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Opisano wyniki typowania szczepow paleczek Listeria monocytogenes izo-
lowanych z préobek materialu klinicznego, probek zywnosci i probek $rodo-
wiskowych metoda multiplex PCR umozliwiajacg ustalenie przynaleznosci
badanego szczepu do okreslonej genoserogrupy. Stwierdzono, ze wiekszo$¢
badanych szczepéw mozna bylo zaliczy¢ do genoserogrupy I.1 oraz I1.2,
reprezentujacych odpowiednio typy serologiczne 1/2a oraz 1/2b. Szczepy
izolowane z prébek zZywnosci najczeSciej nalezaly do typu serologicznego
1/2a, natomiast izolowane z probek materiatu klinicznego do 1/2b.

Zakazenia pateczkami Listeria mononocytogenes dotycza ludzi na calym $wiecie,
powodujac przede wszystkim zaburzenia zotadkowo jelitowe, rzadziej odpowiedzialne sa
za zakazenia centralnego uktadu nerwowego, powodujac zapalenie opon moézgowo-rdze-
niowych, zapalenie mdzgu, czy ropnie mézgu. Zakazenia tymi drobnoustrojami u kobiet
cigzarnych mogg natomiast prowadzi¢ do przedwczesnych poroddéw, czy nawet poronien
(3, 11). Listerioza jest powaznym problemem nie ze wzgledu na liczbe zachorowan (zapa-
dalnos¢), lecz ze wzgledu na wysoka $Smiertelnos¢, ktora siega 20 % w przypadku uogol-
nionych zakazen (6).

Najczegsciej pateczki Listeria sa izolowane z krwi, ptynu moézgowo-rdzeniowego lub
ropy, a rzadziej z probek innego materialu klinicznego —jak na przyktad probki katu. Iden-
tyfikacja bakterii pozyskanych z powyzszych materiatow, a takze z probek materiatu niekli-
nicznego, np. z Zywnosci, opiera si¢ wykryciu cech biochemicznych — charakterystycznych
dla rodzaju oraz gatunkow pateczek Listeria (9). Szczepy rozpoznane biochemicznie moga
podlegac dalszej identyfikacji serologicznej metoda opisang przez Seeliger i Hohne (14). Ta
klasyczna metoda serotypowania opiera si¢ wykorzystaniu metody aglutynacji szkietkowe;j
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do identyfikacji antygendw somatycznych paleczek Listeria oraz aglutynacji probowkowej
do identyfikacji antygendéw rzeskowych.

Opracowano roéwniez rézne procedury ustalania typu serologicznego badanego szczepu
pateczek Listeria na podstawie badania genetycznego profilu szczepu. (1, 2, 5). Zastosowana
w niniejszej pracy metoda Doumitha wykorzystuje reakcje multiplex PCR w celu wykrycia
fragmentow gendéw: Imo07371Imolll8, kodujacych bialtka o dotychczas nie znanej funkcji,
fragmentu sekwencji ORF2819 kodujacej biatko o funkcji regulatora transkrypcji i fragmentu
sekwencji ORF2110, kodujacej biatko sekrecyjne a takze fragmentu genu prs, kodujacego
biatko regulujace ekspresje listeriolizyny O. Wyniki amplifikacji wymienionych sekwencji
genowych pozwalaja na podzielenie pateczek Listeria monocytogenes na pig¢ genoserogrup:
1.1 zawierajacej typy serologiczne 1/2ai3a, 1.2 z serotypami 1/2c i 3¢, I.1 z serotypami 4b,
4d i4e, I1.2 z serotypami 1/2b, 3b i 7 oraz IlII z serotypami 4a i 4c (4).

Istotne jest rozpoznanie typu serologicznego pateczek Listeria mononocytogenes, ze
wzgledu na zréznicowang chorobotworczos¢ poszczegoélnych typdw serologicznych. Do-
$wiadczalne zakazenia cigzarnych myszy wykazaly, iz szczepy nalezace do typu serologicz-
nego 1/2a, 1/2b i 4b wykazuja zdolnos¢ kolonizacji przewodu pokarmowego i przenikania do
watroby i $ledziony, gdzie przezywaja. W przeciwienstwie do wyzej wymienionych szczepy
o serotypie 3a nie wykazywaly takich wtasciwos$ci (10). Prawidlowo$¢ ta potwierdzaja
réwniez badania przeprowadzone na linii komorkowej Caco-2 (15). Typy serologiczne 1/2a,
1/2b i 4b sa rdwnoczesnie najczesciej izolowanymi typami serologicznymi z przypadkow
listeriozy od ludzi (13).

Celem przeprowadzonych badan byto okreslenie przynaleznosci do genoserogrupy
szczepdw paleczek Listeria monocytogenes izolowanych z probek materiatu klinicznego,
zywnosci oraz z probek srodowiskowych. Jednocze$nie w celu weryfikacji uzyskanych
wynikoéw badan szczepy poddawano klasycznemu typowaniu serologicznemu z uzyciem
surowic dla antygendw somatycznych i rzgskowych.

MATERIAL I METODY

Szczepy Do pracy uzyto 90 szczepoéw paleczek z rodzaju Listeria: 75 szczepow
Listeria monocytogenes izolowanych z probek materiatu klinicznego, zywnosci oraz z pro-
bek srodowiskowych, 10 wzorcowych szczepow pateczek Listeria monocytogenes oraz 5
szczepow wzorcowych nalezacych do innych gatunkow: L. innocua, L. ivanovii, L. seeligeri,
L. welshimeri and L. grayi. Szczepy wzorcowe paleczek Listeria uzyte do badan pochodzity
z kolekcji Instytutu Pasteura oraz z kolekcji NIZP-PZH (Tabela I). Szczepy pochodzace
z probek klinicznych, zywnosci i sSrodowiskowych zostaty nadestane do reidentyfikacji do
NIZP-PZH w okresie ostatnich 10 lat.

Reidentyfikacja szczepdw Szczepy przechowywano w postaci zamrozonej
w temp. -70 °C. Po rozmrozeniu i namnozeniu na podtozu BHI Agar, szczepy przesiewano
na podtoze Columbia Agar z 5 % dodatkiem krwi baraniej (BioMeriéux, Francja), a nastgpnie
okreslano ich wlasciwosci biochemiczne przy uzyciu klasycznych testow probéwkowych
dla nastepujacych cech: produkcja kwasu z L-ramnozy, D-ksylozy, D-rybozy, oraz hydroliza
eskuliny i hipuranu. Dla wszystkich szczepéw wykonano rowniez test CAMP (Christie,
Atkins, Munch-Petersen) z B-hemolitycznym Staphylococcus aureus i Rhodococcus equi.
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Genoserotypowanie. Okreslenie typu serologicznego pateczek Listeria monocyto-
genes przeprowadzano metoda multiplex PCR zgodnie z procedurg opisang przez Doumith
i wsp. (4). Do mieszaniny reakcyjnej, zamiast DNA matrycowego izolowanego z badanych
szczepow, dodawano mase¢ bakteryjna w ilosci 1-2 kolonie pobrane z podtoza BHI Agar,
bezposrednio przed reakcja. PCR przeprowadzano w termocyklerze Mastercycler (Eppen-
dorf, Germany), zgodnie z nastepujacym programem: wstepna denaturacja DNA w temp.
94°C przez 3 min, a nastgpnie 35 cykli ztozonych z denaturacji DNA w 94°C przez 40 sek.,
wigzanie starterow w temp. 51°C przez 1 min 15 sek oraz wydtuzanie produktu w temp.
72°C przez 1 minl5 sek. Koncowe wydtuzanie produktéw przeprowadzano w temp. 72°C
przez 7 min. Produkty amplifikacji rozdzielano w 1,5 % zelu agarozowym Basica LE (Prona,
Hiszpania), a nastgpnie uwidaczniano poprzez barwienie zelu bromkiem etydyny.

Serologiczne typowanie metoda klasyczng. Wszystkie szczepy pateczek
Listeria mononocytogenes typowano serologicznie z uzyciem klasycznej metody agluty-
nacji szkietkowej dla antygendéw somatycznych i aglutynacji probéwkowej dla antygenow
rzgskowych. Do badan uzyto mono- lub poliwalentnych surowic firmy Mast Diagnostic,
zgodnie z zaleceniami producenta.

WYNIKI

Wyniki serologicznego typowania i genoserotypowania szczepoéw paleczek Listeria
monocytogenes przedstawiono w tabelach 11 Il oraz ryciny 1 i 2. Wérdd uzytych do badan
15 szczepdéw wzorcowych dla 10 szczepow nalezacych do gatunku L. monocytogenes me-
toda multiplex PCR potwierdzono przynaleznos¢ do okreslonej genoserogrupy a metoda
klasycznego typowania serologicznego ustalono serotyp potwierdzajac petna zgodnos¢ obu
metod typowania (Tabela I). Szczepy wzorcowe pateczek Listeria innych gatunkow, niz

Tabela I.  Wynik typowania serologicznego i genoserotypowania wzorcowych szczepow nalezacych
do gatunku Listeria

Oznakowanie Gatunek Serotyp | Genoserogrupa Kolekcja

CLIP 74902 | Listeria monocytogenes 1/2a I.1 Kolekcja Instytutu Pasteura
CIP 78.34 Listeria monocytogenes 3a I.1 Kolekcja Instytutu Pasteura
CLIP 74904 | Listeria monocytogenes 1/2¢ 1.2 Kolekcja Instytutu Pasteura
CIP 78.36 Listeria monocytogenes 3c 1.2 Kolekcja Instytutu Pasteura
CLIP 74910 | Listeria monocytogenes 4b 1.1 Kolekcja Instytutu Pasteura
PZH 10/07 Listeria monocytogenes 4d 1.1 NIZP-PZH'

PZH 11/07 Listeria monocytogenes 4e 1.1 NIZP-PZH'

CLIP 74903 | Listeria monocytogenes 1/2b 1.2 Kolekcja Instytutu Pasteura
CIP 78.35 Listeria monocytogenes 3b 1.2 Kolekcja Instytutu Pasteura
PZH 9/07 Listeria monocytogenes 4a 111 NIZP-PZH'

CLIP 74914 | Listeria ivanovii 5 | - Kolekcja Instytutu Pasteura
CLIP 74915 | Listeria innocua 6a | - Kolekcja Instytutu Pasteura
CLIP 73019 | Listeria grayi | == | = === Kolekcja Instytutu Pasteura
CLIP 73020 | Listeria welshimeri 6b | - Kolekcja Instytutu Pasteura
CLIP 73021 | Listeria seeligeri 12 | - Kolekcja Instytutu Pasteura

fNarodowy Instytut Zdrowia Publicznego — Panstwowy Zaktad Higieny



82 G. Madajczak, D. Majczyna Nr 1

12;3%

Ryec.1. Przynaleznos$¢ badanych szczepdw Listeria monocytogenes do okreslonej genoserogrupy

Tabela I1. Wynik typowania serologicznego i genoserotypowania badanych szczepow nalezacych
do gatunku Listeria monocytogenes

Frédto Genoserogrupa 1.1 1.2 1.1 1.2 11
Serotyp 1/2a| 3a | AT | 1/2c | 3c | 4b [4d | 4e | 1/2b| 3b | AT | 4a | 4c
Probki mat. klinicznego 9 1|1 1 0|7(|1]0 5 1 0|30
Probki zywnosci 22 1110 1 0O|1]2]0 5 4 1 6| 0
Probki srodowiskowe 00| O 0 00|00 3 0| 0|0 O
Ogotem / Odsetek | 34 (45%) 2 (3%) 11 (15%) 19 (21%) 9 (12%)
TForma autoaglutynujgca
4d; 4|-% A; 3%
4a; 12%
3a; 3%
1/2¢; 3%
Ryec. 2. Przynalezno$¢ badanych szczepdw Listeria monocytogenes do okre§lonego typu serolo-

gicznego. A- szczepy autoaglutynujace

L. monocytogenes, stosujac metode multiplex PCR, rozpoznano co do rodzaju oraz jako
nie nalezace do gatunku L. monocytogenes. W przypadku 73 szczepéw na 75 badanych
szczepow L. monocytogenes pochodzacych z probek materiatu klinicznego i niekliniczne-
go stwierdzono, ze w oznaczonych metoda multiplex PCR genoserogrupach znalazty si¢



Nr 1 Typowanie pateczek L. monocytogenes 83

zgodnie z danymi pi§miennictwa szczepy nalezace do okreslonego typu serologicznego
ustalonego metoda klasyczng. I tak do genoserogrupy 1.1 zaklasyfikowano 34 szczepy
(45% wszystkich badanych szczepow L. monocytogenes), do genoserogrupy 1.2 zaklasy-
fikowano 2 (3%) szczepy, do genoserogrupy II.1 zaklasyfikowano 11 (15%) szczepdw, do
genoserogrupy 1.2 zaklasyfikowano 19 (25%) szczepow, a do genoserogupy III — 9 (12%)
szczepow. Najliczniej reprezentowanym typem serologicznym byt serotyp 1/2a z 31 przed-
stawicielami (41% wszystkich badanych L. monocytogenes). Drugim co do czgstosci typem
serologicznym byt 1/2b (11 szczepow — 15%), a trzecim 4b (8 szczepow — 11%). W badane;j
grupie nie stwierdzono obecnosci szczepéw nalezacych do typow sertologicznych 3c, 4c
i4e. W przypadku 2 szczepdéw nalezacych do genoserogrupy 1.1 i 1.2 nie udato si¢ ustali¢
ich typu serologicznego ze wzgledu na autoaglutynujace wlasciwosci tych szczepdw. Wyniki
genoserotypowania, jak i typowania serologicznego metoda klasyczng badanych szczepow
Listeria monocytogenes przedstawiono w tabeli II i na rycinie 1 i 2.

DYSKUSJA

Prezentowana praca przedstawia wyniki okreslania przynalezno$ci szczepdw paleczek
Listeria monocytogenes do grup serologicznych, na podstawie wynikoéw genetycznego ty-
powania metoda multiplex PCR a takze przy uzyciu klasycznego typowania serologicznego
wg. Seeliger i Hohne (14).

Badane szczepy pateczek Listeria monocytogenes najczesciej reprezentowatly genose-
rogrupe I.1, a w szczeg6lnosci typ serologiczny 1/2a. Druga co do czestosci wystgpowania
byta genoserogrupa I1.2, ztozona w gltdéwnej mierze z przedstawicieli typu serologicznego
1/2b. Obie genoserogrupy, jak i wspomniane typy serologiczne naleza do najczesciej wy-
stepujacych na §wiecie, co zostato wykazane przez wielu autoréw (1, 8, 11, 13). Ponadto,
analizujac wyniki w obrgbie grup szczepow o tym samym pochodzeniu (izolaty z probek
materiatu klinicznego lub zywnosci), czestotliwo§¢é wystepowania poszczegolnych geno-
serotypow i typoéw serologicznych zgodna jest z ogélnoswiatowa tendencja — najczesciej
w grupie szczepdw izolowanych z zywnosci identyfikowano przedstawicieli serotypu 1/2a
(genoserogrupa I.1) (8). Natomiast w grupie szczepéw pochodzacych z probek materiatu
klinicznego nie stwierdzono przewagi typu serologicznego 4b, uznanego na swiecie, jako
najczesciej wywotujacy zakazenia inwazyjne u ludzi (8, 13). Pomimo, iz wszystkie szczepy
uzyte do badan wyizolowano od ludzi z przypadkow inwazyjnej listeriozy, to jednak niewiel-
ka liczebno$¢ badanej grupy (29 szczepdw) nie pozwala na wyciaganie takich wnioskow.

W pracy poréwnywano réowniez obie zastosowane metody ustalania przynaleznos$ci
do typu serologicznego pateczek Listeria monocytogenes. Klasyczna metoda typowania
serologicznego charakteryzuje si¢ w poréwnaniu do genoserotypowania znaczng pracochton-
noscig i czasochtonnoscig. W przypadku, gdy wymagane jest szybkie rozpoznanie — moze
to stanowi¢ problem. Uzyskane wyniki badan wykazaly, iz genoserotypowanie wykazuje
zgodno$¢ z metoda klasyczng, a ponadto znajduje zastosowanie rowniez wobec szczepow
o wlasciwo$ciach autoaglutynujacych, ktérych identyfikacja co do typu serologicznego,
jest niemozliwa w przypadku metody klasycznej. Wobec powyzszych faktow nalezy
uzna¢, iz metoda genoserotypowania szczepow paleczek Listeria monocytogenes moze
by¢ rekomendowana jako metoda do rutynowego stosowania w laboratoriach diagnostyki
bakteriologicznej.
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G. Madajczak, D. Majczyna
GENOSEROTYPING OF LISTERIA MONOCYTOGENES IN MULTIPLEX PCR
SUMMARY

Listeria monocytogenes infection affects people throughout the all world, most often causing
gastrointestinal disturbances, less inflammation of the central nervous system (meningitis, menin-
goencephalitis, absceses), sepsis, endocarditis and dispersed focal inflammation. Listeria monocy-
togenes infection in pregnant woman can lead also to premature birth or abortion. Listeriosis is a
serious problem because of the high mortality in case of generalized infection, which can reach up
to 20%. Listeria strains could be identified by determination of biochemical features — characteristic
for each Listeria species. Biochemically identified strains could be serotyped using Seeliger method.
Many authors developed a molecular biology-based methods of Listeria serotype determination The
Doumith’s method divide all Listeria monocytogenes serotypes for five genoserogroups. The purpose
of this study was to determine the genoserogroups of Listeria monocytogenes strains and compare
those results with results obtained by classical serotyping by Seeliger method. To this work 90 Listeria
strains were used: 75 Listeria monocytogenes strains from clinical, food and environmental samples
and 15 reference strains from Pasteur Institute collection and National Institute of Public Health
— National Institute of Hygiene collection. All strains were serotyped using liquid stable antisera
for determination of O and H Listeria monocytogenes antigens (Mast Diagnostic, UK). Multiplex
PCR for Listeria monocytogenes serovars differentiation were performed according to Doumith et all
procedure. The genoserogroup obtained from multiplex PCR of 10 Listeria monocytogenes reference
strains were compatible with real serotype. In case of non-Listeria monocytogenes reference strains in
multiplex-PCR, they were identified as non-monocytogenes. In group of 75 non-reference strains
isolated from human, food and environmental sources, 34 belonged to genoserogroup I.1,
two strains to genoserogroup 1.2, 11 strains to genoserogroup II.1, 21 strains belonged to
genoserogroup I1.2 and 9 strains to genoserogroup III.
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