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PERSISTENCE OF L. MONOCYTOGENES VERSUS ADHERENCE ON SOLID

SURFACE
Janka Koreriovad, Katarina Oravcova

ABSTRACT

Listeria monocytogenes is an important food-borne pathogen that frequently persists in food-processing environments
despite rigorous sanitation procedures. Specific phenotypes that have been linked to persistence have been previously
investigated but no clear association has been demonstrated. In this study we characterised four persistent L. monocytogenes
strains isolated from food factories in Austria, Czech Republic, Denmark and Ireland in comparison with four non-
persistent counterparts. The L. monocytogenes isolates were analysed for the ability to form biofilm during
exponential/stationary growth phase at different temperature at low nutrition stress and adhesion to polystyrene at high-
salinity conditions. Persistent and non-persistent strains did not significantly differ in the ability to form biofilm or to adhere

to polystyrene microtitre plate.
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UVOD

Listeria monocytogenes je vyznamny potravinovy
patogén sposobujlici listeridozu, ochorenie s vysokou
mierou mortality v rizikovych skupinach obyvatel'stva
(Farber a Peterkin, 1991). Syry, ryby (losos), lahodky
obsahujlice méso alebo vajcia a zelenina si povazované
za najviac frekventované nosice tohto patogénu (Lianou
a Sofos 2007). Najmé v oblasti produkcie syra a mésa
L. monocytogenes najcastejSie kontaminuje vyrobné
zariadenia, kde je ur€ité mnozstvo kmenov schopnych
perzistovat napriek prisnym sanitanym procediram
(Lundén et al.,, 2003). Perzistencia sa predpoklada v
spojitosti s posilnenou adherenciou a s potencialnou
tvorbou biofilmu na plochach prichadzajucich do
priameho kontaktu s potravinou (Borucki et al., 2003;
Moretro a Langsrud, 2004).

V tejto praci uvadzame vysledky analyzy Osmich
nezavislych izolatov L. monocytogenes zo Styroch
europskych krajin. Vyber reprezentuji Styri kmene
perzistujucich ~ kontaminantov v  potravinarskych
vyrobniach v porovnani so Styrmi kmefnimi, ktoré boli
izolované z vyrobni, alebo z vyrobkov len sporadicky a
teda sa predpoklada, Ze su neperzistentné. Vsetky kmene
boli hodnotené z hl'adiska tvorby biofilmu a adherencie
na pevny povrch v réznych rastovych fazach, teplotnych
podmienkach, a podmienkach zvySenej koncentracie soli
za ucelom identifikacie perzistujiicich kmenov vzhl'adom
na fenotypové vlastnosti.

Tab. 1 Pouzit¢t kmene L. monocytogenes
charakterizované podla frekvencie izolacie (opisané
vyssie)

MATERIAL A METODY
Bakteridlne kmene

Boli pouzité styri kmene L. monocytogenes, izolované v r.
1996 — 2007 opakovane (perzistentné), a Styri kmene
L. monocytogenes, izolované vr. 1999 — 2008 sporadicky
(neperzistentné), doplnené L. monocytogenes EGD, ako
kontrolnym kmeniom (Tab. 1). Kmene boli kultivované v
trypton-sdjovom bujone (TSB; Merck, Darmstadt, Germany)
pri 37 °C, s trepanim pri 120 rpm, pocas 18 -20 h — zakladna
suspenzia.
Tvorba biofilmu

Suspenzie buniek boli nanasané po 100 pl do jamiek
96-jamkovej  mikrotitraénej  dosticky  z priehl'adného
polystyrénu  (Sarstedt, Nemecko). Biofilm  bol
kvantifikovany spektrofotometrickou metdédou s krystalovou
violetou v Siestich paralelnych meraniach (Korefiova et al.,
2009). Priemerné hodnoty boli vypocitané po vyluceni
odlahlych vysledkov aplikaciou Q-testu (Dean a Dixon,
1951). Vyznamnost rozdielov v percentudlne vyjadrenej
miere tvorby biofilmu medzi jednotlivymi skupinami
kmenov bola stanovena porovnavacim testom podl'a Tukeya
(One-way ANOVA, GraphPad Prism 5.0, GraphPad
Software, Inc., USA).
Vplyv roéznej rastovej fazy buniek
biofilmu

Zo zakladnej suspenzie boli pripravené dve suspenzie
buniek v roznej faze rastu.
(A) Neskora exponencialna az skora stacionarna faza rastu
bola pripravena po centrifugacii zakladnej suspenzie buniek
pri 4000 rpm, 20 min, 20 °C, vymenou TSB média za
Cerstvé v objeme, aby sa dosiahla ODgyy 0,5 (3.109 -5.10°
KTJ.ml™).
(B) Kultary v skorej az strednej exponencialnej faze

a teploty na tvorbu

boli pripravené po centrifugacii zakladnej suspenzie
buniek, vymenou TSB média za Cerstvé v takom istom

objeme. Po kratkej kultivacii (37 °C, 2 — 3 h) sa
dosiahla ODgg 0,1 — 0,2 (cca 5.10° - 1.10° KTJ.mlI™).

Vplyv roznej rastovej fazy buniek a teploty na tvorbu
biofilmu bol sledovany nanesenim suspenzie (A) a (B)
na mikrotitraénu dosti¢ku, tvorba biofilmu prebiehala
pri 20 °C, 37 °C a 40 °C pocas 20 — 24 h.

Vplyv limitovaného zdroja Zivin a teploty na tvorbu
biofilmu

V suspenzii (B) bolo po centrifugicii vymenené
médium za Cerstvé 10 x zriedené médium TSB. 100 pl
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suspenzie bolo nandSanych na mikrotitraéné dosticky,
tvorba biofilmu prebiehala pri 20 °C, 37 °C a40 °C
pocas 20-24 h, resp. pri teplote 4 °C pocas 5 dni.
Vplyv zvysenej koncentracie NaCl na adherenciu buniek
Suspenzia kmeiov bola pripravend kultivaciou pri
20 °C, pocas 40 h vTSB a TSB + 10 % NaCl.
Po centrifugacii za podmienok opisanych vysSie boli
bunky premyté a nariedené v peptonovej vode na
koncentraciu cca 10’ KTJ.ml' (ODgy 0,025). 100ul
suspenzie bolo nandSanych na mikrotitracné dosticky,
adherencia na polystyrén prebiehala pri 20 °C pocas 4 h.

VYSLEDKY A DISKUSIA
Vplyv roznej rastovej fazy buniek a teploty na tvorbu
biofilmu

Vsetky kmene boli schopné tvorit’ biofilm bez ohl'adu
na ich rastova fazu. Tvorba celkového biofilmu
varirovala u jednotlivych kmenov za rd6znych podmienok
s odchylkou + 20 — 30 % bez ohladu na charakter
kmenov z hladiska perzistentnosti. Pri skuSanych
teplotach 20 °C, 37 °C, 40 °C boli vsetky kmene schopné
tvorit’ biofilm v rovnakom pomere ako pri referencnej
teplote 37°C. Najvyssia schopnost’ tvorby biofilmu z
perzistentnych kmefov bola pozorovana u kmena 2 a 3,
mal osobitné postavenie z hladiska kvantity tvorby
biofilmu, tvoril biofilm v rovnakej az véacsej miere, ako
perzistentné kmene a pri vSetkych testovanych teplotach
(Tab. 2, 3).

Schopnost”  tvorit’  biofilm je povazovana za
najpravdepodobnejSiu  vlastnost v stvislosti s
perzistentnym  fenotypom L. monocytogenes v
potravinarskych vyrobach (Borucki et al., 2003;

Moretro a Langsrud, 2004). Hypotézu podporuje
skutocnost’, Ze biofilmy st znacne rezistentné voci Cisteniu a
dezinfekcii (Lelieveld, 2006; Grinstead, 2009). Jednym z
faktorov, ktoré ovplyviiuji schopnost tvorby biofilmu u
jednotlivych kmenov, je rozna faza rastu buniek (Chavant
et al.,, 2002; Rodrigues et al., 2009). Naprick tymto
poznatkom, pociatocné experimenty porovnavania tvorby
biofilmu perzistentnych a neperzistentnych kmenov
nepreukdzali znacny rozdiel medzi tymito skupinami, ani
vzhl'adom na ich rastovu fazu.
Vplyv nizkej hladiny Zivin a teploty na tvorbu biofilmu
Prirodzené podmienky prostredia potravinarskych vyrob
poskytujii nepravidelny a obmedzeny prisun Zzivin pre
mikroorganizmy na povrchoch, pre ktoré tento nutri¢ny stres
predstavuje vyznamny vplyv na posilnenie adherencie a
tvorbu biofilmu (Djordjevic et al., 2002; Rodrigues et al.,
2009). V nasich experimentoch vSetky skuSané kmene
kultivované v limitnych nutriénych podmienkach tvorili
biofilm pri testovanych teplotach 4 °C, 20 °C, 37 °C, 40 °C
bez vyznamnych rozdielov vzhl'adom na ich perzistenciu
(Tab. 4).
Vplyv zvySenej koncentracie NaCl na adherenciu buniek
ZvySena adhézia buniek listérii na polystyrén vplyvom
zvySenej koncentracie soli v prostredi bola popisana ako
dosledok tvorby flagel (Kalmokoff et al., 2001; Caly et
al., 2009). V prostredi so zvySenou koncentraciou soli
(TSB+10 % NaCl), za zaznamenala zvySend adherencia
vacsiny skusanych kmenov. ZvySenie adherencie kmenov
nebolo v koreldcii s ich perzistenciou (Tab. 5). Opét, bunky
kmena ¢. 5 prejavili silnejSiu adherenciu, ako niektoré
perzistentné kmene. Tento kmen prejavil tiez zvySenu
schopnost’ tvorit’ biofilm za réznych podmienok, ako bolo

Tab. 2 Kvantita biofilmu (BF) kmeniov L. monocytogenes v neskorej exponencialnej az skorej stacionarnej faze
rastu vytvorenom pri teplote 20 °C a 37 °C, namerana ako opticka denzita pri 570 nm po farbeni biofilmu

s kry$talovou violetou (ODcy), priemer zo Siestich

paralelnych merani, SD — smerodajna odchylka

20°C 37°C
Kmen ¢. ODc¢v + SD % BF Kmen ¢. ODcy + SD %BF
2 0,3328 0,0656 100 3 0,4023 0,2050 100
5 0,2320 0,0445 69,7 2 0,3358 0,0319 83,5
3 0,2258 0,0507 67,9 5 0,3263 0,0666 81,1
8 0,1916 0,0152 57,6 6 0,228 0,0227 56,7
6 0,1573 0,0273 47,3 1 0,2058 0,0443 51,2
4 0,1446 0,0481 43,5 8 0,1840 0,0479 45,7
1 0,1341 0,0144 40,3 4 0,1798 0,0155 44,7
7 0,1213 0,0190 36,5 7 0,1508 0,0302 37,5
9 0,1106 0,0428 33,2 9 0,0605 0,0206 15,0

Tab. 3 Kvantita biofilmu kmenov L. monocytgenes v skorej az strednej exponencialnej faze rastu vytvorenom
pri teplote 20°C, 37°C a 40°C, namerand po farbeni biofilmu s krystalovou violet'ou

20 °C 37°C 40 °C

Kmefi | ODcy | £SD | % BF | Kment | OD¢y | £SD | % BF | Kmeit | OD¢y | #SD | % BF
2 0,190 | 0,088 | 100,0 3 0,236 | 0,058 | 100,0 5 0,168 | 0,036 | 100,0
1 0,170 | 0,089 89,3 5 0,230 | 0,049 97,7 8 0,161 | 0,076 95,8
5 0,129 | 0,019 67,9 2 0,191 | 0,017 80,9 2 0,120 | 0,036 71,4
3 0,124 | 0,062 65,3 6 0,171 | 0,049 72,5 3 0,115 | 0,039 68,7
6 0,091 | 0,022 47,9 1 0,170 | 0,031 72,3 9 0,111 | 0,039 66,1
4 0,066 | 0,031 34,9 9 0,168 | 0,073 71,3 1 0,086 | 0,034 51,5
7 0,054 | 0,023 28,2 8 0,153 | 0,062 64,8 4 0,073 | 0,018 43,8
9 0,049 | 0,019 25,6 4 0,138 | 0,011 58,7 6 0,072 | 0,014 43,1
8 0,030 | 0,010 16,0 7 0,094 | 0,035 39,8 7 0,067 | 0,022 40,2
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Tab. 4 Kvantita biofilmu kmenov L. monocytgenes

v podmienkach limitovaného zdroja zivin vytvorenom pri

teplote 4 °C, 20 °C, 37 °C a 40 °C, namerana po farbeni biofilmu s krystalovou violetou

4°C, 5 dni 20°C,20h 37°C,20h 40°C,20h
Kmen | ODcy | % BF | Kmen | ODcy | % BF | Kmen | ODey | % BF | Kment | ODcy | % BF
¢. ¢. ¢. ¢.
5 0,303 100,0 3 0,171 100,0 5 0,199 | 100,0 5 0,302 | 100,0
2 0,153 50,5 2 0,163 94,9 2 0,185 92,8 2 0,259 86,0
6 0,140 46,1 5 0,158 92,4 9 0,166 83,3 3 0,248 82,2
4 0,130 44,9 9 0,120 70,3 3 0,165 83,1 8 0,201 66,7
7 0,119 39,3 1 0,097 56,7 8 0,119 59,7 1 0,178 59,0
3 0,114 37,6 8 0,087 50,8 6 0,088 44 4 9 0,169 56,2
1 0,095 31,3 7 0,083 48,2 4 0,088 443 6 0,144 47,7
8 0,083 27,5 4 0,072 41,8 7 0,079 39,7 4 0,128 42,6
9 0,063 20,6 6 0,059 34,7 1 0,075 37,7 7 0,105 349

Tab. 5 Adherencia (BF) buniek L. monocytogenes na polystyrén v podmienkach zvysenej koncentracie NaCl

(TSB+10 %) pri teplote 20 °C pocas 4 h

namerand po farbeni s kryStalovou violetou

TSB TSB+10%NacCl

Kmen ¢. ODc¢y + SD % BF Kmen ¢. ODcvy + SD % BF
3 0,042 0,014 100,0 6 0,115 0,043 100,0
2 0,038 0,009 90,5 4 0,093 0,032 80,3
1 0,035 0,009 82,1 1 0,056 0,012 48,3
5 0,034 0,007 79,8 5 0,051 0,022 43,8
4 0,030 0,009 71,8 7 0,050 0,012 43,6
6 0,012 0,002 29,4 2 0,046 0,017 39,6
7 0,012 0,015 28,6 3 0,032 0,013 28,0
8 0,006 0,002 13,7 8 0,012 0,005 10,1
9 0,004 0,002 9,9 9 0,006 0,005 54

popisané vyssie. priemerna percentualna tvorba biofilmu zo vSetkych merani
Zo sthrnného  zhodnotenia  tvorby  biofilmu bola najvyssia.

a adherencie buniek testovanych kmenov za vSetkych
podmienok (rastové fazy, teplota, TSB/TSB+10 % NaCl)
a Statistického zhodnotenia vyplyva, ze kmene 2 a 3 zo
skupiny perzistentnych kmenov s mierou tvorby biofilmu
a adeherencie 80% — 81% su vyznamne odlisné od
neperzistentnych kmenov (p< 0,01), okrem kmena 5.
Kment 5 ma vynimoéné postavenie, odliSuje sa od
skupiny ostatnych neperzistentnych kmenov 6, 7, 8 a
kontrolného kmena 9 a od dvoch perzistentnych kmenov
1 a4 (p< 0,01) . Miera tvorby biofilmu a adherencie
kmena €. 5 aperzistentnych kmenov ¢. 2 a3 bola v
priemere 80 % az 88 %, tieto kmene sa najviac odliSovali
od ostatnych hodnotenych kmenov (p< 0,01). Zo skupiny
perzistentnych kmeniov sa vynima kmenn 4, spolu
s neperzistentnymi a kontrolnym kmeniom dosiahli mieru
tvorby biofilmu priemerne 38 — 50 % a tvoria skupinu
vyznamne odli$nt od ostatnych kmenov (p< 0,01).

ZAVER

Z jednotlivych vysledkov testovania daného stboru
kmeniov L. monocytogenes izolovanych z prostredia
potravinarskych vyrob a vyrobkov nie su jasné korelacie
medzi mierou tvorby biofilmu a adherencie
s perzistenciou  kmenov. Sthrnné zhodnotenie
priemernych percentudlnych hodndt tvorby biofilmu
a adherencie buniek testovanych kmenov zo vsetkych
merani vSak zaraduje vSetky perzistentné kmene do
hornej polovice poradia podl'a miery tvorby biofilmu,
opdat’ s vynimoénym postavenim kmena ¢. 5, ktorého
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