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Listeriosis — pathogenicity, a food safety perspective

Summary

Human listeriosis has been recognized for a long time but the presence of Listeria monocytogenes in many
food products and the illnesses resulting from their consumption were revealed rather recently. The illness
is considered by some to be an oportunistic disease and healthy individuals may not develop symptoms or
show only a mild enteric form of outbreak. However, it is highly fatal (30-40%) to fetuses, newborn infants,
pregnant women and immunocompromised people. In addition, its ability to grow in foods at refrigerator
temperature helps the organism multiplicate from a low initial content to an infective dose level during
storage. The likelihood that L. monocytogenes will invade intestinal tissue depends on a number of factors,
including the number of organisms consumed, host susceptibility and virulence of the specific isolate. New
data on the mechanism of pathogenicity and the role of some genetic determinants of the pathogen virulence
are discussed. More attention was given to ¢® factor, that functions as a central regulator of the stress response
in L. monocytogenes. A mechanistic understanding of the activation process and assessment of its regulon can
provide tools for pathogen control and inactivation in food production.

Keywords: L. monocytogenes, pathogenicity, genetic determination, factor ¢®

Listerioza jest zoonoza, ktora coraz czgsciej stwier-
dzana jest w spoleczenstwach industrialnych (13, 18,
28, 33). Wywoluje ja Listeria monocytogenes, we-
wna;crzkomorkowy patogen przenoszony droga pokar-
mowa. Najczgsciej powodem zakazen sa takie produk-
ty, jak: surowe mleko, sery migkkie dojrzewajace, su-
rowe warzywa, s'mietana, surowe fermentowane kiel-
basy, migso drobiu, wg¢dzone ryby oraz mrozonki. Pro-
dukty te sa zwykle przechowywane w lodéwce, co
sprzyja namnazaniu si¢ psychrotroficznego zarazka.
Listeria monocytogenes moze przezywa¢ w roznych
niesprzyjajacych warunkach srodowiskowych, takich
jak: niskie temperatury, niskie pH, podwyzszone kon-
centracje soli, moze tez tworzy¢ trudne do usunigcia
biofilmy (13, 21). Dawka infekcyjna zarazka nie jest
znana 1 prawdopodobnie rdzni si¢ zaleznie od szczepu
oraz indywidualnej odpornos$ci orgamzmu gospodarza.
Analiza infekcji powodowanych spozyciem Surowego
lub wadliwie pasteryzowanego mleka sugeruje, ze
u wrazliwych os6b wprowadzenie do organizmu okoto
1000 komorek tych bakterii mogtlo juz inicjowac inwa-
zje nabtonka jelitowego i zachorowania (13, 18).

Listeria monocytogenes jest czynnikiem etiologicz-
nym groznych infekcji u ludzi, takich jak: zapalenie
zotadka i jelit, zapalenie opon mozgowych, posocznica
oraz ronienia i posocznice noworodkéw. Mimo po-

wszechnej ekspozycji srodowiskowej na zarazek, za-
chorowania Europejczykow nie sa czgste i mieszcza
si¢ migdzy 0,3 a 7,5 przypadkami na 1 milion miesz-
kancow. Mimo niewielkiej zapadalnosci dla 20-30%
chorych choroba konczy si¢ Smiertelnie (4, 13, 42). Za-
chorowania dotycza zwykle okreslonych grup ryzyka,
takich jak: osoby z obnizonym stanem odpornosci (no-
siciele HIV, kobiety w ciazy, noworodki, pacjenci po
przeszczepach 1 z choroba nowotworowq). Wystapie-
nie choroby zalezy od stopnia kontaminacji produktow
zywnosci 1 od zrdznicowanej patogennosci poszczegol-
nych szczepow zarazka (5, 19, 34, 42). Listerioza, mimo
ze znacznie rzadziej, stwierdzana jest rowniez u ludzi
z pelna kompetencja immunologiczna. Zatem takze inne
czynniki poza stanem odporno$ci musza mie¢ wptyw
na rozw9j infekcji (23).

Cigzkie (inwazyjne) przypadki listeriozy manifestu-
ja si¢ objawami posocznicy, zapaleniem mozgu i opon
moézgowych oraz wewnatrzmacicznymi infekcjami
u cigzarnych kobiet. Zakazenia Wewnqtrzmac1czne cze-
sto prowadza do spontanicznych poronien w drugim
lub trzecim trymestrze ciazy, lub martwych urodzen.
Jednym z czynnikdéw sprzyjajacych infekcji jest cha-
rakterystyczna dla ciazy inhibicja komoérek NK w to-
zysku (35). U przezywajacych noworodkow rozwija si¢
posocznica lub zapalenie mézgu 1 opon mozgowych,
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ktérych nastepstwem sa niekiedy opoznienia w rozwo-
ju. U dorostych infekcje zwykle przebiegaja bez obja-
wow lub przypominaja fagodne postacie grypy z umiar-
kowana goraczka, bolem brzucha i biegunka. Choroba
mija po kilku dniach, ale siewstwo zarazka utrzymuje
si¢ zwykle u ozdrowiencéw przez rézny okres. Obja-
wy gastroenteritis (nudno$ci wymioty, biegunka) moga
niekiedy poprzedzac¢ rozwdj cigzszych form klinicznych
listeriozy. Okres inkubacji takich przypadkéw wynosi
od kilku dni do trzech tygodni, podczas gdy symptomy
jelitowe towarzyszace lagodnej grypie pojawiaja si¢
zwykle juz po 12 godzinach od wniknigcia zarazka (13,
33).

Mechanizm patogenezy listeriozy

Infekcje poczatkuje inwazja komoérek nablonka jeli-
towego, podczas ktorej nastgpuje enkapsulacja zarazka
przez enterocyty, komorki nie posiadajqce zdolnosci
fagocytozy (14). W proces ten zaangazowane sa biatka
wystepujace na powierzchni komorki Listeria monocy-
togenes, takie jak: internaliny A i B (InlA, InlB) oraz
biatko Ami, amidaza, posredniczaca w adhezji zarazka
do kom(')rek eukariotycznych (29, 43). Interakcja InlA
z receptorami kadheryny E (czasteczki adhezyjne ko-
morek gospodarza) tacznie z mobilizacja aktyny ini-
CJu]e enkapsulaqq zarazka. Interleukina B z kolei re-
aguje z r6znymi ligandami na komorkach zywiciela, co
w rezultacie umozliwia zarazkowi wnikanie nie tylko
do komorek nabtonka i srodbtonka, ale takze do hepa-
tocytow oraz fibroblastow (II-11, 15, 26, 21). Po en-
kapsulacji drobnoustroje uwalniaja si¢ z wakuoli dez-
integrujac jej Sciang poprzez interakcje listeriozyny O
(LLO), hemolizyny kodowanej przez gen hly oraz fos-
folipazy B (PIcB). Uwolnione zarazki moga wigc na-
mnazac si¢ w cytozolu komorki. Za sprawa kolejnego
powierzchniowego biatka ActA pobudzaja polimery-
zacjg aktyny w komorkach gospodarza, wykorzystujac
jej widkienka do poruszania si¢ i migracji w kierunku
sasiedniej komorki. Widkienka aktyny, gromadzac sig
przy jednym z biegunéw komorki zarazka, tworza ro-
dzaj ogona, okreslanego mianem ,.komety listeryjne;”
(33, 38). Polimeryzacja aktyny i przylaczanie kolejnych
wlokienek do tworzacej si¢ komety kieruje zarazki
w strong btony cytoplazmatycznej zakazonej komorki.
Kontakt z ta btona jest sygnatem do syntezy listeriopo-
didw, inicjujacych internalizacj¢ zarazkoéw w wakuoli
utworzonej z dwu bton komérkowych sasiadujacych
enterocytow (38). Niski odczyn pH $rodowiska waku-
oli aktywuje listeriozyng O, ktora wraz z fosfolipaza
doprowadza do lizy jej $ciany i uwolnienia listerii do
cytoplazmy, gdzie powtarzaja swoj cykl zyciowy. Wy-
korzystujac opisany mechanizm zarazek moze poko-
nac¢ barierg jelitowa i1 droga limfy dotrze¢ do we¢ziow
chtonnych krezkowych, z ktérych naczyniami limfatycz-
nymi i krwiono$nymi moze przedostac si¢ do watroby
i $ledziony a nastepnie wnika¢ do komorek watroby
1 $srédbtonka naczyn (28, 33, 42). Zarazki przezywaja-
ce w wyspecjalizowanych komorkach fagocytarnych
(makrofagi, monocyty, leukocyty obojetnochtonne, ko-
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morki dendrytyczne) sa wraz z nimi przenoszone do
roznych tkanek i narzadéw (13, 33). Wykazano, ze in-
wazja hepatocytow przez Listeria monocytogenes jest
istotnym elementem rozwoju systemowych infekcji or-
ganizmu, Jakk01W1ek decydujch dla tego rozwoju jest
zdolnos¢ przezywania 1 namnozenia si¢ zarazka w ko-
morkach fagocytarnych (15, 16). W konsekwencji wias-
ciwosci wirulentne Listeria monocytogenes umozliwiaja
jej pokonanie trzech waznych barier organizmu amia-
nowicie: blony sluzowej jelit, bariery naczyn krwionos-
nych w mozgu oraz bariery fozyskowej, W konsekwen-
cji prowadzi to do wystapienia specyficznych sympto-
mow ze strony zaatakowanych narzadow, a czgsto tak-
ze do posocznicy. Postep dokonany w ostatnich latach
W rozpoznaniu na poziomie molekularnym zaré6wno
czynnikdéw wirulencji zarazka, jak 1 ich roli w rozwoju
infekcji, umozliwit zrozumienie wielu mechanizméw
patogenezy listeriozy, jakkolwiek nadal pozostaje wie-
le niewiadomych.

Determinacja genetyczna patogenezy

Zidentyfikowano szereg genow uczestniczacych
w poszczeg6lnych etapach infekcji Listeria monocyto-
genes (8,9, 41). Wigkszos$¢ z nich tworzy pojedynczy
klaster na chromosomle drobnoustroju, a ich ekspresja
jest regulowana przez gen prfA (6). Mutacja w zakre-
sie tego genu skutkuje zarowno ograniczeniem ekspre-
sji kilku waznych dla wirulencji zarazka genow, jak i re-
dukcja patogennosci dla zwierzat laboratoryjnych oraz
hodowli tkankowych (6). Kolejne badania wykazaty ze
ekspresja kilku gendw (inlA, bsh) kontrolujacych syn-
tezg istotnych dla rozwoju infekcji biatek (internaliny
A oraz enzymu hydrolazy soli Zokn) regulowana jest
nie tylko przez gen prfA, ale réwniez przez gen sigB
(24, 44). Biatkowy produkt tego genu czynnik sigma B
(o®) jest syntetyzowany w odpowiedzi na niekorzystne
dla drobnoustroju warunki srodowiskowe (stres), np.
niski odczyn pH, niskie temperatury, szok osmotyczny,
niedobory sktadnikow odzywczych (2, 12, 30). Zada-
niem biatka c® jest regulacja ekspresji odpowiedzi drob-
noustroju na wystgpujace czynniki stresu, umozliwia-
Jac mu przezycie w tych warunkach. Tak wiqc stres Sro-
dowiskowy aktywuje syntez¢ czynnika o®, co prowa-
dzi do wzmozonej transkrypcji genow kontrolujqcych
ekSpI'CSJQ czynnikéw umozliwiajacych zarazkowi prze-
zywanie zotadkowo-jelitowego stadium infekc;ji, takich
jak: gadA (niskie pH), opuCA (wspoétudziat w koloni-
zacji nabtonka jelitowego) czy bsh (hydroliza zotci) (3,
24, 37).

Wedlug najnowszych badan, patogeny jelitowe moga
w sposob skoordynowany regulowac transkrypcje ge-
néw kontrolujacych ekspresj¢ odpowiedzi zarazka na
czynniki stresu srodowiskowego z transkrypcja genow
determinujacych synteze jego czynnikoéw wirulencji
(22). Zgodnie z ta hipoteza, ekspresja genow odpowie-
dzialnych za przezywanie w $rodowisku przewodu po-
karmowego (bsh, gadA) oraz za adherencj¢ i inwazje
komorek gospodarza (opuCA, inlA, inlB) moze by¢ re-
gulowana samodzielnie przez biatko PrfA lub o® albo
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przez oba te biatka tacznie. Dzigki tej skoordynowanej
transkrypcji na poczatku infekcji, podczas jej Zolqdko-
wo-jelitowego stadium, nastgpuje ekspresja gendw za-
leznych od biatka ¢ (1n1A bsh, opuCA), umozliwiaja-
cych zarazkowi przetrwanie w tym srodowisku (niskie
pH, sole z6lci). Poprzedza ona syntezg biatka PrfA, kto-
re kontroluje ekspresje genow odpowiedzialnych za we-
wnatrzkomorkowe przezywanie 1 wzrost Listeria mo-
nocytogenes (plc, hly, actA). Jest mozliwe, uwzgled-
niajac wspolny region promotorow tych gendw, ze trans-
krypcja sigB w odpowiedzi na sygnaty srodowiskowe
przygotowuje tez transkrypcj¢ prfA, do ktérej docho-
dzi juz podczas inwazji komorek gospodarza. Momen-
tem stymulujacym rozpoczecie transkrypcji prfA moze
by¢ indukowana przez biatko OpuCa adherencja zarazka
do komorek nabtonka jelitowego (32). W rezultacie,
po inwazji do wnetrza komorki nabtonka zarazek po-
siada juz biatko PrfA, ktore kontroluje ekspresj¢ jego
gendéw wirulencji, umozliwiajacych mu wewnatrzko-
morkowe przezywanie. Porownujac wyniki badan eks-
presji genow wirulencji Listeria monocytogenes \u szcze-
pow dzikich i ich mutantéw z delecja sigB 1 prfA wy-
odregbniono geny, ktorych ekspresja zalezy zar6wno od
PrfA, jak i 6® (opuCA, bsh, inlA), geny transkrybowa-
ne wylacznie przez PrfA (plcA, hly, actA) oraz wylacz-
nie przez o® (hfq) (22). Produkt genu hfq (biatko Hfq)
odgrywa istotna regulacyjna role w indukcji tolerancji
na stres u bakterii Gram-ujemnych (39). Ostatnio wy-
stgpowanie i podobng aktywno$¢ tego czynnika, jesli
idzie o neutralizacjeg stresu, jaki wywierany jest na za-
razek przez srodowisko przewodu pokarmowego, wy-
kazano takze u Listeria monocytogenes (7).

Zroznicowanie patogennosci szczepow
L. monocytogenes

Analizujac genetyczne determinanty zjadliwosci Lis-
teria monocytogenes wykazano istotne réznice w ich
ekspresji u szczepdw pochodzacych z roznych Zrddet.
Szczepy wyosobnione z przypadkow klinicznych za-
kazen u ludzi, z produktéw zywnosci, z srodowiska
naturalnego czy roznych form klinicznych listeriozy
u zwierzat roznity si¢ potencjalna chorobotworczoscia
oraz reakcja na niekorzystne warunki srodowiskowe (2,
10, 12,27, 40, 45). Wlasciwosci te moga miec tez zwia-
zek z antygenowym zrdznicowaniem drobnoustroju,
stwierdzono bowiem, ze sposrdd 13 chorobotworczych
dla cztowieka serotypow Listeria monocytogenes sero-
typy 4b, 1/2a 1 1/2b najczesciej powoduja zachorowa-
nia u ludzi (13, 45). Wiedmann i wsp. (45) w wyniku
sekwencjonowania i analizy alleli genéw wirulencji
posiadanej kolekcji szczepow Listeria monocytogenes
wyodrebnili w nich podtypy w oparciu o ich zrdznico-
wana chorobotworczo$¢. Stwierdzili bliskie powino-
wactwo wszystkich szczepow pochodzacych z infekcji
jelitowych oraz z nielicznych zakazen systemowych
u ludzi a takze kilku u zwierzat. Jednak wigkszo$¢ szcze-
pow zwierzgeych z tej grupy rdznita si¢ od poprzed-
nich, co zdecydowato o ich wyodrebnieniu. Trzecia gru-
pe stanowity szczepy pochodzace wytacznie od zwie-
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rzat, stad autorzy sugeruja, ze sa one patogenne przede
wszystkim dla zwierzat. Jak dotad jednak nie wykaza-
no, aby pochodzenie szczepoéw w sposob jednoznaczny
determinowalo roéznice w ich wirulencji. Werbrouck
1 wsp. (43), poréwnujac fenotypowe rdznice wirulen-
cji, szczepow wyosobnionych z przypadkow klinicz-
nej listeriozy u ludzi 1 pochodzacych z innych Zrédet
(zywnos¢, srodowisko), stwierdzili wigksza aktywnos$¢
inwazyjna u tych ostatnich w stosunku do komorek
nablonka jelitowego i hepatocytéw. Szczepy te takze
przewyzszaly poziomem ekspresji inlA 1 inlB oraz in-
dukcji prozapalnych cytokin (IL-8) szczepy kliniczne.
Z kolei brak réznic w chorobotworczos$ci dla zwierzat
doswiadczalnych oraz zdolnosci inwazji réznych linii
komorek stwierdzono u szczepéw wyosobnionych
z produktow zywnosciowych i systemowych infekcji
u ludzi (28, 42) Zatem wystepujace roznice w ekspre-
Sjl pomigdzy roznym1 czynnlkaml wirulencji u szcze-
pow pochodzacych z zywnosci i izolatami klinicznymi
niekoniecznie musza odzwierciedla¢ ich odmienna cho-
robotworczos¢, ale moga by¢ wynikiem adaptacji drob-
noustroju do bytowania w r6znych niszach ekologicz-
nych.

Podsumowanie

Dla wielu patogenow zdolno$¢ neutralizacji czynni-
kow stresu srodowiskowego pozostaje w bezposrednim
zwiazku z ich patogennos$cia. Waznym regulatorem
odpowiedzi na stres u Gram-dodatnich bakterii sa czyn-
niki Sigma (17). Jeden z nich, czynnik 6® w istotnym
stopniu uczestniczy w rozwoju infekcji Listeria mono-
cytogenes u ludzi i zwierzat, jakkolwiek nie u wszyst-
kich szczepdw ta jego aktywnos¢ _]est w jednakowym
stopniu ujawniana. Istnieja bowiem roznice migdzy se-
rotypami, a nawet poszczegdlnymi szczepami we wraz-
liwosci na rozmaite czynniki stresu srodowiskowego.
Wykazano je takze w badaniach chorobotworczosci dla
zwierzat do§wiadczalnych szczepow z delecja genu sigB
(44). Generalnie jednak, w podobnych badaniach prze-
prowadzonych na r6znych liniach komérkowych w ho-
dowlach in vitro, inwazyjnos¢ szczepow delecyjnych zwy-
kle byta zdecydowanie nizsza od wyjsciowych (24, 30).

Niemniej jednak aktualny stan wiedzy potwierdza
istotng rolg czynnika 6® w inicjowaniu infekcji przez
patogenne szczepy Listeria monocytogenes. Mozna sig
zatem zastanawiac, czy wiedza ta moze znalez¢ prak-
tyczne zastosowanie, szczego6lnie majac na wzgledzie
pokarmowa drogg transmisji zarazka oraz wzrastajace
preferencje konsumentow do spozywania produktéw jak
najmniej przetworzonych, o wtasciwosciach zywnosci
naturalnej. W tej sytuacji niezwykle istotnym jest eli-
minacja patogennych drobnoustrojow z produktéw fi-
nalnych, do ktorych moga one wnikaé w trakcie proce-
su przetwarzania i obrotu. W ich skutecznej kontroli
moze by¢ wykorzystywana wiedza z zakresu genomi-
ki, ktora dostarcza precyzyjnych danych odnosnie do
mozhwosc1 wplywania na kinetykg rozwoju patogenow
zywno$ciowych oraz ograniczania ekspresji ich czyn-
nikoéw wirulencji (1). Dotyczy to w szczegdlnosci czyn-
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nika o®, ktory rozpoznaje specyficzne sekwencje kon-
trolujace wyspecjalizowane regulony, aktywowane pod-
czas ekspozycji drobnoustroju na stres srodowiskowy.
Jego aktywacja moze prowadzi¢ do znaczacego wzro-
stu tolerancji zarazka na niekorzystne warunki srodo-
wiskowe, np. srodowiska przewodu pokarmowego.
Dlatego jej nasilenie mogloby informowa¢ o zmianach
oporno$ci/wrazliwos$ci szczepdéw dokonujacej si¢ pod
wpltywem zmieniajacych si¢ warunkéw procesu tech-
nologicznego czy stosowanych technik utrwalania zyw-
nosci. Wiedza z zakresu ro6znych aspektow tej aktywa-
cji moglaby by¢ wykorzystywana w tych procesach tak,
aby kolejne ich etapy nie tylko nie sprzyjaty zwigksza-
niu tolerancji na stres, a wregcz powodowaly jej supre-
sj¢, co w konsekwencji prowadziloby do tatwiejszej
eliminacji zarazkow z produktow finalnych. Jest to tym
bardziej znacza@e ze w ostatnich latach udowodniono
udziat czynnika ¢® nie tylko w regulac_]l odpowiedzi na
stres, ale takze w procesach roznicowania si¢ komorki,
takich jak tworzenie biofilméw czy sporulacja (3 6).
Wszystko to potwierdza jego kluczowa rolg¢ w eko-
fizjologii Listeria monocytogenes, a w konsekwencji
w tworzeniu mozliwosci przezywania tego zarazka tak-
ze w warunkach przemystowej produkcji zywnosci. Za-
tem poszukiwanie drog supresp jego aktywnos$ci moze
w istotnym stopniu ograniczy¢ potencjalne zagrozeme
powodowane przezywaniem listerii w Zywnosci.
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