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1. WSTEP
1.1. Ogoélne wiadomosci o Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes jest mata Gram-dodatnig, niezarodnikujaca,
niekwasooporng, wzglednie beztlenowa pateczkg o zaokrgglonych biegunach.
Bakteria ta zostata wyizolowana pierwszy raz z watroby krélika w Szwecji w 1911
roku (Miller i wsp., 1990). W 1924 roku Murray doktadnie opisat te drobnoustroje
i nadat im nazwe ,Bacterium monocytogenes”. W 1927 roku nazwe zmieniono na
,Listerella monocytogenes” na czes¢ Lorda Josepha Listera tworcy antyseptyki
(1827-1912). W 1929 roku stwierdzono ich patogennos¢ dla ludzi. W 1940 roku
nazwe ponownie zmieniono na ,Listeria monocytogenes” (MSU internet page 2002).
Nazwa gatunkowa ,monocytogenes” pochodzi od wzrostu ilosci monocytéw we krwi
w trakcie rozwoju zakazenia (Bell i wsp., 1998). Dlugos¢ komoérek waha sie od 1pum
do 2um a szeroko$¢ siega 0,5um. Zazwyczaj nie wytwarza otoczki, jest urzesiona,
lecz typ urzesienia nie zostat ostatecznie wyjasniony. Niektére szczepy mogg rosnac
w postaci diugich pateczek, o dtugosci od 5um do 7um, czasami listerie tworzg
krotkie tancuszki lub rosng w postaci owalnych ziarniakéw (Kedzia i wsp., 1974).

Listeria monocytogenes jest mikroorganizmem bardzo tatwo adoptujgcym sie
w $rodowisku. Wzrost tego drobnoustroju zachodzi w szerokim zakresie temperatur
od 2°C do 45°C (Bayles i wsp., 1996). Jest on w stanie wytrzymaé znaczne
zasolenie $rodowiska dochodzace do 30% (Doyle i wsp., 1997) przy temperaturze
-0.1°C (Smith, 1996, Wemekamp-Kamphuis i wsp., 2002), za$ rozwija sie przy
koncentracji NaCl do 10% (Chodorowska i wsp., 2002, Wemekamp-Kamphuis
i wsp., 2002). Drobnoustroje tego gatunku nie ging w czystej soli kuchennej po
przechowywaniu przez 150 dni w temperaturze 22°C (Gnuanou Besse i wsp., 2000).
Bakteria ta toleruje stosunkowo niskie pH: jest w stanie przetrwac pH 3,5 po
uprzedniej adaptacji w pH 5,5 (O'Disccoll i wsp., 1996). Listeria monocytogenes
wykazuje zdolno$¢ ruchu w temperaturze 20°C-25°C (Holt i wsp., 1994) poniewaz
tylko w tym zakresie temperatur wytwarzane sg rzeski.

Napotkawszy sprzyjajgce warunki w makroorganizmie, np.: stan zachwiania
odpornoéci ustroju, uszkodzenie tkanek przez inne czynniki, Listeria monocytogenes
namnaza sie i wywotuje ciezkie schorzenia okreélane mianem listeriozy. Listeria

monocytogenes rozwija si¢ wewnatrz makrofagow, monocytow i granulocytow



obojetnochtonnych. Komoérki te maja za zadanie eliminacje drobnoustrojow
z organizmu, jednak Listeria monocytogenes nie podlega temu procesowi gdyz
rozwineta mechanizm zapobiegajgcy jej niszczeniu (Furowicz 1992, Braun 1998).
Pateczki listerii dostajg sie do organizmu ludzi i zwierzat najczesciej drogag
pokarmowg (ponad 30% przypadkoéw), rzadziej przez tozysko, spojowki, uszkodzong
skore, drogi oddechowe, w czasie stosunku pfciowego lub przez uktucie owadow
(Kampelmacher i Van Noorlen Jansen, 1980, Kwiatek i wsp., 1989, Hird
i Genigeorgias, 1990, McCarthy, 1990). Pierwsze doniesienie, w ktérym sugeruje
sie listerie jako czynnik patogenny, zwigzany z niemoznos$cig urodzenia zdrowego
potomka przez Krélowg Anne, pomimo 17 cigz i porodéw, datowane jest na rok
1702 i pochodzi z Anglii, (MSU internet page 2002). Po raz pierwszy syndrom
listeriozy zostat rozpoznany u owiec w Niemczech w 1925 roku, a najwczes$niejszy
opisany przypadek listeriozy u ludzi pochodzi z Nyfeldt z 1929 roku (Miller i wsp.,
1990). Pokarmowa droga zostata stwierdzona w 1953 roku (McCarthy, 1990).
Z kolei jedng z najwiekszych epidemii wywotang przez Listeria monocytogenes (279
os6b chorych), spowodowang prawdopodobnie spozyciem produktéw pochodzenia
zwierzecego odnotowano w bytej NRD w latach 60-tych (Kwiatek i wsp., 1989).
Pateczki L. monocytogenes wywotujgq zapalenie mobzgu i opon mdbzgowo-
rdzeniowych u zwierzat, gtéwnie u owiec i kotow, mogg réwniez wywotywac u nich
poronienia. Listerioza charakteryzuje sie niskg zapadalnoscia, a wysokg
$émiertelnoscia: od 20% do 50%, szczegolnie w przypadku infekcji centralnego
uktadu nerwowego (Chodorowska i wsp., 2002).

W zwigzku z réznymi drogami zakazenia wyréznia sie dwa rodzaje listeriozy:
nabytg i wrodzong. Zakazenie w listeriozie nabytej nastepuje drogg pokarmowa —
ponad 30% przypadkéw (Hird, Geonigeorgiask, 1990). W listeriozie wrodzonej
odbywa sie ono przez fozysko, przy czym zakazenie u kobiety ciezarnej takze

zachodzi drogg pokarmowsa.



Tab. 1. Choroby wywolywane przez Listeria monocytogenes (Bell, Kyriakides, 1998)

Typ infekcji Natura infekcji Intensywnos¢ Czas inkubacji
Odzwierzeca Miejscowa infekcja uszkodzeri | tagodna i samoustepujgca 1-2dni
skory
Noworodkowa Zakazenie od matki podczas | Wyjatkowo ostra postaé, |1 - 2 dni (wczesna
porodu lub od innych | prowadzgca do posocznicy, | inkubacja), zazwyczaj
noworodkéw w okresie pobytu w | zapalenia opon moézgowych, | infekcja wrodzona
szpitalu $mierci poprzedzajgca narodziny
5 - 12 dni (pdina
inkubacja) po zarazeniu
od innego noworodka
Listerioza Na skutek spozycia zakazonego | tagodna, podobna do grypy, |od 1 dnia do kilku
ciezarnych pokarmu nie wykazuje symptoméw u [ miesiecy
matki, lecz ma powazny
wplyw  na  nienarodzone
dziecko wigczajgc poronienie,
$mier¢  plodu, urodzenie
martwego dziecka, zapalenie
opon modzgowych. Infekcja
jest czestsza w 3. trymestrze
cigzy.
U dorostych nie | Na skutek spozycia zakazonego | Przebiega bez symptoméw | Pojawia sig w ciagu
ciezarnych pokarmu lub tagodnie. Moze rozwija¢ | jednego dnia lub po kilku
sie jako infekcja centralnego | miesigcach
uktadu nerwowego takie jak
zapalenie opon moézgowych.
Czesciej wystepuje u osob
starszych lub o ostabionym
systemie immunologicznym
Zatrucie pokarmowe | Spozycie pokarmu o wyjatkowo Wymioty, biegunka, | 24 godziny po konsumpcji
wysokim poziomie Listeria | temperatura, czasami
monocytogenes > 10" na ml przechodzi w bakteriemie, ale
zazwyczaj samoustepujgca

Przy zakazeniach droga pokarmowg pierwszym etapem jest kolonizacja
pateczkami listerii powierzchni jelita cienkiego. Drugim etapem jest inwazja bakterii
w glab $ciany jelita poprzez barier¢ nabtonkowg a nastepnie do krwi i réznych
narzadoéw. Duza ilos¢ tego drobnoustroju gromadzona jest w komorkach
parenchymalnych watroby i $ledziony (Rocourt i Cossart, 1997).

Klasyczna juz dzié listerioza noworodkéw jest postacig wrodzong lub
zakazeniem pozatozyskowym. Pateczki L. monocytogenes znajduja sig¢ na liscie
najwazniejszych bakteryjnych zakazen okotoporodowych. Moga powodowac
poronienia, porody przedwczesne, a takze postacie posocznicowe ptodu, ktére sg

w obrazie klinicznym i histopatologicznym swoiste dla zakazenia tym gatunkiem.
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W ostatnich dekadéch opisano w wielu krajach liczne przypadki posocznic ptodu
konczace sie zejsciem Smiertelnym, a takze posocznicy u noworodkéw, kobiet
ciezarnych i os6b dorostych, gtdbwnie u pacjentéw z obnizong odpornoscig (np.
marsko$¢ watroby). Do groznych dla zycia nalezg rowniez przypadki zapalenia opon
mézgowo-rdzeniowych i moézgu. Inne postacie listeriozy u ludzi: zmiany skorne,
zapalenie spojowek, weztow chtonnych, wsierdzia, otrzewnej, szpiku i kosci, ptuc
oraz zapalenia zotgdkowo-jelitowe sg znacznie rzadsze (Zareba i wsp., 1997).
U ludzi przypadki listeriozy byly do niedawna rejestrowane stosunkowo rzadko i do
1985 roku nie stanowity problemu epidemiologicznego. Wyrazny wzrost liczby
zachorowan zaczeto notowa¢ na przetomie lat 70 i 80 ubiegtego stulecia w wielu
krajach Europy, USA i Kanady. Z wuzyskanych w tym okresie danych
epidemiologicznych wynika, Zze najczeéciej do zakazenia dochodzi drogg
pokarmowg. Gtobwnym Zzrodiem zakazenia jest zywno$¢ pochodzenia zwierzecego
zanieczyszczona zjadliwymi szczepami L. monocytogenes serotyp 4 (4b) lub
1 (1/2a, 1/2b) (Kwiatek, 1993). Wzrost liczby zachorowan na listerioze jest wynikiem
réznorodnych elementéw zycia spotecznego. Przyczynia sie do tego takze ciagty
postep w medycynie, zmiany demograficzne (wzrost liczby ludzi o znacznym
ostabieniu ukfadu odporno$ciowego) oraz przemiany w procesach produkcji
zywnosci, wyrazajace sie zwigkszeniem skali produkeji oraz modyfikacja procesow
technologii produkcji zywnosci, szczeg6lnie w zakresie przechowalnictwa. Inng
przyczyng moze by¢ wytwarzanie form VNC (viable not culturable)
L. monocytogenes co moze ttumaczyC zjawisko dtugotrwatego bytowania tego
mikroorganizmu w niekorzystnych warunkach (Doyle i wsp., 1997). Obecnie
zapadalno$é na listerioze w USA i krajach Europy Zachodniej jest znacznie wyzsza
niz w Polsce. W roku 1990 w Europie Zachodniej i USA wskaznik zachorowania
wahat sie od 4 do 8 przypadkéw na milion mieszkancow (Bille, 1990). Najwyzszg
warto$é osiagnat we Francji — 12 przypadkéw na milion mieszkancow. W Polsce
natomiast od czasu wprowadzenia monitoringu tego drobnoustroju obserwuje sig
jedynie pojedyncze przypadki zachorowarn zaréwno u ludzi jak i zwierzat, jednak do
tej pory nie odnotowano przypadku epidemii. W latach 1991-2000 zarejestrowano
w Polsce 52 przypadki listeriozy (Chodorowska i wsp., 2002). W przeliczeniu na
milion mieszkancoéw jest to wynik dziesieciokrotnie nizszy w poréwnaniu z krajami
Ameryki Pétnocnej i Europy Zachodniej. Trudno jest wyjasni¢ tak niskg zapadalnosc

na listerioze w Polsce w poréwnaniu z krajami Europy Zachodniej.



Mechanizmy patogennosci Listeria monocytogenes nie sg do dzisiaj
doktadnie poznane. Genom L. monocytogenes ma dtugos¢ 3150150 par zasad
(Michel i Cossart, 1992). Wszystkie znane geny wirulencji Listeria monocytogenes
zlokalizowane sg w chromosomie bakteryjnym. Szes¢ z nich (plcA, prfA, hly, mpl,
actA | pleB) zajmuje obszar miedzy genem dehydrogenazy mleczanowej (/dh)
i genem syntetazy fosforybozylu (prs) (Dickneite i wsp., 1998). W osobnym rejonie
chromosomu lezy operon inlA-inIB oraz gen iap. Produkty tych genéw sg niezbedne
dla prawidtowego przebiegu cyklu zyciowego Listeria monocytogenes (Dickneite
i wsp., 1998). W sktad procesu zakazenia wchodzi wiele czynnikow takich jak:
proces wnikania drobnoustroju do organizmu, stezenie inoculum, patogenno$¢ oraz
specyfika poszczegdinych szczepow (Bell i wsp., 1998) oraz dotychczas poznane
czynniki patogennoéci (wirulencji). Mozna tutaj wymienic:

- Listeriozyne O jako gtowny i najdoktadniej scharakteryzowany czynnik
wirulencji. Jest to biatko o masie 58 kDa (produkt genu hlyA) sktadajgce
sie z 529 aminokwasow. Listeriozyna O posiada zdolno$¢ tworzenia por
w btonie cytoplazmatycznej fagosomu po fagocytozie pateczek
Listeria monocytogenes przez komorki gospodarza, co umozliwia
rozprzestrzenianie si¢ i namnazanie w cytoplazmie.

- Biatko ActA o masie 90 kDa, sktadajgce si¢ z 610 aminokwasow. Czynnik
ten pobudza polimeryzacje i gromadzenie si¢ wiokienek aktyny w komorce
gospodarza, dzieki czemu pateczki Listeria monocytogenes moga
poruszac sie w cytoplazmie i przechodzic¢ z jednej komérki eukariotycznej
do drugiej.

- Fosfolipaza C specyficzna dla fosfatydyloinozytolu wytwarzana nie tylko
przez Listeria monocytogenes, ale rowniez przez inne bakterie Gram-
dodatnie.

- Fosfolipaza PI-PLC powodujaca wraz z listeriozyng O lizg fagosomu
i umozliwiajaca wydostawanie si¢ pateczek Listeria monocytogenes do
cytoplazmy komorki gospodarza.

- Internaliny InlA i InIB, odpowiedzialne za przyleganie oraz wtargnigcie
pateczek Listeria monocytogenes do komorek eukariotycznych. Internalina
InlA jest niezbedna do wnikania bakterii do komorek nabtonkowych,

natomiast internalina InIB do komérek watroby.



Biatko p60 o masie 60 kDa sktadajgce sie z 484 aminokwaséw bedace
produktem zewnatrzkomérkowym. Wykazuje ono aktywnos$¢ hydrolazy
mureiny niezbednej podczas podziatu komorkowego, a takze wraz
z internalinami bierze udziat w przyleganiu Listeria monocytogenes do
komorek eukariotycznych oraz pobudza fagocytoze tych bakterii
(Chodorowska M. i wsp., 2002).

Geny kodujace te produkty wystepuja w tzw. wyspach patogennosci

(Vazquez-Boland i wsp., 2001). Sa to regiony chromosomu bakteryjnego

wykazujgce cechy specyficzne:

niosg geny kodujgce czynniki wirulencji miedzy innymi toksyny, adhezyny,
systemy sekrecji biatek i pozyskiwania zelaza,

sq obecne w szczepach patogennych, a sporadycznie wystepujq
w szczepach niepatogennych,

majg odmienng zawartos¢ molowa par G+C niz reszta DNA bakteryjnego
i roznig sie wyborem kodonu,

zajmujg obszerny fragment chromosomu,

sq czesto ograniczone przez sekwencje powtérzone proste, bedace
efektem integracji DNA niosgcego PAI z chromosomem gospodarza,
wystepujg czesto w poblizu gendw tRNA,

zawierajq kryptyczne badz funkcjonalne geny warunkujace mobilnos¢,

sg wzglednie niestabilne (Mokracka i wsp., 2002).

Wedtug Mokrackiej, u Listeria monocytogenes wyspa taka jest region prf-vir

kodujacy funkcje listeriozyny i fosfolipazometaloproteazy (Mokracka i wsp., 2002 ).

Pomimo, ze szczepy Listeria monocytogenes izolowane z przypadkéw

klinicznych oraz z zywno$ci spozywanej przez konsumentdédw wykazujg podobne

cechy patogennosci, nie wiadomo dlaczego jest tak niska liczba zachorowan.

Najprawdopodobniej tak niskg zapadalnoS¢ warunkujg inne nieznane dotychczas

cechy rodzaju Listeria. Jednym z mechanizméw patogenno$ci mogq by¢ takze

zmiany hydrofobowosci i adhezyjnosci tego drobnoustroju. Wynika stad wniosek

o celowoséci prowadzenia dalszych, wnikliwych badan nad Listeria monocytogenes.
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1.2. Zasiedlanie srodowisk haturalnych

Listeria monocytogenes jest drobnoustrojem szeroko rozpowszechnionym
w przyrodzie. Bakterie te sg saprofitami i tatwo wyhodowa¢ je mozna z osadoéow
I substancji gnijgcych. Przezywajg i rozmnazajq sie prawie w kazdym srodowisku tak
dlugo jak obecna jest w nim wilgo¢. Mallory wyizolowat listerie z rzecznych osadoéow
przybrzeznych poprzez przedtuzong inkubacje (28 dni) na pozywce bogatej
w sktadniki odzywcze. Ich powolny wzrost na tej pozywce sugeruje, ze wymagajg
czasu do metabolicznej adaptacji do nowych warunkow pokarmowych
(Mallory,1977). Najcze$ciej bywajg izolowane z gleby, wody, osadoéw dennych,
sciekow, rodlin oraz przewoddédw pokarmowych zwierzat wystepujacych na
wszystkich kontynentach. Wyjatek stanowi obszar Antarktyki (Miller i wsp., 1990).

Na ryc. 1. przedstawiono wtasny schemat krazenia listerii w przyrodzie.

Nosicielstwo w przewodzie pokarmowym bardzo
niskie ~1% Bydto, $winie, drob- nosicielstwo w przewodzie
pokarmowym

Zwierzeta

Glownie na warzywach takich jak rzodkiewka, satata,

Cztowiek .
itp.

Rosliny

Giownie w ziemi ornej nawozonej obornikiem.
Brak danych o mozliwosci rozmnazania si¢ w glebie.

Gleba r
g Ging wodzie rzecznej i morskiej w przeciagu
9-30 dni.*

e —

&
Woda W rybach stodkowodnych wystepuja w zaleznosci od

stopnia zanieczyszczenia wody, w rybach morskich
praktycznie nie wystgpuja.*

<—— Ryby *dane Katedry Mikrobiologii Zywnosci Akademii Rolniczej
w Szczecinie

Producent zywnosci

Ryc.1. Drogi przemieszczania sie listerii w. Srodowisku.
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Tak szerokie wystepowanie Listeria spp. w roznorodnych $rodowiskach
wskazuje na bardzo dobre zdolnosci adaptacyjne tych drobnoustrojow. W przypadku
$rodowisk wodnych ich obecno$¢ notuje sie zarbwno w akwenach o bardzo duzej
czystoéci oraz wodach o mniejszej czystosci, takich jak zamkniete wody stojgce,
poldery, kanaty i jeziora. Jest takze izolowana ze $rodowisk morskich jednakze brak
jest danych o ich wystepowaniu w wodach morskich otwartych. Dane te nie znajdujg
potwierdzenia w szeroko prowadzonych badaniach w Katedrze Mikrobiologii
Zywnoéci Akademii Rolniczej w Szczecinie. Listeria monocytogenes bardzo czesto
wystepuje w organizmach zwierzecych pochodzenia morskiego, jak np. matze,
(Colburn i wsp., 1990, Boerlin i wsp., 1997, Sikorski, 1996, Heinitz i wsp., 1998).
Poprzez $rodowisko wodne dostaje si¢ takze do organizméw zwierzat domowych
(Colburn i wsp., 1990). Listeria monocytogenes jest izolowana z przewodow
pokarmowych zwierzat rzeznych oraz mlecznych, skad przy braku odpowiedniej
higiehy produkgcji przenoszona jest na wyroby zywnosciowe pochodzace od wyzej
wymienionych grup zwierzat. Za Zrodio zakazenia organizmoéw lgdowych
powszechnie uwaza sie glebe skad listerie przenoszone sg na rosliny jadalne, ktére
to infekujg organizmy wyzsze jak i cztowieka. Bardzo czesto w cyklach tych
umieszcza sie ptactwo (Miller i wsp., 1990). Waznym $Srodowiskiem wystepowania
Listeria monocytogenes w duzej ilosci sg odpady komunalne gospodarstw
domowych jak i poprodukcyjne (state i ciekte). Stad bakterie mogg przedostawac sie
bezposrednio do gleby i na roéliny w przypadku zasilania pél i tak nawozem
pochodzgcym z odchodow zwierzecych (Miller i wsp., 1990).

Innym problemem wywotywanym przez Listeria monocytogenes jest
zasiedlanie $rodowisk zwigzanych z przetworstwem zywnosci. To zjawisko jest
szczegdblnie niebezpieczne, gdyz zrodiem wiekszosci epidemii listeriozy u ludzi byly
produkty zywnoéciowe, za$ u zwierzat pasza zwierzgca w postaci kiszonek. Inng
przyczyna zwiekszonej ilosci zachorowan na listerioze moze tkwi¢ w nowych
metodach pakowalnictwa i przechowalnictwa. Wplyw ten moze by¢ szczegolnie
niebezpieczny w przemysle masarskim, gdzie obecno$¢ wody wzbogaconej
w substancje odzywcze, obecno$¢ substancji hydrofobowych jak i réznych
temperatur produkcji stwarza optymalne warunki do bytowania i szybkiego
namnazania Listeria monocytogenes.

Listeria monocytogenes jest wyjatkowo oporng bakteria. Wykazuje znaczng

oporno$é na $rodki odkazajgce stosowane w urzadzeniach do obrébki zywno$ci.

o _aah
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Uporczywe bytowanie w niektorych srodowiskach Listeria monocytogenes i innych
gatunkoéw listerii moze by¢ spowodowane ich zdolnoscig do formowania warstwy
biofilmu na réznych powierzchniach. Listeria monocytogenes jest rowniez bakterig
o wysokich zdolnosciach adaptacyjnych. Ma zdolno$¢ wzrostu w niskich
temperaturach, co sprawia, ze jest szczegolnie ktopotliwa w przemysle spozywczym.

Mato jest danych dotyczacych rozwoju Listeria monocytogenes na
powierzchniach $rodowiskowych. Kilka raportow informuje o formowaniu biofilméw
oraz przyleganiu do réznych powierzchni przez Listeria monocytogenes. Knight
badat wptyw czasu inkubacji na zdolno$¢ wzrostu szczepdw Listeria monocytogenes
izolowanych z zaktadéw przemystu spozywczego (Knight, 1988). Poréwnanie
danych z roku 1986 i 1987 doprowadzito autoréw do wniosku, ze chemiczne $rodki
odkazajace uszkadzaty komorki listerii, a do naprawy ich metabolizmu potrzebne
byty dtuzsze czasy inkubacji we wzbogaconym bulionie. Knight (1998) sporzadzit
spis wielu rodzajow powierzchni w zaktadach przetwérstwa spozywczego, ktore
wymagajg szczegolnej dezynfekcji, tacznie z wieloma powierzchniami ze stali
nierdzewnej roznych urzadzen. Zanotowat on, ze szczegodlnie trudne do
dezynfekowania sg podtogowe kratki $ciekowe i one prawdopodobnie sg zrodtem
Listeria monocytogenes w zaktadach mleczarskich. Jednakze jest mozliwe, ze
ponowne pojawienie sie Listeria monocytogenes w urzgdzeniach przetworstwa
spozywczego po doktadnej dezynfekeji jest spowodowane istnieniem biofiméw na
roznych  powierzchniach. Eliminacja przez dezynfektanty saprofitycznych
organizméw antagonistycznych w stosunku do listerii daje w efekcie ,rozkwit listerii”.
Biofilmy sg bardzo trudne do usuniecia. Zastosowanie srodkéw dezynfekujgcych nie
dziatajacych na biofilm powoduije, ze listerie okresowo zanikajg, po czym ponownie
pojawiajg sie w $rodowisku produkcyjnym. Moze to doprowadzi¢ do bitednych

wnioskow co do skutecznosci procesu dezynfekcyjnego.
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1.3. Fizykochemiczne mechanizmy procesu adhezji drobnoustrojow

Pierwszym etapem zakazenia organizmu oraz $rodowisk przetworstwa,
surowcéw i produktéw zywnosciowych jest zjawisko adhezji drobnoustrojow do
powierzchni. Wiasny schemat uwidoczniajgcy znaczenie procesu adhezji

w zasiedlaniu przez listerie roznych srodowisk przedstawiono na ryc.2.

[ Czyoniki warunkujgce zjadliwosé'
-listeriozyna O (LLO)
-hemolizyna
-biatko ActA
| -dwie fosfolipazy C:
l | - specyficzna dla fosfatydyloinozytolu (PI-

Namnazanic do iloéci Konsumpcja Rozwoj zakazenia

groznej dla » Zzywnodei et & " B —

konsumenta »
ptrmde e clatghubeld i il il et eiias e ol il e aninidtn
i ' s e e
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I ERIATELE RN A ' :
! | Adhezja do produktow ] l | ! tkanck -» wewnqtrzkomorkowe
! 1 i surowcow, l Adhczja. d? !
! " Adhezja do powierzehni || nablonka jelita i
: | produkeyjnych ] | | f ?
| ! ]

! |
! ’ kA :
! |
| |
1

e e o o e o o o o e e o o

PLC, PlcA)
- specyficzna dla fosfatydylocholiny
(PleB3,  lecytynaza) oraz
metaloproteaza
-internaliny (InlA i InlB)
-biatko p60, LmaA

Zr6dlo zakazenia l—; Srodowisko zywnosci

-katalaza
-nadtlenck dyzmutazy
-siderofory
1. #rodio ( Chodorowska M. | wsp., 2002). |- tzw, wyspy p:}lngcnnnﬁci -dla L. monocytogenes
2, #rédlo (Mokracka J. i wsp., 2002) i region prf-virt

Ryc.2. Rola adhezji listerii w procesie zakazenia.

Aby zaistniata adhezja konieczne jest spetnienie kilku podstawowych
wymagarn zaréwno ze strony podtoza: rodzaj, odpowiednie wtasciwosci strukturalne
powierzchni - chropowato$¢ powierzchni, odpowiedni sktad chemiczny, wiasciwosci
hydrofobowe lub hydrofilowe powierzchni, oraz drobnoustroju: gatunek, struktura
powierzchni bakterii, sktad chemiczny $ciany komoérkowej, wystepowanie organelli
ruchu.

Termin adhezja wedlug Markiewicza jest uzywany do okreslenia wzglednie
trwatego i nieodwracalnego zwigzku migdzy komérka bakteryjng, a dang
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powierzchnig (Markiewicz, 1993). Badania nad tym procesem rozwinety sie
w ostatnich latach, gdy zrozumiano znaczenie adhezji w pierwszych etapach
zakazenia. Wiekszo$¢ dobrze poznanych przyktadéw adhezji dotyczy interakgji
miedzy bakteriami a réznego typu komérkami zwierzat i ludzi. Zjawisko wigzania sie
bakterii do erytrocytéw opisano juz w 1908 roku. Adhezyny bakteryjne, ktére majg
zdolnoé¢ aglutynacji erytrocytébw, noszg nazwe hemaglutynin. Najczesciej majg one
charakter biatkowy. Rzadziej sg to wielocukry lub kwasy tejchojowe. Wiekszo$é
dobrze scharakteryzowanych adhezyn to biatka oston, ktére w swych specyficznych
interakcjach z receptorami przypominajg reakcje przeciwciat z antygenami. Duzg
grupe adhezyn stanowig fimbrie. Receptory rozpoznawane przez adhezyny to reszty
weglowodanowe mniej lub bardziej ztozonych glikoprotein lub glikolipidow.
W  swoistej adhezji nastepuje interakcja miedzy  wyspecjalizowanymi
komplementarnymi czasteczkami na powierzchni komorki bakteryjnej (adhezyny,
zwane czasem lektynami) i powierzchni, do ktérej nastepuje adhezja (receptory).
Interakcja ta ma charakter wysoce swoistego wigzania, ktére popularnie okreslane
jest jako typ klucz-zamek. Dodatkowo wedtug Kim przyleganie bakteryjne jest
ztozonym zjawiskiem zawierajacym wiele roznych czynnikéw. To czy dany
drobnoustréj ulegnie adhezji zalezy od jego struktury powierzchniowej
i charakteru podtoza. Kiedy podtoze jest typowo biologiczne w gre wchodzi wiele
innych ztozonych czynnikdw natury fizjologicznej (Kim i wsp., 1993). Wedtug
Markiewicza jesli zwiazek miedzy komorkg bakteryjng a okreslong powierzchnig ma
charakter odwracalny, moéwimy o asocjacji, ktéra moze by¢ wynikiem sit Van der
Waalsa, wigzan wodorowych oraz interakcji jonowych i hydrofobowych (Markiewicz,
1993). Zarbéwno asocjacje jak i sama adhezja mogg prowadzi¢ do kolonizacji
powierzchni, co w przypadku bton biologicznych oraz tkanek moze doprowadzi¢ do
kolejnej formy kolonizacji-inwazji. Mechanizm bakteryjnej adhezji jest procesem
wieloetapowym. Rycina 3 przedstawia etapy adhezji wedtug Doyla (1990)

w modyfikacji wtasnej, uwzgledniajacej dalsze procesy powierzchniowe.



15

P LW

Komarkn bakteryjna

DLVO

1L adunki clektrostatycrne
odpychajace

oy (A
Adhelja 3 y Wigzanie wl:vnmnn;x ]
Powierzchnia przyleganta hydrofobowymi
i oddziatywanicm
O migdzymolekularmym
i it i %
Tworzenie biofilmu
>50 nm (
10-20 nm j
it TSN i) -
2-10 nm ol o /—&.1:
0.5-2 nm ————b P
¥ / The,
v y J A
I etap 11 etap Il etap 1V etap V etap
k i " ¢ | etap 11 ctap
Transport i Sity Sity Mlqdrypowlfrrchmowe Specyficzne Wigzanie do Tworzenie wlasciwego
przemicszezonie odpychajacego odpychajacego  oddzialywania grup nieznane powierzchni prrez biofilmy
mikroorganiandw pola pola elektro- hydrofobow )"cl\ oraz interakeje extracellularne
nad powierzchniy :  elektrostatycznego statycznego oddzialywania polimery
-sedymentacja oraz migdzymolekularne ¥
-grawitacja miejsfuwfgo
“y luzjn przycigeajycepo
-konwekcja pola elektro-
- sily Van der statycznego

Waalsa

Ryc. 3. Schemat zasiedlania powierzchni przez drobnoustroje.

Pien)vszy etap stanowi zagniezdzenie drobnoustroju na powierzchni. Bakterie
umiejscawiane i zatrzymywane sg gitéwnie przez sity fizyczne w nawet trudno
dostepnych miejscach. To stadium jest odwracalne i ma zwigzek z réwnowaga
energii pomigdzy sitami Van der Waalsa i elektrostatycznym odpychaniem. Drugi
etap, znacznie diuzszy opiera si¢ na produkcji egzopolimeru przez bakterie; jest to
etap nieodwracalny. Na tym etapie bakterie mnozg sie tworzac mikrokolonie co
prowadzi do powstania biofilmu (Kim i wsp., 1993).

Wedtug Mafu, przyleganie bakteryjne uwarunkowane jest strukturg bfony
komérkowej, obecnoscia wypustek komorkowych, a takze jej wiasciwosciami
powierzchniowymi, na ktére skiadajg si¢ parametry fizykochemiczne, takie jak
elektrostatyczne interakcje, wigzania wodorowe, sity Van der Waalsa, potencjat
elektrostatyczny oraz wiasciwosci hydrofobowe (Mafu i wsp., 1990). Hydrofobowo$¢
drobnoustrojow jest wynikiem ogélnej budowy chemicznej $ciany komoérkowej
bakterii. Jako ogbing zasade przyjmuje sig, ze komorki hydrofilowe znacznie lepiej
adherujg do powierzchni hydrofilowych i podobnie komérki hydrofobowe lepiej
adherujg do powierzchni hydrofobowych (Van der Mei i wsp., 1993). Z kolei Doyle
(1990) wyréznia pie¢ etapéw procesu adhezji. Twierdzi on, ze gdy drobnoustroj
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znajdzie sie w poblizu powierzchni, przenoszony drogq grawitacji (sedymentacji),
dyfuzji lub konwekcji osigga pole dziatania wzajemnych sit pomiedzy powierzchnig
a komoérka. Zaczynajq wtedy dziata¢ sity Lifshitz-van der Waalsa. Zakres dziatania
tych sit jest dosy¢ duzy i wynosi okoto 50 nm od powierzchni. W drugim etapie
komérka znajdujgca sie w odlegtosci 10-20 nm jest pod dziataniem zmiennego pola
elektrostatycznego. W trzecim etapie adhezji w odlegtosci 2-10 nm komérka
bakteryjna zaczyna by¢é pod dziataniem lokalnego zmiennego pola
elektrostatycznego. Jest to bardzo wazny moment gdyz o powodzeniu procesu
przyczepiania  decyduje  potencjat  elektrostatyczny  pomiedzy  komorkg
bakteryjng a powierzchnia przylegania. Nastepnym etapem jest pokonanie
miedzypowierzchniowej fazy wodnej i lokalnych interakcji pomiedzy
przemieszczajgcymi sie¢ hydrofobowymi grupami. Procesy te zachodzg w odlegtosci
0,5-2 nm od powierzchni przylegania. Ostatnim etapem sg dotad nie wyjasnione
procesy zachodzace w odlegtosci 0,5 nm od powierzchni. Sg to miedzy innymi
wigzania wodorowe, wigzania elektrostatyczne i wigzania Van der Waalsa. Réznig
sie one geometria, sita i specyficznoscig. Ponadto na wigzania te wptywa bardzo
silnie cho¢ w rézny sposob, obecnos¢ czgsteczek wody. '
Wiele prac poswieconych fizykochemicznym zjawiskom wystepujgcym
podczas procesu adhezji wskazuje, ze powierzchnia wigkszo$ci bakterii ma tadunek
ujemny (Doyle i wsp., 1990, Markiewicz, 1993, Bouttier i wsp., 1997, Van Loosdrecht
i wsp., 1987, Dikson i wsp., 1989). Inne powierzchnie typowo biologiczne, jak i state
podioza w $rodowisku wodnym maijg zwykle takze tadunek ujemny (Van Loosdrecht
i wsp., 1987). Istnieja jednakze sity przyciggania, ktére dziatajg by przezwycigzy¢
sity odpychania miedzy powierzchniami o podobnym tadunku. Sity przyciggania sg
dwojakiego rodzaju: dziatajace, gdy dwie powierzchnie sg stosunkowo daleko od
siebie (10 lub wiecej nm) i bardzo blisko (1 nm). Te dwie strefy przyciggania
podzielone sg obszarem, w ktérym nastgpuje wzajemne odpychanie. Sposob, w jaki
drobnoustroje pokonuja obszar odpychania wyjasnia teoria Derjaguina, Landau’a,
Varvey'a, Overbecka (DLVO). Powierzchnie komorek nie sa gtadkie, lecz majg
rozmaite struktury powierzchniowe. Struktury te majg niewielkie promienie krzywizny
i jako takie wykazujg znacznie mniejsze sity odpychania niz cata powierzchnia
komorki. W miare zmniejszania promienia krzywizny, sity odpychania zmniejszajg

sie w znacznie wigkszym stopniu niz sity przyciggania. W zwigzku z tym wyrostki
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(np. fimbrie) na powierzchni bakterii moggq przenika¢ przez strefe odpychania,
doprowadzajgc do interakcji adhezyna-receptor (Markiewicz, 1993).

Powszechna opinia o elektroujemmnosci bton komérkowych jest ostatnio
podwazana. Na podstawie badan z uzyciem bardzo wyrafinowanych technik
mikroskopii elektronowej, sugeruje si¢, ze pewne obszary bton majg fadunek
dodatni. Ahmed i wsp. wykryli na komérkach nabtonkowych gardta ludzkiego mikro
pofatdowania ktére maja tadunek dodatni o wartosci 30.1 mV (Ahmed i wsp., 2000).
Pofatdowania te majg odgrywac istotng role w procesach adhezji. Jednocze$nie
podwaza to uniwersalno$c¢ teorii DLVO.

Istotng role w ostatnim etapie procesu adhezji mogg spetnia¢ wigzania
wodorowe, ktore moga rowniez tworzy¢ sie pomiedzy czgsteczkami
nienatadowanymi, jak i natadowanymi. Energia tych wigzan waha sie od 12,6 do
29,3 kJ/mol. Wigzania wodorowe s3g silniejsze od wigzan van der Waalsa, ale duzo
stabsze od wigzan kowalencyjnych. Dlugo$¢ wigzania wodorowego zajmuje miejsce
posrednie pomiedzy dtugoscig wigzania kowalencyjnego i wigzania van der Waalsa.
Wazna cechg wigzan wodorowych jest ich scisle ukierunkowany charakter.
Najsilniejsze wigzania wodorowe to te, w ktérych donor, atom wodoru i akceptor lezg
w jednej linii, czyli sg kolinearne (Stryer, 1997).

Znaczny wplyw na wszelkie oddziatywania czgsteczkowe w uktadach
biologicznych z uwagi na jej wszechobecno$¢ ma woda. Czasteczka wody jest
polarna. Ponadto charakteryzuje si¢ duzym napigciem powierzchniowym. Woda
w stanie cieklym ma czeéciowo uporzadkowang strukturg, w ktorej agregaty
czasteczek zwigzanych wodorowo ulegajg cigglym procesom tworzenia sig
i rozrywania. Woda ma zdolno$c¢ rozpuszczania czgstek polarnych ostabiajgc
wigzania jonowe i wodorowe. Dzigki polarnosci i zdolnosci do tworzenia wigzan
wodorowych woda wykazuje duze mozliwosci oddziatywan. Tego typu specyficzny
uktad ma miejsce w przypadku przyciagania hydrofobowego, poniewaz grupy
niepolarne w wodzie maja tendencje do asocjacii (Stryer, 1997). Przyczyng tego sg
tzw. oddzialywania hydrofobowe. Obrazowo mozna powiedzie¢, ze woda wykazuje
tendencje do wypychania czastek niepolarnych poza swoje $rodowisko i zmusza je
do faczenia sie ze sobg. W wyniku zgrupowania czgstek heksanu w jednej niszy
przestrzennej, kilka z uporzadkowanych czasteczek wody, otaczajacych uprzednio
rozdzielone czasteczki heksanu, zostaje uwolnionych. Zawieszone w wodzie

czasteczki niepolarne kierujg si¢ ku sobie, nie z powodu wzajemnego
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powinowactwa, cho¢ i ono odgrywa pewna role, ale raczej dlatego, ze czgsteczki
wody wigza sie silnie ze soba (Stryer, 1997).

Kolejnym zjawiskiem zachodzgacym w odlegtosci 0,5 nm od powierzchni, ktére
opisuje Absolom i wsp. (1983) oraz Busscher i wsp. (1984) jest problem adhez;ji
bazujgcy na podstawach termodynamiki powierzchni. Podstawy te dotyczg
zidentyfikowania potencjatu termodynamodynamicznego oraz wolnej energii, ktére
winny by¢ w rownowadze, czyli wolna energia adhezji na jednostke powierzchni

powinna wynosic:

AF*" = yggs — ypL — YsL<0

gdzie:

- F?" _wolna energia adhezji

- Yss — napiecie powierzchniowe miedzy drobnoustrojem a powierzchnig

przylegania

- ypL — napiecie powierzchniowe miedzy drobnoustrojem a faza ciektg

- ysL - hapiecie powierzchniowe miedzy powierzchnig przylegania a faza ciekia.
Rownanie to przedstawia réwnowage wolnej energii. W ostatnich latach stato
sie mozliwe otrzymanie danych eksperymentalnych z réznych napigc¢
miedzypowierzchniowych zawierajacych napigcia powierzchniowe pomiedzy

podtozami statymi.
Adhezja jest z energetycznego punktu najkorzystniejsza gdy:
AFgan > 0

Bardzo waznym czynnikiem mogacym miec istotny wptyw na ostatnie etapy
procesu adhezji s wzajemne relacje pomigdzy whasciwosciami elektrostatycznymi
samego drobnoustroju jak i powierzchni przylegania (Van Loosdrecht i wsp., 1987).
Jak wspomniano wczeéniej, wielu autoréw poruszajgcych problem elektrostatycznej
teori adhezji twierdzi, ze wiele naturalnych powierzchni przylegania jest
obdarzonych tadunkiem ujemnym, podobnie jak powierzchnia bakterii (Doyle i wsp.,
1990, Markiewicz, 1993, Bouttier i wsp., 1997, Van Loosdrecht i wsp., 1987, Dikson
i wsp., 1989). tadunek ten moze mie¢ rézng wartosc. Wzrost tadunku zalezy od

gatunku, warunkéw wzrostu, pH, i koncentracji roznych jonéw nieorganicznych
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(Doyle i wsp., 1990). W $rodowiskach wodnych, powierzchnie obdarzone tadunkiem
sg rownowazone przez przeciwnie natadowane jony. Niektére z nich sg zwigzane
z powierzchnig przylegania, reszta rozmieszczona jest w warstwie dyfuzyjnej.
Gestos¢ warstwy dyfuzyjnej zalezy od sity jonowej roztworu i warto$ciowosci jonéw.
Oddziatywania elektryczne pomiedzy czasteczkami (wlgczajgc  bakterie)
w zawiesinie sg  kontrolowane przez wielkos¢ warstwy dyfuzyjnej. Wzrost
koncentracji soli powoduje spadek oddziatywann elektrycznych  miedzy
powierzchniami o podobnych tadunkach (Van Loosdrecht i wsp., 1987). Doyle
twierdzi, ze istnieje odwrotna korelacja pomiedzy fadunkiem powierzchniowym
a hydrofobowosécia bakterii. Jezeli tadunek powierzchniowy wzrasta, spada
hydrofobowos$¢. Twierdzi tez, ze w przypadku blokowania wigzan kowalencyjnych
lub dodatku kationéw organicznych wzrasta hydrofobowos¢ powierzchni bakterii
(Doyle i wsp., 1990).

1.4. Hydrofobowo$¢ a adhezyjno$c¢ i patogennosé

Hydrofobowo$¢ mikroorganizmow jest wazng fizjologicznie cecha. Utatwia¢
ma ona bowiem adhezje drobnoustrojéow do réznego rodzaju powierzchni oraz
odgrywaé role w procesie zakazenia komorek ludzkich czy zwierzgcych. Cecha ta
wazna jest takze dla niektérych patogenow roslin. Jak wiadomo powierzchnie wielu
lisci i owocéw pokryte sg warstwg woskow. Fitopatogenne grzyby pokonujg te
przeszkode wytwarzajgc, miedzy innymi, biatka hydrofobowe nazywane
hydrofobinami o charakterze hydrofobowym, utatwiajace im adhezje¢ do powierzchni
roélin (Talbot i wsp., 1996).

Sugeruje sie, ze wlasnos¢ ta ma takze znaczenie u chorobotworczych
pierwotniakow. Taka ceche stwierdzono u pierwotniaka Entamoeba histolitica.
Stwierdzono, ze szczepy wirulentne Entamoeba charakteryzuja si¢ wysoka
hydrofobowosécig i tylko takie wywotujg zmiany ropne w watrobach sztucznie

zakazonych chomikow (Mukherjee i wsp., 1992).
Szczepy hydrofobowe przezywaja w wodzie morskiej dtuzej nizeli hydrofilowe.

Bakterie takie sg takze fatwiej pochtaniane przez morskie matze (Llanos i wsp.,
2000). Ttumaczytoby to wysokg koncentracje bakterii patogennych dla cztowieka

w tych organizmach, pomimo ich niskiej koncentracji w wodzie.
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Flavobacterium psychrofilium- patogeny pstraggéw teczowych nabywajg tg
ceche w miare przedtuzania okresu przebywania w wodzie. Jednoczes$nie wzrasta
ich zdolno$¢ do zakazania ikry ryb tego gatunku (Vatsos i wsp., 2001).

Hydrofobowo$¢ jest takze wazna dla patogennosci wiruséw. Wirus krowianki
wytwarza biatka zbudowane z 53 aminokwaséw, ktére bedac ulokowane w wirionie
zwiekszaja zjadliwo$¢ tego wirusa (Betakova i wsp., 2000). Podobne biatka
stwierdzono u wiruséw pneumonia (Randhawa i wsp., 1995).

Istotna jest takze hydrofobowo$¢ spor bakteryjnych. Andersson i wsp.
stwierdzili, ze hydrofobowo$¢ spor Bacillus cereus jest waznym elementem
warunkujgacym ich adhezje do komorek nabtonkowych jelita. W nastepstwie tego
nastepuje kietkowanie spor i tworzenie si¢ komorek wegetatywnych wraz
z jednoczesnym wytwarzaniem enterotoksyny w miejscu adhezji (Andersson i wsp.,
1998).

Wiekszos¢ analiz zwigzkow pomiedzy hydrofobowoscig a patogennos$cia
dotyczy wtasnosci komorek izolowanych z réznych $rodowisk. Badano czynniki
odpowiedzialne za wirulencje koagulazo-ujemnych szczepow Staphylococcus spp.
Przebadano 190 szczepow izolowanych z przypadkéw zapalenia wymienia u krow
oraz 203 z réznych infekcji u ludzi. Stwierdzono, ze 95% szczepow ludzkich i 82%
bydlecych byto wysoce hydrofobowych przy czym szczepy te byly patogenne
w testach wywotywania mastitis u samic krolikow z laktacjg (Saa i wsp., 1995).
Podobne wyniki uzyskali Ljung i wsp., ktorzy badali testem agregacji hydrofobowo$¢
szczepow Staphylococcus aureus wyizolowanych od chorych z posocznicg (Ljung
i wsp., 1985). Stwierdzili w nich, ze 90% szczepow silnie agregowato, co $wiadczy
o ich wysokiej hydrofobowosci. Podobng zalezno$¢ stwierdzono w przypadku
Streptocoocus pyogenes. Szczepy izolowano od dzieci chorych na szkarlatyne
i zapalenie migdatkow oraz od zdrowych nosicieli. Potwierdzono statystyczng
zaleznoé¢ pomiedzy hydrofobowoscia a pochodzeniem szczepow jak réwniez
zdolnoéciqg do adhezji do linii komérkowej Hep-6 (Dmitrieva i wsp., 1996).
Prowadzono badania szczepow Acinetobacter baumanii izolowanych z dolnych drég
oddechowych, ran, krwi. Stwierdzono, ze szczepy izolowane z dolnych drog
oddechowych oraz $rodowiska szpitalnego maja silniej wyrazong ceche adhezji do
kolagenu, fibronektyny i fibrynogenu oraz wyzszg hydrofobowo$¢ (Loo i wsp., 1994).
Statystyczna zaleznos¢ istnieje takze pomiedzy hydrofobowoscig

a adhezyjnoscia do hydroksyapatytu pokrytego sling szczepdw Actinomyces
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izolowanych z jamy ustnej (Koljslg i wsp., 1996). Znaczenie hydrofobowoséci dla
zakaznosci opisywane jest takze w odniesieniu do szczepdéw Pseudomonas
aeruginosa izolowanych od pacjentow z zakazeniami drog moczowych (Jankowski
i wsp., 1997), roznych gatunkéw Pseudomonas izolowanych z przypadkéw zapalen
ptuc (Lobashevskii, 1992) oraz Escherichia coli wywotujacych posocznice u kur
(Erganis i wsp., 1989). W przypadku Yersinia enterocolitica zaobserwowano zwigzek
pomiedzy hydrofobowoécig a wystepowaniem plazmidow pYV warunkujgcych
patogennos¢ tych bakterii (Hazen i wsp., 1991, Paerregaard i wsp., 1991). Wykazuje
sie, ze cecha ta ma rowniez znaczenie dla patogennosci Candida albicans przy
czym wyrdzni¢ mozna szczepy roznigce si¢ stopniem hydrofobowos$ci (Lers i wsp.,
1990). Podobne wyniki uzyskata Nagao (1999), badajgc wptyw hydrofobowosci
powierzchni, zawartoéci kwasu $linowego i oddziatywania makrofagéw na stopien
wirulencyjnoséci i awirulencyjnosci streptokokéw. Na podstawie uzyskanych wynikow,
stwierdzono, ze nasilenie dziatania badanych czynnikéw objawia sie zwiekszeniem
stopnia wirulencyjnoéci dla obydwu badanych szczepow.

Istnieje jednak szereg prac wykazujgcych brak zaleznosci pomigdzy
zakaznoécig a adherencyjnoscig do komoérek i patogennoscig. Stwierdzono to
w stosunku do Staphylococcus epidermitis, haemoliticus oraz saprophiticus (Molnar
i wsp., 1994), Staphylococus aureus (Iturralde i wsp., 1993), Streptococus pyogenes
(Leon i wsp., 1990) Porphyromonas gingivalis (Naito i wsp., 1993) Campylobacter
jejuni (Field i wsp., 1993) a takze takich gatunkéw jak Klebsiella pneumoniae,
Escherichia coli, Neisseria meningitidis, oraz Candida albicans.

Stwierdzone roznice w ocenie znaczenia hydrofobowoséci mogg mie¢ wiele
przyczyn. Pierwszg i zasadnicza jest fakt, ze hydrofobowo$¢ nie musi miec
znaczenia uniwersalnego dla zycia wszystkich drobnoustrojéw. Druga przyczyna sq
warunki i metodyka badan. Hydrofobowo$¢ mozna bowiem bada¢ z uzyciem
réznych metod i przez to uzyskiwa¢ bardzo rézne wyniki. Z kolei patogennos¢
ocenia¢ mozna in vitro i in vivo.

Bruke i wsp. badali hydrofobowos¢ szczepéw E.coli izolowanych
z przypadkow wrzodziejgcego zapalenia jelit oraz szczepow kontrolnych. Wykazali,
ze istnieje wysoka statystyczna zalezno$¢ pomiedzy hydrofobowoscig
a pochodzeniem szczepéw. Jednoczesnie nie stwierdzili takiej zaleznosci

w odniesieniu do adhezji badanych bakterii do komérek nabtonkowych policzka

(Burke i wsp., 1988).
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Dla ekspresji cechy hydrofobowosci wazne sq takze warunki hodowli, w tym
faza wzrostu oraz rodzaj pozywki (ptynna czy stata). Wibawan i wsp. stwierdzili
roznice w hydrofobowosci u paciorkowcow gruby B w zaleznosci od pozywki oraz
fazy wzrostu (Wibawan i wsp., 1993). Podobng zalezno$¢ od fazy wzrostu stwierdzit
Glee i wsp dla Candida albicans (Glee i wsp., 2001). Autorzy ci jednocze$nie
zastosowali test adhezji do ludzkich komérek nabtonkowych aktywowanych
interleuking 1-beta. Stwierdzili, ze aktywacja cytokinami komérek powodowata
znacznie wyzszg adhezje szczepow hydrofobowych w poréwnaniu do komorek
nabtonkowych nieaktywowanych. Na hydrofobowo$¢ szczepdw wptywajg takze
ludzkie hormony. Uberos i wsp. stwierdzili ze hodowla Naisseria meningitidis
z dodatkiem ludzkiego hormonu melatoniny znacznie podnosi hydrofobowos¢ tych
bakterii (Uberos i wsp., 2000).

Z kolei Jana (2000) w badaniach z Pseudomonas fluorescens wykazali, ze
wzrost zawartoéci takich jonow jak: Zn?*, Fe**, K* i Mg®* w podtozu powoduje wzrost
hydrofobowoéci powierzchni komorki. Natomiast, takie enzymy jak: trypsyna,
pepsyna, proteinaza K, powodujaq przeksztaicenie si¢ badanych bakterii
w hydrofilowe. Stwierdzono takze ze zdecydowanie czesciej mikroorganizmy
przylegajq do powierzchni w $rodowisku bogatym w sktadniki odzywcze (Absolom
i wsp., 1983).

O ile dane co do zaleznoéci pomiedzy patogennoscig i hydrofobowoécig sg
kontrowersyjne, to niewiele jest rozbieznoéci pomiedzy omawiang cechg
a adhezyjnoscia. Na przyktad hydrofobowo$c¢ szczepow Pseudomonas jest cechg
umozliwiajaca tym drobnoustrojom adhezje do powierzchni soczewek kontaktowych
(Bruinsma i wsp., 2001). Cecha ta utatwia r6znym szczepom szpitalnym zasiedlanie

takich érodowisk jak dreny, saczki, wenflony czy aparatura anestezjologiczna.

Niewiele jak dotad prac dotyczy hydrofobowosci Listeria monocytogenes
w zaleznosci od warunkow hodowli. Herald i Zottola (Herald, Zottola, 1988, Herald,
Zottola, 1988) jako pierwsi badali przyleganie tych bakterii do powierzchni.
Zaobserwowali, ze drobnoustréj ten moze adherowa¢ do materiatow uzywanych
w procesie produkcyjnym takich jak: stal nierdzewna, propylen, guma. Mafu i wsp.
stwierdzili, ze powierzchnia L. monocytogenes jest hydrofilna (Mafu i wsp., 1990).
Inni uznali, ze jest wzglednie hydrofilna (Absolom i wsp., 1983). Dgbrowski donosi,

ze 74% szczepow Listeria spp. wyizolowanych z produktéw miesnych wykazato
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wiasciwosci hydrofilne po inkubacji w temperaturze 30°C. Zmniejszanie temperatury
inkubacji do 20°C pociagneto za sobg znaczny spadek ilosci szczepow
o wiasciwosciach hydrofilnych. Szczepy inkubowane w 5°C utrzymaty te tendencje
a nawet nieznacznie jq podnoszac (Dabrowski i wsp., 2001). Przyczyng tego moze
byé zmiennos¢ struktur powierzchniowych mikroorganizméw, a szczegolnie
sktadnikéw btony zewnetrznej, ktéra jest odpowiedzig na zmiany $rodowiska,
w ktorym wystepuja. Wiadomym jest bowiem, ze warunki $rodowiskowe istotnie
wptywajg na proporcje i ilosci izo i atenizo, nieparzyécie odgatezionych kwasow
tluszczowych wystepujacych w scianie komoérkowej L. monocytogenes (Annous
i wsp., 1997). Takze Smoot i Pierson (1998) w swych badaniach wykazali, ze
ekspozycja L. monocytogenes na krytyczne warunki srodowiska (niska temperatura
oraz obnizone pH) moze efektywnie zmieniac wtasciwosci powierzchniowe tego
mikroorganizmu. Cecha hydrofobowosci uwazana jest za istotny czynnik
przylegania, jednak w niektorych przypadkach nie mozna przewidzie¢ zdolnoéci do
przylegania na podstawie wiasnosci hydrofobowych, gdyz jak twierdzi Rosenberg
zdolno$é do adhezji zalezy roéwniez od takich czynnikdw jak sktad podtoza hodowli
czy fazy wzrostu (Rosenberg, 1984). Mafu zaobserwowat, ze L. monocytogenes
hodowana w 37°C jest hydrofilowa (Mafu i wsp., 1991) przy czym istnieje zaleznosé
pomiedzy hydrofobowoscig a pH srodowiska bowiem hydrofobowos$¢ tych bakterii
wzrasta jezeli pH maleje. Tezg o wplywie biatek na adhezje¢ patogennego szczepu
ScottA L. monocytogenes probuje dowies¢ Al -Makhlafi i wsp., ktory badat wptyw
biatek mleka na adhezje listerii do hydrofilowych i hydrofobowych powierzchni
silikonowych. Stwierdza, ze pokrycie powierzchni beta-laktoglobuling, zwigksza
stopierr adhezyjnoéci listerii. Natomiast pokrycie tych powierzchni albuming wotowa
ma przeciwny efekt (Al —Makhlafi i wsp., 1994). Na hydrofobowos$c listerii ma takze
wplyw obecno$é nizyny w $rodowisku. Z takim zjawiskiem listerie spotykajg sie
w zywnosci w ktorej obecne sa bakterie kwasomlekowe. W obecnosci tego
antybiotyku dochodzi do wzrostu hydrofobowos$ci nizyno-opornych szczepow
L monocytogenes (Maisnier-Patin i wsp., 1996). Braindet donosi o wptywie
temperatury inkubacji oraz sktadu podtoza na ftadunek powierzchniowy oraz
hydrofobowo$é szczepu ScottA Listeria monocytogenes (Braindet i wsp.1999).
Wykazujgc, ze hydrofobowos¢ zalezy od temperatury oraz sktadu podtoza oraz

sugerujac na podstawie badan Anderssona (1998) nad sporami Bacillus cereus, ze

patogennosé listerii zalezy od stopnia nasilenia tych cech.



24

W pidmiennictwie mato jest prac wskazujacych na powigzania pomiedzy
hydrofobowoscig i patogennoscia L. monocytogenes, poniewaz wiekszo$¢ autorow
skupia sie nad znajdowaniem réznic pomiedzy szczepami pochodzgcymi z zywno$ci
i wyizolowanymi z przypadkow chorobowych. Conte (1996) badat adhezyjnos¢
i inwazyjnos¢ listerii do linii komoérek Caco-2. Stwierdzit, ze obecno$¢ zelaza
w podtozu ma istotny wptyw na te cechy listerii. Jednoczesnie obecnos¢ zelaza
powodowata, ze komorki byly wysoce hydrofobowe. Zelazo miato takze wptyw na
profil biatek powierzchniowych tych bakterii. Autor stwierdza, ze zelazo wptywa na
procesy transkrypcji genow iInAB i hly. Taylor sugeruje ze transkrypcja genu relA
i produkcja guanozynopentafosforanu (p)ppGpp po adhezji moze mie¢ wplyw na

wiasnosci patogenne listerii (Taylor i wsp., 2002).

W podsumowaniu niniejszego rozdziatu mozna stwierdzi¢, ze problematyka
wptywu zmiennosci $rodowiska na drobnoustroje, miedzy innymi w aspekcie ich
zachowan w $rodowiskach przetworstwa jak i w samej zywnoéci, jest bardzo
waznym zagadnieniem. Poniewaz Listeria monocytogenes nalezy do
najwazniejszych patogenéw wystepujacych w zywnosci uzasadnionym jest
prowadzenie badan takze z tym drobnoustrojem, tym bardziej, ze jak wspomniano
wczeéniej nalezy on do wyjatkowo fizjologicznie plastycznych bakterii. Celowym jest
zatem bardziej kompleksowe okreslenie wptywu zmian $rodowiskowych, miedzy
innymi na hydrofobowo$¢ tych drobnoustrojow. Cecha ta ma znaczenie
w zanieczyszczaniu zywnoséci jak i patogennosci niektérych mikroorganizméw. Jak
wiadomo ostonki kietbas sg niezbednym sktadnikiem uzywanym w przetworstwie
miesa, waznym jest zatem zaréwno dla celéw teoretycznych, jak i praktycznych,
okreslenie wptywu zmian $rodowiskowych na adhezyjnoé¢ listerii do réznego
rodzaju ostonek. Istotnym jest takze analiza tegoz wptywu na patogennos¢ tych
drobnoustrojéw. Moze to bowiem pozwoli¢ na.podjecie dziatan zmniejszajacych
stopien zanieczyszczenia, jak i przyczyni¢ sie do zmniejszenia zagrozenia tym

drobnoustrojem.
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2.CEL PRACY

Wiasnoéci struktur powierzchniowych drobnoustrojow a w tym hydrofobowo$é
warunkujg ich zdolno$¢ do adhezji do powierzchni produkcyjnych, surowcéw,
produktow oraz tkanek organizméw zywych. Jednocze$nie cechy powierzchniowe
bakterii ulegajg zmianom pod wptywem warunkéw srodowiskowych. Dane dotyczgce
tego zagadnienia w odniesieniu do Listeria monocytogenes sa bardzo niekompletne,

stad w niniejszej pracy postanowiono okreslic:

1. wplyw warunkéw $rodowiskowych na hydrofobowo$¢ szczepow Listeria

monocytogenes,

2. zbadanie wplywu warunkéw hodowli na adherencyjno$é¢ Listeria

monocytogenes do réznych ostonek kietbas,

3. patogennosé dla myszy grup Listeria monocytogenes o réznym stopniu

hydrofobowosci.

Z prac wykonanych wczeéniej w Katedrze Mikrobiologii Zywnoséci Akademii
Rolniczej w Szczecinie wynikato, ze pogarszanie —warunkéw hodowli
L. monocytogenes (niska temperatura) zwieksza ich hydrofobowo$¢. Ponadto
z danych z pismiennictwa wynikato, ze niektore rodzaje bakterii hydrofobowych sg
bardziej patogenne.

W zwigzku z powyzszym postawiono nastepujgcg hipoteze.

Poniewaz listerie w warunkach przechowalnictwa zywnosci stykajg sig z niskimi
temperaturami, obnizonym pH, zwigkszong koncentracjg NaCl oraz warunkami
beztlenowymi zatozono, ze bedaq sie one stawaly hydrofobowe. Wystgpienie tej
cechy bedzie utatwiato im zasiedlanie "hydrofobowych" srodowisk produkcji migsnej
zywnosci (srodowisko tluszczowe). Mogtoby to tlumaczy¢ tak czeste wystepowanie
tych drobnoustrojow w produktach miesnych i rybnych. Ponadto cecha
hydrofobowoéci bedzie zwiekszata ich patogenno$¢ poprzez ochronne dziatanie
przed kwasem solnym zofadka, dzigki pomocy micelli ttuszczowych powstajgcych
W trakcie przezuwania tlustych pokarmow. Wystepujace w takich micellach listerie

beda mniej narazone na dziatanie kwasu solnego. Forma hydrofobowa omawianych



26

bakterii bedzie bardziej patogenna poprzez utatwiong adhezje do komdérek nabtonka
jelitowego. Doswiadczalne potwierdzenie postawionej hipotezy pozwolitoby na
wyjasnienie przyczyn wzrostu zachorowan na listerioze w ostatnich dwoch
dekadach.
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3. MATERIALY | METODY

3.1. Szczepy Listeria monocytogenes uzyte do badan

Do badan uzyto szczepy Listeria monocytogenes przedstawione w Tabeli 2
wyizolowane z zywnos$ci oraz szCzep WZzOrcowy z kolekcji amerykanskiej ATCC

(American Tissue Culture Collection).
Tabela. 2. Szczepy poddane ocenie hydrofobowosci metodg MATH

Numer szczepu Identyfikacja Pochodzenie Serotyp
1-IV L. monocytogenes mieso wieprzowe 1/2a
2-XVI L. monocytogenes mieso wieprzowe 1/2a
15 L. monocytogenes mieso wieprzowe 1/2a
19 L. monocytogenes mieso wieprzowe 1/2a
61 L. monocytogenes mieso wieprzowe 1/2a
34-X L. monocytogenes mieso wotowe 1/2a
3-VIi L. monocytogenes mieso wotowe 1/2a
4-X| L. monocytogenes mieso wotowe 1/2a
4-1X L. monocytogenes mieso wotowe 1/2a
3-V L. monocytogenes mieso wotowe 1/2a
L. monocytogenes
P ATCC 19114 -

3.2. Izolacja szczepow Listeria monocytogenes z Zywnosci

25 g probki zywnoéci byto homogenizowane W stomacherze po rozcienczeniu

1:10 w 225 ml Fraser Broth. Nastepnie probki byty inkubowane przez 24 godziny
w 30°C. Po inkubacji materiat przesiewano na Listeria Selective Agar (Oxford

formulation) (Oxoid). Posiane ptytki inkubowano przez 48 godzin w temperaturze

30°C. Podejrzane kolonie ponownie przesiewano na Listeria Selective Agar. Po 48

godzinach inkubacji materiat przesiewano na BHI (Oxoid), a nastepnie okreslano

morfologie drobnoustrojow w preparatach barwionych metoda Grama, aktywnos¢

hemolityczng na agarze Z dodatkiem 5% krwi ludzkiej, ruchliwo$¢ na agarze

potplynnym oraz wykonywano test na katalaze i oksydaze. Potwierdzenie
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identyfikacji szczepow wykonywano z zastosowaniem testéw AP| oraz metodg PCR.

Ponadto, badano serotypy wyizolowanych szczepow przy uzyciu surowic (Difco).
3.2.1. Metoda API

Identyfikacji biochemicznej szczepow z rodzaju Listeria dokonano wedtug
testow API®-Listeria (bioMerieux). Do 2 ml Suspension Medium (woda
demineralizowana) dodano badane kolonie. Gesto$¢ zawiesiny okre$lano
w densytometrze (bioMerieux), doprowadzajgc jg do 0,5 wedtug skali Mc Farlanda,
co odpowiada 1x10” bakterii w ml. Otrzymana, zawiesing przy pomocy pipety,
wypetniano studzienki w zestawach API®-Listeria. Wyniki odczytywano po 24
godzinach inkubacji w temperaturze 37°C. Bezposrednio przed odczytem do
studzienki DIM dodano odczynnik ZYM B (bfgkit Fast Blue rozpuszczony w 2-
metoksy-etanolu). Uzyskane wyniki opracowywano dalej przy pomocy programu

ATB Expression (bioMerieux).

3.2.2. Metoda PCR

W celu potwierdzenia wynikow identyfikacji biochemicznej stosowano reakcje
tancuchowg (polymerase chain reaction, PCR) polimerazy, ktéra umozliwia
powielenie odpowiedniego fragmentu DNA w ilosci wystarczajgcej do bezposredniej
obserwacji i oceny podczas rozdziatow elektroforetycznych. Do testu uzywano
starteréw o sekwencji; Mar1 (sense) 5-GGG CTT TAT CCA TAA AAT A-3' i Mar2
(antisense) 5-TTG GAA GAA CCT TGA TTA-3' (TIB MOLBIOL, Polska).

Prowadzona identyfikacja sktadata sig z trzech etapow:
1. lzolacja DNA z zawiesiny kultur bakterii przy zastosowaniu zestawow

QlAamp DNA Mini (Qiagen, Niemcy) z wykorzystaniem proteinazy K.
2. Reakgji tancuchowej polimerazy sktadajacej sie z:
a) wstepnej denaturacji (5 minut w temperaturze 96°C),
b) 35 cykli reakgji, z ktérych kazdy obejmowat:
termiczng denaturacje powielonego DNA (30 sekund w temperaturze 94°C)

- asocjacje oligonukleotydow (starterow) z matryca (30 sekund w temperaturze

63°C)
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- synteze DNA (45 sekund w temperaturze 72°C)
c) koricowe wydtuzanie (7 minut w temperaturze 72°C)
d) obnizenie temperatury do 4°C.
- Reakcje prowadzono w termocyklerze Mastercycler Gradient (Eppendorf)
3. elektroforezy (rozdziat produktéw reakcji PCR w zelu agarozowym w polu
elektrycznym o napieciu 130V)
Obserwacje produktéow prowadzono na transiluminatorze w promieniach
ultrafioletowych o dtugosci 260 nm stosujac program GelDoc (BioRad, USA).
Uzyskane wyniki (ryc. 37) identyfikowano poréwnujac je z odpowiednim markerem

masowym.

500 ey TR . SR momy @ N TERD S - mm 453pz.

TS0 m—
1 0000 —
1500
20000 —

LM-157T 1V 2-%\ g A v A

Ryc.37.Identyfikacja szczepéw L. monocytogenes technikg PCR (2% zel agarozowy, PCR
marker 50-2000 pz (Merck)).

3.2.3. Identyfikacja serologiczna szczepow Listeria monocytogenes

Szczepy uzyte do badan serotypowano surowicami Difco: wielowazng oraz 1,
(odpowiednik serotypu 1/2a) i 4, (odpowiednik serotypu 4b). Dziesie¢ szczepow L.

monocytogenes wyizolowanych z zywnosci miato serotyp 1/2a, natomiast szczep

wzorcowy, kliniczny serotyp 4a.

Po identyfikacji szczepy przesiewano na bulion BHI z dodatkiem 15% glicerolu

i przechowywano w zamrozeniu w temp S0,
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3.3. Wyznaczanie krzywej logarytmicznego wzrostu

Szczep wzorcowy LM-1577 hodowano na podtozu ptynnym BHI (Oxoid)
w temperaturze 30°C. Przyrost ilosci komoérek okreslano w czasie 0-168 godzin:
w poczatkowej fazie co 1-3 godziny a nastgpnie co 6 godzin, metodg ptytkowa

z wykorzystaniem kolejnych rozcienczen dziesietnych.
3.4. Ocena hydrofobowos$ci szczepow Listeria monocytogenes

Hydrofobowoé¢ szczepdw oceniano metodg MATH (microbial adhesion to
hydrocarbons) podang przez Van der Mei (Van der Mei i wsp., 1993) na podstawie
oceny stopnia adhezji bakterii do rozpuszczalnika niepolarnego heksadekanu.
W czeéci badan zamiast heksadekanu stosowano olej z oliwek (Fluka). W tym celu
po inkubacji, bakterie zmywano z podfoza roztworem soli fizjologicznej, po czym
sporzadzano zawiesing o gestoéci okoto 10° JTK/ml w 0,1 M buforze fosforanowym,
co odpowiadato ekstynkcji 0,4 przy diugosci fali 600 nm. Nastepnie do 4 ml.
zawiesiny dodawano 1,5 ml heksadekanu lub oleju z oliwek i zawiesing wytrzasano
przez 10 sekund, a nastepnie pozostawiono na 10 minut. Po tym czasie mierzono
ekstynkcje fazy buforowej. Procedura ta byta powtarzana do catkowitego czasu

wytrzasania 60 sekund. Uzyskane wyniki przeliczano wedtug ponizszego wzoru.

(At/Ao) x 100%
gdzie:
e Ag- poczatkowa ekstynkcja zawiesiny,
o A- ekstynkcja zawiesiny po okreslonym czasie wytrzgsania mierzona wzgledem

proby zerowej (czysty bufor fosforanowy)

Szczep uznawano za hydrofilowy, gdy po 60 sekundowym wytrzasaniu
spadek gestoséci optycznej zawiesiny wynosit mniej niz 30%. W przypadku gdy
spadek gestosci miescit sie w zakresie od 30 do 70%, szczep okreslano jako $rednio

hydrofobowy. Gdy spadek wynosit wiecej niz 70% szczep uznawano jako silnie

hydrofobowy.
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3.5. Wptyw warunkéw hodowli na hydrofobowos$¢ L. monocytogenes

Przed badaniem szczep rozmrazano i przesiewano na (LSA) celem
sprawdzenia czystosci a nastepnie na podtoze namnazajagce BHI agar (Oxoid) na

ktorym inkubacje prowadzono w temperaturze 30°C przez 24 godziny

a. wptyw temperatury hodowli
Szczepy inkubowano:
- 24 godziny w temperaturze 30°C na podtozu BHI agar (Oxoid),
- 45 dni w temperaturze 4°C na podtozu BHI agar (Oxoid).

b. wptyw sktadu podtoza
Poszczegolne szczepy hodowano na trzech rodzajach podtoz:
- podtozu BHI agar (Oxoid) przez 48godziny w temperaturze 30°C,
- agarze cukrowym (agar (Difco) + 1% glukozy) przez 48 godzin
w temperaturze 30°C,

- agarze zwyktym (Difco) przez 48 godzin w temperaturze 30°C.

c. wptyw pH podtoza
Obnizenie odczynu podioza BHI agar (Oxoid) do pH 5,5 dokonywano za

pomoca kwaséw: solnego, octowego i mlekowego. Hodowle na tak przygotowanych

podtozach prowadzono w 30°C przez 24 godziny.

d. wptyw NaCl
Hodowle prowadzono na podtozu BHI agar (Oxoid) z dodatkiem 8% NacCl

w temperaturze 30°C przez 24 godziny.

e. wptyw warunkow beztlenowych
Szczepy byty hodowane na podtozu BHI agar (Oxoid) w temperaturze 30°C

przez 24 godziny i 45 dni w temperaturze 4°C. Warunki beztlenowe uzyskiwano przy

pomocy pompy prozniowej (Zepter) uzyskujac -0,8 MPa.
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f. adhezyjnos¢ Listeria monocytogenes do oleju roélinnego

Szczepy hodowano na podtozu BHI agar (Oxoid) w temperaturze 30°C i 4°C .
W analizie zmieniono czynnik hydrofobowy zastepujgc heksadekan olejem z oliwek
(Fluka).

3.6. Ocena adhezji szczepow Listeria monocytogenes do ostonek kietbas

Przedmiotem tej czesci badan byly ostonki standardowo wykorzystywane
w przemysle miesnym. Do analiz uzyto czterech typéw ostonek udostepnionych
przez szczecinskie firmy:

- Zaktady Migsne ,Agryf’

- Spotke ,Drobimex-Heintz"

- Spotke ,MasAr”

Tabela 3. Typy ostonek uzyte do badan

Typ ostonki

Producent

Jelita naturalne

Szczecinskie Zaktady Miesne Agryf

Ostonki kolagenowe
COLFAN bezbarwne

Viscofan S.A., Pamplona, Hiszpania

Ostonki celulozowe

i

VISCOFAN Viscofan S.A., Pamplona, Hiszpania
Light Smoke

Ostonki poliamidowe

VISCOFAN Viscofan S.A., Pamplona, Hiszpania
Light Smoke
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3.6.1. Wplyw temperatury hodowli i temperatury procesu adhezji

Badano adhezje komorek Listeria monocytogenes do ostonek kolagenowych
i celulozowych. Analizie poddano dwa szczepy hydrofobowe (1-1V, LM-1577) i dwa
hydrofilowe (4-XI, 3-V), uzyskane w wyniku hodowli w 30°C i 4°C.

Przed testem ostonki byly ciete aseptycznie na kwadraty o powierzchni 4cm?
i zanurzane w jatowej soli fizjologicznej na 24 godziny. Proces adhezji prowadzono
przez 15 minut w wodnej, zbuforowanej zawiesinie drobnoustrojéow w temperaturach
5°C | 30°C stosujac zawiesiny o gestosciach 3x10°, 3x10°, 3x10’, 3x10® kom/ml. Po
tym czasie probki czterokrotnie ptukano przez energiczne wytrzasanie w 50cm?®
jatowej soli fizjologicznej. Po odcieknigciu, probki przenoszono na plytki z podtozem

LSA i inkubowano 24 godziny w 30°C. Kolonie zliczano z powierzchni 1 cm?.

3.6.2. Wptyw warunkéw beztlenowych

Badano adhezje do ostonek naturalnych (jelita, kolagen) oraz sztucznych
(celuloza, poliamid) szczepdw Listeria monocytogenes LM-1577 i 1-IV hodowanych
w warunkach tlenowych i beztlenowych na podfozu BHI agar (Oxoid) w
temperaturze 30°C. Warunki beztlenowe uzyskiwano przy pomocy pompy
prozniowej (Zepter) uzyskujgc -0,8 MPa.

Przed testem ostonki byly ciete aseptycznie na kwadraty o powierzchni 4 cm?
i zanurzane w soli fizjologicznej jatowej na 24 godziny. Proces adhezji prowadzono
przez 15 minut w wodnej, zbuforowanej zawiesinie drobnoustrojéw w temperaturze
30°C stosujgc zawiesiny o gestosciach 3x10%, 3x10*, 3x10°, 3x10° kom/ml. Po tym
czasie probki czterokrotnie ptukano przez energiczne wytrzasanie w 50 cm® jatowej
soli fizjologicznej. Po odcieknigciu probki przenoszono na ptytki z podtozem LSA

i inkubowano 24 godziny w 30°C. Kolonie zliczano z powierzchni 1 cm?.
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3.6.3. Ocena adhezji szczepow Listeria monocytogenes do ostonek

kietbas powleczonych filmem tluszczowym
a. Powlekanie ostonek filmem ttuszczowym

Bezposrednio przed procedurg adhezji, ostonki powlekano filmem
tluszczowym. Wykorzystywano ttuszcze ciekte i state. Szczegotowe dane dotyczace
poszczegbinych rodzajow tluszczy przedstawiono w Tabeli 4. Ostonki byty
powlekane filmem w zalezno$ci od zastosowanego ttuszczu; w przypadku ttuszczu
statego po uprzednim stopieniu w temperaturze 60°C, w przypadku olejéw ptynnych
na zimno. Czas powlekania ustalono na 10 minut. Po optaszczeniu probki,
nadmiarowi substancji optaszczajgcej pozwolono swobodnie ociec w temperaturze

20°C przy zachowaniu warunkéw jatowosci (wysterylizowana promieniami UV

komora do posiewow).

Tabela.4. Dane dotyczace ttuszczow uzytych do badan.

Uzyty tluszcz Rodzaj filmu ttuszczowego
Tiuszcz staly- smalec-(Szczecinskie Zaktady Film staty
Miesne Agryf)
Olive oil — low acidity- (Fluka) Film ptynny
Olive oil — mixture of oleic acid, linoleic acid and Film ptynny
linolenic acid - (Fluka)

b. Ocena adhezji szczepow Listeria monocytogenes do ostonek kietbas

powleczonych filmem ttuszczowym

Po odcieknieciu ostonek z ttuszczu przenoszono je do zawiesin Listeria
monocytogenes, analogicznie jak w punkcie 3.6.2., a nastgpnie inkubowano na
podtozu LSA przez 24 godziny w 30°C. Nastepnie liczono wyroste kolonie z 1 cm?
powierzchni przylegajacej do podtoza (zaczernienie) jak i czesci wierzchniej ostonki
(zliczanie JTK za pomocg lupy z odpowiednim katem padania $wiatta). Przenoszac

dane na wykres przyjmowano 300 JTK jako 100% (granice zliczalnosci ptytki).
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3.7. Oznaczenie ilosci Listeria monocytogenes w sledzionach

i watrobach myszy
Otrzymywanie okreslonych form szczepow Listeria monocytogenes

Przed podaniem myszom szczepy Listeria monocytogenes hodowane byty
w taki sposdb, aby otrzymac formy hydrofobowe i hydrofilowe.

Jako forme hydrofilowa uzyto szczep 2-XVI. Aby uzyska¢ te ceche, szczep
hodowano w warunkach prézniowych, na podtozu BHI (Oxoid) przez 24 godziny
w 30°C.

Jako formy hydrofobowej uzyto szczep 1-IV. Aby potwierdzi¢ wtasnosci
hydrofobowe szczepu, prowadzono hodowlg przez 14 dni na podtozu BHI (Oxoid)

w temperaturze 4°C.
Bezposrednio przed podaniem oznaczono hydrofobowo$¢ badanych

szczepdw metodg MATH.

Badania prowadzono zgodnie z zezwoleniem na prowadzenie do$wiadczen
na zwierzetach nr 12/02 z dnia 12.03.2002 roku. na podstawie wniosku nr 7/02
z dnia 31.01.2002r.

Myszy inbred samce, rasy BALB/cJ/Han/IMP, pokolenie F42, 0 wadze ok. 26 -
299 (+ 5g) sprowadzono z Instytutu Medycyny Pracy im. Prof. J. Nofera w todzi. Po
przewiezieniu do pomieszczen zwierzetarni Katedry Mikrobiologii i Immunologii
Pomorskiej Akademii Medycznej zwierzgta umieszczano po 10 szt. w klatkach na
podktadzie z trocin. Z uwagi na stres manipulacyjny zwigzany z transportem,
przyjeto czternastodniowy okres adaptacji przed rozpoczegciem badan. Przez ten
okres mialy one staty dostep do wody oraz paszy Muligran. Dobe przed
dogwiadczeniem zwierzeta zostaty pozbawione dostepu do paszy.

Doéwiadczenia prowadzono w oparciu o metodyke podang przez Barbour
(1996): 10° komorek listerii zawieszonych w 0.2 ml soli fizjologicznej lub emulsji

olejowo-wodnej podawano grupie 5 zwierzat per os za pomocg specjalnie

przygotowanej sondy. Bezposrednio przed podaniem sporzgdzano emulsjg olejowo-

wodng bakterii w soli fizjologicznej zmieszanej w stosunku 1:1 z olejem z oliwek

(Fluka). Emulsje wstgpnie worteksowano i kilkunastokrotnie, energicznie
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przeciggano przez strzykawke z igtg o $rednicy 0.2 mm. Po podaniu zawiesin,
zwierzeta przetrzymywane byly przez okres 72 godzin, bedac karmione jak przed
do$wiadczeniem. Nastgpnie zwierzeta u$miercano przez dyslokacje kregow
szyjnych i sekcjonowano. Po otwarciu jamy brzusznej pobrano watroby, $ledziony
i wycinki jelit. Pobrane organy byty wazone i pakowane do sterylnych woreczkow
z tworzywa sztucznego.

Poszczegolne organy homogenizowano w 10 ml ptynu do rozciericzen (jatowa
sél fizjologiczna) uzywajac Colworth Stomacher 400 (Seward Medical, Wielka
Brytania). Nastgpnie sporzadzano szereg rozcienczen dziesietnych, z ktérych
dokonywano posiewu na podtoze LSA (Oxoid). Ptytki inkubowano 48 godzin w 30°C.

Po okresie inkubacji zliczano wyroste kolonie Listeria monocytogenes na

urzadzeniu do liczenia kolonii (new brunschwick scientific).

3.8. Obliczenia statystyczne

Analize statystyczng uzyskanych wynikdw przeprowadzono z wykorzystaniem

programu STATISTICA 6.0 PL.
o Istotno$¢ roéznic badana byta testem Scheffego przy poziomie

istotnosci p=0,05.
e Analize skupien wykonano metodg petnego wigzania odlegtosciami

euklidesowymi.
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4. WYNIKI

Badania wptywu warunkéw Srodowiskowych na witasnosci Listeria
monocytogenes sktadaly sie z czterech etapow:

1. Wyznaczenie krzywej logarytmicznego wzrostu Listeria monocytogenes
szczepu wzorcowego LM-1577,

2. Oznaczenie wplywu warunkow hodowli na hydrofobowo$é
Listeria monocytogenes,

3. Badanie wplywu warunkéw s$rodowiskowych na adhezje szczepow
Listeria monocytogenes do ostonek kietbasianych,

4. Oznaczenia zakaznosci szczepow hydrofobowych i hydrofilowych

Listeria monocytogenes dla myszy.
4.1. Krzywa logarytmicznego wzrostu Listeria monocytogenes

W pierwszym . etapie badan wyznaczano krzywq logarytmicznego wzrostu
szczepu wzorcowego LM-1527. W tym celu drobnoustroje hodowano na podtozu
plynnym BHI (Oxoid) w temperaturze 30°C przez 168 godzin. Préby pobierano
poczatkowo co 3 godziny nastepnie, co 6 godzin, za$ po pierwszej dobie hodowli co
24 godziny. Otrzymane wyniki przedstawiono w formie wykresu na ryc. 4. Utworzyty
one klasyczng krzywa logarytmicznego wzrostu drobnoustrojow. Stwierdzono
obecno$é fazy adaptacyjnej (lag faza), ktora trwata od 1 do 3 godziny hodowli.
Nastepnie pomiedzy 3 a 24 godzing wystgpit okres logarytmicznego wzrostu.
Pomiedzy 24 a 72 godzing zaobserwowaé mozna fazg zwolnionego zamierania oraz

po 72 godzinie faze logarytmicznego zamierania (ryc.4).

4.2. Wptyw warunkéw hodowli na hydrofobowo$c¢ Listeria monocytogenes

4.2.1. Czas hodowli
Badania prowadzono na podfozu ptynnym BHI (Oxoid). Prébki do badan

pobierano po 6, 12, 24, 48172 godzinach. Wyniki zmian hydrofobowosci dziewieciu

badanych szczepow oraz dendrogram grupujacy szczepy o okreslonych

wlasnosciach przedstawiono na ryc. 5 za$ zbiorczy wykres na ryc. 4. Stwierdzono,



38

ze w trakcie pierwszych 6 godzin hodowli listerie przeksztatcajg si¢ gwattownie
z hydrofilowych w hydrofobowe. Nastgpnie w trakcie fazy intensywnego
logarytmicznego rozwoju dochodzi do wzrostu hydrofobowoséci, ktéra ponownie
zaczyna gwattownie spada¢ po 16 godzinach hodowli. Spadek ten trwa do 24

godziny hodowli po ktérym mozna zaobserwowaC ponownie tagodny wzrost

hydrofobowosci.

4.2.2. Temperatura hodowli

W pracy badano takze wptyw temperatury hodowli na hydrofobowo$é
szczepow Listeria monocytogenes. Szczepy hodowano w temperaturze 30°C przez
24 godziny (rycina 7) i przez 45 dni w temperaturze 4°C (ryc. 14).

W temperaturze 30°C wiekszo$¢ szczepow wykazywata charakter hydrofilowy
(szczepy 34-X, 4-IX, 4-XI, 61, 3-VII, 15, 19, 3-V, 2-XVI). Szczep 1-IV wykazywat
whaéciwosci przejsciowe. Jedynie szczep LM-1577 byt hydrofobowy (ryc. 7).

W wyniku hodowli w 4°C stwierdzono, ze szczepy: 34-X, 4-1X, 4-X| byly
hydrofilowe za$ szczepy: 61, 3-VIl, 2-XVI, 15, 19, 3-V, 1-IV miaty witasnoéci
posrednie. Szczep LM 1577 byt hydrofobowy (ryc. 14).

Przeprowadzona analiza statystyczna wykazata istotny wptyw zmiany
temperatury inkubacji na hydrofobowo$¢ szczepdw Listeria monocytogenes. Dla

badanych temperatur najbardziej zmienny byt szczep LM-1577, 34-X oraz 15.

4.2.3. Rodzaj podtoza
Badano hydrofobowo$¢ listerii rosngcych w 30°C na podtozu BHI ptynnym,

BHI statym, agarze zwyklym i agarze cukrowym.

Na podstawie analizy skupien stwierdzono, ze na podtozu BHI ptynnym trzy
szczepy (2-XVI, 3-V i 15) tworzg grupe hydrofobowg za$ pozostatych pie¢ szczepow
(61, LM-1577, 3-VII, 3-V, 1-IV) ma wiasnosci hydrofilowe (ryc.6).

Po hodowli szczepow na podfozu statym wyrozniono grupe hydrofobowa,
ktorg tworzyty dwa szczepy (LM-1577, 1-IV) oraz hydrofilowg ktéra tworzyto
dziewie¢ pozostatych szczepow (ryc. 7). W grupie tej mozna wyrézni¢ dwie wyrazne
podgrupy. Istotnym jest, ze grupy hydrofobowe na podtozu ptynnym i statym tworzyty
inne szczepy.

Hodujac listerie na agarze cukrowym stwierdzono dwa szczepy $rednio

hydrofobowe (34-X, LM-1577), zaé pozostate mozna zaliczy¢ do hydrofilowych
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(ryc.8). Ponadto na dendrogramie, mozna wyr6zni¢ dwie dodatkowe podgrupy
z ktorych jedna jest wysoce hydrofilowa (34-X, LM-1577), za$ w szczepach drugiej
podgrupy (4-1X, 3-VII, 3-V, 1-1V) cecha ta jest mniej wyraziscie zarysowana.

W wyniku hodowli listerii na agarze zwyktym (ryc. 9.) wyrézniono grupe
hydrofilowg do ktérej nalezaty szczepy: 34-X, 4-XI, 3-V, 15, 61, 1-IV oraz wyraznie
odgraniczong grupg szczepow (4-1X, 19, 2-XVI, 3-VII), ktérych wiasnoséci byty
posrednie pomiedzy hydrofilowymi i hydrofobowymi. Jeden tylko szczep LM 1577
byt wyraznie hydrofobowy.

Przeprowadzona analiza statystyczna wykazata istotny wptyw zmiany rodzaju
podtoza na hydrofobowo$é szczepow dla hodowli na agarze cukrowym.
Najbardziej zmiennymi statystycznie szczepami byty: LM-1577 na podtozu BHI,

1-IV na agarze cukrowym i agarze zwyktym oraz 2-XVI na agarze cukrowym.

4.2.4. pH podtoza
Badanie wykonywano na podtozu BHI ktérego pH obnizano do 5.5 poprzez

dodanie kwasu solnego, octowego badz mlekowego. Stwierdzono, ze obnizenie pH
spowodowato zwiekszenie hydrofobowosci szczepow.

Zjawisko to wystapito szczegodlnie intensywnie w przypadku bakterii
hodowanych na podfozu ktérego pH obnizano przy pomocy HCI (ryc.10). W tym

przypadku wszystkie szczepy staty sig srednio hydrofobowe.
Podobny rezultat uzyskano po hodowli na podiozu z kwasem octowym

(ryc. 11). W tym przypadku wszystkie szczepy zachowywaly sie takze bardzo

podobnie i wykres zmian ukfadat si¢ na granicy, ktéra przyjeto jako rozdzielajaca

szczepy hydrofilowe i hydrofobowe.
Dodanie kwasu mlekowego miato najmniejszy wptyw na hydrofobowosé

szczepow. Osiem z nich (34-X, 3-VII, LM-1577, 3-V, 4-XI, 4-IX, 61, 2-XVI) mozna
zaliczy¢ do $rednio hydrofobowych, za$ trzy (15, 19, 1-1V) do hydrofilowych (ryc.12)

co wyraznie mozna zaobserwowaé na dotgczonym dendrogramie.
Niniejsze wyniki zostaty potwierdzone statystyczne. Analiza statystyczna

Wykazata istotny wptyw obnizenia pH hodowli wszystkimi rodzajami kwaséw na

hydrofobowo$é szczepdw L. monocytogenes.
W przypadku poszczegélnych szczepow najbardziej zmienny hydrofobowo

byt szczep LM-1577 na podtozu zakwaszanym kwasem octowym.
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4.2.5. Wptyw dodatku NaCl

Otrzymane wyniki wskazaty istnienie dwéch grup drobnoustrojow (ryc. 13).
Pierwsza grupa to szczepy hydrofilowe (szczepy: 19, 61, 4-XI, 3-VII). Drugg grupg to
szczepy o 50%-80% udziale drobnoustrojow hydrofobowych (szczepy: 2-XVI, 4-IX,
3-V, 34-X, LM-1577, 1-IV, 15). Na uwage zastuguje tutaj szczep 15, ktory
w poczatkowej fazie procesu wykazywat 40% udziat drobnoustrojow hydrofobowych,

po czym udziat ten spadt do 25%.
Analiza statystyczna nie wykazafa tutaj istotnych réznic. Najbardziej zmienne

hydrofobowo byty szczepy LM-1577, 1-1V, 3-VII.

4.2.6. Wpltyw warunkéw beztlenowych

Szczepy hodowano na podfozu BHI statym w 30°C i 4°C w warunkach
beztlenowych (ryc.15, 16). W obu przypadkach nie stwierdzono szczepéw
0 whasciwosciach hydrofobowych. Jedynie w przypadku hodowli w 4°C stwierdzono,
ze po 30 sekundach wytrzasania hydrofilowo$¢ szczepéw zmniejszata sie i po 60

sekundach ponownie wzrastata przy czym najmniej hydrofilowy byt szczep LM-

1577.
Statystyczna analiza porébwnawcza hodowli w warunkach beztlenowych na

podiozu BHI w 30°C i 4°C nie wykazata istotnych réznic. Istotno$é réznic

stwierdzono dla temperatury 30°C, poréwnujac metode hodowli beztlenowe;j

z hodowlg w warunkach tlenowych.

4.2.7. Adhezyjno$é Listeria monocytogenes do oleju roslinnego

Szczepy hodowano na podiozu BHI w 30°C i 4°C (ryc.17,18). W analizie
zmieniono czynnik hydrofobowy zastepujac heksadekan olejem z oliwek (Fluka).
W obu przypadkach stwierdzono niewielki stopien adhezji listerii do oleju. Szczepy
hodowane w 30°C zachowywaly sie bardzo podobnie i procent komérek
adherujacych do oleju byt bardzo niewielki. Natomiast w przypadku hodowli bakterii
w 4°C mozna zaobserwowaé dwie grupy mniej i bardziej adherujace do oleju

z oliwek, ktére sg bardzo wyrazne na zatgczonym dendrogramie (ryc.18).

Statystyczna analiza poréwnawcza nie wykazata istotnych réznic

W adhezyjnosci L. monocytogenes do oleju roélinnego, zarébwno w przypadku
hodowli na podtozu BHI w 30°C jak w i 4°C. Roznice istotne statystycznie
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stwierdzono natomiast pomiedzy zastosowanymi czynnikami

(heksadekan, olej roélinny) dla hodowli na podtozu BHI w 30°C.

hydrofobowymi

Zbiorcze wyniki wptywu warunkow wzrostu na hydrofobowo$é szczepow

przedstawiono w tabeli 5.

4.3. Ocena wplywu warunkéw srodowiskowych na adhezje szczepow

Listeria monocytogenes do ostonek kiethas

4.3.1. Wplyw temperatury hodowli i temperatury procesu adhezji

Badano adhezje komorek Listeria monocytogenes do ostonek kolagenowych

i celulozowych. Analizie poddano dwa szczepy hydrofobowe (1-1V, LM-1577) i dwa

hydrofilowe (4-XI, 3-V). Wykres hydrofobowoéci szczepéw uzytych do badan

przedstawiono na rycinie 35.

% spadek hydrofilowosd

20 30 40
czas wytrzasania (s )

50

60

LM - 1577

Ryc.35. Wykres hydrofobowosci szczepéw L. monocytogenes uzytych w badaniach oceny

wplywu warunkéw $rodowiskowych na adhezje do ostonek kietbas.

Proces adhezji prowadzono w temperaturach 5°C i 30°C stosujgc zawiesiny

0 gestosciach 3x10°, 3x10° , 3x107, 3x108 kom/ml.
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W przypadku ostonek celulozowych i zawiesiny pochodzacej z 24-godzinne;
hodowli w temperaturze 30°C oraz temperaturze adhezji 5°C stwierdzono obecnosé
komoérek na ostonce tylko po zastosowaniu zawiesiny o gestosci 3x10% kom/ml.
Srednia ilo$¢ zaadherowanych komérek wyniosta: szczep LM-1577 - 258 JTK
(jednostek tworzacych kolonie), szczep 1-IV - 200 JTK, szczep 3-V - 2 JTK
i szczep 4-XI - 200 JTK (ryc.19).

Po podwyzszeniu temperatury procesu adhezji do 30°C uzyskano bardzo
podobne wyniki. Srednia iloé¢ zaadherowanych do ostonek komérek wyniosta
odpowiednio: szczep LM-1577 273 JTK, 1-IV 337 JTK, 3-V 41 JTK i 4-X| 263 JTK.
W przypadku szczepu 4-XI stwierdzono takze pojedyncze kolonie w zastosowaniu
zawiesin o nizszych gestoéciach (ryc.20).

Przyleganie listerii do ostonek kolagenowych z hodowli prowadzonej
w temperaturze 30°C i temperaturze procesu adhezji 5°C bylo znacznie
intensywniejsze (ryc. 21). Stwierdzono duze ich ilosci po zastosowaniu zawiesin
0 gestosciach 3x10°, 3x107 i 3x10° kom/ml $rednia ilo$¢ adherujacych komérek
" szczepu LM-1577 wyniosta 286 JTK przy zawiesinie o gestosci 3x10° i 80 JTK
w zawiesinie o gestosci 3x107 JTK. W przypadku zawiesiny szczepu LM-1577
0 nizszych koncentracjach, adhezji nie stwierdzono. Podobne wyniki uzyskano
badajac szczep I-IV. W przypadku szczepu 3-V uzyskano znaczny wzrost na
ostonkach zanurzanych w zawiesinie o gestosci 3x10° kom/ml. Wzrostu na
ostonkach kolagenowych po zastosowaniu zawiesiny o gestosci 3x10° kom/ml nie
stwierdzono. W przypadku szczepu 4-XI stwierdzono $rednio 289 JTK po
zastosowaniu zawiesiny o gestosci 3x10® kom/ml. Adhezji po zastosowaniu zawiesin
0 nizszych koncentracjach nie stwierdzono.

W przypadku ostonek kolagenowych, temperatury hodowli zawiesin 30°C
oraz adhezji 30°C stwierdzono adhezj¢ komorek we wszystkich zastosowanych

Zawiesinach (ryc. 22).
iloé¢ zaadherowanych komorek szczepu LM-1577 wyniosta

Srednia
odpowiednio: 292 JTK - zawiesina 3x10°® kom/ml, 275 JTK zawiesina - 3x107
kom/ml, 200 JTK - zawiesina 3x108 kom/ml. Adhezji w zawiesinie 3x10° kom/ml nie
Stwierdzono.

Dla szczepu I-IV stwierdzono érednio 287 JTK po adhezji w zawiesinie 3x10°
kom/ml drobnoustrojow oraz 33 JTK po adhezji w zawiesinie 3x10" kom/ml.,

W nizszych koncentracjach zawiesin adhezji nie stwierdzono. Podobne wyniki
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uzyskano badajgc szczepu 3-V. Szczepu 4-XI adherowat najintensywniej poniewaz

znaczne ilosci komérek stwierdzono po zastosowaniu zawiesin od 3x108 do 3x10°

kom/ml.
Przeprowadzona analiza wynikéw adhezji szczepéw hodowanych w 30°C

wykazata nastepujgce réznice statystyczne:
a) pomiedzy rodzajem ostonki (kolagenowa i celulozowa),
b) pomiedzy szczepem 4-XI, LM-1577, 3-V,
c) temperaturg, w ktorej prowadzono adhezje wylgcznie dla ostonek

kolagenowych.

Po hodowli 45-dniowej w temperaturze 4°C, przy temperaturze procesu
adhez;ji 5°C stwierdzono obecno$¢ zaadherowanych komérek po adhezji do ostonek
celulozowych we wszystkich zawiesinach (ryc.23).

Srednia ilosé zadherowanych komorek wyniosta dla szczepu LM-1577: 271
JTK po adhezji w zawiesinie 0 gestosci 3x10% kom/ml, 268 JTK po adhezji
w zawiesinie o gestosci 3x10” kom/ml i 237 JTK po adhezji w zawiesinie o gestosci

3x10° kom/ml Po adhezji w zawiesinie o gestosci 3x10° kom/ml, komérek szczepu

LM-1577 na ostonkach nie stwierdzono.
Dla szczepu I-IV stwierdzono srednio: 268 JTK po adhezji w zawiesinie

0 gestosci 3x108 kom/ml, 254 JTK po adhezji w zawiesinie o gestosci 3x10” kom/ml
i 5 JTK po adhezji w zawiesinie 0 gestosci 3x10° kom/ml. Po adhezji w zawiesinie
o gestosci 3x10° kom/ml, komérek szczepu I-IV na ostonce nie stwierdzono.

Dla szczepu 3-V stwierdzono $rednio: 255 JTK po adhezji w zawiesinie
0 gestosci 3x108 kom/ml, 240 JTK po adhezji w zawiesinie o gestosci 3x107 kom/m,

235 JTK po adhezji w zawiesinie o gestosci 3x10° kom/ml i 18 JTK po adhezji

w zawiesinie o gestosci 3x10° kom/ml.
Dla szczepu 4-XI stwierdzono érednio: 264 JTK po adhezji w zawiesinie

0 gestosci 3x10° kom/ml, 236 JTK po adhezji w zawiesinie o gestosci 3x10” kom/ml,

201 JTK po adhezji w zawiesinie 0 gestosci 3x10° kom/ml i 5 JTK po adhezji

W zawiesinie o gestosci 3x10° kom/ml.
W przypadku ostonek celulozowych i 45-dniowej hodowli w temperaturze 4°C

| temperaturze adhezji 30°C stwierdzono adhezje listerii do ostonek w we wszystkich

Zawiesinach (ryc. 24).
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Srednia iloé¢ adherujgcych komorek szczepu LM-1577 w zawiesinie
o gestosci 3x10° kom/ml wyniosta 265 JTK, w zawiesinie o gestosci 3x107 kom/ml

243 JTK, 197 JTK w zawiesinie o gestosci 3x10° kom/ml i 2 JTK w zawiesinie

o gestosci 3x10° kom/ml.
W przypadku szczepu I-IV stwierdzono na ostonkach érednio 265 JTK po

adhezji w zawiesinie o gestosci 3x10° kom/ml, 12 JTK po adhezji w zawiesinie
o gestosci 3x10” kom/ml i 2 JTK po adhezji w zawiesinie o gestosci 3x10° kom/ml
Po adhezji w zawiesinie o ggstosci 3x10° kom/ml komorek szczepu I-IV nie
stwierdzono.

W zawiesinie o gestosci 3x10° kom/ml szczepu 3-V adherowato do ostonek
srednio 238 JTK oraz 4 JTK w zawiesinie o gestosci 3x10” kom/ml. Adhezji
W nizszych gesto$ciach zawiesin, komérek szczepu 3-V na ostonkach celulozowych
nie étwierdzono.

W zawiesinie szczepu 4-XI o gestosci 3x10° kom/ml adherowato $rednio 153
JTK, 18 JTK w zawiesinie 0 ggstosci 3x10” kom/ml i 3 JTK w zawiesinie o gestosci

3x10% kom/ml. Adhezji do ostonek w nizszych gestosciach zawiesin nie stwierdzono.

W przypadku ostonek kolagenowych hodowli 45-dniowej w temperaturze 4°C

i temperaturze procesu adhezji 5°C stwierdzono adhezje komorek do ostonek w we

wszystkich zawiesinach (ryc.25).
Srednia iloé¢ adherujacych komoérek szczepu LM-1577 w zawiesinie

0 gestosci 3x10° kom/ml wyniosta 297 JTK, 284 JTK w zawiesinie o gestosci 3x10’
kom/ml, 251 JTK w zawiesinie 0 gestosci 3x10° kom/ml. i 236 JTK w zawiesinie
0 gestosci 3x10° kom/ml.

Dla szczepu I-IV liczba komérek adherujacych wyniosta $rednio 283 JTK
W zawiesinie o gestosci 3x10% kom/ml, 285 JTK w zawiesinie o gestosci 3x10’

kom/ml, 263 JTK w zawiesinie 0O gestosci 3x10° drobnoustrojow i 242 JTK po

adhezji w zawiesinie o gestosci 3x10° kom/ml.
W przypadku szczepu 3-V stwierdzono $rednio 275 JTK komorek

adherujgcych do ostonek w sawiesinie o gestosci  3x10° kom/ml, 266 JTK
W zawiesinie o ggstosci 3x107 kom/ml, 207 JTK w zawiesinie o gestosci 3x10°

kom/ml i 33 JTK w zawiesinie o ggstosci 3x10° drobnoustrojow.
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Adhezja szczepu 4-XI wyniosta odpowiednio: 201 JTK - zawiesina gestosci
3x10% kom/ml, 196 JTK - zawiesina o gestosci 3x10” kom/ml, 192 JTK - zawiesina

o gestosci 3x10° kom/ml i 15 JTK - zawiesina o gestosci 3x10° kom/ml.

W dalszej czgéci pracy badano ostonki kolagenowe oraz 45-dniowg
hodowle w temperaturze 4°C za$ proces adhezji prowadzono w temperaturze 30°C.
Stwierdzono, ze adhezja zachodzita w we wszystkich zawiesinach (ryc.26).

Srednia ilos¢ adherujgcych komorek szczepu LM-1577 wyniosta
w zawiesinie o gestosci 3x10% kom/ml 242 JTK, 207 JTK w zawiesinie o gestosci
3x10" kom/ml, 186 JTK w zawiesinie o gestosci 3x10° kom/ml i 115 JTK
w zawiesinie o gestosci 3x10° kom/ml.

Dla szczepu I-IV stwierdzono srednio 235 JTK po adhezji w zawiesinie
o gestosci 3x10°® kom/ml, 235 JTK po adhezji w zawiesinie o ggstosci 3x10” kom/ml,
206 JTK po adhezji w zawiesinie 0 gestosci 3x10° kom/ml i 203 JTK po adhezji w
zawiesinie o gestosci 3x10° kom/ml.

Dla szczepu 3-V stwierdzono s$rednio 232 JTK po adhezji w zawiesinie
0 gestosci 3x10% kom/ml, 248 JTK po adhezji w zawiesinie o 3x10” kom/ml, 81 JTK
po adhezji w zawiesinie 0 ggstosci 3x10° kom/ml. W zawiesinie o gestosci 3x10°
kom/ml adhezji nie stwierdzono.

Dla szczepu 4-XI stwierdzono srednio 200 JTK po adhezji w zawiesinie
3x108 kom/ml, 142 JTK po adhezji w zawiesinie o gestosci 3x10’

0 gestosci
kom/ml. 100 JTK po adhezji w zawiesinie o gestosci 3x10° kom/ml i 4 JTK po

adhezji w zawiesinie o gestosci 3x10° kom/ml.

Przeprowadzona analiza wynikow adhezji szczepéw hodowanych w 30°C

wykazata nastepujgce roznice statystyczne:
a) pomiedzy rodzajem ostonki (kolagenowa i celulozowa), tylko przy gestosci

zawiesiny 3x10° komorek dla szczepdw LM-1577 i 1-1V,

b) pomiedzy szczepem 4-XI, LM-1577, 3-V,
c) temperatura, w ktorej prowadzono adhezje- dla szczepéw LM-1577 i 1-IV

przy gestoéci zawiesiny 3x10° komorek.

Otrzymane wyniki wskazujg na wiekszg podatno$¢ ostonek kolagenowych

W poréwnaniu z ostonkami celulozowymi na adhezj¢ do nich szczepéw
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L. monocytogenes. Adhezja w temperaturze 5°C byta wyzsza w poréwnaniu
z procesem prowadzonym w temperaturze 30°C. Otrzymane dane wykazaty takze

ze lepiej adherowaty szczepy hydrofobowe LM-1577 i I-IV.
4.3.2. Wplyw warunkoéw beztlenowych

W pracy badano adhezj¢ do ostonek naturalnych (jelita), kolagen, celuloza,
poliamid drobnoustrojow Listeria monocytogenes LM-1577 i 1-IV hodowanych
w warunkach tlenowych i beztlenowych. Drobnoustroje byty hodowane na podtozu
BHI agar w temp. 30° C (ryc. 27,28).

W przypadku szczepu hydrofobowego LM-1577, najwigkszg adhezje do
ostonek jelitowych stwierdzono po zastosowaniu zawiesin o gestosciach 10° | 10°
kom/ml. Stwierdzona ilo$¢ wyrostych kolonii przekraczata poziom policzalnosci -

> 300. Po zastosowaniu zawiesin 10° i 10* kom/ml ilosci wyrostych kolonii byty

0 potowe nizsze ($rednio 150 JTK) (ryc. 27)
Po zastosowaniu hodowli w warunkach beztlenowych iloé¢ adherujgcych do

ostonek jelitowych drobnoustrojéw istotnie zmalata w przypadku zawiesin 10° 10*
i 10° kom/ml odpowiednio o 75%, 40%, 35%. W zawiesinie 10° kom/ml ilogé

adherujgcych komorek byta na podobnym poziomie jak w zawiesinach

sporzgdzonych z hodowli w warunkach tlenowych.
W przypadku szczepu hydrofilowego 1-IV i ostonek jelitowych najwiece;

drobnoustrojéow adherowato (na granicy policzalno$ci) w zawiesinie 10° kom/mi.
W zawiesinach 10°, 10* i 10° kom/ml ilosci zaadherowanych drobnoustrojow

wyniosty $rednio 250, 130 98 JTK.

Po hodowli w warunkach beztlenowych szczepu hydrofilowego i ostonki
jelitowej ilosé komorek adherujgcych byfa podobna w zawiesinie 10° kom/ml,
a w przypadku pozostatych zawiesin byfa $rednio o 50% nizsza w poréwnaniu
z hodowlg w warunkach tlenowych wykazujac istotne réznice. '

Adhezja do osfonki kolagenowej — w zawiesinie 10° kom/ml szczepu

hydrofobowego LM-1577 wyniosta $rednio 299 JTK co jest iloscig na granicy
Policzalnosci. W pozostatych zawiesinach ilo$¢ zaadherowanych drobnoustrojow
Zmalata do 62 JTK — zawiesina 10° kom/ml, 49 JTK — zawiesina 10* kom/ml i 9 JTK

- Zawiesina 10° kom/ml.
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Adhezyjnos¢ hodowli beztlenoWej wyniosta: odpowiednio 97, 17, 1 poczawszy
od zawiesiny 10° kom/ml do 10* kom/ml. W zawiesinie 10° kom/ml adhezji nie
stwierdzono. Dla szczepu hydrofilowego 1-IV i ostonki kolagenowej
w warunkach hodowli tlenowej ilosci zaadherowanych komoérek wyniosty $rednio
285, 47, 5 JTK poczawszy od stezenia 10°, a w przypadku dawki 10° nie
stwierdzono obecnosci zaadherowanych komorek listerii.

W  przypadku hodowli beztlenowej stwierdzono zmniejszenie ilosci
zaadherowanych komoérek do poziomu érednio 68 JTK dla stezenia 10°i 5 JTK dla
stezenia 10°.

Poréwnujgc adhezyjnos¢ szczepu hydrofobowego i hydrofilowego do ostonek
kolagenowych, ilos¢ zaadherowanych komérek hodowanych w warunkach
prozniowych byta nizsza o ponad 50% w przypadku szczepu hydrofilowego.
W przypadku nizszych stezen bakterii nie stwierdzono adherencji komorek listerii.

Przeprowadzona poréwnawcza analiza statystyczna dla  ostonek
kolagenowych wykazata istotne réznice w przypadku zmiany hodowli z tlenowej na
beztlenowg dla obydwu szczepdw i wszystkich gestosci zawiesin.

Nie stwierdzono adhezji komorek listerii zaréwno szczepu hydrofobowego jak
i hydrofilowego hodowanych w warunkach tlenowych jak i beztlenowych do ostonek

wiskozowych i bakteriostatycznych.

4.3.3. Wplyw powleczenia ostonek filmem ttuszczowym

Badano adhezje szczepu 1-IV Listeria monocytogenes do ostonek pokrytych
filmem ttuszczowym statym lub ciektym. Ostonki byly powlekane filmem w zalezno$ci
od zastosowanego ttuszczu; w przypadku ttuszczu statego po uprzednim podgrzaniu
w temp 60°C, w przypadku olejow ptynnych (olej z oliwek, mieszanina
nienasyconych kwaséw ttuszczowych) na zimno. Czas powlekania ustalono na 10
minut. Do tego etapu do$wiadczenia wybrano szczep hydrofilowy 1-IV ze wzgledu
na jego pochodzenie - $srodowisko przemystu miesnego. Probami kontrolnymi byty
analogiczne dos$wiadczenia z ostonkami nie pokrytymi ttuszczem (ryc. 29).

Adhezja listerii do ostonek jelitowych powleczonych filmem z ttuszczu statego
(ryc. 30) byta 0 20% nizsza w zawiesinach o mniejszej koncentracji drobnoustrojow

(10°, 10% i 10° kom/ml).
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" W przypadku ostonek kolagenowych stwierdzono takze znaczny spadek ilo$ci
zaadherowanych bakterii. W zawiesinie 10° kom/mil wyniést on $rednio z 300 JTK do
79 JTK dla ostonki powleczonej filmem, w zawiesinie 10° kom/ml z 119 JTK do 23
JTK i w zawiesinie 10* kom/ml érednio z 38 JTK do 4 JTK. Natomiast w zawiesinie
o najnizszej koncentracji (10°) stwierdzono brak réznic w iloéci adherujacych listerii

Powlekanie ttuszczem ostonek sztucznych - celuloza, poliamid nie wptyneto
w sposob istotny statystycznie na ilos¢ adherujacych listerii przy czym
w zawiesinach o nizszej koncentracji nie stwierdzono adhezji listerii zaréwno
w prébach powleczonych filmem z ttuszczu statego jak i kontrolnych.

Powleczenie z olejem z oliwek ostonki jelitowe] nie wptyneto na adhezje
listerii. Stwierdzone roznice byty nieistotne statystycznie(ryc. 31, 32).

W przypadku ostonek kolagenowych powleczonych filmem ptynnym z oleju
z oliwek podobnie jak w przypadku ttuszczu statego zanotowano obnizenie ilo$ci
adherujacych komérek. W zawiesinie o koncentracji 10° kom/ml nastapit spadek
z 300 JTK do 76 JTK, w zawiesinie 10° kom/ml z 119 JTK do 23 JTK, w zawiesinie
10* kom/ml z 38 JTK do 3 JTK. W zawiesinie o najnizszej koncentracji nie
stwierdzono istotnych roznic.

Adhezja do ostonek ,sztucznych - celuloza, poliamid pokrytych olejem,
podobnie jak w przypadku ostonek nie powlekanych ttuszczem byta bardzo niska.
Przyleganie komorek bakterii do ostonek jelitowych powleczonych filmem
z mieszaniny nienasyconych kwaséw ttuszczowych byta podobna w zawiesinach
108 i 10°. Przy nizszych koncentracjach zawiesin (10% i 10° kom/ml) zaobserwowano
znaczny spadek ilosci adherujgcych bakterii.

Znaczny spadek adhezji odnotowano takze dla ostonek kolagenowych
powleczonych tym rodzajem filmu. Spadek ten wyniést z 300 JTK do 8 JTK dla
koncentracji 10%, z 119 JTK do 7 JTK dla koncentracji 10°, z 38 JTK do 3 JTK dla
koncentracji 10* kom/ml. W zawiesinach o najnizszej koncentracji nie stwierdzono
adhezji listerii.

W przypadku ostonek sztucznych (celuloza, poliamid) zaobserwowano
nieistotny statystycznie wzrost ilosci zaadherowanych komorek w  zawiesinie

o najwyzszej koncentracji. W nizszych koncentracjach bakterii adhezji nie

zanotowano.
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~ 4.4. Ocena patogennosci Listeria monocytogenes dla myszy

Badano wptyw dwéch szczepow Listeria monocytogenes: 1-1V i 2-XVI.
Forme hydrofobowa 1-1V uzyskiwano hodujgc bakterie w 30°Cna podtozu BHI o pH
5.0 (dodatek HCI) w warunkach tlenowych.
Forme hydrofilowg 1-IV uzyskiwano hodujac bakterie 30°C na podiozu BHI
w warunkach beztlenowych.

Forme hydrofilowg 2-XVI uzyskiwano hodujgc bakterie 30°C na podtozu BHI
w warunkach tlenowych i beztlenowych. Wykres hydrofobowos$ci szczepéw uzytych

do badan przedstawiono na ryc. 36.
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Ryc.36. Wykres hydrofobowosci szczepéw L. monocytogenes uzytych do badan

oceny stopnia patogennoéci dla myszy.

Kazdy szczep podawano myszom per os:
- w zbuforowanej soli fizjologicznej
- w zawiesinie olejowo-wodnej.
24 godziny po podaniu szczepoéw zwierzeta zabijano oraz sekcjonowano

pobierajgc do analizy watroby, $ledziony oraz odcinek jelita cienkiego.*Otrzymane

wyniki przedstawiono na ryc. 34.

Po podaniu myszom formy hydrofobowej stwierdzono w watrobach 1,4x10°

JTK/g badanej proby. W przypadku szczepu podanego w zawiesinie olejowo-wodnej
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odnotowano ilosci rzedu 1,2x10° JTK/g badanej proby. W przypadku podania
szczepu z hodowli beztlenowej odnotowano 1,4x10° JTK/g oraz 8,8x10° JTK/g

badanej préby po zastosowaniu zawiesiny olejowo-wodne;j.
Po podaniu myszom form hydrofilowych stwierdzono w watrobach w ilosci

rzedu 1,06x107 JTK/g. Ten sam szczep podany w zawiesinie olejowej dat iloci
rzedu 9,9x10° JTK/g watroby. W przypadku podania szczepu z hodowli beztlenowej
odnotowano 4,8x10° JTK/g badanej préby, oraz dla szczepu podanego w zawiesinie

olejowo-wodnej 3,9x10* JTK/g.
Przeprowadzona analiza statystyczna nie wykazata istotnych réznic pomiedzy

dwoma badanymi szczepami.

Badajac $ledziony zakazonych myszy stwierdzono obecno$¢ szczepu
hydrofobowego 1-IV w iloéci 8,7x10* JTK/g badanej proby. Dla tego samego
szczepu podanego w zawiesinie olejowej odnotowano 3,7x10° JTK/g badanej préby.
W przypadku podania szczepu z hodowli beztlenowej odnotowano 1,03x10" JTK/g
badanej proby, oraz 6,2x10* JTK/g badanej proby dla szczepu podanego
W zawiesinie olejowej.

W badaniach $ledzion zakazonych myszy stwierdzono obecnos¢ formy
hydrofilowej w ilosci 3,6x10° JTK/g badanej proby. Ten sam szczep podany
w zawiesinie olejowo-wodnej dat 1,4x10° JTK/g badanej proby. W przypadku
podania szczepu z hodowli beztlenowej odnotowano 2,1x10* JTK/g badanej préby,
oraz 2,8x10* JTK/g badanej préby dla szczepu podanego w zawiesinie olejowo-
wodne;.

Przeprowadzona analiza statystyczna wykazafa istotne roznice dla formy
hydrofobowej hodowanej w warunkach beztlenowych i tej samej formy hodowanej
W warunkach beztlenowych i podanej w zawiesinie olejowo-wodnej. Istotne réznice

odnotowano rowniez pomiedzy forma hydrofobowg i hydrofilowgq hodowang

W warunkach beztlenowych.

Po podaniu myszom formy hydrofobowej stwierdzono w jelicie cienkim
9,5x10° JTK/g badanej proby. Dla tej samej formy podanej w zawiesinie olejowo-
wodnej odnotowano ilosci 3 0x10* JTK/g badanej proby. W przypadku podania
szczepu z hodowli beztlenowej stwierdzono 4.1x10% JTK/g oraz 3,8x10° JTK/g dla

szczepu podanego w zawiesinie olejowo-wodne;.
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Po podaniu formy hydrofilowej stwierdzono 8,2x10° JTK/g badanej proby. Ta
sama forma podana w zawiesinie olejowo-wodnej data 1,0x10° JTK/g badanej
proéby. W przypadku podania szczepu z hodowli beztlenowej odnotowano 2,4x10*
JTK/g oraz 5,3x10° JTK/g dla szczepu podanego w zawiesinie olejowo-wodne;.

Przeprowadzona analiza statystyczna wykazata istotne réznice pomiedzy
formg hydrofobowg hodowana w warunkach beztlenowych oraz ta samg formg
hodowang w warunkach beztlenowych i podang w zawiesinie olejowo-wodne;.

Istotne réznice odnotowano rowniez pomigdzy forma hydrofobowa i hydrofilowg

hodowang w warunkach beztlenowych.
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5. DYSKUSJA

Podstawowg przyczyng podjecia prezentowanych w pracy badan byto kilka
podawanych w literaturze faktéw.

Jednym z najwazniejszych to, ze listerie sg bardzo powszechnymi
drobnoustrojami w zywnosci. Spotyka sie je w produktach mleczarskich
a szczegolnie serach migkkich oraz twarogach (Rudol i wsp., 2001, Rudol i wsp.,
2001, Manzano i wsp. 1997, Margolles i wsp., 1998, Margolles i wsp., 2000, Harvey
2001., Delgado da Silva i wsp., 2001). Takze produkty miesne sg czesto
zanieczyszczone Listeria monocytogenes i w niektérych przypadkach odsetek prob
dodatnich jest rzedu od kilku do kilkudziesigciu procent (Levine i wsp., 2001,
Chasseignaux i wsp., 2001, Dabrowski 2001, Kwiatek 1993, Kwiatek 2002). Wysoki
stopien zanieczyszczenia listeriami wystepuje w miesie wotowym i wieprzowym oraz
produktach migsnych dostepnych w handlu detalicznym na terenie Pomorza
Zachodniego (Dgbrowski i wsp., 2001). Nastepna grupa to produkty rybne
a szczegolnie ryby wedzone W tym przypadku poziomy zanieczyszczen sg réwnie
wysokie i osiggajg wartosci 77 préb dodatnich na 113 przebadanych, szczegéinie
w odniesieniu do ryb wedzonych na zimno (Dgbrowski i wsp., 2000, Dabrowski,
2001, Destro, 2000, Eklund i wsp., 1995, Farber 1991, Johansson wsp., 1999
Karunasagar i wsp., 2000, Brett i wsp., 1998).

Biorac pod uwage tak wysoka czesto$C zanieczyszczenia zywnosci tymi
drobnoustrojami zastanawiajace jest dlaczego wystepuje tak niska liczba
zachorowan. Sugeruje sie, ze przyczyng tego jest fakt, ze w zywnosci listerie
najczedciej wystepujg w koncentracjach do 10° JTK/g i jest to dawka
niewystarczajaca do wywotania zachorowania (Dabrowski i wsp., 2001, Kooksey
I wsp., 1993). Jednakze diugie okresy trwatosci zywnoSci siegajace niekiedy do
3 miesiecy stwarzajg warunki do namnozenia sie nawet do koncentracji 10° JTK/g,
a jest to juz dawka grozna dla konsumentow.

Watpliwoscia, ktéra nasuwa si¢ analizujac wyzej przedstawione dane to, ze
by¢ moze szczepy Listeria monocytogenes izolowane z zywnosci nie sg w peni
chorobotwéreze. Jej poparciem moze by¢ praca Awery, w ktdrej patogennosc byta
badana testem na zarodkach kurzych (Avery i wsp., 1997). Stwierdzono w niej

rdznice pomiedzy szczepami klinicznymi i izolowanymi z migsa. Oba rodzaje
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szczepow byly namnazane in vitro w 37°C a nastepnie przechowywane w 4°C przez
4 tygodnie. Szczepy kliniczne pozostawaty patogenne dla zarodkéw natomiast
izolowane z zywnosci tracity patogenno$¢. Praca ta nie zostata jednak potwierdzona
na innych zwierzetach przez innych autoréow. Obecnie zatem raczej sugeruje sie ze
pochodzenie szczepow nie wptywa na ich zjadliwo$¢. Szczepy wyizolowane
z zywnosci posiadajg, podobnie jak kliniczne, cechy zjadliwosci jak aktywnosé
hemolityczna, internalina, biatko polimeryzujgce aktyng ActA, biatko adhezyjne Ami
(Vazquez-Boland J.A. i wsp., 2001, Jacquet i wsp., 2002) jak réwniez wykazujg
podobienstwo genetyczne (Ojeniyi i wsp., 2000).

Sugerowano takze ze szczepy medyczne, powodujgce schorzenia u ludzi sg
serotypu 4b, natomiast w $rodowisku i w zywnosci bytujg inne serotypy
a szczegodlnie 1/2a (Salamina i wsp., 1996). Wskazuje na to praca Czuprynskiego
i wsp., w ktorej autorzy wykazali, ze szczepy 4b sa bardziej patogenne po do
zotadkowym podaniu myszom, nizeli szczepy 1/2b i 1/2a. Ponadto szczepy
patogenne lepiej przezywaly niskie pH sztucznego soku zotadkowego (Czuprynski
i wsp., 2002). Sugeruje to, ze przyczyna niskiej liczby zachorowan na listerioze przy
jednoczesnym bardzo wysokim stopniu zanieczyszczenia zywno$ci tymi bakteriami
sg dodatkowe, nieznane jeszcze elementy.

Jednym z czynnikéw, ktory moze wplywaé na patogennos¢ listerii jest
hydrofobowos$¢  drobnoustrojow. Jak pisano we wstepie szereg danych
Z pismiennictwa wskazuje, ze szczepy patogenne dla cztowieka sg hydrofobowe
za$ izolowane ze $rodowiska hydrofilowe. Maylheuc i wsp. wykazali, ze szczepy
niepatogenne listerii (niehemolityczny mutant L. monocytogenes i niepatogenna
L. innocua), majg wtasnosci powierzchni, takie jak fadunek, energia powierzchni
komérki, hydrofobowos¢, inne nizeli szczep patogenny. Szczep patogenny byt
najbardziej hydrofobowy (Meylheuc T. i wsp., 2002).

Do badania hydrofobowosci drobnoustrojow uzywa sig¢ kilku metod. Pierwsza
Z nich to test agregacji bakterii w siarczanie amonu (salt solution agregation- SAT).

Nastepna metoda to badanie absorpcji bakterii w kolumnach wypetnionych

hydrofobowym  nosnikiem  tzw. hydrofobowa interakcyjna  chromatografia

(hydrophobic interaction chromatography, HIC). Innym sposobem jest ocena adhezji
drobnoustrojc')w do nitrocelulozowych filtrow (adhesion to nitrocellulose filters, NCF)

(Gospodarek, 1994, t.awrynowicz i Wsp., 1985).
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W pracy hydrofobowos¢ szczepow Listeria monocytogenes badano przy
uzyciu metody MATH (microbial adhesion to hydrocarbons) — adhezji komorek do
substancji hydrofobowej jaka byt heksadekan. W metodzie tej zawiesine bakterii
wytrzasa sie z heksadekanem przez 60 sekund i badajgc co 10 sekund gestosé
optyczng zawiesiny. W przypadku, gdy w zawiesinie sa komorki, ktorych
powierzchnia ma wtasnosci hydrofobowe adherujg one do warstwy heksadekanu
i gestos¢ optyczna zawiesiny maleje.

Do badania hydrofobowo$ci zdecydowano sig¢ uzywaé heksadekan poniewaz
jest to zwigzek najczesciej uzywany w tego typu badaniach. W publikacji Giovanacci
i wsp., jak i we witasnych obserwacjach stwierdzono, ze adhezja listerii do tego
weglowodoru osigga najwyzsze wartosci (Giovanacci i wsp., 2000).

Nastepng kwestiq byto przyjecie, ktéry szczep uznajemy za szczep
hydrofobowy lub hydrofilowy. W wykonanych we wstepnej czeéci pracy badaniach
hie znaleziono szczepu, ktéry w 100% adherowatby do heksadekanu, czyli bytby to
W petni szczep hydrofobowy, badz nie nastepowatby spadek gestosci optycznej czyli
bytby to szczep hydrofilowy. Najczesciej z zawieszonych w soli fizjologicznej listerii
tylko cze$¢ adherowata do heksadekanu. Wskazywat na to spadek gestosci
optycznej, zawiesiny od kilku do kilkudziesieciu procent. Zjawisko to wystepowato
zarbwno w zawiesinie sporzadzonej z hodowli ptynnej, jak i ze statej. Swiadczy to,
ze znajdujgce sie w zawiesinie drobnoustroje majg rézng budowe zewnetrznych
sktadnikow éciany komorkowej, co by¢ moze spowodowane jest réznymi fazami
rozwoju fizjologicznego. Takimi fazami mozna by okresli¢ stan przed podziatem
bakterii, w trakcie podziatu i po podziale. Poparciem tej tezy sg badania
przeprowadzone w pierwszej czgsci pracy. Okreélano w niej hydrofobowosgé
L. monocytogenes w trakcie faz rozwoju logarytmicznego. Wyniki wykazaty, ze
W zaleznosci od fazy rozwoju hodowli, drobnoustroje stajg sie bardziej hydrofilowe
badz hydrofobowe. Poniewaz nie jest mozliwa jednoznaczna ocena hydrofobowosci
Zawiesiny bakteryjnej w niniejszych badaniach przyjeto, ze szczep w danych
Warunkach jest hydrofilowy gdy tylko do 30 % komorek adherowato do
heksadekanu, co na wykresach uwidoczniono jako spadek hydrofilowosci do 70%.

Gdy procent komorek adherujgcych wynosit od 30 do 70% taki szczep uznawano

Jako posredni. Natomiast, gdy W zawiesinie pozostawato do 30% komorek

meadherujacych szczep okreslano jako hydrofobowy.
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Niekiedy takze obserwowano, ze gesto$¢ zawiesiny poczatkowo malata co
wskazywato na to, ze kolejne porcje komorek sg adsorbowane do warstwy
heksadekanu aby nastgpnie ponownie wzrosng¢. To nieopisywane i nieomawiane
dotychczas w pismiennictwie zjawisko mozna wyttumaczy¢ tym, ze zewnetrzna
hydrofobowa warstwa $ciany, (prawdopodobnie warstwa S lub jej pewne elementy)
jest stabo zwigzana z resztg $ciany komorkowej. Gwattownie wytrzgsane komérki sg
uwalniane z heksadekanu do warstwy wodnej, za$ elementy odpowiedzialne za
hydrofobowo$¢ pozostajg w heksadekanie stad komoérka staje sie ponownie
hydrofilowa. Sugestia ta znajduje poparcie w pracy Smoot. Autor stwierdzit, ze
dodatek trypsyny do medium zawieszajacego powoduje ponad 90% redukcje
adhezji Listeria monocytogenes ScotA do powierzchni stalowych
i gumowych (Smoot, 1997). Medrzycka (1991) donosi, ze zjawisko to moze byc¢
zwigzane z punktem izoelektrycznym szczepu bakteryjnego, przesunigcie ktérego
moze doprowadzi¢ do zmian sit przylegania lub odpychania wzgledem kropli
heksadekanu lub innych zwiazkéw niepolarnych.

W pismiennictwie najczesciej podaje sig, ze Listeria monocytogenes jest
gatunkiem hydrofilowym (Dickson i wsp. 1989, Mafu i wsp. 1991). Sg jednak takze
autorzy sugerujacy, ze to bakterie hydrofobowe (Al — Makhlafi i wsp., 1995,
Maisnier-Patin i wsp., 1996 , Benedict, 1990). Przedstawione w niniejszej pracy
badania tlumacza ta rozbieznos¢é. Zalezy to bowiem od wiasnosci badanego
szczepu. Hodujac listerie w optymalnych warunkach, a popularnie przyjmuije sie, ze
jest to bogate podtoze mozgowo sercowe (BHI) i temperatura 30°C, wiekszoéé
szczepow jest hydrofilowa, niektore jednak wykazuja wysoki stopiert powinowactwa
do heksadekanu co $wiadczy o ich hydrofobowosci.

Drugim i zasadniczym elementem wplywajacym na omawiang ceche

szczepow sa warunki hodowli. W pismiennictwie brak jest kompleksowych badan

nad wplywem warunkéw hodowli oraz zroznicowania szczepowego na

hydrofobowogé. O ile prowadzano tego typu badania, to najczesciej dotyczyty one
Wzorcowego, patogennego Szczepu ScottA, nie szczepow wyizolowanych ze
$rodowiska. W przypadku niniejszej pracy uzywano takze jeden szczep
Z amerykanskiej kolekcji ATCC - LM 1577. We wszystkich badaniach szczep ten
Zachowywat sie inaczej nizeli szczepy wyizolowane z zywno$ci. Prowadzone
badania nie miaty na celu wykazania réznic migdzy szczepami klinicznymi

a $rodowiskowymi. Dlatego zdecydowano sie na uzycie tylko jednego szczepu
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wzorcowego - Klinicznego. Nie pozwala to zatem na wyciagniecie wnioskow
0 réznicach w hydrofobowosci szczepow klinicznych i $rodowiskowych.

W pracy badano oddziatywanie kilku rodzajow podtéz statych i jednego
ptynnego. Podjecie tych badan spowodowane byto tym, ze warunki hodowli na
podtozu statym i ptynnym sg kompletnie odmienne biorac pod uwage dostep
komérek do substancji odzywczych, koncentracje produktéw przemiany materii, oraz
wzajemne oddziatywania komérek. Listerie posiadajg zdolnosé rozmnazania sie
W warunkach prozniowych, a jak wiadomo warunki takie stosowane sg
w przechowalnictwie zywnosci. Okreslano takze wptyw temperatury 4°C. w ktorej
one swobodnie rozmnazajq sie, a tego typu temperatury sg czesto stosowane
W przechowalnictwie produktow zywno$ciowych. Zestawienie zbiorcze (Tabela.5,
ryc.33) uwidacznia, ze szczep LM-1577 oraz szczepy 3-V, 1-IV szczegolnie tatwo
przeksztatcaty sig w forme hydrofobowa, natomiast szczep 4-IX najczescie;
pozostawat hydrofilowy. Pozwala to na postawienie tezy, ze wsrod szczepodw
Listeria monocytogenes sa szczepy przeksztatcajace sie w hydrofobowe oraz
pozostajace hydrofilowymi bez wzgledu na warunki hodowli. Tabela 5
zamieszczona w pracy obrazuje takze, ze przy obnizaniu pH $rodowiska
hodowlanego szczepy stajg si¢ hydrofobowe. Szczegélnie silnie oddziatywat kwas
solny, po zastosowaniu ktérego wszystkie szczepy staty sie hydrofobowe. Mniejszy
wptyw ma kwas mlekowy lub octowy. Poniewaz kwasy te sg elementem przemian
Mmetabolicznych, stgd by¢ moze ich dziatanie modulujgce wilasnosci sciany
komorkowej listerii jest znacznie mniejsze. Listeria monocytogenes nalezy do
drobnoustrojow zdolnych przezy¢ w pH do 3,5. Przezycie w tych warunkach
uzaleznione jest od wczeséniejszej adaptacji w nieco wyzszym pH 5,5, Adaptacja do
tych warunkéw umozliwia im bytowanie w zywnoéci kwasnej jak fermentowane
produkty mleczne (Gahan i wsp., 1996). Uzyskane badania wykazujg, ze adaptacja
prowadzi takze do znacznych zmian wtasnosci powierzchni komérki.

Waznym parametrem hodowli redukujacym hydrofilowo$¢ szczepow jest
takze hodowla w niskiej temperaturze, w trakcie ktérej takze czes¢ szczepow staje
sig hydrofobowa. Mozna zatem przyjac, ze w przypadku, gdy w $rodowisku chtodni,
W ktérej znajdujaq sie szczepy listerii posiadajace zdolno$¢ stawania sie

hydrofobowymi to rozwijajgc sie na powierzchni tusz bedg stawaty sie

hydrofobowymi_ Podobne wyniki uzyskali Braindet i wsp. Stwierdzili oni iz

Przesiewajac  wielokrotnie Listeria monocytogenes z podtoza na podioze
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i utrzymujac hodowle w 4°C wraz z kolejnym posiewem wzrasta hydrofobowo$¢
szczepow. Nie odnosito sie to jednak do wszystkich szczepéw. Ponadto stwierdzili,
ze w trakcie hodowli na podtozu o pH 6,0 wzrasta hydrofobowo$¢ szczepéw
(Briandet i wsp. 1999).

Bardzo waznym okazat sie takze sktad pozywki. Najwiecej szczepow
hydrofilowych stwierdzono hodujgc listerie na agarze cukrowym. O wptywie cukrow
prostych na wiasnoéci Listeria monocytogenes szczepu ScottA donosili takze
Braindett i inni (1999). Stwierdzili oni, ze dodatek glukozy badz kwasu mlekowego
w do podtoza BHI albo TSYE i stosowanie temperatury inkubacji 37°C wptywat na
hydrofobowo$é, tadunek (ujemny) oraz zdolno$¢ akceptacii elektronow przez listerie.
Komorki byty hydrofilne tylko, gdy rosty w pH obojetnym. Van Loosdrecht i wsp.
(1987) stwierdzit, ze powierzchnie typowo biologiczne, jak i state podtoza
w $rodowisku wodnym maja zwykle takze tadunek ujemny, co potwierdzatoby fakt
tak duzej ilosci szczepéw hydrofilowych hodowanych na podfozu z agarem
cukrowym.

Obnizenie pH powodowato zmniejszenie elektroujemno$ci komoérek. Zmiany
te zalezg od obecnosci grup fosforowych wigzan diestrowych R-O-HPO2-0-R/RE-
0-P0,--O-R kwasow tejchojowych éciany komérkowej (Briandet i wsp. 1999).
Odmiennoéé naszych badan i wynikow cytowanej powyzej pracy spowodowane byty
prawdopodobnie uzyciem innych szczepoéw oraz innego podioza hodowlanego.
W odréznieniu od cukrow biatka $rodowiskowe, jak zelatyna, nie redukujg
hydrofobowosci (Barriaga i wsp., 1996).

Bardzo istotnym byty takze warunki prozniowe. Hodujgc w nich listerie bez
wzgledu na szczep oraz podtoze hodowlane listerie zawsze stawaly sie hydrofilowe.
Istotnym podkreélenia w tym miejscu jest to, ze w piSmiennictwie nie zanotowano
wczeéniej takiego zjawiska. Fenomen ten moze by¢ jedng z mozliwosci
wyttumaczenia niskiej patogennosci szczepbw wyizolowanych z zywnosci przy
zatozeniu, ze jedynie formy hydrofobowe danego szczepu  sg chorobotworcze.
Poniewaz przechowalnictwo prézniowe zywnoéci (wedlin, ryb wedzonych) jest
powszechnie stosowane a listerie moga sig rozwija¢ w tych warunkach to pomimo
namnazania bedac formami hydrofilowymi sa znacznie mniej niebezpieczne dla
konsumenta.

W pracy zastosowano takze metode MATH do badania adhezji listerii do

oleju roglinnego - oleju z oliwek. Olej roslinny jest mieszaning estrow glicerolu
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i niewielkiej ilosci wolnych nienasyconych kwasow ttuszczowych a wiec powinien
mie¢ charakter hydrofobowy. Wykonane badania daty zaskakujgce rezultaty.
Stwierdzono, ze listerie nie adherujg do tego ttuszczu. Po wytrzgsaniu przez 60
sekund szczepow hodowanych w warunkach w ktérych cze$¢ z nich byta $rednio
i mocno hydrofobowa w stosunku do heksadekanu nie stwierdzono zmian gestosci
optycznej. Giovanacci i inni stwierdzili stosujgc rozne zwigzki hydrofobowe jak
dekan, heksadekan, octan etylu czy chloroform, Zze listerie adherujg do nich
w bardzo r6znym stopniu (Giovanacci i wsp., 2000). W zadnym jednak przypadku
nie obserwowali kompletnego braku adherencji. Obserwowane zjawisko wskazuje,
ze procesy zachodzace w trakcie adhezji bakterii do substancji hydrofobowych sg
znacznie bardziej skomplikowane nizeli proste tgczenie sie ze sobg substancii
hydrofobowych. We wstepnej fazie pracy zaktadano, ze szczepy namnazajace sie
w warunkach niekorzystnych, jakie wystepujg w przetwoérstwie i przechowalnictwie
zywnoéci stajg sie hydrofobowe, co utatwia im dalej zanieczyszczanie produktow
wedliniarskich ktére zawsze sg w wigkszym lub mniejszym stopniu pokryte
warstewka tluszczu. Wykonane proste doswiadczenie wykazuje, ze film ttuszczowy

jest raczej pozytywnym elementem zapobiegajgcym zanieczyszczaniu produktow

listeriami.

Podsumowujac oméwiony etap badan mozna stwierdzi¢, ze szczepy Listeria
monocytogenes sa, biorac pod uwage hydrofobowo$¢ bardzo heterogenng grupg
drobnoustrojow. Sg wérod nich szczepy hydrofilowe oraz takie, ktére w zmienionych
warunkach stajg sie hydrofobowymi. Stad nie mozna o nich jednoznacznie
powiedzie¢, ze sq to bakterie hydrofilowe. Zdanie to jest tym bardziej zasadne, ze
badacze zajmujacy sie tg problematyka nie ustalili arbitralnie warunkéw oraz metody
wedtug ktorej bedzie si¢ badato te ceche. Ponadto ulega ona bardzo duzym
zmianom w zaleznosci od warunkéw $rodowiskowych. Obnizajgac pH, temperature
hodowli bakterie te staja sie hydrofobowe, natomiast hodujac je w warunkach

prozniowych sg hydrofilowe. Nie adherujg one takze do oleju roslinnego. Powyzsze

tezy oraz obserwacje maja wiele cech nowoséci poniewaz brak jest analogicznych

doniesien w $wiatowym pismiennictwie.
Pierwszym etapem zanieczyszczania miesa |1 Srodowisk przetworni
drobnoustrojami jest proces adhezji. Najczeéciej analizuje sig to zjawisko



59

w odniesieniu do powierzchni, ktore sg stosowane w $rodowiskach przetworni jak
stal nierdzewna, guma czy plastiki (Mafu i wsp., 1991, Linton i wsp.,1999, Cunliffe
i wsp., 1999, Carpentier i wsp., 2000, Vatanyoopaisarn i wsp., 2000, Beresford
i wsp., 2001, Norwood i wsp.1999). Bardzo intensywnie byto takze badane
przyleganie bakterii do powierzchni migsa (Firstenberg-Eden 1981, Dikson,
Koohmaraie, 1989, Rodrigou-Szulc i wsp., 1996). Pomimo to doktadny mechanizm
adhezji nadal nie jest w petni zrozumiaty. Duza czes¢ bakterii, bez wzgledu na
rodzaj, jest tylko bardzo luzno zwigzana z powierzchnig migsa i moze byc¢ tatwo
usuwana przez zmywanie. Poczatkowa interakcja bakterii z powierzchnig miesa
zachodzi poprzez odwracalne elektrostatyczne interakcje zwigzane z sitami van der
Waals'a (Mafu i wsp.,1991). Silniejsze wigzanie bakterii do tusz moze by¢ utatwione
przez egzopolisacharyd - glikokaliks otaczajgcy komorki (Barriga i wsp., 1996,
Bennedict i wsp., 1991). Uwaza sig, ze kolagen typu |, obecny w mieéniach i tkance
tacznej jest gtowna struktura, do ktérej adheruja salmonelle (Bennedict i wsp., 1991).
W adhezji bakterii do migsa duze znaczenie ma hydrofobowos¢ drobnoustrojow
(Martin i wsp., 1997). Zmiany struktury tkanek powierzchni tusz zachodzace
w trakcie oparzania parg wodng nie wptywaja na adhezje bakterii (Wariiner i wsp.,
2001). Znacznie mniej prac dotyczy adhezji do ostonek uzywanych w przemysle
wedliniarskim. Dotycza one przede wszystkim ostonek sporzadzonych z kolagenu.
Barriga stwierdzit, ze ilo$¢ adherujacych salmonelli zalezy od czasu i koncentrac;ji
inoculum (Barriga i wsp., 1996). Autorzy sugerujg przy tym ze ostonki kolagenowe
sa dobrym modelem badania adhezji bakterii do migsa (Walls i wsp., 1993).

W niniejszej pracy porownywano adhezje szczepow Listeria monocytogenes
do ostonek naturalnych oraz sztucznych: kolagenowych, celulozowych oraz
sporzadzonych z poliamidu. Uzywane szczepy Listeria monocytogenes nalezaty do
serotypu 1/2a i 4b. Zastosowano cztery rézne koncentracje inoculum bakterii od 10°
do 10° JKT/ml, zaktadajac rézny stopien adherencji listerii do poszczegdlnych
rodzajow ostonek. W przypadku szczepu LM-1577 stwierdzono, ze najwiecej
komérek adherowato do ostonek naturalnych oraz statystycznie mniej do ostonek
z kolagenu. W odniesieniu do ostonek z celulozy i poliamidu adhezja listerii byta
bardzo niska i stwierdzono jedynie pojedyncze kolonie przy najwyzszym inoculum -
10° JKT/ml. Bardzo podobne wyniki stwierdzono w przypadku szczepu
$rodowiskowego 1-IV. Takze i w tym przypadku stwierdzono najintensywniejszg

adherencje do ostonek naturalnych, znacznie nizsza do kolagenowych i sladowg do



60

celulozowych i poliamidowych. Wyniki te wykazuja, ze w trakcie produkcji
zanieczyszczeniem listeriami ulegajg ostonki wykonane z naturalnych produktéw
zwierzecych, jak kolagen czy jelito, natomiast struktura powierzchni ostonek
celulozowych i poliamidowych utrudnia zagniezdzanie sie bakterii. Uzyskane wyniki
znajdujg potwierdzenie w pracy Chavant i wsp. (2002). Autorzy ci badali zdolnos¢
adhezji listerii do powierzchni hydrofilowych (stal nierdzewna) i PTFE
(politetrrafluoroetylen). Stwierdzili, ze stopiert adhezji bakterii do powierzchni byt
podobny, gdy doéwiadczenie prowadzono w temp. 20°C i 37°C. Natomiast
w temperaturze 8°C bakterie tworzyly biofilmy, na powierzchniach stalowych za$ nie
obserwowano wzrostu na powierzchni hydrofobowej. Do$wiadczenie to zdaje sie
ttumaczy¢ rozbieznosci pomiedzy adhezjg a hydrofobowoscia. Li i wsp. stwierdzili
brak korelacji pomiedzy hydrofobowoscig E.coli O157:H7 a zdolnoscig adhezji do
miesni wotowych (Li i wsp., 1999) Podobny wynik uzyskali Craven i wsp.
w badaniach adhezji Salmonella typhimurium do $luzéwki jelit kurzych (Craven
i wsp., 1998). Zupetnie przeciwne natomiast rezultaty uzyskali van Loosdrecht i wsp
(1987). Korelacje te zalezg od metodyki badania hydrofobowosci (Marin i wsp.,
1997).

Jak wiadomo, listerie posiadajg zdolno$¢ rozmnazania sie w warunkach
prozniowych, a takie warunki sg czgsto stosowane do przechowywania produktow
miesnych. Sugeruje sig, ze szczepy listerii hodowane w warunkach prézniowych
stajg sie wybitnie hydrofilowe (Dabrowski i wsp. 2001), zas Martin stwierdzit
korelacje pomiedzy hydrofobowoscia bakterii kwasomlekowych, a ich adhezyjno$cig
do tkanki miesnej (Martin i wsp. 1997). Taka zdolnoS¢ stawania sie wybitnie
hydrofilowymi miaty takze szczepy uzyte w niniejszych do$wiadczeniach.
W zwigzku z tym w dalszej czesci doswiadczen hodowle listerii prowadzono
w warunkach prézniowych po czym analizowano proces adhezji. Stwierdzono, ze
w przypadku obu szczepow 1-1V i LM-1577 warunki prézniowe w znacznym stopniu
obnizajg ich adhezje do ostonek naturalnych i kolagenowych. Moze to sugerowac
znaczenie wigzan hydrofobowych w procesie adhezji listerii do ostonek.
W przypadku ostonek naturalnych stwierdzono obnizenie o potowe ilosci wyrostych
drobnoustrojéw. Natomiast w przypadku ostonek kolagenowych warunki prézniowe
prawie kompletnie zahamowaly adhezje listerii do ostonek. Tego faktu nie mozna
byto stwierdzi¢ w odniesieniu do ostonek celulozowych i poliamidowych, poniewaz

juz w warunkach tlenowych adherowato do nich bardzo niewiele komorek.
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Kwasy ttuszczowe sg naturalnie wystepujgcym antybakteryjnym czynnikiem
wykazujgcym brak toksycznoéci dla ludzi. Ponadto zwigzki te hamujg wzrost
bakteryjnych patogenéw i drobnoustrojow zepsucia.

Jak wiadomo ttuszcze majg wtasnosci hydrofobowe. W zwigzku z powyzszym
w dalszej czesci testowano wptyw filmu tluszczowego na proces adhezji listerii.
Zakladano, ze zmiana powierzchni ostonki na hydrofobowg zwigkszy ilos¢
adherujacych komorek. Ostonki byly powlekane filmem w temperaturze 60°C
w przypadku tluszczu statego za$ w przypadku olejéw ptynnych (olej z oliwek
o niskiej kwasowosci, olej z oliwek - mieszanina nienasyconych kwasow
tluszczowych) na zimno. Czas powlekania ustalono na 10 minut. Do tego etapu
doswiadczenia wybrano szczep 1-IV ze wzgledu na to, Ze zostat on wyizolowany ze
srodowiska przemystu migsnego. Jak wykazano powleczenie ostonek ttuszczem
dato odwrotny efekt — zmniejszenie liczby adherujacych bakterii. Zaobserwowany
fakt potwierdza celowo$¢ dawniej stosowanych w Polsce,w warunkach wiejskich
praktyk smarowania tluszczem przechowywanych kietbas, co miato je chroni¢ przed
plesnieniem. W przypadku ostonek powleczonych ttuszczem statym, redukcja ta byta
bardzo niewielka w odniesieniu do ostonek naturalnych, za$ bardzo znaczna
w ostonkach kolagenowych. Podobng sytuacje zaobserwowano w ostonkach
powleczonych oliwg z oliwek, przy czym najintensywniejsza redukcja wystgpita
w ostonkach pokrytych w mieszaninie kwasow ttuszczowych. Wynik ten mozna
ttumaczyé tym, ze kwasy tluszczowe majg wiasnosci antybakteryjne zaréwno
w stosunku do flory zepsucia jak i patogenow cztowieka (Ababouch i wsp., 1992,
McKellar i wsp., 1992, Ouattamara i wsp., 1997, Hinton i wsp., 2000). Kwas olejowy
redukuje liczebnos¢ populacii bakteryjnej flory na powierzchni skoéry drobiu.
Redukcja ta dotyczy ogolnej liczby tlenowych bakterii, drobnoustrojow z rodzaju
Enterobacteriaceae, Campylobacter oraz Listeria, oraz enterococoéw, przy czym ten
ostatni drobnoustroj jest szczegolnie wrazliwy na niskie koncentracje kwasu podczas
aceae, Staphylococus lentus i Salmonella typhimurium sq

gdy Enterobacter clo

stosunkowo oporne (Hinton i wsp., 2000). O hamowaniu wzrostu L. monocytogenes

przez kwasy ttuszczowe i monoglicerydy donosit takze Wang (1992). Znaczenia

antybakteryjnego dziatania kwasoéw tluszczowych na listerie nie nalezy przeceniac.
Wykazano bowiem, ze listerie zawieszone w emulsji olejowo wodnej sporzadzonej
Z oleju stonecznikowego rozwijaja si¢ w mikrokroplach oleju postaci kolonii
(Brocklehurst i wsp., 1995, Parker i wsp., 1995). Nalezy raczej przyja¢, ze ochronne
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dziatanie ttuszczéw wynika z zablokowania procesu adhezji, co potwierdzajg
badania hydrofobowoéci listerii wzglgdem oleju roslinnego. Innym czynnikiem
hamujacym przyleganie bakterii z grupy Lactobacillus do ostonek kolagenowych sg
biatka. Barriaga i wsp. (1996), postugujgc sie szczepami z rodzaju Lactobacillus
zanotowali takie dziatanie w odniesieniu do albuminy surowicy wotowe;j oréz
mannoprotein $ciany komorkowej drozdzy. Z kolei Barnes i wsp. (1999) stwierdzili,
ze biatka mleka: a-kazeina, B-kazeina, k- kazeina i a-laktoalbumina hamujg adhezje
listerii do powierzchni stalowych.

Benito i wsp. badali hydrofobowo$¢ (okreslang czterema metodami) bakterii
Listeria monocytogenes, Bronchotrix thermoseptica, Escherichia coli, Moraxiella
osloensis, Pseudomonas fluorescens, Staphylococcus aureus, Salmonella
choleraesuis, Yersinia enterocolitica, oraz Clostridium perfringens oraz ich zdolno$é
do adhezji do powierzchni wotowiny. Stwierdzono wysokg zalezno$¢ pomiedzy
hydrofobowosécia a adhezjg do migsa dla Bronhotrix, Yersinia, Clostridium
i Staphylococcus (Benito i wsp., 1997).

Bouttier i wsp. badali przylegania Salmonella choleraesuis subspecies
choleraesuis do miesni i tkanki tluszczowej wotowiny. Stwierdzili, ze salmonelle
adherowaty dobrze do tkanek migéniowych. Bakteria miata bardzo hydrofilowg
powierzchnie. Za przyleganie salmonelli do migsni i tluszczu nie byty odpowiedzialne
tadunek ani hydrofobowo$¢ a rzgski poniewaz ich usunigcie hamowato adhezje
(Bouttier i wsp., 1997).

Dickson i wsp. okreslali zaleznos¢ tadunku powierzchniowego,
hydrofobowosci bakterii i zdolnosci do przylegania do migsa i tluszczu. Stwierdzili,
ze w poréwnaniu ze szczepami Bacillus, Escherichia, Salmonella i Staphylococcus,
Listeria monocytogenes nalezy do szczepow stosunkowo najmniej hydrofobowych.
Listeria posiadata takze stosunkowo niskg zdolno$¢ do adhezji do tkanek chudych
a podwyzszong do tkanek ttustych. Korelacje pomiedzy hydrofobowosécig a adhezjg
do tkanek ttustych stwierdzono tylko dla Staphylococcus aureus za$ korelacje
pomiedzy ujemnym tadunkiem a przyleganiem do chudych migsnych powierzchni
stwierdzono tylko dla Streptococcus epidermitis (Dickson i wsp., 1989).

O wplywie temperatury wzrostu na adhezje do heksadekanu donosili
Govannacci i wsp. Stwierdzili oni, ze wraz ze spadkiem temperatury hodowli wzrasta
hydrofobowos$¢ pieciu szczepow listerii. Ze spadkiem temperatury hodowli spada

takze elektroforetyczna ruchliwosé co $wiadczy o tym, ze zmniejsza sie ich tadunek
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ujemny. Nie dotyczyto to jednak wszystkich badanych pigciu szczepéw w réwnym
stopniu. (Giovannacci i wsp., 2000).

Istnieje zalezno$¢ pomigdzy adhezjg spor Bacillus cereus do komorek
nabtonkowych, powierzchniowg hydrofobowoscig i wirulencjg szczepu (Andersson
i wsp., 1998).

Za adhezje Listeria monocytogenes odpowiedzialny jest tadunek ujemny
powierzchni listerii. Im wiekszy tadunek ujemny tym wigksza adhezja (Dicson i wsp.,
1994).

Podsumowujac uzyskane wyniki mozna stwierdzi¢, ze adhezyjno$¢ listerii do
ostonek kietbas uzalezniona jest od rodzaju ostonki. Tak czesto stosowane do
wyrobow masarskich ostonki sztuczne sg ztym podtozem dla adhezji i dalszego
rozwoju listerii. Ponadto proces ten ograniczajg warunki prézniowe powszechne
stosowanie W przechowalnictwie —zywnosci, oraz $rodowisko ttuszczow

wszechobecne w przetworniach przemystu migsnego. Jednocze$nie wynik adhezji

zalezy takze od wiasciwosci danego szczepu.

W ostatniej czesci pracy badano patogenno$¢ Listeria monocytogenes dla
myszy. Najczesciej proces ten analizowany jest w aspekcie zjawisk zachodzgcych
w komérce zakazonej tg bakterig (Boland-Vazquez i wsp., 2001). Znacznie mniej
uwagi zwraca si¢ na poczatkowe etapy zakazenia jakie zachodzg po wniknieciu
patogenu do przewodu pokarmowego. Stwierdzono, ze kwasowos$¢ zotadka oraz
zdolnoé¢ adaptacji do kwasnych warunkoéw jest jednym z wazniejszych elementéw

zakaznosci L. monocytogenes dla myszy (Saklani-Jusforgues i wsp., 2000). Ponadto

zastosowanie  lekow  obnizajacych kwasowo$C  zotadka jest  czynnikiem
predysponujacym rozwoj schorzenia u ludzi. Warunki wzrostu listerii na powierzchni
hydrofobowej sg zupetnie inne, niz gdy mamy do czynienia z komérkami wolno
plywajacymi. Po przyczepieniu sig do powierzchni listerie dzigki obecnosci genow
relA i hpt zaczynajg akumulowa¢ (p)ppGpp - guanozynopentafosforan. Mutanty

pozbawione wymienionych genow s3 niepatogenne. Wskazuje to, ze obok grupy

genow lezacych w wyspach patogennosci listerii (mpl, actA , plcA, plcB, hly, pfr)

(Boland-Vazquez i wsp., 2001) w zakazeniu majq udziat takze geny odgrywajgce

role w przyleganiu do powierzchni (Taylor i wsp., 2002). Jednym z podstawowych

czynnikéw regulacji cech fenotypowych, w tym i patogennosci listerii jest

temperatura. Takze ruchliwo$¢ listerii jest modulowana przez temperature. Geny
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kodujace listeriozyne O i inne czynniki wirulencji sg transkrybowane w 37° C ale nie
w 22°C. Szczepy pozbawione genow cheY i cheA odpowiedzialnych za chemotaksje
poprzez inercyjng inaktywacje operonu cheYA traca zdolno$¢ do przylegania do
mysich fibroblastéw (Flanary i wsp., 1999). Wskazuje to dodatkowo, ze procesy
warunkujgce rozwdj zakazenia sg warunkowane nie tylko genami wyspy
patogennoéci. Dowodzi tego takze praca Santiago i wsp., ktorzy stwierdzili, ze
ekspresja powierzchniowego biatka LAP o ciezarze 104-kDa odpowiedzialnego za
adhezje do ludzkich komorek Caco-2 jest uzalezniona od warunkéw hodowli.
Znaczna ilos¢ tego biatka wystepowata po hodowli w 37°C i 42°C oraz w czasie
stacjonarnej fazy wzrostu. Obnizenie temperatury hodowli znacznie zmniejszyto
ekspresje tego biatka. (Santiago i wsp., 1999).

Marco i wsp. (1997) badali rozw¢j zakazenia u myszy po podaniu Listeria
monocytogenes per os. Stwierdzil, ze po podaniu dawki 10° komorek po
6 godzinach bakterie sa wykrywane w weztach chtonnych jamy brzusznej.
W $ledzionie i watrobie pojawiajq sie one po 24 godzinach. W Scianie jelita powstajq
zmiany w kepkach Peyera i wystepuja tam ropne reakcje zapalne z naciekami
granulocytarnymi. Duze zmiany zapalne obserwowane byly takze w weztach
chtonnych jamy brzusznej. Potwierdza to praca Prona i wsp. (1998), ktdrzy sugeruja,
ze kepki Peyera sg miejscem namnazania sig listerii.

Zdolnosci zakazne listerii, podobnie jak ich inne cechy sg modyfikowane
przez warunki $rodowiskowe. Dotyczy to listeriozyny, ktérej produkcja byta
zahamowana u szczepéw hodowanych w niskich temperaturach (Myers i wsp.,
1994). Ttumaczac réznice w patogenno$ci szczepow listerii autorzy raczej sktaniajg
sie do hipotezy, wedtug ktorej ekspresja genow wirulencji kontrolowanych przez prfA
gen jest regulowana przez dostepne w srodowisku zrodta wegla. Huilet i wsp. (1999)
stwierdzili, ze ekspresja genu hly jest regulowana przez wystepujacyg
w $rodowisku celobioze. Podobne dziatanie wykazujg B glukozydy (Brehm i wsp.,
1999), oraz produkty reakcji Maillarda (Sheikh-Zeinoddin i wsp., 2000). Nie wyklucza
sie takze, ze inne niz prfA bakteryjne czynniki oraz reakcja zywiciela modulujg
ekspresje prfA regulonu (Vazquez-Boland i wsp., 2001).

Podstawowq przestanka, ktora przyczynita si¢ do podjecia badan nad

zakaznoécig listerii byly dane dotyczace dawek zakaznych salmonelli. Dawki te sg

bardzo rézne od 10' do 10" JTK/g. Tak duze zréznicowanie dawek zakaznych

spowodowane jest roznicami W koncentracji ttuszczu. (D'Aoust wsp., 1994)
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w pozywieniu, ktére bylo przyczyng zakazenia. Sugeruje sie, ze w Srodowisku
thuszczowym podczas przezuwania pokarmu, hydrofobowe salmonelle lokujg sie
wewnatrz powstajgcych micelli ttuszczowych co stwarza warstwe ochronng przed
dziataniem kwaséw zotadkowych (Blaser i wsp., 1982).

Powyzsza hipoteza w odniesieniu do L. monocytogenes miata szanse okazac
sie by¢ prawdziwag poniewaz szereg szczepow badanych, a szczegdinie wzorcowy
LM-1577 tatwo stajq sie hydrofobowe. Przyjeto zatem, ze podobnie jak w przypadku
salmonelli, szczep hydrofobowy podawany myszom w tuszczowym $Srodowisku
moze byé chroniony przed dziataniem kwasu solnego Zzotgdka przez micelle
tluszczowe. W zwigzku z tym do badan uzyto szczepy izolowane z produktéw
miesnych: 2-XVI, ktéry byt szczegolnie hydrofilowy oraz 1-1V tatwo przeksztatcajacy
sie w hydrofobowy. Szczepy te hodowano w warunkach zapewniajacym im
hydrofobowos$¢ - warunki tlenowe i hydrofilowo$¢ - warunki beztlenowe. Celem
potwierdzenia wptywu $rodowiska tluszczowego listerie podawano per os myszom
jako zawiesing wodng albo emulsje tluszczowo-wodng. Uzyskane wyniki nie
potwierdzity przyjetej hipotezy. W przypadku obu szczepdw hydrofilowego
i hydrofobowego podanych w emulsji olejowo wodnej liczba JTK wyizolowanych
watréb i $ledzion byta nizsza nizeli po podaniu zawiesiny wodnej. Szczegdlnie
niskie wartosci uzyskano po podaniu emulsji z oboma szczepami hodowanymi
w warunkach prézniowych. Powyzsze dane wskazujg, ze olej wywiera negatywne
dziatanie  prawdopodobnie  poprzez bakteriostatyczne  dziatanie  kwasoéw
tuszczowych. Natomiast, by¢ moze hodowla w warunkach prézniowych wybitnie

uczula listerie na dziatanie tych kwasow. W nastepstwie tego uszkodzone bakterie

sq szybko eliminowane z jelit (Barbour i wsp., 2001).

Nie uzyskano takze istotnych réznic w zakaznosci szczepdw; hydrofilowego

i hydrofobowego wyrazonej w iloci jednostek tworzacych kolonie wyizolowanych
z watrob i sledzion. Wniosek ten wymaga jednak potwierdzenia na wiekszej liczbie
szczepow. Trudnym natomiast do wyttumaczenia jest fakt nizszych ilosci w jelitach

listerii hydrofobowych - szczep 1-IV w poréwnaniu z hydrofilowym - szczep 2-XVI.

Moze to sugerowac, ze SzCzZep 1-IV jest intensywniej absorbowany do jelit co
W pewnym przypadku potwierdzato by znaczenie hydrofobowosci dla zjawiska

adsorpcji listerii do powierzchni jelit. Wyniki te nie sg jednak potwierdzane

odpowiednio wyzszymi wartosciami ognisk zapalnych w $ledzionach i watrobach.

Jak wiadomo, pomiedzy sciang jelita a watrobg i $ledziong istnieje szereg przeszkod
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zarowno mechanicznych jak i immunologicznych. Jedng z najpowazniejszych sa
wezty chfonne otrzewnowej. Nie jest wykluczonym, ze pomimo lepszej adsorpcji do
Sciany jelita, wigkszo$C bakterii szczepu 1-IV, byé moze ze wzgledu na nizszg
patogenno$c¢ jest wychwytywana w otrzewnowych weztach chtonnych. Jest to jedno
z mozliwych wyttumaczen powyzszego zjawiska. Wyniki badan jelit potwierdzajg
wczesniej postawiona hipoteze, ze hodowla listerii w prézni uczula je na pbézniejsze
dziatanie kwasow ttuszczowych. W przypadku obu bowiem szczepéw stwierdzono
bardzo niski poziom ilosci w jelitach.

Powyzsze dane wskazuja, ze warunki przechowalnicze - pakowanie
prézniowe oraz $rodowisko ttuszczowe jakim sg wyroby mleczne (sery miekkie,
twarogi) ryby wedzone, oraz wedliny sg elementem ochronnych przed zakazeniem
listeriami. Poparciem tezy o ochronnym dziataniu ttuszczy na zakazenia listeriami
okazata si¢ praca Spronga i wsp. (1999). Autorzy ci badali wptyw diety tluszczowe;
na zakazenie szczuréw Listeria monocytogenes i Salmonella enteritidis. Stwierdzili,
ze dieta ttuszczowa chronita szczury przed zakazeniem, za$ nie dziatata na
salmonelle. Moze by¢ to zatem wazng przyczyna, ktéra powoduje, ze pomimo
czestego wystepowania Listeria monocytogenes w wymienionych powyzej rodzajach
zywnoéci, do zakazen dochodzi stosunkowo rzadko. Wartym jest takze

nadmienienia, ze w pi$miennictwie nie napotkano na podobne doswiadczenia stad

wysunieta teza ma duzy element nowosci.
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6. WNIOSKI

. Szczepy Listeria monocytogenes hodowane w $rodowisku tlenowym w 30°C,
czyli w optymalnych warunkach, wykazujg wtasnosci hydrofilowe.

. Zmiana warunkéw hodowli jak: temperatura, pH, sktad podtoza, dodatek do
podtoza NaCl powoduje przeksztalcanie sie szczepdébw Listeria
monocytogenes z hydrofilowych w hydrofobowe.

. Szczepy Listeria monocytogenes sg bardzo zrdéznicowang populacjg
w aspekcie ich zdolnoéci do przeksztatcania si¢ w formy hydrofobowe.

. W warunkach beztlenowych listerie przeksztatcajg sie w formy wysoce

hydrofilowe.

5. Szczepy Listeria monocytogenes nie adherujg do oleju z oliwek.

6. Na adhezje Listeria monocytogenes do ostonek kietbas ma wptyw:

temperatura hodowli, temperatura, w ktérej zachodzi to zjawisko, oraz czas
inkubacji.

_ Komorki Listeria monocytogenes lepiej adherujg ostonek naturalnych (jelita
i kolagen) niz do ostonek z materiatow syntetycznych (celuloza, poliamid).

_ Powlekanie ostonek filmem ttuszczowym zmniejsza adhezje Listeria
monocytogenes do ostonek naturalnych. Spadek iloéci adherujgcych komorek

zalezy od rodzaju zastosowanego thuszczu,
. Zwiekszenie ilosci wigzan nienasyconych w tluszczu obniza adhezje

drobnoustrojéw do ostonek.

10. Hodowla Listeria monocytogenes W warunkach beztlenowych powoduje

12.Brak jest

obnizenie iloéci adherujacych drobnoustrojow do ostonek.
11.Emulsja olejowo-wodna oraz prozniowe warunki hodowli w istotnym stopniu

redukujg ilos¢ komorek Listeria monocytogenes w mysich $ledzionach

i watrobach.
istotnych  réznic W zakaznosci szczepdw hydrofilowego

i hydrofobowego.
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Tab.5. Zréznicowanie hydrofobowosci szczepow L. monocytogenes w zaleznosci od warunkéw wzrostu.
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9. RYCINY



Ryc.4. Krzywa logarytmicznego wzrostu szczepu LM-1577 Listeria monocytogenes.
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Ryc.5. Hydrofobowog¢ i dendrogram podobienstwa szczepow Listeria monocytogenes
hodowanych na podtozu BHI ptynnym Czas inkubacji 0-72h, temperatura inkubacji 30°C.
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Ryc. 6. Hydrofobowos¢ i dendrogram podobienstwa szczepow L. monocytogenes hodowanych na
BHI ptynnym. Czas inkubacji 24h, temperatura inkubacji 30°C.
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Ryc. 7. Hydrofobowo$¢ i dendrogram podobienstwa szczepow L. monocytogenes hodowanych na
podlozu BHI stalym. Czas inkubacji 24h, temperatura inkubacji 30°C.
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Ryec. 8. Hydrofobowos¢ i dendrogram podobienstwa szczepoéw L. monocytogenes hodowanych na
agarze cukrowym. Czas inkubacji 24h, temperatura inkubacji 30°C.
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Ryc. 9. Hydrofobowo$¢ i dendrogram podobienstwa szczepdw L. monocytogenes hodowanych na
agarze zwyklym. Czas inkubacji 24h, temperatura inkubacji 30°C.
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Ryc.10. Hydrofobowos¢ i dendrogram podobienstwa szczepdw L. monocytogenes hodowanych na
podtozu BHI obnizonym do pH 5,5 HCI. Czas inkubacji 24h, temperatura inkubacji 30°C.
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Ryc. 11. Hydrofobowos¢ i dendrogram podobienstwa szczepow L. monocytogenes hodowanych na
podlozu BHI o pH 5,5 obnizonym kwasem octowym. Czas inkubacji 24h, temperatura inkubacji

30°C.
100 £
—{)34- X
90
—O—4-IX
80
———4 - X|
_§ 70 T
3
% ; —3—3 - VIl
°
E ;i —t—15
[0)
o
§ 5 o wiid=in19
y
; . 3 s V.
o O--1-1Iv
b o O 22 XVI
: | ‘ I ‘ ‘ LM - 1577
s - 20 30 40 0 o | -1
czas wytrzasania (s )
34 - X |— k
61 F————
3.V f———r L
15 — S
19 4 —
3-V | ¥ iy o
1-1V ‘ i
2 - XVI |
LM - 1577
4 - X| f————————— oy
P A L e o et oot
O_uﬁ&“ﬁzo 40 60 80 100 120

spadek podobiefistwa szczepow -




Ryc. 12. Hydrofobowo$¢ i dendrogram podobienstwa szczepdéw L. monocytogenes hodowanych na
podlozu BHI o pH 5,5 obnizonym kwasem mlekowym. Czas inkubacji 24h, temperatura inkubacji

30°C.
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Ryc. 13. Hydrofobowos¢ i dendrogram podobienstwa szczepow L. monocytogenes hodowanych na
podlozu BHI z 8% dodatkiem NaCl. Czas inkubacji 24h, temperatura inkubacji 30°C.
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Ryc.14. Hydrofobowo$¢ i dendrogram podobiefstwa SZCzepow L. mono
podlozu BHI. Czas inkubacji 45 dni, temperatura inkub

cytogenes hodowanych na
acji 4°C.
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Rye.15. Hydrofobowo$¢ i dendrogram podobienstwa szczepdw L. monocytogenes hodowanych na
podtozu BHI w warunkach beztlenowych. Czas inkubacji 24h, temperatura inkubacji 30°C.
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Rye.16. Hydrofobowos¢ i dendrogram podobiefistwa szczepow L. monocytogenes hodowanych na
podtozu BHI w warunkach beztlenowych. Czas inkubacji 45 dni, temperatura inkubacji 4°C.
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Ryc. 17. Adhezyjno$¢ do oleju roslinnego szczepow L. monocytogenes hodowanych na podlozu
BHI. Czas inkubacji 24h, temperatura inkubacji 30°C, substancja hydrofobowa olive oil.
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Ryc.18. Adhezyjnos¢ do oleju roslinnego szczepdw L. monocytogenes hodowanych na podtozu
BHI. Czas inkubacji 45 dni, temperatura inkubacji 4°C, substancja hydrofobowa olive oil.
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Rye. 19. Liczba JTK L.monocytogenes adherujacych do ostonki celulozowe;j.
Czas inkubacji: 24 h, 30°C,adhezja w 5°C.
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stezenie inoculum

Ryc. 20. Liczba JTK L.monocytogenes adherujacych do ostonki celulozowe;.
Czas inkubacji:24 h, 300C,adhezja w 30°C.
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Ryc. 21. Liczba JTK L.monocytogenes adherujacych do ostonki kolagenowe;j.
Czas inkubacji:24 h, 30°C, adhezja w 5°C.
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Ryc. 22. Liczba JTK L.monocytogenes adherujacych do ostonki kolagenowe;.
Czas inkubacji:24 h, 30°C, adhezja w 30°C.
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Ryec. 23. Liczba JTK L.monocytogenes adherujacych do ostonki celulozowe;.
Czas inkubacji: 45 dni, 5°C, adhezja w 5°C.
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Ryc. 24. Liczba JTK L.monocytogenes adherujacych do ostonki celulozowe;.
Czas inkubacji:45 dni, 5°C,adhezja w 3 i
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Rye. 25. Liczba JTK L.monocytogenes adherujacych do ostonki kolagenowe;j.
Czas inkubacji:45 dni, 5°C, adhezja w 5°C.
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Ryc. 26. Liczba JTK L.monocytogenes adherujacych ostonki kolagenowe;.
Czas inkubacji: 45 dni, 5°C,adhezja w 37°C.
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Ryc. 27. Adhezyjnos$¢ szczepu LM-1577 L. monocytogenes inkubowanego w warunkach
tlenowych i beztlenowych do poszczegoélnych typéw ostonek.
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Ryc. 28. Adhezyjno$¢ szczepu 1-IV L. monocytogenes inkubowanego w warunkach
tlenowych i beztlenowych do poszczegdlnych typéw ostonek.
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Ryc. 29. Adhezyjnos¢ szczepu 1-1V Listeria monocytogenes do poszczegoélnych typow
ostonek nie powleczonych filmem tluszczowym.
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Ryc. 30. Adhezyjnos¢ szczepu 1-1V Listeria monocytogenes do poszczegdlnych typow
ostonek powleczonych filmem z thuszczu stalego.
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Ryc. 31. Adhezyjno$¢ szczepu 1-1V Listeria monocytogenes do poszczegdlnych typow
ostonek powleczonych filmem z oleju z oliwek.
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Ryc. 32. Adhezyjnos¢ szczepu 1-1V Listeria monocytogenes do poszczegodlnych typdéw ostonek

powleczonych filmem z mieszaniny nienasyconych kwasow tluszczowych.
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Ryc.33. Usredniony wykres hydrofobowosci i dendrogram podobienstwa szczepow

L. monocytogenes w zaleznosci od parametréw wzrostu.
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Ryec. 34. Patogennos$¢ Listeria monocytogenes.

HF- forma hydrofobowa
HL- forma hydrofilowa

P forma | w

2,50E+07

yeh

O~ forma podawana w zawiesinie olejov\q

2,00E+07

forma hydrofobowa

Jelito

forma hydrof Iowa

—

1,50E+07

JTK/g

1,00E+07

5,00E+06

—

HH

0,00E+00

HF- forma hydrofobowa
HL- forma hydmﬂlcwn

1-IVHFP

P- forma |
O- forma podnwann w zawiesinie olqowcj

1,20E+07

forma hydrofobowa

1-IVHFPO

parametry

2-XVIHL

2-XVIHLO 2-XVIHLP

forma hydrofilowa

2-XVIHLPO

1,00E+07

8,00E+06

6,00E+06

3

4,00E+06

2,00E+06

0,00E+00 3
1-IVHF

1-IVHFO

1-IVHFP

1-IVHFPO

[

parametry

2-XVIHL

2-XVIHLO 2-XVIHLP

2-XVIHLPO |

HF- forma hydrofobowa
HL- forma hydraﬂlown

I

P- forma hod
O- forma podnwann w zawiesinie olejowej

Sledziona

1,20E+07

forma hydrofobowa

1,00E+07

8,00E+06

6,00E+06

JTK/g

4,00E+06

2,00E+06 |

0,00E+00

—

o

XVIHLO 2-XVIHLP

2-XVIHLPO




~
-
AL
L .
) Lol L
[
R R
SR oy o
LR
S e ik e







Biblioteka Gidéwna
Zachodniopomorskiego Uniwersytetu
Technologicznego w Szczecinie

CZ 57496

TR ERFAEERY

001-057496-00-0




