Streszczenie

Listeria monocytogenes wywotuje u ludzi chorob listerioz. Bakterie te dostajsic do
organizmu cztowieka zazwyczaj zaspadnictwem zanieczyszczonej nimgiwnaosci. Listerioza
charakteryzuje sinajwyzszym odsetkiem hospitalizacji orsémiertelngci sparéd wszystkich
odzwierzcych chorob przenoszonych dgogokarmowvg. Od 2009 roku obserwujegsistotny
statystycznie trend wzrostowy potwierdzonych przkiav listeriozy u ludzi w Unii
Europejskiej. Ze wzghu na zdoln&t L. monocytogenes do przeycia a take namnaania s¢
w szerokim zakresie #torodnych warunkéw, bakterie te myopgrzetrwa przez dtugi czas
w srodowisku produkcjizywnaosci | w zwigzku z tym zanieczyszcézgroduktyzywnosciowe
na r&nych etapach ich wytwarzania.

Celem pracy byta charakterystyka molekulainamonocytogenes nalezagcych do
serogrup lla i IVb, pochodeych zzywnaosci i srodowiska jej produkcji w Polsce. Zostat on
zrealizowany poprzez anaisekwencji genomowych, w tym oktenie profili molekularnych
oraz ocen wysktpowania u badanych izolatbw markeréw chorobotwdtizogenow
odpowiedzialnych za adaptadjakterii do niekorzystnych warunk@nodowiska czy oporrid
na czynniki przeciwbakteryjne. Ponadto agkoaeo wzajemne podohistwo genomowe nadzy
badanymilL. monocytogenes a innymi szczepami pochagzymi z zywnosci lub od ludzi
w Polsce i naswiecie. Dodatkowo oki&ono wraliwosé badanychL. monocytogenes na
wybranesrodki przeciwbakteryjne.

W badaniach analizie poddano 283 izolatynonocytogenes, z ktérych 146 nalato
do serogrupy lla, a pozostale 137 do serogrupy IMbolaty te pochodzity
z surowego mgisa, wedlin oraz $rodowiska produkcji zywnosci w Polsce. Badane
L. monocytogenes poddano typowaniu molekularnemu przy zastosowaedniki MLST.
Wsrdd izolatéw nalegcych do serogrupy lla wyoelbniono 18 kompleksow klonalnych (CC),
a wicksza¢ z nich naleata do jednego z trzech CC: CC155, CC121 oraz @®@Bomiast
L. monocytogenes reprezentuce serogrup IVb zaklasyfikowano jedynie do trzech CC,
Z czego ponad potowa (65,7%) nalka do CC2.

W kolejnym etapie bada 100L. monocytogenes serogrupy lla i 91 zaklasyfikowanych
do IVb poddano sekwencjonowaniu (WGS). Wyboru dekunpod ktem zrodta, miejsca
i czasu izolacji, a tate wynikow ich klasyfikacji do CC, w celu zapewniajak najwekszej
reprezentatywriei grupy. Analiza WGS pozwolita na dalszezm@&owanie badanych
L. monocytogenes. W wyniku zastosowania schematu cgMLST izolatyeirgde do serogrupy
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réznych typow cgMLST (CT). Najliczniej reprezentowarmty CT1170 oraz CT750
a L. monocytogenes nalezagce do tych CT pochodzity najeiej z wedlin i srodowiska
produkcji zywnosci. Wsrdd izolatow repezentagych serogrug IVb wyodrebniono trzy SL
oraz 32 profile CT, z ktérych najbardziej rozpowda@onym byt CT375, izolowany zwykle
Z migsa surowego.

Sekwencje genomowe monocytogenes poddano take analizie w kierunku obec#m
gendw wirulencji, oporngei na czynniki przeciwbakteryjne i markery odpowieda warunki
stresowe. Wszystkie badane izolaty, zarownomatedo serogrupy lla jak i IVb, posiadaty
wyspy patogenriei LIPI-1. NatomiasiL. monocytogenes zaklasyfikowane do serogrupy lla,
nie wykazywaty obecriwi LIPI-2, LIPI-3 i LIPI-4. Dodatkowo 31,0% z niadharakteryzowata
sie obecndcia mutacji PMSC w genial A, ktéra powoduje skrécenie diugm biatka InlA i w
konsekwencji ma wptyw na wzmorg zdolng¢ tworzenia biofilmu, powodgg jednoczénie
ostabienie potencjatu wirulencji. Z kolei, wszystkizolaty reprezentage serogrup IVb
posiadaly petn sekwengj genuinlA, a u niektérych z nich stwierdzono obeghavyspy
patogennéci LIPI-3, co mae sugerowa& zwickszony potencjat wirulencji takich
L. monocytogenes. Ponadto u niektorych izolatbw nazdeych do serogrupy lla
zidentyfikowano geny warunkage oporné¢ nasrodki dezynfekcyjne, w tym kasegenow
bcrABC oraz Tn6188 gac(ermC), czy adaptagj do niekorzystnych warunkow
srodowiskowych takich jak wyspa stresu SSI-1. U logda L. monocytogenes serogrupy 1Vb
stwierdzono rownie wysipowanie gendéw zwrzanych z adaptacdo warunkéw stresowych,
takich jak cadAl czy LGI-2. Wszystkie badane izolaty, niezale od przynalenosci do
serogrupy, charakteryzowaly¢sbbecndcia takich genow jaksigB i mdrM. Natomiast
sekweng} genucomK, zidentyfikowano we wszystkich izolatach naleych do serogrupy IVb
oraz 29 ze 100 badanydh monocytogenes repezentujcych serogrup lla. Wystpowanie
wymienionych wyej markerow, zwlaszcza w pokeniu z wykryciem wielu elementow
genetycznych takich jak plazmidy i profagi w badamgekwencjach, sugerujee bakterie te
miaty wysoly zdolnag¢ do adaptacji do niekorzystnych warunkéw.

W trakcie prowadzonych bafla okrelono take wzajemne podohistwo
L. monocytogenes nalezagcych do serogrup lla i IVb i stwierdzona niektore z nich, izolowane
w roznym czasie, z rnych miejsc i rodzajow probek, byly bardzo bliske zsola
spokrewnione. Mge to wskazywéa na dtugotrwate bytowanie tych szczepdéwsmdowisku
przetworstwa zywnosci. Podobne zalmosci wykazano pomidzy niektorymi izolatami
z obecnych bada a innymi szczepamii. monocytogenes pochodzacymi z zywnaosci, czy

srodowiska jej produkciji, a take od pacjentow z listerigav Polsce. Stanowi to przestanto



stwierdzenia,ze izolaty takie nie tylko dlugotrwale bytujw s$rodowisku i powoduj
zanieczyszczenigywnaosci, ale takke mog, by¢ przyczymy zachorowania u ludzi.

Jednym z elementéw prowadzonych hadato takze okrdlenie wraliwosci na
substancje przeciwbakteryjhe monocytogenes nalezacych do serogrup lla i IVb. Wszystkie
badane izolaty byly wediwe na ampicylig, gatifloksacye, gentamycys, penicylire,
chinuprystyr, streptomycygn, trimetoprim i wankomycy®l Natomiast najczcie]
stwierdzono opornig na ceftriakson, oksacykni klindamycyre. Zaobserwowano tak, ze
wieksza¢ L. monocytogenes nalezacych do serogrupy IVb byta niewtlava na ceftriakson
i oksacylire w porownaniu do izolatow repezenjcych serogruplla.

Przeprowadzone badania pozwolity na aceiznorodndci, okrelenie podobiastwa
genetycznego oraz identyfikacjmarkeréw patogendoi i adaptagi do niekorzystnych
warunkéw srodowiskowych izolatowl. monocytogenes nalezagcych do serogrup lla i Vb,
pochodacych zzywnaosci orazsrodowiska jej produkcji w Polsce. Uzyskane wynilgkazug,
ze zywnaos¢ i srodowisko jej produkciji magby¢ potencjalnynmerédiem patogennych dla ludzi
szczepOwL. monocytogenes, ktGre poprzez swoje zdolém adaptacyjne magprzetrwa

niekorzystne warunki i diugotrwale bytowev srodowisku.



Summary

Listeria monocytogenes causes in humans a disease listeriosis. Thesertzaasually
enter the human body through contaminated foodetiasis is characterized by the highest
percentage of hospitalization and mortality amotigeofoodborne zoonotic diseases. Since
2009, it has been a statistically significant imgiag trend in confirmed number of listeriosis
cases in humans in the European Union. Due toliieyaof L. monocytogenes to survive and
also to multiply under a wide variety of conditiotisese bacteria can survive for long periods
in the food processing environments and therefametaminate food products at various stages
of their production

The aim of the study was the molecular charactgoiza@f L. monocytogenes belonging
to serogroups lla and IVb, isolated from food andd production environments in Poland. It
was carried out through the analysis of genomiaeecges, including the determination of
molecular profiles and the assessment of the pcesainpathogenicity markers in the isolates
tested, genes responsible for the adaptation ¢éébaco the adverse environmental conditions
or resistance to antimicrobials. In addition, tleagmic similarity betweeh. monocytogenes
within studied serogroups with other strains framod and humans in Poland and in the world
was determined. Additionally, the sensitivity ofetistudiedL. monocytogenes to selected
antibacterial agents was determined.

In this study, 283.. monocytogenes isolates were analyzed, of which 146 belonged to
serogroup lla and the remaining 137 were classifeederogroup IVb. The isolates were
originated from meat, ready to eat meat produatisfaod production environments in Poland.
L. monocytogenestested were subjected to molecular typing usiedMh ST technique. Among
isolates belonging to serogroup lla, 18 clonal clexgs (CC) were identified, but most of them
belonged to one of the three CC: CC155, CC121 a@f.dn contrastL.. monocytogenes
representing serogroup Vb was classified into a®lZC, the majority of which (65,7%)
belonged to CC2.

In the next stage of the study, 1D0Omonocytogenes isolates of serogroup lla and 91
strains classified to IVb, were sequencing (WGS)e Belection was made in terms of the
source, place and time of isolation, as well aséiselts of their classification to CC, in order
to ensure the greatest possible representativeriets® group. The WGS analysis allowed
further differentiation of the studield monocytogenes. As the result of the using cgMLST
scheme, isolates belonging to serogroup lla weargsdied into 6 clonal sublines (SL), and then

among them 60 different types of cgMLST (CT) weistidguished. The most numerous were



CT1170 and CT750Q.. monocytogenes belonging to these CTs came mainly from readyato e
meat products and food production environmefitsong the isolates belonging to serogroup
IVb, three SL and 32 CT profiles were identifiedttwihe most common CT375, isolated
usually from raw meat.

The genomic sequences lof monocytogenes were also analyzed for the presence of
virulence genes, resistance to antibacterial markermarkers responsible for responses to
stress conditions. All tested isolates, belongmggrogroups lla and IVb, had the pathogenicity
island LIPI-1. On the other hanid, monocytogenes classified to serogroup lla have not shown
the presence of LIPI-2, LIPI-3 and LIPI-4. In adi, 31.0% of them were characterized by
the presence of the PMSC mutation in thiéd gene, which shortens the length of the InlA
protein, and consequently, affects the increasddyato create biofilm, while reducing the
virulence potential. On the other hand, all isdaepresenting serogroup Vb had the complete
sequence of thmlA gene, and some of them had the LIPI-3 pathoggnglénd, which may
suggest an increased virulence potential of suechonocytogenes. In addition, some isolates
belonging to serogroup lla possessed genes thaaee resistance to disinfectants, including
the bcrABC andTn6188 _gac (ermC) gene cassettes, or adaptation to adverse envirdame
conditions, such as the SSI-1 stress island. Furibie, genes related to adaptation to stress
conditions, such asadAl or LGI-2, were also found in the studied monocytogenes of
serogroup IVb. All tested isolates, regardlesshafirt serogroup, were characterized by the
presence of genes dagB, mdrM. Additionally thecomK gene sequence was identified in all
isolates belonging to serogroup IVb and in 29 ef 100 tested strain representing serogroup
lla. The presence of the above mentioned marksepgagally in connection with the detection
of many genetic elements such as plasmids and agashin the investigated sequences,
suggests that these bacteria had a high adapjabiltdverse conditions.

During the current study, the similarity bf monocytogenes belonging to serogroups
lla and IVb was also determined and it was fourad $ome of them isolated at different times,
from different places and types of samples, werg ubsely related to each other. This may
indicate a long-term existence of these straintténfood processing environments. A similar
relationships have been demonstrated between swiades from the current study and other
strains ofL. monocytogenes from food or food production environments, as wasl from
patients with listeriosis in Poland. This is a agirestance which allows for the statement that
such isolates not only persist in the environméata long time and cause food contamination,

but also can cause disease in humans.



One of the elements of the current investigatioas also determination of sensitivity
L. monocytogenes belonging to serogroup lla and IVb to antibactenarkers. All tested
isolates were sensitive to ampicillin, gatifloxacigentamicin, penicillin, quinupristin,
streptomycin, trimethoprim, and vancomycin. Howevesistance to ceftriaxone, oxacillin,
and clindamycin was the most common. It was alsseonked that the majority of
L. monocytogenes belonging to serogroup IVb was not sensitive titriexone and oxacillin,
compared to isolates replying to serogroup lla.

The performed studies allowed for the assessmativersity, determination of genetic
similarity and identification of pathogenic markeaed adaptation to adverse condition of
L. monocytogenes isolates belonging to serogroups lla and IVb ffood and food production
environments in Poland. The obtained results inditaat food and its production environment
may be a potential source of pathogenic for huntamsonocytogenes strains which, due to
their adaptive abilities, may survive adverse ctods and persist in the environment for

a long time.



