Listeria monocytogenes -
patogen, ktory wie, jak przetrwac
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isteria monocytogenes jest wzglednie
beztlenows, nie wytwarzajaca prze-
trwalnikéw Gram-dodatnig pateczka (1).
Jej naturalnym $rodowiskiem jest gnija-
ca roslinnos$¢, gdzie zyje jako saprofit (2).
Ze wzgledu na niewielkie wymagania po-
karmowe, zdolno$¢ do wzrostu w szero-
kim zakresie temperatur (3—45°C) i pH
(5-9,6) oraz w $rodowisku zawierajacym
do 10% soli (3), bakteria ta jest szeroko
rozpowszechniona w $rodowisku, w tym:
w glebie, wodzie, $ciekach oraz odchodach
ludzkich i zwierzecych. Gatunek obejmuje
13 serotypdw, ktére mozna zaklasyfikowaé
do czterech grup genetycznych (4). Gru-
pa I obejmuje serotypy 1/2b, 3b, 4b, 4d oraz
4e, natomiast serotypy 1/2a, 1/2c, 3a oraz
3c naleza do grupy II. Pozostale serotypy, tj.
4ai4c, naleza do grupy I i rzadko sa izolo-
wane od ludzi (5). Za ponad 90% przypad-
kéw listeriozy u ludzi odpowiedzialne s se-
rotypy 1/2a, 1/2b oraz 4b, sposréd ktérych
1/2ai1/2b sa najczesciej izolowane z zyw-
nosci, a 4b z przypadkéw klinicznych (6).
Listeria monocytogenes po raz pierw-
szy opisana zostala przez E. G. D. Murraya
w 1926 r. jako przyczyna monocytozy u gry-
zoni, a nastepnie jako przyczyna zapale-
nia opon mézgowych i mézgu oraz ronien
u przezuwaczy, uchodzila poczatkowo za
patogen zwierzat, ktéry moze by¢ przeno-
szony na ludzi. U ludzi, gléwnie pacjentéw
z uposledzonym ukladem immunologicz-
nym, listerioze diagnozowano sporadycznie.
Przypadki zbiorowych listerioz zanotowane
w Ameryce Péinocnej i Europie pod koniec
lat 70. XX w. spowodowaly, ze bakteria zo-
stala oficjalnie uznana za patogen ludzi (7).
Dekade p6zniej zaliczono ja do patogendw
przenoszonych przez zywnosc¢ (8, 9). Po-
nad 99% przypadkéw listeriozy ludzi spo-
wodowanych jest konsumpcja zanieczysz-
czonej przez patogen Zywnosci, najczesciej
produktéw mlecznych, seréw miekkich, we-
dzonych ryb, owocéw morza oraz zywno-
$ci gotowej do spozycia (2). Dawka zakaz-
na L. monocytogenes nie zostala okreslona,
gdyz uzalezniona jest od wrazliwos$ci osob-
niczej i wlasciwosci patogennych szczepu.
Kliniczne objawy listeriozy sa takze zrézni-
cowane. Patogen ten moze wywolywac za-
kazenia o tagodnym przebiegu, takie jak ga-
stroenteritis, ale takze prowadzi¢ do powaz-
nych zakazen, m.in. poronier oraz zapalenia
opon mézgowych i mézgu oraz posocznicy
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u 0s6b z obnizong odpornoscig, jak: osoby
starsze, noworodki, nosiciele HIV i oso-
by z choroba nowotworowa (10). U niemal
47% pacjentéw zakazonych L. monocyto-
genes dochodzi do zakazenia o$rodkowe-
go ukladu nerwowego. Patogen ten jest jed-
ng z najczestszych przyczyn zapalenia opon
mdzgowo-rdzeniowych w Ameryce Péinoc-
nej i Europie Zachodniej (11). Mimo zwiek-
szonego nadzoru nad produkcja Zzywnosci
L. monocytogenes wciaz pozostaje powaz-
nym zagrozeniem. Czesto$¢ wystepowania
listeriozy ksztaltuje sie na poziomie 0,1 do
11,3 przypadkéw na milion ludzi w réznych
krajach (6, 11). W Stanach Zjednoczonych
zakazenia ludzi L. monocytogenes stanowia
trzecig pod wzgledem liczby przypadkéw
przyczyne zatru¢ pokarmowych o skutku
$miertelnym (12). W Kanadzie w 2008 r.
opisano zbiorowe zachorowanie na listerio-
ze. Dotknelo ono 57 pacjentéw, z ktérych
22 zmarto. W latach 2009 i 2010 w Austrii
i w Niemczech mialo miejsce zachorowa-
nie, w wyniku ktérego sposréd 33 hospitali-
zowanych pacjentéw 8 zmarlo (13). Z kolei
w Stanach Zjednoczonych w 2011 r. zano-
towano 33 $miertelne przypadki listeriozy
(http://www.cdc.gov/listeria/outbreaks/can-
taloupes-jensen-farms/index.html). W Pol-
sce, zgodnie z danymi Narodowego Instytu-
tu Zdrowia Publicznego, w 2013 r. zanoto-
wano 52 przypadki zachorowan na listerioze.

L. monocytogenes jest patogenem we-
wnatrzkomoérkowym zdolnym do przekra-
czania bariery jelitowej, bariery fozyskowej
oraz bariery krew—mozg (2). Potrafi ona
przezywaé wewnatrz makrofagéw (14), wni-
ka¢ do réznego typu komoérek niefagocytu-
jacych, a takze rozprzestrzenia¢ si¢ w tkan-
kach, przenikajac z komérki do komérki.
Zakazenie zapoczatkowuje adhezja do po-
wierzchni komorek eukariotycznych (2).
Nastepnie, poprzez interakcje powierzch-
niowych ligandéw komérki bakteryjnej z re-
ceptorami komérkowymi, patogen wnika
na zasadzie fagocytozy do komoérki gospo-
darza (15). Do najwazniejszych powierzch-
niowych ligandéw bakteryjnych nalezg in-
ternaliny: InlA i InIB. Kluczowym czynni-
kiem wirulencji, umozliwiajacym bakterii
lize fagosomu, jest zalezna od cholesterolu
hemolizyna, listeriolizyna O (LLO). W pro-
cesie ucieczki L. monocytogenes z wakuoli
listeriolizyne wspomagaja dwie fosfolipa-
zy: fosfolipaza PI-PLC, wykazujaca wysoka
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specyficznos¢ dla fosfatydyloinozytolu, oraz
fosfolipaza PC-PLC (lecytynaza), specyficz-
na dla fosfatydylocholiny (16, 17). Aktywa-
cja lecytynazy odbywa sie za posrednictwem
specyficznej metaloproteinazy wytwarzanej
przez L. monocytogenes (18). Po przeniknie-
ciu do cytozolu L. monocytogenes dostoso-
wuje sw6j metabolizm do warunkéw oto-
czenia, w czym istotna role odgrywa zwiek-
szona ekspresja transportera heksozy (Hpt;
9). Przemieszczanie sie w cytozolu w kierun-
ku sasiednich komoérek zapewnia bakterii
ekspresja biatka ActA na jednym z biegu-
néw komorki. W trakcie inwazji przewodu
pokarmowego L. monocytogenes, wykorzy-
stujac kepki Peyera, atakuje nablonek jeli-
ta, a nastepnie rozprzestrzenia si¢ w organi-
zmie naczyniami limfatycznymi oraz krwio-
no$nymi. Pierwszymi narzadami zajetymi
przez patogen sa zwykle watroba i §ledzio-
na (2). Aby jednak patogen mégt wywotaé
zakazenie, musi poradzi¢ sobie z dziala-
niem niekorzystnych dla swojego wzrostu
warunkéw napotkanych w $rodowisku ze-
wnetrznym oraz w kolonizowanych orga-
nizmach. Podczas produkcji zywnosci, jej
utrwalania oraz przechowywania, L. mono-
cytogenes narazona jest na dzialanie czyn-
nikéw fizycznych, takich jak: ogrzewanie,
promieniowanie, wysokie ci$nienie, pul-
sujace pole elektryczne, fale ultradZwieko-
we, a takze chemicznych, jak: sole, kwasy
i utleniacze (19). Kolejnym wyzwaniem dla
bakterii jest dzialanie §rodowiska przewo-
du pokarmowego czlowieka. Istotnym czyn-
nikiem stresowym jest niskie pH zotadka.
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Bakterie, ktére przetrwaja warunki panujace
w zofadku moga przedostawac sie do dwu-
nastnicy, gdzie musza zmierzyc¢ sie z obec-
noscig lotnych kwaséw tluszczowych, ni-
skim stezeniem tlenu, stresem osmotycz-
nym oraz florg jelitowa. W $wietle jelita
bakteria musi takze przetrwac stres zwig-
zany z obecnoscia soli zétciowych (20, 21,
22). Aby przezwyciezy¢ szkodliwe warun-
ki, bakteria musi by¢ zdolna do wystarcza-
jaco szybkiej zmiany swojego metabolizmu.
Gléwny mechanizm pozwalajacy L. monocy-
togenes przetrwaé w niekorzystnych warun-
kach $rodowiskowych oparty jest na dziata-
niu alternatywnych czynnikéw transkryp-
cyjnych sigma [23]. Czynniki te rozpoznaja
inne promotory niz standardowe czynniki,
dzialajace w optymalnych warunkach wzro-
stu. Indukuja one transkrypcje genéw nie-
ekspresjonowanych w normalnych warun-
kach, co prowadzi do wytworzenia bialek
umozliwiajacych bakterii eliminacje czynni-
kéw stresowych badz przeciwdziatanie skut-
kom stresu, w efekcie prowadzac do przy-
wrécenia homeostazy (24). Najlepiej po-
znanym alternatywnym czynnikiem sigma
u L. monocytogenes jest 6® (sigB), aktywowa-
ny w odpowiedzi na niedobér skladnikéw
odzywczych i stres srodowiskowy, taki jak:
wysoka osmolarnos¢, obnizona badz pod-
wyzszona temperatura, niskie pH, wysokie
ci$nienie hydrostatyczne, wysokie stezenie
etanolu czy stres oksydacyjny [23, 25, 26].

Sita osmotyczna Srodowiska jest jednym
z istotnych czynnikéw oddzialujacych na
wzrost bakterii (27). Nagla zmiana jej warto-
$ci, okreslana mianem wstrzasu osmotycz-
nego, wywoluje gwaltowny przeptyw wody
przez blone cytoplazmatyczna w kierunku
zdefiniowanym przez osmolarno$¢ $rodo-
wiska zewnetrznego (28). Z takim stresem
L. monocytogenes spotyka sie w srodowisku
zywnosci oraz w trakcie kolonizacji prze-
wodu pokarmowego. Aby zapobiec nieko-
rzystnemu dzialaniu soli, patogen aktywnie
reguluje przeplyw specyficznych substancji
poprzez blone. Zdolno$¢ bakterii do kumu-
lacji tych substancji decyduje o mozliwosci
przetrwania w warunkach zwiekszonej sily
osmotycznej (29). Odpowiedz na taki rodzaj
stresu przebiega u L. monocytogenes dwu-
etapowo. W pierwszej fazie gromadzone sg
jony potasu i glutaminian, natomiast w fa-
zie drugiej dzialaja substancje organiczne,
takie jak: glicynobetaina czy karnityna (30,
31). L. monocytogenes nie potrafi syntety-
zowac tych substancji i musi je transporto-
wac z otoczenia (32). Najpowszechniejsza
substancja regulujaca cisnienie osmotycz-
ne cytoplazmy bakterii jest glicynobetaina,
obecna w duzych ilo$ciach w roélinach, np.
w burakach cukrowych (31). Zapobiega ona
agregadji bialek, stabilizujac ich rozpuszczal-
nos$¢, a takze zmienia wiasciwosci fizycz-
ne blony, pelniac funkcje osmo- oraz krio-
protektanta (33). Transport glicynobetainy

z otoczenia umozliwiaja L. monocytogenes
dwa transportery: BetL oraz Gbu. Karnity-
na syntetyzowana jest przez ssaki i mikroor-
ganizmy eukariotyczne z lizyny, gdzie stuzy
jako przenosnik kwasow tluszczowych. Jej
transport zapewnia listerii gléwnie OpuC,
uaktywniany w warunkach zwiekszonej
osmolarnoéci oraz w niskich temperaturach.

Procesy obrébki cieplnej stanowia jed-
na z najpowszechniejszych metod redukcji
liczby drobnoustrojéw w trakcie utrwalania
zywnoéci. Wzrost temperatury moze by¢
generowany za pomoca réznego rodzaju
energii, jak: $wiatlo, fale ultradzwiekowe lub
energia mikrofalowa. Wiele struktur komoér-
kowych, a takze rybosomy, kwasy nukleino-
we, niektére enzymy i bialka w pewnych za-
kresach temperatur zachowuja stabilnos¢,
ktéra moze decydowac o cieploopornosci
bakterii (34). Mechanizm cieptoopornosci
nie jest w pelni poznany, wiadomo jednak
ze jest zwigzany z wytwarzaniem przez ko-
morki biatek wstrzasu cieplnego (heat shock
proteins — Hsp), nazywanych tez biatka-
mi opiekuiiczymi (35). Bakterie w warun-
kach wstrzgsu cieplnego zwigkszaja syn-
teze tych bialek, stymulujac w ten sposéb
naprawe bialek zdenaturowanych termicz-
nie. Wysoki poziom Hsp zapewnia jedno-
cze$nie stabilizacje istniejacych polipepty-
déw i unikniecie niewlasciwego faldowania
i agregacji nowo powstajacych biatek (36).
L. monocytogenes posiada trzy klasy genow
indukowanych podwyzszong temperatura,
z ktérych klasa II znajduje sie pod kontro-
la 6® (37, 38). Najlepiej poznanymi biatka-
mi opiekuniczymi, zaangazowanymi w od-
powiedzZ na stres cieplny, sa biatka Dnak,
DnaJ, GroEL oraz GroES (39). Wszystkie te
bialka wspolpracuja ze soba w utrzymaniu
odpowiedniej struktury bialka w wysokich
temperaturach (40). Sygnalem do odpowie-
dzi na wstrzas termiczny jest, najprawdo-
podobniej, kumulacja niesfaldowanych bia-
tek wytworzonych w warunkach podwyz-
szonej temperatury. Biatka DnaK i DnaJ
odpowiedzialne s3 za stabilizacje konfor-
macji niesfaldowanych bialek, natomiast
GroE zapewnia ich prawidlowe faldowa-
nie (41). Biatka GroE i DnaK pomagaja do-
datkowo przetrwac listeriom w warunkach
podwyzszonego cisnienia osmotycznego,
niskich temperatur oraz w obecnosci eta-
nolu w $rodowisku (42, 43). Innym rodza-
jem bialek wstrzasu cieplnego sa biatka Clp
o aktywnosci kazeinolitycznej. Sa one od-
powiedzialne za regulacje proteolizy i pra-
widtowe faldowanie sie biatek (44). Z kolei
proteinaza serynowa HtrA podtrzymuje
wzrost bakterii poprzez degradacje Zle sfal-
dowanych bialek, zgromadzonych podczas
wstrzasu cieplnego (45). Niektore z biatek
wstrzasu cieplnego pomagaja L. monocy-
togenes nie tylko przetrwa¢ w niekorzyst-
nych warunkach, ale takze wplywaja na jej
wirulencje (46, 47, 48).

Kolejnym wyzwaniem dla listerii jest
niskie pH. Zywno$¢ jest zrédlem przede
wszystkim stabych kwaséw, podczas gdy sok
zotadkowy charakteryzuje sie wysokim ste-
zeniem kwaséw nieorganicznych (49). Li-
steria monocytogenes wyksztalcila strategie,
ktére pozwalaja jej pokonad ten rodzaj stre-
su. W warunkach stresu patogen najpierw
musi przywréci¢ homeostaze zapewniaja-
cg stale pH wewnatrz komoérki. Nastepnie
uruchamia produkcje bialek zapobiegaja-
cych uszkodzeniu komoérki lub odpowie-
dzialnych za naprawe uszkodzen (50). Ho-
meostaza moze by¢ przywracana za pomoca
mechanizméw biernych poprzez zwigksze-
nie pojemnosci buforowej cytoplazmy oraz
zmniejszenie przepuszczalnosci blony ko-
morkowej dla protonéw lub za posrednic-
twem mechanizmu aktywnego, przy udzia-
le pompy protonowej (51). Jedna z najwaz-
niejszych strategii, pozwalajacych listerii na
przywrécenie rownowagi kwasowo-zasado-
wej, opiera si¢ na dekarboksylacji amino-
kwaséw (52). Z uwagi na to, ze glutaminian
sodu jest czesto stosowanym dodatkiem
do zywnosci, szczegdlna role w odporno-
$ci L. monocytogenes na ten rodzaj stresu
odgrywa system dekarboksylazy glutami-
nianowej (53). Dzieki pochlonieciu proto-
nu przez glutaminian, towarzyszgcemu jego
przeksztalceniu w kwas gamma—aminoma-
stowy dochodzi do przywrécenia home-
ostazy poprzez wzrost pH cytoplazmy (54).
Z kolei system deiminazy argininowej dzieki
dekarboksylacji argininy umozliwia wytwo-
rzenie w cytoplazmie amoniaku, ktéry wia-
ze proton, przeksztalcajac sie w jon amono-
wy. Reakcja ta dostarcza komdrce réwniez
ATP napedzajace pompe protonowg (55).

Listeria monocytogenes, podobnie jak
wiekszos¢ patogendw przenoszonych przez
zywno$¢, wykazuje ograniczona tolerancje
w stosunku do tlenu. W wyniku ekspozycji
na wysokie lub obnizone ci$nienie tlenu,
dzialania niektérych zwiazkéw chemicz-
nych, pewnych zakreséw promieniowania
oraz procesow metabolicznych towarzy-
szacych fagocytozie wytwarzane sa reak-
tywne formy tlenu. Zaburzenie réwnowa-
gi pomiedzy ich aktywno$cia a mechani-
zmami obronnymi prowadzi do uszkodzen
kwaséw nukleinowych, biatek oraz lipidéw
i okreslane jest mianem stresu oksydacyj-
nego (56). W komoérce L. monocytogenes
funkcjonuje kilka mechanizméw, ktére
chronia ja przed dzialaniem reaktywnych
form tlenu. Kluczowa role w ich degradacji
odgrywaja dwa enzymy: dysmutaza ponad-
tlenkowa oraz katalaza. Dysmutaza odpo-
wiedzialna jest za konwersje rodnika po-
nadtlenkowego do nadtlenku wodoru, kt6-
ry nastepnie jest rozkladany przez katalaze,
chronigc bakterie przed skutkami dziata-
nia tych czynnikéw (57). Stwierdzono, iz
zetkniecie bakterii z subletalnymi dawka-
mi czynnikéw stresowych moze inicjowa¢
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odpowiedz prowadzaca do wzrostu opor-
nosci patogenu na kolejne dawki tych czyn-
nikéw (58, 59). W bakteriach, ktére przezy-
waja stres moze dochodzi¢ takze do wzro-
stu wirulencji. Czynnik sigma B reguluje
bowiem transkrypcje genu kodujacego hy-
drolaze soli z6lciowych, utatwiajaca kolo-
nizacje jelita, a takze genéw kodujacych
internaliny, umozliwiajacych wnikanie do
komérek eukariotycznych (62). Dodatko-
wo sigma B wplywa na ekspresje PrfA, klu-
czowego czynnika regulatorowego, odpo-
wiedzialnego za kontrole ekspresji biatek
odpowiadajacych za ucieczke z fagosomu
oraz przemieszczania sie patogenu w kie-
runku sasiednich komérek (60, 61). Wy-
nika z tego, iz posiadanie skuteczniejszych
mechanizméw odpowiedzi na stres moze
wiazad sie ze zwiekszona wirulencjg nie-
ktérych szczepdw L. monocytogenes (63).

Biorac pod uwage fakt, ze L. monocytoge-
nes wykazuje znaczng opornos¢ na czynni-
ki srodowiska, jak: niska temperatura, niskie
pH czy wysokie stezenie soli, wydaje sie, iz
opracowywanie nowych procedur utrwala-
nia zywnosci, zwlaszcza takich, ktére prze-
widuja zastosowanie subletalnych dawek
$rodkéw redukeji mikroorganizméw, po-
winno uwzglednia¢ nature tego patogenu.
Dlatego tez istotne jest, aby metody utrwala-
nia zywnosci skutecznie redukowaly liczeb-
nos¢ L. monocytogenes, nie pozwalajac na in-
dukcje mechanizméw odpowiedzi na stres.
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