stosunku do L. monocytogenes, ktorymi skazono probki nieprzetworzonych
produktow warzywnych i owocowych. Miano faga byto wyzsze o dwie jednostki
logarytmiczne w stosunku do bakterii. Stwierdzono, ze preparat ograniczat
wzrost  kolonii  bakteryjnych o 2,0 - 4,6 jednostek logarytmicznych.
W kolejnych latach wykazano, ze liczbe jtk w sztucznie skazonych owocach
mozna zmniejszy¢ nawet o 6,8 jtk [Leverentz i wsp., 2013].

Bakteriofagi stanowig skuteczne i bezinwazyjne narzgdzie w walce
ze skazeniami L. monocytogenes, a najskuteczniej dziataja w produktach, ktorych
pH wynosi 5,77-5,92. Wraz ze spadkiem pH bakteriofagi traca swoje wlasciwosci
antydrobnoustrojowe. Stwierdzono, ze szczegdlng skutecznos$¢ wykazuja
w przypadku takich produktow jak: §wieze ogorki, por, chrzan, cebula, pasternak,
stodkie ziemniaki, cukinia i mango [Piertacha i Misiewicz, 2016]. Obecnie
preparaty bakteriofagowe sg w praktyce uzywane w systemach bezpieczenstwa
zywnosci. Przykladowo peparat bakteriofagowy o nazwie Listex™, zawierajacy
sze$¢ indywidualnie wyizolowanych bakteriofagow, zostat zatwierdzony przez
USFDA w 2007 roku do stosowania jako $rodek przeciwdrobnoustrojowy
przeciwko L. monocytogenes w produktach gotowych do spozycia migsnych
i drobiowych.

Lizozym

Lizozym jest substancja antymikrobiologiczng, ktéra naturalnie
wystepuje w pokarmach pochodzenia zwierzgcego, takich jak jaja kurze
czy mleko, oraz w wydzielinach ludzkich: mleko, tzy, $lina i $luz
[Shahmohammadi 2018; Gridneva i in. 2021]. Enzym ten znajduje réwniez
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zastosowanie jako konserwant zywnos$ci, z uwagi na jego brak wplywu
na zdrowie cztowieka. Obecnie jest on powszechnie stosowany, glownie
przy produkcji twardych serow plesniowych. Wykazuje on szerokie dzialanie
antymikrobiologiczne, a mechanizm jego dziatania polega na zrywaniu wiazan
glikozydowych $ciany komorkowej bakterii. Dziatanie to jest szczegdlnie
skuteczne w zwalczaniu bakterii Gram-dodatnich. Lizozym powszechnie
wykorzystywany jest w produkcji serow pottwardych, z uwagi na zdolnos¢
do hamowania wzrostu Clostridium tyrobutyricum [Nattress i Baker, 2003]
oraz do kontroli obecnosci bakterii kwasu mlekowego w produkcji winiarskiej
i piwowarstwie. W produkcji wedlin stanowi dodatek, ktory w potaczeniu
z chlorkiem 1 azotynem sodu, istotnie wplywa na wydluzenie czasu
przechowywania wyroboéw [Gajda i Bugla-Ploskonska; 2014].

Z uwagi na zdolno$¢ hydrolizy wigzan B-glikozydowych pomiedzy
kwasem N-acetylomuraminowym i N-acetyloglukozaming $ciany komorkowej
bakterii Gram-dodatnich lizozym jest skuteczng substancja do zwalczania
L. monocytogenes. Stwierdzono m.in. redukcj¢ bakterii Gram-dodatnich
(Bacillus thermospectra Lactobacillus sakei, Leuconostoc mesenteroides
i Listeria monocytogenes) oraz zahamowanie ich wzrostu podczas
czterotygodniowego okresu przechowywania po zastosowaniu zelatyny
z dodatkiem lizozymu, EDTA i nizyny w produkcji szynki i kietbasy bolonskiej
[Salejda i Krasnowska, 2014].

2.3. METODY ZWALCZANIA BIOFILMU

L. monocytogenes w srodowisku zakladow przetworczych zywnosci jest
w stanie (W sprzyjajacych warunkach) przetrwaé nawet do kilku lat.
Zle konserwowany sprzet i nichigieniczny projekt zaktadu skutkujg
powstawaniem nisz, w ktorych gromadzaca si¢ wilgo¢ i materia organiczna
stanowig idealne $rodowisko dla wzrostu i rozwoju bakterii. Biofilm powstaje na
takich powierzchniach jak tasmy przeno$nikowe, maszyny do krojenia,
kostkowania, walki, sita, rury czy posadzki. Udowodniono, Ze eliminacja
biofilmu L.monocytogenes najtatwiejsza jest na powierzchniach wykonanych
ze stali nierdzewnej. Istotne jest tez, aby sprzet nie posiadal krawedzi
lub szczelin. Prawidlowo stosowane $rodki dezynfekcyjne zwykle skutecznie
ograniczajg wzrost i rozwdj biofilmow bakteryjnych, jednakze nieprawidlowe
stosowanie lub stosowanie w nieodpowiednich warunkach (m.in. na mokrg
powierzchnig) wptywa na obnizenie skuteczno$ci stosowanego srodka.

W eradykacji biofilmu bakteryjnego w zaktadach przetworczych stosuje
sie  przede wszystkim metody chemiczne, fizyczne, biologiczne
oraz kombinowane (stanowiace potaczenie wcze$niej wymienionych).

Metody chemiczne obejmuja chemiczne $rodki do czyszczenia
i dezynfekcji powierzchni. Istotne jest, aby stosowane $rodki byly skuteczne,
bezpieczne, latwe w uzyciu 1 niepozostawiajace zadnych toksycznych
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pozostatosci. Ze wzglgdu na wielowarstwowa budowe biofilmow bakteryjnych
srodki chemiczne dostgpne na rynku wykazuja rézny stopien efektywnosci.
Wysoka efektywno$¢ w eradykacji biofilmu L. monocytogenes wykazuja srodki
zawierajace nastgpujace srodki chemiczne: nadtlenek wodoru, kwas nadoctowy,
dwutlenek chloru oraz czwartorzedowe zwigzki amoniowe. Jednakze niektore
zwigzki chemiczne stymuluja rozwoj opornosci drobnoustrojow, dlatego nadal
poszukuje si¢ naturalnych $rodkéw antymikrobiologicznych, ktére bytyby
skuteczne w zwalczaniu nawet tak silnego patogenu, jak L. monocytogenes.

Do metod fizycznych zalicza si¢ mechaniczne czyszczenie powierzchni
poprzez m.in. skrobanie czy szorowanie. Metody te nie wykazuja sie¢ duza
skutecznoscig z uwagi na obecno$¢ miejsc trudnodostgpnych. Inng metoda
fizyczng jest dezynfekcja termiczna. Udowodniono, ze poddanie biofilmu
temperaturze powyzej 95°C przez 100 min lub trzykrotne zamrazZanie
w temperaturze -12°C sprzyja eradykacji biofilmu. Zastosowanie pola
elektromagnetycznego, zimnej plazmy, mieszaniny wolnych rodnikow
lub terapii fotodynamicznej rowniez powoduja niszczenie struktur bakteryjnych,
jednak nie znajdujg one zastosowania w §rodowiskach zakladow produkcyjnych.

Przyktadem metod biologicznych jest stosowanie bakteriofaga,
np. Listex™ P100. Preparat zawiera bakteriofaga P100 w stezeniu 2 x 10
PFU-mL™ i mnozy si¢ w bakterii z rodzaju Listeria. Srodek Listex™ P100
ogranicza biofilm na stali nierdzewnej nawet o 5 jednostek logarytmicznych.
Wspolczesne badania wskazuja rowniez na skutecznos¢ enzymoéw (tj. DNazy
i proteinazy K) w ograniczaniu wzrostu i rozw¢j biofilmu L. monocytogenes
[Daniluk i wsp., 2021].

2.4. METODY WYKRYWANIA LISTERIA MONOCYTOGENES
W SRODOWISKU PRODUKCYJNYM ZYWNOSCI

Z punktu widzenia skutecznej diagnostyki zrédel skazenia
mikrobiologicznego konieczne jest zachowanie odpowiednich praktyk poboru
probek wymazéw na terenie zakladow produkcyjnych zywnosci. Kontroli
polega¢ powinny zard6wno powierzchni¢ obszaru przetwarzania i Sprz¢tow,
jak rowniez $rodki utatwiajgce przetwarzanie (np. spr¢zone powietrze, lod, woda
itd.). Czgstotliwo$¢ poboru i liczba pobieranych probek powinna by¢ oparta na
indywidualnej analizie ryzyka. Odniesienia normatywne, na ktorych opierajg si¢
odpowiednie praktyki poboru wymazow to:

a) ISO 6887-1 — Mikrobiologia tancucha zywnosciowego, Ogdlne zasady
przygotowania zawiesiny wyjsciowej i rozcienczen dziesigciokrotnych;

b) 1SO 7218 — Mikrobiologia zywnoS$ci i pasz, Ogélne zasady badan
mikrobiologicznych;

c) ISO 11290-1 — Mikrobiologia zywno$ci i pasz, Horyzontalna metoda
wykrywania obecnosci i oznaczania liczby Listeria monocytogenes;
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d) ISO/TS 11133 — Mikrobiologia zywnosci i pasz, Wytyczne przygotowania
i sporzgdzania pozywek.

Wilgotne i zabrudzone miejsca, szczegélnie te trudno dostepne
(szczeliny, dziury) 1 sprawiajace trudno$¢ w dokladnej dezynfekcji,
sg potencjalnym miejscem bytowania L. monocytogenes na terenie zakladow
przetworczych zywnos$ci. Rowniez porowate powierzchnie, wtokniste materiaty,
rdzewiejace 1 puste urzadzenia i zbiorniki stanowig doskonate siedlisko dla tej
bakterii. Takie miejsca nalezy potraktowac ze szczegdlng uwaga, podczas poboru
wymazow. Zdarza sig, ze konieczny jest demontaz sprzetu lub okreslonych jego
elementow, aby pobor probek wykonany zostat z nalezyta starannos$cig. Nalezy
jednak pamigtac, ze L. monocytogenes moze wystepowaé réwniez na gladkich,
wizualnie czystych powierzchniach. Wybor miejsc poboru powinien by¢ oparty
na danych gromadzonych na przestrzeni wielu lat dotyczacych miejsc bedacych
najczesciej srodowiskiem bytowania bakterii, zarowno powierzchni majacych,
jak i nie majgcych kontaktu z zywnoécia (tabela 7).

Tabela 7. Lista miejsc poboru probek celem okreSlenia  obecno$ci
L. monocytogenes w $rodowisku zaktadow przetworczych (20/08/2012, ANSES)
Powierzchnie nie majace kontaktu z Powierzchnie majace kontakt
zZywnoscia Z Zywnoscia
podtogi, odptywy, zbiorniki wodne, weze, | deski do krojenia, krajalnice, leje,
narzedzia czyszczace, przenos$niki, rolki do | rozdrabniacze, blendery, obieraczki,
przeno$nikow, wewnetrzne panele | kolektory, urzadzenia do
wyposazenia, wozki widlowe, wozki rgczne, | napehniania i pakowania, pojemniki,
kota wozkowe, kosze na $mieci, zamrazarki, | rekawiczki, przenos$niki tasmowe,
fartuchy, $ciany, sufity, uszczelki wokot drzwi, | itd.
klamki, krany, obszary do mycia, wagi
podlogowe, szkielety konstrukcyjne, maszyny
do robienia lodu, zebra chlodzace w
kondensatorach, itd.

Aby  zwigkszy¢é prawdopodobienstwo  wykrycia  okreslonych
drobnoustrojow zdolnych do przetrwania w srodowisku przetwarzania zywnosci,
pobor probek powinien obywacé si¢ mozliwie podczas procesu technologicznego,
po co najmniej dwoch godzinach produkcji lub na koniec danej partii. Nie nalezy
pobiera¢ prébek po czyszczeniu lub dezynfekcji linii technologicznych,
poniewaz komorki bakteryjne, ktére ulegly uszkodzeniu wskutek dziatania
srodkow dezynfekcyjnych, moga nie wykazywacé wzrostu
na podlozach hodowlanych, mimo, zZe pozostaja zywe. Wykrywanie
L. monocytogenes na powierzchniach po czyszczeniu i dezynfekcji wskazuje,
ze stosowane procedury czyszczenia i dezynfekcji sa nieskuteczne.

Do skutecznego poboru wymazu z powierzchni linii produkcyjnych
niezbedne jest uzycie rozcienczalnika do zwilzania przyboréw do poboru.
W przypadku powierzchni tatwo dostepnych, z ktorych pobiera si¢ probki
w trakcie lub po zakonczeniu przetwarzania wykorzystuje si¢ rozcienczalniki
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proste, ktore nie zawieraja neutralizatora. Zaleca si¢ wykorzystanie
rozcienczalnika o nastepujagcym sktadzie roztwor peptonowy (1 g/l), sol
fizjologiczna z peptonem lub % stezony lub 0,25 stezony roztwor Ringera
(quarter-strength Ringer's solution). Neutralizator ma za zadanie zatrzymaé
dzialanie substancji, bedacych pozostalosciami $rodkow dezynfekcyjnych.
Nie powinno si¢ go jednak stosowaé w przypadku, gdy nie oczekuje
si¢ obecnosci resztkowego srodka dezynfekcyjnego, gdyz neutralizator moze
wykazywa¢ szkodliwy wplyw na badane bakterie.

Pobor wymazoéw polega na energicznym pocieraniu wybranych
powierzchni narzgdziem wymazowym, a nastgpnie jego zabezpieczenie
w sterylnym pojemniku/woreczku. Transport probek powinien odbywaé sie
w chtodzonym pojemniku, w temperaturze od 1°C do 8°C. Badanie probek
powinno odby¢ si¢ nie pdzniej niz 24 godz. po ich dostarczaniu do laboratorium
i nie pozniej niz 36 godz. po ich poborze.

Metod stuzacych wykrywaniu i roznicowaniu bakterii z rodzaju Listeria
jest wiele i mozna je zaklasyfikowa¢ do trzech grup: klasyczne, molekularne
i przesiewowe. Podlegaja one regulacji przez takie organizacje
jak: FDA (ang. Food and Drug Administration, Amerykanska Agencja
ds. Zywnoéci i Lekéw), USDA (ang. U. S. Departement of Agriculture,
Departament Rolnictwa Stanow Zjednoczonych Ameryki Potnocnej), FSANZ
(ang. Food Standard Australia New Zeland, Agencja Standardow Zywnosci
Australii i Nowej Zelandii) oraz 1SO (ang. International Organization
of Standardization, Migdzynarodowa Organizacja Normalizacyjna) [Gasanov
i wsp., 2005].

2.4.1. Metody hodowlane

Do powszechnie stosowanych klasycznych metod mikrobiologicznych
naleza opisana w dziesiagtym rozdziale Instrukcji analityki bakteriologicznej (ang.
Bacteriological Analytical Manual, BAM) oraz przedstawiona w normach 1SO
11290, ktoére stuza do wykrywania obecnosci i okresleniu liczby bakterii Listeria
spp. w probkach zywnosci i srodowiska produkcyjnego zaktadow przetworstwa
zywnosci [Gasanov i wsp., 2005; Hitchins i wsp., 2017; PN-EN ISO 11290-
1:2017-07; PN-EN 1SO 11290-2:2017-07]. Pomimo niewatpliwej czaso-
i pracochtonnosci metody hodowlane pozostaja metodami pierwszego wyboru.
Wedhug procedury BAM mikroorganizmy inkubowane sg przez 24 - 48 godzin
w 30°C w bulionie wzbogacajagcym dla Listeria BLEB (ang. Buffered Listeria
Enrichment Broth), a nastepnie zaszczepione, za posrednictwem posiewu
powierzchniowego, na podtoze stale selektywne, np. OXA (Oxford)
lub PALCAM. Kontrole wzrostu kolonii przeprowadza si¢ w zaleznoS$ci
od rodzaju podtoza — po 24 - 48 godzinach [Gasanov i wsp., 2005; Hitchins
i wsp., 2017]. Zgodnie z procedurg ISO 11290 mikroorganizmy namnazane
sa w procesie dwuetapowym: najpierw przez 24 godziny w 30°C w bulionie p6t-
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Frasera, a nastepnie przez 24 do 48 godzin w 37°C w bulionie Frasera. Kolejnym
etapem jest posiew materiatu na podtoze selektywne state dla Listeria spp. ALOA
(ang. Agar Listeria acc. to Ottaviani and Agosti), OXA
i PALCAM. Kontrolg wzrostu kolonii przeprowadza si¢ w zaleznosSci
od zastosowanego podtoza po 24 lub 48 godzinach [Gasanov i wsp., 2005; PN-
EN I1SO 11290-1:2017-07].

Klasyczne  metody  mikrobiologiczne  umozliwiaja  wstgpna
identyfikacje przynaleznosci rodzajowej lub gatunkowej. Potwierdzenia
przynalezno$ci gatunkowej bakterii z rodzaju Listeria dokona¢ mozna
za posrednictwem barwienia metodg Grama, po okre$leniu zdolnosci do ruchu
oraz przeprowadzeniu szeregu analiz biochemicznych, ktére obejmujg m.in.:
ocene zdolno$ci do hemolizy, fermentacji wgglowodanow, hydrolizy eskuliny,
wytwarzania katalazy i oksydazy cytochromowej czy rozktadu mocznika
[Hitchins i wsp., 2017]. Tradycyjne testy biochemiczne dostepne
sa komercyjnie w postaci zwalidowanych zestawow [Gasanov i wsp., 2005;
Rocourt i Buchreiser, 2007].

Celem okreslenia serotypu L. monocytogenes wykorzystywana
jest metoda aglutynacji szkietkowej lub probowkowej, ktora opiera
si¢ na reakcji antygenéw somatycznych (O) i rzgskowych (H) z serig
poliwalentnych i monowalentnych surowic [Hitchins i wsp., 2017; Madajczak
i Majczyna, 2009; Palumbo i wsp., 2003]. Z uwagi na to, ze niektdre gatunki
nalezace do Listeria spp. mogg posiada¢ takie same antygeny somatyczne
jak szczepy nalezace do L. monocytogenes oraz subiektywny charakter
interpretacji wynikow, metoda aglutynacji moze by¢ wykorzystywana jedynie
jako uzupelnienie, a nie podstawa identyfikacji [Gorski, 2008]. Zaleca
si¢ stosowanie metod opartych na testach immunoenzymatycznych ELISA
(ang. enzyme-linked immunosorbent assay) lub certyfikowanych przez Instytut
Badawczy AOAC International (ang. AOAC International Research Institute
Performance Tested Method, AOAC RI PTM) oraz AFNOR (fr. Association
Francaise de Normalisation, Francuskie Stowarzyszenie Normalizacyjne) metod
takich jak: Solus Listeria ELISA (Solus Scientific Solutions Ltd, UK), BACSpec
Listeria (Eurofins GeneScan GmbH, Niemcy) oraz innych [Gorski, 2008;
AOAC, 2018].

2.4.1.1. Charakterystyka podlozy hodowlanych

Bakterie z rodzaju Listeria hodowa¢ mozna zaréwno w warunkach
tlenowych (na podtozach statych) jak i beztlenowych (na podtozach ptynnych).
Czynnikiem sprzyjajacym namnazaniu si¢ bakterii jest zwigkszony o 5-10%
poziom CO; w atmosferze. Kolonie bakteryjne wzrastaja na zwyktych podtozach
hodowlanych, jednak z uwagi na obecno$¢ innych mikroorganizmow
(np. w probkach klinicznych lub w srodowisku zaktadow przetworczych) czgsciej
wykorzystywane sg podtoza wybiorcze [Gasanov i wsp. 2005; Szewczyk, 2013;
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Szych i Madajczak, 2010]. W niniejszym rozdziale opisano najczesciej
stosowane podtoza hodowlane do hodowli bakterii z rodzaju Listeria.

Podloza state

Podtoza state do hodowli bakterii z rodzaju Listeria wykorzystywane sa
zarbwno do wstepnego namnazania jak i jako podloza selektywne.
Do wstgpnego namnazania wykorzystywane sa podloza ogolne, np. TSA
(ang. Trypticase Soy Agar, agar tryptonowo-sojowy), zawierajace sktadniki
niezbedne do wzrostu mikroorganizmow. W celu okreslenia przynaleznosci
do gatunku L. monocytogenes stosowane sa state podtoza wybiorcze PALCAM,
Oxford-agar lub ALOA. Czynnikami selektywnymi obecnymi w podiozu
PALCAM sa antybiotyki polimyksyna B i ceftazydym, barwnik akryflawina
oraz chlorek litu, natomiast czynnikiem réznicujacym jest m.in. eskulina [Szych
i Madajczak, 2010]. Chlorek litu jest czynnikiem wybidrczym,
poniewaz wigkszo$¢ drobnoustrojow jest podatna na wysokie jego stezenia.
Kolonie L. monocytogenes rosnace na podlozu PALCAM przybieraja
ciemnoszare zabarwienie i sg otoczone strefa czarnego podloza. Czasami
zaobserwowac¢ mozna czarng ,.kropke” w centrum kolonii. W przypadku podtoza
ALOA czynnikami selektywnymi sa kwas nalidyksowy, polimyksyna B
i cykloheksamidyna, a kolonie L. monocytogenes maja barwg zielononiebieska
i otoczone sg metng sferg poditoza, spowodowang rozktadem
fosfatydyloinozytolu przez fozfolipaz¢ C. Pozywka Oxford-agar to podtoze
zawierajagce w swoim skladzie mieszaning antybiotykoéw, skrobie, eskuling,
chlorek litu i cytrynian amonowo-zelazowy (I1I), a kolonie przybieraja barwe
ciemnoszarg i sg otoczone strefg czarnego podtoza.

Podtozem hodowlanym pozwalajacym na okre$lenie zdolnosci bakterii
do wytwarzania biofilmu jest pozywka roznicujagca CRA (ang. Congo Red Agar)
[Freeman i wsp., 1989]. Kolonie bakterii zdolnych do tworzenia biofilmu
przybieraja na danym podtozu barwe czarng.

Podloza plynne

Szeroki zakres tolerancji pH oraz temperatur, wykazywany przez
paleczki Listeria spp. wykorzystywany jest w diagnostyce listeriozy. Materiat
kliniczny mieszany w proporcji 1:10 z bulionem, umieszczony w temperaturze
4°, daje informacj¢ czy w danej probce wystepuje L. monocytogenes, poniewaz
w przeciwienstwie do innych bakterii jest ona zdolna do wzrostu w danych
warunkach temperaturowych. Posiew podpowierzchniowy (tzw. posiew ktuty)
na podtoze potptynne (0,2 - 0,4% agar z peptonem) umozliwia po 24 - 48
godzinnej  inkubacji w  temperaturze  pokojowej na  wskazanie
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charakterystycznego dla pateczek Listeria spp. ruchu w ksztatcie ,,parasola”
[Gasanov i wsp., 2012].

Przyktadami poditozy plynnych selektywnych do hodowli
L. monocytogenes sa potoza pot-Frasera oraz Frasera, ktore oprocz sktadnikow
odzywczych (peptony i ekstrakty) zawierajg rowniez eskuling i chlorek litu,
cytrynian amonowo-zelazowy i dodatek selektywny w postaci mieszaniny
antybiotykow: akryflawiny i kwasu nalidyksowego, ktore hamuja rozwoj bakterii
Gram-ujemnych i wigkszosci Gram-dodatnich. L. monocytogenes hydrolizuje
eskuling do eskuletyny, ktora tworzy z zelazem (I11), pochodzacym z cytrynianu,
czarny kompleks, ktory barwi podtoze na kolor czarny lub ciemnoszary [Gasanov
i wsp., 2012].

2.4.2. Metody molekularne

Molekularne metody identyfikacji mikroorganizméw z roku na rok
zyskuja coraz wigksze zainteresowanie wsrod badaczy. Mimo koniecznos$ci
zastosowania specjalistycznej aparatury i odczynnikoéw, metody te, poza
oszczgdnos$cig czasu i pracy, zapewniaja rOwniez najwyzszy stopien precyzji
i coraz czgsciej zyskuja certyfikaty walidacji, stajac si¢ alternatywa dla metod
konwencjonalnych, ktorych na obecng chwile nie sa w stanie zupelnie zastapi¢
[Gasanov i wsp., 2005; Gorski, 2008; Cremonesi i wsp., 2016; Witte i wsp., 2016;
AFNOR, 2018a; AFNOR, 2018b; AOAC, 2018].

2.4.2.1. Metody oparte na amplifikacji DNA

Wszystkie metody amplifikacji bakteryjnego DNA opierajg si¢
na syntezie kopii docelowego fragmentu DNA przy uzyciu termostabilnej
polimerazy. Technika PCR (ang. Polymerase Chain Reaction, reakcja
fancuchowa polimerazy) pozwala na szybkie powielenie docelowego fragmentu
DNA, a nastepnie jego uwidocznienie przy pomocy dostepnych technik detekcji
[Jeyaletchumi i wsp., 2010]. W przypadku L. monocytogenes genami
wykorzystywanymi w reakcjach PCR do identyfikacji gatunkowej sa: hlyA, iap,
actA, inlAB oraz gen biatka Imo0733. Amplifikowane sg roéwniez regiony
migdzygenowe 16S 1 23S RNA oraz markery kodujace biatka p60,
aminopeptydaze C, fosfolipaze C, biatko wiazace fibronektyne i Dth 18 [Aznar
i Alarcon, 2003; Jung i wsp., 2003; Zhou i Jiao, 2005; Liu, 2006; Jeyaletchumi
i wsp., 2010].

Konwencjonalna technika PCR nie pozwala na odréznienie komorek
L. monocytogenes zywych od martwych. Na wynik reakcji wptywa rowniez niska
zawarto$¢ L. monocytogenes w probkach, obecnos¢ innych mikroorganizméw
(np. L. innocua), ale rowniez zwigzkow takich jak czasteczki fenolowe, nukleazy
badzZ substancji hamujgcych wzrost drobnoustrojow stosowanych przy produkcji
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zywno$ci. W przypadku, gdy liczba komorek bakteryjnych w probce jest zbyt
niska, amplifikacji poddaje si¢ fragmenty mRNA, w ktorym przy pomocy
odwrotnej transkryptazy (RT-PCR, ang. Reverse Transcription — PCR)
identyfikuje si¢ obecnos¢ takich genow jak np. hly, prfA i iap [Jadhav i wsp.,
2012].

2.4.2.2. Multiplex PCR

Multiplex PCR zaklada zastosowanie w reakcji kilki par starterow,
ktore umozliwia jednoczesng amplifikacje wielu odcinkow DNA. W przypadku
identyfikacji bakterii z rodzaju Listeria spp. amplifikacji poddawany jest region
wysoce konserwatywny 23S rRNA, natomiast w przypadku L. monocytogenes
amplifikacji poddawany jest gen hlyA [Churchill i wsp., 2006]. W praktyce
w reakcjach multiplex PCR amplifikacji poddawano réwniez fragmenty genu iap
z pozytywnym skutkiem. W wyniku reakcji uzyskano produkty
o zr6znicowanej dtugosci, co umozliwilo ich rozréznienie na zelu agarozowym.
Metoda ta jest wysoce czuta, o czym S$wiadcza badania przeprowadzone
przez Zarei i wsp. [2013], ktore obejmowaty 210 probek migsa i pozwolity
na okreslenie granicy wykrywalno$ci tej metody na 13 komoérek w 25 g probki.
Multiplex PCR pozwala réwniez na jednoczesne oznaczanie w probkach wielu
gatunkow drobnoustrojow. Lei i wsp. [2008] przy uzyciu odpowiedniej
mieszaniny starterow wykryli za posrednictwem Multiplex PCR obecnos¢ 6
roéznych patogendow obecnych w probkach zywnosci: L. monocytogenes, E. coli
0157:H7, Salmonella, Vibrio cholerae, V. parahaemolyticus i Staphlylococcus
aureus.

2.4.2.3. Real-Time PCR (PCR w czasie rzeczywistym)

Technika real-time PCR opiera si¢ klasycznej metodzie PCR, pozwala
jednak na monitorowanie ilo$ci produktow reakcji na kazdym etapie amplifikacji
1 cechuje si¢ znacznie wyzsza czutoscig. Monitoring uzyskiwanych produktow
mozliwy jest dzigki zastosowaniu barwnikow fluorescencyjnych typu SYBR
Green (interkalujgcych do dwuniciowego DNA) lub sond molekularnych
znakowanych fluorochromami takimi jak: Hybridization Probes, TagMan
Molecular Beacons, jak rowniez sondy typu Skorpion (komplementarne
do powielanej sekwencji kwasu nukleinowego). Przy zastosowaniu w technice
real-time PCR r6znych rodzajéw fluorochroméw emitujacych rozne dtugosécei fali
$wiatta identyfikowa¢ mozna nawet kilka réznych sekwencji w analizowanej
probee [Studzinska i wsp., 2008; Romanek, 2011]. Wynik amplifikacji wyklucza
konieczno$¢ przeprowadzenia rozktadu elektroforetycznego produktow PCR.
Amplifikacja DNA 1 idacy za nig wzrost emitowanej fluorescencji $wiadczy
0 obecnosci okreslonych fragmentow DNA, co daje potwierdzenie obecnos$ci
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okreslonych drobnoustrojow. W praktyce naby¢ mozna startery pozwalajace
na jednoczesna identyfikacj¢ Listeria spp. oraz L. monocytogenes,
komplementarne do genu 23S rRNA oraz hlyA. Metoda real-time PCR
wykorzystywana jest zarowno do identyfikacji jak i oznaczen ilosciowych
L. monocytogenes w probkach zywnosci oraz klinicznych [Churchill i wsp.,
2006; Gasanov i wsp., 2005].

2.4.2.4. RT-PCR (ang. Reverse Transcription-PCR)

Obecnos¢ w probce specyficznych sekwencji RNA jest wskaznikiem
zywych komorek bakteryjnych, poniewaz RNA (np. mRNA) znacznie szybciej
ulega degradacji po $mierci komorkowej w stosunku do DNA. W technice RT-
PCR wykorzystywany jest proces odwrotnej transkrypcji. Transkryptaza,
w obecnosci startera, tworzy komplementarny DNA (cDNA), ktory stuzy
nastepnie jako matryca w reakcji PCR. Metoda RT-PCR wykorzystywana jest
m.in. do molekularnej identyfikacji L. monocytogenes w zywnosci [Churchill
i wsp., 2006; Jadhav i wsp., 2012].

2.4.2.5. NASBA (ang. Nucleic Acid Sequence-Based Amplification)

NASBA jest izotermalng metoda amplifikacji RNA. W mieszaninie
reakcyjnej stosowane sg nastepujace komponenty: polimeraza RNA T7,
odwrotna transkryptaza, rybonukleaza H oraz dwa specyficzne startery DNA.
Pierwszym etapem reakcji jest synteza ¢cDNA za posrednictwem odwrotnej
transkrypcji. W kolejnych etapach RNA degradowane jest do kompleksu RNA-
DNA z uzyciem rybonukleazy H i zachodzi synteza nici DNA komplementarne;j
do cDNA. Fragmenty cDNA zawierajg miejsca rozpoznawane przez polimeraze
RNA faga T7, ktora syntetyzuje kopie anty-sensownego RNA, ktore nastepnie
poddawane jest rozkladowi elektroforetycznemu na zelu agarozowym
lub wykrywane w mieszaninie za posrednictwem metod hybrydyzacji [Collins
i wsp., 2002; Churchill i wsp., 2006; EFSA, 2013]. Technika NESBA daje
mozliwo$¢ detekcji zywych komorek bakteryjnych i nie wymaga uzycia
termocyklera, wymaga natomiast izolacji matrycowego RNA oraz stwarza
ograniczenia w kwestii dlugosci powielanych sekwencji (w zakresie od 120
do 250 nukleotydow) [Churchill i wsp., 2006; Fakruddin i wsp., 2010].
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2.4.2.6. LAMP (ang. Loop Mediated Isothermal Amplification)

W odroznieniu od PCR, technika LAMP polega na cyklicznej
izotermalnej amplifikacji fragmentow DNA, bez konieczno$ci uzycia
termocyklera, ktorego zastagpi¢ mozna blokiem grzejnym lub taznig wodna.
Startery, wykorzystywane w procedurze, sa komplementarne do 6 — 8 miejsc
docelowego DNA. Istnieje wysoce specyficzna i czuta procedura LAMP,
opracowana przez Tang i wsp., [2017], ktora zaklada zastosowanie kalceiny
lub manganu na etapie detekcji produktow oraz umozliwia identyfikacje genu
hlyA. Granica wykrywalno$ci w wykrywaniu L. monocytogenes w czystych
hodowlach wyniosta 2 jtk/reakcje.

2.4.2.7. Wykrywanie polimorfizmu pojedynczych nici DNA

Wykrywanie polimorfizmu pojedynczych nici DNA opiera si¢
na zatozeniu, ze kazda pojedyncza zmiana w sekwencji nukleotydowej DNA
moze mie¢ wptyw na konformacj¢ czasteczki i tym samym, na jej szybkos¢
migracji w zelu z gradientem czynnika denaturujgcego, ktory moze stanowic
zwigzek chemiczny, np. mocznik (ang. DGGE - Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis) lub temperatura (ang. TGGE - Temperature Gradient Gel
Electrophoresis). Przyktadem metody wykorzystujacej to zatozenie jest technika
SSCP (ang. Single-Strand Conformation Polymorphism), w ktorej rozktadowi
elektroforetycznemu poddawane sg fragmenty DNA o tej samej dlugosci,
ale r6znej sekwencji nukleotydowej. Znajduje ona zastosowanie do wykrywania
réznych gatunkow Listeria, ktore po amplifikacji okreslonych genow dajg
produkty trudne lub niemozliwe do rozréznienia na zelu agarozowym [Jadhav
i wsp., 2012].

2.4.3. Metody hybrydyzacyjne

W metodach hybrydyzacyjnych wykorzystuje si¢ istniejagce pomiedzy
gatunkami roznice w sekwencjach nukleotydowych, ktore znakuje si¢ przy
pomocy sond oligonuleotydowych. Poczatkowo sekwencje docelowe znakowano
izotopami promieniotworczymi i wykrywano za poSrednictwem sygnatu
autoradiologicznego. Obecnie stosowane sa sondy biotynylowane, sondy
zawierajace digoksygening lub znacznik fluorescencyjny. Techniki te sg bardziej
specyficzne niz metody serologiczne lub biochemiczne. W reakcji nie zachodzi
amplifikacja DNA, co wplywa ograniczajaco na czuto$¢ testu. Obecnie techniki
te stosowane sg rzadko, gtownie w postaci szybkich testow [Liu i wsp., 2004;
Gasanov i wsp., 2005].
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2.4.4. Szybkie testy

Szybkie testy, majace na celu potwierdzenie lub zaprzeczenie obecnosci
okreslonych drobnoustrojow w probkach, wykorzystywane sa, gdy istotny jest
czas. Dla producentow i dystrybutorow zywnos$ci wykorzystanie szybkich testow
zapewnia sprawng kontrole jakosci produktow i srodowiska produkcji [Leong
i wsp., 2014; Muhterem-Uyar i wsp., 2015; Nemati i wsp., 2016; D’Ostuni i wsp.,
2016; Inslab, 2017]. Dziatanie tego typu testow opiera si¢ Np. na ocenie zmiany
zabarwienia pozywki po inkubacji. Firma InSite™ opracowata m.in. szybki test
L. mono Glo, ktéry poza potwierdzeniem obecnosci Listeria spp. (zmiana barwy
podioza), umozliwia réwniez wykrycie L. monocytogenes (fluorescencja
podtoza) [Hygiena, 2017; Merck, 2017; Neogen, 2017; Romer Labs, 2017].
Nalezy jednak pamigtaé, ze szybkie testy nie moga zastgpi¢ metod klasycznych
lub molekularnych, z uwagi na niska czuto$¢. Moga one jedynie stanowi¢ wstep
do szerszych analiz lub by¢ ich uzupetnieniem.
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3. CELE PRACY | HIPOTEZY BADAWCZE

Cele pracy i hipotezy badawcze

Celem gltownym badafh jest monitoring zakladow przetworstwa owocowo-
warzywnego pod wzgledem wystepowania paleczek Listeria monocytogenes
w probkach srodowiskowych zaktadow, w surowcach, i produktach
oraz okreslenie cech fenotypowych i genotypowych bakterii, co moze posrednio
wptyna¢ na poprawe stanu srodowiska produkcyjnego i zywnos$ci, a tym samym
na zmniejszenie ryzyka zachorowania konsumentow.

Cele szczegolowe:

a) wyizolowanie i okreslenie przynalezno$ci gatunkowej izolatow Listeria
spp., oznaczenie ich serotypoéw oraz wystepowania genow kodujacych
wybrane czynniki wirulencji,

b) okreslenie stopnia podobiefistwa genetycznego pateczek Listeria
monocytogenes, celem okreslenia drog transmisji bakterii na terenie
zaktadow przetworczych,

c) okreslenie zdolno$ci szczepéw do tworzenia biofilmu i ocena wpltywu
wybranych czynnikéw antybakteryjnych na proces jego formowania
i na eradykacj¢ btony biologicznej,

d) ocena wrazliwosci drobnoustrojow na wybrane czynniki antybakteryjne
(nizyna, lizozym, bakteriofagi, srodki dezynfekcyjne, antybiotyki).

Hipotezy badawcze:

H1: Zarowno surowce, produkty, jak i Srodowisko zakladoéw przetworstwa
OWOCOWO-warzywnego sg miejscami bytowania bakterii Listeria monocytogenes.

H2: Potencjalnym zZrodtem transmisji bakterii na terenie zaktadow przetworczych
$3 SUrowce 1 pracownicy.

H3: Bakterie wykazujg zdolno$¢ do tworzenia biofilmu, a zastosowane Srodki
antymikrobiologiczne ograniczajag powstanie tej struktury oraz eliminujg
wytworzony biofilm.

H4: Bakterie sg wrazliwe na $rodki dezynfekcyjne stosowane w zakladach
przetworczych, antybiotyki i biologiczne czynniki antybakteryjne.
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HS5: Wigkszo$¢ wyizolowanych bakterii nalezy do serotypow najczescie]
wywolujacych listerioze 1 posiada geny zlokalizowane na gldéwnych
wyspach patogenicznosci.
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4, MATERIALY I METODY

4.1. MATERIALY

4.1.1. Material badawczy

Material badawczy stanowily probki surowcow (warzyw), produktow
(mrozonek, sokow i surowek) oraz wymazy z linii produkcyjnych, pobierane
na terenie dwoch zaktadoéw przetworstwa owocowo-warzywnego, potozonych
w  wojewodztwie kujawsko-pomorskim. Probki pobierano w  okresie
od marca do lipca (zaktad A) oraz od lipca do listopada (zaktad B) 2019 roku.
Lacznie zgromadzono 320 probek, w ktorych stwierdzono obecno$¢ bakterii
z rodzaju Listeria.

4.1.2. Wzorcowe szczepy bakteryjne

Szczepem wzorcowym wykorzystanym do analiz mikrobiologicznych
z zastosowaniem metod dPCR (identyfikacja rodzajowa i gatunkowa bakterii
z rodzaju Listeria) oraz RAPD (ocena podobienstwa genetycznego izolatow
L. monocytogenes) byt Listeria monocytogenes ATCC® 7644™ (ang. American
Type Culture Collection). Kontrol¢ dodatnig reakcji PCR w ocenie potencjatu
wirulencji stanowit DNA szczepu L. monocytogenes IW 41 z Polskiej Kolekcji
Mikroorganizméw. Szczepy wzorcowe w badaniu serotypow izolatow
bakteryjnych stanowity szczepy CIP104794, CIP105449, CIP105448
oraz CIP78.38 (ang. Collection of the Institut Pasteur).

4.1.3. Podloza hodowlane

Celem namnozenia i wstepnej identyfikacji szczepow Listeria spp.
wykorzystano podtoza rekomendowane w PN-EN ISO 11290-1:1999/A1:2005
i pozniejszej PN-EN [ISO 11290-1:2017-07. lzolaty o potwierdzonej
przynalezno$ci gatunkowej posiewano na podloze stale tryptonowo-sojowe
lub zawieszano w bulionie BHI i mrozono, by przeprowadzi¢ dodatkowe badania
w pozniejszym terminie. Wykaz i sktad wykorzystanych podtozy hodowlanych
przedstawiono ponize;j:
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1. bulion pot-Frasera (Merck, 110398) z cytrynianem amonu zelaza (I11)
(1.00092.0010) i suplementem selektywnym (1.00093.0010),

2. bulion Frasera (Merck, 110398) z cytrynianem amonu zelaza (IlI)
(1.00092.0010) i podwojng dawka suplementu selektywnego
(1.00093.0010),

3. ALOA (ang. agar Listeria acc. to Ottaviani and Agosti) - agar
dla Listeria wg Ottaviani i Agosti (Merck, 100427), dodatek wybidrczy
do agaru Chromocult® dla Listeria (Merck, 100432), dodatek
wzbogacajacy do agaru Chromocult dla Listeria (Merck, 100439),

4. TSA (ang. Trypticase Soy Agar) - agar tryptonowo-sojowy (Merck,

105458),

5. TSB (ang. Trypticase Soy Broth) — bullion tryptonowo-sojowy (Merck,
146610),

6. BHI (ang. Brain Heart Infusion) - bulion mézgowo-sercowy (BD,
299070),

~

CRA (ang. Congo Red Agar) wg. Freeman i in. [1989],
8. Mueller-Hinton agar + 5% odwldkniona krew konska i 20 mg/L -NAD
(MH-F) (GRASO Biotech, 1370).

4.1.4. Pozostale odczynniki i drobny sprzet laboratoryjny

Odczynniki oraz drobny sprzet laboratoryjny wykorzystane podczas
analiz molekularnych, do okres$lenia zdolnosci do wytwarzania biofilmu,
antybiotykoodpornosci oraz MIC i MBC $rodkéw dezynfekcyjnych wymieniono
ponizej:

1. Odczynniki:

= Genomic Mini AX Bacteria Spin (A&A Biotechnology,
060100S);

= Woda wolna od DNaz i Rnaz (Sigma-Aldrich, 1A19452)

=  Polimeraza DreamTaq Green (5 U/ul) z buforem (10x) (Thermo
Fisher Scientific, 00439258);

= dNTP, 10mM (A&A Biotechnology, 2001-200);

= MgCly, 25 mM Thermo (Fisher Scientific, 00097122);

= Tri(hydroksymetylo)aminometan (Bio Ultra Pure) (BioShop,
1A19760);

= Kwas borowy (Biotechnology Grade) (BioShop, OH17856);

= Kwas wersenowy (Biotechnology Grade) (BioShop,
OM19432);

= Agaroza Basica LE GQT (ABO, D00142PR);

= Midori Green Advance DNA Stain (ABO, Ba20111208);

= Marker wielko$ci DNA, GPB1000bp (GenoPlast Biochemicals,
00106030);
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2. Oligonu

3. Antybio

Marker wielko$ci, GPB500bp (GenoPlast Biochemicals,
00647132).

Kleotydy:

L1, L2, LM1, LM2 (Sigma-Aldrich, HA09099019-001,
HA09099020-007, HA09099021-001, HA09099022-001);
OPA-11 (Oligo.pD);

Imo0737-R, Imo0737-L, Imo1118-R, Imo01118-L, ORF2819-L,
ORF2819-R, ORF2110-L, ORF2110-R, prs-L, prs-R (Sigma-
Aldrich);

iap-F, iap-R, actA-F, actA-R, inIB-F, inIB-R, plcB-F, plcB-R
(Oligo.pl);

hlyA-F; hlyA-R; plcA-F; plcA-R; fopA-F; dbpA-R (Oligo.pl);
prfA-F; prfA-R; mlp-F; mip-R; inl-F; inl-R (Oligo.pl).

tyki:

Ampicylina AM (2 ug) (BD, 64301967);

Penicylina P (1 IU) (BD, 64242954);

Erytromocyna E (15 pg) (BD, 64301559);

Meropenem MEM (10 ug) (BD, 64304463);

Sulfametoksazol z trimetoprimem SXT (23,75 ug : 1,25 pg)
(BD, 64292983).

4. Preparaty przeciwbakteryjne/przeciwbiofilmowe

5. Waznigj

nizyna (Novazym), 2,5%;

lizozym (GAP FOOD ADDITIVES), plyn 22%, aktywnos$¢
29x10° FIP U-ml?;

bakteriofag (Micreos), preparat Listex™ P100 PhageGuard
zawierajgcy bakteriofaga P100 w stezeniu 2x10* pfu-ml™.,

sza aparatura i sprzet laboratoryjny:

Wiréwka Mini Spin Plus (Eppendorf, 54532N1565557);
Termocykler MJ Mini (Bio-Rad, MM008562);

Termoblok TDB-120 (Biogenet Biosan, 010401-1106-0141);
Aparat do elektroforezy z zasilaczem (Bio-Rad, 041BR70586);
Czytnik mikroptytek Hidex Sense;

Transluminator Gel Doc™ XR+ (Bio-Rad, 721BR07497);
Densytometr Biosan DEN-1;

96-dotkowe plytki titracyjne, typ U (jednorazowe) (Profilab,
555.2.1S);

Wymazowki sterylne jednorazowe (Equimed, 31802552);
Cienko$cienne probowki typu Eppendorf (0,2 ml) (Biozym
Scientific GhbM, 710990);

Probowki typu Eppendorf (1,5 ml) (NEST Biotechnology,
615001).
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4.1.5. Oprogramowanie komputerowe

Dane zestawiano i katalogowano przy uzyciu programu Excel (Microsoft
Office, USA). Analize statystyczng danych przeprowadzono w programie
Statistica 10  (StatSoft, USA). Wizualizacji produktow  rozdziatu
elektroforetycznego dokonano przy uzyciu programu ImageLab™ 4.0.1 (Bio-
Rad, USA). Drzewo podobiefistwa genetycznego obrazujace zwigzki pomiedzy
analizowanymi liniami genetycznymi uzyskano w programie FreeTree Ver.
0.9.1.50i TreeView Ver. 1.6.6. [Pavli¢ek i in., 1999].

4.2. METODY

4.2.1. OKkreslenie przynaleznos$ci rodzajowej i gatunkowej izolatow

Probki pochodzace ze srodowiska zaktadow przetworstwa owocowo-
warzywnego pobierano z miejsc majacych bezposredni kontakt z zywnosciag
(np. tasma produkcyjna, dysza dozujaca itp.) oraz miejsc niemajacych kontaktu
z zywnoscig (np. kratki odptywowe, posadzki itp.). Pobierano od 2 do 3
wymazOow z miejsc wyznaczonych przez pracownikow zakladu jako te,
w ktorych najczesciej wykrywano obecnos¢ bakterii oraz z miejsc, ktore mogty
by¢ potencjalnym siedliskiem patogenéw w calym srodowisku zaktadu. Celem
poznania zrodel zakazen lub drog transmisji pobierano rowniez wymazy
z odziezy roboczej pracownikow i sluz dezynfekceyjnych, przez ktore pracownicy
dostajg si¢ na teren zaktadu. Wykaz miejsc poboru wymazow podano ponize;j:

1. Linia produkcyjna: blanszownik, selektor, tasma, metalowe czesci pod
tasma, kalibrownik, pleksa/$cianki, tunele, krajalnica, slimak, redler,
selektor, winda, podajnik, glazurownik, przenosnik, ptuczka, separator,
prasa, zasobnik, rolki inspekcyjne, transporter, dysza dozujaca,
ocieraczki.

2. Pozostate: posadzka, skrzynie z warzywami, drobny sprzet, myjka
na buty, kratka $ciekowa, szczotki na buty, kurtka, spodnie, buty, $luza
myjaco-dezynfekujaca, zsyp, schody, woda do plukania warzyw.

Wymazy z linii technologicznych i powierzchni niemajacych kontaktu
z przetwarzanym surowcem pobierano podczas procesu produkcyjnego, przed
i po dezynfekcji linii produkcyjnej, zgodnie z norma PN-ISO 18593:2005.
Surowce 1 produkty §wieze oraz mrozone poddawano procedurom zgodnym
z normg PN-EN ISO 11290-1:1999/A1:2005 oraz zast¢pujaca ja PN-EN 1SO
11290-1:2017-07. Wymazy wraz z surowcami i produktami gotowymi
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transportowano do laboratorium w warunkach chlodniczych. Badanie
przynaleznos$ci rodzajowej i gatunkowej rozpoczynano tego samego dnia.

Celem wykrycia w probkach obecnosci Listeria spp. bakterie wstepnie
namnazano w bulionie pot-Frasera (Merck, Niemcy) w 30°C przez 24 godz.
Nastepnie przenoszono 0,5 ml probki do pozywki Frasera (Merck, Niemcy)
i poddawano inkubacji w 37°C przez 48 godz. Bakterie z rodzaju Listeria
wykazuja zdolnos¢ do hydrolizy eskuliny, ktéra stanowi jeden ze sktadnikow
bulionu Frasera. Produktami reakcji sg glukoza i 6,7-dihydroksykumaryna, ktéra
w polaczeniu z jonami zelaza (III) tworzy kompleks barwny (zabarwienie
brazowe lub czarne, co wskazuje na obecno$¢ w probce bakterii z rodzaju
Listeria. Probki o charakterystycznym wybarwieniu przeszczepiano na podioze
state ALOA wykonywano posiew redukcyjny i inkubowano przez 24 — 48 godz.
w 37°C. W przypadku podloza ALOA czynnikami selektywnymi sa kwas
nalidyksowy, polimyksyna B i cykloheksamidyna, a kolonie L. monocytogenes
maja barwe zielononiebieska i otoczone sg m¢tng sfera podtoza, spowodowang
rozkladem fosfatydyloinozytolu przez fozfolipaze C.

4.2.2. 1zolacja DNA bakteryjnego

W wyniku wstepnej identyfikacji uzyskano 54 probki zawierajace
Listeria spp., z ktorych wyodrebniono 74 izolaty. Poddano je oznaczeniom
molekularnym ~ w  kolejnych  etapach analiz. Material  wyj$ciowy
w procedurze izolacji DNA bakteryjnego stanowily hodowle bakteryjne
na bulionie BHI inkubowane w 37°C przez okoto 18 godz. Izolacjc DNA
przeprowadzono metoda kolumienkowa, zgodnie z instrukcja producenta
zestawow Genomic Mini AX Bacteria Spin oraz Genomic Mini AX Bacteria+
Spin  (A&A Biotechnology, Polska). Wyizolowane DNA bakteryjne
przechowywano w temperaturze +4°C.

4.2.3. Réznicowanie L. monocytogenes od pozostalych Listeria spp.
metoda dupleks-PCR

L. monocytogenes odrozniano od pozostatych Listeria spp. poprzez
rozdziat elektroforetyczny produktow reakcji dupleks-PCR. Przy uzyciu
specyficznych starterow wykrywano obecno$¢ genu rrs kodujacego 16S rRNA
(938 pz), ktory wskazuje na przynaleznos¢ do rodzaju Listeria spp.,
oraz genu hlyA (702 pz) kodujacego LLO, charakterystycznego dla gatunku
L. monocytogenes [Churchill i wsp., 2006; Kuan i wsp., 2013]. Sktad mieszaniny
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reakcyjnej oraz warunki przebiegu reakcji przedstawiono
w tabelach 8 i 9.

Tabela 8. Sktad mieszaniny reakcyjnej dupleks-PCR [Skowron i wsp., 2018]

Skladnik Stezenie/objetos¢ Producent

Polimeraza DreamTaq™ 1U Thermo Fisher Scientific,
USA

Bufor do polimerazy | 1x Thermo Fisher Scientific,

DreamTagq™ USA

dNTP 0,2mM A&A Biotechnology, Polska

Woda wolna od DNaz i RNaz | Do objetosci 25 ul BioShop, Kanada

Startery L1, L2, LM1, LM2 0,25 uM Sigma-Aldrich, USA

DNA bakteryjne 2 ul -

Tabela 9. Warunki przebiegu reakcji dupleks-PCR [Skowron i wsp., 2018]

Rozmiar Warunki
Starter Sekwencja startera (5’ — 3°) amplikonu ki
7] reakcji
L1 CAGCAGCCGCGGTAATAC 038 94°C/2 min;
L2 CTCCATAAAGGTGACCCT 30 cykli:
LM1 CCTAAGACGCCAATCGAA 2328;8 X
LM2 | AAGCACTTGCAACTGCTC 702 72°C/1 min;
72°C/5 min

Produkty reakcji rozdzielano na 1,5% zelu agarozowym z dodatkiem
barwnika Midori Green Advance w buforze TBE (1x), pod napigciem 80 V przez
85 min. Probke pozytywna reakcji stanowil szczep wzorcowy
L. monocytogenes ATCC® 7644™, natomiast kontrole ujemng probka nie
zawierajaca bakteryjnego DNA. Zastosowano marker wielkosci DNA.
Wizualizacji wynikow dokonywano przy pomocy transluminatora Gel Doc™
XR+.

4.2.4. Okreslenie pokrewienstwa genetycznego izolatow bakteryjnych

Okresleniu pokrewienstwa genetycznego metodg RAPD (ang. Random
Amplification of Polimorphic DNA, Przypadkowa Amplifikacja Polimorficznego
DNA) poddano 74 izolaty, ktorych przynalezno$¢ gatunkowa okreslono metoda

49



duplex-PCR. Sktad wyjsciowej mieszaniny reakcyjnej oraz warunki przebiegu
reakcji przedstawiono w tabelach 10 i 11.

Tabela 10. Sktad mieszaniny reakcyjnej RAPD [Skowron i wsp., 2019]

Skiadnik Stezenie/objetosé Producent
Bufor PCR z MgCl, 1x, 2,0mM Promega, USA
MgCl; 1,5 mM ABO, Polska
dNTP 200 uM Promega, USA
Starter OPA-11 1,0 uM Oligo.pl, Polska
Polimeraza DNA Taq 125U Promega, USA
Woda wolna od DNaz i | Do objetosci 25 pl Merck, Polska
RNaz

DNA bakteryjne 3l -

Tabela 11. Warunki przebiegu reakcji RAPD [Skowron i wsp., 2019]

Starter Sekwencja startera (5°-3°) Warunki reakcji
6 cykli: 94°C/1 min, 30°C/2 min,
OPA-11 CAATCGCCGT 72°C/1 min; 35 cykli: 94°C/15 s,
37°C/1 min, 72°C/45 s; 72°C/10 min

Produkty reakcji rozdzielano na 1,5% Zelu agarozowym
z dodatkiem barwnika Midori Green Advance, pod napigciem 80 V przez 150
min. Zastosowano marker wielkosci DNA (GeneRuler 100 bp Plus DNA
Ladder). Celem okreslenia pokrewienstwa izolatow prazki ponumerowano,
zmierzono ich dlugo$¢ oraz okreslono macierze podobienstwa wedlug
wspoélczynnika Dice’a [Dice, 1945] w programie Molecular image Gel Doc™
XR (Bio-Rad, USA). W tym samym programie przygotowano rowniez zbiorczy
system binarny. Nastepnie w programie programie FreeTree Ver. 0.9.1.50
[Pavli¢ek i wsp., 1999] otrzymano wspélny diagram produktéw oraz macierz
podobienstwa wg wspotczynnika Dice’a [Dice, 1945] i na jej podstawie uzyskano
drzewo podobienstwa genetycznego obrazujace zwigzki  pomiedzy
analizowanymi liniami w programie TreeView Ver. 1.6.6.

4.2.5. Serogrupowanie szczepow bakteryjnych

Celem ustalenia przynaleznosci do serogrup postuzono si¢ procedura
opracowana przez Doumitha i wsp. [2004]. Badaniu poddano probki,
ktore stanowily przedstawicieli grup filogenetycznych, wylonionych
na podstawie dendrogramu. Serogrupowaniu poddano 13 szczepow,
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ktore stanowity

reprezentantow

13 pokrewnych

linii

filogenetycznych

wyznaczonych w badaniu pokrewienstwa genetycznego. Sklad mieszaniny
reakcyjnej multiplex-PCR oraz warunki przebiegu reakcji przedstawiono

w tabelach 12 i 13.

Tabela 12. Sktad mieszaniny reakcyjnej [Doumith i wsp., 2004]

Skladnik Stezenie/objetos¢ Producent
Polimeraza DreamTag™ Green 2U Thermo Fisher
Scientific, USA
Bufor do polimerazy DreamTagq™ | 1x Thermo Fisher
Green Scientific, USA
dNTP 0,2 mM A&A Biotechnology
Startery Imo0737, ORF2819, | 1 uM Sigma-Aldrich, USA
ORF2110
Startery Imo1118 1,5 uM Sigma-Aldrich, USA
Startery prs 0,2 uM Sigma-Aldrich, USA

Woda wolna od DNaz i RNaz

Do objetosci 25 ul

BioShop, Kanada

DNA bakteryjne

1l

Tabela 13. Warunki przebiegu reakcji multiplex-PCR [Doumith i wsp., 2004]

Rozmiar Warunki
Starter Sekwencja startera (5> — 3°) amplikonu keii
[o7] reakcji
AGGGCTTCAAGGACTTACCC
Imo0737 ACGATTTCTGCTTGCCATTC 691 orCs
AGGGGTCTTAAATCCTGGAA 1
Imo1118 CGGCTTGTTCGGCATACTTA 906 ”é';‘lélf
AGCAAAATGCCAAAACTCGT Cykli:
ORF2819 I ATCACTAAAGCCTCCCATTG a7t 2‘3‘8%‘9‘ >
AGTGGACAATTGATTGGTGAA O
ORF2110 CATCCATCCCTTACTTTGGAC 597 77228/76?11;
N GCTGAAGAGATTGCGAAAGAAG 70
P CAAAGAAACCTTGGATTTGCGG

Produkty reakcji multiplex-PCR rozdzielano na 2% zelu agarozowym
z barwnikiem Midori Green Advance, w buforze TBE (1x), pod napigciem 80 V
przez 80 min, wraz z markerem wielkosci DNA oraz kontrolg zerowa (probka nie
zawierajagca DNA). Szczepy wzorcowe stanowily szczepy pochodzace
z Kolekcji Instytutu Pasteura: CIP104794, CIP105449, CIP105448
oraz CIP78.38. Wizualizacji wynikéw dokonywano w $wietle UV przy uzyciu
transluminatora Gel Doc™ XR+.
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4.2.6. Wykrywanie genow kodujacych wybrane czynniki wirulencji
technika multipleks PCR

Przy uzyciu techniki multipleks-PCR wykrywano obecnos¢ u badanych
szczepow L. monocytogenes 10 gendéw kodujacych nastgpujace czynniki
wirulencji: biatko FbpA (fbpA), fosfolipazy (plcA i plcB), listeriolizyny
O (hlyA), internaliny (inlA i inIB), biatko powierzchniowe (actA), adhezyny (iap),
metaloproteazy (mpl) oraz czynnik regulujacy zjadliwo$¢ (prfA). Badaniu
poddano probki bedace reprezentantami grup filogenetycznych, wytonionych
na podstawie dendrogramu. W tym celu wykonano trzy reakcje multipleks-PCR.
Jako kontrole ujemng reakcji PCR wykorzystano mieszaning reakcyjng
z woda zamiast DNA. Kontrolg¢ dodatnig reakcji PCR stanowil DNA szczepu
L. monocytogenes IW 41 z Polskiej Kolekcji Mikroorganizméw posiadajacy
wszystkie uwzglgdnione w badaniu geny wirulencji. Reakcje przeprowadzano
w termocyklerze MasterCycler Pro (Eppendorf). Szczegdty dotyczace
wykonanych reakcji, sklad mieszaniny reakcyjnej oraz charakterystyke
zastosowanych w starterow przedstawiono w tabelach 14 i 15.

Tabela 14. Sktad mieszaniny reakcyjnej multiplex-PCR

Skladnik Stezenie/objetos¢ Producent
Polimeraza Taq 1U Promega, USA
Bufor do polimerazy Taqg | 1x Promega, USA
dNTP 10 mM Promega, USA
MgCl, 25 mM ABO, Polska
Startery: fopA, plcA, hiyA, | 10 uM Oligo.pl, Polska
plcB, inIB, actA, iap, inlA,

mpl, prfA

Woda wolna od DNaz | Do objeto$ci 25 ul Sigma-Aldrich, USA
i RNaz

DNA bakteryjne 2 ul -
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Tabela 15. Warunki przebiegu reakcji multiplex-PCR

Wielko$¢ .
Nazwa 5 Warunki
Reakcja Sekwencja startera (5’-3”) produktu|Pi$miennictwo .
startera [02] reakgji
fbpAF | TTATTTCCTCGCATCCTAGC 4a5 | Skowron 94°C/2 min:
fbpAR | TATCAATTCGACCTGCTGAG i wsp., 2019
35 cykli: 94°C/15s,
pIcAF | ACACGAGCAATAAAATCCCT Skowron y
278 | °C/30's
I | plcAR | ATACTGACGAGGTGTGAATG i wsp., 2019 48,5°C/30s,
hiyAF | TTTTCGATTGGCGTCTTAGGA . 72°C/50;
101 Suo i wsp., )
2010 72°C/1 min.
hlyAR |ACTGAAGCAAAGGATGCATCTG
pIcBF | GCAAGTGTTCTAGTCTTTCCGG 2os | Franciosa
plcBR | ACCTGCCAAAGTTTGCTGTGA i wsp., 2005
inIBF | TCCGACTAAACAAGGCTATG 20y | Skowron 04°CI2 min:
inIBR | TGTACCATAATTTTCCGCCA i wsp., 2019 _
1 16 cykli: 94°C/30's,
actAF | ACGAACAAAGCAGACCTAAT - Skowron s
actAR | TGTACCATAATTTTCCGCCA i wsp., 2019 S
lapF | ACAAGCTGCACCTGTTGCAG | | Rawool i 72°Cl45s,
iapR | TGACAGCGTGTGTAGTAGCA wsp., 2007 19 cykli: 94°C/30ss,
inIAF | CAGGCAGCTACAATTACACA - 49°C/45 s,
inlAR | ATATAGTCCGAAAACCACATCT 72°C145 5
1 LmPIF | TATGACGGTAAAAGCAGATT Lasg | Franciosa 295C/1 minuta
mplR | TTCCCAAGCTTCAGCAACTT i wsp., 2005
prfAF | CATGAACGCTCAAGCAGAAG o6
PriAR | AATTTTCCCAAGTAGCAGGA
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Uzyskane produkty amplifikacji rozdzielano elektroforetycznie w 1,5%
zelu agarozowym z dodatkiem barwnika interkalujagcego Midori Green
w buforze 1xTBE (Tris/Kwas Borowy/EDTA) w obecno$ci wzorca wielkosSci
DNA (GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder). Elektroforeze prowadzono przy
napigciu 90V przez 60 min. Do wizualizacji i archiwizacji elektroforegraméw
wykorzystano system GelDoc 2000.

4.2.7. Okreslenie MIC i MBC czynnikéw przeciwdrobnoustrojowych
dla szczep6w Listeria monocytogenes metodg mikroplytkowa

Przetestowano wplyw trzech réznych substancji
przeciwdrobnoustrojowych: nizyny, lizozymu i bakteriofaga metoda
mikroplytowa (tabela 16). Na plytki 96-dotkowe pipetowano po 50 ul jatowego
podtoza TSB, 50 ul wybranych substancji: nizyny, bakteriofaga oraz lizozymu.
Substancje rozcienczano w szeregu 10-krotnych (bakteriofag) lub 2-krotnych
(lizozym i nizyna) w TSB. Nastepnie do studzienek dodawano po 10 pl zawiesiny
bakteryjnej w dwdch powtdrzeniach. Do jej przygotowania wykorzystano
hodowle bakterii na podtozu TSA inkubowane w 37°C przez 24 godz.
Z wyrostych kolonii przygotowywano zawiesiny W TSB o gestosci 0,5
w skali MacFarlanda. Kontrole pozytywng stanowily dotki zawierajace TSB
z zawiesing bakteryjng, natomiast kontrol¢ negatywng stanowily dotki
zawierajace wylacznie TSB. Przetestowano rowniez jalowo$¢ samych
preparatow antybakteryjnych w TSB. Pojedyncza ptytka stanowita test
dla jednego szczepu. Ptytki inkubowano w temperaturze 37 °C przez 24 godz.
w komorze wilgotnej. MIC (minimalne st¢zenie hamujace) okreslano
na podstawie zmetnienia pozywki w dotkach. Nastepnie przy uzyciu pipety
wielokanalowe] nanoszono zawiesing bakteryjng na pozywke ALOA, celem
okreslenia MBC (minimalnego st¢zenia bakteriobojczego) i inkubowano 48
godz. w 37 °C.
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Tabela 16. Uktad ptytki 96-dotkowe;j

Fag +| Niz + | Liz+ Fag | Niz Liz LM | TSB
LM LM LM
1 |2 |3 |4 5 |6 7 8 9 10 |11 |12
A | 10% 50% 25% 100 | 50% 25%
B | 10° 25% 12,5% 10° | 25% 12,5%
C | 108 12,5% 6,25% 108 | 12,5% | 6,25%
D | 107 6,25% 3,13% 10" | 6,25% | 3,13%
E | 10° 3,13% 1,57% 108 | 3,13% | 1,57%
F | 10° 1,57% 0,79% 105 | 1,57% | 0,79%
G | 10 0,79% 0,40% 10 | 0,79% | 0,40%
H | 10° 0,40% 0,20% 10% | 0,40% | 0,20%

LM — zawiesina Listeria monocytogenes; Fag - bakteriofag; Niz - nizyna; Liz — lizozym;
TSB — pozywka.

4.2.8. Okreslenie zdolnosci szczepow L. monocytogenes do tworzenia
biofilmu i wplywu réznych czynnikow na ten proces

4.2.8.1. Okreslenie zdolnos$ci do tworzenia biofilmu

Badaniu poddano 13 szczepow reprezentujacych poszczegdlne grupy

filogenetyczne wylonione na podstawie dendrogramu. Zdolnos¢ do tworzenia
biofilmu okreslano dwiema metodami.

A. Hodowli bakterii na agarze z czerwienig Kongo (CRA, Congo Red Agar)

[Freeman i in., 1989], ktora jest klasyczna metoda najczgsciej stosowang
do fenotypowego wykrywania produkcji EPS u  bakterii
na podstawie koloru kolonii po inkubacji. Badane szczepy Listeria
monocytogenes zaszczepiono liniowo na ww. pozywce i inkubowano
przez 18 godz. w temp. 37°C, a nastgpnie przez kolejng dobg
w temperaturze pokojowej. Kolor kolonii okreslano w 6-stopniowej
skali, w ktorej kolonie bardzo czarne, czame i prawie czarnym
swiadczyty o zdolnoséci do wytwarzania biofilmu, a kolonie bordowe,
czerwone i bardzo czerwone — o braku takich wiasciwosci [Arciola
i in. 2002] (tabela 17).
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Tabela 17. Kryteria oceny zdolnoéci do tworzenia biofilmu okreslona na postawie testu

CRA
Zabarwienie kolonii Zdolnos¢ do tworzenia biofilmu
Bardzo czarny (ang. Very black, vb) +
Czarny (ang. Black, b) +
Prawie czarny (ang. Almost black, ab) +

Bordowy (ang. Bordeaux, brd) -

Czerwony (ang. Red, r) -

Bardzo czerwony (ang. Very red, vr) -

B. Metoda mikroptytkowa  wykorzystuje  polistyrenowe  ptytki,

w ktorych komorki tworzace biofilm barwione sa przy uzyciu fioletu
krystalicznego. W celu dokonania oceny ilosci biomasy biofilmu
oznacza si¢ absorbancje z uzyciem czytnika plytek mikrotitracyjnych.
Metoda mikroptytkowa pozwala réwniez oceni¢ skuteczno$¢ srodkow
w zapobieganiu tworzenia biofilmu i w jego eradykacji. Szczepy
namnazano na podtozu TSA (inkubacja w 37°C, 48 godz.). Nastepnie
w TSB przygotowywano zawiesiny o gestosci 0,5 w skali McFarlanda.
Do studzienek wprowadzano po 90 upl TSB i dodawano
do nich po 10 pl zawiesiny kazdego szczepu w trzech powtdrzeniach.
Jako kontrole wykorzystano samg pozywke TSB. Doswiadczenie
przeprowadzono w trzech roznych warunkach temperaturowych: 37, 20
i 4 °C, stanowigcych odpowiednio: warunki optymalne do wzrostu
bakterii, warunki, w ktorych bakterie wykazuja zdolno$¢ do ruchu
oraz warunki przechowalnicze zywnosci. Inkubacja w 37°C trwala 24
godz., a w temperaturach nizszych — 72 godz. Po uplywie tego czasu
zawiesiny odpipetowano, przeplukano dolki trzykrotnie woda
destylowang i pozostawiono do wyschnigcia w temperaturze 37 °C przez
20 min. Nastgpnie do dotkéw dodawano po 100 pl metanolu
i wytrzgsano w temperaturze pokojowej (RT) przez 20 min.
Po usunigciu MeOH pozostawiono pilytki do wyschnigcia
w temperaturze 37 °C przez 20 min, a nastgpnie dodano studzienek
po 100 pul 0,1 % fioletu krystalicznego 1 ponownie wytrzasano przez 20
min w RT. Fiolet krystaliczny odpipetowano, dotki przeptukano woda
I pozostawiono do odparowania w temperaturze 37 °C przez 20 min.
Nastepnie dodawano do dotkéw po 100 pl MeOH i wytrzasano
przez 5 min w RT [Kwiecinska-Piro6g i wsp., 2014]. Pomiar absorbancji
wykonywano przy uzyciu czytnika mikroptytek Hidex Sense przy
dhugosci fali A = 470. Zdolno$¢ do formowania biofilmu oceniano
porownujac usrednione wartosci powtdrzen pomiaré6w do wartosci
absorbancji uzyskanej dla kontroli negatywnej. W tabeli 18
przedstawiono  poziomy zdolno$ci do  tworzenia  biofilmu
i odpowiadajace im zakresy absorbancji.
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Tabela 18. Poziom zdolnosci do tworzenia biofilmu i odpowiadajagcy mu zakres
absorbancji [wg Kwiecinskiej-Pirdg i wsp., 2014]

Zdolnos$¢ do tworzenia biofilmu Zakres absorbancji
Brak A<T
Staba T<AL2T
Umiarkowana 2T <A <4T
Silna AT<A<S8T
Bardzo silna 8T <A

A —absorbancja, T — warto$¢ graniczna absorbancji

4.2.8.2. Wplyw nizyny, lizozymu i bakteriofaga na wytwarzanie
biofilmu

Do testu wybrano sze$¢ szczepéw L. monocytogenes, ktore wykazaty
bardzo silng zdolno$¢ wytwarzania biofilmu w temperaturach 37 i 20°C (zaden
szczep nie formowal biofilmu w warunkach chtodniczych). Wptyw czynnikoéw
przeciwdrobnoustrojowych na zdolno$¢ do tworzenia biofilmu przez wybrane
szczepy L. monocytogenes oceniono metodg mikroplytkowa. Wykorzystano
konkretne stezenia nizyny, lizozymu i bakteriofaga odpowiadajace oznaczonym
wczeéniej minimalnym ste¢zeniom hamujacym (MIC). Do dotkéw ptytki dodano
po 50 pl TSB oraz po 50 pl nizyny, lizozymu i bakteriofaga w TSB tak,
aby uzyskaé¢ stezenia: 50% nizyny, 25% lizozymu i 10 pfu-ml. Nastepnie
do studzienek dodawano po 10 pl zawiesiny bakteryjnej kazdego testowanego
szczepu W trzech powtoérzeniach i inkubowano w dwoch réznych temperaturach:
w 37°C przez 24 godz. i w 20°C przez 72 godz. w komorze wilgotnej.
Po tym czasie zastosowano procedur¢ oceny wytwarzania biofilmu analogicznie,
jak wp. 5.2.9.1.B.

4.2.8.3. Ocena wplywu nizyny, lizozymu i bakteriofaga na eradykacje
wytworzonego wczesniej biofilmu

Wykorzystano szes¢ szczepow o wysokim potencjale biofilmotworczym
do wytworzenia biofilmu w pozywce TSB na plytkach mikrotitracyjnych.
Podloze nie zawierato zadnych czynnikow hamujacych. Po 10 ul zawiesin
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bakterii (0,5 w skali McFarlanda w TSB) dodano do studzienek zawierajacych
po 90 ul TSB. Inkubacje prowadzono w temperaturach: w 37°C przez 24 godz.
i w 20°C przez 72 godz. w komorze wilgotnej. Po tym czasie odpipetowano
pozywke wraz z bakteriami planktonicznymi i dotki trzykrotnie przeptukano
jatowa solg fizjologiczng. Do odpowiednich studzienek dodano po 100 pl nizyny,
lizozymu i bakteriofaga w 0,85% NaCl o stezeniach: 50% nizyny, 20% lizozymu
oraz 10% pfu-mlt i przechowano w 37°C przez 24 godz. i w 20°C przez 72 godz.
w komorze wilgotnej. Nastepnie zastosowano procedyre wybarwiania biofilmu,
jak wp. 5.2.9.1.B.

4.2.9. Ocena antybiotykoodpornosci

Opornos¢ izolatow na antybiotyki oceniano przy zastosowaniu metody
krazkowo-dyfuzyjnej oraz w oparciu o Tabele interpretacji wartosci granicznych
minimalnych stezen hamujgcych (MIC) oraz wielkoSci stref zahamowania
wzrostu (wersja 11.0, obowigzujgca od 1.01.2021 r.) [EUCAST, 2021]. W tym
celu przygotowano inokulum o gestosci 0,5 w skali McFarlanda zawieszajac
kolonie L. monocytogenes  (pochodzace z  catonocnej  hodowli
na podlozu ogdélnym) w soli fizjologicznej. Na podtoze state MH-F
(z dodatkiem 5% odwtoknionej krwi konskiej i 20 mg/L B-NAD
dla drobnoustrojow wymagajacych) o temp. pokojowej inokulowano zawiesing
bakteryjng przy pomocy sterylnej wymazowki bawetnianej, rozprowadzajac
rownomiernie zawiesing w trzech kierunkach na plytce. Po uptywie 15 min
naktadano krazki nasgczone antybiotykami rekomendowanymi przez EUCAST:
ampicyling (AM, 2 pg); erytromycyna (E, 15 pg), meropenem (MEM, 10 pg),
penicyling (P, 11U) oraz sulfametoksazolem z trimetoprimem (SXT, 23,75 pg :
1,25 pg) (BD, USA), nalezace do grup antybiotykow: penicylin (AM, P),
makrolidow (E), karbapeneméw (MEM) i antybiotykéw mieszanych (SXT).
Plytki nast¢pnie inkubowano w temperaturze 37 °C przez 18 godz.
Antybiotykooporno$¢ okreslano po zmierzeniu S$rednic stref zahamowania
wzrostu wokol krazkow antybiotykowych i porownaniu ich z warto$ciami
normatywnymi. Celem interpretacji stosowano ogdlnie przyjete pojecia:

A. Rozszerzona oporno$¢ (ang. Extensive drug resistance, XDR) -
niewrazliwo$¢ na co najmniej jeden antybiotyk z nie wigcej niz dwdch
grup terapeutycznych, wykorzystywanych w leczeniu zakazen danym
gatunkiem drobnoustroju;

B. Wielolekoopornos¢ (ang. Multidrug resistance, MDR) — niewrazliwo$¢
na co najmniej jeden z antybiotykow, nalezacych do trzech lub wigcej
grup.

A. Catkowita lekooporno$¢ (ang. Pandrug resistance, PDR) — opornos¢
na wszystkie dostepne antybiotyki o zarejestrowanym dziataniu wobec
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danego gatunku drobnoustrojéow [Magiorakos i wsp., 2012; Zabicka
i wsp., 2012; Exner i wsp., 2017].

4.2.10. Okreslenie wpltywu wybranych $rodkow dezynfekcyjnych

Szczepy bakterii namnazano na podtozu statym TSA (inkubacja w 37°C,
24 godziny). Nastepnie w bulionie TSB przygotowywano zawiesiny bakteryjne
o gestosci 0,5 w skali McFarlanda. Do ptytki mikrotitracyjnej dodano po 50 ul
podtoza TSB. Do kazdego z pierwszych dotkéw w kolumnie dodano po 50 ul
wybranych $rodkow dezynfekcyjnych (tabela 19) i wykonano szeregi 2-krotnych
rozcienczen. Nastepnie dodano po 10 pl zawiesiny bakteryjnej i inkubowano
przez 24 godziny w 37 °C. Po tym czasie odczytano wartosci MIC, a takze
zaszczepiono zawiesiny z kazdego dotka na pozywke ALOA, celem okreslenia
MBC i inkubowano 48 godz. w 37 °C. Oznaczenia wykonano w trzech
powtorzeniach. W tabeli 20 przedstawiono charakterystyke testowanych
srodkow dezynfekcyjnych.

Tabela 19. Srodki dezynfekcyjne testowane w badaniach

Nazwa Srodka Substancje biologicznie aktywne Producent
Tesol (10%) gcr;g():hloryn sodu (53 g aktywnego CI/ Radex, Polska
Tesol ME pCcl)/(fjcr:ISC))ryn sodu (27-43 g aktywnego Radex, Polska
Alusol kwas ortofosforowy/alkohole C9-11 Radex, Polska
etoksylowane
chlorek didecylodimetyloamoniowy
Barsan (3,33 g/ 100 g) Radex, Polska
Deptal CMC podchloryn sodu (45,3 g aktywnego Kersia, Czechy
chloru/kg)
Deptil HDS 70,4 % etanol Kersia, Czechy
Topax 66 (3%) 81832 ch;%ﬂmyn sodu Ecolab, USA
. 0,025-0,1 kwas nadoctowy
Topa<(:;|o\//<; DES 0,25-0,5 nadtlenek wodoru Ecolab, USA
° 0,25-0,5 kw. octowy
. . 0,1-0,25 kwas nadoctowy
OXOQE,/'A;Ct'VE 0,5-1,0 nadtlenek wodoru Ecolab, USA
° 0,1-0,25 kwas octowy
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Tabela 20. Charakterystyka $rodkow dezynfekcyjnych —zastosowanych
w badaniu
Stezenie robocze
Nazwa Substancje biologicznie Grupa [(y;’(])z_cii z:zzg:lls -po
sSrodka aktywne; producent dezynfektantow rekomendowane
przez producenta
Tesol podchloryn sodu (53 g 1-3%
aktywnego CI/ dm?®); Radex, chlorowce
(10%) P
olska
podchloryn sodu (27-43 ¢ 2%
Tesol ME | aktywnego Cl/dm?®); Radex, chlorowce
Polska
Deptal podchloryn sodu (45,3 ¢ 2-5%
MCL aktywnego chloru/kg); chlorowce
Kersia, Czechy
0,1-0,25 podchloryn sodu, 3%
Topax 66 | o'1.0.25 NaOH; Ecolab, Usa |  Shlorowee
kwas ortofosforowy/alkohole kwasy 1-5%
Alusol C9-11 etoksylowane; Radex, . :
nieorganiczne
Polska
chlorek czwartorzedowe 1%
Barsan didecylodimetyloamoniowy iy z?(i
(3,33 g/ 100 g); Radex, amon'“’iowe
Polska
Deptil 70,4 % etanol Kersia; Czechy Bez rozcienczenia —
HDS alkohole $rodek gotgwy do
uzycia
0,025-0,1 kwas nadoctowy, 3%
Topactive | 0,25-0,5 nadtlenek wodoru, zwigzki
DES 0,25-0,5 kwas octowy; utleniajgce
Ecolab, USA
0,1-0,25 kwas nadoctowy, 3%
Oxonia | 0,5-1,0 nadtlenek wodoru, zwigzki
Active | 0,1-0,25 kwas  octowy; utleniajace
Ecolab, USA
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4.2.11. Statystyczna analiza wynikéw

Wptyw wybranych $rodkéw antymikrobiologicznych na proces
formowania i eradykacj¢ biofilmu bakteryjnego analizowano przy pomocy testu
ANOVA i testu Post-Hoc Tukeya. Istotno$¢ roéznic okreslano przy p<0,05.
Dendrogramy podobienstwa konstruowano z zastosowaniem metody niewazonej
grupowania parami ze $rednig arytmetyczng (ang. unweighted pair group method
with arithmetic mean, UPGMA).
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5. WYNIKI

5.1. OKRESLENIE PRZYNALEZNOSCI RODZAJOWEJ
I GATUNKOWEJ IZOLATOW

W okresie od czerwca do listopada 2019 r. pobrano tacznie 320 probek
z dwoch zakladow przetworstwa owocowo-warzywnego. Pochodzily
one z wymazow z linii technologicznych (lacznie 161), z wymazoéw
z elementdow 1 powierzchni niemajacych bezposredniego kontaktu
z przetwarzang zywnoscia (tacznie 90), §wiezych surowcow i produktow (tacznie
59) oraz z produktow mrozonych (tacznie 10). Przy uzyciu wstepnych,
hodowlanych metod identyfikacji obecnos¢ bakterii z rodzaju Listeria wykryto
w 54 probkach (16,9%) (fotografia 1, tabela 21). Wyodrebniono z nich 92 izolaty,
ktore w kolejnych etapach badan zostaty poddane analizie molekularnej w celu
potwierdzenia przynaleznosci do gatunki Listeria monocytogenes.

A\ / » /
N S e
x o S —

Fot. 1. Howle bakteryjne Listeria moncytogenes na podtozu ALOA

Najczesciej skazone przez bakterie z rodzaju Listeria spp. byty produkty
mrozone. Bakterie wyizolowano z kazdej badanej probki. Na drugim miejscu
byly $wieze warzywa, z ktorych 1/3 zawierata pateczki Listeria spp.
W mnigjszym stopniu skazone byly powierzchnie zaktadéw produkcyjnych.
Obecnos¢ pateczek wykazano w 7,8-11,8 % pobranych wymazow.
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Tabela 21. Liczba izolatow Listeria spp. uzyskanych z probek pobranych
na terenach zakladow przetworczych

Charakerysytapriks | Lt pritekcieninesth ks
Mrozone produkty 10/10 (100%)
Swieze surowce i produkty 18/59 (30,5%)
Wymazy z linii technologicznych 19/161 (11,8%)
Pozostate elementy i powierzchnie 7/90 (7,8%)
z 54/320 (16,9%0)

5.2. ROZNICOWANIE SZCZEPOW L. MONOCYTOGENES
OD POZOSTALYCH LISTERIA SPP. METODA DUPLEKS-PCR

W wyniku wstepnej identyfikacji z wykorzystaniem metod hodowlanych
uzyskano 92 izolaty Listeria spp. Celem okreslenia przynaleznosci gatunkowej
poddano je badaniu metoda dupleks-PCR, ktére wykazalo, ze do gatunku
L. monocytogenes nalezaty 73 izolaty. Potwierdzenie przynaleznosci stanowita
obecnos$¢ dwoch prazkéw na zelu: rodzajowego (938 pz) oraz gatunkowego (702
pz). Na fotografii 2 przedstawiono wybrane podziaty elektroforetyczne
przeprowadzone po reakcji dupleks-PCR.

M

W12 3456 7 8 910111213141516 171819202122232425 26272829 303132 3334 35363738
Tewwe 2 Feww
:::: ----.-..------ - -::: :z :’..._

MW 3940 4142 4344 45 46 4748 49 50 51 5253 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 6970 71

32223828 3888338328332

Fot. 2. Obraz zelu aarozowego po elektroforezie.
Opis $ciezek: M — marker wielkosci 100-1000 pz, W — wzorzec
L. monocytogenes, sciezki od 1 do 71 — izolaty Listeria spp.
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Z probek, w ktorych potwierdzono obecnos¢ Listeria spp., ponad potowa
pochodzita z mrozonych produktow, a 1/3 z linii technologicznych.
Ze $wiezych warzyw wyizolowano 9,7% catkowitej puli izolatow (tabela 22).

Tabela 22. Liczba izolatow L. monocytogenes uzyskanych z probek pobranych

na terenach zakladow przetworczych

Charak’terystyka Numer izolatu i;_ollcazt?')avlv Srodowisko izolacji
probek (odsetek)
Swieze surowce i | 16, 20, 21, 22 7 brokut
produkty 66, 68, 71 (9,6%) | pasternak
10, 27, 28, 29, 30 kukurydza ziarno
4,31,32,33,34 brokut
35, 36, 37, 38 brokut
39, 40, 41, 42 marchew
Mrozone produkty 43, 44, 45, 46 43 brokut
47,48, 49, 50 (58,9%) | brokut
51, 52, 53, 54 mieszanka z ryzem
55, 56, 57, 58 mieszanka warzyw
59, 60, 61, 62 brokut
63, 64, 65, 67, 69 brokut
123 podaJ:nik— przed .
T podajnikami kubetkowymi
5,6,7 podajnik do blanszownika
Wymazy z linii 8,9, 11 22 podajnik do blanszownika
technologicznych 12, 13, 14, 15, 17, | (30,1%0) podajnik 2 - krétszy
18,19
23, 24, 25, 26 podajnik kubetkowy
72,73 tasma inspekcyjna
if’gé(\;;itglrlscilﬁirgenty 70 (l,i% ) kratka za tunelem

5.3. OKRESLENIE POKREWIENSTWA GENETYCZNEGO
IZOLATOW

W oparciu o wzory prazkow uzyskane w reakcjach RAPD (fotografia 3)
przy zastosowaniu programu FreeTree Ver. 0.9.1.50 i TreeView Ver. 1.6.6.
sporzadzono dendrogram (rycina 1), przedstawiajacy podobienstwo genetyczne
badanych 73 izolatéw.
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Analiza wynikow reakcji RAPD-PCR ze starterem OPA-11 wykazala
réznicowanie genetyczne mig¢dzy izolatami. Liczba zidentyfikowanych loci
wynosita 29, z czego wszystkie byly polimorficzne. Amplifikacja ze starterem
OPA-11 pozwolita na uzyskanie od 2 (izolaty 19, 50 1 56) do 7 produktdéw reakcji
(izolat 61). Dlugos¢ produktéw wynosita od 225 pz (izolaty 68, 72 i 73) do 5800
pz (izolat 71).

Uzyskany dendrogram pozwolil na wyodrebnienie dwoch grup genetycznych
izolatow. Do grupy pierwszej nalezaly izolaty o numerach od 2 do 39,
ktore przyporzadkowano do szczepow o numerach od 1 do 9. Do drugiej nalezaty
pozostate analizowane izolaty, ktore przyporzadkowano do szczepow
o numerach od 10 do 13.

W pierwszej grupie wyrézniono dwie podgrupy i izolat 19 nie nalezacy
do zadnej z podgrup. W pierwszej podgrupie znajdowaty sig¢ izolaty [11-14], [17,
18], [20, 21], [26, 27, 29], [32, 36,37, 39] oraz 22, 23, 31, 38 (w nawiasach
kwadratowych izolaty identyczne). Stwierdzono, ze izolaty nalezace
do pierwszej grupy genetycznej pochodzity najczgéciej z wymazéw z linii
produkcyjnych (51,3%), w drugiej kolejnosci z mrozonych produktéw (38,4%),
nastepnie ze Swiezych surowcow i produktow (10,3%).

Do drugiej podgrupy nalezaly izolaty 2, [3,4], 5, [6-8], [9-10], 15, [30, 24],
34, [33-35]. Pozostate stanowity druga gtéwna grupe, w obrebie ktorej izolaty
zostaly pogrupowane w cztery mniejsze podgrupy. Pierwszg podgrupe stanowity
izolaty 50, 55, [43-49, 51-54], 68, 61, [57, 58, 60], 59, 62, 63, [69, 70]. Do drugiej
podgrupy nalezaly izolaty: 56, 64, [65-67], do trzeciej podgrupy: 71, 72, 73,
a do czwartej izolaty: 40, 41, 42. Izolaty nalezace do drugiej grupy genetycznej
pochodzity gtéwnie z mrozonych produktow (82,4%), nastgpnie z wymazow
z linii produkcyjnej 1 $wiezych surowcow 1 produktéow (po 8,8%).
Nie stwierdzono, aby dany izolat nalezal do wigcej niz jednej grupy genetycznej.

Stwierdzono, ze izolaty nalezace do szczepdéw 1 i 6 pochodzily wytacznie
z wymazow z linii produkcyjnej, natomiast izolaty nalezace do szczepdw 2, 9, 10
i 11 pochodzily wyltacznie z mrozonych produktéw i nie stwierdzono
ich obecnos$ci w innych badanych probkach. Szczepy 3, 4, 7, 8 1 12 obejmowaty
izolaty pochodzace z wymazdw i mrozonek, co moglo sugerowac, ze bakterie
L. monocytogenes obecne na powierzchniach zakladu przedostaty
si¢ do mrozonek. W przypadku szczepu 5 izolaty pochodzity zaréwno
z wymazow ze Srodowiska zaktadu, jak i $wiezych surowcow i produktow,
na podstawie czego nalezy wnioskowaé, ze doszto do transmisji bakterii
z surowca do $rodowiska zaktadu lub ze srodowiska zaktadu do produktu. Izolaty
w obrgbie szczepu 13 pochodzity z surowcow i1 mrozonek, co wskazuje
na mozliwg transmisje L. monocytogenes z surowca do produktu.
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Fot. 3. Wynik rozktadu elektroforetycznego uzyskany po reakcji RAPD, probki od 1 do
73. Opis $ciezek: M — marker wielkosci 50-1000 pz, W — wzorzec
L. monocytogenes.
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Ryc. 1. Dendrogram przedstawiajacy stopien genetycznego podobienstwa badanych
izolatéw (oznaczonych numerami) pochodzacych z réznych srodowisk: - Swieze
surowce i produkty; - wymazy z linii produkcyjnej; || — mrozone produkty

Analiza pokrewienstwa genetycznego pozwolila na przyporzadkowanie

73 izolatow L. monocytogenes do 41 szczepow, z ktorych 13 obejmowato wigcej
niz jeden izolat identyczny genetycznie (tabela 23).
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Tabela 23. Izolaty reprezentujace poszczegdlne szczepy

Numer szczepu Izolaty IR 50 D )l
wybranego izolatu
1 11,12*,13,14 Wymaz z linii produkcyjnej
2 32, 36, 37*, 39 Swieze surowce i produkty
3 26*, 27,29 Wymaz z linii produkcyjnej
4 25*, 28 Wymaz z linii produkcyjnej
5 16*,17,18 Swieze surowce i produkty
6 6, 7%, 8 Wymaz z linii produkcyjnej
7 9, 10* Produkt mrozony
8 3, 4* Produkt mrozony
9 33*,35 Produkt mrozony
10 43, 44, 45, 46, 47, 48*, 49, Produkt mrozony
51, 52,53, 54
11 57*, 58, 60 Produkt mrozony
12 69*, 70 Produkt mrozony
13 65, 66*, 67 Swieze surowce i produkty

*izolat wybrany do dalszych testow, reprezentujacy szczep

5.4. SEROGRUPOWANIE SZCZEPOW BAKTERYJNYCH

W wyniku przeprowadzenia procedury opracowanej przez Doumitha
i wsp. [2004] okreslono przynalezno$¢ 13 szczepéw L. monocytogenes
do serogrup molekularnych. Okazalo sig, Ze ponad potowa nalezata do serotypu
1/2a-3a (serogrupa Ila), pozostate do 1/2b-3b (serogrupa llb) i 4b-4d-4e
(serogrupa 1Vb) (rycina 2, tabela 24). Zaden ze szczepéw nie nalezat
do serogrupy llc (serotyp 1/2c-3c). Analizujac wyniki pod katem zrodta izolacji
szczepow stwierdzono, ze L. monocytogenes nalezace do serogrupy Ila
najcze$ciej pochodzity z mrozonych produktow i wymazow z linii
technologicznych, szczepy nalezace do serogrupy IIb wykrywano w produktach
mrozonych, $wiezych, jak i w wymazach z linii technologicznej, natomiast
szczepy nalezace do grupy IVb pochodzity wytacznie z produktéw mrozonych
(rycina 2).
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Ryc 2. Wynik rozktadu elektroforetycznego po reakcji multiplex-PCR

Tabela 24. Wynik badania przynalezno$ci izolatow do grup serotypowych
Liczba i
Serogrupy Serotypy odsetek
SZCZepoOw

Numery szczepow
i Srodowisko izolacji*

3(W)
4 (W)
5(8)
lla 1/2a-3a 7 (54%) 6 (W)
8 (M)
11 (M)
12 (M)
1(W)
11b 1/2b-3b 3 (23%) 7 (M)
13 ()
2 (M)
1Vb 4b-4d-4e 3 (23%) 9 (M)
10 (M)
*M — mrozone produkty, § — éwieze surowce i produkty, W — wymazy z linii
produkcyjnej.

55. WYKRYWANIE GENOW KODUJACYCH WYBRANE
CZYNNIKI WIRULENCJI TECHNIKA MULTIPLEX PCR

W  wyniku przeprowadzenia techniki multiplex PCR okreslono,
ze najwickszy odsetek badanych szczepow (30,8%) wykazywat profil wirulencji
B, tj. posiadat nastgpujace geny kodujace czynniki wirulencji: fbpA, hlyA, plcA,
plcB, actA, inIB, iap, prfA. Szczepy te pochodzity z probek wyizolowanych
z mrozonych produktow, swiezych surowcow i produktow i wymazow z linii
technologicznych (tabela 25).
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Tabela 25. Wystepowanie genow kodujacych wybrane czynniki wirulencji
u badanych szczepow L. monocytogenes

Liczba i Numery
Profil Geny kodujace czynniki szczepow i
. .. X - odsetek c .
wirulencji wirulencji 2 Srodowisko
AL izolacji*
1 (W)
A | ssmy | s
) L] p: p il p 10 (M)
2 (M)
fbpA, hlyA, picA, plcB, 0 5(S)
B actA, inlB, iap, prfA 4 (30.8%) 6 (W)
11 (M)
fbpA, hlyA, plcA, actA, o 3 (W)
s inIB, iap, mpl, prfA 2 (15,4%) 9 (M)
fbpA, hlyA, plcA, plcB, 0 7 (M)
D actA, inlB, iap 2 (15,4%) 13 (S)
hlyA, plcA, plcB, actA, 0
E inlB, iap 1(7,7%) 4 (W)
F fbpA, hlyA, plcA 1(7,7%) 12 (M)

*M — mrozone produkty, S — §wieze surowce i produkty, W —wymazy z linii
produkcyijnej.

5.6. OKRESLENIE MIC | MBC CZYNNIKOW
ANTYBAKTERYIJNYCH Z WYKORZYSTANIEM METODY
MIKROPLYTKOWEJ

Wyniki doswiadczenia wykazaly zrdéznicowang wrazliwos¢ badanych
szczepOw na  dzialanie czynnikow  antybakteryjnych.  Stwierdzono,
ze najwickszg wrazliwo$¢ na dzialanie bakteriofaga wykazywaty szczepy
0 numerach 1-4 (zakres stezen od 107 do 10° pfu-ml?), natomiast najwicksza
oporno$¢ szczepy 0 numerach 7-12 wyizolowane z mrozonek (stezenie 10
pfu-ml?). Najbardziej wrazliwe na dziatanie nizyny byly szczepy o numerach 2,
3, 61 13 (zakres stezen od 0,19% do 0,75%), natomiast bardziej oporne szczepy
0 numerach 9, 11 i 12 (wszystkie wyizolowane z mrozonek), dla ktorych MIC
wyniosto 1,25%. Na dziatanie lizozymu najbardziej wrazliwe byly szczepy
o numerach 2, 3, 4 i 6 (zakres stezen od 1,9% do 6,25%), natomiast najbardziej
oporne szczepy o numerach 8, 101 11 (stezenie 12,5%) — wszystkie pochodzity
z mrozonek. Okre$lono, ze najbardziej wrazliwe na wszystkie badane zwigzki
byly szczepy 2 i 3, natomiast najbardziej opornym byt szczep nr 12 wyizolowany
z mrozonki (tabela 26).
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Tabela 26. MIC i MBC wybranych czynnikéw antybakteryjnych

sNzgerSL Fag [pfu-ml?] Nizyna Lizozym
i(zrg‘l':gff) MIC | MBC | MIC [%] '\["(2;3 MIC [%)] '\["Oif
1(W) 107 10° 0,38 0,38 6,25 6,25
2 (M) 10° 108 0,19 0,38 3,75 3,75
3 (W) 107 108 0,10 0,19 3,75 1,9
4 (W) 10° 108 0,38 0,38 3,75 1,9
5(S) 106 105 0,38 0,19 3,75 3,75
6 (W) 10° 10° 0,19 0,19 1,9 1,9
7(M) 10° 10%** 0,75 0,38 6,25 12,5%*
8 (M) 10° 10 0,75 0,75 12,5%* 12,5
9 (M) 104+ 10 1,25** 0,75 6,25 12,5
10 (M) 10° 104 0,75 0,75 12,5 12,5
11 (M) 10° 104 1,25 0,75 6,25 12,5
12 (M) 10* 10 1,25 1,25%* 12,5 12,5
13 (W) 10° 10° 0,19 0,19 6,25 6,25
*M — mrozone produkty, S — $wieze surowce i produkty, W — wymazy z linii
produkcyjnych

** MIC i MBC skuteczne w ograniczaniu wzrostu wszystkich szczepow

5.7. OKRESLENIE ZDOLNOSCI SZCZEPOW
L. MONOCYTOGENES DO TWORZENIA BIOFILMU
BAKTERYJNEGO I WPLYW ROZNYCH CZYNNIKOW NA TEN
PROCES

5.7.1. Zdolno$é do tworzenia biofilmu

W wyniku hodowli szczepéw na agarze z czerwienia Kongo okreslono,
ze wzrostem w postaci kolonii o bardzo czarnym, czarnym lub prawie czarnym
zabarwieniem charakteryzowato si¢ 6 z 13 szczepow (46,2%) (tabela 27,
fotografia 4).
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Tabela 27. Ocena zdolnosci do tworzenia biofilmu okre$lana na podstawie testu CRA

. . Liczba izolatéw Numery 2 .o .
Zabarwienie kolonii (odsetek) AT Srodowisko izolacji
Bardzo czarny 3/13 (23,1%) 9, 11,12 mrozone produkty
Czarny 1/13 (7,7%) 7 mrozone produkty
Prawie czarny 2/13 (15,4%) 8,10 mrozone produkty

Fot. 4. Wy

N 4
niki hodowli izolatéw na podtozu CRA

Zdolno$¢ do tworzenia biofilmu metoda z wykorzystaniem fioletu
krystalicznego okreslano w roznych temperaturach odpowiadajacych warunkom
chlodniczym (4°C), takim, w ktorych bakterie wykazuja zdolno$¢ do ruchu
(20°C) i optymalnym (37°C). Stwierdzono, ze w warunkach optymalnych 6
szczepdw wykazywato bardzo silne zdolno$ci do tworzenia biofilmu (nr 7-12)
i to wlasnie one zostaly wytypowane do dalszych etapow do$wiadczenia
polegajacego na ocenie zdolnosci do wytwarzania biofilmu w 4°C i 20°C. Wyniki
badan udowodnity, ze w warunkach chtodniczych szczepy nie tworzyty biofilmu,
natomiast w 20°C wykazywaty zréznicowane zdolnosci formowania tej struktury
(rysunek 3). Obie zastosowane metody wskazaly bardzo silng zdolnos¢
do tworzenia biofilmu tych samych 6 szczepoéw L. monocytogenes. Potowa z nich
nich nalezata do serotypu 1/2a-3a, dwa do 4b-4d-4e, a jeden do 1/2b-3b.
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Rys. 3. Zdolno$¢ szczepéw L. monocytogenes do tworzenia biofilmu w roznych
temperaturach (metoda z wykorzystaniem fioletu krystalicznego)

5.7.2. Wplyw nizyny, lizozymu i bakteriofaga na wytwarzanie
biofilmu

Wyniki oceny wplywu substancji antybakteryjnych na formowanie
biofilmu wykazaly, ze kazda z nich hamowala ten proces zaré6wno
w temperaturze 37°C, jak i w 20°C (rysunki 4-6). Wszystkie badane szczepy
wykazywaly silng zdolno$¢ do tworzenia biofilmu w 37°C (wartos¢ absorbancji
wynosita od 0,861 do 1,525 dla szczepéw od 7 do 12). Szczepy 0 numerach
7 1 10 wykazywaly znacznie ograniczone zdolnosci do tworzenia biofilmu
w obecnosci nizyny zaréwno w 37°C jak i 20°C (p < 0,05). Szczep numer
11 wykazat zwigkszona w stosunku do pozostatych opornos¢ na dziatanie nizyny
(wartos$¢ absorbancji dla szczepu 11 wynosita 0,250 w 37°C oraz 0,345 w 20°C)
(rysunek 4).

Badane szczepy wykazywaly zréznicowana wrazliwo$¢ na dziatanie
lizozymu w réznych warunkach temperaturowych (rysunek 5). W przypadku
szczepéw o numerach 7, 8 1 9 lizozym skutecznie ograniczal wytwarzanie
biofilmu we wszystkich warunkach temperaturowych (szczepy o numerach
9 i 10 wykazywaly niska zdolno$¢ do wytwarzania biofilmu w 20°C). Szczep
numer 10 nie wykazywal wrazliwosci na dziatanie lizozymu (tworzyl biofilm
na poziomie porownywanym z kontrolag w warunkach 37°C, p < 0,05).
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Rys. 4. Wplyw nizyny na wytwarzanie biofilmu w réznych temperaturach

400€°0 .
abST°0

20°C

1.800

1.600

1,400

a€2C0 -
400Z°0 N

v§90°0 M

v000°0

v060°0 I

v000°0

a9SE°0 I
¥050°0

=3
3
S

1.200
0.800
0.600

[w] efoueqrosqy

mLizozym
m Kontrola

ab€C0

0.400

v000°0

0.200

0.000

11 12

10

12
Numer szczepu

10

9

Rys. 5. Wptyw lizozymu na wytwarzanie biofilmu w réznych temperaturach

74



1.800 —

1,525%

1.600

1,491°

1.400

1.200”

bancja [nm]
5 L
[=1 (=1
< (=)
0.861¢
0.990°

0.779

Bakteriofag 6: 0.800
Kontrola z
<€ 0,600 )
o a - %
=+ ; = A ]
0,400 5 e - Loxy .88 - < ﬁ
sl .2 % S5 25l = 2F < g
200 Zg 20 55 38 =g A A0 R =N 2R 3
sl g8 S= &3 = SN S sf S
S =1 = > =
0.000
7 8 9 10 11 12 7 8 9 10 11 12

Numer szc zepu
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Stwierdzono, ze bakteriofag szczegdlnie skutecznie wplywat
na ograniczenie rozwoju biofilmu szczepow 8, 9 i 10 w temperaturze 20°C.
W przypadku temperatury 37°C stwierdzono, ze bakteriofag istotnie ograniczat
rozwoj biofilmu wszystkich badanych szczepow (p < 0,05).

5.7.3. Ocena wplywu nizyny, lizozymu i bakteriofaga na eradykacje
wytworzonego wezesniej biofilmu

W wyniku oceny wplywu wybranych substancji antybakteryjnych:
nizyny, lizozymu i bakteriofaga stwierdzono, ze wszystkie substancje
wykazywaly wplyw na eradykacj¢ wytworzonego wczesniej biofilmu, zarowno
w warunkach 37°C jak i 20°C (rysunki 7-9). W przypadku nizyny obserwowano
eradykacje biofilmu szczepow 8, 9 i 10, natomiast szczep 11 w 20°C
charakteryzowal si¢  zwigkszong oporno$cia na  dzialanie nizyny
niz w przypadku tego samego szczepu w 37°C (wartosci absorbancji wynosity
0,000 i 0,006 dla szczepu 8, 0,000 i 0,015 dla szczepu 9, 0,000 i 0,010
dla szczepu 10 w 20°C i 37°C oraz 0,154 1 0,050 dla szczepu 11 w 20°C i 37°C).
Szczep 12 wykazywal stosunkowo zwigkszong opornos¢ na dziatanie nizyny
i lizozymu w warunkach 37°C (warto$ci absorbancji wynosity 0,210 dla probki z
nizyng i 0,152 dla probki z lizozymem). Stwierdzono réwniez, ze bakteriofag
skutecznie eradykowat biofilm w przypadku wszystkich badanych szczepoéw
we wszystkich analizowanych  warunkach temperaturowych, jednak
nie stwierdzono istotnych roéznic w eradykacji biofilmu pomiedzy
poszczegolnymi szczepami W obu warunkach temperaturowych (zakres
absorbancji wynosit od 0,009 do 0,184 w obu badanych warunkach
temperaturowych).
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58. OCENA ANTYBIOTYKOOPORNOSCI SZCZEPOW
L. MONOCYTOGENES

Antybiotykiem, na ktory badane szczepy najczesciej wykazywaly
oporno$¢ byl meropenem (10 z 13 szczepow) (tabela 28). Szczepy najczesciej
wykazywaly profil opornosci F (30,7%), tzn. wykazywalty opornosé
na wszystkie zastosowane antybiotyki (tabela 29).

Tabela 28. Opornos¢ szczepow L. monocytogenes na antybiotyki

Zawartosé Wartos¢ graniczna strefy Liczba
Antvbiotvk antvbiotvku zahamowania wzrostu SZCzepow
ybioty ybIoty (mm) opornych
w krazku
S> R < (odsetek)
Penicylina
benzylowa lug 13 13 9 (69,2%)
Ampicylina 2ug 16 16 9 (69,2%)
Meropenem 10 ug 26 26 10 (76,9%)
Erytromycyna 15 pg 25 25 6 (46,2%)
Trimetoprim -
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Tabela 29. Profile opornosci szczepéw L. monocytogenes

i Numery szczepow Liczba
Profil . ; : ;
AT Lekoopornos¢ (s_rodon}sko Szczepow
P izolacji*) (odsetek)

W: PEN, AMP, E, STX .
A O: MEM 3(W), 7 (M), 9(M) | 3(231%)
W: AMP, MEM, STX .
5 O: PEN, E 1(W) 1 (7,7%)
W: MEM, E, STX
c O: PEN, AMP 2 (M), 6(wW) 2 (15,4%)
W: E, STX : 2
° 0: P, AM, MEM 4(M),5(8) (15.4%)
W: PEN, STX .
£ 0: AMP, MEM, E 8 (M) 1 (7,7%)
W: ---
. 10 (M), 11 (M), 4
F O: PEN, ASI\'/II')P(, MEM, E, 120V, 13 §) 30.7%)

W — szczepy wrazliwe, O — szczepy oporne, P - penicylina, AM - ampicylina, MEM -
meropenem, E - erytomycyna, STX- trimetoprim-sulfametoksazol

*M — mrozone produkty, S — $wieze surowce i produkty, W — wymazy z linii
produkcyijnej.

59. OKRESLENIE WPLYWU WYBRANYCH SRODKOW
DEZYNFEKCYJNYCH

W wyniku badania wplywu wybranych s$rodkow dezynfekcyjnych
okreslono, ze MIC i MBC dla badanych szczepéw L. monocytogenes (tabela 30)
wyniosty odpowiednio: Tesol 0,5% i 0,5%; Tesol ME 0,016% i 0,016%; Alusol
0,5% i 0,5%; Barsan 0,16% i 0,16%; Deptal 0,25% i 0,25%, Deptil 0,063%
i 0,063%, Oxonia 0,016% i 0,016% oraz Topax 0,031% i 0,031% (tabela 35).
Za  najskuteczniejsze  $rodki  dezynfekcyjne  uznano  Tesol ME
oraz Oxonia Active, z uwagi na najnizsze stezenia MIC i MBC. Srodkami,
ktore wykazywaty dziatanie przeciwdrobnoustrojowe w najwyzszych stezeniach
(co wskazuje na niskg podatno$¢ badanych szczepoéw) byly Tesol i Alusol.
Szczepami najbardziej wrazliwymi na dzialanie srodkow dezynfekcyjnych byly
szczepy o numerach 2, 4 i 10, ktore wykazywaly wrazliwo$¢ na co najmniej
3 z 8 $rodkéw (37,5%) izolowane byly z mrozonych produktéw i wymazow
z linii technologicznych. Szczepami najbardziej opornymi na dzialanie srodkow
dezynfekcyjnych byty szczepy o numerach 1, 8 1 9, ktére wykazywaty oporno$é
na co najmniej 4 z 8 srodkow (50%) i izolowane byly najczgsciej z mrozonych
produktéw i wymazoéw w linii technologicznych.
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6. DYSKUSJA

Z uwagi na powszechng obecno$§¢ w srodowisku 1 rosnacg liczbe
rejestrowanych przypadkéw listeriozy, pateczki L. monocytogenes sa stalym
przedmiotem zainteresowania Srodowisk naukowych na catym $wiecie. Bakterie
te izoluje si¢ m.in. z gleby, Sciekow, kiszonek dla zwierzat oraz wody,
a za gtowny wektor ich transmisji do organizmu czlowieka uznaje si¢ skazone
produkty spozywcze zaré6wno pochodzenia ro$linnego, jak i zwierzecego.
Bakterie L. monocytogenes moga znalez¢ si¢ w Srodowisku zaktadow
przetworczych poprzez surowce (np. mleko, migso, owoce, warzywa), a takze
personel nie przestrzegajacy zasad higieny i dezynfekcji, a nastgpnie w wyniku
procesow technologicznych rozprzestrzeniajg si¢ w zaktadach [Shanta i Gopal,
2014]. Powierzchnie tasm produkcyjnych i urzadzen wchodzacych w sktad linii
technologicznych stanowig doskonate miejsce bytowania komorek bakteryjnych
tworzacych biofilm, ktéry z kolei przyczynia si¢ do krzyzowego skazenia
produktow [Leong i wsp., 2017; Linke i wsp., 2014; Rodriguez-Lopez i wsp.,
2018]. Paleczki L. monocytogenes, ktore kolonizuja srodowisko zaktadow
przetworczych i wytwarzaja biofilm bakteryjny czesto wykazujg zdolnosc
do nabywania oporno$ci na powszechnie stosowane s$rodki dezynfekcyjne
i antybiotyki, co czyni je szczegdlnie problematycznymi dla przetworcow
i niebezpiecznymi dla konsumentow. Przestrzeganie standardow higieny
opisanych w Wytycznych Dobrej Praktyki Higienicznej i Produkcyjnej sprzyja
ograniczeniu ryzyka skazenia, jednak w obliczu szczeg6lnie niebezpiecznej
bakterii, zdolnej do nabywania oporno$ci na substancje antymikrobiologiczne
i formowania biofilmu, moze okazac si¢ niewystarczajace [Camargo i wsp., 2017,
Jordan i wsp., 2018].

W badaniach wlasnych potwierdzono wystepowanie bakterii z rodzaju
Listeria w srodowisku zaktadow przetworczych. Wyizolowano je z 16,9% probek
$wiezych surowcow, mrozonych produktéw, z wymazow z linii technologicznych
i pozostatych elementow i powierzchni, ktdre nie mialy bezposredniego kontaktu
z przetwarzang zywnosci. W wyniku wstepnej identyfikacji z wykorzystaniem
metod hodowlanych do rodzaju Listeria zaliczono 92 izolaty, natomiast
zastosowanie metod molekularnych pozwolito na przyporzadkowanie 73 z nich
(79,3%) do gatunku L. monocytogenes. Zblizone wyniki uzyskata Kroplewska
[2019] analizujgc probki pochodzace ze srodowiska zaktadow przetworstwa
owocowo-warzywnego oraz rybnego wykazata, ze 81,8% pozyskanych izolatow
Listeria spp. nalezato do gatunku L. monocytogenes. Ponniah i wsp. [2010]
wykazat, ze gatunek L. monocytogenes stanowit 70,0% izolatow wyosobnionych
z probek warzyw, pobranych w marketach i na targowiskach
w Malezji, natomiast w badaniach Jamali i wsp. [2013] wskazuja az 80,8%
izolatow jako L. monocytogenes pochodzacych z salatek warzywnych
i warzyw zakupionych na targowiskach w Iranie. Odsetek izolatow wskazuje
na wysoka czesto$¢ wystepowania paleczek w zywnosci na calym $wiecie,
szczegolnie w przypadku produktéw pochodzenia roslinnego, takich jak satatki
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warzywne czy surowe warzywa. Zywno$¢ typu RTE (m.in. satatki) stanowi
potencjalny wektor transmisji bakterii do organizmu czlowieka, z uwagi
gotowo$¢ do spozycia bez dalszej obrobki. W badaniach wlasnych izolaty
pochodzace z mrozonych produktow stanowity az 58,9% wszystkich
pozyskanych izolatow Listeria spp., z wymazow z linii technologicznych 30,1%,
ze $wiezych surowcow 1 produktow 9,6%, a z wymazoéw niemajacych
bezposredniego kontaktu z przetwarzang zywnoscig 1,4%. Analiza
pokrewienstwa izolatow wykazata, Ze na terenie zaktadu najczesciej dochodzito
do skazenia krzyzowego gotowego produktu (w tym przypadku mrozonek).
Za gtowny wektor zakazenia wskaza¢ nalezy $wieze surowce,
za posrednictwem ktorych  chorobotworcze bakterie rozprzestrzenily
si¢ na terenic obu monitorowanych obiektow. Powierzchnie niemajace
bezposredniego kontaktu z przetwarzang zywno$ciag stanowig potencjalny
rezerwuar pateczek L. monocytogenes w obrgbie zakladow, poniewaz nie
podlegaja rygorystycznym zasadom dezynfekcji, a stwarzajg dogodne warunki
do wzrostu i rozwoju bakterii, poprzez dostep do materii organicznej pochodzacej
z przetwarzanych surowcow. Montero i wsp. [2015] w swoich badaniach
wskazuja na obecnos¢ L. monocytogenes w 27,8% probek mrozonek
warzywnych 1 zaledwie 1,9% probek produktow typu RTE, podobnie
jak w badaniach witasnych. Na podstawie przeprowadzonych badan nalezy
stwierdzi¢, ze zabiegi czyszczenia i dezynfekcji surowcow roslinnych
nie sg wystarczajace, aby skutecznie ograniczy¢ transmisj¢ L. monocytogenes.
Badania przeprowadzone przez Fallah i wsp. [2013] oraz Kroplewska [2019]
wskazuja, ze procedury dezynfekcji w monitorowanych przez nich obiektach
prawdopodobnie réwniez nie byly wystarczajgco skuteczne. Mozna zatem
wnioskowaé, iz monitoring mikrobiologiczny prowadzony w zakladach
przetworczych moze stanowi¢ skuteczne narzgdzie w  ustaleniu
prawdopodobnych zZrddet zagrozenia mikrobiologicznego przetwarzanych
produktéw spozywczych. Konieczne jest takze systematyczne badanie cech
fenotypowych i genotypowych L. monocytogenes oraz kontrola wptywu réznych
czynnikOw na te bakterie, co umozliwi wdrozenie skuteczniejszych metod
kontroli ich wystepowania w zywnosci.

Ponad 90% przypadkow listeriozy u ludzi wywotuja serotypy 1/2a, 1/2b
oraz 4b, sposrod ktorych 1/2a i 1/2b sa najczgsciej izolowane z zywnosci, a 4b
z przypadkow klinicznych [ Tamburro i wsp., 2010; Vanegas i wsp., 2012; Kwong
i wsp., 2016; Toledo 1 wsp., 2018]. W badaniach wtasnych wykazano, ze ponad
potowa (54%) szczepow L. monocytogenes nalezala do serotypu 1/2a-3a,
pozostale do 1/2b-3b (23%) i1 4b-4d-4e (23%). Serotypy przyporzadkowano
do serogrup, odpowiednio Ila, IIb i IVb. Szczepy w obrebie serogrup Ila i IIb
pochodzity zaréwno z produktéw mrozonych, jak i $wiezych surowcow
i produktéw oraz z wymazow z linii technologicznych. W zwigzku z czym nalezy
wnioskowaé, ze zrodtem skazenia bakteriami nalezacymi do serogrup Ila i IIb
byly surowce roslinne. Serogrupe IVb stanowity wylacznie szczepy pochodzace
z probek mrozonych produktdéw, co moze wskazywaé na wystgpowanie tych
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patogendéw w srodowisku zaktadoéw i zakazenie krzyzowe produktow. Montero
i wsp. [2015] oraz Jamali i wsp. [2013] dowiedli, ze wigkszo$¢ (odpowiednio,
48,0% 1 61,9%) szczepow pochodzacych z probek surowych warzyw nalezata
do serogrupy Ila. Uwzgledniajgc rezultaty badan wilasnych oraz cytowanych
autoréw wnioskowac nalezy, ze L. monocytogenes obecne w probkach zywnosci
nalezaly najczesciej do serogrupy Ila, do ktorej nalezy serotyp 1/2a, uznawany
za najczesciej wystepujacy w zywnosci. Zaden ze szczepéw objety badaniami
wlasnymi nie nalezal do serogrupy Ilc (serotyp 1/2c-3c), co jest zgodne
z wynikami uzyskanymi przez Tamburro i wsp. [2010]. Serotypy 1/2¢ i 1/2b
w probkach produktow spozywczych identyfikuje si¢ stosunkowo rzadko.
Istotnym zagrozeniem jest natomiast serotyp 4b (nalezacy do serogrupy IVb),
ktory najczesciej jest czynnikiem etiologicznym listeriozy u ludzi [Domenech
i wsp., 2015]. Na podstawie zestawionych wynikow mozna wnioskowac,
ze serotypy L. monocytogenes wyizolowane ze $rodowiska zakladow
przetworczych, $wiezych surowcoOw 1 produktow, stanowia potencjalne
zagrozenie dla zdrowia lub Zzycia konsumentow.

Wysoka patogenno$¢ bakterii jest $cisle skorelowana z wystgpowaniem
okreslonych genéw wirulencji [Maury i wsp., 2017; Poimenidou i wsp., 2018].
Dla procesu patogenezy L. monocytogenes kluczowe sa geny znajdujace si¢
w obrebie tzw. wyspy patogennosci (LIPI; Listeria pathogenicity Island),
do ktérych naleza: prfA, hly, plcA, plcB, actA, mpl, hpt, inlA, inlB, inlC. W toku
przeprowadzonych badan stwierdzono, ze najwigkszy odsetek badanych
szczepow (30,8%) posiadat nastepujace geny kodujgce czynniki wirulencji: fbpA,
hlyA, plcA, plcB, actA, inlB, iap, prfA i pochodzit z probek izolowanych
z mrozonych produktow, swiezych surowcoéw i produktow i wymazdéw z linii
technologicznych. Jednocze$nie stwierdzono, ze 23,0% badanych szczepow
posiadato wszystkie geny kodujace czynniki wirulencji. Skowron i wsp. [2018]
oraz Chen i wsp. [2018] wykazali, Zze wszystkie badane przez nich szczepy
posiadajg geny kluczowe w procesie patogenezy. GelbiCova i Karpiskova [2012]
wskazaty natomiast, ze u badanych szczepow L. monocytogenes obecne byty
nastepujace geny wirulencji: actA, hlyA, inlA, inlB, plcA, plcB, prfA. W badaniach
przeprowadzonych przez Das i wsp. [2013] stwierdzono, Zze badane szczepy
posiadaly geny actd, hiyA, iap, mpl, plcA, prfA. Skowron i wsp. wskazuje,
ze 11,1% badanych szczepdéw nie posiada gendow fbpA i mpl. Gen fbpA koduje
ckspresje genow in/B i hlyA i bierze udziat w procesie zapobiegania rozpoznania
patogenu przez system immunologiczny gospodarza. Gen mpl odpowiedzialny
jest za aktywacje biatka plcB, ktéore wspomaga liz¢ btony pecherzyka
fagotycarnego.

Zakazenie L. monocytogenes zachodzi etapowo 1 obejmuje: adhezje
i wnikanie do komorek, namnazanie, przenikanie do innych komorek
i rozprzestrzenianie si¢ w organizmie gospodarza. Obecnos¢ gendow wirulencji
umozliwia proces patogenezy, poprzez ich funkcj¢ regulatorowsa, ujawniajaca si¢
na roznych etapach tego procesu. Kluczowa role posiada przede wszystkim gen
prfA, ktory wptywa na ekspresje actA, hlyA, inlA oraz inlB, plcA i plcB, mpl
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[Tirumalai i Prakash, 2012; Poimenidou i wsp., 2018]. W przypadku stwierdzenia
obecnosci tego genu, mozna wnioskowaé, ze szczepy posiadaty m.in. zdolno$é
do adhezji, ruchu czy wnikania do komorek gospodarza. W badaniach wtasnych
obecno$¢ genu prfA stwierdzono u niemal 70% badanych szczepow,
w wigkszosci w mrozonkach.

Istotnym czynnikiem zwiekszajacym ryzyko wtoérnego skazenia zywnosci
jest zdolno$¢ pateczek L. monocytogenes do formowania biofilmu. Struktura
biofilmu wptywa na zwigkszenie opornosci bakterii na dziatanie czynnikow
zewngtrznych, co sprawia, ze wprowadzane na terenach zaktadéw przetworczych
zasady mycia i dezynfekcji bardzo czesto pozostaja nieskuteczne. Zdolno$¢
do tworzenia biofilmu =zalezna jest od warunkéw $rodowiskowych
(charakterystyki podtoza, temperatury czy dostepnosci sktadnikow odzywczych),
ale rowniez wlasciwosci danego szczepu czy obecnosci innych
mikroorganizméw [Koretiova i wsp., 2016]. Co ciekawe ograniczony dostep
do sktadnikow odzywczych sprzyja rozwojowi biofilméw [Russo i wsp., 2018].

W badaniach wlasnych zdolno$¢ do tworzenia biofilmu w warunkach
optymalnych do wzrostu bakterii (37°C), warunki, w ktorych bakterie wykazuja
zdolno$¢ do ruchu (20°C) oraz warunki przechowalnicze zywnosci (4°C)
przeprowadzono z wykorzystaniem pozywki agarowej z czerwieniag Kongo
oraz fioletu krystalicznego (metoda mikropltytkowa). Obie z nich wykazaty,
7ze 46,2% badanych szczepow charakteryzowato si¢ silng i bardzo silng
zdolno$cig do tworzenia biofilmu w warunkach optymalnych. Nie stwierdzono
natomiast formowania biofilmu przez badane szczepy w warunkach
przechowalniczych. Bonsaglia i wsp. [2014] przeprowadzili badania
nad formowaniem biofilmu przez szczepy L. monocytogenes, pochodzace
z produktow mlecznych, warzyw i sSrodowiska zaktadow przetworstwa zywnosci,
na roznych powierzchniach i w réznych warunkach temperaturowych.
Stwierdzono, ze szczepy tworzyly biofilm na takim samym poziomie
w przypadku zarowno 4°C jak i 20°C. Jedynie 6,2% badanych szczepoéw
wykazato silng zdolno$¢ do formowania biofilmu w obu wymienionych
warunkach temperaturowych. Moltz 1 wsp. [2005] przeprowadzili badania
nad wptywem réznych warunkoéw wzrostowych (w tym temperaturowych: 4°C,
20°C 1 37°C), w wyniku ktorych stwierdzili, ze temperatura inkubacji wptywa nie
tylko na szybko$¢ powstawania biofilmu, ale rowniez na stopien przytwierdzenia
komorek. Russo i wsp. [2018] udowodnili, Zze rodzaj zastosowanej pozywki
i powierzchnia wykorzystanego nosnika (np. polistyren, szkto, stal nierdzewna)
rowniez wptywa na zdolnosci do formowania biofilmu. W badaniach wtasnych
stwierdzono, ze ponad 30% badanych szczepoéw wykazywalo umiarkowang
zdolno$¢ do tworzenia biofilmu w warunkach 20°C. Roéznice w uzyskanych
wynikach moze wynika¢ z réznic genotypowych i wiasciwosci badanych
izolatow.

Celem okre$lenia wptywu wybranych czynnikéw antybakteryjnych
na proces formowania i1 eradykacje wczesniej wytworzonego biofilmu
sprawdzano wplyw nizyny, lizozymu i bakteriofaga Listex™ P-100 (dla ktorych
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wczesniej okreslono MIC i MBC wobec wszystkich szczepow) w optymalnych
warunkach temperaturowych (37°C) oraz w takich, w ktorych bakterie wykazuja
zdolnos¢ do ruchu (20°C). Stwierdzono, ze kazdy w zastosowanych czynnikéw
dziatal hamujgco na proces formowania biofilmu i eradykacje wczesniej
wytworzonego biofilmu w analizowanych warunkach temperaturowych.
Poszczegolne szczepy wykazywaly nieznacznie ograniczone zdolno$ci
do tworzenia biofilmu w potaczeniu z nizyna, lizozymem lub bakteriofagiem.
Podobng zalezno$¢ zaobserwowano w przypadku badania eradykacji biofilmu
bakteryjnego. Podobne wyniki uzyskali badacze, ktoérzy na przestrzeni lat
prowadzili badania nad wptywem lizozymu [Hughey i wsp., 1989], nizyny [Van
Schaik 1 wsp., 1999] i bakteriofaga [Denes i Wiedmann, 2014]. Gumulya i wsp.
[2011] badali wptyw m.in. bakteriofaga, nizyny i lizozymu na ograniczenie
wzrostu L. monocytogenes w probkach suszonych kietbas w wyniku czego
stwierdzono bakteriostatyczny wptyw nizyny i lizozymu oraz bakteriobojczy
wplyw bakteriofaga. Zebrane wyniki pozwalajag jednak wnioskowac,
ze zastosowane czynniki antybakteryjne istotnie przyczynily si¢ do ograniczania
biofilmu L. monocytogenes w wigkszoséci badanych przypadkdéw i mogg stanowic
potencjalng metodg zmniejszania ryzyka skazenia zywnosci.

Zjawisko antybiotykoopornosci jest coraz czgSciej obserwowane
we wspotczesnej medycynie 1 weterynarii. Allen i wsp. [2016] jako mozliwe
przyczyny powstawania antybiotyokopornosci wskazuje horyzontalny transfer
genow opornosci, indukowanie mechanizméw odpowiedzi na subletalne stezenie
czynnikow wplywajacych na wzrost bakterii oraz nabywanie oporno$ci poprzez
stosowanie tych samych antybiotykéw przez dlugi czas. Antybiotykooporne
szczepy L. monocytogenes (ABR L. monocytogenes) powstaja w wyniku
powstawania mutacji lub nabywania ruchomych elementow genetycznych
i plazmidow [Bertsch i wsp., 2014]. W badaniu uwzgledniono antybiotyki
zgodnie z rekomendacjami EUCAST [2021] takie jak: ampicylina,
erytromycyna, penicylina, meropenem i trimetoprim - sulfametoksazol. Khen
i wsp. [2015] w swoich badaniach stwierdzili wystepowanie wsréd wielu
szczepow opornosci na ampicyling. Badania na przestrzeni ostatnich lat dowodza
roOwniez pojawienia si¢ w Srodowiskach zakladéw przetworstwa zywnoSci
szczepéw opornych na dziatanie takich antybiotykéw jak: klindamycyna,
tetracyklina, trimetoprim, florfenikol, kwas nalidyksowy, erytromycyng,
streptomycyng, kanamycyne, chloramfenikol czy ciprofloksacyne [Adzitey
iwsp., 2013; Bertsch i wsp., 2014; Jamali i wsp., 2013; Jamali i wsp., 2014; Wang
i wsp., 2017]. W badaniach wilasnych wykazano, ze 30,7% szczepow
charakteryzowalo si¢ opornoscia na wszystkie zastosowane antybiotyki.
Najwigcej szczepéw wykazalo opornos¢ na dzialanie meropenemu (76,9%),
w nastgpnej kolejnosci penicyliny benzylowej i ampicyliny (po 69,2%),
erytromycyny (46,2%) i trimetoprimu — sulfametoksazolu (30,8%). Lee i wsp.
[2017] wskazujg na oporno$¢ na dziatanie penicyliny 1 ampicyliny az 97,0%
badanych szczepow. Podobne wyniki uzyskat Obaidat i wsp. [2015]. badaniach
Jamali i wsp. [2015] 59,4% szczepow L. monocytogenes bylo opornych
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na dziatanie erytromycyny, natomiast w badaniach Kroplewskiej [2019] 71,9%
szczepow wykazywalo oporno$¢ na meropenem. Szerzace si¢ zjawisko
antybiotykoopornosci wérod szczepow L. monocytogenes 1 towarzyszacy jemu
wzrost zachorowalnosci na listerioze w ostatnich latach stanowig realne
zagrozenie zdrowia publicznego. Kontrola potencjalnej antybiotykoodpornosci,
w stosunku do antybiotykéw rekomendowanych w leczeniu listeriozy, jest
szczegolnie istotna.

Jako$¢ i bezpieczenstwo wytwarzanych produktow spozywczych pozostaje
priorytetem dla producentow zywno$ci. Mikrobiologiczne bezpieczenstwo
produktéw moze by¢ zapewnione jedynie wowczas, gdy zachowane zostaja
odpowiednie standardy dotyczace higieny wymienione w Wytycznych Dobrej
Praktyki Higienicznej i Produkcyjnej. Naleza do nich m.in. wytyczne dotyczace
mycia i dezynfekcji. Po zakonczeniu zmiany lub pracy w zaktadzie przeprowadza
si¢ sprzatanie, ktore obejmuje powierzchni¢ podtdg, blatow oraz urzadzen.
Zabiegdbw mycia i dezynfekcji nalezy dokonywaé wedlug $cisle okre$lonych
instrukcji, zgodnie z opracowanym harmonogramem i z uzyciem S$rodkow
myjacych i dezynfekcyjnych dopuszczonych do kontaktu z zywnoscig. Srodki
dezynfekcyjne zatwierdzone do stosowania w przemysle spozywczym to glownie
alkohole, utleniacze, zwigzki na bazie jodoforéw, na bazie chloru, nadsiarczany,
surfaktanty 1 czwartorzgdowe zwigzki amoniowe [Wirtanen i Salo, 2003].
Substancjami powszechnie stosowanymi w dezynfekcji owocoéw 1 warzyw
sa: podchloryn sodu, kwasny chloryn sodu, dwutlenek chloru, nadtlenek wodoru,
kwas nadoctowy, woda elektrolizowana i ozon [S20 José i Vanetti, 2015].

W  przeprowadzonych badaniach stwierdzono, Ze najskuteczniejszymi
srodkami w ograniczaniu rozwoju L. monocytogenes byt $rodki z rodzaju
chlorowcow oraz zwigzkow utleniajacych. W przypadku wszystkich badanych
srodkow dezynfekcyjnych wyznaczone w wyniku badan MIC oraz MBC byly
kilkukrotnie nizsze niz rekomendowane przez producenta st¢zenia robocze.
Lundén i wsp. [2003] badali wptyw wybranych s$rodkéw dezynfekcyjnych
z rodzaju chlorowcow i czwartorzedowych zwigzkow amoniowych na szczepy
L. monocytogenes wyizolowane z zaktadow produkujacych lody. Meretre i wsp.
[2016] badali natomiast wplyw wybranych dezynfektantow z rodzaju
czwartorzedowych zwigzkow amoniowych na szczepy L. momnocytogenes
pochodzace z zaktadow przetworczych rybnych i migsnych. W obu opisywanych
przypadkach stwierdzono zrdznicowane poziomy skutecznosci dziatania
dezynfektantow, w zalezno$ci od szczepu bakterii. Analizujgc wyniki wlasne
i innych autorow stwierdza si¢, ze wyznaczone do§wiadczalnie MIC/MBC
sa nizsze niz rekomendowane przez producenta, co wskazuje na skuteczno$¢
dzialania wybranych $rodkéw przy zastosowaniu odpowiednich stezen
roboczych.
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. WNIOSKI

W monitorowanych zaktadach przetworstwa owocowo-warzywnego
wystepujg bakterie Listeria monocytogenes. Najczgséciej izolowano
je z mrozonych produktow, nastgpnie z wymazow z linii
technologicznych, $wiezych surowcow 1 produktow, najrzadziej
natomiast z wymazéw z elementdw i1 powierzchni niemajacych
bezposredniego kontaktu z przetwarzang zywnoscig.

Genetyczne roznicowanie izolatow pozwolilo na przyporzadkowanie
ich do 41 szczepoéw, sposrod ktorych 13 bylo reprezentowanych
przez wigcej niz jeden izolat.

Analizy  pokrewienstwa  genetycznego  izolatow  wskazuja,
ze potencjalng droga transmisji paleczek L. monocytogenes na teren
zakladu sa $wieze surowce, skad bakterie trafiaja na powierzchnie
i elementy linii technologicznych przyczyniajac sie skazenia gotowych
produktow. Obserwowano rowniez sporadyczne przypadki transmisji
bakterii bezposrednio z surowca do gotowego produktu.

Ponad potowa szczepoéw L. monocytogenes nalezata do serotypu 1/2a-3a,
pozostate do 1/2b-3b i 4b-4d-4e. Do serotypu 4b-4d-4e (bedacego
najczesciej izolowanym serotypem epidemicznym) nalezaty wylacznie
szczepy pochodzace z mrozonych produktéw. Nalezy wnioskowac,
ze wszystkie szczepy L. monocytogenes wyizolowane ze srodowiska
zaktadow przetworczych, surowcow 1 produktéw stanowig potencjalne
zagrozenie dla zdrowia konsumentow.

Badane szczepy charakteryzowaty si¢ zroznicowanym profilem
wirulencji. Ponad 20% z nich posiadalo wszystkie wybrane geny
wirulencji. W zwiazku z powyzszym mozna wnioskowac,
ze wystepowanie genow wirulencji moze wskazywaé na potencjalng
patogenno$¢ dla ludzi.

Szczepy L. monocytogenes cechowaly si¢ roznag wrazliwoscig
na dziatanie biologicznych zwigzkow antybakteryjnych. Najbardziej
oporne na dziatanie lizozymu, preparatu fagowego i nizyny byly szczepy
wyizolowane z mrozonek.

Ponad 46% badanych szczepéw wykazywato silng zdolnosé
do tworzenia biofilmu. Wszystkie wyizolowano 2z mrozonek.
Antybakteryjne czynniki biologiczne (lizozym, nizyna, fagi) ograniczaty
powstawanie tej struktury i eliminowaly juz istniejacg blone biologiczna.
Wydaje si¢ wige, ze moglyby one poprawi¢ skutecznos¢ dezynfekcji linii
produkcyjnej i zapobiega¢ rozprzestrzenianiu si¢ L. monocytogenes
w srodowisku zaktadow i w produktach.
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10.

Ponad 30% szczepow charakteryzowalo sie opornoscig na wybrane
antybiotyki stosowane w leczeniu listeriozy. Najwiecej szczepow byto
opornych na meropenem.

Zastosowane w zaktadach zabiegi czyszczenia i dezynfekcji okazaty sie
niewystarczajace, aby skutecznie ograniczy¢ transmisje
L. monocytogenes. Wyniki badan wskazuja, ze rozwo] bakterii
najskuteczniej ograniczaty chlorowce oraz zwigzki utleniajgce.

Zaleca si¢  kontynuowanie monitoringu badanych obiektow
obejmujgcego  badanie cech fenotypowych i genotypowych
L. monocytogenes oraz oceng wplywu réznych czynnikow
na te bakterie, co umozliwi wdrozenie skuteczniejszych metod kontroli
ich wystepowania w Zywnosci.
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STRESZCZENIE

Monitoring szczepow Listeria monocytogenes
w surowcach, produktach i Srodowisku
zakladow przetworstwa owocowo-warzywnego

mgr inz. Martyna Zielinska-Tadych

Stowa kluczowe: Listeria monocytogenes, monitoring, warzywa, owoce,
zaktady przetworcze

Producenci zywnosci zobligowani sg do zadbania o odpowiednia jakos¢
mikrobiologiczng wytwarzanych produktow spozywczych. Odbywa si¢ to przez
prowadzenie badan monitorujgcych obecno$¢ drobnoustrojow w Srodowisku
produkcyjnym, surowcu oraz produkcie. Zywno$¢ pochodzenia roslinnego,
niepoddawana obrobce termicznej jest szczegoOlnie narazona na skazenie
mikrobiologiczne  na  kazdym  etapie  tancucha  ZywnoS$ciowego,
w tym w zakladach przetworstwa owocowo-warzywnego. Wszechobecng
w $§rodowisku bakteriag odpowiedzialng za zachorowania u ludzi jest Listeria
monocytogenes. Jej szczeg6lne wlasciwosci adaptacyjne, takie jak opornosé
na krotkotrwala pasteryzacje, mrozenie, przezywanie w warunkach
chlodniczych, oporno$¢ na wiele $rodkéw dezynfekcyjnych i mozliwosé
wytwarzania biofilmu sprawiajg, ze moze by¢ obecna w zywnos$ci 1 stanowié
zagrozenie dla konsumentow. Listerioza zostata uznana za najbardziej $miertelng
chorobg odzywno$ciowa wywolywang przez patogeny jelitowe ($Smiertelnos¢
30%). Celem badan byl monitoring zaktadow przetworstwa owocowo-
warzywnego pod katem wystepowania pateczek Listeria monocytogenes
w probkach pobranych z surowcow (warzyw), ze S$rodowiska zaktadow
i z gotowych produktow (mrozonek, sokow i1 suréwek), a takze charakterystyka
fenotypowa i genotypowa bakterii polegajaca na okresleniu ich przynaleznosci
do serotypu, oznaczeniu gendéw wirulencji, zdolnosci do tworzenia biofilmu
1 wrazliwoS$ci na zwigzki antybakteryjne. Przynaleznos$¢ rodzajowa i gatunkowa
izolatow badano metodami hodowlanymi oraz molekularnymi z wykorzystaniem
metody dupleks-PCR. Drogi transmisji bakterii na terenie zakladow
przetworczych okreslono oznaczajac stopien podobienstwa genetycznego
izolatow metoda RAPD, a serotypy i geny wirulencji szczepéw L. monocytogenes
oznaczono metodg multiplex-PCR. Zbadano takze wrazliwos¢ szczepodw
na wybrane czynniki antybakteryjne (nizyna, lizozym, bakteriofagi, $rodki
dezynfekcyjne) okreslajac ich minimalne stezenie hamujace i bakteriobdjcze
metodag mikroptytkowa oraz na antybiotyki metoda krazkowo-dyfuzyjna.
Wytwarzanie  biofilmu na  powierzchniach abiotycznych  zaktadow
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przetworczych jest bardzo powszechng cecha L. monocytogenes. W pracy
zbadano zdolnos¢ szczepdéw do tworzenia tej struktury, a takze okreslono wpltyw
na ten proces lizozymu, bakteriofagow 1 nizyny wykorzystujac metode
mikroptytkowa z fioletem krystalicznym. W niniejszej pracy poddano analizie
320 probek pobranych z wymazéw z linii technologicznych, elementow
i powierzchni niemajacych bezposredniego kontaktu z przetwarzang zywnoscia,
ze $wiezych surowcow i1 produktow oraz z mrozonek. Przy uzyciu metod
hodowlanych wyodrgbniono z nich 92 izolaty Listeria spp., natomiast metoda
dupleks-PCR wykazata, ze do gatunku L. monocytogenes nalezaty 73 izolaty.
Pochodzily one najczesciej z mrozonych produktow (58,9%), nastepnie
z wymazow z linii technologicznych (30,1%) oraz ze $wiezych surowcow
i produktow (9,6%). Izolaty przyporzadkowano do 41 szczepow, z ktorych 13
obejmowato wigcej niz jeden izolat. Ponad potowa szczepow nalezata
do serotypu 1/2b-3b, a do serotypu 4b-4d-4e nalezaly wylacznie szczepy
pochodzace z mrozonych produktow. Pateczki L. monocytogenes
charakteryzowaly si¢ zroznicowanym profilem wirulencji i r6zng wrazliwo$cia
na dzialanie zwigzkow antybakteryjnych. Najbardziej oporne na dziatanie
lizozymu, preparatu fagowego i nizyny byly szczepy wyizolowane z mrozonek.
W optymalnych warunkach wzrostowych (37°C) 46% badanych szczepow
wykazywalo silne i bardzo silne zdolnos$ci do tworzenia biofilmu (sposrod
ktorych potowa nalezata do serotypu 1/2a-3a), natomiast w temperaturze 20°C
szczepy wykazywaly zréznicowane zdolnosci do formowania tej struktury.
Wszystkie  zastosowane substancje antybakteryjne (nizyna, lizozym
i bakteriofag) hamowaly zaréwno proces formowania biofilmu, jak i wptywaly
na jego eradykacje w obu temperaturach (20°C i 37°C) (p<0,05), co sugeruje
mozliwos¢ ich wykorzystania do podniesienia skutecznosci dezynfekcji linii
produkcyjnej i zapobiegania rozprzestrzenianiu si¢ L. monocytogenes
w srodowisku zaktadow i produktach. Ponad 30% szczepoéw charakteryzowato
sie oporno$cig na wybrane antybiotyki stosowane w leczeniu listeriozy. Analizy
pokrewienstwa genetycznego izolatow wskazaly, ze potencjalng drogg transmisji
pateczek L. monocytogenes na teren zaktadu byty $wieze surowce, skad bakterie
trafialy na powierzchnie i elementy linii technologicznych przyczyniajac si¢
skazenia gotowych produktow. Zastosowane w zakladach zabiegi czyszczenia
i dezynfekcji okazaly si¢ niewystarczajace, aby skutecznie ograniczy¢ transmisje
L. monocytogenes. Wyniki badan wskazuja, ze rozwoj bakterii najskuteczniej
ograniczaty chlorowce oraz zwigzki utleniajagce. Wyniki badan pozwolity
na pehniejsza charakterystyke badanych bakterii i mogg przyczyni¢ si¢
do poprawy stanu $rodowiska produkcyjnego i Zywno$ci, a tym samym
na zmniejszenie ryzyka zachorowania konsumentdéw. Zaleca si¢ kontynuowanie
monitoringu badanych obiektow.
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ABSTRACT

Monitoring of Listeria monocytogenes strains
in raw materials, products and environment
of fruit and vegetable processing plants

MSc Martyna Zielinska-Tadych

Key words: Listeria monocytogenes, monitoring, vegetables, fruits, processing
plants

Food manufacturers are obliged to ensure the microbiological quality of the food
products they produce. This is done by conducting tests to monitor the presence
of microorganisms in the production environment, raw material and product.
Food of plant origin, not subjected to heat treatment, is particularly vulnerable
to microbiological contamination at every stage of the food chain, including
in fruit and vegetable processing plants. The ubiquitous in the environment,
the bacterium responsible for human illness is Listeria monocytogenes. Its special
adaptive properties, such as resistance to short-term pasteurization, freezing,
survival in refrigeration, resistance to many disinfectants and the ability
to produce biofilm make it likely to be present in food and pose a threat
to consumers. Listeriosis has been recognized as the most deadly foodborne
disease caused by enteric pathogens (mortality rate of 30%). The purpose
of the study was to monitor fruit and vegetable processing plants for the presence
of Listeria monocytogenes bacilli in samples taken from raw materials
(vegetables), from the plant environment and from finished products (frozen
foods, juices and salads), as well as phenotypic and genotypic characterization
of the bacteria by determining their serotype affiliation, virulence genes, biofilm-
forming ability and sensitivity to antibacterial compounds. Genus and species
affiliation of isolates was studied by culture and molecular methods using duplex-
PCR. Bacterial transmission routes within the processing plants were determined
by determining the degree of genetic similarity of the isolates using the RAPD
method, and the serotypes and virulence genes of L. monocytogenes strains were
determined by multiplex-PCR. The sensitivity of the strains was also investigated
to selected antibacterial agents (nisin, lysozyme, bacteriophages, disinfectants)
by determining their minimum inhibitory and bactericidal concentrations using
the microplate method and to antibiotics using the disc-diffusion method. Biofilm
production on abiotic surfaces of processing plants is a very common feature
of L. monocytogenes. The study investigated the ability of strains to form this
structure, and determined the effect of lysozyme, bacteriophages and nisin on this
process using the crystal violet microplate method. The present study analyzed
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320 samples taken from swabs from process lines, components and surfaces not
in direct contact with processed food, from fresh raw materials and products, and
from frozen food. Using culture methods, 92 Listeria spp. isolates were isolated
from them, while the duplex-PCR method showed that 73 isolates belonged
to the L. monocytogenes species. They were mostly derived from frozen products
(58.9%), followed by from process line swabs (30.1%) and from fresh raw
materials and products (9.6%). The isolates were assigned to 41 strains, 13
of which included more than one isolate. More than half of the strains belonged
to serotype 1/2b-3b, and serotype 4b-4d-4e included only strains from frozen
products. L. monocytogenes bacilli were characterized by a diverse virulence
profile and varying sensitivity to antibacterial compounds. Strains isolated from
frozen foods were the most resistant to lysozyme, phage preparation and nisin.
Under optimal growth conditions (37°C), 46% of the strains tested showed strong
and very strong biofilm-forming abilities (of which half belonged to serotype
1/2a-3a), while at 20°C the strains showed varying abilities to form this structure.
All the antibacterial substances used (nisin, lysozyme and bacteriophage)
both inhibited biofilm formation and influenced biofilm eradication at both
temperatures (20°C and 37°C) (p<0.05), suggesting that they could be used
to increase the efficiency of production line disinfection and prevent the spread
of L. monocytogenes in the plant environment and products. More than 30%
of the strains were characterized by resistance to selected antibiotics used to treat
listeriosis. Genetic affinity analyses of the isolates indicated that a potential route
of transmission of L. monocytogenes bacilli to the plant site was fresh raw
materials, from where the bacteria ended up on surfaces and process line
components contributing to contamination of finished products. The cleaning
and disinfection proved insufficient to effectively reduce the transmission
of L. monocytogenes. The results of the study indicate that the growth
of the bacteria was most effectively limited by halogens and oxidizing
compounds. The results of the study allowed for a more complete characterization
of the bacteria studied and can contribute to the to the improvement
of the production environment and food, thus on reducing the risk of illness
for consumers. It is recommended to continue monitoring the studied facilities.
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