STRESZCZENIE

Potencjal infekcyjny oraz wrazliwos$¢ na substancje przeciwdrobnoustrojowe szczepow Listeria spp.

wyizolowanych z ryb

Zanieczyszczenie zywnos$ci bakteriami z rodzaju Listeria stanowi istotny problem
w zakresie bezpieczenstwa zywnos$ci oraz zdrowia publicznego, szczegolnie w kontekscie
produktow spozywczych nie poddawanych obrobcee termicznej. Wsrodd Listeria spp. szczegdlne
znaczenie przypisuje si¢ Listerii monocytogenes, bedacej czynnikiem etiologicznym listeriozy
— choroby odzwierzecej charakteryzujacej si¢ wysokim wskaznikiem hospitalizacji
1 $miertelnosci w grupach podwyzszonego ryzyka. Ryby i produkty rybne moga stanowic¢
istotne ogniwo transmisji Listeria spp. w tancuchu zywnosciowym, poniewaz srodowisko
wodne sprzyja ich utrzymywaniu si¢ 1 rozprzestrzenianiu. Jednoczesnie, coraz wigksze obawy
budzi zjawisko opornosci na substancje przeciwdrobnoustrojowe obserwowane wsrod bakterii,
réwniez Listeria spp., ktore moze prowadzi¢ do ograniczenia skutecznosci terapii zakazen oraz
sprzyja¢ szerzeniu si¢ gendw opornosci pomiedzy drobnoustrojami.

Dane dotyczace wystgpowania opornosci na srodki przeciwdrobnoustrojowe,
potencjatu wirulencji oraz wlasciwosci cytotoksycznych bakterii Listeria spp. izolowanych
z surowych ryb dostgpnych na rynku polskim pozostaja ograniczone. Celem przeprowadzonych
badan byta kompleksowa charakterystyka izolatow Listeria spp. pozyskanych z surowych ryb
pochodzacych z r6znych srodowisk wodnych na terenie péinocnej Polski, obejmujacych ocene
prewalencji, profili opornosci na $rodki przeciwdrobnoustrojowe wraz z detekcja genow
opornosci, gendw wirulencji, przynaleznosci do serogrup, zdolnosci do tworzenia biofilmu oraz
aktywnosci cytotoksycznej. Badania stanowily probe oceny zagrozen zwigzanych z obecnos$cig
bakterii Listeria w surowych rybach oraz okreslenia ich wrazliwosci na substancje
przeciwdrobnoustrojowe, cech mogacych wptywa¢ na ich przezywalno$¢ oraz zdolno$¢
kolonizacji $srodowiska produkcji zywnosci.

Materiat badawczy stanowilo 750 prébek surowych ryb pochodzacych z réznych
srodowisk wodnych potnocnej Polski, obejmujacych zbiorniki stodkowodne z woda zaréwno
przeptywowa jak 1 stojaca, oraz akwen Morza Battyckiego. Izolacje Listeria spp.
przeprowadzono zgodnie z procedura opisana w normie PN-EN ISO 11290-1:2017-07:
Mikrobiologia tancucha zywno$ciowego — Horyzontalna metoda wykrywania i oznaczania
liczby Listeria monocytogenes iinnych Listeria spp. — Czg$¢ 1: Metoda wykrywania. Uzyskane
izolaty poddano identyfikacji gatunkowej, a nastgpnie szczegdlowej analizie fenotypowej

i molekularnej. Wrazliwo$¢ na $rodki przeciwdrobnoustrojowe oceniono metoda dyfuzyjno —



krazkowa z wykorzystaniem panelu substancji przeciwdrobnoustrojowych reprezentujacych
rézne grupy terapeutyczne. RoOwnoczesnie przeprowadzono analiz¢ wystepowania genow
zwigzanych z oporno$cig na $rodki przeciwdrobnoustrojowe z zastosowaniem fancuchowej
reakcji polimerazy (PCR). W celu okreslenia potencjalu patogennego badanych szczepow
wykonano analiz¢ obecnosci genow wirulencji obejmujacych kluczowe determinanty zwigzane
z inwazja, przezywaniem wewnatrzkomérkowym oraz rozprzestrzenianiem si¢ bakterii
w organizmie gospodarza. W przypadku izolatow L. monocytogenes przeprowadzono réwniez
genoserotypowanie, umozliwiajace okreslenie przynaleznosci tych szczepow do serogrup
majacych znaczenie epidemiologiczne. Potencjal do kolonizacji $rodowiska produkcji
zywnosci okre§lono na podstawie zdolnos$ci do wytwarzania biofilmu wykorzystujac metody
jakosciowe 1 ilosciowe wraz z detekcja genu odpowiedzialnego za jego formowanie (/uxS).
Uzupehieniem badan byfa ocena potencjalu cytotoksycznego izolatdw Listeria spp. in vitro
z wykorzystaniem linii komorek eukariotycznych. Takie wielokierunkowe podejscie badawcze
pozwolito na kompleksowa charakterystyke badanej populacji Listeria spp.

W wyniku przeprowadzonych analiz Listeria spp. wyizolowano lacznie 104 izolaty, co
stanowitlo prewalencje na poziomie 13,9%. Ws$réd badanych szczepdéw najliczniej
reprezentowane bylty L. seeligeri (34,6%) oraz L. welshimeri (28,8%), natomiast
L. monocytogenes 1 L. innocua stanowity odpowiednio 23,1% i 13,5% wszystkich izolatow.
Fenotypowa ocena wrazliwosci na $rodki przeciwdrobnoustrojowe wykazata powszechng
oporno$¢ na oksacyling, obserwowang we wszystkich badanych izolatach. Bardzo wysoki
poziom opornosci stwierdzono rowniez wobec cefotaksymu, klindamycyny, cefoksytyny,
ryfampicyny oraz trimetoprimu z sulfametoksazolem. Szczegolnie niepokojacym wynikiem
bylo wykazanie opornosci wielolekowej u niemal wszystkich badanych izolatow, przy czym
wszystkie izolaty L. monocytogenes spelialy kryteria szczepoéw wielolekoopornych. Izolaty
tego gatunku charakteryzowaly sie catkowita oporno$cia na meropenem, cefoksytyng,
cefotaksym, ryfampicyne oraz trimetoprim-sulfametoksazol, a ponadto wykazywaly wysokie
poziomy opornosci wobec cyprofloksacyny, klindamycyny, tetracykliny, erytromycyny,
benzylopenicyliny 1 nitrofurantoiny. Analiza molekularna potwierdzita obecno$¢ genow
zwigzanych z oporno$ciag na S$rodki przeciwdrobnoustrojowe, sposrdéd ktorych najczesciej
identyfikowano blaTEM, a takze ampC 1 ereB. Uzyskane wyniki wskazuja na szerokie
rozpowszechnienie cech opornosci wsrdd bakterii Listeria zwiazanych ze S$rodowiskiem
wodnym oraz produktami rybnymi. Jednoczes$nie wysoka czgstos¢ wystepowania szczepow
wielolekoopornych sugeruje mozliwo$¢ utrzymywania si¢ presji selekcyjnej w srodowisku

wodnym oraz potencjalnego udziatlu tych ekosysteméw w rozprzestrzenianiu determinant



opornosci. Przeprowadzone badania dostarczyly rowniez danych dotyczacych zréznicowania
gatunkowego populacji Listeria obecnych w surowych rybach, wskazujac, ze obok gatunku
patogennego istotny udzial maja rdwniez gatunki tradycyjnie uznawane za niepatogenne lub
oportunistyczne.

Analiza potencjalu wirulencji wykazala wyrazne réznice pomiedzy badanymi
gatunkami. Izolaty L. monocytogenes charakteryzowaly si¢ obecnos$cig licznych determinant
wirulencji zwigzanych z patogeneza zakazen. Wigkszos¢ szczepdw posiadata kompletng Wyspe
Patogennosci Listerii 1 (LIPI-1), a wszystkie izolaty zaklasyfikowano do serogrupy 1/2a, 1/2c,
3a, 3c. Wsrod szczepdw L. monocytogenes powszechnie wystepowaty geny plcA, hlyA, mpl,
inlA, inlC oraz inlJ, a geny prf4 1 actA identyfikowano u zdecydowanej wigkszosci izolatow.
Rowniez gen iap wystepowal z wysokg czgstoscig. Pozostate gatunki Listeria wykazywatly
obecnos$¢ jedynie wybranych genow wirulencji, gtéwnie plcA 1 mpl, nie posiadajac pelnego
zestawu determinant charakterystycznych dla L. monocytogenes. Potencjal wirulencji izolatow
L. monocytogenes zostal dodatkowo potwierdzony na poziomie fenotypowym, poniewaz
aktywnos$¢ cytotoksyczng wobec czterech eukariotycznych linii komorkowych obserwowano
wylacznie utego gatunku. Szczepy L. innocua, L. seeligeri oraz L. welshimeri nie wykazywaly
aktywnosci cytotoksycznej pomimo obecnosci pojedynczych gendw zwigzanych z wirulencja.

Zdolno$¢ do tworzenia biofilmu stanowita ceche wiekszosci badanych izolatow.
W badaniach ilosciowych ponad dwie trzecie izolatow wykazalo zdolno§¢ do formowania
biofilmu, co wskazuje na szerokie rozpowszechnienie tej wlasciwosci wsrod bakterii Listeria
obecnych w surowych rybach. Analiza genu /uxS wykazala jego obecnos¢ jedynie u czesci
izolatow, jednak nie stwierdzono istotnej zalezno$ci pomigdzy obecno$cig tego genu
a zdolnos$cig do tworzenia biofilmu.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze surowe ryby moga stanowi¢ zrodlo szczepoéw
L. monocytogenes posiadajacych jednoczesnie liczne determinanty wirulencji, wysoki poziom
opornosci na srodki przeciwdrobnoustrojowe oraz zdolnos$¢ do utrzymywania si¢ w srodowisku
dzigki tworzeniu biofilmu. Jednoczes$nie obecno$¢ innych gatunkéw Listeria wyposazonych
w wybrane geny zwigzane z wirulencjg 1 zdolnoscig adaptacji Srodowiskowej podkresla
potrzebe analizowania calego rodzaju Listeria w badaniach dotyczacych bezpieczenstwa
zywnosci. Wyniki badan wiasnych dostarczyly kompleksowej charakterystyki populacji
Listeria spp. izolowanych z surowych ryb w potocnej Polsce, obejmujacej ocene ich
wystepowania, opornosci na S$rodki przeciwdrobnoustrojowe, potencjatu  wirulencji,

aktywnosci cytotoksycznej oraz zdolnosci do tworzenia biofilmu.



