Streszczenie

Listeria monocytogenes wystepuje powszechnie w $rodowisku, moze by¢
roéwniez obecna w zywnosci 1 srodowisku jej produkcji. Z tego wzgledu, szczegdlne
zagrozenie dla zdrowia konsumentow stanowig produkty gotowe do spozycia
zanieczyszczone tymi drobnoustrojami. Koniecznos$¢ hospitalizacji niemal wszystkich
pacjentow, u ktorych zdiagnozowano listerioze oraz wysoki odsetek przypadkow
$miertelnych sprawia, ze choroba wywotywana przez L. monocytogenes jest
powaznym problemem zdrowia publicznego. Drobnoustroje te powoduja takze
wymierne straty ekonomiczne zwigzane z wycofywaniem z obrotu zanieczyszczonej
zywnosci lub zamykaniem zakladow produkcyjnych. Chorobotworczos¢ L.
monocytogenes, a takze ich zdolno$¢ do przetrwania w niekorzystnych warunkach
srodowiskowych oraz oporno$¢ na $rodki przeciwbakteryjne, podlegaja ciggtym
zmianom. Dlatego Konieczne jest stale monitorowanie tych cech oraz ustalenie, w jaki
sposob patogeny rozprzestrzeniaja si¢ w tancuchu wytwarzania zywnosci. Przyczyni
si¢ to do opracowania skuteczniejszych metod zabezpieczania produktéw
spozywezych przed zanieczyszczeniem bakteryjnym a w konsekwencji poprawi
bezpieczenstwo konsumentow.

Celem przedstawionych badan byla charakterystyka izolatéw L.
monocytogenes wyosobnionych z zywnos$ci pochodzenia zwierzgcego gotowej do
spozycia oraz ze Srodowiska produkcji zywnosci. Analiza ta bedzie mie¢ znaczenie w
ocenie zagrozenia dla zdrowia konsumentoéw zwigzanego z wystgpowaniem tych
bakterii w Zywnosci.

W  badaniach  wykorzystano 150 izolatbw L. monocytogenes,
zaklasyfikowanych, ze wzgledu na zrodlo ich izolacji, do trzech grup: z produktow
poddanych obrobce termicznej (wedliny), z Zywnos$ci niepoddanej obrdbee termiczne;j
(produkty surowe) oraz ze Srodowiska produkcji zywnosci (Srodowisko produkcji).
Pierwszym etapem badan bylo wstepne roznicowanie genotypowe izolatow i
zaklasyfikowanie ich do odpowiednich serogrup molekularnych oraz charakterystyka
szczepow, uwzgledniajaca ich oporno$¢ na substancje przeciwbakteryjne i obecnosé
genoéw kodujacych czynniki wirulencji. Wykazano, ze badane L. monocytogenes
nalezaty najczesciej do serogrupy Ila (48,0%), nastepnie Ilc (25,3%), IVb (16,0%)
oraz IIb (10,7%). Ponadto stwierdzono roznice statystycznie istotnie w wystepowaniu

serogrup molekularnych badanych izolatow w zaleznosci od zrédta ich pochodzenia.



Izolaty serogrupy Ila wystepowaty czesciej w produktach surowych, natomiast
szczepy serogrupy IIb w srodowisku produkcji zywnosci, a izolaty serogrupy IVb byty
najczesciej obecne w wedlinach. Ocena wrazliwosci L. monocytogenes na substancje
przeciwbakteryjne wykazala ich oporno$¢ na daptomycyne (93,3% izolatow),
oksacyline (53,0% izolatéw) oraz ceftriakson (35,3% izolatéw). Badania dotyczace
wykrywania obecnosci gendéw chorobotworczosci technika PCR, w tym genow
kodujacych wytwarzanie internalin oraz markeréw genetycznych wchodzacych w
sktad wyspy patogennosci LIPI-1, nie wskazaly znaczacych réznic w wystepowaniu
tych czynnikéw w poszczegdlnych grupach izolatow L. monocytogenes. Stwierdzono,
ze geny internalin byly obecne we wszystkich badanych izolatach natomiast markery
genetyczne LIPI-1 wykazano niemal we wszystkich szczepach (od 96 do 100%
izolatéw w zalezno$ci od badanego genu).

Roéznicowanie molekularne L. monocytogenes przy pomocy metod PFGE,
MLST oraz MVLST wykazato znaczne zr6znicowanie genotypowe badanej grupy L.
monocytogenes. Obserwowano, ze niektore izolaty wyosobnione z Zywnosci 1 ze
srodowiska wytwarzania zywnosci nalezaty do tych samych typow pulsacyjnych
(PFGE), sekwencyjnych (MLST) i wirulencji (MVLST). Odnotowano takze
przypadki identyfikacji tych samych typow na przestrzeni kilku lat w réznych
wojewodztwach. Wyniki te moga wskazywa¢ na rozpowszechnienie 1 trwatos$¢
niektorych klonéw L. monocytogenes, zasiedlajacych zaktady produkujace zywnos¢.
Ponadto stwierdzono, ze metoda MVLST charakteryzowata si¢ statystycznie istotnie
nizszym potencjatem r6znicujacym niz techniki PFGE i MLST.

W ostatnim etapie badan wykonano sekwencjonowanie calych genomoéow L.
monocytogenes, nalezacych do serogrup IIb i IVb. Uzywajac metody cgMLST
analizowane 40 izolatow przyporzadkowano do 21 typéw cgMLST (CT). Wykazano,
ze szczepy pochodzace z zywnosci, nalezace do pigciu typow cgMLST: CT1385,
CT322, CT4382, CT461 oraz CT443, zostaly wczesniej stwierdzone wsrod L.
monocytogenes odpowiedzialnych za przypadki listeriozy ludzi w Polsce, a takze w
Danii, Francji, Holandii i Belgii. Analiza sekwencji genomowych, wykonana w czasie
obecnych badan wykazata takze, ze u 10 izolatdéw nalezacych do serogrupy IIb
zidentyfikowano mutacje PMSC w genie inlA, powodujgca powstanie wczesniejszego
kodonu STOP. Dodatkowo u dwoch z tych izolatow zidentyfikowano nowy typ
mutacji, wynikajacy z delecji adeniny w pozycji 2209. Zaobserwowano ponadto

obecno$¢ u 8 badanych szczepdéw delecji w genie inlB. Tego typu mutacje moga



wplywaé na zmniejszenie zjadliwosci L. monocytogenes dla ludzi. Z drugiej strony,
wsrod L. monocytogenes nalezacych do serogrupy Ilb, zaobserwowano wystgpowanie
izolatow posiadajagcych gen opornosci na aminoglikozydy oraz geny kodujace
niewrazliwo$¢ bakterii na chlorki benzalkoniowe.

Uzyskane w obecnych badaniach wyniki pozwolily na wykazanie r6znic pomiedzy
L. monocytogenes wystepujacymi w zywnosci surowej gotowej do spozycia,
wedlinach poddanych obrobce termicznej 1 w $rodowisku produkeji ZywnoSci.
Ponadto przedstawione badania wskazujg, ze L. monocytogenes obecne w zywnosci

mogg by¢ potencjalnym zagrozeniem dla zdrowia konsumentow.



Abstract

Listeria monocytogenes is commonly present in the environment and it may also be
found in food and food production environment. Therefore, ready-to-eat products contaminated
with these microorganisms pose a particular threat to consumer health. The need for the
hospitalization of almost all patients who have been diagnosed with listeriosis and the high
mortality rate make the disease caused by L. monocytogenes a serious public health problem.
These microorganisms also causes measurable economic losses related to the withdrawal of
contaminated food or closing down production plants. Pathogenicity of L. monocytogenes and
its ability to survive in adverse conditions as well as resistance to antibacterial agents are
changing. Therefore, it is necessary to constantly monitor these traits and determine how the
pathogen spreads in the food production chain. This will contribute to the development of more
effective methods of protecting food products against bacterial contamination and,
consequently, improve consumer safety.

The aim of the presented study is to characterize L. monocytogenes isolates obtained
from ready-to-eat meat products and food production environment. This analysis will allow the
assessment of health risk associated with the presence of these bacteria in food.

In this study 150 isolates of L. monocytogenes, were classified into three groups
according to their isolation source: from products of animal origin subjected to heat treatment
(cold meat), from food not heat treated (raw products) and from the food production
environment. In the first stage of the study, the preliminary differentiation of isolates, based on
their assignment to appropriate serogroups, as well as strain characteristics taking into account
their resistance to antibacterial agents and the presence of virulence genes, were performed. It
was shown that the tested L. monocytogenes belonged most often to serogroup Ila (48.0%), then
llc (25.3%), Vb (16.0%), and I1b (10.7%). In addition, statistically significant differences in
the occurrence of serogroups in groups of the isolates classified according to their source were
found. lIsolates belonging to serogroup lla were statistically more common found in raw
products, isolates of serogroup Ilb - in the food production environment whereas isolates of
serogroup 1VVb in cold meats. The study on the sensitivity of L. monocytogenes to antibacterial
substances showed their resistance to daptomycin (93.3% isolates), oxacillin (53.0% isolates),
and ceftriaxone (35.3% isolates). Studies on the detection of virulence genes with the PCR
method, including genes encoding internalins and genotypic markers in the LIPI-1pathogenicity
island, did not indicate significant differences in the occurrence of these genes in particular

groups of L. monocytogenes isolates according to strains' origin. It was found that the genes



encoding internalins were present in all isolates while the LIPI-1 genes were found in almost
all strains (from 96% to 100% isolates depending on the gene tested).

Molecular differentiation of L. monocytogenes using PFGE, MLST and MVLST
methods showed high genotypic differences of the examined group of L. monocytogenes. It was
observed that some isolates obtained from food and from food production environment were
classified into the same pulsotypes (PFGE), sequence types (MLST) or virulence types
(MVLST). Moreover, the cases of identification of the same types over several years in different
voivodeships were revealed. These results may indicate the prevalence and persistence of some
L. monocytogenes clones colonizing food production plants. In addition, it was found that the
MVLST method had statistically significantly lower differentiating potential than the PFGE or
MLST techniques.

Finally, the whole genomes of L. monocytogenes belonging to serogroups Ilb and Vb
were sequenced. Using the cgMLST method, the 40 isolates tested were assigned to 21 cgMLST
types (CT). It was shown that L. monocytogenes of food-origin, belonging to five cgMLST
types: CT1385, CT322, CT4382, CT461, and CT443, were previously found among strains
responsible for human listeriosis cases in Poland, but also in Denmark, France, the Netherlands,
and Belgium. The sequence analysis performed in the current study also showed that 10 isolates
belonging to serogroup Ilb possessed the PMSC mutation in the inlA gene, resulting in the
formation of the earlier STOP codon. Additionally, in two of these isolates a new type of
mutation resulting from the deletion of adenine at the position 2209 was identified.
Furthermore, the presence of deletion in the inIB gene was observed in 8 of the examined
strains. These types of mutations may reduce the virulence of L. monocytogenes for humans.
On the other hand, among the isolates belonging to serogroup I1b, the presence of isolates with
the aminoglycoside resistance gene and genes responsible for resistance to benzalkonium
chloride were observed.

The results obtained in the present study allowed to show differences between L.
monocytogenes found in raw meat food, in heat treated meat products and in food production
environment. In addition, the studies showed that L. monocytogenes present in food may be a

potential risk for the consumers' health.



