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Affidavit



Zusammenfassung

Die vorliegende Dissertation befasst sich mit dem Pathogen Listeria monocytogenes
und dem Krankheitsbild der Listeriose. Hierzu wurde die Aufgabenstellung mit dem
Entwurf eines Gesamtbildes und der ndheren Betrachtung dieses Bakteriums im
Hinblick auf den klinischen Alltag konzipiert. Im Speziellen sollte hier vor allem auf
das gynakologische und geburtshilfliche Fachgebiet eingegangen werden.

In dieser literarischen Ubersichtsarbeit wurde selektiv die aktuellere Fachliteratur als
auch Literatur der letzten Jahrzehnte bertcksichtigt. Nach den bereits angegebenen
Suchkriterien wurden zur Materialgewinnung vor allem Artikel der MEDLINE benutzt
und zu einem Gesamtbild zusammengefugt.

Es wurde umfassend der Erreger Listeria monocytogenes im Hinblick auf Taxono-
mie, Historie, Epidemiologie und Pathogenese, dargestellt. Im Speziellen wurden
aufgrund der Bedeutung fir den Infektionszyklus die Virulenzfaktoren, sowie deren
molekulargenetische Regulation erortert. Da Listeria monocytogenes seit den 1960er
Jahren als Modellpathogen in der Erforschung der angeborenen und zellularen Im-
munitat gilt, wurde hierauf naher eingegangen, wobei vor allem immunmo-
dulatorische Vorgange in der Schwangerschaft ausfihrlich dargestellt wurden. Zen-
tral wurden die klinischen Erscheinungsbilder vor allem im Hinblick auf die ge-
burtshilfliche und neonatale Relevanz einer Infektion, sowie die ebenfalls im Vor-
dergrund stehenden ZNS-Infektionen beleuchtet. Des Weiteren wurde umfassend auf
die Diagnostik und deren Weiterentwicklungen eingegangen. Abrundend wurden
ausfuhrlich die gangigen Therapieregime, sowie grundsatzliche Schwierigkeiten bei
der Behandlung der Listeriose erortert. AbschlieRend wurden Praventionsstrategien
fur Menschen mit erhéhtem Risiko fur die Aquirierung einer Listerioseinfektion vorge-
stellt. Zu diesem Risikokollektiv gehdéren Schwangere, Neugeborene, Menschen tber
60 sowie immungeschwéchte Personen. Um das Gesamtbild abzurunden wurde ein
Ausblick in die Listeria monocytogenes Forschung gegeben mit mdglichen zukuinfti-
gen Einsatzmdoglichkeiten, vor allem in der Impfstoffherstellung.

AbschlieRend erfolgte eine zusammenfassende Darstellung der gewonnenen Er-
kenntnisse und eine Gegenuberstellung der erhobenen Forschungsergebnisse in der
Diskussion. Des Weiteren wurde ein kritischer Ausblick auf gegebene For-
schungsziele und Zukunftsperspektiven im Hinblick auf diagnostische und thera-

peutische Einsatzmoéglichkeiten aufgezeigt.
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Phosphatidylcholin

Polymerase Chain Reaction, Polymerasekettenreaktion
Phosphatidylethanolamin

Prolin (P), Glutamat (E), Serin (S), Threonin (T)
Pulsed field gel electrophoresis

Perfringolysin

Phosphatidylinositol

Phospholipase, Virulenzfaktor
Phospholipase-Gen

Positiver Regulationsfaktor A

PrfA-Gen
Phosphoribosyl-Pyrophophat-Synthetase-Gen
Phosphatidylserin

Rhodococcus

Random Amplified Polymorphic DNA
Ribosomale DNA

Restriktionsenzymanalyse

Restriction Fragment Length Polymorphisms, Restriktionsfragmentlan-
genpolymorphismen

Robert-Koch-Institut

Ribonucleinacid, Ribonukleinséure
Ribosomale Ribonukleinsaure

Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction
Staphylococcus

Serin

Sigma

Sublinie

Streptolysin

Sphingomyelin



SNP
SOD
spp.
SrRNA
SSCP
SSW
ST
Strept.
Subsp.
Syn

TAA
Th
Thr
TLR
TMH
TNF
TOMMs
Trp
UhpT
USDA
Vip
WHO
WGS
ZNS
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Single Nucleotid Polymorphism
Superoxiddismutase

Spezies

Untereinheit deer ribosomalen RNA
Single Strand Conformational Polymorphism
Schwangerschaftswoche

Sequence Type

Streptococcus

Subspezies

Syncytiothrophoblast

Tymin

Tumor associated Antigen
T-Helferzelle

Threonin

Toll like receptor

Tranmembrane B-Hairpin
Tumornekrosefaktor

Thiazole/Oxzol Modified Microcins
Thryptophan
Hexose-Phosphat-Transporter, Virulenzfaktor
US Department of Agriculture

Vip (Virulence protein), Virulenzfaktor
World Health Organisation

Whole Genome Sequencing

Zentrales Nervensystem
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1. Einleitung

Abort, Frihgeburtlichkeit, Totgeburt, schwerste neonatale Infektion, Meningitis, En-
zephalitis und Sepsis sind alles Krankheitsbilder, die von einem einzigen Bakterium
verursacht werden konnen, namlich von Listeria monocytogenes (Swaminathan,
2007). Trotz dieser schwerwiegenden Erkrankungen und einer Mortalitatsrate von ca.
30% im Risikokollektiv ist die Kenntnis der Allgemeinbevolkerung und auch von me-
dizinischem Personal tber die so genannte Listeriose nur gering (Hof, 2007). Im All-
gemeinen verlauft die Erkrankung mit einer grippedhnlichen Symptomatik und ist
selbstlimitierend, aber flur Personen aus einer Risikogruppe, zu welcher Schwangere,
Neugeborene, altere Menschen, immunsuppremierte Personen und Patienten mit
bestimmten Grundkrankheiten, wie Diabetes mellitus oder Lebererkrankungen, geho-
ren, kann eine Infektion mit dem ubiquitar in der Umwelt, im Boden und in Lebensmit-
teln vorkommenden Keim Listeria monocytogenes aul3erst schwerwiegend verlaufen.
Listeria monocytogenes wurde bereits in den 1920er Jahren als Verursacher von
ZNS-Infektionen bei Nagetieren erkannt. Bis in die 1970er Jahre galt Listeria mono-
cytogenes als Erreger fir Zoonosen bei Herdentieren mit resultierenden Fehlgebur-
ten und Enzephalitiden ohne L. monocytogenes auch als ernstzunehmende mensch-
liches Pathogen zu identifizieren.

1949 wurde L. monocytogenes als ursachlicher Keim flr mehrere schwerwiegende
neonatale Infektionen in einem deutschen Krankenhaus (Hof, 2007) in Verbindung
gebracht, wobei dieser Tatsache keine weitere Bedeutung beigemessen wurde.
Erst in den 1980er Jahren riickte L. monocytogenes ins Zentrum des Interesses, als
klar wurde, dass Listeria monocytogenes ein Lebensmittel-assoziiertes Pathogen fur
den Menschen ist, welches fir diverse sporadische und epidemische Ausbriiche von
Nahrunsmittel-assoziierten Erkrankungs- und Todesféallen verantwortlich war (Dre-
vets, 2008).

Seit 2001 zahlt die Listeriose zu den meldepflichtigen Erkrankungen in Deutschland
mit Uber 500 Erkrankungsfallen/Jahr, wovon die Mehrheit schwangere Frauen betrifft
(Hof, 2007). Das Bewusstsein fur diese Erkrankung muss im Hinblick auf die Risiko-
gruppen und die mdglichen schwerwiegenden Verlaufe gescharft werden und vor al-
lem in die Liste der Differentialdiagnosen bei grippedhnlicher Symptomatik bei

Schwangeren, bei Totgeburten, bei Frihgeburten und bei neonataler Sepsis oder
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Meningitis, als auch bei Meningitis- und Enzephalitisfallen bei alteren Menschen auf-
genommen werden, da eine frihzeitige Behandlung entscheidend ist.

Bereits seit den 1960er Jahren diente Listeria monocytogenes als bakterielles For-
schungsobjekt, in erster Linie im Hinblick auf immunologische Aspekte. Hier fungiert
Listeria monocytogenes als Modellpathogen vor allem fiir Beobachtungen und For-
schungsansatze bezlglich der angeborenen sowie zellularen Immunantwort. Als
Durchbruch konnte im Jahr 2000 das vollstandige Genom entschlisselt werden (Gla-
ser, 2001).

Das Ziel dieser Doktorarbeit ist, die Besonderheiten von Listeria monocytogenes, an-
gefangen bei den molekularen Grundlagen, Gber dessen Diagnostik, die hervorgeru-
fenen Krankheitsbilder und mdéglichen Therapie mit besonderem Augenmerk auf gy-

nakologische und geburtshilfliche Aspekte, zu beleuchten.

Abbildung 1: Listeria monocytogenes: Elektronenrastermikroskopaufnahme

(https://www.hygiene-in-practice.de/pathogen/listeria-monocytogenes/).
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Aufgabenstellung
Selektive Literaturrecherche tber das Bakterium Listeria monocytogenes mit
besonderem Augenmerk auf die gynakologische und geburtshilfliche Bedeu-

tung.

Erstellen einer Gesamtibersicht tiber das Bakterium inklusive der molekularen

und genetischen Grundlagen.

Vergleich der Daten und deren Ergebnissen bezlglich der Thematik dieser

Dissertation.

Diskussion
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3. Methodik und Material

Bei der vorliegenden Dissertation handelt es sich um eine Doktorarbeit bei der eine
systematische Literaturrecherche als zugrundeliegende Methode gewahlt wurde. Ziel
war es sowohl Primér- als auch Sekundarliteratur zu sammeln, ein Gesamtbild Gber
das Bakterium Listeria monocytogenes zu entwerfen mit besonderem Augenmerk auf
die klinische Bedeutung in der Frauenheilkunde und molekularer Grundlagen. Die Li-
teraturrecherche fand primér Gber die medizinische Suchmaschine PubMed statt, die
unter anderem auf die Datenbank MEDLINE zuriickgreift. In der Ubersichtsarbeit soll-
ten vor allem Artikel der letzten 30Jahre bertcksichtigt werden, wobei auch altere
Publikationen verwendet wurden, um dem Konzept eines Gesamtbildes geniige zu
leisten. Des Weiteren wurden Artikel und Publikationen herangezogen, die Uber die
Bayerische Staatsbibliothek erhaltlich waren. Fir die Darstellung von Grundkenntnis-

sen wurden fachspezifische Lehrblicher herangezogen. Hierzu zéhlen:

Loffler: Basiswissen Biochemie mit Pathobiochemie 3.Auflage 1999; Friese: Infekti-
onkankheiten in Gynakologie und Geburtshilfe 2003; Bergey's Manual of systematic

bacteriology.

Des Weiteren wurden Zahlen und Fakten, die auf den Internetseiten des Robert-

Koch Instituts, der CDC, Eurofins oder PulseNet zur Verfigung stehen, verwendet.

3.1 Suchkriterien

Folgende in einer Tabelle zusammengefasste Keywdrter dienten als Grundlage bei
der PubMed-Suche. Die Suche erfolgte unter Beriicksichtigung von Artikeln bis zum
Jahr 2021. Um die enorme Anzahl an Treffern in der PubMed-Suche einzugrenzen
wurden v.a. Reviews, Systematic reviews und Metaanalysen herangezogen. Des
Weiteren wurden nur Artikel, die in Englisch oder Deutsch verfligbar waren, verwen-
det. Die Themenaspekte wurden mit Booleschen Operatoren verbunden, um die Su-
che weiter zu prazisieren. Die Suche konzentrierte sich des Weiteren v.a. auf Volltex-
te und frei verfigbare Volltexte (siehe Tabelle 1). Artikel, die relevant waren, jedoch
nicht tiber PubMed frei verfiigbar waren, wurden tber die Datenbank bzw. das Archiv

der Bayerischen Staatsbibliothek bzw. per Fernausleihe gefunden.
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Suche  Keyword Ergebnis  Filter 1991-2021
1 Listeria 23.297 601 589
2 Listeria monocytogenes 20.086 487 480
3 Listeriosis 8.193 224 212
4 L.m. And pregnancy 679 31 30
5 L.m. And immune response 3.662 99 97
6 Placenta And immune response 3.647 337 329
7 L.m. And virulence determinants 1.770 45 45
8 Granulomatosis infantiseptica 10 3

9 L.m. And prevention 2.800 56 56
10 L.m. And diagnosis 7.924 a7 47
11 L.m. And brain infection 683 23 23
12 L.m. And meningitis 985 41 38
13 L.m. And therapy 4.192 124 122
14 L.m. And neonatal infection 617 30 30
15 L.m. And immunity 4.263 122 119
16 L.m. And placenta 179 10 10
17 L.m. And complications 1.082 44 44
18 Perinatal listeriosis 128 9 8

Tabellel: Suchkriterien/Keywords der PubMed-Suche (Eigenerstellung)

Insgesamt wurden von den 2282 in Frage kommenden Artikeln letztlich 594 Publika-

tionen fur die Erstellung der Dissertation als Quellen verwendet.
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4. Listeria monocytogenes

4.1 Der Erreger Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes ist ein Gram-positives Stadbchenbakterium, welches ubiquitér
in der Natur vorkommt. L. monocytogenes kann aus Boden, Wasser, verrottenden
Pflanzen, Silofutter, Abwasser, Schlachthofabféllen, verschiedenen Lebensmitteln
(vor allem Rohmilchprodukten, Geflugelfleisch, Salaten, Raucherfisch und Fertigpro-
dukten, die nicht mehr erhitzt werden missen), aber auch aus menschlichem und tie-
rischem Kot isoliert werden (Farber, 1991a; Vazquez-Boland 2001a). Das naturliche
Habitat dieser Bakterien sind verrottende Pflanzen, wo L. monocytogenes als harm-
loser Saprophyt lebt. Das Bakterium ist zwischen 0,5-2um lang und weist einen
Durchmesser von 0,4 bis 0,5um auf (Schuchat, 1991). L. monocytogenes kann unter
fakultativ anaeroben Bedingungen wachsen. Das pH-Optimum liegt bei pH 7, wobei
ein Wachstum in einem pH-Bereich von pH 4,5 bis pH 9,2 méglich ist (Parish, 1989;
George, 1992). Listerien kénnen in einem Temperaturbereich von -0,4°C bis 45°C
wachsen und Uberleben (Farber, 1991a; Quereda, 2021), so dass auch Kihlschrank-
temperaturen das Wachstum nicht stoppen kénnen. Das Temperaturoptimum liegt
zwischen 30°C und 37°C (Schuchat, 1991). Bei einer Temperatur von 20°C-25°C
zeigen Listerien eine charakteristische taumelnde Motilitat. Diese als ,thumbling moti-
lity“ bezeichnete Bewegung der Listerien wird durch die peritriche Begeil3elung des
Bakteriums bewerkstelligt. Diese Flagellen, in der Regel zwischen 1 und 5 Stuck,
zeigen sich bei 37°C nur noch schwach beweglich (Galsworthy, 1990; Peel, 1988).
Bei kultureller Anzucht im Briihemedium kann diese Taumelbewegung als triibe Ver-
farbung auch mit bloRem Auge wahrgenommen werden (Allerberger, 2003).

L. monocytogenes ist Katalase-positiv (wobei auch schon Katalase-negative Stamme
beobachtet wurden) und Oxidase-negativ. Salzkonzentrationen von 10% NaCl und
héher erlauben noch ein Wachstum von L. monocytogenes (Rocourt, 2007; Shaha-
mat, 1980). Das Uberleben bei niedrigem pH und hohen Salzkonzentrationen ist
stark von der Temperatur abhangig. Listerien sind nicht-sporulierend und bilden kei-
ne Kapsel (Vazquez-Boland 2001a).

Typischerweise erscheinen L. monocytogenes-Kolonien bei der Anzucht auf blut-
freien Agarplatten im Schraglicht bei 45°, was als Henry-Illumination bezeichnet wird,
blaulich iridisierend (Lorber, 2007).
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Listeria monocytogenes ist ein fakultativ intrazelluar lebendes Bakterium, das das fa-
cettenreiche Krankheitsbild der Listeriose hervorrrufen kann. Damit stellt es ein sehr
ernstzunehmendes Pathogen fur Nahrungsmittel-assoziierte Krankheitsbilder dar
(Quereda, 2021).

Bis zum Jahr 2009 waren insgesamt sechs Listerienspezies bekannt, namlich L. mo-
nocytogenes, L. ivanovii, L. seeligeri, L. inoccua, L. welshimeri und L. grayi. Bis 2016
sind weitere 11 Spezies hinzugekommen (Orsi, 2016). Diese heiRen L. marthii, L.
rocourtiae, L. weihenstephanensis, L. grandensis, L. riparia, L. booriae, L. fleisch-
mannii, L. floridensis, L. aquatica, L. newyorkensis und L. cornellensis.

Der Genus Listeria kann grob in zwei Gruppen unterteilt werden: Die erste Gruppe, L.
sensu stricto genannt, beinhaltet die Spezies L. monocytogenes, L. seeligeri, L.
marthii, L. ivanovii, L. welshimeri, and L. innocua. Zur zweiten Gruppe, als L. sensu
lato bezeichnet, gehdren L. grayi und die neuen 11 Subspezies, die seit 2009 hinzu-
gekommen sind (Orsi 2016).

Mittlerweile konnten noch weitere 3 Spezies, die in die Gruppe der L. sensu lato sub-
summiert werden, identifiziert werden namlich L. costaricensis (Nunez-Montero,
2018), L. goaensis (Doijad, 2018), L. thailandensis (Leclercq, 2019).

Als neue Spezies wurde Listeria valentina sp. nov. 2020 im Kot gesunder Schafe und
in deren Wassertranken in der Nahe von Valencia, Spanien, nachgewiesen
(Quereda, 2020)
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Die einzelenen Listerienspezies konnen anhand verschiedener phanotypischer Ei-
genschaften, wie Hamolyseverhalten, Motilitdt, Wachstum bei niedriger Temperatur,
das Vorhandensein der Phospholipase C (ein Virulenzfaktor) oder auch aufgrund ei-
ner unterschiedlichen Zuckervermentation voneinander unterschieden werden. Ta-

belle 1 zeigt hierzu eine Auswahl von Differenzierungseigenschaften.

L. species Motilitdt Wachstum Hamolyse Pi-PLC Fermentation Fermentation Rhamnose Fermentation Mannitol
bei 4°C Xylose

L. sensu stricto

L. monocytogenes + + + + + -

L. marthii + + 5 - - -

L. innocua + + o V -

L. welshimeri + + - + Vv -

N ii + + + + + -

L. seeligeri + + + - + _

L. sensu lato

Murraya

L. grayi + + - - = - +

L. sensu lato

WVEJISEE

L. fleischmanii - - - - + + v

L. floridensis - = = = + + _

L. aguatica - - = > + + _

L. sensu lato

Paenilisteria

L. newyorkensis + o + vV +

L. cornellensis + S + - -

L. rocourtiae + - + + +

L. weihenstephanensis + - + + +
densis + - + - B

+ - + + Vv
L. booriae + o + o +

Tabelle 2: Phanotypische Charakterisierung der Gattung Listeria
+positiv, - negativ, V variabel; PI-PLC= Phosphatidyl-Inositol-Phospholipase C
(Tabelle  modifiziert nach Friese, 2003; Weller 2015; Orsi, 2016).
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4.2 Historischer Hintergrund

Obwohl das durch L. monocytogenes hervorgerufene Krankheitsbild der Listeriose
vermutlich bereits zu Zeiten von Queen Anne beobachtet wurde, schenkte man ihm
erst ab den 20er Jahren des 20. Jahrhunderts die ihm gebihrende Aufmerksamkeit.
Queen Anne Ubernahm 1702 die Krone von England und trotz 17 Schwangerschaf-
ten fehlte der ersehnte Thronfolger. Die Schwangerschaften endeten soweit tberlie-
fert in sieben Fehlgeburten, wobei letztlich nicht sicher ist ob es sich hierbei um
Spéataborte oder frihe Frihgeburten handelte, in einer Totgeburt, in zwei unmittelbar
postpartal verstorbenen Lebendgeburten und in der Geburt eines mannlichen Thron-
folgers, welcher im Alter von 11 Jahren verstarb. Dieser potentielle Thronfolger Prinz
William zeigte insgesamt eine motorische Entwicklungsverzégerung, hatte einen
Hydrocephalus und war von normaler Intelligenz. Er verstarb an einer akuten Infekti-
on, vermutlich Scharlach. Uber sechs Fehl- bzw. Totgeburten fehlen die Daten.
Betrachtet man nun das fatale, geburtshilfliche Outcome mit wiederholten Fehl- und
Totgeburten, sowie die neurologische Symptomatik bei Prinz William drangen sich
verschiedene Differentialdiagnosen zur Ursachenfindung auf. Zu den aufgestellten
Hypothesen gehdren: Fetopelvines Missverhéltnis, Syphilis und eine fetale Eryth-
roblastose auf dem Boden einer Rhesusinkompatibilitdt. Diese DD kénnen jedoch
nicht das gesamte Spektrum der beobachteten Symptome wie habituelle Aborte,
Totgeburten und letztlich neurologische Auffalligkeiten im Sinne eines Hydrocephalus
erklaren. Eine Entitdt vermag aber all diese Manifestationen in sich zu vereinen,
namlich Spontanaborte, Totgeburten, Frihgeburtlichkeit, perinatale Mortalitdt und
postnatale Enzephalitis mit einem Hydrocephalus als Residuum: Die Listeriose (Sax-
be, 1972).

So kénnte Queen Anne eine asymptomatische Tragerin von Listeria monocytogenes
gewesen sein. Aufgrund ihrer Kinderlosigkeit wurde die Krone an das Haus von
Hannover weitergereicht und das Parlament nitzte die Chance zur Ergreifung der
Regierung, so dass sich letztlich die bis heute gtiltige Regierungsform in Grof3britan-
nien durch die Kinderlosigkeit von Queen Anne begrindet.

Man kann davon ausgehen, dass bestimmte durch L. monocytogenes hervorgerufe-
ne Manifestationsformen der Infektion bereits vor dem ersten Weltkrieg als Krank-
heitsbild erkannt und bekannt waren. 1911 beschreibt Hilphers eine Lebernekrose

bei Kaninchen durch ein bis dato unbekanntes Bakterium, dessen Eigenschaften zu
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Listeria monocytogenes passen konnten. Da keinerlei Kulturen erhalten wurden,
bleibt diese Entdeckung jedoch nur Spekulation (Seeliger, 1988).

1921 wurde der Erreger eines an einer Meningitis erkrankten Patienten konserviert,
wobei das Pathogen bis dato noch nicht mit Namen bekannt und auch noch nicht
klassifiziert war. Eine Anzucht der damals konservierten Kultur zeigte, dass der Erre-
ger ein Listeria monocytogenes-Stamm war. Diese Kultur, welche im Pasteur Institut
in Paris deponiert ist, stellt somit den altesten Stamm der Spezies Listeria monocyto-
genes dar (Dumont, 1921).

Seit 1924 beobachteten Murray und seine Kollegen viele plétzliche Todesféalle bei
jungen Laborkaninchen (Rocourt, 2007), wobei das verursachende Bakterium noch
keine Genuszuordnung besal’. 1926 erfolgte die offizielle Erstbeschreibung dieses
Erregers durch Murray et al. Aufgrund des typischen Bildes einer Monozytose im
Blutbild wurde der Erreger als Bacterium monocytogenes benannt (Murray, 1926). In
den folgenden zwei Dekaden wurde das Krankheitsbild der Listeriose vor allem bei
Herdentieren wie Schafen beobachtet.

Obwohl Nyfeldt bereits 1929 detailliert von menschlichen Listerioseféllen, welche er
in den Formenkreis der infekticsen Mononukleose subsummierte, berichtete, fand
der verursachende Erreger keine nennenswerte Erwéhnung in den damaligen Fach-
blchern fur Bakteriologie (Nyfeldt, 1929).

1934 wurde durch Burn erkannt, dass Listeria monocytogenes, welches noch nicht
unter diesem Namen bekannt war, den ursachlichen Grund fur die Granulomatosis
infantiseptica bei Neugeborenen darstellte und fur schwere Meningitisfalle bei Er-
wachsenen verantwortlich zu sein schien (Burn, 1935; Burn, 1936). Trotz allem wur-
de diesen Beobachtungen zum damaligen Zeitpunkt keine Beachtung geschenkt.
Erst 1940 erfolgte die Namensgebung durch Pirie zu Ehren von Lord Lister, dem
Entdecker der Antisepsis (Camejo, 2011). Bis dato wurde das Bakterium als
Bacterium monocytogenes, als Listerella hominis, als Listerella
ovis/bovina/gallinaria/cunniculli und Listerella gerbilli bezeichnet (Rocourt, 2007).

Die Beobachtungen zur Granulomatosis infantiseptica von 1934 wurden erst 16 Jah-
re spater wieder aufgegriffen als eine Neugeborenenepidemie 1949 in Deutschland
in 85 Fallen auftrat, wobei der Erreger immer noch nicht in die richtige Gattung zuge-
ordnet wurde und als Corynebakterium infantisepticum betitelt wurde (Reiss, 1951;
Potel, 1951). Kurze Zeit spater wurde die richtige Zugehorigkeit durch Seeliger ermit-

telt und Listeria monocytogenes urséchlich als Erreger der Granulomatosis infan-
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tiseptica erkannt (Seeliger, 1952). Diese spezielle Manifestationsform der Listeriose
durfte wohl schon friher beobachtet worden sein, wenn man sich Fallberichte von
Georges Hayem 1891 oder von 1923 (Kantschewa, 1923) betrachtet, wo von Pseu-
dotuberkulose bzw. neonataler Septikamie die Rede ist.

In den nachsten Jahren und Jahrzehnten wurde Listeria monocytogenes eines der
am besten untersuchten und charakterisierten Pathogene. Anfang der 1960er Jahre
waren es Mackaness und Kollegen, die mit ihren Untersuchungen am Mausmodell
den Grundstein fur die heutigen Erkenntnisse bezuglich intrazellularer Pathogene
und die Mechanismen der hervorgerufenen zellvermittelten Immunantwort legten
(Mackaness, 1962). In den 1970er konnte durch die Versuche im Meerschwein-
chenmodell durch Racz die Fahigkeit von Listeria monocytogenes nicht-professionell
phagozytierende Zellen zu invadieren demonstriert werden (Racz, 1972). Seit Mitte
der 1980er Jahre wurden mit molekulargenetischen Methoden die Virulenzfaktoren
und deren kodierende Gene zunehmend charakterisiert. Im Jahr 2000 wurde das
Genom von Listeria monocytogenes und Listeria innocua komplett entschlisselt
(Glaser, 2001) und die so genannte ,post-genomic* Ara hat begonnen.

So haben 80 Jahre Forschungsarbeit, begriindet durch Murray et al., Listeria mono-

cytogenes zu einem der bestuntersuchtesten Pathogene gemacht (Cossart, 2007).

E.G.D. Murray

genomics
& post-genomics
Discovery of

Listeria
1 | | | )
I 1 I |

1926 1962 1987 2001

bacterial g i
& cell biology

Abbildung 2: E.G.D. Murray (Cossart, 2007).
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4.3 Nomenklatur

43.1 Phylogenetische Position

Erstmalig in der Literatur erwahnt wurde der Genus Listeria 1934 und zusammen mit
dem Genus Kurthia unter die Familie der Corynebakterien subsummiert. Zuvor fand
dieses Bakterium keine Erwahnung in Bergey's Manual of Determinative Bacteriolo-
gy. 1974 wurde der Genus Listeria zusammen mit Erysipelothrix und Caryophanon in
die Familie der Lactobacillaceae eingegliedert um 1986 letztlich mit Erysipelothrix,
Brochothrix, Renibacterium, Kurthia und Caryophanon in die Sparte der ,regularen,
nicht-sporulierenden, Gram-positiven Stabchen“ in Bergey’'s Manual of Systemic
Bacteriology, in welchem samtliche Spezies der Prokaryonten zusammengefasst
sind, eingeteilt zu werden. Diese bis dato wiederholten Reklassifikationen des Genus
Listeria und die letztliche phylogenetische Positionsbestimmung konnte erst durch
numerische und chemische Taxonomie, durch DNA/DNA-Hybridisierung und letztlich
durch rRNA- und DNA-Sequenzierung genauer bestimmt werden (Rocourt, 2007).
Durch bestimmte chemotaxonomische Marker wie G+C-Gehalt der DNA oder das
Vorhandensein von Lipoteichonsauren in der cytoplamatischen Membran von L. mo-
nocytogenes konnte die zunachst durch numerische Taxonomie angenommene, na-
he Verwandtschaft zu den Corynebacterien nicht bestatigen. Bei Isolaten von L. mo-
nocytogenes-Stammen lag der G+C-Gehalt der DNA zwischen 36-42% (Feresu,
1988; Rocourt, 1982). Listerien gehdren somit zu der Gruppe der Bakterien mit nied-
rigem G+C-Gehalt der DNA (<55%, im Mittel 38%) (Camejo, 2011). Vielmehr wurde
die nahe Verwandtschaft zu anderen Gram-positiven Bakterien wie Bacillus, Staphy-
lokokkus, Streptokokkus, Lactobacillus und vor allem Brochothrix herausgestellt. Zu
letzt genannten Erreger besteht die engste Verbindung (Rocourt, 1988). Durch Se-
guenzierung von 16SrRNA, evolutionsgeschichtlich hoch konservierte Genregionen
(Jones, 1988) und 23SrRNA konnte die Position der Listerien in Bezug auf andere
Gram-positive Erreger weiter geklart werden, wobei sich hier die groRte Ahnlichkeit
zu Bacillus und Staphylokokkus zeigte (Sallen, 1996). Als das komplette Genom von
L. monocytogenes und L. innocua sequenziert war (Glaser, 2001), erbrachte der
Vergleich dieser beiden Genome eine hohe Stabilitat in der Genomorganisation und
eine enge phylogenetische Verbundenheit. Zwischen der Gattung Listeria im Ver-

gleich mit Bacillus subtilis und Staphylokokkus aureus konnte ebenfalls eine hohe
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Genomstabilitat demonstriert werden, was bei Streptokokkus agalacticae oder Lacto-
kokkus lactis nicht gelang (Buchrieser, 2003).

4.3.2 Taxonomie

Nach der Entdeckung des Genus Listeria war dieser fur viele Jahre monospezifisch
mit L. monocytogenes als einzigem Mitglied. 1948 wurde aufgrund seiner Fahigkeit
zur Nitratreduktion L. denitrificans dem Genus Listeria hinzugefiigt (Sohier, 1948).
1966 kam L. grayi hinzu (Larsen, 1966) und 1971 L. murrayi (Welshimer, 1971). L.
innocua wurde dem Genus 1981 hinzugefligt (Seeliger, 1981). Erst 1985 wurde L.
ivanovii offiziell als eigenstandige Spezies bestatigt (Seeliger, 1984), nachdem Iva-
nov bereits 1962 einen atypischen Listerienstamm isolieren konnte. Dieser wurde
zunéchst als Serovar 5 von L. monocytogenes gefuhrt. Aufgrund seiner starken ha-
molytischen Aktivitdt und seiner neuen antigenetischen Struktur forderte Ivanov be-
reits damals diesen Stamm, der vor allem fir Aborte bei Schafen verantwortlich
schien, als neue Spezies unter dem Namen L. bulgarica anzuerkennen (lvanov,
1975). 1983 wurden der Gattung Listeria zwei weitere Spezies hinzugefligt, namlich
L. welshimeri und L. seeligeri (Rocourt, 1983).

Bereits 1939/40 wurde anhand der beginnenden Serotypisierung versucht die infra-
genetische Struktur des Genus Listeria aufzudecken. Das erste antigenetische
Schema wurde durch Paterson (Seeliger, 1979b) erarbeitet und die ersten 4 Serova-
re von L. monocytogenes beschrieben. Dieses Schema wurde von Donker-Voet und
Seeliger erweitert und neue Serovare wurden entdeckt (Donker-Voet, 1972; Seeliger,
1979b). Zwischen 1965 und 1980 wurden von Seeliger hunderte von L. monocytoge-
nes-Stammen mit Hilfe von neu entwickelten Selektivnahrbdden serotypisiert. Nicht-
hamolysierende Stamme erwiesen sich als apathogen (als Serovare 6a und 6b von
L. monocytogenes bezeichnet) und Seeliger schlug daher 1981den Namen L. inno-
cua fur diese neue Listerienspezies vor (Seeliger, 1981).

Durch DNA/DNA-Hybridisierungen durch Stuart und Welshimer konnte bereits 1974
die Heterogenitdt von L. monocytogenes gezeigt werden (Stuart, 1973). Weitere
DNA/DNA-Hybridisierungsstudien fuhrten zur Einteilung der bis dato lediglich unter L.
monocytogenes zusammengefassten Stamme in funf verschiedene genomische

Gruppen:
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Hauptstamm L. monocytogenes sensu stricto mit den Serovaren: 1/2a, 1/2b,
1/2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4ab, 4b,4c, 4d, 4e, 7

Stark hamolytische Stamme, die unter dem Serovar 5 zusammengefasst wur-
den. Serovar 5 war bereits damals von Ivanov als neue Spezies L. bulgarica
bezeichnet worden (lvanov, 1975). Erst 1985 erfolgte die offizielle Benennung
als L. ivanovii (Seeliger, 1984). Durch weitere DNA/DNA-Hybridisierungen,
multilokulare Enzymelektrophorese und rRNA-Restriktionsuntersuchungen
wurden zwei Subspezies beschrieben:

L. ivanovii subsp. ivanovii (Ribose positiv) und L. ivanovii subsp. londoniensis
(Ribose negativ) (Boerlin, 1992).

Nicht-h&dmolytische und im Mausmodell apathogene Stamme von Serovar
4ab, 6a, 6b und nicht speziell benannten Serovaren. Hierunter waren auch
beide Referenzstamme die von Seeliger als L. innocua bezeichnet wurden.
Offiziell wurde L. innocua 1983 bestatigt.

Nicht-hamolytische und im Mausmodell apathogene Stamme der Serovare 6a
und 6b, die D-Xylose verwerten konnten. Diese Stamme wurden 1977 von
Groves und Welshimer (Groves, 1977) beschrieben. 1983 wurde diese Grup-
pe als neue Spezies L. welshimeri validiert (Rocourt, 1983).

Hamolytische und apathogene Stadmme verschiedener Serovare (1/2b,
4c,4d,6b und unbenannte Serovare). Diese Gruppe wurde 1983 als neue Spe-

zies unter dem Namen L. seeligeri gefiihrt (Rocourt, 1983).

Hervorzuheben ist hierbei, dass die Serovare 1/2a, 1/2b und 4b der Gruppe | verant-

wortlich fir 95% der menschlichen Infektionsfalle sind (Camejo, 2011).

Die bis heute 13 bekannten Serovare von L. monocytogenes konnten mittels Multi-

locus-Enzyme-Elektrophorese in vier evolutiondre Linien unterteilt werden (Schiava-
no, 2021):

I: Serovare 1/2a, 1/2c, 3a, 3c

Il: Serovare 1/2b, 3b, 4b, 4d, 4e, 7

[l Serovare 4a, 4c

IV: Serovare 4a, 4c, 4b

Hierbei ist jede Linie durch spezifische, hochkonservierte Gene charakterisiert (Do-

umith, 2004). Linie Il steht v.a. Zusammenhang mit Nahrungsmitteln (Disson, 2021),

wahrend Linie | vor allen Dingen bei klinischen Fallen gefunden wurde (Disson,
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2021). Linie 1l und IV beinhaltet seltene und hauptsachlich tierpathogene Stamme
(Jeffers, 2001; Wiedmann, 1997; Buchrieser, 2007; Disson, 2021).

Seit den DNA/DNA-Hybridisierungsversuchen durch Stuart und Welshimer 1974
herrschte eine lange Kontroverse tber die taxonomische Zugehorigkeit von L. grayi
und L. murrayi, da nur eine geringe DNA-Verwandtschaft zu L. monocytogenes be-
stand (Stuart, 1973; Stuart, 1974). Durch 16SrRNA-Oligonukleotid-Katalogisierung
zusammen mit der phanotypischen Ahnlichkeit mit L. monocytogenes konnte aber
die Zugehorigkeit dieser beiden Spezies zur Gattung Listeria bestatigt werden und
wurde spater durch 16SrRNA-Sequenzierung untermauert (Vaneechoutte, 1998). Die
enge Verwandtschaft zwischen L. grayi und L. murrayi konnte durch numerische und
chemotaxonomische Untersuchungen, sowie durch DNA/DNA-Hybridisierungs-
versuche und multilokuldre Enzymelektrophorese gezeigt werden. Der einzige Unter-
schied bestand in der Nitratreduktion (Welshimer, 1971). Daher sollten diese beiden
Spezies zu einer zusammengefasst werden. Diese Forderung wurde durch
16SrRNA- und 23SrRNA-Sequenzierung sowie Proteinelektrophoresemustern bestéa-
tigt und seit 1992 sind diese beiden Spezies unter dem Namen L. grayi vereint
(Rocourt, 1992).

Das seit 1948 in der Gattung Listeria geflihrte Bakterium L. denitrificans wies in
chemotaxonomischen Studien und DNA/DNA-Hybridisierungversuchen mehr Ahn-
lichkeit zu coryneformen Bakterien als zu Mitgliedern des Genus Listeria auf (Collins,
1979; Collins, 1983; Fiedler, 1983; Ruhland, 1987). 1987 wurde durch 16SrRNA-
Katalogisierung betétigt, dass L. denitrificans kein Mitglied des Genus Listeria ist und
in die Gruppe der coryneformen Bakterien gehort. Es erfolgte die Neubezeichnung
als Jonesia denitrificans. Als nachste Verwandtschaft dieses Bakteriums gelten Der-
mobacter hominis und Brachybacterium faecium (Rainey, 1995).

Heutzutage zahlen als zum Genus Listeria gehorig 21 Spezies: L. monocytogenes, L.
marthii L. innocuua, L. ivanovii, L. welshimeri, L. seeligeri und L. grayi, L. rocourtiae,
L. weihenstephanensis, L. grandensis, L. iparia, L. booriae, L. fleischmannii, L. flori-
densis, L. aquatica, L. newyorkensis, L. cornellensis, L. costaricensis, L. goaensis, L.
thailandensis und zuletzt L. valentina sp. nov..

Durch DNA/DNA-Hybridisierung, 16SrRNA-Katalogisierung, 16SrRNA- und
23SrRNA-Sequenzierung und Proteinmapping konnten zwei verschiedene Ur-
sprungslinien der zum Genus gehdrigen Spezies ermittelt werden. Zum einen L. grayi

und zum anderen die ubrigen sechs Spezies, wobei diese sich nochmals in zwei Un-



35

tergruppen teilen, ndmlich auf der einen Seite L. monocytogenes, L. marthii und L.
innucua und auf der anderen Seite L. ivanovii, L. welshimeri und L. seeligeri (Collins,
1991; Doumith, 2004; Sallen, 1996, Orsi, 2016, Chiara 2015)

Abbildung 3 zeigt die bis 2005 bekannten Listeriaspezies und lhre Verwandtschafts-

verhaltnisse

Listeria monocyrogencs

Listeria innocuna
Listeria ivanovii

Listeria seeligeri

Listeria welshimeri

Listeria grayi 0.10

Abbildung 3: Verwandtschaft der Listeriaspezies errechnet aus dem Vergleich von
16SrRNA und 23SrRNA, sowie den Genen iap, Idh, vicB und prs; der Balken unten
steht fur die Lange von 10% Sequenzdivergenz; Zahlen im Baum stehen fur Konsis-
tenz der Daten (Schmid, 2005).
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Listeria monocytogenes ATCC 15313'

Listeria marthi FSL 54-120"

Listena innocua CLIP11262 . .
L. walshimer SLCC5334" LlSterIa

Listeria vanowl PAMSS

Listeria seedgen SLCC39647

[ Listeria grayf DSM 20601°

L Listevia grayi ATCC 25401 Murra ya
= Listaria faischnanni subsp. feischmanni LU2006_1"
H Listeria Maischmanni subsp. colovadanenss TTU M1-001°
- Listeria fondensis FSL $10-1187"
_: Ligteria aquanca FSL 510-1088'

oo [ Listaria newyorkensis FSL. A5-0209

Mesolisteria

10ef L Ustona newyorkensis FSL MB-0635"
Listeria cornedensis TTU A1.0210"
Ustona rocowtiae CIP 1058047

Paenilisteria

Listeria weihensiaphanensis DSM 246597

Listeria grandenss TTU A1.0212°

Listaria npavia FSL S10-12047

Listens

I— Brochothvix campastris ATCC 43754"
]— Brochothnx thevmosphecta ATCC 11509°

booriae FSL AS-0281"

0.1 amino aoid substiubons/sit

Abbildung 4: Bekannte Listeriaspezies mit den seit 2009 hinzugekommenen Sub-
gruppen und deren Beziehungen untereinander bis 2015 (Orsi 2016; modifiziert nach
Weller, 2015).

Um die Populationsstruktur von L. monocytogenes weiter zu bestimmen, werden
heutzutage im Rahmen des Whole Genome Sequencing (WGS) mittels Multilocus
Sequence Typing (MLST), sogenannte Sequence Typen (ST) erstellt, die es erlau-
ben die Sequenzvielfalt in numerische Profile zu Ubersetzen (Disson, 2021; Ragon,
2008). Die Sequenztypen wurden auf sieben sog. Housekeeping-Genen aufgebaut.
Haben nun Isolate mindestens sechs Ubereinstimmende Allele unter diesen sieben
Genen werden sie als sog. Clonal Complex (CC) zusammengefuhrt (Disson, 2021).
Insgesamt konnten so 170 CC und 300 Sublinien (SL) identifiziert werden
(http://bigsdb.pasteur.fr/listeria).

In der Linie | spielen die Sublinien SL1 (CC1), SL2 (CC2), SL4 (CC4) und SL6 (CC6)
in der westlichen Welt, sowie in Asien SL87 (CC87) eine fihrende Rolle unter den
Isolaten. In der evolutionéaren Linie Il findet man hauptsachlich SL9 (CC9) und SL121
(CC121) (Disson, 2021).
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4.4 Intrazellularer Infektionszyklus von Listeria monocytogenes

Neben der Vermehrung in Makrophagen kdnnen Listerien ihre eigene Aufnahme in
normalerweise nicht professionell phagozytierende Zellen induzieren. Hierzu z&hlen
epitheliale Zellen, Fibroblasten, Hepatozyten, Endothelzellen, Neurone sowie dendri-
tische Zellen (Vazquez-Boland, 2001a). L. monocytogenes besitzt einen charakteris-

tischen intrazellularen Lebenszyklus, der im Folgenden beschrieben werden soll*.
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Abbildung 5: Invasion und intrazellularer Lebenszyklus von L. monocytogenes
(Radoshevich, 2018)

Nach Anheftung an die Oberflache der eukaryoten Zielzelle beginnt die Invasion in
die nicht-professionell phagozytierende Zelle Uber eine Art Zipper-Mechanismus.
Hierbei formt die Wirtszellmembran eine Art Vakuole um das Bakterium, bis dieses
vollstandig umgeben ist und so in die Zielzelle aufgenommen wird. Um diese Interna-
lisation zu bewerkstelligen, benutzt L. monocytogenes verschiedene Wirtszellrezep-

toren. Hierzu zéhlen als wichtigste Vertreter das transmembrane Glykoprotein E-

! Die bereits zur Erwahnung kommenden Virulenzfaktoren werden ab Kapitel 4.5 ausfiihrlich beschrieben.
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Cadherin, welches vor allem bei der Aufnahme in intestinale Epithelzellen und beim
Uberschreiten der maternofetalen Barriere in der Plazenta eine Rolle spielt
(Mengaud, 1996), der Clg-Komplement-Rezeptor (Braun, 2000a) und der Met-
Rezeptor, dessen physiologischer Ligand normalerweise der Hepatocyten-
Wachstumsfaktor (HGF) ist (Shen, 2000). Als wichtigste bakterielle Liganden flr die
Internalisation gelten die beiden Internaline InlA und InIB. Als additive Faktoren bzw.
Liganden fur die Internalisation fungieren das ActA-Oberflachenprotein, das
p60-Protein, die Autolysine Ami und Auto als auch das Vip-Protein und das FbpA-
Protein.

Wie bereits erwahnt wird durch Einstilpung der Wirtzellmembran eine Vakuole gebil-
det, das so genannte primare Phagosom. Nach Ansauerung dieses Phagosoms ge-
lingt es den Listerien ca. 30min nach Bildung des Phagosoms, dessen Zellwand zu
lysieren und aus diesem zu entkommen (Gaillard, 1987). Ca. 2h nach Internalisation
liegen ca. 50% der intrazellularen Bakterienpopulation frei im Cytoplasma (Tilney,
1989). Die Auflésung der Vakuolenmembran ist ein entscheidender Schritt im intra-
zellularen Lebenszyklus von L. monocytogenes und essentiell fiir das weitere Uber-
leben und die Vermehrung des Pathogens. Bewerkstelligt wird dieser Schritt durch
den Hauptvirulenzfaktor Hamolysin bzw. Listeriolysin (LLO) unter Mithilfe der beiden
Phospholipasen C PIcA und PlcB (Goebel, 1997). Somit gelangt L. monocytogenes
ins Cytosol der Wirtzelle, wo die Vermehrung mit einer Verdopplungszeit von ca. 1h
stattfindet (Portnoy, 1988). Fir optimales intrazellulares Wachstum nutzen die Liste-
rien Hexose-Phosphat als Kohlentoff- und Energiequelle, wobei Glucose-1-Phophat
und Glucose-6-Phosphat die wichtigsten Substrate darstellen (Ripio, 1997b). Ca. 2h
nach Aufnahme in die Wirtszelle polymerisieren die Bakterien wirtszelleigenes F-
Aktin. Dieser Vorgang wird Uber das Oberflachenprotein ActA unter Nutzung be-
stimmter wirtseigener Proteinkomplexe und Signalkaskaden generiert. Hierdurch wird
ein ca. 40um langer Actinschweif an einem Bakterienpol gebildet, worliber die intra-
zellulare Motilitat des Bakteriums durch das Cytosol mit einer Geschwindigkeit von
0,3um/sec bewerkstelligt wird (Seveau, 2007). Diese Bewegung geschieht ungerich-
tet. Gelangt ein Bakterium auf diese Weise an die Wirtszellmembran, kommt es zur
Ausbildung so genannter Pseudopodien. An der Spitze dieser Finger-ahnlichen
Protrusionen befindet sich ein Bakterium. Diese Pseudopodien penetrieren die
Nachbarzelle und werden von dieser phagozytiert. Auf diese Weise kdnnen sich die

Bakterien von Zelle zu Zelle ausbreiten ohne in Berihrung mit der extrazellularen
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Matrix zu kommen. Dieser interzellulare Ausbreitungsprozess findet unter Bildung ei-
ner doppelwandigen Membran, bestehend aus der Protrusionsmembran der alten
Wirtszelle und der Vakuolenmembran der neuen Wirtszelle, statt. Diese doppelwan-
dige Vakuole wird auch als sekundares Phagosom bezeichnet. Innerhalb von 5min
gelingt es den Bakterien durch Lyse dieser Doppelmembran, hauptséchlich bewerk-
stelligt durch LLO und PIcB, erneut ins Cytoplama der Wirtszelle zu gelangen, wo der

Replikationszyklus erneut beginnen kann (Vazquez-Boland, 2001a).

Abbildung 6: Schematische Darstellung des intrazellularen Vermehrungszyklus von
L. monocytogenes

A: Adhasion und Invasion; B: Lyse des primaren Phagosoms; C: intrazellulare Ver-
mehrung; D: intrazellulare Fortbewegung; E: interzellulare Ausbreitung; F: Lyse des

doppelwandigen sekundaren Phagosoms (Tilney, 1989).
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4.5 Die Virulenzfaktoren von Listeria monocytogenes
45.1 Adhasion und Invasion in die Wirtszelle
4511 Internaline

Internaline gehdren in eine Familie von Oberflachenproteinen, welche zum Teil Viru-
lenzfaktoren in pathogenen Listerienspezies darstellen. L. monocytogenes gelingt es
sowohl die intestinale Barriere, die Blut-Hirnschranke, als auch die maternofetale
Grenze zu uberschreiten. Um eine Listerioseinfektion zu verursachen ist es im Rah-
men des Infektionszyklus essentiell, dass die Bakterien in nicht-professionell pha-
gozytierende Zellen aufgenommen werden. Entscheidend hierbei ist zu verstehen
wie L. monocytogenes die Aufnahme in die Wirtszelle bewerkstelligt. Die Hauptrolle
spielen vor allem zwei Internaline, auch als Invasine bezeichnet, namlich InlA und
InIB.

A B

Abbildung 7: Internalisation von L. monocytogenes in nicht-phagozytierende Zellen
via InlA und InIB (Hamon, 2006)
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Diese beiden Internaline wurden als erste genau charakterisiert und letztlich auch
sequenziert (Schubert, 2001). Sie stellen die Hauptvirulenzfaktoren bei der Adhasion
und Invasion in die Wirtszelle dar. Neben diesen beiden Virulenzdeterminanten wur-
den bisher insgesamt 25 Mitglieder der Internalinfamilie innerhalb des L. monocyto-
genes EGDe Genoms gefunden. Innerhalb dieser Proteinfamilie sind neben InlA und
InIB vier weitere Internaline im Rahmen des Infektionszyklus involviert, namlich InIC,
InlH, InlJ und Lmo2026 (Bierne, 2007). 2016 gelang es der Forschungsgruppe um
Faralla mit InIP (Lmo2470) einen weiteren Virulenzfaktor aus der Internalinfamilie zu
identifizieren, der fur den plazentaren Tropismus von L. monocytogenes verantwort-
lich erscheint (Faralla, 2016).

Internaline sind Proteine, die verschiedene Domé&nen aufweisen, welche innerhalb
der Gruppe relativ homolog sind. Alle bisher bekannten Internaline weisen eine N-
terminale Signalsequenz auf, die fur die Rekrutierung an die Cytoplasmamembran
und anschlieende Translokation aus dem bakteriellen Cytosol verantwortlich ist. Da-
ran anschlie3end findet sich eine Domane mit leucinreichen Wiederholungssequen-
zen, so genannte Leucin-rich-repeats (LRR), die die Bindungsspezifitaten fir die je-
weiligen Rezeptoren festlegen. Hierbei kann sich eine unterschiedliche Zahl an LRRs
zeigen. Die Anzahl variiert zwischen 3 und 28 Repeats, wobei jeder Repeat aus ca.
22 AS besteht (Bierne, 2007; Schubert, 2001). Diese LRRs sind optimal als Bin-
dungsmotive fir Protein-Protein-Interaktionen geeignet. Haufig werden diese Protei-
ne bei Eukaryonten gefunden, wo sie fur Signaltransduktions- und Zelladh&sionspro-
zesse verantwortlich sind (Kobe, 2001). LRR beinhaltende Proteine sind nicht spezi-
fisch fur das Genus Listeria. Bakterien, die Gene besitzen, welche fir LRR-Proteine
kodieren, gehéren meist in den Gram-negativen Bereich und stellen oft Pathogene
dar. Unter den Gram-positiven Bakterien scheint die Gattung Listeria beziglich der
Anzahl LRR-beinhaltender Proteine einzigartig zu sein.

An die Domane der LRRs schliel3t sich eine Zwischenwiederholungssequenz, eine
S0 genannte inter-repeat Domane (IR) an. B-Wiederholungssequenzen, B-repeats,
folgen.

Im sich anschlieBenden C-terminalen Ende befindet sich eine Sortierungssignalse-
guenz, welche zur Verankerung des Proteins in der bakteriellen Zellwand dient (Ga-
randeau, 2002). Anhand dieser Sequenz bzw. aufgrund des Fehlens derselben, kén-
nen die Internaline in drei Subtypen untergliedert werden. Es existiert somit die

Gruppe der Internaline mit dem Sortierungsignal LPXTG, des Weiteren die Gruppe
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mit einem GW-Modul bzw. WxL-Domane und zuletzt die Gruppe der sekretierten In-
ternaline, denen ein C-terminales Sortierungssignal fehlt.

Das LPXTG-Motiv findet sich in 19 der bisher 25 bekannten Internaline, darunter
auch InlA (Bierne, 2002Db).

Internaline mit GW-Modulen bzw. einer WxL-Domane zahlen bisher zwei Mitglieder,
namlich InIB und Lmo0549(Cabanes, 2002).

Als letzte Gruppe bleiben noch die sekretierten Internaline. Diese so genannten klei-
nen Internaline weisen vier Mitglieder auf: Inlc, Lmo2445, Lmo02027 und Lmo2470.
Prototyp ist hier das InIC, dem eine zellverankernde Domane fehlt und vermutlich ins
extrazellulare Medium sekretiert wird (Bierne, 2007).

InlA

(800 aa) 15 LRAs
signal
peptide
inlB
(630 aa)
signal
paptide

Abbildung 8: Schematische Darstellung der Proteindomanen von InlA und IniB
(Braun, 2000b).

Innerhalb der Spezies L. monocytogenes mit den 13 Serotypen wurden nicht alle inl-
Gene in der urspringlichen Art und Weise konserviert, sondern weisen im Vergleich
mit dem EDGe-Genom in manchen Bereichen Punktmutationen oder DNA-
Rearrangements auf. Dies ist vermutlich mit ein Grund, dass vor allem bestimmte Se-
rotypen, namlich 1/2a, 1/2b und 4b, Gber 90% der menschlichen Listeriosefalle aus-
I6sen. Bestimmte inl-Gene weisen auch eine Stamm-Spezifitdt auf. So konnten z.B.
Lmo2026 und Lmo2027 nur in L. monocytogenes-EGDe gefunden werden (Bierne,
2007).

Internalingenloci konnten aber nicht nur in den pathogenen Listerienspezies L. mo-
nocytogenes und L. ivanovii gefunden werden, sondern liel3en sich auch in den apa-
thogenen Spezies L. innocua und L. welshimeri nachweisen. Somit ist die Prasenz
von inl-Genen kein absolutes Pathogenitdtsmerkmal. Im Genom von L. innocua
konnten 18 inl-Gene sequenziert werden, wovon 14 inl-Gene auch in L. monocyto-
genes prasent sind. inl-Gene, die den apathogenen Listerienspezies fehlen, wurden
vermutlich selektiv in L. monocytogenes konserviert und sind wahrscheinlich fir die

Pathogenitat von L. monocytogenes mitverantwortlich (Bierne, 2007).
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Bestimmte inl-Gene wurden bisher nur in L. monocytogenes gefunden. Hierzu zahlen
inlA, inIB, inlE, inlH, inll, inlJ, IM01290 und Imo2470. Davon sind vier zumindest im
Tiermodell als Virulenz-Faktoren zu werten (Doumith, 2004).

Vergleicht man die Internaline von den beiden pathogenen Spezies L. monocytoge-
nes und L. ivanovii, so zeigt sich bei L. ivanovii eine unterschiedliche Verteilung, ge-
netische Zusammensetzung und Lokalisation der Internaline. L. ivanovii besitzt ein
spezifisches Gencluster, welches als LIPI-2 bezeichnet wird. Dieses Gencluster be-
inhaltet insgesamt zehn inl-Gene (Dominguez-Bernal, 2006), wobei zwei zur so ge-
nannten GW-Internalin-Familie gehtéren und acht fur so genannte kleine, sekretierte
Internaline kodieren. LIPI-2 kdnnte zumindest zum Teil fur die spezifischen pathoge-
nen Eigenschaften von L. ivanovii verantwortlich sein und trotz der &hnlichen intrazel-
lularen Lebensweise die unterschiedliche Pathogenitat sowie den differierenden
Wirts- und Organtropismus von L. ivanovii im Vergleich zu L. monocytogenes erkla-
ren (Vazquez-Boland, 2001b).

Betrachtet man die Lokalisation der inl-Gene im Genom von L. monocytogenes-
EGDe, so sind diese nicht willkrlich verteilt. 15 der 25 inl-Gene (ca.60%) befinden
sich im ersten Viertel des Genoms zusammen mit dem LIPI-1-Gencluster. Hiervon
sind 13 als Einzeleinheiten prasentiert, die tbrigen Gene sind in finf so genannten
Internalininseln formiert (I: inlG-inlH-inlE; 1I: inlA-inIB; 1ll: Imo0327-Imo0331-inll; IV:
Im01289-Im01290; V: Im02026-Imo02027) (siehe Abbildung 9) (Glaser, 2001).

Die hohe Sequenzahnlichkeit der inl-Gene pradestiniert sie zu Rekombinationsvor-
gangen, was eventuell ein Grund fur deren Diversitat sein kdnnte. Die Internalingen-
familie kdnnte mdglicherweise von einem einzigen Internalingen eines Listerienur-
ahns abstammen und durch Duplikation, Neukombination, Deletion oder Punktmuta-

tionen zur heutigen Vielfalt der Internaline beigetragen haben (Tsai, 2006).
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Abbildung 9: Lokalisation der inl-Gene innerhalb des L. monocytogenes-EGDe-
Chromosoms. Die Lokalisation der inl-Gene ist in kb angegeben. Gene von LIPI-1
sind fettgedruckt (Glaser, 2001).

45.1.1.1 Internalin A (InlA)

Das Internalin A ist ein aus 800 AS bestehendes 88kDa schweres Oberflachenpro-
tein mit 15 LRR-Einheiten und gehort in die Subgruppe der LPXTG-Internaline (Bier-
ne, 2007; Seveau, 2007; Dellafiora, 2020). Uber dieses LPXTG-Motiv wird InlA kova-
lent an die Bakterienoberflache von L. monocytogenes verankert. Diese Verankerung
wird durch die Sortase SrtA katalysiert. Hierbei erfolgt die katalytische Spaltung zwi-
schen der AS Threonin und Glycin, wobei Threonin kovalent an die Peptidoglycan-
zellwand von L. monocytogenes verknupft wird. Deletionsmutanten AsrtA zeigten im
Rahmen einer oralen Infektion von Meerschweinchen eine deutliche Virulenz-
abschwachung (Sabet, 2005; Dramsi, 2005). InlA vermittelt vorwiegend die Invasion
in nicht-professionell phagozytierende Epithelzellen, kann aber auch bei der Auf-
nahme von Makrophagen eine Rolle spielen (Sawyer, 1996). Zellularer Rezeptor von
InlA ist E-Cadherin, ein Ca?*-abhangiges Zelladhasionsmolekiil, welches sich im Be-
reich der basolateralen Haftverbindungen befindet und durch Homodimerbildung eine
korrekte Interaktion zwischen den einzelnen Zellen des Epithelverbands bewerkstel-

ligt (Seveau, 2007; Shapiro, 1995). E-Cadherin besteht aus funf extrazellularen Do-
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manen und einer zytoplamatischen Doméne (Geiger, 1992). E-Cadherin wird in den
gap-junctions von Intestinalzellen (Dellafiora, 2020; Drolia, 2019), aber auch bei He-
patozyten, dendritischen Zellen, mikrovaskularen Endothelzellen des Gehirns und
Syncythiotrophoblast-bzw. Trophoblastzellen der Placenta exprimiert (Lecuit, 2004).
InlA interagiert Uber die LRR-Region mit der ersten extrazellularen Doméne von E-
Cadherin. Von entscheidender Bedeutung ist hierbei die AS Prolin an Position 16 des
E-Cadherins, denn durch Analyse der Kristallstruktur von InlA konnte gezeigt werden,
dass die LRRs eine Tasche ausbilden und speziell mit der AS Prolin 16 des
E-Cadherin interagieren (Schubert, 2002; Lecuit, 1997). Diese Bindungsstelle erklart
die Spezies-Spezifitdt der InlA-E-Cadherin-Interaktion.

Um einen optimalen Bakterieneintritt nach erfolgter Bindung von L. monocytogenes
an E-Cadherin zu erreichen, muss dieses innerhalb einer Lipid-raft-reichen Doméne
positioniert sein. Lipid rafts sind spezielle Wirtsmembranbereiche an denen die En-
dozytose erfolgt und somit fiir die Internalisation der Bakterien wichtig sind. An die
cytoplamatische Doméane von E-Cadherin lagern sich die cytosolischen Proteine
p120, a- und B-Catenin an. Dieser Komplex bewirkt eine Umlagerung des submemb-
ranen Aktingerists und fiihrt somit zur Internalisation des Bakteriums durch Einstil-
pung der Zellmembran und letztlich Bildung des so genannten primaren Phagosoms
(Seveau, 2007).

Da sich E-Cadherin im Bereich von basolateralen Haftverbindungen befindet, muss
man sich die Frage stellen wie das endoluminal im Darm befindliche Bakterium L.
monocytogenes Zugang zu diesem Bereich bekommt, da der Epithelverbund einen
starken Zusammenhalt zeigt. Die Arbeitsgruppe von Pentecost et al. konnte zeigen,
dass im Rahmen der Zellerneuerung des Darmepithels einige Epithelzellen teilweise
aus dem Zellverband gel6st vorliegen. Hier kommt dann E-Cadherin kurzfristig endo-
luminal zum liegen, wahrend sich die Zellverbande neu organisieren und L. monocy-
togenes kann Uber einen Oberflachenrezeptor die intestinale Barriere Uberwinden
(Pentecost, 2006; Lecuit, 2001).

Da E-Cadherin auch an der basalen und apikalen Membran des Syncythiotro-
phoblasten prasent ist, ist InlA auch bei der Uberschreitung der fetoplazentaren Bar-
riere beteiligt (Lecuit, 2004). Da auch bestimmte sensible Neuronen im Gehirn emp-
fanglich fur eine InlA-vermittelte Invasion sind, wird auch hier eine InlA-E-Cadherin-

Interaktion vermutet (Drevets, 2008).
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Abbildung 10: InlA- E-cadherin Pathway (Bonazzi, 2009)

45.1.1.2 Internalin B (InIB)

Das Internalin B ist ein aus 630 AS bestehendes 65kDa schweres Oberflachenpro-
tein mit acht LRR-Einheiten und gehdrt in die Subgruppe der GW-Internaline (Bierne,
2007). Diese C-terminal gelegene Region mit drei GW-Modulen zur nicht-kovalenten
Verankerung in der bakteriellen Zellwand. InIB induziert die Endozytose von L. mo-
nocytogenes in verschiedenen Zelltypen, wie Epithel- und Endothelzellen, Hepatozy-
ten oder auch Fibroblasten (Braun, 1998). InIB interagiert mit verschiedenen Ligan-
den. Hauptrezeptor fur InIB ist der HGF-Rezeptor (HGF: hepatocyte growth factor)
Met. Dieser gehort in die Familie der Tyrosinkinaserezeptoren, eine der grof3ten und
wichtigsten Familien unter den transmembranen Signalrezeptoren, welche von einer

Vielzahl unterschiedlicher Zellen exprimiert werden (Vazquez-Boland, 2001a).
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Abbildung 11: InIB-Met Pathway (Hamon, 2006)

Met - defiziente Zelllinien sind zum InIB-vermittelten Zelleintritt nicht fahig, so dass
dieser Rezeptor eine entscheidende Rolle fir die InlB-assoziierte Invasion bei der L.
monocytogenes-Infektion spielt. Met ist involviert in die Organogenese, Zellprolifera-
tion, Zellmigration und Zelldifferenzierung und spielt eine Rolle im Rahmen der On-
kogenese und Tumorprogression (Shen, 2000; Seveau, 2007). Durch die Bindung
von InIB an Met werden neben der Zellinvasion auch verschiedene Signalkaskaden
stimuliert. Diese filhren zu cytoskelettalen Rearrangementprozessen, zur Aktivierung
von der Phospholipase Cy (Plc-y), dem Kernfaktor kB (NF-kB) oder auch des Ras-
MAP-Kinase-Signalwegs (Bierne, 2002a; Mansell, 2001).

Die Aktivierung von Met durch InIB ist spezies-spezifisch. InIB kann nur mit Met von
Menschen und Mausen interagieren (Khelef, 2006).

Neben Met existieren noch zwei Co-Rezeptoren fir InlB, namlich zum einen gC1gR,
Ligand fur den Komplementfaktor C1q (Seveau, 2007), zum anderen Glukosamino-
glykane. Die Interaktion mit diesen Co-Rezeptoren wird Uber die GW-Doméne des
geldsten InIB bewerkstelligt. Die funktionelle Relevanz der Bindung von InIlB an gC1R
fur die Interaktion mit der Zielzelle konnte bisher noch nicht evaluiert werden. Die
Bindung von InIB an Wirtszellglukosaminoglykane spielt eine Rolle bei der Met-
Aktivierung (Jonquiéres, 2001).

InIB scheint eine wesentliche Rolle bei der Kolonisation von Leber und Milz zu spie-
len, eine eher untergeordnete Rolle nimmt InIB bei der Uberwindung der intestinalen

Barriere ein (Khelef, 2006). Trotzdem zeigt InIB eine synergistische Wirkung zu InlA
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bei der Zellinvasion. Eine AinlAB-Mutante ist bezuglich ihrer Invasivitat gegeniber ih-
rer Wirtzelle um das10fache weniger virulent im Vergleich zu einer AinlA-Mutante
(Vazquez-Boland, 2001a). InIB mit seinem Hauptrezeptor Met scheint auch in der
Uberquerung der fetomaternalen Barriere involviert zu ein (Disson, 2008; Querada
2019), da eine InIB-Deletionsmutante eine weniger effiziente InlA-vermittelte Invasion
in plazentares Gewebe zeigt, als der Wildtyp (Lecuit, 2004). In-vitro konnte auch eine
Beteiligung von InIB im Rahmen einer Infektion von humanen Endothelzellen des
Gehirns gezeigt werden, in vivo steht dieser Nachweis sowohl fur InlA als auch fur
InIB noch aus (Greiffenberg, 1998).

45.1.1.3 Internalin C (InIC)

Das kleine, sekretierte Internalin C besitzt ein Molekulargewicht von 30kDa (Vazqu-
ez-Boland, 2001a). Die Rolle, die InIC bei der Virulenz von L. monocytogenes spielt
ist nicht klar, da eine inlC-Deletion weder die Internalisation, noch die intrazellulare
Replikation, noch die interzellulare Ausbreitung beeintrachtigt. Moglicherweise
kommt InIC eine InlA-unterstitzende Funktion bei der Internalisation von L. monocy-
togenes in nicht-professionell phagozytierenden Zellen zu (Bierne, 2007). InIC ver-
ringert die kortikale Spannung des Wirts und erleichtert die Verbreitung von L. mono-
cytogenes von Zelle zu Zelle durch Bildung von Protrusionen (Rajabian, 2009). Des-
weiteren schein InIC die Ausrichtung der Chromosomen in mitotischen Zellen zu be-
eintrachtigen und die Zellteilung zu verzégern (Costa, 2020).

Im Mausmodell zeigte sich bei Infektion mit inIC-Deletionsmutanten eine etwas abge-
schwachte Virulenz mit konsekutivem Anstieg der LDso. Die Transkription von inIC er-
folgt zum einen Uber einen Prfa-abhangigen Promotor, aber auch PrfA unabhangig.
Eine Uberexpression des inlC Gens wird vor allem im spaten Stadium der Infektion
wahrend des interzellularen Ausbreitungsprozesses beobachtet, so dass InIC auch

hier eine Rolle spielen kdnnte (Chatterjee, 2006; Engelbrecht, 1996).
45.1.1.4 Internalin Lmo 2470 (InlP)
Das Internalin Gen Imo2470 (inlP) ist ein hochkonserviertes Gen bei virulenten L.

monocytogenes Stammen (Faralla, 2016). InlIP ist ein 388 Aminosauren grof3es Pro-

tein mit finf bis sechs LRR-Einheiten. InIP wird in die Gruppe der sekretierten Inter-
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naline eingeordnet, da es keine Zellwandverankerungsmechanismen besitzt (Faralla,
2016). Farallas Untersuchungen legten dar, dass InlIP einen starken Tropismus fur
die Plazenta als Infektionsort zeigt und somit einen weiteren Virulenzfaktor v.a. im
Hinblick auf die fetale Listeriose darstellt (Faralla, 2016). Dieser Tropsimus konnte
sowohl im Maus- bzw. Meerschweinchenmodell als auch bei Infektion menschlicher
deziduler Zellkulturen aufgezeigt werden. Dieser Tropsimus grindet sich vermutlich
auf Expression organspezifischer Bindungsproteine. Eine weitere Erklarung konnten
spezifische regulierende Wirtszellsignale sein, die ebenfalls organspezifisch sind
(Faralla, 2016). InlIP spielt keine Rolle bei der Wirtszellinvasion, scheint aber bei der
Kolonisation der Placenta synergistische Effekte mit InlA aufzuweisen (Faralla,
2016). Bindungspartner fur InlP ist Afadin, ein F-Actin bindends Protein (Faralla,
2018) im Zytoplasma der Wirtszelle, das fur Zell-zu-Zell-Verbindungen notwendig ist
(Ikeda, 1999).

451.15 Weitere Internaline

45.1.1.5.1 Internalin H (InlH)

Das Internalin H besitzt die typische Struktur eines LPXTG-Internalins und stellt ein
adaquates Substrat fur die an die Bakterienmembran assoziierte Sortase A dar (Puc-
ciarelli, 2005). Die genaue Funktion von InlH wahrend der Infektion mit L. monocyto-
genes bleibt unklar. inlH ist innerhalb eines Genclusters bestehend aus inlG-inlH-inlE
platziert. Im Mausmodell zeigte sich bei Deletionsmutanten AinIGHE oder auch in-
frame Mutanten AinlH eine attenuierte Kolonisation der Leber und der Milz durch L.
monocytogenes (Schubert, 2001). Inaktivierung des inlGHE-Genclusters scheint die
InIB-vermittelte Invasion in Endothelzellen zu beeinflussen (Bergmann, 2002), wobei

auch hier der genaue Mechanismus nicht klar ist.

45.1.1.5.2 Internalin J (InlJ)

InlJ gehort in die Familie der LPXTG-Internaline (Sabet, 2005). Die genaue Virulenz-
funktion von InlJ ist unklar. Eine inlJ-Deletionsmutante zeigte sich im Mausmodell
sowohl bei i.v-Infektion als auch bei oraler Infektion (transgene Mauslinie mit Expres-
sion von humanem E-Cadherin) virulenzattenuiert. Inaktivierung von inlJ nimmt kei-

nen Einflu® auf Invasion, intrazellulare Replikation oder interzellulare Ausbreitung.
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InlJ konnte bisher in funf L. monocytogenes-Stdmmen nachgewiesen werden (Doum-

ith, 2004). InlJ ist in anderen Listerienspezies nicht vertreten (Bierne, 2007).

45.1.1.5.3 Internalin Lmo2026

Lmo2026 ist ein Internalin-ahnliches Protein, welches unter die Subgruppe der
LPXTG-Internaline subsummiert wird. Die genaue Funktion im Rahmen der Listerio-
seinfektion ist unbekannt. Es wird eine Rolle im Rahmen der listeriellen Multiplikation
im Gehirn angenommen (Bierne, 2007).

45.2 Entkommen aus dem priméren und sekundéren Phagosom

45.2.1 Listeriolysin O (LLO)

Das Hamolysin von L. monocytogenes oder auch Listeriolysin O (LLO) genannt, wur-
de als erster Virulenzfaktor von L. monocytogenes durch Geoffroy et al. 1987 charak-
terisiert und analysiert (Geoffroy, 1987). Die Sequenzierung des kodierenden Viru-
lenzgens hly fuhrte letztlich zur Entdeckung und Lokalisierung des zentralen Viru-
lenzgenclusters, in welchem die meisten Virulenzgene von L. monocytogenes kodiert
sind (Vazquez-Boland, 2001a). LLO nimmt eine zentrale Stellung beziglich der Viru-
lenz von L. monocytogenes ein. Durch Inaktivierung des hly-Gens konnte gezeigt
werden, dass LLO fir das intrazellulare Uberleben und die Proliferation von L. mono-
cytogenes essentiell ist (Kuhn, 1988; Portnoy, 1988). LLO spielt nicht nur eine
Schlisselrolle beim Entkommen von L. monocytogenes aus dem primaren Phago-
som infizierter Zellen, sondern auch beim effizienten Entkommen aus der Doppel-
membran-Vakuole, welche im Rahmen der Zell-zu-Zell-Ausbreitung geformt wird
(Gedde, 2000).

Es besteht eine starke Korrelation von hamolytischer Aktivitat und Pathogenitat von
L. monocyotgenes bzw. L.spp., denn der Verlust des Hamolyins fuhrt zur Avirulenz
des Bakteriums (Vazquez-Boland, 2001a).

LLO spielt eine zentrale Rolle bei der Aufnahme in Hepatozyten. Dies ist bei der In-
ternalisation in Cytotrophoblastzellen oder endothelialen Zellen nicht der Fall (Phelps,
2018).
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Unter den Listerien spp. sind noch L. ivanovii mit Produktion von lvanolysin O (ILO)
als auch L. seeligeri mit Ausschittung geringer Mengen an einem dem LLO verwand-
ten CDC (Cholesterin dependent Cytolysin) dem Seeligerilysin (LSO) in der Lage ein
Hamolysin zu generieren (Leimeister-Wachter, 1989).

Gensequenzierung von LLO, ILO und LSO zeigten eine hohe Ubereinstimmung so-
wohl auf Basis des Proteins (86-91%) als auch auf Basis der DNA-Sequenz (76-
78%) (Vazquez-Boland, 2001a).

LLO ist Mitglied der so genannten porenformenden Cholesterin abhangigen Cytolysi-
ne (CDCs), die mit Gber 20 Mitgliedern die grof3te Familie innerhalb der porenfor-
menden Toxine darstellt. Zu dieser Familie zahlen neben dem LLO, das Streptolysin
O (SLO) von Strept. pyogenes, das Perfringolysin O (PFO) von C. perfringens, das
Anthrolysin O (ALO) von B. anthracis oder auch das Pneumolysin von Strept. pneu-
moniae (Alouf, 2001; Schnupf, 2007).

Zunachst wird einen ringahnlicher Praporenkomplex durch Oligomerisation der To-
xinmonomere gebildet. Zwei a-Helices der Doméne 3 bilden so genannte trans-
membrane B-Hairpins (TMHs) aus. Letztlich bildet sich die so genannte B-barrel-
Struktur der wassrigen Pore. Hierbei ist die Anwesenheit von Cholesterin, neben sei-
ner Rolle als Rezeptor fiir CDCs, essentiell, da es wichtig fir den Ubergang des Pra-

porenkomplexes in den eigentlichen Porenkomplex ist (Schnupf, 2007).
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Abbildung 12: Strukturmodell des LLO Monomers (Schnupf, 2007)

Die N-terminale Sequenz der CDCs ist die Region mit der grof3ten Heterogenitat. Ei-
ne LLO-Mutante mit Deletion dieser N-terminalen Sequenz war des intrazelluléaren
Wachstums unfahig und zeigte einen bis zu 10.000fachen Virulenzdefekt im Maus-
modell der Listeriose. Diese einzigartige Region zeigt eine PEST-ahnliche Sequenz.
PEST-Sequenzen wurden nach den AS Prolin (P), Glutamat (E), Serin (S) und Thre-
onin (T) benannt (Decatur, 2000).

Mutationen im Bereich der PEST-ahnlichen Sequenz fiihren zur Wirtszelltoxizitat, ei-
nem erhohten Level an intrazellularem LLO, sowie zur verstarkten LLO-Synthese
wahrend der exponentiellen Wachstumsphase im Kulturmedium. Somit ist anzuneh-
men, dass die N-terminale Doméane von LLO dessen Synthese wahrend des cytoso-
lischen Wachstums kontrolliert (Schnupf, 2006).
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Im Bereich des C-Terminus zeigt sich eine in ihrer AS-Sequenz konstante 1ler-
Peptidkette. Diese konstante Peptidkette scheint eine verantwortliche Rolle fir das
breite Wirtsspektrum der CDC-positiven Bakterien zu spielen.

Zentrale Aufgabe des LLO ist es, die Flucht aus dem priméren Phagosom, welches
bei der Aufnahme von L. monocytogenes in die Wirtszelle gebildet wird, zu bewerk-
stelligen. Des Weiteren wird durch LLO das Entkommen aus dem sekundaren Pha-
gosom, welches im Rahmen der Zell-zu-Zell-Ausbreitung entsteht, sichergestellt.
Eine durch LLO gebildete Pore I6st folgende Signalkaskade aus: Einstrom von extra-
zellularem Ca2+, Aktivierung der Ca2+-abhangigen konventionellen Proteinkinase C,
die der Rho-GTPase Racl vorgeschaltet ist, und Arp2/3-abhangige Bildung von F-
Aktin-reichen Membranvorspriingen, die die Internalisierung des Bakteriums férdern
(Phelps, 2018; Vadia, 2011; Vadia, 2014).

Am Entkommen aus dem priméaren und sekundaren Phagosom sind auch noch zwei
Phopholipasen C (PIcA und PIcB) beteiligt. Ohne LLO verbleibt L. monocytogenes im
primaren Phagosom und ist somit unféhig sich zu replizieren (Portnoy, 1988; Gedde,
2000).

Um aus dem Phagosom zu entkommen ist ein Reifungsprozess des Phagosoms
notwendig, das bedeutet, dass das Phagosom einer Ansduerung bedarf. Im Phago-
som finden sich pH-Werte zwischen pH 4,9 bis pH 6,7 (im Durchschnitt pH5,9). Das
pH-Optimum fir die LLO-Aktivitat liegt bei pH 5,5. Die Ansduerung des Phagosoms
ist also fur die optimale Effektivitdt von LLO notwendig bzw. stellt einen Trigger fur
dessen Synthese dar. Die genauen Mechanismen, die die Ansauerung und somit die
Reifung des Phagosoms bewerkstelligen, sind noch nicht genau bekannt (Marquis,
2000).

Diese cytolytische Eigenschaft von LLO ist jedoch streng an das phagosomale Kom-
partiment gebunden. Dies scheint eng mit dem zugrunde liegenden pH-Optimum von
LLO verknupft zu sein. Diese pH-Abhangigkeit ist einzigartig unter den CDCs. Als
pH-Sensor fungiert ein Bereich von 3AS, namlich Glu-247, Asp-320 und Glu-208, in
der Doméane 3 (Schuerch, 2005). Wird das saure Milieu des Phagosoms verlassen
und L. monocytogenes in das pH neutrale Wirtszellzytoplasma entlassen, kommt es
zur down-Regulation bzw. Inaktivierung von LLO. Die intrazellulare HWZ von LLO
betragt <15min (Schnupf, 2006). Die Bindung der LLO-Aktivitat an ein pH-Optimum
im sauren Bereich stellt einen gewissen Schutzmechanismus fir die bakterielle Rep-

likation im Wirtszytoplasma dar. Auf diese Weise wird verhindert, dass LLO die Cyto-
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plasmamembran der Wirtszelle lysiert, was gleichbedeutend mit einem friihzeitigen
Entlassen des Bakteriums in das extrazellulare Milieu ist. Somit kbnnte eine gesi-
cherte bakterielle Replikation in der geschutzten intrazellularen Nische nicht mehr
gewabhrleistet werden, was aber essentiell fur die Pathogenese und Virulenz von L.
monocytogenes ist (Decatur, 2000; Glomski, 2003).

Diese posttranslationale Kontrolle durch die pH-Abhangigkeit scheint ein wichtiger
Mechanismus zur Regulation von LLO zu sein und zeigt auch eine gewisse Tempe-
raturabhangigkeit (>30°C) (Schnupf, 2007).

Ein weiterer Kontrollmechanismus existiert auf transkriptioneller Ebene. Das fur LLO
kodierende Gen hly, welches im Virulenzgencluster LIPI-1 integriert ist, wird haupt-
séchlich durch den zentralen Virulenzgenregulator PrfA kontrolliert (Kreft, 2001). Hly
wird also unter Konditionen, die zur Steigerung der Expression und Aktivitat von PrfA
fuhren, verstarkt transkribiert. Hierzu zahlt z.B. ein Temperaturshift auf 37°C. Zur
down-Regulation von hly fiihren z.B. ein niedriger pH oder auch fermentierbare Zu-
cker wie Glucose (Milenbachs, 1997).

Als so genannter ,back-up“-Mechanismus zur Kontrolle der LLO-Aktivitat, tragt ein
gewisser Abbau von LLO im Wirtszellzytoplasma durch Wirtszellproteasen bei. Aller-
dings flhrt eine Blockade der Wirtszellproteasen nicht zu einer erhéhten Wirtszellto-
xizitdt bei einer Wildtyp-L. monocyotgenes-Infektion, so dass der durch Proteasen
gesteuerte Abbau von LLO keinen wesentlichen Kontrollmechanismus fir die LLO-
Aktivitat darstellt (Schnupf, 2006).

LLO fungiert jedoch nicht nur als Porenbildner, sondern erfullt auch die Aufgabe als
Apoptose- bzw. Signalmolekil. LLO kann die Apoptose von Lymphozyten, T-Zellen
und dendritischen Zellen induzieren (Carrero, 2004). Es kann zur Degranulation von
und Leukotrienausschuttung bei Neutrophilen fuhren (Sibelius, 1999). Des Weiteren
kann eine up-Regulation von Adhaionsmolekilen und inflammatorischer Cytokine in
menschlichen GefaRendothelzellen ausgeldst werden (Kayal, 1999). Eine Aktivierung
des Map-Kinase-Signalwegs in HelLa-Zellen, die IFN-y Produktion in Milzzellen als
auch die IL-1 Produktion in Makrophagen konnte durch LLO—Anwesenheit beobach-
tet werden (Schnupf, 2007).

LLO agiert als Toll-like-Rezeptor (TLR)-Agonist, wobei vor allem eine TLR-4 abhén-
gige Cytokinproduktion der Wirtszelle fur LLO, PFO, SLO und ALO gezeigt werden

konnte.
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Im Rahmen der zellvermittelten Immunitat fungiert LLO als effizientes MHC-I-Epitop,
wodurch eine effiziente CD8+-T-Zellantwort hervorgerufen wird (Schnupf, 2006).

In in-vitro Versuchen bewerkstelligt LLO einen Einstrom von extrazellularem Ca?* in
die Wirtzelle, wodurch die Signalgebung der Wirtszelle beztglich der Phagozytose
von L. monocytogenes durch Makrophagen reduziert wird. Der Ca?*-Einstrom steht in
Zusammenhang mit dem Phosphatidylinositol-Metabolismus von LLO und fihrt letzt-
lich zum Offnen von Ca?-Kanalen in der Plasmamembran (Wadsworth, 2002;
Dramsi, 2003).

Neue molekularbiologische Studien konnten zeigten, dass L. monocytogenes, analog
anderer grampositiver Bakterien, in der Lage ist extrazellulare Vesikel zu sekretieren.
Diese extrazellularen Vesikel beinhalten einen Grol3teil der Virulenzproteine, so auch
LLO und tragen somit zur Zytotoxizitat von L. monoctogenes bei (Coelho, 2019).
Diese vielfaltigen Aufgaben von LLO erklaren dessen Rolle als zentraler Virulenzfak-

tor.
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Abbildung 13: Zentrale Mechanismen von LLO (blau). (Seveau, 2014)
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4522 Phopholipasen der Klasse C

Die Virulenz von L. monocytogenes steht in direktem Zusammenhang mit dem Ent-
kommen aus dem primaren bzw. sekundéaren Phagosom, welches beim Eintritt in die
Wirtszelle bzw. im Rahmen der Zell-zu-Zell-Ausbreitung gebildet wird. L. monocyto-
genes sekretiert zwei Phospholipasen der Klasse C, PI-PLC und PC-PLC, welche
synergistisch agieren und LLO in der Lyse der phagosomalen Vakuolen unterstitzen
(Gedde, 2000; Smith 1995a; Camargo, 2016). Der Beitrag, den die Phospholipasen
zur Lyse der Vakuolenmembran beitragen, differiert in den unterschiedlichen Zellty-
pen und Wirtsspezies. Ursachlich hierfir kénnten Unterschiede in der Phospholipid-
zusammensetzung oder auch Unterschiede beziglich des pH in der Vakuole sein.
(Vazquez-Boland, 2001a). Der genaue Wirkmechanismus der Phospholipasen ist bis
heute noch nicht ausreichend verstanden. Die PLCs kdnnten die Wirtszellmembran
auf direktem Wege abbauen oder Uber einen anfanglichen Phospholipidabbau eine
Kette von Wirtszellmechanismen aktivieren, die zum Abbau der Vakuolenmembran
fuhren (Goldfine, 1998; Wadsworth, 2002).

Bei fast allen Zelllinien, sowohl menschlichen als auch bei Mausen, ist LLO essentiel-
ler Faktor, um ein Entkommen aus der primaren, einschichtigen Vakuole, welche
beim Eintritt in die Wirtszelle gebildet wird, oder der sekundaren Doppelmembran-
Vakuole, welche bei der Zell-zu-Zell-Ausbreitung entsteht, zu gewahrleisten (Tilney,
1989). Die zwei Phospholipasen C (PLC) sind fir das phagosomale Entkommen ent-
behrlich, erhéhen aber die Effizienz dieses Vorgangs (Smith, 1995a).

Die beiden Phospholipasen PI-PLC (PIcA) und PC-PLC (PIcB) besitzen vermutlich
sich Uberlappende Funktionen, da eine so genannte in-frame Deletion in jeweils einer
der beiden PLCs nur zu einer geringen Virulenzminderung im Mausmodell oder auch
bei in-vitro Versuchen fuhrt. Eine Doppelmutation mit Verlust beider Phospholipasen
fuhrt jedoch zu einer gravierenden Virulenzminderung, zumindest im Mausmodell be-
zogen auf die LDso, wo sich ein 500facher Abfall im Vergleich zur Wildtypinfektion
zeigt (Smith,1995a).

Wahrend die PI-PLC nur im Entkommen aus der primaren Vakuole eine Rolle spielt,
nimmt die PC-PLC ein breiteres Wirkungsspektrum ein. Sie ist zumindest beteiligt bei
der Lyse des primaren Phagosoms, die Hauptaufgabe besteht jedoch in der Lyse der
doppelschichtigen sekundaren Vakuole. Somit ist die PC-PLC eine wichtige Viru-

lenzdeterminante bei der Zell-zu-Zell-Ausbreitung.
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Die beiden Phopholipasen von L. monocytogenes kénnen auch eine Veranderung
der Signaltransduktion der Zelle bewirken. Bei der Phospholipidhydrolyse entstehen
sogenannte Secondmessenger, wie Diacylglycerol (DAG), Ceramid oder auch Inosi-
tolphophat. Diese Spaltprodukte spielen eine Rolle beim Zellwachstum, bei der Zell-
differenzierung, bei der Apoptose, wie auch bei der Cytokin- und Chemokinprodukti-
on (Smith, 1995a)

45221  PI-PLC (PIcA)

PI-PLC, auch PIcA genannt, wird vom plcA-Gen kodiert. Dieses Gen findet sich in der
Pathogenitatsinsel LIPI-1 und wird PrfA-abh&ngig transkribiert (Querdea, 2018). Das
plcA- Gen ist eine hochkonservierte Region in allen pathogenen L. monocytogenes
Stdmmen. Dies legt nahe, dass PLcA bei der Virulenz von L. monocytogenes eine
wichtigere Rolle zu spielen scheint als bisher angenommen (Quereda, 2018). Der
genaue Virulenzbeitrag von PIcA bleibt weiter Gegenstand der Forschung (Quereda,
2018)

PI-PLC ist eine hochspezifische Phospholipase, die speziell das Phospholipid (PI)
spaltet. PI-PLC ist ein 33kDa grofRes Polypeptid. In ihrer Wirkungsweise ist sie mit
anderen PI-PLCs vergleichbar, wie z.B. von Bacillus thuringiensis (BtPI-PLC), von
Bacillus cereus (BcPI-PLC), von Bacillus anthracis, von S. aureus oder auch L. iva-
novii (Wei, 2005b). In Mutationsversuchen, bei denen die L. monocytogenes PI-PLC
durch die BcPI-PLC ersetzt wurde, war ein intrazellulares Wachstum von L. monocy-
togenes nicht moglich und der Keim war in seiner Virulenz gehemmt (Wei, 2005b).
Hauptaufgabe von PI-PLC scheint im Bereich der Lyse des primaren Phagosoms zu
liegen. Das Wirkungsoptimum der PI-PLC liegt in einem pH-Bereich von pH 5,5 bis
pH 6,5. Fehlt PI-PLC zeigt sich ein weniger effizientes Entkommen aus der Priméar-
vakuole. Bezuglich der Virulenz zeigt sich bei einer AplcA-Mutante im Mausmodell
ein ca. 3facher Abfall bezogen auf die LDso im Vergleich zur Wildtyp-Infektion
(Yeung, 2007).
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45.2.22  PC-PLC (PIcB)

PC-PLC oder auch PIcB ist eine Phopholipase C mit breitem Wirkungspektrum und
einer grof3en Subtratbreite. Neben Phosphatidylcholin (PC), kann PC-PLC auch
Phosphatidylethanolamin (PE), Phosphatidylserin (PS) oder auch Sphingomyelin
(SM) spalten (Gruindling, 2003). plcB ist mit den Virulenzgenen actA und mpl in dem
gemeinsamen Lecithinoperon zusammengefasst, was wiederum Bestandteil der Pa-
thogenitatsinsel LIPI-1 ist (Quereda, 2018). Die Transkription erfolgt entweder ge-
steuert Uber den mpl-Promotor mit Transkription aller drei Gene oder Gber den actA-
Promotor, wobei hierbei actA und plcB cotranskribiert werden (Grindling, 2003). Die
Transkription erfolgt PrfA reguliert. PC-PLC wird als inaktives Proenzym sekretiert.
Das Proenzym besteht aus 264 AS und hat eine Grof3e von 33kDa. Durch Abspal-
tung des Propeptids am N-terminalen Ende, welches aus 26 AS besteht (2,9kDa),
entsteht das 29-30kDa grol3e, aktive Enzym (Marquis, 2000). PIcB muss als inaktives
Proenzym ausgeschuttet werden, um die Bakterienmembran vor dem Abbau der ei-
genen Phospholipide zu schiitzen (Marquis, 2000; Vazquez-Boland, 2001a; Grind-
ling, 2003).

Um eine Aktivierung von proPC-PLC zu PC-PLC hervorzurufen, ist eine Grundvo-
raussetzung, dass sich das Bakterium innerhalb einer Vakuole befindet (Marquis,
2000). Ist das Bakterium im Cytosol der Wirtzelle, wird nur das inaktive Proenzym in
geringen Mengen sekretiert, bei fehlendem Aktivationsstimulus, also fehlender Zell-
zu-Zell-Ausbreitung, wird dieses Proenzym durch das Wirtszellproteasom in kurzer
Zeit abgebaut (HWZ<15min). Sind die Wirtsproteasen nicht aktiv, verharrt proPC-
PLC auf einem stabilen Level ohne aktiviert zu werden (Marquis, 2000). Weitere
zwingende Grundvoraussetzung fur die Aktivierung des inaktiven Proenzyms ist,
dass die Vakuole bereits gereift ist, d.h. angesauert. Nur im Rahmen der Zell-zu-Zell-
Ausbreitung mit Ausbildung der Doppelmembranvakuole und einem pH-Abfall wird
die Ausschittung der aktiven PC-PLC getriggert. Innerhalb von 5min. nach erfolgtem
pH-Abfall kann eine verstarkte Ausschittung von PlcB beobachtet werden (Marquis,
2000; Marquis, 1997).

Fur die Abspaltung des Propeptids wird die Metalloprotease Mpl benétigt. Des Weite-
ren existiert auch noch ein MPL-unabhangiger Aktivierungsweg, wobei hier eine

wirtseigene Cysteinprotease bendtigt wird. Somit wird die Freisetzung von PIcB utber
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den pH und die Anwesenheit der Metalloprotease Mpl bzw. der wirtseigenen Cys-
teinprotease reguliert (Marquis, 1995; Marquis, 1997).

Die Hauptaufgabe von PC-PLC liegt in der Lyse der Doppelmembranvakuole im
Rahmen der Zell-zu-Zell-Ausbreitung. In LLO-defizienten Mutanten konnte sowohl
die Lyse des primaren Phagosoms durch PC-PLC bewerkstelligt werden, als auch
die Lyse des sekundaren Phagosoms, wobei in beiden Fallen hohe Level an PlcB
vorhanden ein mussten. Eine Insertionsmutante AplcB zeigte bei in-vitro Versuchen
eine geringere Plaquebildung in Zahl und Grol3e, des Weiteren konnte eine Akkumu-
lation der Bakterien innerhalb der Doppelmembranvakuole beobachtet werden. Be-
zuglich der Virulenz zeigte sich bei AplcB-Mutanten ein 20facher Abfall im Mausmo-
dell in Bezug auf die LDso verglichen mit einer Wildtypinfektion (Vazquez-Boland,
1992; Marquis, 1995). Somit schein PIcB eine Schlusselrolle bei der Zell-zu-Zell-
Ausbreitung zu spielen (Vazquez-Boland, 2001a).

45.2.3 Metalloprotease (Mpl)

Die Metalloprotease Mpl ist ein 55kDa grol3e Protein, welches aus einem 20kDa gro-
Rem Propeptid und einer 35kDa grol3en, katalytischen Doméane besteht. Mpl gehort
in die Superfamilie der Zink-abhangigen Metalloproteasen und besitzt ein hierfir cha-
rakteristisches HEXXH-Motiv. Innerhalb dieser Familie besteht eine enge Verwandt-
schaft zwischen Mpl und Thermolysin, dem Prototyp der M4-Familie der Metallopro-
teasen (Bitar, 2008). Thermolysin und verwandte Metalloproteasen werden als Pra-
proenzyme sekretiert. Die Mpl-Reifung und letztlich Aktivierung durch Abspaltung des
Propeptids basiert auf dem Mechanismus der intramolekularen Autokatalyse (Bitar,
2008). Das noch inaktive Praproenzym besteht aus 510AS, die Abspaltung des N-
terminalen Propeptids erfolgt zwischen den AS GIlu-200 und Val-201(Bitar, 2008;
Yeung, 2005).

Das aktive Mpl agiert in einem breiten pH-Bereich von pH 5 bis pH 9 reichend
(Coffey, 2000).

Die Transkription von Mpl erfolgt tber den PrfA-abhangigen mpl-Promotor. Das mpl-
Gen ist Teil des Lecithinaseoperons (Vazquez-Boland, 2001a).

Mpl erfullt eine Doppelfunktion, namlich reguliert es zum einen die Aktivierung der
PlcB, zum anderen die Zellwandtranslokation von PlcB. Beide Aufgaben sind pH-
abhangig (Coffey, 2000).
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Grundvoraussetzung, damit Mpl beide Aufgaben bewerkstelligen kann, ist, dass PlcB
als komplettes Proenzym vorliegt. In Versuchen, in denen das Propeptid von PlcB
bereits abgespalten wurde, unterlag die Translokation und Aktivierung von PIcB nicht
langer Mpl und dem pH (Yeung, 2005). Abschlie3end lasst sich sagen, dass Mpl
durch die Beteiligung in der PlcB-Aktivierung zur Virulenz von L. monocytogenes bei-
tragt (Poyart, 1993).

45.2.4 Listeriolysin S (LLS)

LLS ist ein Bacteriocin, welches in eine Subgruppe der Familie der sog. Thiazo-
le/Oxazole-Modified Microcins (TOMMSs) gehdrt (Lee, 2020). Bakteriocine sind bakte-
riell synthetisierte proteinhaltige Substanzen, die das Wachstum eng verwandter
Bakterien gezielt hemmen (Querda 2016; Cavera, 2015). Diese TOMMs findet man
haufig in  Gram-positiven  Bakterien, wie z.B. Streptococcus pyoge-
nes (SLS), Staphylococcus aureus (Staphylolysin S; STS) oder auch Clostridium bo-
tulinum (Botulysin S oder Clostridiolysin S; BTS) (Lee, 2020; Cotter, 2008). Hierbei
zeigt LLS die groRte Ahnlichkeit beziigl. der Anordnung von Genclustern und der da-
zugehorigen Proteine, wenn man deren ASS betrachtet. Die Ubereinstimmung be-
tragt zwischen 28,2%-53,8% (Cotter, 2008).

Das LLS-Operon liegt in der Pathogenitatsinsel LIPI-3 lokalisiert, welche nur bei
Stammen der Linie | gefunden wurde. Diese Linie | ist bei menschlichen Listeriosefal-
len Uberreprasentiert und konnte ursachlich in vielen grof3en Listerienausbriichen
nachgewiesen werden (Cotter, 2008; Orsi, 2011; Lee 2020).

LLS tragt v.a. zur Virulenz von Listeria monocytogenes bei der Uberwindung und
Persistenz im Intestinuum bei. Bei i.v. infizierten M&usen oder in Versuchen mit Hih-
nerembryos konnte gezeigt werden, dass das Infektionsgeschehen bei i.v. Ubertra-
gung nicht beeinflut wird (Quereda, 2018; Quereda, 2017). LLS ist nicht zytotoxisch
noch notwendig fur eine erfolgreiche Infektion, was eine Erklarung ware, dass die in-
fektion von Organen wie Leber und Milz nicht von der Aktivitdt von LLS abhangig
sind (Quereda 2017; Quereda 2018).

LLS stellt einen zusatzlichen Virulenzfaktor dar, der haufig in Isolaten zu finden ist,
die mit einem epidemischen Ausbruch und Hypervirulenz vergesellschaftet sind (Lee,
2020). Allerdings muss erwahnt werden, dass LLS auch in nicht-pathogenen L. inno-

cua Stammen nachgewiesen werden konnte (Cotter, 2008; Clayton, 2014). Dies
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scheint auf einen gemeinsamen Listerien-Vorfahr von L. monocytogenes und L. in-
nocua zuruckzufihren zu sein. Diese atypischen L. innocua Stamme kdnnen dann
auch einen hamolytischen Phéanotyp aufweisen, wenn diese Gene konstitutiv expre-
miert werden (Clayton, 2014).

LLS fahrt Gber seine antimikrobielle Aktivitat zur Veranderung des intestinalen Mikro-
bioms (Quereda, 2016). Daher ist die Pathogenitat von LLS auf das Intestinuum be-
schréankt und spielt daher bei Infektionsmodellen, die das Intestinuum umgehen keine
Rolle (Quereda 2017; Quereda 2018). LLS stellt somit einen intestinal-spezifischen
Virulenzfaktor dar (Lee, 2020).
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Abbildung 14: Wirkungsweise von LLS als Virulenzfaktor. LLS ist nicht zytotoxisch
fur die Intestinalen Zellen, sondern entfaltet seine antimikrobielle Wirkungsweise als
Bakteriocin. (Lee, 2020)
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45.3 Vermehrung und Zell-zu-Zellausbreitung

4531 ActA

Nach erfolgreicher Invasion und Entkommen aus dem priméaren Phagosom beginnt
der cytoplasmatische Lebensabschnitt der Bakterien. Hier findet die Vermehrung von
L. monocytogenes statt (Vazquez-Boland, 2001a). Nach erfolgter Replikation ist es
fur L. monocytogenes essentiell sich im Cytoplasma in Richtung Wirtszellmembran
zu bewegen, um dort pseudopodienartige Ausstilpungen zu bilden. In diesen Zell-
wandprotrusionen befinden sich die Bakterien und gelangen per Invagination der
Nachbarzellwand unter Bildung des sekundaren Phagosoms in die Nachbarzelle. So
erfolgt die Zell-zu-Zell-Ausbreitung ohne Beruhrungspunkt mit dem extrazellularen
Milieu. Nach Auflésung des sekundaren Phagosoms beginnt der Infektionszyklus er-
neut. Um die Bewegung der Bakterien in Richtung Wirtszellmembran zu bewerkstel-
ligen, ist ActA als essentieller Virulenzfaktor nétig (Vazquez-Boland, 2001a). Unter-
bleibt die ActA-Bildung sind die im Cytoplasma des Wirts befindlichen Bakterien be-
wegungsunfahig und akkumulieren in so genannten Mikrokolonien in der perinukle-
aren Region des Wirts (Vazquez-Boland, 2001a).

Die Zell-zu-Zell-Ausbreitung konnte erstmals bei intestinalen und cornealen Epithel-
zellen des Meerschweinchens elektronenmikrokopisch Anfang der 1970er durch
Racz dargestellt werden (Racz, 1970; Racz, 1972). Tilney und Portnoy konnten 1989
den gesamten Infektionsprozess von L. monocytogenes elektronenmikrokopisch auf-
zeigen (Tilney, 1989). Im Rahmen der interzellularen Ausbreitung ist die Nutzung des
Actincytoskeletts des Wirts entscheidend.

Daruber hinaus haben neuere Untersuchungen weitere Fahigkeiten von ActA gezeigt
(Pillich, 2017). Dazu gehdren die extrazellularen Eigenschaften der Aggregation und
Biofilmbildung zur Besiedlung des Darmlumens, die Férderung und Verstarkung des
Eindringens der bakteriellen Wirtszellen, die Umgehung der Autophagie, der vakuola-
re Austritt sowie die Aktivierung des Nuclear Factor of Kappa Light Polypeptide Gene
Enhancer in B-Cells (NF-kB) (Pillich, 2017). Diese neuartigen Eigenschaften eréffnen
eine neue Sichtweise auf ActA und helfen, seine Rolle als wesentlichem Virulenzfak-
tor von L. monocytogenes weiter zu unterstreichen (Pillich, 2017).

ActA ist ein Oberflachenprotein von L. monocytogenes bestehend aus 639AS und

mit einem Molekulargewicht von 92kDA (Vazquez-Boland, 1992; Vazquez-Boland,
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2001a). ActA ist notig um Actin zu polymerisieren und die Motilitat von L. monocyto-
genes im Cytoplasma zu bewerkstelligen (Travier, 2013).

Die Expression von actA wird induziert, sobald die Bakterien im Cytosol vorliegen
(Moors, 1999; Shetron-Rama, 2002). Die Level von ActA zeigen eine bis zu 200fache
Steigerung bei der Infektion im Vergleich zu den Leveln, die im Kulturmedium vorlie-
gen (Bohne, 1994; Moors, 1999).

Die préazise Kontrolle der actA-Expression ist wichtig, da eine zu geringe Expression
zu reduzierter Actionpolymerisation und zu reduzierter interzellularer Ausbreitung
fuhrt (Wong, 2004).

ActA besteht aus drei Domanen: Einer N-terminalen Region (AS 1-234), einer Zent-
ralregion mit Prolin-reichen Wiederholungen (AS 235-394) und einer C-terminalen
Region (AS 395-610) (Vazquez-Boland, 2001a). Eine aus 29 AS bestehende Sig-
nalsequenz am N-terminalen Ende wird nach Sekretion des Proteins abgespalten, so
dass das mature Protein nur noch aus 610 AS besteht (Welch, 2007).

Im Bereich der C-terminalen Region befindet sich eine 22AS lange Doméne, die mit
einem aus weiteren vier AS bestehenden cytoplasmatischen Schwanz als Membran-
anker dient und zur Bindung des Proteins an die Bakterienoberflache notig ist
(Welch, 2007). Verlust der C-terminalen Doméane beeinflusst die Actinpolymerisation
nicht (Lasa,1995).

Proline-rich Membrane
C repeats anchor
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Signal peptide N-terminal domain Central domain C-terminaldomain

Abbildung 15: Act A (https://en.wikipedia.org/wiki/Actin_assembly-inducing_protein)
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Die zentrale Region besteht aus drei bis vier Prolin-reichen Wiederholungssequen-
zen (prolin rich repeats), welche durch langere Repeatsequenzen voneinander ge-
trennt sind (Welch, 2007). Die Prolinrepeats besitzen eine Konsensussequenz
(D/E)FPPPP(P/T)(D/E). Die Prolinrepeats stellen die Bindungsdoméne fur Wirtspro-
teine der Ena/VASP-Familie dar (Prehoda, 1999).

Abbildung 16: Ena/VASP Bindungsdoméane fir Prolinrepeatregion des ActA
(Prehoda 1999)

Die zentrale Region tragt zur bakteriellen Beweglichkeit bei, ein Verlust dieser Regi-
on reduziert die Motilititsgeschwindigkeit ohne die Actinpolymerisation im Wesentli-
chen zu beeinflussen (Lasa, 1995).

Die N-terminale Domane ist die essentielle Region fir die Actin-vermittelte Motilitat.
In diesem Bereich befinden sich Schlisselsequenzen zur Bindung des wirtseigenen
Arp2/3-Komplex, als auch zur Actinbindung (Welch, 1998; Skoble, 2000; Zalevsky,
2001). Bestimmte N-terminale Sequenzen &ahneln Wirtsproteinen der WASP-
(Wiskott-Aldrich-Syndrome Protein) Familie (Welch, 2007). Verlust der N-terminalen
Region des ActA-Proteins fuhrt ahnlich wie eine actA-Deletion zur Unfahigkeit Actin
zu polymerisieren, zum Beweglichkeitsverlust und zu fehlender Zell-zu-Zell-
Ausbreitung (Lasa, 1995; Skoble, 2000).
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Abbildung 17: Schematische Darstellung der Molekularstruktur von ActA mit den un-
terschiedlichen Bindungsmotiven. In Zahlen angegeben finden sich die AS (Vazquez-
Boland, 2001a).

ActA ist an der Bakterienoberflache lokalisiert und ist das einzige bakterielle Protein,
welches fiur die Actin-vermittelte Motilitat von L. monocytogenes notig ist (Pillich,
2017). ActA liegt polarisiert an der Bakterienoberflache vor, was wichtig ist fur die
unidirektionale Bewegung von L. monocytogenes in Richtung Zellwandmembran.
Dies liegt in der Teilung der Bakterien begrundet. Hier findet sich nur wenig ActA in
der Teilungszone, sondern es liegt lokalisiert am gegenuberliegenden Pol (Rafelski,
2005; Smith, 1995b). Dies ist der Bereich an dem die Actinpolymerisation unter Bil-
dung eines kometenéhnlichen Actinschweifs stattfindet, wobei Actin an die N-
terminalen Doméne von ActA gebunden wird (Welch, 2007). Die Beweglichkeit von L.
monocytogenes ist an die Actinschweifbildung gekoppelt (Dabiri, 1990).

Actin ist ein ATP-bindendes Protein, welches in der Wirtszelle in zwei Formen vorlie-
gen kann: Zum einen als Actin-Monomer (G-Actin), zum anderen als Actin-Filament
(F-Actin). Die naturliche Polymerisation der Actinmonomere bewirkt die Filamentbil-
dung unter ATP-Hydrolyse und ist ein reversibler Prozess (Welch, 2007; Pollard,
2003). Actin besitzt zwei Enden, zum einen als ,barbed end“ bezeichnet, zum ande-
ren ein so genanntes ,pointed end“. Die Polymerisation der Actinfilamente findet an
den ,barbed ends” statt und bewirkt die Ausbildung von Zellwandprotrusionen
(Welch, 2007; Pollard, 2003).

Die initiale Actinakkumulation findet sich zun&chst an den Seitenwanden der Bakte-
rienoberflache und nicht an dem ActA-reichen Pol. Durch die Seitanlagerung des Ac-
tins bewirken hieraus resultierende Kompressionskrafte eine Vorwartsbewegung des
Bakteriums. Dadurch ergibt sich eine Actinanlagerung am ActA-reichen Polbereich

und es wird eine so genannte polare Actinwolke gebildet. Durch weitere Actinanlage-
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rung erfolgt die weitere Vorwartsbewegung und Ausbildung des Actinschweifs (Ra-
felski, 2005). Die Actinflamente liegen innerhalb des Schweifs mit den ,barbed ends®
in Richtung bakterieller Zellwand orientiert (Tilney, 1992a; Tilney, 1992b). Die Fila-
mente sind innerhalb des Schweifs in einer stereotypen, geometrischen Art und Wei-
se miteinander verbunden. In der Au3enschale des Schweifs finden sich langere
Filamente, welche gebiindelt in Richtung der Schweifachse liegen. Im Kernbereich
des Schweifs, nahe der Bakterienoberflache, liegen kiurzere Actinfilamente, die in ei-
nem y-artigen Netzwerk organisiert sind (Tilney, 1989; Zhukarev, 1995). Diese strikte
Organisation der Filamente innerhalb des kometenartigen Schweifs scheint fur die
Kopplung der Actinpolymerisation an die Bakterienmotilitéat wichtig (Plastino, 2005).
Entscheidend fir die kontinuierliche Bewegung von L. monocytogenes ist ein Gleich-
gewicht zwischen Polymerisation und Depolymerisation der Actinfilamente, da sich

hierdurch der Pool an Actinmonomeren nicht erschopft (Sanger, 1995).
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Abbildung 18: Ausbildung des Actinschweifs
(https://en.wikipedia.org/wiki/Paracytophagy)
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Fur die Matilitat und die hierfur notige Actinpolymerisation nutzt L. monocytoenes
verschiedene Wirtszellproteine, die in die dynamischen Prozesse des Actincytoske-
letts involviert sind (Kuhn, 2007).

Hier spielen vor allem der so genannte Arp2/3-Komplex (Actin related protein), die
Ena/VASP-Proteinfamilie, Profilin, CapZ (capping protein), ADF/Cofilin und a-Actinin
eine Rolle (Chakraborty, 1995; Gertler, 1996; Kuhn, 2007).

Listeria

Abbildung 19: Funktion von Act A
(https://commons.wikimedia.org/wiki/File:ActA_Function.jpg)

Arp2/3 ist ein essentieller Wirtszellfaktor fur die Actin-vermittelte Motilitat von L. mo-
nocytogenes. ActA besitzt eine N-terminale Bindungsstelle fur den Arp2/3-Komplex
und bewirkt vermutlich die Komplexaktivierung als auch Regulation. Hieraus resultiert
eine Actinnukelation und eine y-artige Vernetzung der Actinfilamente (Skoble, 2001).
Der Arp2/3-Komplex besitzt somit zwei Bindungsdomanen, zumeinen fir ActA und
zum anderen fur Actin. Als normaler Wirtszellligand und Wirtszellaktivator fur den
Arp2/3-Komplex dienen Mitglieder der VASP-Familie, die von ActA dementsprechend
imitiert werden (Boujemaa-Paterski, 2001).

Neben dem Arp2/3-Komplex spielt vor allem die Ena/VASP-Proteinfamilie eine wich-
tige Rolle fur die bakterielle Motilitdt. Ena/VASP-Proteine agieren zusammen mit Pro-

filin, einem G-Actin-Bindungsprotein (Welch, 2007).
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Wahrend der Infektion mit L. monocytogenes werden Ena/VASP-Proteine sowie Pro-
filin an die Bakterienoberflache rekrutiert (Chakraborty, 1995). Ena/VASP-Proteine
modulieren die Organisation der Actinfilamente innerhalb der Kometschweife, indem
die y-artigen Vernetzungen, welche durch den Arp2/3-Komplex generiert wurden, re-
duziert werden und somit eine verstarkte Motilitat der Bakterien moglich ist (Plastino,
2004). Profilin fordert die Actinpolymerisation und wird durch Ena/VASP an die Bak-
terienoberflache rekrutiert. Nur in Anwesenheit von Profilin ist eine schnelle Beweg-
lichkeit der Bakterien gegeben. ActA-Mutanten, welche keine Bindungsstelle fur
Ena/VASP besitzen kdnnen auch kein Profilin rekrutieren und es zeigt sich eine ins-
gesamt reduzierte Bewegung der Bakterien (Auerbuch, 2003). Somit sind Ena/VASP-
Proteine funktionell wichtig, fur die bakterielle Motilitat, jedoch nicht essentiell.

Die Initiation der Actinpolymerisation muss rdumlich getrennt von der bakteriellen
Oberflache stattfinden, damit eine effiziente Kopplung der Polymerisation und der
Motilitat erfolgen kann. Diese Aufgabe wird von einem so genannnten ,capping“-
Protein, namlich CapZ, bewerkstelligt. Das heterodimere Protein, welches mit hoher
Affinitat an die ,barbed ends” der Actinfilamente bindet, kann sowohl die Polymerisa-
tion als auch die Depolymerisation verhindern (Wear, 2004). CapZ, welches tber den
gesamten Actinschweif verteilt ist (David, 1998), muss in einer Funktionsweise modu-
liert werden, damit eine Anlagerung neuer Actinfilamente mdglich ist, eine unge-
bremste Polymerisation verhindert wird und sich der Pool an Actinmonomeren nicht
erschopft. Der genaue Mechanismus, der hinter der CapZ-Regulation steht, ist noch
unklar (Welch, 2007).

Fur die kontinuierliche Bewegung der Bakterien in Richtung Wirtszellmembran ist die
Dissoziation der Actinfilamente wichtig, so dass Actinmonomere recycelt werden
kénnen. Hierfir steht ADF/Cofilin zur Verfigung, welches innerhalb des Ko-
metschweifs lokalisiert ist (David, 1998). Ohne ADF/Cofilin andert sich die Polymeri-
sationrate oder Bewegungsgeschwindigkeit nicht, jedoch ist die Actindissoziation
stark gehemmt, so dass extrem lange Actinschweife entstehen (Welch, 2007).
Innerhalb des Actinnetzwerks finden sich noch eine Reihe weiterer Wirtsproteine, wie
z.B. a-Actinin, Fimbrin, Filamin oder auch Fascin. Fur die Schweifbildung scheint je-
doch nur a-Actinin eine Rolle zu spielen, die Funktion der anderen Bindungsproteine
ist noch unklar (Welch, 2007; Dold, 1994).
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4.5.4 Weitere additive Faktoren im Rahmen des Infektionszyklus von
Listeria monocytogenes

45.4.1 Vip

Vip (virulence protein), oder auch Imo320 genannt, gehort zu den insgesamt 41 Mit-
gliedern der LPXTG-Proteine, welche bei L. monocytogenes zu finden sind (Caba-
nes, 2005). Uber die Sortase A wird es kovalent an die Bakterienoberflache verankert
(Bierne, 2002b). Vip besitzt keine LRR-Region und wird daher nicht in die Internalin-
multigenfamilie subsummiert, allerdings besitzt dieses Oberflachenprotein eine pro-
linreiche Doméne, die vermutlich far Protein-Protein-Interaktionen verantwortlich ist
(Kay, 2000). Vip ist bei apathogenen Listerienspezies nicht zu finden, bei L. monocy-
togenes ist es bis auf die seltenen Serovare 4a und 4c in allen anderen Serovaren
nachzuweisen (Doumith, 2004). Vip wird positiv durch PrfA reguliert (Cabanes,
2005).

Als zellularer Ligand wurde Gp96, ein Chaperon des Endoplasmatischen Retikulums
identifiziert, wobei die Bindungsdomane bei Vip hierfir noch unklar ist (Cabanes,
2005). Gp96 findet sich auch an der Oberflache bestimmter Zelltypen, so z.B. an der
Plasmamembran von Kupfferzellen oder Hepatozyten (deCrom, 1999). Gp96 ist zur
Antigenprasentation fahig und induziert eine spezifische T-Zellantwort, aktiviert den-
dritische Zellen, genauso wie Neutrophile und Monozyten (Radsak, 2003). Somit
kann L. monocytogenes uber die Vip-Gp96-Interaktion den Eintritt in bestimmte
Wirtszellen bewerkstelligen wie auch durch Bindung an Gp96 die Immunantwort des
Wirts modulieren (Cabanes, 2005).

45.4.2 Gallenalzhydrolase (BSH)

Durch Genomvergleich zwischen L. monocytogenes und L. innocua konnte bei erste-
rem ein Gen gefunden werden, namlich bsh, welches fur eine Gallensalzhydrolase
BSH (bile salt hydrolase) kodiert (Kuhn, 2007). BSH wird nur in pathogenen Listeri-
enspezies gefunden. Nach oraler Aufnahme von L. monocytogenes ist das Bakterium
im Dinndarm Gallensalzen ausgesetzt, die neben ihrer Verdauungsfunktion auch ei-
ne antimikrobielle Aktivitat besitzen. Die Expression von bsh wird zum einen positiv

reguliert durch PrfA (Dussurget, 2002), zum anderen durch den alternativen Stress-
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faktor SigmaB kontrolliert (Begley, 2005). Bei dieser Coregulation scheint jedoch
SigmaB die wichtigere Rolle zuzufallen. Bei AsigB-Mutanten konnte in vitro keine
bsh-Transkription oder BSH-Aktivitat nachgewiesen werden und diese Mutanten
zeigten sich gegeniber Gallensalzen hochsensibel (Dussurget, 2002). bsh-Deletion
fuhrt in-vitro zu reduzierter Widerstandsfahigkeit gegentber Gallensalzen (Pombinho,
2020), es fanden sich weniger Bakterien im Kot von Meerschweinchen und es zeigte
sich eine reduzierte Virulenz und eine geringere Leberkolonisation nach i.v.-
Inokulation im Mausmodell (Dussurget, 2002). Somit scheint BSH ein wichtiger Fak-
tor fur die intestinale und hepatische Infektionsphase zu sein (Kuhn, 2007).

45.4.3 p60 Protein

1989 entdeckten Kuhn und Goebel (Kuhn, 1989) per SDS-Page ein 60kDa grof3es
extrazellulares Protein von L. monocytogenes, welches im Rahmen der Invasion
nicht-professionell phagozytischer Zellen beteiligt ist, aber auch im Rahmen einer
Listerioseinfektion beim Menschen exprimiert wird, da im Serum dieser Patienten An-
tikorper gegen dieses Protein gefunden wurden (Kolb-Maurer, 2001). Das sekretierte
Autolysin p60 reguliert, neben dem Autolysin NamA, die Programmierung und Diffe-
renzierung CD8+ T-Zellen und férdert die Bildung von CD8+ Memory T-Zellen
(Chandrabos, 2015). Somit stellt das p60-Protein ein wichtiges Antigen im Rahmen
der Immunantwort gegenuber L. monocytogenes dar. p60 besteht aus 484 AS
(Vazquez-Boland, 2001a; Harty, 1995b). Das p60-Protein wird vom so genannten
iap-Gen (invasion-associated protein) kodiert und PrfA-unabhéangig exprimiert. p60
homologe Proteine konnten in allen sechs Listerienspezies nachgewiesen werden
(Bubert, 1992b; Pilgrim, 2003). p60 besitzt vermutlich eine Murein-Hydrolase-
Aktivitat, da eine Uberexpression des iap-Gens zur bakteriolytischen Aktivitat fuhrt
(Wuenscher, 1993). Aiap-Mutanten zeigten sich in ihrer Virulenz attenuiert mit ver-
minderter intrazellularer Motilitat und reduzierter interzellularer Ausbreitung. Vermut-
lich fuhrt die iap-Deletion zu einer nicht mehr polaren Verteilung von ActA an der bak-
teriellen Zelloberflache und somit wird eine geordnete Actinschweifbildung verhindert
(Pilgrim, 2003).
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4544 Ami

Ami ist ein 102kDa schwere, autolytische Amidase (Milohanic, 2001). Bezuglich der
Sequenz dieses Autolysins zeigt sich eine Zweiteilung der Serovare von L. monocy-
togenes, zum einen in die Gruppe | (1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b, 3c und 7), zum anderen
in die Gruppe 1l (4a, 4ab, 4b, 4c, 4d und 4e) (Milohanic, 2004). Ami besitzt zwischen
917AS (Serovar 1/2a) und 770 AS (Serovar 4b). Ami tragt zur Zellwandadhé&sion bei
(Camejo, 2011), wobei sich ein Verlust von Ami nur bei Deletionsdoppelmutanten
AInlAB in einer Virulenzattenuierung im Mausmodell bemerkbar macht (Milohanic,
2001; Milohanic, 2004).

4545 Auto

Auto ist ein aus 572 AS bestehendes Autolysin, das aus einer Signalsequenz, einer
N-terminalen Autolysindoméne und einem C-terminalen Zellwandanker, bestehend
aus vier GW-Modulen, zusammengesetzt ist (Camejo, 2011). Das aut-Gen wird PrfA-
unabhéngig transkribiert und kodiert fur ein autolytisches Oberflachenprotein (Milo-
hanic, 2001). Die Sekretion dieses Protein geschieht autoinhibitorisch und erst durch
proteolytische Spaltung wird das Autolysin aktiviert. Das ph-Optimum liegt im sauren
Bereich (Cabanes, 2004). Auto spielt vor allem bei der Feinregulation der Adhasion
eine Rolle und ist vermutlich bei der Invasion in die Wirtszelle beteiligt (Seveau,
2007). Auto kdnnte auch bei der koordinierten Freisetzung von Virulenzfaktoren im

Rahmen der Infektion eine Rolle spielen (Cabanes, 2004).

45.4.6 Katalase und Superoxiddismutase

Nach Aufnahme von L. monocytogenes in das Phagosom sind die Bakterien einer
Vielzahl von wirtseigenen Abwehrmechanismen ausgesetzt, hierzu zahlen vor allem
die Radikalenbildung, wie Oz, H202 oder auch OH (Brehm, 1992) Die Enzyme Su-
peroxiddismutase (SOD) und Katalase, die bei pathogenen Listerienspezies zu fin-
den sind, kénnen diese toxischen Sauerstoffradikale in unschadliche Endprodukte
umwandeln (Dallmier, 1990). Ein Verlust beider Enzyme fihrte im Mausmodell zur

Virulenzminderung (Brehm, 1992), jedoch spielen SOD und Katalase keine entschei-
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denden Rollen als Virulenzfaktoren, was lange Zeit angenommen wurde (Welch,
1987).

45.4.7 FbpA

FbpA ist ein aus 570 AS bestehendes Polypeptid, welches vom fbpA-Gen kodiert
wird und grol3e Homologie zu Fibronektinbindeproteinen anderer Bakterien, wie z.B.
PavA (Streptococcus pneumoniae) (Holmes, 2001) oder Fbp54 (Strept. pyogenes)
(Courtney,1996) aufweist. FbpA wird an der Bakterienoberflache exprimiert.

Die FbpA-Expression beeinflusst die Proteinlevel von zwei Virulenzfaktoren, namlich
LLO und InIB, so dass die Vermutung nahe liegt, dass FbpA als Chaperon fir diese

zwei Virulenzfaktoren fungiert (Dramsi, 2004).

45.4.8 Hexose-Phosphat-Transporter (UhpT)

Glucose-1-Phosphat (G-1-P), ein Abbauprodukt von Glycogen, kann von den beiden
pathogenen Listerienspezies L. monocytogenes und L. ivanovii verwertet werden
(Gaillard, 1996). G-1-P steht im Zellcytoplasma standig zur Verfigung und findet sich
besonders reichlich in Hepatozyten, also denjenigen Zellen, die im Rahmen einer L.
monocytogenes-Infektion eine Schlisselrolle in der Pathogenese spielen (Gaillard,
1996). Fur die G-1-P Utilisation steht ein bestimmter Transporter, der Hexose-
Phophat-Transporter UhpT, zur Verfigung, welcher vom hpt-Gen kodiert wird. Die
G-1-P Utilisation wird positiv durch PrfA kontrolliert und mit anderen Virulenzfaktoren
coexprimiert (Chico-Chalero, 2002). Im Gegensatz zu anderen Zuckern, wie z.B.
Glucose oder Cellobiose, bewirkt G-1-P keine PrfA-abhangige Downregulation der
Virulenzgenexpression (Ripio, 1997b). Der G-1-P-Metabolismus fordert das intrazel-
lulare Wachstum von L. monocytogenes, ein Verlust der G-1-P-Verwertung fihrt zu
einer etwas verringerten Replikationsrate, so dass im Wirtszellzytoplasma vermutlich
noch andere Kohlenstoffquellen fir das bakterielle Wachstum zur Verfigung gestellt
werden, wie z.B. Glucose-6-Phosphat (Chico-Chalero, 2002).
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45.4.9 Lap (Oberflachenprotein p104)

Lap ist ein 104kDa groRes Adhasionprotein, das bis auf L. grayii in allen Listerien-
spezies vorkommt (Camejo, 2011). Vermittelt Gber den wirtszelleigenen Rezeptor
Hsp60 erfolgt die Adh&sion an Endothelzellen des Darms (Camejo, 2011). Lap wird
unter anaeroben Bedingungen vermehrt sekretiert (Burkholder, 2009). Durch Deleti-
onsmutanten im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass Lap fir die volle Virulenz

von Listerien unerlasslich ist (Camejo, 2011; Burkholder, 2009).
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4.6 Molekulargenetische Regulation

46.1 Das zentrale Virulenzgencluster

Um erfolgreich eine potentielle Wirtszelle zu invadieren, sich in ihr zu vermehren und
sich von dort aus im Wirtsorganismus zu verbreiten, benétigt L. monocytogenes be-
stimmte Virulenzfaktoren, die in die unterschiedlichen Schritte des Infektionszyklus
involviert sind. Sechs dieser Virulenzfaktoren, welche fir Schlisselschritte im Rah-
men des intrazellularen Parasitismus von L. monocytogenes verantwortlich sind,
werden in einem zentralen, 9,6-kb grofRen Virulenzgencluster zusammengefasst,
welches vormals als hly- oder PrfA-abhangiges Virulenzgencluster bezeichnet wurde
(Chakraborty, 2000; Kreft, 1999) und heute unter dem Namen LIPI-1 (Listeria-
Pathogenitatsinsel-1) bekannt ist (Vazquez-Boland, 2001b; Chakraborty, 1992; Kretft,
2002). Das zentrale Virulenzgencluster besteht aus den Genen hly, dem plcA-prfA-
Operon und dem 5,7kb groRen Lecithinaseoperon, das die Gene mpl, actA und picB
sowie zwei offene Leseraster (orf X und orf Z) unbekannter Funktion enthalt (Vazqu-
ez-Boland, 1992). LIPI-1 ist zwischen den beiden Genen prs und Idh lokalisiert (ko-
dieren zum einen fir eine Phosphoribosyl-Pyrophophat-Synthetase und zum ande-
ren fir eine Laktatdehydrogenase). Das hly-Monocistron nimmt eine zentrale Position
in diesem Cluster ein. Direkt unterhalb, in derselben Richtung wie hly gelegen, befin-
det sich das Lecithinase-Operon. Das plcA-prfA-Operon ist oberhalb von hly gelegen
und wird in die entgegengesetzte Richtung transskribiert, entweder als bicistronische
MRNA oder als monocistronische Transkripte (Freitag, 1993).

Das zentrale Virulenzgencluster findet sich sowohl in den pathogenen Listerienarten
L. monocytogenes und L. ivanovii als auch in der apathogenen Art L. seeligeri
(Vazquez-Boland, 2001b; Kreft, 1999; Kreft, 2002, Schmid, 2005). Die genetischen
Strukturen von LIPI-1 bei L. monocytogenes und L. ivanovii sind identisch, jedoch
gleichen sich die dazugehérigen DNA-Sequenzen nur zu 73-78%, was vor allem mit
dem langeren actA-Gen bei L. ivanovii zu tun hat (Vazquez-Boland, 2001b; Kreft,
1999; Gouin, 1994). Bei L. seeligeri liegen die Gene von LIPI-1 in einer genetisch in-
takten Form vor, werden jedoch durch Insertionen zusatzlicher offener Leseraster
(z.B. orfE) nicht korrekt exprimiert (Gouin, 1994; Chakraborty, 2000; Kreft, 1999;
Vazquez-Boland, 2001b).
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Abbildung 20: Vergleich der Pathogenitatsinseln LIPI-1 in den drei potentiell patho-
genen Listerienspezies: L. monocytogenes, L. ivanovii und L. seeligeri. Weil3e Boxen
kennzeichnen PrfA-abhéngig transkribierte Gene (Schmid, 2005).

Betrachtet man den Genus Listeria evolutionsgeschichtlich beztglich der Aquirierung
von Virulenzfaktoren, vor allem derer, die in LIPI-1 zusammengefasst sind, muss
man davon ausgehen, dass ein Klon eines listerialen Vorlaufers LIPI-1 evtl. durch
Phagen assoziierte Transduktion (Chakraborty, 2000; Vazquez-Boland, 2001b) er-
worben hat und sich zwei, beztglich der Lebensweise verschiedene Listerienspezies
entwickelten, namlich zum einen die saprophytische Spezies L. grayi und zum ande-
ren die intrazellular, parasitisch lebenden Spezies. Hierbei fiihrte die Stabilisierung
des Virulenzgenclusters innerhalb des Genoms sowie dessen Funktionsfahigkeit zur
weiteren Aufspaltung der parasitaren Lebensform. Es resultierten die pathogenen Ar-
ten L. monocytogenes und L. ivanovii, sowie die apathogenen Arten L. innocua und
L. welshimeri, die LIPI-1 deletierten, und L. seeligeri, welche ein aufgrund verschie-
dener Insertionen nicht funktionsfahiges zentrales Virulenzgencluster besitzt (Vazqu-
ez-Boland, 2001a; Vazquez-Boland, 2001b).

LIPI-1
P L. monocytogenes
L. innocua
[—— L. welshimeri
Listeria ancestor » L. ivanovii

:--n--n.----o--b ) 5 St’c’ligt’fi

L. grayi

Abbildung 21: Evolution des zentralen Virulenzgenclusters (LIPI-1) im Genus Liste-
ria (Vazquez-Boland, 1989).



76

Mittlerweile sind vier Virulenzgencluster bekannt. Neben LIPI-1, auch LIPI-2, LIPI-3
und LIPI-4.

LIPI-2:

LIPI-2 ist eine Genregion, die speziell bei L. ivanovii nachgewiesen wurde (Guillet,
2010). LIPI-2 kodiert fur 11 Gene. Ein Gen kodiert fir eine Sphingomyelinase, 10
weitere Gene fur verschiedene Internaline (Dominguez-Bernal, 2006).

Eine neue Sublinie der Linie 1l von L. monocytogenes SL626/CC33 (Serovar 4h)
zeigte eine Hypervirulenz. Die genaue Rolle des hier nachgewiesenen zusatzlichen
LIPI-2 Genclusters in Bezug auf die beobachtete Hypervirluenz muss noch weiter be-
leuchtet werden (Yin, 2019).

LIPI-3:

LIPI-3 entspricht dem LLS-Operon (Lee, 2020). Das LLS-Operon selbst besteht aus
acht Genen (IISsAXGHBYDP) (Lee, 2020). llsA kodiert fur Listeriolysin selbst, lIsX fur
eine bisher unbekannte Funktion, lIsGH fir einen ABC-Transporter mit einer ATP-
bindenden Kassette sowie lIsBYD fir die posttranslationale Modifikation von LLS und
lIsP fur eine LLS-assoziierte Metalloprotease (Lee, 2020). LIPI-3 findet sich v.a. in
der evolutionaren Linie I, speziell in den Sublinien SL1 (CC1), SL4 (CC4) und SL6
(CC6) (Disson, 2021).

LIPI-4:

LIPI-4 kodiert fur Phosphotransferase-System (PTS), welches in der Sublinie SL4
(CC4) der Linie | nachgewiesen werden konnte. Diese ist speziell mit ZNS und Pla-
zentainfektionen vergesellschaftet. Der genaue Pathomechanismus ist bisher noch
unklar (Maury, 2016). Unklar ist auch die Rolle von LIPI-4 in avirulenten Stammen
von L. innocua und L. monocytogenes SL 87 (v.a. in Asien vorkommend) (Moura,
2019; Wang 2019).
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Abbildung 22: Genetische Organisation der Pathogenitatsinseln von Listerien.
Flankierende Gene sind in grau dargestellt (Disson, 2021).

46.2 Internalin-Inseln

Internaline gehdren einer so genannten Multigenfamilie an und sind nur bei der Gat-
tung Listeria zu finden, hier bei den Spezies L. monocytogenes, L. ivanovii und bei L.
innocua und L. welshimeri (Bierne, 2007). Mit Ausnahme der inlC- und inlF-Gene von
L. monocytogenes finden sich die Internalingene in Genclustern, wobei alle Gene in
derselben Richtung orientiert liegen. Hierbei ist das grof3te bekannte Internalingen-
cluster, entsprechend einer Internalin-Insel, das so genannte LIPI- 2, welches aus-
schlie3lich bei L. ivanovii zu finden ist. Allen inl-Genen gemeinsam sind ahnliche
DNA-Sequenzen, welche fur sehr homologe Proteine kodieren. Charakteristisch fir
diese Proteine ist eine Region mit leucinreichen Repeats (leucine rich repeats, LRR).
Diese repetitiven DNA-Sequenzen stellen eine Quelle fir Rekombinationen dar und
lassen somit den Schluss zu, dass die Fiille der inl-Gene ein Produkt aus intra- und
intergenetischen Neuanordnungen ist (Vazquez-Boland, 2001a; Marino 2000).
Evolutionsgeschichtlich betrachtet wurden die verschiedenen inl-Gene nicht nur ver-
tikal Ubermittelt, sondern auch horizontal innerhalb des Genus Listeria, vermutlich
bewerkstelligt durch Phagen (Vazquez-Boland, 2001a).

Diese LRR-Motive spielen eine wichtige Rolle fur eine Vielzahl von Protein-Protein-
Wechselwirkungen (Marino, 2000). Hierbei konnte fur die grofRen Internaline InlA und
InIB von L. monocytogenes eine direkte Beteiligung der LRR-Domane bei der Invasi-
on einer geeigneten Wirtszelle gezeigt werden, sowie ein im Zusammenhang mit der
LRR-Doméne resultierender Wirtszelltropismus festgestellt werden (Lecuit, 1997;
Lecuit, 1999).
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Bei L. monocytogenes kodieren alle Gene bis auf das Gen inIC fur grofl3e Oberfla-
chen-assoziierte Internaline. Bisher wurden die Internaline InlA, B, C2, D, E, F, G, H
und P (Raffelsbauer, 1998, Dramsi, 1997; Faralla, 2018) in den verschiedenen
Stammen von L. monocytogenes gefunden, wobei nur InlIC zu den so genannten
kleinen Internalinen gezahlt wird. Inll und InlJ z&hlen zu den so genannten grof3en In-
ternalinen, wobei InlJ einer neuen Unterklasse der Internaline, beztglich einer ande-
ren Konsensussequenz fur dessen LRR, zugeordnet werden muss (Sabet, 2005).
Typisch fur die grof3en Internaline, mit Ausnahme von Internalin B, ist ein am C-
Terminus gelegenes LPXTG-Motiv, welches vom Enzym Sortase katalysiert eine
kovalente Verankerung des Internalins mit der bakteriellen Zellwand erzeugt (Coss-
art, 2005; Dramsi, 1993; Gaillard, 1991). Bei InIB liegt am C-Terminus ein GW-Modul,
welches eine nicht-kovalente Verbindung des Proteins an Lipoteichonsduren der
Zellwand bewerkstelligt. Das kleine Internalin InIC weist keine Domaéne fiir die Zell-
wandverankerung auf und wird in die extrazellulare Matrix sekretiert.

Die ersten bekannten Internaline waren InlA und InIB, welche von einem Operon, das
aul3erhalb des zentralen Virulenzgenclusters liegt, kodiert werden. lhre Transkription
erfolgt zum einen als monocistronische inlA-mRNA oder als bicistronische inlA-inIB-
MRNA Uber mehrere Promotoren, die nur zum Teil PrfA-abhangig sind (Dramsi,
1993, Lingnau, 1995; Sheehan, 1995).

Der Stressfaktor SigmaB wirkt bei der Regulation der inlA-Transkription mit, da inlA
zum Teil Uber SigB-abhangige Promotoren zur Expression gelangt. So spielt SigB ei-
ne Rolle bei der frihen gastrointestinalen Infektionphase bei L. monocytogenes, im
Rahmen der systemischen Infektion wird der alternative Sigmafaktor B nicht bendtigt
(Garner, 2006).

Das kleine, sekretierte InIC wird zum einen von einem PrfA-abhangigen als auch zum
anderen von einem PrfA-unabhédngigen Promotor als monocistronische mRNA
transkribiert (Luo, 2004).

InlA und InIB gelten als Haupteffektoren fur die Aufnahme in nicht-professionell-
phagozytierende Wirtszellen. Die Funktion der anderen Internaline ist nicht klar be-
legt, wahrscheinlich wirken sie bei der InlA/InIB-gesteuerten Invasion einer Wirtszelle
unterstitzend mit (Bergmann, 2002; Domann, 1997; Dramsi, 1997; Raffelsbauer,
1998).
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4.6.3 PrfA - der zentrale Regulator der Virulenzgene von Listeria
monocytogenes
4.6.3.1 Der positive Regulationsfaktor A

Um eine effektive Antwort auf sich verandernde Umweltbedingungen zu erzielen ist
eine koordinierte und differenzierte Regulation der Virulenzgene von L. monocytoge-
nes notwendig. Als zentrales Steuerungselement bei L. monocytogenes gilt der posi-
tive Regulationsfaktor A (PrfA) und spielt dabei bei der Pathogenese eine entschei-
dende Rolle (Gray, 2006). Neben PrfA als zentraler Regulationsfaktor der Virulenz-
gene von L. monocytogenes wurde VirR als weiterer Regulationsfaktor entdeckt,
scheint aber eine weit weniger bedeutende Rolle zu spielen (Kreft, 2001, Mandin,
2005).

PrfA kontrolliert ca. 10-15 Protein kodierende Gene (Gaballa, 2019). Neben den Ge-
nen des zentralen Virulenzgenclusters LIPI-1 (prfA, plcA, hly, mpl, actA und plcB)
gehoéren noch weitere listerielle Virulenzgene dazu (Chakraborty, 1992; Vazquez-
Boland, 2001a). Hierzu zahlen inlA und inIB, wobei bei diesen beiden Internalinen die
Regulation nur partiell PrfA-abhangig ist (Dramsi, 1993; Kreft, 1999; Lingnau, 1995),
sowie inlC, uhpT und bsh. Fiur das bsh-Gen, welches flr eine Gallensalzhydrolase
kodiert, konnte eine PrfA-Bindungsstelle noch nicht sicher verifiziert werden (Scortti,
2007).

Andere wohl weniger essentielle Virulenzgene wie inlG, inlH und inlE werden PrfA
unabhangig transkribiert (Raffelsbauer, 1998).

Neben dieser positiven Regulation von PrfA, kontrolliert PrfA auch in negativer Art
und Weise, so z.B. bei clpC, einem stress-response-Mediator-Gen als auch bei den
Motilitats-assoziierten Genen motA und flaA. Dies lasst auf eine mehr global regula-
torische Funktion von PrfA bei L. monocytogenes schlieBen (Ripio, 1997a; Ripio,
1998; Michel, 1998).

PrfA reguliert seine eigene Expression positiv, wird aber auch durch eine negative
autoregulatorische Ruckkopplungsschleife Uber einen unbekannten Mechanismus
kontrolliert (Gaballa, 2019).
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Abbildung 23: Transkriptionelle Organisation der PrfA abh&ngigen Virulenzgene in
L. monocytogenes. Die dicken Pfeile stellen die Virulenzgene dar. Uber den jeweili-
gen Genen sind die zugehdrigen Transkripte als diinne Striche gezeigt; mbeschreibt
die transkriptionelle Induktion durch PrfA und P alle bekannten Promotoren (Scortti,
2007).

4.6.3.2 PrfA- ein Mitglied der Crp/Fnr-Familie

Sowohl in Funktion als auch in Struktur zeigt PrfA groRe Ahnlichkeit mit Transkripti-
ons-Regulatoren der Crp/Fnr-Familie (Lampidis, 1994; Korner, 2003; Hansen, 2020).
Namensgeber dieser Proteinfamilie sind zum einen das cAMP-Rezeptor-Protein von
E. coli (Crp), sowie zum anderen die Fumarat-Nitrat-Reduktase (Fnr). Crp ist der
zentrale Regulator der Katabolitrepression und fungiert als cAMP-Rezeptor (Kolb,
1993), wahrend Fnr fir eine optimale Anpassung an anaerobe Umweltbedingungen
zustandig ist (Spiro, 1990).
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Abbildung 24: Struktur des wildtypischen PrfA Dimers (PDB-ID: 2BEO). Die N-
terminale Doméane ist blau, Dimerisierungshelices grin, C-terminale Doméane rosa
gefarbt. Das C-terminale HTH-Motiv ist violett gefarbt (Eiting, 2005).

46.3.3 Molekulare Struktur von PrfA

PrfA ist ein 27kDa schweres DNA-Bindeprotein (Gaballa, 2019), welches aus 237
Aminoauren besteht. In der C-terminalen Domane befindet sich ein so genanntes
HTH-Motiv (helix-turn-helix motif), wie bei dem Transkriptionsregulator Crp (Lampi-
dis, 1994). Dieses HTH-Motiv ist fur die Bindung des Homodimers PrfA an bestimmte
palindromisch angeordnete DNA-Zielsequenzen verantwortlich. Diese Palindrome
werden als Prfa-Boxen bezeichnet (Sheehan, 1996). Die PrfA-Box ist 14bp lang und
besitzt eine typische Konsensussequenz:

TTAACA NN TGTTAA (N entspricht normalerweise A oder T), welche sich an Positi-
on -41,5 befindet und sich mit der -35-Region Uberschneidet. Fir die PrfA-Bindung
an diese Zielsequenz sind keine zusatzlichen Faktoren noétig (Dickneite, 1998).

Im N-terminalen Bereich besitzt PrfA, wie Crp, 3-Faltblattstrukturen mit Glycinresten.
Im Unterschied zu Crp existiert in diesem Bereich jedoch keine Bindungsstelle far
cAMP (Kolb, 1993). cAMP als intrazellularer Messenger wird in Gram-positiven Bak-

terien nicht gefunden, so dass cAMP bei L. monocytogenes keine PrfA assoziierte



82

transkriptionale Aktivierung auslést (Vega, 1998). Es konnte jedoch eine tunnelahnli-
che Struktur bei PrfA, welche der cAMP-Bindungsregion bei Crp gleicht, gefunden
werden, so dass davon auszugehen ist, dass ein kleiner, bisher noch unbekannter
Cofaktor, der fur die PrfA-Regulation notig ist, existiert (Scortti, 2007).

Im Vergleich zu Crp besitzt PrfA in der C-terminalen Domane eine 25 AS lange so
genannte Leucin-Zipper-Region. Mutationen in diesem Bereich fuhren zur Inaktivie-
rung des Proteins. Die Leucin-Zipper-Region ist normalerweise fiir Protein-Protein-
Interaktionen verantwortlich und kdnnte der Dimerisierung von PrfA dienen (Herler,
2001). Als weiterer Unterschied besitzt PrfA ein zuséatzliches HTH-Motiv im N-
terminalen Bereich, wobei dessen genaue Funktion nicht bekannt ist. Mutationen im
Bereich dieser beiden im Vergleich zu Crp unterschiedlichen Domanen fiihren dazu,
dass PrfA nicht mehr in der Lage ist an die Ziel-DNA zu binden.

Zwei weitere wichtige Crp-Domanen finden sich bei PrfA, namlich zum einen die so
genannte D-Region, eine a-Helix, die fur die allosterische Konformationséanderung
des Proteins zustandig ist, zum anderen die Aktivierungsregion 1 (AR-1), welche fur
die RNA-Polymerase-Interaktion notig ist (Vazquez-Boland, 2001a).

Trotz der funktionellen und strukturellen Ahnlichkeiten weisen Crp und PrfA im Ami-
nosauresequenzvergleich nur 20% Ubereinstimmung auf (Lampidis, 1994), im Ver-

gleich der DNA-Sequenz zeigt sich eine zu 35% gleiche Basenfolge (Kreft, 2001).
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Abbildung 25: Schematischer Vergleich von Crp aus E. coli und PrfA aus L. mono-
cytogenes. Die Zahlen geben die Aminosaure an, mit der eine Domane beginnt und
endet. HTH: Helix-Turn-Helix Motiv; A-D: alpha-Helices; (-roll: beta-
Faltblattstrukturen; AR: Aktivierungsregion in Crp; AR?: Bereich in PrfA mit Homolo-
gie zur AR in Crp; Leu-zipper: Leucinzipper. Die Gly-Ser-Basensubstitution in PrfA
bzw. Ala-Thr-Substitution in Crp, die zu einem konstitutiv aktiven PrfA bzw. Crp fih-

ren sind ebenfalls aufgefihrt (Vazquez-Boland, 2001a).
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4.6.3.4 PrfA-abhangige Promotoren

Alle PrfA-abhangigen Promotoren besitzen eine palindromische Sequenz aus 14bp,
welche bei Position -41,5 liegt und sich mit der -35-Region uberlappt. Eine PrfA-
abhangige Aktivierung der Virulenzgene erfordert die Bindung von PrfA mittels seines
HTH-Motivs an die PrfA-Box (Sheehan, 1996; Freitag, 1993). Mittels in-vitro Tran-
skriptionsstudien konnten weitere wichtige Merkmale eines PrfA-Promotors festgelegt
werden. Hierbei scheint der Abstand der PrfA-Box zur -10-Box eine entscheidende
Rolle zu spielen. Im Idealfall betragt der Abstand 22bp, und tragt wesentlich zur
Funktionalitat des Promotors bei (Luo, 2004; Luo, 2005). Des Weiteren spielt die
Ubereinstimmung der DNA-Sequenz des Promotors mit der palindromischen Kon-
sensussequenz eine wichtige Rolle. Die PrfA-Promotoren von hly und pIcA stimmen
perfekt mit der Konsensussequenz uberein, wohingegen die PrfA-Boxen der anderen

Virulenzgene bis zu drei Basenaustausche zeigen (Kreft 2001).

Gen PrfA-Box Basenaustausche | Spacer | -10-Box
prfA |aTAACA AT TGTTgt 3 21 bp | TATTTT
plcA | TTAACA AA TGTTAA 0 22 bp | TAAGAT
hly |TTAACA TT TGTTAA 0 23 bp | TAGAAT
mpl | TTAACA AA TGTaRA 1 22 bp | TATAAT
act4 |TTAACA AR TGTTAg 1 21 bp | GATAAT

plcB
inlA |aTAACA TA aGTTAA 22 bp | TATTAT
inlC | TTAACg CT TGTTAA 1 22 bp | TAACAT
uhpT |aTAACA AG TGTTAA 1 23 bp | TATATT
bsh |TTARaA AT TtTTAA . 30 bp | TATGAG

| g

Tabelle 3: Promotorregion PrfA-regulierter Virulenzgene in L. monocytogenes. Ab-
weichungen von der Konsensussequenz der PrfA-Box sind mit kleinen Buchstaben
fett dargestellt (Kreft, 2001).
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4.6.3.5 Regulationsmechanismen von PrfA selbst

Die Regulation des PrfA-Proteins und damit auch die Regulation der PrfA-
abhangigen Transkription werden hauptséachlich tber drei Elemente gesteuert:

1. Uber die Konzentration an PrfA

2. Uber die Aktivitat von PrfA

3. Uber die Bindungsaffinitat von PrfA

4.6.3.5.1 Konzentration von PrfA

Die Expression des prfA-Gens steht unter der Kontrolle von drei Promotoren:

P1: Hierbei handelt es sich um einen SigA-abhangigen Promotor, welcher in der in-
tergenischen Region zwischen plcA und prfA lokalisiert ist. P1 fungiert als Thermos-
ensor durch Bildung einer inhibitorischen Sekundarstruktur am 5 -Ende der mRNA,
welche die Ribosomenbindungsstelle maskiert und erst bei Temperaturen tber 30°C
schmilzt, so dass eine Translation méglich wird (Johansson, 2002; Mauder, 2006).
P1 besitzt keine PrfA-Box. Die Transkription erfolgt monocistronisch.

P2: Dies ist ein sowohl durch SigA als auch durch den alternativen Stressfaktor SigB
kontrollierter Promotor, der downstream von P1 in der intergenischen Region von
plcA und prfA lokalisiert ist. Die -35-Region von P2 beinhaltet eine degenerierte PrfA-
Box mit drei Basenaustausche, so dass davon auszugehen ist, dass diese degene-
rierte Box in der negativen Autoregulation des prfA-Gens involviert ist. Auch hier
handelt es sich wie bei P1 um eine monocistronische Transkription (Freitag, 1993;
Greene, 2003; Rauch, 2005).

P3: Dieser Promotor entspricht dem plcA-Promotor, welcher unmittelbar vor dem
plcA-Gen lokalisiert ist. Dieser Promotor initiiert die Trankription von prfA in eine bi-
cistronische plcA-prfA-mRNA. Dieser Promotor ist selbst PrfA kontrolliert und somit

Teil der positiven Autoregulation der prfA-Transkription (Mauder, 2006).
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Abbildung 26: Promotorregionen von PrfA

A: Die schmalen Linien sollen mogliche mRNa Transkripte darstellen, die dicke Linie
reprasentiert die DNA-Sequenz, die codierenden Genregionen sind als Boxen darge-
stellt.

B: prfA-Genregion mit den drei Promotoren

(Gray, 2006)

P1 und weitestgehend auch P2 erzeugen ein basales Level an prfA-Transkripten, so
dass sichergestellt ist, dass eine Minimalmenge an PrfA-Protein im bakteriellen Cyto-
sol vorhanden ist (Scortti, 2007). Bei niedrigen Temperaturen (20°C) wird aufgrund
der Thermoregulierung kein PrfA gebildet, so dass eine unnétige Expression von Vi-
rulenzgenen verhindert wird (Leimeister-Wachter, 1992; Renzoni, 1997). Bei Tempe-
raturen Uber 30°C wird aber eine geringe Menge an PrfA gebildet, die ausreicht um
an die PrfA-Boxen zu binden, die der Konsensussequenz gleichen. Dies fiihrt zur
Transkription des hly- und plcA-Gens. Hierbei werden die Virulenzfaktoren Hamolysin
(respektive Listeriolysin LLO) und Phospholipase C (PIcA) gebildet. Da die Transkrip-
tion von plcA ein bicistronisches Transkript von plcA-prfA-mRNA erzeugt und somit
auch PrfA gebildet wird, kommt es Uber die positive Autoregulationsschleife von PrfA
zur weiteren Aktivierung von prfA (Chakraborty, 1992; Mengaud, 1991a; Vega,

1998). Erst durch hthere PrfA-Konzentrationen wird die Transkription der Virulenz-
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gene veranlasst, die fur die Zell-zu-Zell-Ausbreitung bendtigt sind (Freitag, 1993;
Freitag, 1994).

Diese positive Autoregulationsschleife scheint den kritischen Schritt im Rahmen der
PrfA-abhangigen Expression von Virulenzfaktoren darzustellen. Nur hierdurch wer-
den ausreichend hohe Mengen an PrfA produziert, damit letztlich eine Infektion durch
L. monocytogenes erfolgreich ist. Eine Insertion innerhalb des plcA-prfA-Promotors
erzeugt einen komplett avirulenten PrfA- Phanotyp, obwohl die monocistronischen
Transkription durch P1 und P2 nicht betroffen ist (Mengaud, 1991a; Camilli, 1993).

46.35.2 Aktivitat von PrfA

Die Aktivitat von PrfA wird den gegebenen Umweltbedingungen angepasst. Man geht
heutzutage davon aus, dass per allosterischer Kontrolle der DNA-Bindungsaktivitat
durch Interaktion mit einem Cofaktor die Aktivitat von PrfA reguliert wird (Vega, 1998;
Vega, 2004). Es konnte gezeigt werde, dass wirtseigenes, aber auch bakterielles
Glutathion fur die Aktivierung von PrfA benotigt wird und somit als essentieller viru-
lenter Cofaktor fungiert (Reniere, 2015). Es existieren zwei Grundbausteine fir die
Modellvorstellung der Aktivitatskontrolle von PrfA. Zum einen ist davon auszugehen,
da PrfA in zwei Funktionszustanden vorliegen kann, namlich in einer aktiven und in
einer inaktiven Form. Durch Bindung des o0.g. Cofaktors der ein niedriges Molekular-
gewicht besitzt, erfolgt ein Zustandswechsel (Tran, 2022). Dieser Cofaktor scheint
Umweltsignale zu  dbermitteln  und auf diese Weise die  PrfA-
Transkriptionsmaschinerie zu beeinflussen (Vega, 2004).

Zum anderen liegt eine Minimalmenge an PrfA standig im bakteriellen Cytosol vor.
Liegen fur L. monocytogenes nun geeignete Umweltbedingungen vor (z.B. Tempera-
tur von 37°C) so steigt die intrazellulare Konzentration des Cofaktors an. Das PrfA-
Protein wird nun in seinen aktiven Zustand versetzt und bindet nun mit erhohter Affi-
nitat an die PrfA-Boxen von PrfA regulierten Promotoren. Uber die positiv regulierte
Autoregulationsschleife, generiert durch das PrfA-abhangige bicitronisches plcA-prfA-
Transkript, kommt es zur weiteren Transkription der PrfA-abhéngigen Virulenzgene.
PrfA bleibt in seiner aktiven Konformation, so lange der Cofaktor im Cytoplasma vor-
liegt. Sinkt dessen Konzentration aufgrund von fehlenden Umweltreizen wechselt
PrfA in seinen inaktiven Zustand (Ripio, 1997a; Vega, 1998).
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Abbildung 27: Modell der PrfA-Aktivitat

A: Ruhendes PrfA-System

B: Aktiviertes PrfA-System: a: Wechsel vom inaktiven in aktiven Zustand durch Bin-
dung des Cofaktors; b: PrfA bindet an abhangige PrfA-Boxen (schwarze Quadrate);
c: Synthese von mehr PrfA Uber plcA-prfA-Promotor; d: verstarkte Transkription der

Virulenzgene (dunkelgraue Pfeile) durch positive Autoregulation (Vazquez-
Boland,2001a).
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4.6.3.5.3 Bindungsaffinitat von PrfA

Die Promotorarchitektur und somit die Bindungaffinitat von PrfA stellt neben der Kon-
zentrations- und Aktivitatskontrolle die dritte Saule der Regulationsmechanismen von
PrfA dar. Promotoren, die der Konsensussequenz der PrfA-Box perfekt gleichen, wie
dies der Fall bei den Promotoren von hly und plcA ist, werden weit effizienter durch
PrfA aktiviert als dies der Fall bei Promotoren mit Basenaustauschen ist. Flr deren
Aktivierung werden aufgrund einer geringeren PrfA-Affinitat héhere Mengen an PrfA
bendtigt und rufen daher eine weniger lineare Antwort hervor (Sheehan, 1995; Shee-
han, 1996; Vega, 2004; Ripio, 1997a).

4.6.3.6 Einfluss von Umweltfaktoren auf PrfA-Aktivitat

Verschiedene Umweltfaktoren und -reize beeinflussen die prfA-Transkription und
somit die Expression von den PrfA-abhéngigen Virulenzgenen.

Bei Temperaturen unter 30°C werden nur monocistronische prfA-Transkripte gebildet
ohne eine Translation derselben zu induzieren. Kommt es zu einem Temperaturshift
auf 37°C (z.B. Wechsel von saprophytischer Lebensweise in die parasitare) resultiert
dies in einem Anstieg des bicistronischen plcA-prfA-Transkript und konsekutiv zu ei-
ner Virulenzgenexpression (Chakraborty, 1992; Johansson, 2002; Renzoni, 1997).
Als Marker der PrfA-Aktivitat gilt LLO. Eine Senkung des pH-Wertes auf 5 bis 6 fihrt
zu einer Verringerung der LLO-Produktion (Datta, 1993). Dagegen bewirkt Eisen-
mangel, oxidativer Stress oder hohe Osmolaritdt genau das Gegenteil, woraus ein
Anstieg der LLO-Produktion bzw. gesteigerte Virulenzgenexpression resultiert (Kreft,
2001; Myers, 1993; Sokolovic, 1989; Sokolovic, 1990; Béckmann, 1996).
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4.6.4 Der allgemeine, alternative Stressfaktor Sigma oB

Neben dem positiven Regulationsfaktor A (PrfA) scheint der Stressfaktor oB eine
wichtige Rolle fur die Infektion und das Uberleben von Listeria monocytogenes zu
spielen (Gaballa, 2019). oBist fur die Transkription von Genen verantwortlich, die fur
das Uberleben in der Umwelt, d.h. auRerhalb des Wirtscytosols, notwendig sind.
Hierbei zeigt sich ein Uberschneiden und Austausch in der Regulation zwischen oB
und PrfA . Dieses ausgekligelte Zusammenspiel sorgt dafir, dass bestimmte Gene,
die fur die Virulenz zustandig sind, verstarkt exprimiert werden, wenn L.m. sich im
Wirtscytoplasma befindet. Aul3erhalb des Wirts werden Gene aktiviert, die fur die op-
timale Anpassung an bestimmte Umweltbedingungen notwendig sind (Chaturonga-
kul, 2008). Die Uberschneidung von oB und PrfA erfolgt nicht nur durch direkte Re-
gulierung, sondern auch durch vielfaltige transkriptionelle und posttranskriptionelle
Regulierungsebenen, die raumlich und zeitlich variieren (Begley, 2015).

SigB regulon PrfA Regulon

A

|

— [ > inlA/B/C LLO
/L l | i O \ /
Glutathione (GSH)
PTSMPO — ManR —> PTsMa"—{ prfA/PrfA > PrfA regulon —> PrfA
1 -|—Post-transcriptional / l \
SreA (ncRNA) ActA Mpl PlcA/B

Abbildung 28: Uberschneidungen zwischen den von den oB- und PrfA kontrollierten
Regelkreisen. Obwohl 0B und PrfA einige Gene koregulieren, moduliert oB die PrfA-
Aktivitat durch direkte transkriptionelle Aktivierung vom prfA P2-Promotor und durch
indirekte posttranskriptionelle Repression unter bestimmten Umweltbedingungen,
z.B. wenn Glukose durch das PTSMan-System in die Zelle Ubertragen wird. Die prfA-
Expression wird durch einen autoregulatorischen Mechanismus und durch den Sen-
sor CodY aktiviert; die prfA-Translation wird durch die nichtcodierende RNA SreA un-
terdriickt (Gaballa, 2019).
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4.7 Epidemiologie

4.7.1 Allgemeines

Listeria monocytogenes wurde erstmals 1926 durch Murray et al. als ursachliches
Pathogen einer Monocytose bei Hasen und Meerschweinchen beschrieben. Das
durch L. monocytogenes hervorgerufene Krankheitsbild der Listeriose zeigt sich als
wichtige Zoonose bei Saugetieren, vor allem bei Herdentieren wie Schafen und Ku-
hen, und tritt oft als so genannte “circling disease®, einer Form der Meningoencepha-
litis mit stdndigen Kreisbewegungen oder durch spontane Aborte in Erscheinung
(Posfay-Barbe, 2004). Der Erreger konnte bei einer Vielzahl domestizierter Tiere
nachgewiesen werden, wie z.B. bei Schweinen, Rindern, Schafen oder verschiede-
nem Gefligel. Als Primarwirt galt das Tier und sporadisch auftretende menschliche
Infektionen wie Konjunktivitis bei Geflugelzichtern oder Hautlasionen bei Veterinaren
oder Bauern wurde dem Kontakt mit Tieren zugeschrieben (Schuchat, 1991).

Bis 1949 schenkte man dem Erreger als ernsthaftem humanen Pathogen wenig Be-
achtung. Dies anderte sich als eine Neugeborenenepidemie in Halle ausbrach und
bei 85 Neugeborenen bzw. Totgeburten das bis dato unbekannte Krankheitsbild der
Granulomatosis infantiseptica mit Nachweis von L. monocytogenes beobachtet wur-
de. In den nachsten Jahren und Jahrzehnten wurde vor allem durch Seeliger et al.
groRe Forschungs- und Aufklarungsarbeit geleistet, den man als Pionier der Listeri-

enforschung bezeichnen kann (Hof, 2003a).

Abbildung 29: Totgeburt eines Kindes mit einer generalisierten L. monocytogenes

Infektion, friiher bekann als Granulomatosis infantiseptica (Vasquez-Boland, 2001a)
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Trotz des Auftretens sporadischer Erkrankungsfélle beim Menschen dauerte es bis in
die frihen 1980er Jahre bis L. monocytogenes als Nahrungsmittel-assoziierter, hu-
maner Krankheitserreger Beachtung fand (Swaminathan, 2007). Die menschliche
Listerioseerkrankung tritt als lebensbedrohliches Krankheitsbild vor allem bei immun-
suppremierten Personen, Schwangeren, Neugeborenen und alteren Menschen auf.
Klinisch kann sich die Listeriose Uber eine anfangliche grippeahnliche Erkrankung bis
hin zur so genannten invasiven Listeriose mit Meningitis, Meningoenzephalitis, Sep-
sis oder auch Aborten, Frihgeburten, Totgeburten und schweren neonatalen Infekti-
onen manifestieren (Swaminathan, 2007; Lecuit, 2007). Die Listeriose kann sich
auch als selbstlimitierende Gastroenteritis bei gesunden Erwachsenen zeigen (Dre-
vets, 2008).

Hauptibertragungsweg ist die Aufnahme von kontaminierten Nahrungsmitteln. Hier
ist zu erwdhnen, dass v.a. ready-to-eat-Produkte aufgrund der méglichen Biofilm Bil-
dung von L. monocytogenes, als Infektionsquellen zu erwéhnen sind (Wilking, 2021)
daneben ist bei den Schwangerschafts-assoziierten Fallen bzw. perinatalen Fallen
eine transplazentare Ubertragung auf den Fetus bzw. die Infektion des Neugebore-
nen Uber einen infizierten Geburtskanal oder eine so genannte Cross-Infektion auf
Neugeborenenstationen zu nennen (Swaminathan, 2007). Ca. 5% der gesunden Er-
wachsenen scheiden L. monocytogenes im Stuhl aus, trotzdem gibt es keinen Fallbe-
richt, der eine direkte Infektion von Mensch zu Mensch erwdhnt (Posfay-Barbe,
2004).

Der erste Beweis, dass die menschliche Listerioseerkrankung durch kontaminierte
Nahrungsmittel Gbertragen wird, erfolgte 1981. In diesem Jahr kam es in Novo Sco-
tia, Kanada, zu einem Ausbruch der invasiven Listerioseerkrankung in 41 Fallen, da-
von sieben bei Erwachsenen und 34 perinatale Falle. Die Schwangerschafts-
assoziierten Falle endeten in finf Fehlgeburten und vier Totgeburten, wobei die
case-fatality-Rate der lebendgeborenen Neugeborenen bei 27% lag. Als ursachliche
Quelle konnte der Verzehr von kontaminierten Krautsalat ausgemacht werden. Bei
der Kultivierung der Krautkopfe wurde zum Dingen Kot von mit L. monocytogenes
infizierten Schafen benutzt. Nach Lagerung tber die Wintersaison wurde das Produkt
verarbeitet und geriet so in die Nahrungsmittelregale. Beim Verarbeitungsprozess
konnte keine andere Kontaminationsquelle festgestellt werden. Zugrunde liegender
Serotyp war Serovar 4b (Schlech, 1983).
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Der grof3te Listeriose-Ausbruch Nordamerikas war im Jahr 1985. Wéahrend einer acht
Monate andauernden Periode erkrankten 142 Personen, davon waren 93 Personen
schwanger. Von den restlichen 49 Personen lag bei 48 Patienten mindestens ein
pradisponierender Faktor vor. Die case-fatality Rate lag zwischen 32 und 37%. Als
kontaminiertes Lebensmittel konnte ein mexikanischer Weichkase ausgemacht wer-
den. Ursachlich waren eine inadaquate Pasteurisierung und das Mischen von pas-
teurisierter mit nicht-pasteurisierter Milch. Auch hier war der verursachende Serotyp
das Serovar 4b (Linnan, 1988).

In Frankreich kam es 1992 zu einem grof3en Listeriose-Ausbruch. Insgesamt er-
krankten 279 Personen, darunter waren 92 Schwangere (33%). 39% der Erkrankten
hatten keine pradisponierenden Risiken. Als Kontaminationsquelle konnte Schweine-
zunge in Aspik identifiziert werden (Jean, 1991).

2002 erfolgte die grofite Fleischriickrufaktion der USA. 15 Millionen Kilo mit L. mono-
cytogenes kontaminiertem Truthahnfleisch wurde aus dem Handel gezogen, nach-
dem insgesamt 54 Patienten in neun Bundesstaaten an einer Listerioseinfektion er-
krankten (Gottlieb, 2006).

Seit den frihen 1980er Jahren z&hlt die menschliche Listeriose zu den durch Le-
bensmittel Ubertragenen Krankheiten (Hof, 2007). In den USA ist die Listeriose die
dritthaufigste, Nahrungsmittel-assoziierte Infektionskrankheit mit tédlichem Ausgang
und macht hier 19% aus (Scallan, 2011). Die Tatsache, dass die Erkrankung Nah-
rungsmittel assoziiert ist und die Kenntnis Uber die haufig zugrunde liegenden Risiko-
faktoren fur die Entwicklung einer invasiven Listeriose, fuhrten durch Auswertung
epidemischer und sporadischer Krankheitsausbriiche in den letzten 25 Jahren zu ei-
nem besseren Verstandnis der Erkrankung. Die Listeriose hat eine relativ lange In-
kubationszeit, welche zwischen 10 und 70 Tagen liegt (Goulet, 1996). Die durch-
schnittliche, weltweite Inzidenz fur eine invasive Listeriose in der Normalbevdlkerung
liegt bei 0,1-1,1 F&lle/100.000 Einwohnern. Personen, die einer Risikogruppe ange-
horen, haben eine weit hohere Inzidenz. Zu diesen Personen zéhlen Individuen ei-
ner héheren Altergruppe (>60 Jahre), Schwangere, Neugeborene (<1Monat), Patien-
ten mit immunsuppressiven Zustéanden (z.B. Malignompatienten, Transplantierte, Pa-
tienten mit Autoimmunerkrankungen oder auch Patienten unter Kortikoidtherapie),
HIV bzw. AIDS-Patienten, Patienten unter Einnahme von Antazida und Patienten mit
zugrunde liegenden Grunderkrankungen, wie Diabetes mellitus, Lebererkrankungen

oder Nierenerkrankungen. Bei Schwangeren liegt die Inzidenz 12-20fach hoher (My-
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lonakis, 2002). Bis zu zwei Monate nach Listerieninfektion in der Schwangerschaft,
welche meist unbemerkt verlauft, kann diese noch zu Fehl- und Totgeburten fihren
(Wilking, 2021). Bei HIV-Patienten liegt ein bis zu 500fach erhohtes Risiko vor, eine
invasive Listerioseinfektion zu entwickeln (Jurado, 1993; Lecuit, 2007).

L. monocytogenes kommt ubiquitar in der Umwelt vor und toleriert auch extreme Le-
bensbedingungen. Auch in Nahrungsmitteln kénnen Listerien oft nachgewiesen wer-
den. Schatzungen ergaben, dass ca. 15-70% der Hotdogs in den USA mit L. mono-
cytogenes kontaminiert sind (McLauchlin, 1992). Zu den Lebensmitteln, die eine ho-
he Kontaminationsrate aufweisen, zahlen bestimmte Wurstsorten, wie z.B. Salami,
rohes Fleisch vor allem Truthahn- und Huhnerfleisch, Rohmilchprodukte, Salat, Pilze,
bestimmte Weichk&asesorten, wie z.B. Camembert, Brie oder Roquefort (vor allem die
Rinde), Frischk&seprodukte wie Ricotta und Feta oder Meeresfrichte und Fisch, wie
z.B. Muscheln und Lachs (Hof, 2003a). AulRerdem weisen alle gekochten Speisen,
die im Kihlschrank aufbewahrt und nicht mehr ausreichend erhitzt werden, oder be-
reits langer geoffnete Lebensmittel eine hohere Kontaminationswahrscheinlichkeit mit
L. monocytogenes auf. Zu den L. monocytogenes freien Lebensmitteln zahlen alle
ausreichend erhitzten Speisen, pasteurisierte Mich, industriell hergestellter Joghurt,
Hartkase, Schokolade, Marmelade, Kekse, rohe Karotten, Apfel oder Tomaten (Hof,
2003a). Die Infektionsdosis, welche fir die Entwicklung einer Nahrungsmittel-
bedingten Listeriose notig ware, ist unbekannt. Angenommen wird eine mittlere In-
okulationsdosis von 104-10° Bakterien/Gramm Produkt, wobei bei immunsuppremier-
ten Personen oder Antazidaeinnahme vermutlich geringere Inokulationsdosen aus-
reichen (Schlech, 1997; Posfay-Barbe, 2004). Trotz der Tatsache, dass eine Ingesti-
on von durch L. monocytogenes kontaminierten Lebensmitteln relativ wahrscheinlich
ist, ist die Inzidenz eine schwere Listerioseinfektion zu entwickeln relativ gering und

die Erkrankung bleibt eine seltene menschliche Infektionskrankheit.

4.7.2 Die Epidemiologie der Listeriose in Deutschland

Seit 2001 ist die Listeriose nach dem Infektionsschutzgesetz eine meldepflichtige Er-
krankung (Hof, 2007; IfSG 2000). Alle Falle in denen L. monocytogenes aus eigent-
lich sterilen Flussigkeiten oder Geweben, wie Blut, Liquor oder Fruchtwasser kulti-
viert werden kann (Wilking, 2021), mussen den lokalen Gesundheitsdmtern gemeldet

werden. Die Diagnose wird in den zustdndigen Laboren verifiziert und letztlich an die
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staatliche Gesundheitsbehérde und das Robert-Koch-Institut (RKI) gemeldet. Hier
werden Labordaten, klinische Symptome und das Outcome der Patienten gespei-
chert. Bis 2001 mussten nur kongenitale Listerioseinfektionen gemeldet werden
(Koch, 2006).

Zwischen 2001-2009 wurden insgesamt 3092 Listeriosefélle gemeldet (RKI, 2010).
Dies entspricht einer durchschnittlichen jahrlichen Inzidenz von 0,4 Erkrankungen pro
100.000 Einwohner (RKI, 2010). Davon entfielen 235 Falle auf Neugeborene (8%)
und 183 Félle bei Schwangeren (6%) (RKI, 2010). 1.332 Listeriose-Falle (50 % aller
nicht schwangerschaftsassoziierten Listeriosen) entfielen auf Personen = 70 Jahre
(durchschnittliche jahrliche Inzidenz von 1,3 Erkr. pro 100.000 Einw. = 70 Jahre). Seit
2001 hat die jahrliche Inzidenz v. a. bei Personen = 70 Jahre zugenommen (RKI,
2010). In der Altersgruppe 20-39 Jahre entfielen 80% der Listeriosefalle auf Frauen,
meistens assoziiert mit einer Schwangerschaft (RKI, 2010). Ansonsten betrifft die Er-
krankung mehrheitlich Méanner: 57 % der Neugeborenen, 62 % der 40- bis 69-
Jahrigen und 58 % der Personen = 70 Jahre (RKI, 2010). Die Listeriose-Inzidenz ist
bei den Ménnern = 70 Jahre mehr als doppelt so hoch wie bei den Frauen der glei-
chen Altersgruppe (RKI, 2010).

Bis zum Jahr 2010 gab es in Deutschland vier gro3ere Listerioseausbriche (RKI,
2010):

e 1966 in Halle mit 279 Schwangeren wobei hier ein gemeinsam verursachen-
des Lebensmittel nicht gefunden werden konnte (Ortel, 1968)

e 2006/2007 gab es einen Listeriose-Ausbruch im Zusammenhang mit dem
Verzehr eines Sauermilchkéses aus pasteurisierter Milch mit 189 erkrankten
Patienten (Koch, 2010; RKI, 2006)

e 2006/2007 wurden insgesamt 16 Falle in Baden-Wurrtemberg registriert, die
auf den Konsum von bereits geschnittener Lyoner-Wurst zurtickzufiihren wa-
ren. Darunter waren vier Personen als Patienten im gleichen Kinikum (Winter,
2009; RKI, 2010)

e 2009/2010 wurden insgesamt 8 Patienten in Deutschland (ein weiterer Patient
in Tschechien und 25 Patienten in Osterreich) registriert, wobei als gemein-
sam verursachendes Lebensmittel ein Harzer Kase identifiziert werden konnte
(Fretz, 2010; RKI, 2010(8))

Der Gipfel der Inzidenz lag hier in den Jahren 2005/2006 v.a. bei den nicht Schwan-

gerschafts- assoziierten Erkrankungsfallen. Hierbei betraf die Listeriose in mehr als
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der Halfte tber 70jahrige (RKI, 2010). Hiervon lag bei Uber Halfte der Patienten eine
pradisponierende Grunderkrankung wie Tumor oder Diabetes mellitus vor (RKI,
2010).

In den Jahren 2010-2019 wurden insgesamt 5576 Listeriosefalle in Deutschland re-
gistriert, wobei 91% nicht Schwangerschaftsassoziiert waren (Wilking, 2021). Unter
den 486 Schwangerschafts-assoziiierten Fallen entfielen 241 auf schwangere Frauen
und 245 auf Neugeborene (Wilking, 2021). Die durchschnittliche Inzidenz in dieser
Zeit lag bei 0,69/100.000 Einwohner (Wilking, 2021). 40% der Patienten war weiblich
und 76% aller Patienten war = 65 Jahre (Wilking, 2021). Die case-fatality Rate unter
den Schwangerschafts-assoziierten Listerioseféllen lag bei 19% (Wilking, 2021).

In Deutschland kam es 2018/2019 zum grof3ten Listerioseausbruch der letzten 25
Jahre in Europa. Ursachlich hierfir war der Verzehr von Blutwurst (Halbedel, 2020).
Insgesamt wurden 112 Patienten mit Listeriose erfasst (Halbedel, 2020). Der soge-
nannte Epsilonla -Ausbruch wurde durch das Serovar Vb mit dem Stamm ST6 ver-
ursacht (Halbedel, 2020).

Die ursachliche Aufklarung dieses Listeriosausbruchs ist das Ergebnis einer effizien-
ten Zusammenarbeit zwischen den Behdrden fir oOffentliche Gesundheit und Le-
bensmittelsicherheit in Deutschland. Die Implementierung eines effizienten und um-
fassenden Meldesystems mit systematischer Patientenbefragung anhand strukturier-
ter Fragebdgen um mogliche Hypothesen fir mdgliche Ursprungsquellen aufstellen
zu konnen, genauso wie die Nutzung des Whole Genome Sequencing (WGS) um
Subtypisierungen und Cluster eines Ausbruchsgeschehens aufzudecken, trugen und
tragen zur erfolgreichen Ausbruchsaufklarung bei (Halbedel, 2020).

In den USA existieren bereits seit 1993 strenge Auflagen und Kontrollen in der Nah-
rungsmittel-verarbeitenden Industrie, was zu einem deutlichen Inzidenzriickgang
flhrte (Tappero, 1995). Durch eine so genannte ,zero“-Toleranz bei Fertigprodukten
kam es zu einem Rickgang der invasiven Listeriosefdlle von 24% und bei den
Schwangerschafts-assoziierten Fallen von 37% seit 1996 in den USA (Voetsch,
2007). Die CDC (Centers for Disease Control and Prevention) etablierte PulseNet,
ein Netzwerk der 6ffentlichen Gesundheitsbehérden und der Lebensmittellaboratori-
en. Unter Nutzung der Pulsfeldgelelektrophorese kénnen Nahrungsmittelpathogene
schnell identifiziert und typisiert werden und Krankheitsmuster, die eine mégliche
gemeinsame Infektionsquelle besitzen, aufgedeckt werden. Dies stellt also ein effek-

tives System fur die Aufdeckung von Listerioseausbrtichen dar (Swaminathan, 2001).
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Anzahl der Erkrankungen

250

Meldegquartal

Abbildung 30: Ubermittelte Listeriosen nach Meldequartal 2015-2020
(Infektionsepidemiologisches Jahrbuch meldepflichtiger Krankheiten fur 2020 Daten-
stand: 1. Marz 2021).
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4.8 Pathogenese

L. monocytogenes ist ein ubiquitar in der Umwelt vorkommendes Bakterium und seit
Anfang der 1980er Jahre als wichtiges Nahrungsmittel-assoziiertes Pathogen be-
kannt (Painter, 2007). Bis auf die vertikale Transmission von der Mutter auf den Fe-
tus und seltene Falle einer Cross-Kontamination auf Neugeborenenstationen (Farber,
1991b) konnte eine Ubertragung des Erregers von Mensch zu Mensch bisher nicht
beobachtet werden. Der Hauptinfektionsweg erfolgt durch Aufnahme kontaminierter
Lebensmittel. Die zur Auslosung einer Infektion nétige Inokulationsdosis ist unbe-
kannt. Man geht von Ingestionsdosen zwischen 104-108/Gramm Produkt (Posfay-
Barbe, 2004; Miller, 1967; Schlech, 1997) bis zu 10°%/Gramm Produkt (Farber, 1991a)
aus. Vermutlich liegen die Inokulationsdosen von Risikopatienten und Patienten un-
ter Antazida-, Protonenpumpeninhibitoren- und H2-Blocker-Einnahme oder Patienten
nach Ulcus-Chirurgie (Ho, 1986; Schlech, 1993; Schuchat, 1992) niedriger. Bei ge-
sunden Individuen fuhrt die Infektion innerhalb von ca. 20h zu einer febrilen, selbstli-
mitierenden Gastroenteritis (Dalton, 1997). Bei Personen mit pradisponierenden Risi-
kofaktoren zeigt sich ein ernsthaftes Krankheitsbild, welches als invasive Listeriose
bezeichnet wird. Zu dem Personenkreis mit erhéhtem Risiko zadhlen Schwangere,
Neugeborene, altere Menschen (>60 Jahre), immunsuppremierte Personen bzw.
Menschen mit einer eingeschrankten zellvermittelten Immunitat (vor allem Individuen
mit hamatologischen Malignomen, Organ-transplantierte Personen, Patienten unter
Kortikoideinnahme, HIV-Infizierte bzw. AIDS-Patienten), Patienten mit chronischen
Lebererkrankungen (vor allem Zirrhose- oder Alkohol-bedingt), mit Nierenerkrankun-
gen, mit Diabetes mellitus oder mit Kollagenosen (z.B. Lupus) (Farber, 1991a;
McLauchlin, 1990; Rocourt, 1996; Schuchat, 1991, Charlier, 2017).

Klinisch manifestiert sich die invasive Listeriose am haufigsten als ZNS-Infektion mit
Meningitis, Meningoencephalitis oder Hirnabszessen, als Bakteriamie und als schwe-
re neonatale Infektion (Lorber, 2007). Die Inkubationszeit fur dieses Krankheitsbild
liegt im Mittel bei 30 Tagen, wobei verschiedene Fallberichte eine Inkubationszeit
zwischen 11 und 70 Tagen angeben (Lorber, 2007; Linnan, 1988; Riedo, 1994).
Gesunde Individuen Uberstehen die Listerieninfektion ohne grol3ere Probleme oder
Defizite, Patienten mit bestehenden Risiken oder Grunderkrankungen weisen eine
Mortalitatsrate von 30-40% auf (Skogberg, 1992; Vazquez-Boland, 2001a) und zei-

gen haufig bleibende, ernsthafte, vor allem neurologische Residuallasionen. Diese
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Beobachtung konnte in der MONALISA Kohortenstudie bestatigt werden (Charlier,
2017). Nur 33% der Patienten mit Neurolisteriose haben diese ohne bleibende Resi-
duen uUberlebt. 44% der Patienten haben bleibende neurologische Defizite (Charlier,
2017).

Die Ingestion von L. monocytogenes ist ein im Allgemeinen h&ufig vorkommendes
Ereignis, das mit dem ubiquitaren Vorkommen des Bakteriums in der Umwelt wie
auch mit der hohen Kontaminationsfrequenz von rohen und industriell verarbeiteten
Lebensmitteln zu tun hat. (Vazquez-Boland, 2001a, Lecuit 2020). Nach oraler Auf-
nahme muss das Bakterium zunéchst die widrigen Bedingungen in Mundhéhle und
Magen Uberstehen. Im Intestinum angelangt, werden die Bakterien per aktiver Endo-
zytose der apikalen Epithelzellen der Darmmukosa aufgenommen und Uberwinden
somit die Mukosabatrriere. Dies wird durch die Interaktion des bakteriellen Virulenz-
faktors Internalin A mit dem Wirtsliganden E-Cadherin bewerkstelligt und der intrazel-
lulare Lebenszyklus der Listerien kann beginnen (Lorber, 2007; Farber 1991a; Coss-
art, 2004). L. monocytogenes kann also die eigene Phagozytose in priméar nicht-
professionell phagozytierenden Zellen induzieren. Mause-E-Cadherin unterscheidet
sich in einer einzigen Aminosaure vom menschlichen Liganden; dadurch ist eine effi-
ziente Invasion uber InlA-E-Cadherin nicht gegeben, so dass eine effektive orale In-
fektion und Invasion der intestinalen Mukosa bei der Maus nicht beobachtet werden
kann. Allerdings ist eine Besiedelung der Peyer'schen Plaque zu finden, so dass L.
monocytogenes vermutlich auch die M-Zellen als Eintrittspforte benutzt (Jensen,
1998; Marco, 1997). Die intestinale Invasion geht ohne Bildung makroskopisch oder
histologisch sichtbarer Lasionen von statten. Dies lasst vermuten, dass fur die weite-
re Ausbreitung des Organismus im Wirt eine ausgedehnte bakterielle Multiplikation in
der Darmmukosa nicht nétig ist (Marco, 1992). Eine Replikation konnte jedoch in den
Peyer'schen Plaques nachgewiesen werden und fiihrte hier zur Bildung einer gra-
nulomatdsen Entziindungssreaktion im Rahmen derer auch ortsstandige Makropha-
gen und dendritische Zellen involviert werden (Pron, 2001). Um das klinische Bild ei-
ner febrilen Gastroenteritis auszulosen, missen sowohl in Tiermodellen mit Meer-
schweinchen, die ein dem humanen E-Cadherin vergleichbaren InlA-Liganden auf-
weisen, als auch in menschlichen Caco-2-Zelllinien sehr hohe Ingestionsdosen (ge-
schatzt ca. 2,9x10%!, entsprechend Beobachtungen eines Listerioseausbruchs nach
Verzehr von kontaminierter Schokoladenmilch) aufgenommen werden (Dalton,

1997). L. monocytogenes kann eine Infektion ohne weitere Promotororganismen
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hervorrufen, interkurierende gastrointestinale Infekte kénnten jedoch die Invasion von
L. monocytogenes fordern (Schwartz, 1989). Uber den Lymph- bzw. Blutweg gelan-
gen die Listerien in die mesenterialen Lymphknoten, sowie in Leber und Milz. Die Ko-
lonisation dieser Organsysteme geschieht innerhalb weniger Minuten. Diese schnelle
Organbesiedelung steht im Gegensatz zur relativ langen Inkubationszeit bei Ausbil-
dung einer invasiven Listerieninfektion. Vermutlich folgt der primaren Invasion der
Wirtsgewebe eine stille, subklinische Phase, wobei die zugrunde liegenden Ereignis-
se und Mechanismen weitgehend unbekannt sind. 90% der Bakterienlast akkumuliert
in der Leber und wird durch ortsstandige Makrophagen, den so genannten Kupffer-
zellen, bereits innerhalb der ersten 6h nach Inokulation vernichtet (Vazquez-Boland,
2001a). Die Uiberlebenden Bakterien invadieren als Hauptwirtszellen die Hepatozyten
und entziehen sich somit dem weiteren Abbau durch Makrophagen und anderer Im-
munzellen. Die Ausbreitung im Leberparenchym erfolgt durch Zell-zu-Zell-
Ausbreitung, Uber Kupfferzellen oder direkte Invasion. Im Mausmodell zeigte sich in-
nerhalb weniger Tage ein zunehmendes Wachstum der intrazellularen Bakterien
(Vazquez-Boland, 2001a). Am Anfang der Infektionsphase in der Leber werden
Neutrophile, durch Ausschittung bestimmter Chemokine der Hepatozyten, zu den In-
fektionsfoci gelockt und bilden kleine Mikroabszesse (Rogers, 1996; Rogers,1993).
Nach zwei bis vier Tagen werden die Neutrophilen durch Monozyten und Lymphozy-
ten zur weiteren Infektabwehr abgel6st, was zur Bildung charakteristischer Granulo-
me fuhrt (Heymer, 1988). Diese Granulombildung soll die weitere Dissemination der
Bakterien mdglichst verhindern. Durch weitere Aktivierung der angeborenen und er-
worbenen Immunabwehr, kann bei immunkompetenten Individuen L. monocytogenes
aus dem Organismus eliminiert werden. Dies stellt den vermutlich haufigsten Verlauf
der Infektion dar, betrachtet man sich die Allgegenwartigkeit des Pathogens und die
relativ seltene Erkrankung (Vazquez-Boland, 2001a; Portnoy, 1992a).

Kann die Infektion nicht durch eine adaquate Immunantwort des Wirts kontrolliert
werden, kann es zur unbeschrankten Proliferation von L. monocytogenes im Leber-
parenchym kommen und von hier ausgehend zur weiteren Freisetzung der Bakterien
in die Zirkulation. L. monocytogenes ist als Multisystem-Pathogen in der Lage Uber
den Weg der Septikdmie verschiedenste Organsysteme zu besiedeln. Im Gegensatz
zum Mausmodell zeigt sich bei der menschlichen Listeriose ein spezieller Organtro-
pismus fur den schwangeren Uterus und das ZNS als primére Zielorgane (Vazquez-
Boland, 2001a).
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Maternale Listeriosen sind meist mit dem zweiten und dritten Trimester der Schwan-
gerschaft assoziiert (Charlier, 2020). Bei Schwangeren zeigt sich vor allem im dritten
Trimenon eine verminderte zellvermittelte Immunitat, was ursachlich in der Verhinde-
rung der AbstoRung des semiallogenen Transplantat Fetus begrindet ist. Hierdurch
erhoht sich aber die Empfanglichkeit Schwangerer fir eine Listerieninfektion und ei-
ne Invasion von Trophoblastzellen durch L. monocytogenes wird moglich (Redline
1987; Redline, 1988; Lu, 1989). Die Infektion der Placenta fuhrt zur Ausbildung von
zahlreichen Mikroabszessen und einer fokal nekrotisierenden Villitis (Sarrut, 1967).
Nach Uberwinden der fetomaternalen Grenzfliche, was ebenfalls ein InlA-E-
Cadherin vermittelter Vorgang ist (Lecuit, 2004), kdnnen die Bakterien in den fetalen
Blutkreislauf gelangen und so zu schwerwiegenden neonatalen Infektionen, zur
Frihgeburtlichkeit oder zu Totgeburten fuhren.

Neben dem plazentaren Tropismus von L. monocytogenes ist das ZNS ein weiterer
Pradilektionsort der invasiven Listerieninfektion. Klinisch zeigt sich die listerielle ZNS-
Infektion am haufigsten als Meningitis, des Weiteren als Meningoenzephalitis oder
auch in Form von subkortikalen Abszessen (Lorber, 1997). Vermutlich existieren drei
verschiedene Infektionswege, die eine Besiedelung des ZNS ermdglichen. Zum ei-
nen geht man davon aus, dass die Bluthirnschranke via infizierter Leukozyten pas-
siert wird und zur Invasion des ZNS fuhrt, des Weiteren kommt es zur direkten Inva-
sion der Endothelzellen durch extrazellular im Blut transportierte Bakterien und zum
anderen vermutet man eine retrograde, also centripetale Migration von Bakterien ins
Gehirn via Axone von Hirnnerven (Drevets, 2008; Drevets, 2004a).

Die systemische Infektion ist gekennzeichnet durch eine Vermehrung der Bakterien
hauptséachlich in der Leber und der Milz, spater auch im Knochenmark (deBruijn,
1998; Join-Lambert, 2005). Wahrend der sekundaren Bakteriamie, die als Dissemi-
nation der Bakterien zu werten ist, kommt es zur Infektion des ZNS (Berche, 1995;
Join-Lambert, 2005). 90% der infizierten Phagozyten sind mononuklear und stam-
men vermutlich aus dem Knochenmark (Drevets, 2008; Drevets, 2004b; Drevets,
2004a; Join-Lambert, 2005). Die Uber die infizierten Monozyten im ZNS ankommen-
den Bakterien kdnnen via Zell-zu-Zellausbreitung Parenchymzellen, wie Endothelzel-
len und Neurone, invadieren oder Gber Mikroglia phagozytiert werden (Drevets, 2008;
Drevets, 1995; Dramsi, 1998).

In in-vitro Versuchen konnte eine direkte Invasion von mikrovaskularen Endothelzel-

len des Gehirns Uber eine InIB-vermittelte Aufnahme von L. monocytogenes gezeigt
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werden (Greiffenberg, 2000; Parida, 1998). InIB ist ebenfalls ein listeriales Oberfla-
chenprotein der Internalinfamilie. L. monocytogenes kann sich lange Zeit innerhalb
dieser mikrovaskularen Zellen replizieren ohne erkennbare L&asionen hervorzurufen,
so dass schwer infizierte Foci entstehen von denen aus sich die Bakterien interzellu-
lar ausbreiten (Greiffenberg, 1998). InlA scheint fiir die Uberwindung der Blut-Hirn-
Schranke keine Rolle zu spielen (Drevets, 2008).

L. monocytogenes besitzt die Fahigkeit parenchymale Gehirnzellen wie Astrozyten,
Oligodendrozyten oder Mikroglia zu infizieren, was in in-vitro Versuchen gezeigt wer-
den konnte. Hierbei scheinen Mikroglia, die am leichtesten zu invadierenden Zellen
zu sein. Neurone hingegen erschweren Listerien die Infektion (Dramsi, 1998; Dons,
1999). Trotzdem konnte eine periphere neuronale Infektion des N. trigeminus durch
L. monocytogenes bei Schafen und Ziegen nachgewiesen werden (Charlton, 1977).
Otter und Blakemore injizierten L. monocytogenes in den N. ischiadicus bei Mausen.
Dies fuhrte nach 7-12 Tagen zur Paralyse des Beins. Untersuchung des Rucken-
marks dieser Tiere zeigte Lasionen mit Infektion von Axonen und Neutrophilen (Otter,
1989). So kdnnen Listerien Uber die periphere Infektion von axonalen Neuronen

centripetal ins Gehirn migrieren (Drevets, 2008).
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Abbildung 31: Schematische Darstellung der Pathophysiologie der Listerieninfekti-
on. Uber die fakale Ausscheidung gelangt L. monocytogenes in den Boden. Uber die
kontaminierten Nahrungsmittel kommt es zur oralen Aufnahme der Listerien. Nach in-
testinaler Aufnahme kann es zum Bild der febrilen Gastroenteritis kommen oder zur
Ausbildung einer invasiven Listerioseerkrankung mit Translokation der Bakterien zu-
nachst vor allem in die Leber. Bei inadaquater Immunantwort kommt es zur Bakte-
riamie. Hieraus resultieren die drei haufigsten Krankheitsverlaufe, namlich Septika-
mie, Infektion des ZNS oder Infektion der Plazenta mit konsekutiver Infektion des Fe-
tus (Vazquez-Boland, 2001a).
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Abbildung 32: Pathophysiologie der Listeria monocytogenes Infektion
(Hoelzer,2012).
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4.9. Das Immunsystem und Listeria monocytogenes

49.1 Allgemeines

Die angeborene Immunantwort gegeniber L. monocytogenes stellt ein komplexes
Netzwerk dar, in welchem Cytokine, bakterizide Effektormechanismen und verschie-
dene Zelltypen wie Neutrophile, Makrophagen und NK-Zellen involviert sind (Portnoy,
1992a; Unanue, 1997b).

Als Effektoren der erworbenen Immunitat, welche bei einer L. monocytogenes-
Infektion komplett zellvermittelt ist (Bakardjiev, 2004), sind vor allem cytotoxische
CD8+-T-Zellen, als auch CD4+-T-Zellen zu nennen. Bei den CD4+-T-Zellen muss
zwischen einer Thl und einer Th2-Immunantwort unterschieden werden. Zur
Clearance einer L. monocytogenes-Infektion ist eine Th1-T-Zell-vermittelte Immunan-
twort notig (Pamer, 2004; Scholz, 2009). In der Schwangerschaft herrscht jedoch ei-
ne vor allem Th2-T-Zell-lmmunantwort vor. Diese Wandlung von einer Th1l-T-
Zellantwort zu einer vorherrschenden Th2-T-Zellantwort ist wichtig, damit eine Ab-
stoung des Feten verhindert wird (LeMonnier, 2006; LeMonnier, 2007; Mor, 2017;
Maudet, 2021). Somit scheint es nicht verwunderlich, dass auch eine hohe Zahl an
Th2-Cytokinen, namlich IL-10 und IL-4 in der Plazenta anzutreffen sind. Trotz der auf
zellularer Ebene vorherrschenden Th2-T-Zellantwort, sind vor allem die Th1-Cytokine
dominierender Bestandteil des Botenstoffpools bei der plazentaren Immunantwort
(Barber, 2005).

Die Th1l-Antwort ist gekennzeichnet durch eine frihe IFNy-Produktion, eine erhdhte
Phagozytenaktivitat, die Elimination des Antigens durch Makrophagen und durch Ak-
tivierung von cytotoxischen T-Zellen (Zinkernagel, 1998). Zwischen Thl-und Th2-T-
Zellen besteht eine reziproke Hemmung (Scholz, 2009).

Ein Grofteil des heutigen Kenntnisstandes tber die Mechanismen und Funktionen
der angeborenen als auch der erworbenen Immunantwort konnten durch experimen-
telle L. monocytogenes-Infektionen am Mausmodel in den letzten Jahrzehnten ge-
wonnen werden, beginnend mit den Versuchen von Mackaness (Mackaness, 1962)
in den friihen 1960er Jahren.

Listeria monocytogenes ist ein haufig benutztes Bakterium um immunologische Pro-
zesse bei Saugetieren zu beobachten und nachzuvollziehen, da es relativ einfach zu

kultivieren ist. Des Weiteren stellt die Arbeit mit diesem Bakterium kein hohes
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Sicherheitsrisiko dar und gewahrleistet eine hohe Vorhersehbarkeit in Bezug auf die
Infektion bei Labormé&usen (Pamer, 2004).

Das Mausmodell hat eine hohe Attraktivitat aufgrund der einfachen Reproduzierbar-
keit der Ergebnisse als auch der grof3en Verfugbarkeit von Versuchstieren inklusive
von so genannten Knock-out-Méausen (Zenewicz, 2007).

Auch andere Versuchstiere, allen voran Meerschweinchen tragen und trugen zum
besseren Verstandnis der immunologischen Ablaufe im Rahmen einer L. monocyto-
genes-Infektion bei, vor allem im Hinblick auf immunologische Prozesse im Rahmen
einer Schwangerschaft (Bakardjiev, 2004). Meerschweinchen eigenen sich v.a um
die Ablaufe der plazentaren Infektion durch L. monocytogenes zu verstehen, da die-
se Nagetiere ebenfalls einen hamochorialen Aufbau der Placenta aufweisen, &hnlich
wie bei Menschen (Bakardijev, 2006).

4.9.2 Angeborene Immunitét

Die angeborene Immunantwort ist essentiell fir eine frihe Kontrolle und Beherrsch-
barkeit einer Infektion durch Listeria monocytogenes. Hierbei spielen vor allem Mak-
rophagen eine zentrale Rolle zum einen als Wirtszellen von als auch als Effektorzel-
len gegen L. monocytogenes (Guleria, 2000).

Da als eine Hauptzielzelle der listerialen Vermehrung Makrophagen gelten, also die-
jenigen Zellen die sich diesem Pathogen als erstes in den Weg stellen, sind primare
Infektionsorte makrophagenreiche Organe wie Leber und Milz (Mackler, 2003).
Neben den Makrophagen spielen auch Neutrophile eine wichtige Rolle bei der initia-
len Kontrolle der Listerieninfektion. Neben der sofortigen Abtotung der Bakterien
schitten diese Zellen Chemokine wie CSF-1 und MCP-1 aus (Guleria, 2001), diese
wiederum lésen eine Rekrutierung von weiteren Makrophagen an den Infektionsherd
aus. So werden bis zu 95% der Erreger bereits durch die initialen Effektorzellen,
Makrophagen und Neutrophile, eliminiert (Unanue, 1996; Unanue, 1997a).

Die aktivierten Makrophagen sezernieren IL-12 und IL-18. Diese Immunmediatoren
bewirken eine INFy- Ausschittung von korrespondierenden Immunzellen. Hierbei
waren zu nennen: NK-Zellen, Makrophagen, B-Zellen, dendritische Zellen, CD8+-T-
Zellen als auch CD4+-T-Zellen mit Thl-Differenzierung.Auch andere Chemokine ne-
ben IL-12 und IL-18 wie IL-21, IL-23 oder IL-27 kdonnten eine Nebenrolle bei der
IFNy-Ausschittung spielen (Berg, 2005).
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Als wichtigste IFNy-sezernierende Zellen in der Frihphase der L. monocytogenes —
Infektion sind T-Zellen, insbesondere CD8+-T-Zellen, zu nennen und nicht NK-Zellen
wie bisher angenommen (Berg, 2005). Neben den NK-Zellen und den T-Zellen wur-
den erst kirzlich die so genannte NKDC-Zellen, Zellen welche als multifunktionale
Zellen auftreten, ausgestattet mit den Attributen von NK-Zellen und dendritischen
Zellen, als Immunzellen bei Mausen beschrieben, welche grofle Mengen an IFNy
produzieren. Ein menschliches Korrelat zu den NKDC-Zellen konnte bisher noch
nicht entdeckt werden, allerdings Ubernehmen menschliche NK-Zellen die Aufgabe
einer up-Regulation dendritischer Zellen, sowie die Proliferationsstimulation von
CD4+- und CD8+-T-Zellen. Die NKDC-Zellen scheinen am frihesten IFNy auszu-
schitten, also noch vor NK-Zellen oder T-Zellen. NKDC-Zellen kdnnen klassische
NK-Zielzellen lysieren, Ag aufnehmen und prozessieren als auch naive T-Zellen sti-
mulieren (Plitas, 2007).

Die Rolle der uterinen NK-Zellen muss jedoch kritisch betrachtet werden, da auch IL-
15 defiziente Méause, ein Cytokin welches fir Wachstum und Maturation der NK-
Zellen entscheidend ist, eine adaquate Immunantwort gegentber L. monocytogenes
aufbauen (Barber, 2003).

Die IFNy-Sekretion spielt eine entscheidende Rolle sowohl bei der angeborenen als
auch bei der erworbenen Immunantwort gegentber intrazellularen Bakterien. Zum
einen kommt es zur Steigerung der Thl-lImmunantwort, zum anderen zur weiteren
Makrophagenaktivierung, des Weiteren wird die Antigenprasentation durch MHC |-
und MHC II- Expression erhéht und eine Proliferation von Th2-Zellen gehemmt
(Shtrichman, 2001; Berg, 2005).

IFNy-defiziente Mause zeigen eine hohe Empfanglichkeit gegentber einer L. mono-
cytogenes-Primarinfektion. IFNy spielt wohl eine untergeordnete Rolle bei der Rein-
fektion mit L. monocytogenes (Harty, 1995a; Zenewicz, 2007). Bei genetisch beding-
ten Rezeptordefekten als auch Autoantikbrpern gegentber IFNy besteht ebenfalls
eine erhohte Empfanglichkeit gegeniber einer L. monocytogenes-Infektion (Plitas,
2007).

Ein weiteres Standbein der angeborenen Immunantwort scheint die TLR (toll-like-
receptor) - Erkennung zu sein. Im Mausmodell konnten bisher elf verschiedene
TLR’s identifiziert werden. TLR"s werden durch viele verschiedene Immunzellen ex-
primiert, darunter auch Makrophagen. Es existiert eine Vielzahl bakterieller und vira-

ler Liganden fir die verschiedenen TLR’s. Die Erkennung eines Liganden Uber einen
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TLR fuhrt zur Aktivierung von Immunzellen und zur gesteigerten Ausschuttung ver-
schiedener inflammatorischer Zytokine (Zenewicz, 2007).

Prototyp der TLR-Liganden sind Lipopolysacharide, welche von L. monocytogenes
jedoch nicht exprimiert werden. Dafur zeigen sich bei L. monocytogenes eine Viel-
zahl anderer TLR-Liganden, wie Peptidoglycan, Flagellin oder auch bakterielle DNA.
Aufgrund der Vielzahl von TLR-Liganden spielt eine mangeinde bzw. fehlende Er-
kennung eines einzelnen Liganden keine wesentliche Rolle.

Die TLR-Erkennung fuihrt zur Initiation einer Signalkaskade mit Trankriptionsaktivie-
rung des Kernfaktors kB (NF-kB), was letztlich in einer weiteren Cytokinausschuttung
und einer gesteigerten Antigenprasentation resultiert. Wichtigster TLR bei der L. mo-
nocytogenes-Infektion ist der TLR2. TLR2-defiziente Makrophagen sekretieren signi-
fikant weniger TNFa, IFNy und IL-12. Bei TLR2-defizienten Mausen konnte nur eine
geringe Steigerung der bakteriellen Last im Vergleich zum Wildtyp beobachtet wer-
den. Allerdings zeigen Mause, denen das Schliussel-Adaptor-Molekiul MyD88, wel-
ches fur die Signalkaskade verschiedener TLR’s wichtig ist, fehlt, eine deutlich er-
hohte Empfanglichkeit beziglich einer L. monocytogenes-Infektion (Seki, 2002;
Edelson, 2002). Somit tragt die TLR-Erkennung bei der angeborenen Immunabwehr

gegenuber dem Pathogen L. monocytogenes bei.

493 Erworbene Immunitat

Die fur L. monocytogenes spezifische erworbene Immunantwort folgt der angebore-
nen Immunantwort. Hierbei spielen vor allem dendritische Zellen als Bindeglied zwi-
schen angeborener und erworbener Immunantwort eine wichtige Rolle. Dendritische
Zellen (DC) induzieren die T-Zell-vermittelte Immunantwort. DC-defiziente Mause
sind unfahig eine CD8+-T-Zell Antwort gegentber einer Infektion zu generieren
(Medzhitov, 2001).

Zur initialen Kontrolle einer L. monocytogenes Infektion ist die angeborene Immunan-
twort zwingend erforderlich, die letztendliche Sauberung des Organismus von diesem
Bakterium bleibt jedoch der erworbenen T-Zell-Antwort vorbehalten.

Wichtigster Schritt ist zunachst das Erkennen einer Infektion durch das Immunsys-
tem, wobei die spezifische erworbene Immunantwort durch die Antigenprasentation
via MHC | an CD8+-T-Zellen bzw. MHC |l an CD4+T-Zellen gewahrleistet wird.
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Die CD8+-cytotoxischen T-Zellen scheinen hierbei eine Hauptrolle zu spielen
(Bakardjiev, 2004). Zum einen lysieren sie die infizierte Zielzelle durch Ausschittung
von Perforinen und Granzymen und zum anderen kommt es durch Sekretion von
IFNy zur weiteren Makrophagenaktivierung (Harty, 2002).

Die Wirkungsweise der CD4+-T-Zellen ist weniger gut verstanden. Man nimmt an,
dass L.m. eine starke Thl-Antwort hervorruft und dass diese L. monocytogenes-
spezifischen CD4+-T-Zellen ebenfalls durch IFNy-Ausschittung zur weiteren Makro-
phagenaktivierung beitragen.

Die Infektion mit L. monocytogenes fuhrt zur Bildung von CD8+-Memory-Zellen. Bei
erneuter L. monocytogenes Infektion kommt es zur schnellen Ged&achtnis-T-Zell-
Aktivierung an den Infektionsort, so dass durch Ausschuttung von IFNy und durch di-
rekte Toxizitat durch Sekretion von Perforin die Infektion schnell kontrolliert und die
Bakterien eliminiert werden kénnen (Daugelat, 1994).

Bereits seit den 1960er Jahren durch die Versuche von Mackaness war klar, dass die
humorale Immunantwort in der Bek&mpfung der Listerioseinfektion keine grof3e Rolle
spielt.

Dieses alte Paradigma wurde durch Versuche von Edelson et al. (Edelson, 1999) in
Frage gestellt, denn es konnte gezeigt werden, dass im Mausmodell ein monoklona-
ler Antikdrper gegen Listeriolyin O (LLO), die Resistenz des Wirts gegenuber einer
Listerieninfektion erhéht. Maglicherweise tragt der humorale Arm der Immunantwort
zum Schutz gegen eine Listerieninfektion bei, wobei dem LLO eine Schlisselrolle
zuzukommen scheint.

Des Weiteren scheinen B-Zellen fir den Erhalt von CD8+-Gedé&chtniszellen, die wéh-
rend einer Infektion gebildet wurden, wichtig zu sein (Shen, 2003).

Abschliel3end lasst sich festhalten, dass die erworbene Immunantwort gegeniber

dem Pathogen Listeria monocytogenes eine fast ausschlie3lich zellvermittelte ist.

4.9.4 Spezielle Anpassungsvorgange des Immunsystems wahrend der

Schwangerschaft

Die menschliche Reproduktion stellt eigentlich ein immunologisches Paradoxon dar.
Aufgrund der véterlicherseits begrindeten Alloantigene des Fetus musste diese Tat-
sache zur Aktivierung der zellvermittelten Immunantwort bei der Mutter fuhren
(Bakardjiev, 2004). Bereit seit 1953 wird die Schwangerschaft als Stadium der
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Immunuppression betrachtet (Wegmann, 1993; Raghupathy, 2001; Bakardjiev,
2006). Zentrales immunologisches Problem in der Schwangerschatft ist, einen Weg
zu finden eine plazentare Infektion zu bek&dmpfen ohne gleichzeitig eine Abstol3ungs-
reaktion des Feten zu induzieren (Mackler, 2003). Im Mausmodell lasst sich dieses
Problem teilweise durch die Abwesenheit von Makrophagen und T-Zellen im Bereich
der fetomaternalen Grenzflache erklaren, so dass keine aggressive, lokale Immun-
antwort ausgelost wird (Redline, 1989). Diese Immunzellen sind jedoch essentielle
Bestandteile der systemischen Immunitat gegentber intrazellularen Pathogenen wie
L. monocytogenes (Edelson, 2000). Zu den wichtigsten Vertretern von intrazellularen
Organismen neben L. monocytogenes, welche eine fetoplazentare Infektion verursa-
chen kdnnen, zdhlen unter den Viren CMV, ParvoVirus B19, Rdételn-Virus und HIV
(Bakardjiev, 2004), unter den parasitaren Erregern Toxoplasma gondii und Plasmo-
dium falciparum, sowie unter den Bakterien Chlamydia psittaci und Coxiella burnetti
(LeMonnier, 2007).

Beim Menschen spielen als Haupteffektorzellen der Immunabwehr gegeniber L. mo-
nocytogenes Neutrophile im Bereich der fetomaternalen Grenzflache eine entschei-
dende Rolle, des Weiteren scheint den Trophoblastzellen ebenfalls eine wichtige Rol-
le zuzukommen, um eine fetale Infektion abzuwehren (Guleria, 2000).

Das maternale Immunsystem erfillt in der Schwangerschaft eine Doppelaufgabe,
namlich zum einen das semiallogene Transplantat Fetus nicht abzustof3en und zum
anderen Mutter und Fetus vor einer Infektion zu schiitzen (Bakardjiev, 2005). Dies er-
folgt zum einen durch eine effiziente angeborene Immunantwort, zum anderen durch
Suppression der T-Zell-vermittelten Immunitat (Sacks, 1999; Raghupathy, 2001;
Wegmann, 1993). Diese Tatsache scheint ein Grund fir die erhdhte Inzidenz an Lis-
terioserkrankungen in der Schwangerschaft zu sein. AulBerdem kommt in der
Schwangerschaft auch die Verschiebung der Th1l-T-Zellantwort hin zu einer Th2-T-
Zellantwort mit einer konsekutiv schlechteren bakteriellen Clearance zum tragen. Der
Hohepunkt der Downregulation der zellularen Immunitat findet sich zwischen der 26.-
30. Schwangerschaftswoche (Lorber, 1997). Schwangere weisen eine ca. 17fach
(Southwick, 1996) bis 20fach (Lecuit, 2004) héhere Inzidenz beziglich einer Listeri-
eninfektion auf und stellen ca. 60% aller Listeriosefélle bei unter 40jahrigen dar
(Wing, 2002).

Uber den Weg der intestinalen Aufnahme des Pathogens kommt es zunachst zur

Besiedlung von makrophagenreichen Organen wie Leber und Milz als Pradilektions-
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orte der Listerieninfektion, wobei kein Unterschied beztiglich des bakteriellen Wachs-
tums in diesen Organen bei schwangeren bzw. nicht-schwangeren Mausen gezeigt
werden konnte (LeMonnier, 2006). Uber einen sekundéaren Infektionsweg kann es
zur Besiedelung des Gehirns kommen infizierte Monozyten kénnen die Blut-Hirn-
Schranke tGberwinden (Drevets, 2004a) und dort eine ZNS-Infektion auslésen, wobei
dieses Phanomen nur bei immunkompromittierten bzw. alten Individuen zu beobach-
ten ist. Ahnliche Mechanismen der ZNS-Infektion finden sich auch bei Salmonella ty-
phimurium oder Toxoplasma gondii (Bakardjiev, 2005).

Nicht-schwangere Meerschweinchen konnten die Infektion innerhalb von 3 Tagen
beherrschen ohne Nachweis einer Bakteriamie (Bakardjiev, 2006). Bei schwangeren
Meerschweinchen kam es tUber den Weg der initialen Bakteriamie zur schnellen Be-
siedelung der Plazenta (Southwick, 1996; Siegmann-Igra, 2002). Der Tropismus des
Bakteriums fur eine Besiedelung der Plazenta konnte im Meerschweinchenmodell
nachvollzugen werden, wohingegen dieser Tropismus im Mausmodell nicht evident
war, was vermutlich mit dem unterschiedlichen plazentaren Aufbau zu tun hat
(Bakardjiev, 2005; Bakardjiev 2006). Beim Menschen hat dieser Tropismus neben
dem ZNS aber weiterhin Bestand (Lecuit, 2005, Charlier, 2020). Klar ist jedoch, dass
falls sich das Bakterium in der Plazenta ansiedeln kann, und hierflr genigt ein einzi-
ges (Redline, 1987; Hamrick, 2003), es zur raschen plazentaren Infektion mit mégli-
cher konsekutiver Infektion des Fetus kommit.

Die Plazenta, ein an sich vor Infektionen geschitztes Organ, stellt fir das Wachstum
der Listerien eine relativ sichere Nische dar. Hierbei kommt es zu einem im Vergleich
zu anderen mutterlichen Organen unverhaltnismalig hohem Anstieg der Bakterien-
zahl. Diesbezuglich missen verschiedene Moglichkeiten in Betracht gezogen wer-
den. Zum einen kdnnte ursachlich hierflr eine gesteigerte bakterielle Replikation ver-
antwortlich sein, zum anderen eine verminderte bakterielle Clearance oder auch die
Einschwemmung neuer Listerien aus anderen Organen (Bakardjiev, 2006). Durch
Experimente an Meerschweinchen konnte allerdings gezeigt werden, dass weniger
als 10 Bakterien die Plazenta ausgehend von anderen Organen innerhalb der ersten
24-48h post infectionem besiedeln, so dass dieser Mechanismus fiir den unverhalt-
nismafig hohen Anstieg der Listerien in der Plazenta nicht in Frage kommt (Bakar-
djiev, 2006). Die Kolonisation und Replikation in der Plazenta scheint ein sehr inef-

fektiver Mechanismus zu sein, wenn man sich die Zahl der CFU’s (colony forming
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units) in den ersten Stunden der Infektion ansieht, so dass eine erhdhte Replikations-
rate nicht hauptursachlich fir das exponentielle Wachstum in der Plazenta ist.
Hauptverantwortlich fur den Listerienanstieg in der Plazenta ist die mangelnde bakte-
rielle Clearancefunktion derselben, so dass die Plazenta als schwelender Entziin-
dungsherd anzusehen ist. Ausgehend von der infizierten Plazenta kommt es zur bak-
teriellen Aussaat zurtick in die mutterlichen Organe in relativ hoher Zahl (> 105), so
dass die infizierte Plazenta der Hauptfaktor fur die Aussaat der Listerien zuriick in die
mutterlichen Organe ist. Solange die Infektionsdosis niedrig ist bzw. gehalten wer-
den kann, ist eine Fortsetzung der Schwangerschaft und die Niederkunft eines ge-
sunden Fetus moglich. Sollte dies jedoch nicht méglich sein, stellt die Ausstof3ung
der Plazenta die einzige Moglichkeit dar, eine bakterielle Aussaat in mutterliche Or-
gane zu verhindern. So gesehen stellen, Uberspitzt formuliert, Spontanaborte oder
auch dieFruhgeburtlichkeit einen Uberlebensmechanismus fir die Mutter dar (Bakar-
djiev,2004; Maudet, 2021). Um die Infektionsmechanismen zu verstehen, welche n6-
tig sind um eine plazentare Besiedlung und letztlich tber den Weg der vertikalen
Transmission eine fetale Infektion hervorzurufen, wurden zum einen Versuche mit
Meerschweinchen, als auch Versuche am Mausmodell durchgefiihrt. Da es sich bei
einer Listerioseerkrankung meist um eine Infektion, welche via gastrointestinaler Auf-
nahme des Pathogens erworben wird, handelt (Parkash, 1998; Schuchat, 1992) und
dieser Infektionsweg experimentell nur schwer reproduzierbar ist, erfolgten die Infek-

tionen per i.v.-Inokulation mit exakt festgelegten Infektionsdosen.

495 Die Rolle des Trophoblasten im Rahmen der vertikalen Transmis-

sion

Die Plazenta von Mensch und Meerschweinchen hat einen &hnlichen Aufbau. Es
handelt sich um eine hAmochoriale Plazenta, wobei die fetomaternale Grenzschicht
aus einem einschichtigen Trophoblastzelliberzug gebildet wird (Leiser, 1994). Bei
Mausen besteht diese Grenzzone aus drei Schichten von Trophoblastzellen. Dies
kénnte der Grund sein, warum bei Mausen héhere i.v.-Inokulationsdosen nétig sind,
um eine plazentare Infektion hervorzurufen als beim Meerschweinchen (Hamrick,
2003), spekulativ kénnte dies auch fur die humane Plazenta angenommen werden.

Diese Trennschicht welche aus fetalen Trophoblastzellen gebildet wird und als phy-

siologische Barriere zwischen matterlichen und fetalen Kreislauf fungiert (LeMonnier,
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2006), spielt eine zentrale Rolle bei der vertikalen Transmission von Pathogenen, al-
so der transplazentaren Infektionsuibertragung auf den Feten. Der Trophoblast agiert
als eine schwangerschaftsspezifische Komponente des angeborenen Immunsys-
tems. Gleichzeitig stellt er eine der ersten Targetzellen fir intrazellulare Pathogene
wie L. monocytogenes dar (LeMonnier, 2006; Guleria, 2000). Als Zielzellen sind zum
einen der Syncytiotrophoblast als auch extravillése Trophoblastzellen zu nennen
(Robbins, 2010, Lecuit 2004, Charlier, 2020). Vermutlich stellen die EVT's die Ziel-
zellen der Listerioseinfektion in der Frihschwangerschaft dar (Charlier, 2020). Die
Eintrittspforte flr eine maternale Listerieninfektion ist spezies-spezifisch, was in der
Interaktion von InlA mit dem E-Cadherinrezeptor gezeigt werden konnte. Diese Inter-
aktion, die sowohl in menschlichen Zelllinien, als auch bei Meerschweinchen gezeigt
werden konnte, existiert nicht fur das E-Cadherin im Mausmodell. Durch einen einzi-
gen Basenaustausch in Position 16 (beim Mensch Prolin, bei der Maus Glutamat)
funktioniert dieser Rezeptormechanismus nicht (Lecuit, 1999; Charlier, 2020). Ahnli-
ches konnte bei der InIB-cMet Rezeptorbindung in Hepatocyten aufgezeit werden
(Khelef, 2006).

Trophoblastzellen erfillen ahnliche Aufgaben wie Makrophagen und regulieren die
lokale Immunantwort. Sie sind in der Lage zu phagozytieren, zu syncytialisieren, ver-
schieden Cytokine und Proteine zu synthetisieren als auch hierfiir verschiedene Re-
zeptoren zu expremieren. Trophoblastzellen reagieren auf CSF-1 und sezernieren
MIP-2 und KC und fihren somit zur Stimulation einer Neutrophilenrekrutierung (Ama-
rante-Paffaro, 2004; Rossant, 2001).

Die Infektion des Trophoblasten stellt einen kritischen Schritt bei der Listerieninfekti-
on dar. Zum einen kann die Infektion durch direkte Invasion des Erregers in die Tro-
phoblastzelle erfolgen, zum anderen durch Zell-zu-Zell-Ausbreitung ausgehend von
matterlichen Makrophagen bzw. anderer phagozytotisch aktiver Zellen, wie Neutro-
phile (Rossant, 2001).

495.1 Direkte Invasion von Trophoblastzellen

Internaline, hier v.a. Inl A und InIB, erméglichen die bakterielle Adhasion und letztlich
Internalisation des Pathogens in eine nicht-phagozytierende Wirtszelle. InlA besitzt
eine hohe Affinitdt zu E-Cadherin (Lecuit, 2004). Am wichtigsten ist dieser Mecha-

nismus bei der intestinalen Aufnahme von Listeria monocytogenes, scheint aber
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auch eine gewisse Rolle bei der plazentaren Invasion des Erregers zu spielen, wo E-
Cadherin im Bereich der fetomaternalen Grenzflache nachgewiesen werden konnte.
Durch Versuche mit InlA-defizienten L. monocytogenes-Stammen wurde belegt, dass
die Infektion mit der InlA-Mutante zu einer 10fach geringeren Invasion von Tro-
phoblastzellen flhrte als eine Infektion mit einem Wildtyp-L. monocytogenes-Stamm
(Bakardjiev, 2004; Lecuit, 2004).

Im Rahmen der direkten Invasion von L. monocytogenes scheint vor allem InlA die
entscheidende Rolle zu spielen, da bei InIB-defizienten L. monocytogenes-Stammen
kein Unterschied bezlglich des plazentaren Wachstumsmusters zum Wildtyp be-
steht. Dies wurde durch Versuche mit menschlichen BeWo-Zelllinien (Chorion-Ca-
Zelllinie) als auch in Infektionsmodellen mit prim&ren menschlichen Trophoblastzellen
bestatigt.

Im Gegensatz zum Mausmodell konnten an BeWo-Zellen als auch an Knock-in M&au-
sen KIE16P (Austausch von Glutamat gegen Prolin an Position 16 des inlA) gezeigt
werden, dass sowohl InlA als auch InIB an der Invasion in Syncytiotrophoblastzellen
als auch bei der Infektion des Fetus involviert sind und zur massiven fetalen Letalitat
bei oraler Infektion beitragen (Disson, 2008). InlA und InIB mit ihren Rezeptoren E-
Cad bzw. c-Met agieren in einer eng verbundenen und voneinander abhéngigen Art
und Weise. InlA fuhrt zur Bindung von L.m. an E-Cadherin an die Wirtszellwand-
membran. Die InlA getriggerte Internalisation in die Wirtszelle ist abhangig von PI3-K.
P13-K wird durch die Bindung von InIB und c-Met aktiviert. Im Gegensatz zu Intesti-
nalzellen liegt PI3-K in einer inaktiven Form in Syncytiotrophoblastzellen vor, so dass
die Aktivierung von PI3-K von entscheidender Bedeutung fur die Durchbrechung der
Plazentbarriere ist (Charlier, 2020; Gessain, 2015).
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Abbildung 33: Durchbrechen der Plazentabarriere
A: Plazentaschranke (Syncytiotrophoblast) zwischen mutterl. Blut und Fetus

B: Listeria monocytogenes Anheftung tber InlA an E-cadherin und Inl-B -cMet ver-
mittelte Aktivierung von PI13-K

(Charlier, 2020)
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4.9.5.2. Zell-zu-Zell-Ausbreitung im Rahmen der vertikalen Transmission

Die direkte Zell-zu-Zell-Ausbreitung scheint der wichtigste Mechanismus fir die
transplazentare und letztlich dann mdgliche fetale Infektion zu sein. Nach Aufnahme
von L. monocytogenes in die Wirtszelle und Entkommen des Erregers aus der Pha-
gozytose-Vakuole per Bildung von Listeriolysin (LLO), einem Poren-formenden Cyto-
lysin (Alouf, 2001), wird durch das bakterielle Oberflachenprotein ActA die Polymeri-
sation von Aktinfilamenten des Wirts im Cytoplasma induziert (Charlier, 2020). Hier-
durch bilden sich so genannte Pseudopodien, also Zellprotrusionen, in denen sich
die replizierten Bakterien sammeln und auf diese Weise unter Bildung einer doppel-
wandigen Vakuole von der Nachbarzelle aufgenommen werden. Hier beginnt dann
der Lebenszyklus erneut (Welch, 2002).

Um die Zell-zu-Zell-Ausbreitung zu gewahrleisten, steht zunachst das bakterielle
Wachstum in der Plazenta im Vordergrund. Durch Vergleichsbeobachtungen mit
LLO-defizienten—Mutanten im Vergleich mit Wildtyp-Stammen von L. monocytogenes
im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass in Abwesenheit von LLO nur 10% der
Plazenten eine Infektion nach dreitagiger Beobachtung aufwiesen und es nie zu ei-
ner fetalen Infektion kam. Ein fortschreitendes plazentares Wachstum blieb ebenfalls
aus, dem vermutlich liegt das mangelnde Entkommen der Bakterien aus dem Phago-
som zugrunde (LeMonnier, 2007).

L. monocytogenes-Stamme, welche eine ActA-Defizienz aufwiesen, zeigten im Ver-
gleich zu Wildtyp-Stammen eine um bis zu 50% geringere plazentare Infektion nach
zwei Tagen Beobachtungszeit. Eine fetale Infektion trat mit einer Verzégerungszeit
von zwei-drei Tagen im Vergleich zur Wildtyp-Infektion auf. ActA gewahrleistet die ef-
fektive Zell-zu-Zell-Ausbreitung, die den Hauptmechanismus im Hinblick auf die pla-
zentare Infektion darstellt. Nur in Anwesenheit von ActA konnte eine effektive fetale
Infektion nachgewiesen werden, so dass diesem Virulenzfaktor die Schlisselrolle in
der vertikalen Transmission zukommt (LeMonnier, 2007).

Ein weiterer Virulenzfaktor, nadmlich InlP, spielt bei der Besiedelung und Infektion der
Plazenta eine Rolle (Faralla, 2016). Es interagiert mit Afadin, einem zytoplasmati-
schen Protein, das fur Zellverbindungen wichtig ist (Faralla, 2018). inlP Deletionsmu-
tanten zeigten eine abnehmende Infektion in Leber, Milz und Uterus bei i.v. Inokulati-
on von Mausen, was zu dem Schluss flhrt, dass es nicht nur einen Placentatropis-

mus zeigt (Faralla, 2016).
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Abbildung 34: Die transplazentare Infektion der Placenta tUber den Blutstrom

EVT extravilléser Trophoblast, Ct Cytotrophoblast, ST Syncytiotrophoblast, BM Ba-
salmembran, FC fetale Kapillaren, DD Decidua, IS Intervilléser Raum, STR Villéses

Stroma, gelb dargestellt L. monocytogenes (Vazquez-Boland, 2017).

4.9.6. Die plazentare Immunantwort in ihrer Gesamtheit

Die uteroplazentare Einheit stellt ein immunologisch privilegiertes Organsystem im
menschlichen Korper dar, da fetales Gewebe, welches an anderer Stelle im Koérper
transplantiert wird, von diesem abgestol3en wird (Barber, 2005). GroRRenteils kann
das Phanomen des fetalen Uberlebens durch Abwesenheit cytotoxischer T-Zellen in
der Plazenta bzw. deren Aktivitdtssuppression erklart werden. Trotzdem muss eine
effektive erworbene lokale Immunitat gewéahrleistet werden, um eine wirkungsvolle
Clearance des Erregers zu bewerkstelligen.

Eine frih greifende angeborene Immunantwort ist Voraussetzung zur effektiven Be-
kampfung von L. monocytogenes. Friihe Effektorzellen sind hierbei Neutrophile, wel-
che durch Ausschittung bestimmter Cytokine an den Infektionsfokus gelockt werden.
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Neben infizieten Makrophagen wird diese Chemokin-Ausschittung durch Tro-
phoblastzellen tbernommen (Maudet, 2021).

Durch die Bildung von CSF-1, welches in hoher Konzentration durch das Ute-
rusepithel im Bereich der fetomaternalen Grenzflache unter dem Einfluss von Estro-
gen und Progesteron gebildet wird, kommt es zum Wachstumsstimulus fir Makro-
phagen (Mackler, 2003; Pollard, 1987), zur Neutrophilenrekrutierung und zur Aus-
schittung von KC und MIP-2 (Homologe von IL-8) durch den aktivierten Trophoblas-
ten, welcher CSF-Rezeptoren besitzt. KC und MIP-2 fiihren zur Neutrophilenrekrutie-
rung innerhalb der ersten 24h post infectionem, wodurch bis zu 95% der Infektions-
herde eliminiert werden kdnnen (Barber, 2005). CSF-1 sensible Trophoblasten sind
demzufolge Mitorganisatoren der angeborenen Immunantwort im Bereich der fetoma-
ternalen Grenzflache (Guleria, 2000).

In Abwesenheit von CSF-1 zeigten sich schwangere Mause sehr empfanglich fur ei-
ne Listerieninfektion, d.h. die Immunantwort gegen L. monocytogenes im miuitterli-
chen Gewebe ist abhéangig von der Anwesenheit von CSF-1 (Qiu, 2009).

Wahrend der Schwangerschaft expandieren CD4+CD25+-T-Zell-Populationen, wel-
che regulatorische Funktionen besitzen. Diese Zellen sind erforderlich um eine cyto-
toxische T-Zellantwort gegeniber dem Allotransplantat Fetus zu verhindern (Sasaki,
2004). Wichtiger Schritt hierbei ist eine pradominante Thl-Cytokinausschittung
(Barber, 2005; Barber, 2006; Unanue, 1996). Durch Thl- Zellen werden IL-12, IL-18
sowie TNFa in groRer Menge im Bereich der fetoplazentaren Grenzflache in der
Frihphase der Infektion ausgeschiittet (Guleria, 2000). 24h nach der IL-12, IL-18 und
der TNFa-Ausschuttung, welche ihren Gipfel 24h post infectionem erreicht, kommt es
zu einem Anstieg von IFNy. TNFa und IFNy werden fur eine adaquate plazentare
Immunantwort gegentiber L. monocytogenes bendétigt. In Abwesenheit dieser beiden
Cytokine zeigten sich 48h post infectionem signifikant hohere Bakterientiter und infi-
zierte Plazenten. IFNy wird durch verschiedene Immunzellen synthetisiert, wobei als
Hauptproduzenten T-Zellen und NK-Zellen gelten (Berg, 2005; Maudet 2021). NK-
Zellen kbnnen L.m. auch Uber ein direktes Einbringen von Granulysin, einem antimik-
robilellen Peptid, abtéten (Maudet, 2021). Durch IFNy wird die Th1-Immunantwort
gesteigert, die Aktivierung der Makrophagen erhdht sowie die Proliferation von Th2-
Zellen gehemmt (Berg, 2005; Shtrichman, 2001). Makrophagen und dendritische Zel-

len steigern unter dem Einfluss von IFNy die Antigenexpression gegenuber spezifi-
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schen cytotoxischen T-Zellen (Guleria, 2001). Diese T-Zellen werden aber nicht in
Richtung Dezidua rekrutiert (Redline, 1987; Guleria, 2000).

IFNy induziert die Bildung von IDO (Indolamin 2,3-dioxygenase), einem Enzym des
Tryptophankatabolismus, in der Dezidua (Mackler, 2003). IDO ist notwendig fur die
Suppression der T-Zellantwort gegentber dem Allotransplantat Fetus. Eine Inhibition
dieses Enzyms bewirkt die T-Zell vermittelte AbstoRung des Feten, teilweise ge-
schieht dies komplementvermittelt (Mellor, 2001a; Mellor, 2001b). IDO spielt vermut-
lich auch eine Rolle im Rahmen der angeborenen Immunantwort wie z.B. durch Bil-
dung von toxischen Metaboliten oder Tryptophanentzug, was im Rahmen einer
Chlamydieninfektion zum Absterben dieses Pathogens fihrt. Im Rahmen der L. mo-
nocytogenes Infektion nitzt die Plazenta die toxischen Metaboliten zur Abwehr von
L. monocytogenes (keine Tryptophanauxotrophie bei L. monocytogenes) (Barber,
2005). Ein basaler Level von plazentarer IDO-Produktion reicht vermutlich aus um
eine effektive T-Zellbarriere zu errichten. Neben der plazentaren IDO-Produktion
durch Deziduazellen wird IDO auch durch CSF-1 stimulierte Makrophagen, dendriti-
sche Zellen und Trophoblastzellen expremiert. Hierdurch tbt IDO eine immunregula-
torische Funktion aus (Mackler, 2003).
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Abbildung 35: Plazentare Immunantwort im Mausmodell (Barber, 2005)
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Abbildung 36: Angeborene Immunantwort auf Plazentalevel (Maudet, 2021).
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4.10 Klinik

4.10.1 Klinische Erscheinungsbilder der Listeriose

Die menschliche Listerioseerkrankung ist im Vergleich mit der hdufigen Konfrontation
des Organismus mit dem Pathogen ein seltenes Ereignis. L. monocytogenes kann
zwei vollig unterschiedliche Krankheitsverlaufe verursachen.
Bei gesunden Erwachsenen kann die Aufnahme hochkontaminierter Lebensmittel ei-
ne febrile, selbstlimitierende Gastroenteritis hervorrufen.
Bei Menschen mit einer reduzierten zellvermittelten Immunitat, wie z.B. Schwangere,
oder immunsuppremierten Personen, wie Patienten mit vor allem hamatologischen
Malignomen, Organtransplantierte oder Personen unter Kortikoideinnahme, genauso
wie HIV- bzw. AIDS-Patienten, Menschen, die einer bestimmten Altersgruppe ange-
héren, namlich Neugeborene und &ltere Menschen (>55-60Jahre) und Personen mit
Grunderkrankungen wie Lebererkrankungen, Nierenerkrankungen, Diabetes mellitus
oder Kollagenosen, kann eine Listerieninfektion zu einer schwerwiegenden, lebens-
bedrohlichen Erkrankung fuhren. Klinisch findet man am haufigsten ZNS-Infektionen,
eine Bakteriamie oder schwerwiegende Mutter-Kind-Infektionen (Lecuit, 2005; Lor-
ber, 1997).
Da die Listeriose eine seltene Erkrankung ist, die jedoch ein schwerwiegendes
Krankheitsbild mit einer case-fatality Rate von bis zu 30% verursachen kann, ist es
wichtig bei folgenden Konstellationen die Listeriose als Differentialdiagnose in Erwa-
gung zu ziehen, um eine frihzeitige Behandlung gewahrleisten zu kénnen (Lorber,
2007):
e bei einer Septikamie oder Meningitis bei Kindern, die junger als zwei Monate
sind
e bei einer Meningitis oder einer parenchymalen Gehirninfektion bei Erwachse-
nen
(a) mit hamatologischen Malignomen, AIDS, Organtransplantation, immun-
suppressiver Therapie mit Kortikosteroiden oder Anti-TNF-Praparaten

(b) mit subakuter Symptomprasentation

(c) >50 Jahren

(d) mit Gram-positiven Bakterien im Liquor

e bei einer simultanen Infektion von Meningen und Gehirnparenchym
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e bei subkortikalen Gehirnabszessen
e bei Fieber in der Schwangerschaft
e beiin der Gram-Farbung oder Kultur ,diphteroid erscheinenden Bakterien aus
Blut, Liquor oder anderen primar sterilen Flissigkeiten oder Geweben
e bei Nahrungsmittel-assoziierten Ausbriichen mit febriler Gastroenteritis, bei
denen die Ublichen Routinekulturen kein Pathogen liefern
Als schwerwiegende Komplikationen der Listerioseerkrankung kénnen ein ARDS
(Acute respiratory distress syndrome), eine DIC (disseminierte intravasale Gerin-
nung) oder auch eine Rhabdomyolyse mit Nierenversagen beobachtet werden (Lor-
ber, 2007).
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Abbildung 37: Die Infektion durch L. monocytogenes in vivo: Durch Uberwindung
der intestinalen Barriere gelangen die Bakterien tUber den Blutstrom letztlich in Gehirn
und Placenta (Cossart, 2008).
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4.10.2 Infektion wahrend der Schwangerschaft

Durch eine reduzierte zellvermittelte Immunitatslage, vor allem im dritten Trimenon
der Schwangerschaft, haben Schwangere ein 10-100fach hdheres Risiko eine Liste-
rioseinfektion zu erwerben als die Normalbevolkerung. Die Inzidenz der materna-
len/neonatalen Listeriose, definiert durch einen maternalen, fetalen oder neonatalen
Probennachweis, liegt aktuell bei 4-10/100.000 schwangere Frauen in Europa bzw.
Nordamerika (Charlier, 2020). Zwischen der 26.-30. Schwangerschaftswoche (SSW)
findet sich der Hauptabfall der zellvermittelten Immunantwort (Janakiraman, 2008;
Mylonakis, 2002). Schwangere machen ca. 30% aller Listeriosefalle aus und bilden
mit einem Anteil von 60% die grol3te Fallgruppe in der Alterklasse der 10-40jahrigen
(Lorber, 2007). Es scheint einen gewissen Zusammenhang mit der Ethniziat der
Schwangeren zu geben, da u.a. bei Hispanics in den USA oder auch afriknischen
Frauen in Frankreich eine héhere Inzidenz bezligl. einer schwangerschaftsassoziier-
ten Listeriose gefunden werden konnte (Charlier, 2017; Pouillot 2012). Eine Listerio-
seinfektion verlauft bei Schwangeren haufig asymptomatisch, jedoch berichten
Schwangere auch Uber ein 6-7 Tage andauerndes grippedhnliches Krankheitsgefunhl.
Unspezifische Symptome wie uterine Kontraktionen oder auch eine Tachykardie im
CTG konnen beobachtet werden. Fieber mit Temperaturen meistens zwischen 38°C-
39°C (Wang, 2021) wird mit einer breiten Schwankung von 12-85% als Symptom
wahrgenommen (Charlier, 2020, Charlier, 2017). Die mittlere Inkubationszeit betragt
in der Schwangerschaft ca. 19-27,5 Tage (Charlier, 2020). Die haufigsten Symptome
sind Fieber, Schiittelfrost, Kopf- und Gliederschmerzen. Laborchemisch zeigt sich
haufig eine Leukozytose (McLauchlin, 1990; Mylonakis, 2002). Eine listerielle ZNS-
Infektion in der Schwangerschaft ist aus bisher noch ungeklarten Grinden extrem
selten und nur bei vorliegen anderer pradisponierender Risikofaktoren zu beobach-
ten. Bei nachgewiesener perinataler Listeriose berichten % der Mutter Uber ein vo-
rangegangenes grippeahnliches Krankheitsbild, selten wird eine gastrointestinale
Symptomatik mit Diarrhoe oder abdominalen Krampfen beschrieben. Diese von den
Schwangeren oft nicht als ernsthaftes oder bedrohliches Krankheitsbild wahrgenom-
mene Symptomatik entspricht der bakteriamischen Phase der Listerioseerkrankung,
welche auch zur Besiedelung des Uterus fiuhrt (Posfay-Barbe, 2004; Gellin, 1989;
Boucher, 1986). Fir die Schwangere selbst stellt die Listeriose in der Regel eine sich

selbsstlimitierende Erkrankung dar (Lorber, 2007), allerdings ist die mitterliche Infek-
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tion Ausgangspunkt zur Entwicklung einer fetalen bzw. perinatalen Listeriose. Diese
kann in einer Friuhgeburt, einer Totgeburt, in einem Abort und in bis zu 20% der Falle
in der Ausbildung einer schweren neonatalen Infektion enden. Bis zu % der Neuge-
borenen von Muttern mit nachgewiesener Listerioseinfektion entwickeln eine neona-
tale Infektion entweder durch transplazentare Infektion im Rahmen der mutterlichen
Bakteridamie oder durch Aquisition des Erregers im Geburtskanal von aymptomati-
schen Tragerinnen (Drevets, 2008). Bei Schwangeren mit einer gesichterten Listerio-
se betragt die Rate der fetalen Mortalitdt insgesamt zwischen 16% und 45% (Gray,
1993; Painter, 2007).

Die chronische Tragerschaft von L. monocytogenes fakal, cervikovaginal oder auch
oropharyngeal kdnnte einen moglichen Zusatzfaktor fur die Entwicklung einer perina-
talen Listeriose darstellen. Nicht bestatigt werden konnte ein Zusammenhang zwi-
schen chronischer Tragerschaft und rezidivierenden Aborten, welcher in friheren
Studien postuliert wurde. In der diesbeziglich grof3ten prospektiv durchgefihrten
Studie wurden zwischen 1979-1989 insgesamt 86 Patientinnen mit zwei oder mehr
Fehlgeburten eingeschlossen. In keinem Fall konnte L. monocytogenes aus Cervix
oder Endometrium isoliert werden (Manganiello, 1991; Ansbacher, 1966; Macnaug-
hton, 1962).

Die wirkliche Inzidenz der Listeriose im Zusammenhang mit Fehlgeburten oder Tot-
geburten lasst sich nur schwer einschétzen, da eine routinemalige Entnahme bakte-
rieller Kulturen nicht erfolgt. Eine Studie, die Anfang der 1970er Jahre durchgefuhrt
wurde, geht von einer Inzidenz von 1,6% bei Spontanaborten aus (Giraud, 1973).

Die Listerioserkrankung entwickelt sich am haufigsten bei gesunden Schwangeren,
lediglich bei 4% der Schwangeren bestand nach einer Auswertung von insgesamt
222 Schwangerschafts-assoziierten Infektionen eine pradisponierende Grunderkran-
kung wie Diabetes mellitus, systemischer Lupus erythematodes, eine Kortikoidbe-
handlung oder eine HIV-Infektion. Die Auswertung dieser 222 maternalen Listeriose-
infektionen ergab eine Infektion bei 94 aller Neugeborenen. 59 (62,8%) der Kinder
erholten sich vollstandig, 23 (24,5%) der Sauglinge starben und 12 (12,7%) Neuge-
borene behielten neurologische Defizite oder andere Langzeitkomplikationen zurtick
(Mylonakis, 2002).

Aufgrund der moglichen schwerwiegenden fetalen bzw. perinatalen Infektion sollte
bei Schwangeren mit Fieber und grippeéahnlichen Symptomen oder bei einer gastro-

intestinalen Symptomatik an eine Listerioseinfektion gedacht werden. Aufgrund der
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schwierigen Diagnostik sollte eine Blutkultur entnommen und bei dringendem Ver-
dacht auf eine Listerioseinfektion noch vor Erhalt des Ergebnisses mit einer entspre-
chenden antibiotischen Behandlung begonnen werden (Silver, 1998). Ein vaginaler
Abstrich bleibt oft negativ, was wiederum fur die hamatogene Besiedelung der
Placenta spricht (Charlier, 2017). Eine frihzeitige Diagnose und Behandlung kdnnen
in der Geburt eines vollig gesunden Kindes resultieren (Evans, 1985; Kalstone,
1991). Die Daten des MONALISA Trials zeigen, dass mit einer Komplikationsrate von
82% zu rechnen ist. Dazu zahlen Abort (25%), Frihgeburtlichkeit (19%) und die Ge-
burt eines Kindes, welches eine early- oder late onset Listeriose entwickelt (Charlier,
2017).

4.10.3 Neonatale Infektion

Im Gegensatz zur oft milden Erkrankung der Mutter steht die ernsthafte und in bis zu
50% todlich endende neonatale Infektion mit L. monocytogenes. Weltweit gehort L.
monocytogenes zu den drei haufigsten Erregern einer bakteriellen Meningitis bei
Neugeborenen. Auch bei gezielter antibiotischer Behandlung verbleibt eine Neuge-
borenenletalitat von bis zu 30% (Posfay-Barbe, 2004; Friese, 2003, Wang 2021). Mit
einem schlechten Outcome assoziierte Faktoren sind ein niedriges Geburtsgewicht,
Frihgeburtlichkeit und eine zeitliche Verzégerung zwischen Symptomprésentation
und anschlielRend zielgerichteter antibiotischer Therapie (Bucher, 1989). Aufgrund
der unspezifischen Symptome bzw. dem asymptomatischen Verlauf bei der Schwan-
geren und den unspezifischen Symptomen beim Kind kommt es haufig zu einer Di-
agnoseverzogerung (Albritton, 1984).

Grundsatzlich werden ahnlich der B-Streptokokken-Infektion zwei Verlaufsformen der
neonatalen Listeriose unterschieden, namlich die so genannte early-onset Form und
die late-onset Form. Ca. 45-70% der neonatalen Listerieninfektionen gehéren der

early-onset Form an (Frederiksen, 1992).
4.10.3.1 Early-onset Listeriose
Die so genannte early- onset Form der neonatalen L. monocytogenes-Infektion wird

meist bereits in utero erworben und histologisch zeigen sich Zeichen der Chorionam-

nionitis, sowie moglicherweise Granulome und Mikroabszesse der Plazenta (Posfay-
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Barbe, 2004). Die early-onset Listeriose entwickelt sich innerhalb der ersten sechs
Lebenstage und ist mit einer Mortalitdtsrate von ca. 20% vergesellschaftet. Ca 40%
der Uberlebenden Neugeborenen tragen neurologische Residuen davon (Wang,
2021; Lamont, 2011). Bereits bei Geburt bzw. innerhalb der ersten Lebenswoche
zeigen die Kinder ein sepsisahnliches Krankheitsbild, wobei die ersten Symptome im
Mittel ca. 1,5 Tage nach Geburt erscheinen. Andere Manifestationsformen stellen ei-
ne Pneumonie oder auch ein Respiratory distress-Syndrom dar, selten zeigt sich eine
Meningitis oder Myokarditis (Lamont, 2011). Die schwerste Auspragungsform &uf3ert
sich im klinischen Krankheitsbild der Granulomatosis infantiseptica. Hierbei zeigen
sich disseminierte Granulome vor allem in der Leber, der Haut und der Plazenta,
kénnen aber auch in der Milz, im Gehirn, in der Nebenniere, in der Lunge oder auch
im Gastrointestinaltrakt gefunden werden. Das Fruchtwasser ist oft mekoniumhaltig
und es zeigt sich das Bild einer Amnionitis. Dieses Krankheitsbild wird haufig durch
eine Pneumonie, ein Respiratory distress Syndrom oder auch eine Kreislaufinsuffi-
zienz verkompliziert (Painter, 2007).

Der early-onset Form geht haufig ein mdtterliches, grippeéhnliches Krankheitsbild

2- 14 Tage vor der Entbindung voraus (Vazquez-Boland, 2001a). Die Neugeborenen
sind haufig Frihgeborene.

Der bakterielle Nachweis kann aus Blut, Liquor, oropharyngealem Sekret, Frucht-
wasser oder Urin, sowie durch Abstriche von Plazenta, Konjunktiven, Ohr, Nase oder
Rachen gelingen (Mylonakis, 2002). Die héchsten Konzentrationen an L. monocyto-
genes finden sich in Lunge und Darm, so dass neben dem hamatogenen Infektions-
weg, die Aquisition der Bakterien durch Inhalation und Ingestion von infiziertem

Fruchtwasser gegeben scheint (Becroft, 1971).

4.10.3.2 Late-onset Listeriose

Diese Form der neonatalen Listeriose tritt weit weniger haufig (ca. 10-15%) auf. Die
late-onset Form entwickelt sich innerhalb von 7-28 Tagen nach Geburt (Wang, 2021).
Die ersten Symptome treten ca. 14 Tage nach Entbindung bei einem bis dato gesun-
den, termingerecht geborenen Neugeborenen auf. Allerdings kdnnen die Symptome
bereits nach einer Woche bzw. bis acht Wochen postpartum in Erscheinung treten.
Eine vorausgehende mdtterliche Krankheitssymtomatik fehlt meist und der Schwan-

gerschaftsverlauf wird als insgesamt unauffallig beschrieben. Vorherrschend ist hier
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das Bild einer Meningitis. Begleitend finden sich Symptome wie Fieber, Schreckhaf-
tigkeit, Trinkunlust, Lethargie oder auch Diarrhoe (Vazquez-Boland, 2001a; Posfay-
Barbe, 2004). Hier wird eine Infektion wahrend der Geburt (bei mit L. monocytogenes
besiedeltem Geburtskanal) angenommen, aber auch eine nosokomiale Infektion
steht zur Debatte, da auch Falle nach primérer Sectio beschrieben wurden und auch
die Moglichkeit einer Cross-Kontamination auf Neugeborenenstationen muss in Be-
tracht gezogen werden (Facinelli, 1988; Larsson, 1978; Simmons, 1986). Als ursach-
licher L. monocytogenes-Serotyp findet sich am haufigsten Serovar 4b bei der late-
onset Infektion (Albritton, 1976). Die Mortalitat liegt bei 10-20% (Wang, 2021). Haufig
verbleiben neurologische Defizite wie z.B. Hydrozephalus oder psychomotorische
Retardiertheit (Evans, 1984).

4.10.4 ZNS-Infektion

55-70% der Listerioserkrankungen bei Nicht-Schwangeren oder Neugeborenen au-
Bern sich in Form von ZNS-Infektionen (Vazquez-Boland, 2001a). Die infektion er-
folgt Gber die Blutbahn. Manifestationsformen sind eine Meningitis, eine Meningoen-
zephalitis oder auch Hirnabszesse. Die mittlere Inkubationszeit der Neurolisteriose
betragt ca. 9 Tage, die Sterblichkeit einer Neurolisteriose liegt bei 30% (Charlier,
2020).

Im Liquor zeigen sich haufig Leukozyten, wovon bis zu 70% polymorphkernig sind.
Die Gram-Farbung liefert nur in < 40% ein positives Testergebnis. Es zeigen sich er-
hohte Eiweil3level, wobei die H6he mit einer schlechteren Prognose korreliert. Die
Glucosekonzentration ist in ca. 60% normal. Bei 60-75% der ZNS-Infektionen zeigen
sich die Blutkulturen positiv (Lorber, 1997).

Bakterien, die haufig eine bakterielle Meningitis verursachen, hierzu zéhlen Strepto-
kokkus pneumoniae, Neisseria meningitidis oder Haemophilus influenzae, verursa-
chen nur selten eine parenchymale Gehirninfektion. Im Gegensatz hierzu zeigt sich
bei einer Infektion von L. monocytogenes haufig eine meningoenzephale Entziindung
mit spezifischem Tropismus von L. monocytogenes fir den Hirnstamm und die Me-
ningen (Nieman, 1980, Lorber, 1997).
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4.10.4.1 Meningitis

1990 veroffentlichte das CDC die funf haufigsten Erreger einer bakteriellen Meningi-
tis. Hierbei steht an erster Stelle Strept. pneumoniae, gefolgt von H. influenzae, Neis-
seria meningitidis, B-Streptokokken und L. monocytogenes. Hierbei zeigte sich bei L.
monocytogenes die hochste Mortalitat mit bis zu 22% (Wenger, 1990). Nach Einflih-
rung der H. influenzae-Impfung 1995 rangiert L. monocytogenes unter den haufigs-
ten vier Erregern und verursacht ca. 20% aller Meningitiden bei >60jahrigen und
Neugeborenen (Schuchat, 1997). Weltweit ist L. monocytogenes der zweithaufigste
bakterielle Meningitiserreger bei >50jahrigen Personen. 50% der Uberlebenden Pa-
tienten zeigen bleibende neurologische Defizite (Maudet, 2021).

L. monocytogenes ist unter den drei haufigsten bakteriellen Pathogenen, die eine
Meningitiserkrankung bei Neugeborenen hervorrufen. L. monocytogenes ist der hau-
figste bakterielle Meningitiserreger bei Lymphompatienten, Organ-transplantierten
Patienten oder Patienten unter Kortikoidtherapie (Mylonakis, 1998; Lorber, 2007;
Siegman-Igra, 2002; Safdar, 2002).

Zwischen 30-55% der Patienten mit einer invasiven Listerioseerkrankung zeigen kli-
nisch eine Meningitis (Nieman, 1980). Die durch L. monocytogenes ausgeléste Me-
ningitis zeigt sich in ca. 10% subakut, in 15-20% lasst sich eine Nackensteifigkeit be-
obachten. Bewegungsstorungen wie Ataxie, Tremor oder ein Myoklonus prasentieren
sich in 15-20%. 25% der Patienten zeigen eine Anfallssymptomatik und in 75 % lasst
sich ein wechselnder Mentalstatus feststellen. Laborchemisch zeigen sich die Blut-
kulturen in 75% positiv. Im Liquor fallt eine Gramfarbung nur in 40% positiv aus, die
Liquorglukose ist in 60% normal und es zeigt sich in 30% eine mononukleare Prado-
minanz der Leukozyten. Grundséatzlich ahnelt die Listerien-assoziierte Meningitis dem

klinischen Erscheinungsbild anderer Meningitiserreger (Lorber, 2007).

4.10.4.2 Rhombenzephalitis

Die Entziindung des Hirnstamms stellt eine ungewoéhnliche Erscheinungsform einer
Enzephalitis dar und macht ca. 10% aller listeriellen ZNS-Infektionen aus (Drevets,
2008). In ihrem Klinischen Bild ahnelt sie der tierischen Enzephalitis, die als ,circling
disease” bei Schafen bekannt ist (Armstrong, 1993). Im Gegensatz zu anderen ZNS-

Manifestationen findet sich diese Enzephalitisform vor allem bei gesunden Erwach-
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senen und alteren Kindern. Typisch ist ein biphasischer Krankheitsverlauf. Zunachst
zeigen sich Prodromi, wie Kopfschmerzen, Ubelkeit, Erbrechen und Fieber. Diese
Krankheitsphase dauert ca. vier bis funf Tage. Hierauf folgend findet sich ein abrup-
ter Beginn mit Hirnstamm- und Kleinhirndysfunktion (Uldry, 1993; Armstrong, 1993;
Antal, 2005a; Antal, 2005b).

Als Zeichen der pontomedullaren Mitbeteiligung kommt es typischerweise zu asym-
metrischen Ausféallen der Hirnnerven, vor allem der Hirnnerven V, VI, VI, IX, X (Arm-
strong, 1993). Als zerebellare Zeichen finden sich eine Ataxie und eine Dysmetrie.
Hemiparese und hemisensorische Defizite zeigen die Mitbeteiligung der Medulla ob-
longata und des Ruckenmarks. Nur in 50% der Falle kann eine begleitiende Na-
ckensteifigkeit beobachtet werden. Blutkulturen liefern in 60% ein positives Tester-
gebnis als Ausdruck der begleitenden Bakteriamie, Liquorkulturen lediglich in 40%
der Falle (Armstrong, 1993). In 58% der Falle findet sich im Liquor eine mononukle&a-
re Pleozytose mit unterschiedlichem Protein und Glucosegehalt (Bartt, 2000). Ent-
scheidendes bildgebendes Verfahren ist das MRT der hinteren Schédelgrube. Die In-
fektion weist eine hohe Mortalitat auf und Uberlebende zeigen haufig ernsthafte,

bleibende neurologische Defizite.

4.10.4.3 Gehirnabszesse

10% aller listeriellen ZNS-Infektionen manifestieren sich als Gehirnabszess. Dieses
klinische Erscheinungsbild betrifft vor allem immunsuppremierte Patienten bzw. Per-
sonen mit entsprechenden Komorbiditaten (Mylonakis, 1998). Dieses Krankheitsbild
geht fast immer mit einer begleitenden Bakteriamie einher, in 25% der Falle findet
sich eine Begleitmeningitis. Typischerweise liegen die Abszesse subkortikal im Be-
reich des Thalamus, der Pons und der Medulla oblongata. Diese Lokalisationen sind
fur andere bakterielle Keime ungewoéhnlich und sind daher wegweisend fir eine In-
fektion mit L. monocytogenes (Lorber, 2007). Klinisch finden sich typischerweise
Symptome wie Fieber, Kopfschmerz und fokale neurologische Defizite. Ein Menin-
gismus tritt selten in Erscheinung (Drevets, 2008). Die Blutkulturen sind entspre-
chend der Begleitbakteriamie meist positiv, nur in <50% kann L. monocytogenes aus
dem Liquor nachgewiesen werden (Bartt, 2000). Als bildgebende Verfahren kommen
sowohl CT als auch MRT zum Einsatz. Die Mortalitat ist hoch und Uberlebende wei-

sen schwerwiegende neurologische Defizite auf (Cone, 2003).
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4.10.5 Bakteriamie

Die Bakteridmie ohne evidenten Fokus stellt mit die h&ufigste Manifestationsform der
invasiven Listeriose dar (Gellin, 1991). Angaben bezuglich der Haufigkeit schwanken
zwischen 15-50% (Vazquez-Boland, 2001a). Typische klinische Symptome sind Fie-
ber und Myalgien. Gelegentlich gehen Prodromi wie Ubelkeit und Diarrhoe voraus.
Die mittlere Inkubationszeit betragt ca. zwei Tage (Charlier, 2020). Die Mortalitat
kann bei entsprechender Grunderkrankung zwischen 46- 70% betragen (Lorber,
2007, Charlier, 2020).

4.10.6 Endokarditis

7,5 % der Listerioseinfektionen &uf3ern sich in Form einer Endokarditis (Nieman,
1980). Diese Manifestation betrifft vor allem Patienten mit vorbestehender kardialer
Problematik, wie Z.n. Klappeneratz. Klinisch lasst sich eine durch L. monocytogenes
hervorgerufene Endokarditis nicht von einer durch andere Erreger verursachten En-
dokarditis unterscheiden (Painter, 2007). Allerdings kann die Listerienendokarditis ein
Indikator fir zugrunde liegende Pathologien des Gastrointestinaltrakts sein, so z.B.
fur ein Colon-Ca (Lorber, 1997). Die durch L. monocytogenes hervorgerufene Endo-
karditis hat eine hohe Rate an Komplikationen und weist eine Mortalitat von bis zu
48% auf (Carvajal, 1988).

4.10.7 Febrile Gastroenteritis

Die febrile Gastroenteritis ist eine in der Regel selbstlimitierende Erkrankung und be-
trifft meist gesunde Individuen ohne pradisponierende Risikofaktoren. Ursachlich far
die Entwicklung einer febrilen Gastroenteritis ist der Verzehr von hochkontaminierten
Nahrungsmitteln, wobei die geschatzte Inokulationsdosis ca. 10%Gramm Produkt be-
tragt (Painter, 2007).

Der erste gesicherte Ausbruch einer durch L. monocytogenes induzierten febrilen
Gastroenteritis wurde 1997 in England beschrieben. Der Verzehr von infizierter
Schokoladenmilch fuhrte zur Erkrankung von 58 Personen. Hierbei zeigte sich bei
79% eine Diarrhoe und bei 72% Fieber. L. monocytogenes konnte bei den erkrank-

ten Personen im Stuhl nachgewiesen werden (Dalton, 1997). Ahnliche Ausbriiche
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konnten dem Verzehr von Kase, von gerauchertem Fisch oder Reissalat zugeschrie-
ben werden.

Die mittlere Inkubationszeit betragt 24h (6h-10d). Der klinische Symptomenkomplex
aus zum Teil wassrigen, nicht-blutigen Durchfallen mit einer Frequenz von bis zu
12/Tag und Fieber sind typisch fur dieses Krankheitsbild. Im Vergleich zu anderen
Gastroenteritiserregern berichten die Patienten in > 50% der Féalle Gber eine beglei-
tende Somnolenz und in 75% Uber eine Fatigue (Painter, 2007). Die Erkrankungs-
dauer betragt im Mittel ein bis drei Tage (Lorber, 2007).

Die Faktoren, die zur Entwicklung einer febrilen Gastroenteritis und nicht zu einer in-
vasiven Listerioseerkrankung fuhren sind unklar, wobei Personen aus einem Risiko-
kollektiv eher eine invasive Listeriose entwickeln. Man geht davon aus, dass es bei
einer febrilen Gastroenteritis nur zu einer limitierten Invasion der Erreger in die
Darmmukosa kommt. Die genaue Inzidenz dieser Infektion lasst sich nur schwer ab-
schatzen, da der Stuhl dieser Patienten selten auf L. monocytogenes getestet wird.
Allerdings muss an eine L. monocytogenes-Infektion gedacht werden, wenn kein an-

deres Ubliches Pathogen nachgewiesen werden kann (Painter, 2007).

4.10.8 Lokalisierte Infektionen

Es existieren seltene Berichte Uber lokalisierte Infektionen mit L. monocytogenes.
Haufig betreffen diese seltenen Infektionsfoci Patienten mit erhéhtem Risiko eine Lis-
terioseinfektion zu entwickeln. Seltene Manifestationsformen sind:

e Konjunktivitis (Schwartz, 1989)

e Hautinfektionen (Cain, 1986)

e Lymphadenitis (Niemann, 1980)

e Hepatische Infektion (Braun, 1993)

e Cholezystitis (Gordon, 1986)

e Peritonitis (Myers, 1983; Winslow, 1984)

e Milzabszess (Nieman, 1980)

e Pleuropulmonale Infektionen (Domingo, 1992)

e Septische Arthritis (Curosh, 1989)

e Osteomyelitis (Chirgwin, 1989)

e Perikarditis (Holoshitz, 1984)

e Myokarditis (Stamm, 1990)
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e Arteriitis (Gauto, 1992)
e Endophthalmitis (Nieman, 1980).

4.10.9 Eigene klinische Fallberichte

4.10.9.1 Schwangerschafts-assoziierte Listeriose

Auch wenn die Listeriose eine eher seltene Infektionskrankheit darstellt, soll der fol-
gende Fallbericht aus der eigenen Klinik die Préasenz des Erregers in der Frauenheil-
kunde darstellen.

In den Kreissaal wird eine 28jahrige IGOP in der rechnerisch 36+0 SSW aufgenom-
men. Die Patientin stellt sich mit vorzeitiger Wehentétigkeit und Fieber (38,7°C) mit
begleitendem grippalem Infekt vor. Der vaginale Untersuchungsbefund ergibt einen
unreifen Muttermunds-Befund, kein Hinweis auf vorzeitigen Blasensprung, ein bakte-
rieller Abstrich wird entnommen. Laborchemisch zeigen sich eine Leukozytose, sowie
eine CRP-Erh6hung. Das Aufnahme-CTG ist tachykard mit eingeschrankter Oszillati-
on und variablen Dezelerationen. Es wird unmittelbar mit einer i.v.-Antibiose mit
Cefuroxim begonnen. Bei zunehmender Wehentétigkeit und pathologischem CTG
wird bei Verdacht auf Amnioninfektionsyndrom (AIS) die Sectio indiziert und durchge-
fuhrt. Das Fruchtwasser war grin und ubelriechend. Entwickelt wird ein schlappes
Madchen, welches sofort intubiert werden muss. APGAR 1-4-7, pH 7,24, BE-5. Das
Neugeborene wird auf die Intensivstation verlegt. Es werden eine Blutkultur, sowie
ein Ohr- und Endotrachealabstrich entnommen. Das Kind erhélt eine Antibiose mit
Cefuroxim und Ampicillin. Das Neugeborene zeigte unmittelbar postpartal vier
krampfverdachtige Episoden, wies Gerinnungs- und Blutdruckprobleme auf und blieb
bis zum siebten postpartalen Tag intubiert. Die Blutkulturen und die Abstrichergeb-
nisse ergaben eine Besiedelung mit Listeria monocytogenes. Die Antibiose wurde
auf Ampicillin und Tobramycin umgestellt. Am 26.postpartalen Tag konnte ein unauf-
falliges, gesundes Neugeborenes entlassen werden.

Die Mutter zeigte bis zum siebten postpartalen Tag immer wieder Fieberzacken bis
39,4°C. Im Vaginalabstrich konnte ebenfalls Listeria monocytogenes nachgewiesen
werden. Die Antibiose wurde angepasst und die Patientin erhielt Ampicillin und
Gentamicin i.v., wobei bei Ampicillinunvertraglichkeit auf Erythromycin umgestellt

wurde. Die Antibiose wurde bis zum 15. postpartalen Tag fortgeftihrt. Die Placenta-
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histologie zeigte umschriebene choriale Entziindungen, passend zum klinischen Bild
eines AlS.

Insgesamt muss man von einer early-onset-Neugeborenenlisteriose, sowie von einer
Listerieninfektion der Mutter ausgehen.

Eine Nahrungsmittel-bedingte Infektionsquelle konnte nicht detektiert werden, so
dass unklar bleibt, ob es sich um eine Nahrungsmittel-assoziierte Infektion der Mutter
oder eine aszendierende Infektion bei mit Listeria monocytogenes besiedeltem Vagi-
nalsekret handelt.

4.10.9.2 ZNS-Listeriose eines 70jahrigen Patienten

Ein weiterer Fallbericht aus dem eigenen Krankenhaus soll den Verlauf einer invasi-
ven Listerioseerkrankung bei einem alteren Patienten demonstrieren und die Schwe-
re eines Infektionsverlaufs verdeutlichen.

Zuverlegt aus einem peripheren Krankenhaus wird ein 70jéahriger Patient auf die ope-
rative Intensivstation aufgenommen. Der Patient steht unter Betreuung, ein Alkohol-
abusus ist bekannt. Acht Tage zuvor wurde der Patient per Wohnungsoffnung in ei-
nem septischen Zustand vorgefunden und in ein Kreiskrankenhaus verlegt. Der Pa-
tient zeigte sich zunehmend vigilanzgemindert. Entnommene Blut- und Liquorkultu-
ren ergaben eine Besiedelung mit Listeria monocytogenes. Eine Antibiose mit Ampi-
cillin und Gentamicin i.v. wurde bereits begonnen. Bei zunehmenden Hydrocephalus
internus war eine Intubation bereits nétig geworden und die Verlegung des Patienten
erfolgte zur neurochirurgischen Intervention im Sinne einer Drainage. Insgesamt
werden zwei Drainagen in beide Seitenventrikel gelegt. Die Foérderleistung war bei
sehr eiweil3reichem Liquor nur gering und im CCT zeigte sich eine weitere Progredi-
enz des Hydrocephalus. Die Antibiose wurde um Cotrimoxazol i.v. erweitert, auch
hierunter zeigte sich keine Besserungstendenz der Symptomatik. Der Patient war
stets tief komatos, zeigte Strecksynergismen auf starke Schmerzreize sowie zuneh-
mend erléschende Hirnstammreflexe. Letztlich verstarb der Patient wenige Tage spéa-
ter.

Eine Infektionsquelle dieser letal verlaufenden Listerienmeningitis konnte nicht eruiert

werden.
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411 Diagnostik

4.11.1 Allgemeines

L. monocytogenes ist ein wichtiges Lebensmittel-assoziiertes Pathogen und Verursa-
cher des Krankheitshildes der Listeriose. Daher ist eine moglichst schnelle Rickver-
folgung eines Klinischen Falls auf ein kontaminiertes Lebensmittel der Schltssel fur
die Verhinderung eines groRReren Listerioseausbruchs (Luth, 2021). Die Serotypen
1/2a,1/2b und 4bverursachen hierbei etwa 90% der klinischen Listeriosefélle. Daher
wird vor allem in der Lebensmittelindustrie breit nach Listeria spp., insbesondere L.
monocytogenes, gefahndet. Da in vielen Landern eine so genannte ,zero tolerance®
von Listerienspezies in Lebensmitteln besteht, wurden in den letzten 50 Jahren ver-
schiedene Testverfahren entwickelt, angefangen von der kulturellen Anzucht des
Bakteriums und der nachfolgenden Isolation tber Antikbrper-basierte Nachweisver-
fahren und molekulare Methoden, die heutzutage den Goldstandard darstellen
(Gasanov, 2005; Pietzka, 2019). Die verschiedenen Testverfahren sollen eine mog-
lichst hohe Sensitivitdt und Spezifitat besitzen, einen hohen Probendurchlauf ge-
wahrleisten und kosteneffektiv sein. Traditionell involviert in die Identifikation von Lis-
teria spp. und L. monocytogenes sind kulturelle Nachweisverfahren basierend auf der
selektiven Anreicherung und Beimpfung bestimmter N&hrmedien. Diesem Schritt
folgt die Charakterisierung von Listeriaspezies anhand des Aussehens der Kolonien,
der Zuckerverwertung und der hamolytischen Eigenschaften. Die kulturellen Metho-
den stellten lange Zeit den Goldstandard unter den Detektions- und Isolationsverfah-
ren dar, sind aber langwierig und zum schnellen Nachweis von L. monocytogenes
nicht geeignet. Daher wurden die kulturellen Methoden mit Antikdrper-assoziierten
oder molekularen Verfahren kombiniert bzw. durch diese ersetzt (Gasanov, 2005,
Nadon 2017). Da vor allem bei klinischen Listerioseféllen die schnelle Identifikation
der Infektionsquelle entscheidend ist, um zum einen epidemische Ausbriiche der
Krankheit zu verhindern und zum anderen eine adaquate Therapie einzuleiten sind
heutzutage vor allem molekulare Nachweisverfahren maf3gebend in der Aufarbeitung
klinischer Proben (Liu, 2006).

Im Folgenden sollen die verschiedenen Detektions-, Isolations- und Identifiktations-

methoden aufgezeigt werden.
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4.11.2 Isolation

Die Isolation von L. monocytogenes aus Lebensmittelproben oder klinischen Proben
bendtigt eine selektive Anreicherung mit anschlielender Beimpfung von Selek-
tivndhrboden (Schuchat, 1991). Typische Anreicherungsmedien sind die Tryptose-
bouillon oder auch die BHI (Brain Heart Infusion) - bouillon (Donnelly, 2007). Als fru-
heste Anreicherungsmethode wurde 1948 von Gray et al., das Verfahren der kalten
Anreicherung entwickelt. Diese Methode beruht auf der Eigenschaft von L. monocy-
togenes sich bei einer Temperatur von 4°C zu vermehren und zu wachsen. In einem
Ansatz von Tryptosebouillon werden zu untersuchende Proben bei 4°C angereichert.
Hierdurch kann ein Grof3teil von mikrobieller Begleitflora bereits eliminiert werden.
Der Nachweis von L. monocytogenes mittels dieser Methode kann mehrere Wochen
dauern, in einem Fall wurde eine Nachweisdauer von sechs Monaten beschrieben
(Gray, 1948).

Nach erfolgter Anreicherung, wobei Tryptosebouillon das bevorzugte Medium dar-
stellt, erfolgt das Aufbringen auf einen Tryptose-Soja-Néhrboden. Die wachsenden
Kolonien werden zur Identifikation von Listeria im Schraglicht bei 45° betrachtet, was
als Henry lllumination bekannt ist (Henry, 1933). Listeria-Kolonien erscheinen hierbei
blaulich-grunlich (Welshimer, 1981).

4.11.2.1 Selektive Anreicherung

Auch andere Bakterien wie Proteus, Hafnia, Pseudomonas, Enterokokken und einige
Milchsaurebakterien kénnen bei Temperaturen von 4°C auf nicht-selektiven Nahrbo6-
den Uberleben (Albritton, 1980). Daher wurden bestimmte Selektivzusatze entwickelt,
um das Wachstum von diesen Begleitorganismen zu hemmen. Als Selektivzusatze
dienen Kaliumtellurit (Gray, 1950), Lithiumchlorid (Hao, 1989; Lovett, 1988), Phe-
nylethanol (McBride, 1960), Nalidixinsaure (Khan 1972; Ortel, 1972; Seeliger, 1970),
Trypaflavin/Acriflavin (Ralovich, 1972), Kaliumthiocyanat (Hao, 1989; Slade, 1987),
Polymyxin B (Rodriguez, 1984), Moxalactam (Lee, 1986) oder Ceftazidim (Banner-
man, 1988).

Bestimmte selektive Anreicherungsbouillons wurden entwickelt. Ein Beispiel hierfur
ist die Fraser-Bouillon. In Anwesenheit von Listeria spp. zeigt sich eine Schwarzfar-

bung nach 48h Inkubationszeit. Dies wird durch eine Hydrolyse von Esculin bewirkt
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(USDA/FSIS, 2002). Des Weiteren finden Anwendung die so genannte FDA (U.S.
Food and Drug Administration) - BAM (Bacteriological and Analytical Method) - Bouil-
lon (Hitchins, 2001) und die I1SO (International Organization of Standards) 11290-
Methode. Um ein Listeriabakterium in 25g Probenmaterial nachzuweisen ist die vor-
herige Anreicherung nétig um eine detektierbare Listerienanzahl von 10% -10°
CFU/ml zu erreichen (Gasanov, 2005). Dies wird sowohl bei der FDA BAM - Methode
fur 48h als auch bei der ISO 11290 - Methode fur 24h durchgefihrt bevor die jeweili-
ge Anreicherungsbouillon auf bestimmte Selektiv-Agar (z.B. Oxford, PALCAM, MOX
oder LPM) aufgetragen wird. Diese werden dann im Schnitt fur finf bis sechs Tage
kultiviert, um dann durch Identifikation typischer Kolonien Listeria zu detektieren und

letztlich zu isolieren.

4.11.2.2 Selektivhahrboden

Seit den 1960ern wurden diverse, selektive Isolationsnahrbéden zur Detektion von

L. monocytogenes entwickelt.

4.11.2.2.1 McBride Listeria Agar (MLA)

1960 konzipierten McBride und Girard (McBride,1960) den so genannten McBride
Listeria Agar, kurz MLA. MLA war das erste, weit verbreitet benutzte Beimpfungsme-
dium zur Isolation von L. monocytogenes und beinhaltete verschiedene Selektivzu-
satze wie Phenylethanol und Lithiumchlorid. Von MLA existieren mindestens sieben
Abwandlungen in Bezug auf die Originalzusammensetzung des Agars, wie z.B.

MLAZ2. Zur Koloniebeurteilung ist die 45°-Schraglichtbetrachtung nétig.

411.2.2.2 LPM-Agar

1986 entwickelten Lee und McClain (Lee,1986) einen modifizierten MLA2 Agar. Die-
ser Lithiumchlorid-Phenylethanol-Moxalactam-Nahrboden, kurz LPM-Agar, wird vor
allem zur Detektion von Listerien in Fleisch und Gefligel benutzt. Dieser Agar ist
hochselektiv und besonders nitzlich zur Isolation von L. monocytogenes in stark kon-
taminierten Proben (Schuchat, 1991). Zur Identifikation von Listerienkolonien ist die

Henry lllumination notig.
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4.11.2.2.3 Oxford-Agar und modifizierter Oxford-Agar (MOX)

1989 wurde von Curtis et al. (Curtis, 1989) ein Nahrboden entwickelt, bei dem die
45° Schraglichtbetrachtung Uberfliissig war. Dieser wurde als Oxford-Agar bekannt.
McClain und Lee modifizierten diesen Nahrboden durch Zusatz von Moxalactam;
dieses Medium wurde als modifizierter Oxford Agar, kurz MOX (Donnelly, 2007), be-
zeichnet. Listeria monocytogenes-Kolonien sind auf Oxford-Agar schwarz. Nach 24h
sind sie Imm im Durchmesser grof3, nach 48h erreichen sie eine Grofze von 3mm

und sind von einem schwarzen Halo umgeben.

411.2.24 PALCAM-Agar

Ein weiterer Selektivagar ist der so genannte PALCAM-Agar, der 1988 von van Net-
ten et al. (Van Netten, 1988a; Van Netten 1988b; Van Netten 1989) entwickelt wurde.
Proben sollten hier 40h bis 48h bei 30°C unter mikroaeroben Bedingungen (5% O2,
7,5% CO2, 7,5% Wasserstoff, 80% Stickstoff) inkubiert werden. Die Listerienkolonien
erscheinen grau-grin, 2mm im Durchmesser und besitzen schwarze, eingesunkene
Zentren. Aul3erdem zeigt sich ein schwarzer Halo vor kirschrotem Hintergrund. Eine

Schréaglichtillumination ist nicht nétig.

Die am haufigsten verwendeten Selektivnahrbéden sind Oxford-, PALCAM und MOX
(Gasanov, 2005) und basieren auf der Esculinasereaktion. Hierdurch erscheinen die
Kolonien schwarz mit schwarzem Halo. Da aber auch Enterokokkus oder Bacillus
spp. Esculin verwerten kénnen und ahnliche Kolonien bilden, muss ein Bestatigungs-
test zum Nachweis von Listeria spp. durchgefuhrt werden. Suspekte Kolonien wer-
den auf Tryptose-Soja-Agar aufgebracht und im 45° Schraglicht betrachtet (Welshi-
mer, 1981). Kann der Nachweis einer Listeriabesiedelung durch diese kulturellen
Verfahren erbracht werden, so muss noch zwischen den einzelnen Listeriaspezies
unterschieden werden, wobei das Augenmerk speziell auf dem humanpathogenen

Listeria monocytogenes liegt.
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4.11.2.3 Differenzierung der einzelnen Listerienpezies

Hierzu dient unter anderem der CAMP (Christie, Atkins, Munch-Petersen) -Test
(Groves, 1977), der eine Differenzierung der hamolytischen Listerienspezies, also L.
monocytogenes, L. ivanovii und L. seeligeri, zulasst. Hierzu werden auf einer Agar-
platte ein Streifen eines B-hdmolysierenden S. aureus-Stammes sowie parallel dazu
ein Streifen eines Rhodococcus equi - Stammes aufgebracht. Im rechten Winkel
werden die suspekten Kulturen aufgetragen ohne die rechtwinklig verlaufenden Strei-
fen zu berthren. In der Nahe des S. aureus-Streifens zeigt sich bei Anwesenheit von
L. monocytogenes eine Hamolysezone, in schwacherer Auspréagung ist dies auch bei
L. seeligeri der Fall. Bei Besiedelung durch L. ivanovii ist die Hdmolysezone in der
Nahe des R. equi-Streifens zu finden. Trotz allem muss bei diesem Test beriicksich-
tigt werden, dass eine genaue Unterscheidung zwischen L. monocytogenes und L.

ivanovii méglich ist (Vazquez-Boland, 1990).

TN

<

Abbildung 38: CAMP-Test: Links vertikaler Streifen: R. equi. Rechts vertikaler Strei-
fen: S. aureus. Horizontale Streifen von oben nach unten: L. monocytogenes, L. see-

ligeri, L. ivanovii, L. inocua, L. grayi, L. welshimeri (Allerberger, 2003).



138

deren Zuckerfermentation betrachtet (siehe hierzu Tabelle 3):

Zur weiteren Unterscheidung der sechs am langsten bekannten Listerienspezies wird

L monocylogenes | Loinnocua | L vanovii | L seeligeri Lowelshimeri | L. grayi
Hemolysin + + + .
Catalase + + + + + +
Oxidase - - -
L-Rhamnose + +/- - +/- +/-
D-Mannitol i _ i N
'fj' D-Xylose - + + +
B [ oMoyl
b ! + + - + +
~ | Mannoside

Tabelle 4: Unterscheidung der einzelnen Listerienspezies anhand ihres Hamolyse-
verhaltens, sowie der Zuckerfermentation (Gasanov, 2005).

Durch Einbringung chromogener Substrate in die Beimpfungsmedien kann eine di-
rekte ldentifikation der Kolonien durch eine spezifische Féarbung durchgefihrt wer-
den. Dieses Farbeverhalten spiegelt die Aktivitat bestimmter bakterieller Enzyme wi-
der. Zum Beispiel kann somit die Aktivitat der Phopholipase C, ein Enzym, das sich
nur bei L. monocytogenes und L. ivanovii findet, gemessen werden (Notermans,
1991, Coffey, 1996). Ein anderes Enzym, welches zur Unterscheidung der einzelnen
Listerienspezies dient, ist die Alanylpeptidase, welche bei L. monocytogenes nicht
anzutreffen ist (Clark, 1997).
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Ein Beispiel fur ein kommerzielles chromogenes Diskriminationsmedium zeigt das
nachfolgende Bild.

By T 0 R P T T TR D e S e
[t g 1% RO e gL B VoRatis ‘ T :
!’. ¥

Abbildung 39: Verwendung des chromogenen Kulturmediums RAPID'L MONO®
(Bio-Rad, Marnes la Coquette, Frankreich).

Unterscheidung zwischen L. monocytogenes (oben, blaue Kolonien ohne Halo),

L. ivanovii (rechts, blaue Kolonien mit gelbem Halo) und anderer Listerien spp., hier

L. innocua (unten, weil3e Kolonien) und L. seeligeri (links, gelbe Kolonien)
(Allerberger, 2003).
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4.11.3 Antikorper-basierte Nachweisverfahren

Als weitere Isolationsmethode haben sich Antikoérper-basierte Testverfahren, die
auch mit konventionellen kulturellen Methoden kombiniert werden, etabliert. Die
Tests konnen direkt aus der Anreicherungsbouillon erfolgen ohne eine vorherige Ko-
lonieanzucht auf Selektivndhrbdden zu erfordern. Die am Weitesten verbreitete Me-
thode ist der ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). Diese quantitative
Nachweismethode fur Antigene und Antikdrper beruht auf der Koppelung mit einem
Enzym und resultiert in einem Farbniederschlag. Dieser Test ist aufgrund der einfa-
chen Handhabung und Schnelligkeit des Nachweisverfahrens in der Lebensmittelin-

dustrie und zur Aufarbeitung klinischer Proben sehr beliebt (Gasanov, 2005).

4.11.4 Molekulare Methoden

Die molekularen Nachweisverfahren sind sehr genau, sensitiv und spezifisch und
gewinnen aufgrund der Automatisierung der Tests, der breiteren Verfugbarkeit und
der zunehmenden Kosteneffizienz an Bedeutung (Gasanov, 2005). Heutzutage stellt
das Whole Genome Sequencing (WGS) den Goldstandard fir die Typisierung und
Zuordnung verschiedener Listerienstamme dar und hat die friher verwandte Pulsed
Gel Elektrophorese als gangigste Methode abgeldst, da die WGS Uber eine hdhere
Genauigkeit und Diskreminierungskraft verfugt (Pietzka, 2019). Fir L. monocytoge-
nes bedeutet dies, dass dessen Genom mit 2,88 Millionen Einzelbasen komplett re-
gistriert wird (Eurofins, 2019).

Die derzeit verfugbaren Verfahren fir die WGS-basierte Typisierung sind unter-
schiedlich und noch nicht vollstandig harmonisiert. Der ideale Weg fur die Zukunft ist
die Harmonisierung der Methoden zwischen den verschiedenen Laboraotien, um ei-
nen nahtlosen Datenaustausch zu ermdglichen (Luth, 2021).

Prinzipiell gibt es zwei Ansatze fur die WGS-Typisierung. Der erste Ansatz ist ein
Gen-fur-Gen-Vergleich, bei dem sich die Analyse auf Allelunterschiede konzentriert
(Lath, 2021). Hier ist v.a. die cgMLST (core genome Multilocus Sequence Typing) zu
nennen, die die Weiterentwicklung der MLST darstellt (Lith, 2021).

Das zur Charakterisierung von Listeria-Stammen verwendete MLST-Schema basiert
auf der Sequenzanalyse der folgenden sieben Housekeeping-Gene: acbZ (ABC-

Transporter), bglA (Beta-Glucosidase), cat (Katalase), dapE (Succinyl-
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Diaminopimelat-Desuccinylase), dat (D-Aminosaure-Aminotransferase), Idh (Lactat-
Deshydrogenase) und |hkA (Histidin-Kinase) (Ragon, 2008; Salcedo, 2003). Als Re-
sultat der MLST erh&lt man sogenannte Sequenztypen (ST), die sich nochmals in
sog. Clonale Complexe (CC) untergliedern (Ragon, 2008).

Aktuell werden hier zu Lande v.a. zwei cgMLST Sequenzprogramme verwendet,
namlich zum einen Ridom SeqSphere+ von der Arbeitsgruppe um Ruppitsch (Rup-
pitsch, 2015) mit 1701 Genloci, zum anderen BioNumerics (Moura, 2016), das 1748
Genloci enthalt.

Vor der breiten Anwendung der MLST-Typisierung stellte die Sequenzierung von 16S
RNA- Gen oder 23 S RNA-Gen ein genaues Verfahren dar. (Wiedmann, 1997,
Aznar, 2002; Sallen, 1996; Thompson, 1992).

Der zweite WGS-Typisierungsansatz ist die sog. Single Nucleotide Polymorphism
(SNP) Ananlyse. In diesem Fall werden einzelne Nukleotidvariationen als Abstands-
mald zwischen bakteriellen Sequenzen verwendet. Die SNP-Analyse basiert in der

Regel auf einem Vergleich mit einem ausgewéhlten Referenzgenom (Luth, 2021)

4.11.4.1 DNA-Hybridisation

Bei diesem Verfahren, das die einfachste Methode zur Detektion von Listeria spp.
und L. monocytogenes in Lebensmitteln darstellt, wird zu einer bestimmten Zielse-
guenz eine komplementére Oligonucleotidsequenz zugesetzt. Diese Oligonucleo-
tidsequenzen wurden friher mit radioaktiven Isotopen markiert, heutzutage geschieht
dies mit Fluoreszenzfarbstoffen. Kommerziell erhaltliche Hybridisierungtests werden
routinemanig in der Uberprifung von Lebensmitteln eingesetzt und extensiv beziig-
lich ihrer Sensitivitat und Spezifitat untersucht (Feng, 2001). Zielgene fur die DNA-
Hybridisierung von Listeria spp. und im Speziellen L. monocytogenes sind z.B. hly-

Gen, iap-Gen, inl-Gene, actA-Gen, rRNA-Gene oder auch plcA-Gen oder plcB-Gen.

4.11.4.2 PCR (Polymerase Chain Reaction)

Ein sehr etabliertes Verfahren stellt heutzutage die PCR dar. Hierbei werden DNA-
Sequenzen amplifiziert unter Zuhilfenahme einer hitzestabilen DNA-Polymerase und
zweier spezifischer Primer. Die amplifizierten DNA-Fragmente werden dann per Aga-

rose-Gelelektrophorese detektiert (Gasanov, 2005). Durch Zusatze wie z.B. Mg2 als
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enzymatischer Cofaktor kann die Spezifitdit der Reaktion erhoht werden (Brehm-

Stecher, 2007).

Die PCR vollzieht sich in drei Schritten (Loffler, 1999):

1. Denaturierung der Doppelstrang-DNA durch Temperaturerhéhung auf 90°C

2. Abkiihlung auf 50°C und Zugeben der Oligonucleotidprimer, die den 5 -Enden der
beiden Einzelstrange komplementéar sind

3. Komplementierung der beiden Einzelstrange zu zwei DNA-Doppelstrdngen durch
Zugabe der DNA-Polymerase

Die zu amplifizierende Probe wird zuvor fur 24-48h selektiv angereichert, da die di-

rekte Durchfihrung der PCR ohne vorherige Anreicherung unzuverlassige Ergebnis-

se liefert (Aznar, 2003; Allerberger, 2003). Gebrauchliche Zielgene bei L. monocyto-

genes sind das hly-Gen und das iap-Gen (Brehm-Stecher, 2007; Koo, 2002; Bubert,

1997). Als weitere Zielgene fungieren ribosomale Gene, die fir 16S RNA (Wang,

1992; Somer, 2003; Koo, 2002) und 23S RNA (Paillard, 2003; Sallen, 1996) kodie-

ren, das actA-Gen, das plcA-Gen und plcB-Gen, das inlA-Gen und inIB-Gen (Jaradat,

2002; Liu 2003) oder auch das prfA-Gen (Liu, 2003).

Eine Weiterentwicklung der herkdbmmlichen PCR stellt die so genannte Multiplex-

PCR dar. Hierbei wird unter Nutzung multipler Primer-Sets die Detektion verschiede-

ner bakterieller Organismen innerhalb der gleichen, zu untersuchenden Probe ge-

wabhrleistet. So kdnnen z.B. Listerienspezies und Salmonellen gleichzeitig identifiziert

werden (Hsih, 2001) oder auch eine gleichzeitige Unterscheidung von L. monocyto-

genes und anderen Listerienspezies durchgefuhrt werden. Die Multiplex-PCR stellt

ein attraktives Analyseverfahren in der Lebensmittelindustrie dar, da die Testzeiten

und die Laborkosten gesenkt werden kénnen (Hudson, 2001; Wesley, 2002).

4.11.4.3 FISH (Fluorescence In Situ Hybridization)

Diese Methode wurde erstmal zur Detektion von Bakterien 1989 beschrieben (De-
Long, 1989). Hierbei werden mit einem Fluoreszenzfarbstoff markierte Nukleinsaure-
proben mit komplementaren rRNA-Sequenzen, welche in den Ribosomen der Zellen
lokalisiert sind, hybridisiert. Diese Technik besteht aus vier Schritten, namlich der Fi-
xierung, der Hybridisierung, der Entfernung von unspezifisch gebundenen Proben
und letztlich der Detektion. Vor dem Schritt der Hybridisierung muss die dicke Zell-

wand der Listerien durch enzymatische oder chemische Verdauungsprozesse aufge-
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I6st werden. Aufgrund der besseren Charakterisierung von 16S rRNA wird diese hau-
fig mit der FISH-Technik detektiert, moglich ist aber auch die Detektion von 23S
rRNA. Die Isolationsergebnisse sind dem kulturellen Nachweis aquivalent und liegen
zudem 48h fraher vor (Amann, 2001; Amann, 2000).

4.11.5 Epidemiologische Identifikationsmethoden von Listeria monocy-

togenes

Fur epidemiologische Untersuchungen werden Nachweistechniken benétigt, die auch
die Unterscheidung eng verwandter L. monocytogenes-Stamme zuldsst, damit die
Quelle eines Listerioseausbruch und das zugrunde liegende Transmissionsmuster
bestimmt werden kann. Die Typisierungsmethoden teilen sich grundsatzlich in zwei
Zweige, zum einen phéanotypische Nachweisverfahren, zum anderen molekulare
Techniken (Gasanov, 2005).

41151 Ph&notypische Typisierung

Die phanotypische Typisierung wird in drei Arme unterteilt. Zum einen die serologi-
sche Typisierung, zum anderen die Phagentypisierung und des Weiteren die en-

zymatische Typisierung (Gasanov, 2005).

4.11.5.1.1 Serologische Typisierungsmethoden

Dieses Nachweisverfahren basiert auf einer Antigen-Antikdrperreaktion. Spezifische
Antikdrper reagieren zum einen mit somatischen Antigenen (O-Antigene), zum ande-
ren mit flagellaren Antigenen (H-Antigene). Unter den Listeriaspezies werden 15 (I-
VX) somatische O-Antigene unterschieden, bei den flagellaren H-Antigenen existie-
ren die Typen A-D (Liu, 2006; Seeliger, 1979a; Seeliger, 1986) bzw. A-E (Allerberger,
2003). Anhand der Kombination der O- und H-Antigene kdénnen die L. monocytoge-
nes-Stamme und die anderen Listeriaspezies voneinander unterschieden werden
(Liu, 2006).

Diese Methode wird vor allem benutzt um die Pravalenz spezieller Serotypen von
Listerien in epidemiologischen Untersuchungen aufzudecken. Aul3erdem ist dieses

Verfahren ein nitzliches Werkzeug zur weiteren Subtypisierung von L. monocytoge-
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nes, dessen Serotypen 1/2a, 1/2b und 4b bis zu 98% aller klinischen Listeriosefalle

verursachen (Liu, 2006).

Serovars of Listeria

Serovar O-antigens H-antigens
12a I 10 (m A B

1/2b I 1 (1m A BC
12 I I (m B D
3a I (m v A B

3b I (Im v (X1 (XI1I) A B C

3¢ I (1m v (XN (X11I) B D
4a (I W v X A BC
4ab (1) v Vi v IX X A BC

4b (1 v Vi A B C

dc (1 v Vil A BC

4d (I1m vy Vi vin A BC

de (1 v Vi vun (X) A BC

» (1) V) VI vunn X A ‘B C
6a* (1) v D (VID) (X) XV A BC
6b* (1) vy v (VID IX X Xi A B C

7 (I X1 X1 A BC

L. grayi (1 X1 X E

Tabelle 5: Auflistung der Serovare von Listeria monocytogenes (Allerberger, 2003).

4.11.5.1.2 Phagentypisierung

Diese Methode basiert auf der spezifischen Bakteriophageninteraktion mit dem dem-
entsprechenden Listerienwirtszellorganismus. Durch den Bakteriophagen wird der
Listerienwirt lysiert. Seit 1985 stellt diese Nachweistechnik ein etabliertes Verfahren
in der phanotypischen Listeriencharakterisierung dar (Rocourt, 1985). Ein Nachteil ist
jedoch, dass nicht alle L. monocytogenes-Stamme mit Phagen typisierbar sind, vor
allem die L. monocytogenes-Stamme des Serotyps 1/2 (McLauchlin, 1986). Auch
Stamme des Serovars 3 sowie von L. grayi kbnnen auf diese Weise nicht typisiert
werden, so dass man insgesamt ca. 105 der Listerienstamme mit dieser Technik
nicht erfassen kann (Liu, 2006).

Durch ein international verwendetes Set an spezifischen Bakteriophagen konnte auf-
gezeigt werden, dass die Typisierbarkeit der einzelnen Stamme geographische Un-
terschiede erkennen lasst, so dass diese Methode flir epidemiologische Untersu-

chungen nur bedingt geignet ist (McLauchlin, 1986)
4.11.5.1.3 Multilokulare Enzymelektrophorese (MEE)
Die multilokulare Enzymelektrophorese stellt eine gut etablierte Typisierungstechnik

dar, die vor allem in den frihen 1990er Jahren fir epidemiologische Untersuchungen

bei Listerioseausbrtichen in den USA als auch in Europa angewendet wurde (Bibb,
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1990; Graves, 1994; Norrung, 1992). Die Technik basiert auf der Beobachtung, dass
Unterschiede in der Aminosauresequenz Unterschiede in der elektrostatischen La-
dung der Proteine bedingen und letztlich zu einer unterschiedlichen elektrophoreti-
schen Mobilitat fihren. Die differierende Mobilitat spiegelt also direkt eine Allelvaria-
tion der Gene wider, die fur diese Proteine kodieren. Die MEE wurde auch zur Analy-
se von Taxonomie- und Genus-Charakteristika von Listerien benutzt (Boerlin, 1991).
Die MEE stellt eine laborintensive Methode dar und findet daher nur bei bestimmten

epidemiologischen Fragestellungen Anwendung (Graves, 2007).

4.11.5.2 Molekulare Typisierung

4.11.5.2.1 Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE)

Die PFGE stellt eine gut reproduzierbare und hoch diskriminative molekulare Typisie-
rungstechnik dar. Das Verfahren wurde 1984 durch Schwartz et al. als Variation der
normalen Gelelektrophorese entwickelt. Die Methode basiert auf den Restriktions-
fragmentlangenpolymorphismen (RFLP) bakterieller DNA. Die PFGE erlaubt die Ana-
lyse von grofen DNA-Fragmenten. Hierbei werden unter Zuhilfenahme von Restrik-
tionsenzymen DNA-Fragmente mit einer Gréf3e von 40-600kb erzeugt. Durch eine
wechselnde, so genannte gepulste Spannung, welche am Agarosegel angelegt wird,
kommt es zur Auftrennung der DNA-Fragmente anhand ihrer Grol3e. Dies resultiert in
der Regel in 8-25 verschiedenen Banden innerhalb des Gels (Schwartz, 1984; Liu,
2006). Die PFGE benétigt zwischen 30h-50h. Anhand der verschiedenen Banden-
mustern kann L. monocytogenes in Subtypen bzw. so genannte Pulsotypen klassifi-
ziert werden (Brosch, 1996; Graves, 1994). Damit ist die PFGE sehr zeitintensiv,
teuer und schwer zu standardisieren, so dass die PGFE nur spezialiserten Referenz-
laboren vorbehalten war (Ruppitsch, 2015, Liu, 2006).

Die PFGE war vor allem fiir die Subtypisierung des Serovars 4b, das durch andere
Typisierungsverfahren oft nicht ausreichend typisiert werden konnte, ein wichtiges
Tool (Brosch, 1996). In den USA wurde von der CDC (Centers for Disease Control
and Prevention) ein Netzwerk von speziellen Laboratorien etabliert, damit Lebensmit-
tel assoziierte Pathogene moglicht schnell typisiert und Ausbreitungsmuster einer
bestimmten Quelle zugeordnet werden kénnen. Dieses so genannte PulseNet er-

moglicht den Vergleich von PFGE-Bandenmustern, auch via Internet, und teilneh-
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mende Laboratorien kdnnen somit Listerioseausbrtiche schnell erkennen und unter-
suchen (Centers for Disease Control and Prevention 2000,2001, 2002; Nadon,
2017). Die PGFE wurde vor der Zeit des Next Generation Sequencing sogar als Pla-
tinum - Standard bezeichnet (Graves, 2007).

4.11.5.2.2 Ribotyping

Die Methode basiert auf Unterschieden in ribosomalen Genen und Proteinen. Hierbei
wird chromosomale DNA mit Hilfe von Restriktionsenzymen verdaut und anschlie-
Rend unter Nutzung von rRNA hybridisiert. Die daraus resultierenden Bandenmus-
tern unterteilen die Listeriaisolate in so genannte Ribotypen, wodurch die Verwandt-
schaftsbeziehungen der Isolate dargestellt werden kann (Boerlin, 1995). Haufig be-
nutzte Restriktionsenzyme sind EcoRI, Pvull oder Xhol. Diese Enzyme spalten die
DNA in viele Fragmente (>300-500) mit einer Grof3e von 1-30kb (Liu, 2006). Diese
DNA-Fragmente werden dann per Agarosegelelektrophorese getrennt, per Southern
blot auf eine Membran transferriert und mittels einer Sonde, welche von E. coli
stammt und fur rRNA kodiert, detektiert.

Das Ribotyping stellt eine konstante und reproduzierbare Typisierungstechnik dar,
deren Diskriminationkraft mit der der PFGE vergleichbar ist. Da hierfir kein speziel-
les Equipment bendtigt wird, ist das Ribotyping eine héaufig benutzte Technik zur
Subtypisierung von L. monocytogenes. Ein kommerziell erhaltlicher Ribotyping-Test
(RiboPrinter®) macht das Ribotyping fir epidemiologische Untersuchungen von Er-
krankungen, die durch L. monocytogenes ausgeldst werden, interessant (Liu, 2006).
Die Diskriminationskraft der Methode kann durch Kombination mit anderen molekula-
ren Verfahren wie der PFGE oder der PCR erhdht werden (Graves, 2007).

4.11.5.2.3 Restriktionsenzymanalyse (REA)

Restriktionsenzyme erkennen und schneiden bestimmte Sequenzen innerhalb der
DNA, wodurch sich spezifische Bandenmuster der unterschiedlich gro3en DNA-
Fragmenten ergeben. Die genetische Verwandtschaft lasst sich dann anhand eines
Anzahl- und GroRRenvergleichs der Fragmente, die per Gelelektrophorese getrennt
werden, ermitteln. Die Anzahl und Groél3e der Fragmente richten sich nach dem G+C-

Gehalt bzw. A+T-Gehalt der zu untersuchenden Organismen (Graves, 2007). Die
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REA entspricht einer Makrorestriktionsanalyse bakterieller DNA. Die Kombination mit
der PFGE erhoht die Aussagekraft dieser Technik. Vorteile zum Nachweis von L.
monocytogenes bei dieser Technik sind, dass sie universell einsetzbar, sensitiv, kos-
teneffektiv und relativ leicht durchfihrbar ist. Trotzdem lassen sich mit der REA nur
schwer Vergleiche zwischen einzelnen Stammen ziehen, da die Bandenmuster sehr
komplex sind und aus hunderten von Banden bestehen kénnen. Daher ist die REA
nicht geeignet um eine grofRe vergleichbare, dynamische Datenbank zu etablieren
(Graves, 2007). Die REA kann fur die Typisierung der Serotypen 1/2 und 4 von L.
monocytogenes durchaus geeignet sein (Sauders, 2003; Bille, 1996).

4.11.5.24 PCR-basierte Typisierungsmethoden

Hierbei lassen sich grundsatzlich zwei verschiedene Methoden voneinander unter-
scheiden. Zum einen die so genannte RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)
bei der unspezifische Primer eine zuféllige Amplifizierung von DNA-Fragmenten be-
wirken, zum anderen werden spezifische Zielsequenzen amplifiziert und die resultie-
renden PCR-Produkte werden per Restriktionsenzymen verdaut und dann beztglich
der Lange der DNA-Fragmente (RFLP = Restriction Fragment Length Polymor-
phisms) oder bezuglich deren Konformationsanderungen (SSCP = Single Strand

Conformational Polymorphism) analysiert (Gasanov, 2005).

4.11.5.2.4.1 RAPD

Durch Nutzung eines einzelnen unspezifischen Primers oder eines Universalprimers
wird die DNA anhand der Anzahl und GréfRe der erzeugten Fragmente charakteri-
siert. Die Primer sind typischerweise zwischen 8-10bp lang und die Kenntnis der zu
amplifizierenden Zielsequenz ist nicht nétig. Die gleichen Primer kénnen fir die un-
terschiedlichen Listeriaspezies benutzt werden. Die Anwendbarkeit dieser Technik
zur Typisierung von L. spp. und zur Subtypisierung von L. monocytogenes wurde in
verschiedenen Studien belegt (Boerlin, 1995; Mazurier, 1992a; Mazurier, 1992b). Die
RAPD hat sich vor allem bei epidemiologischen Untersuchungen bei Listerioseaus-
briichen bewahrt Dieses Typisierungsverfahren lasst sich einfach anwenden, Listeria
spp. kénnen relativ schnell bis zum Subspezieslevel typisiert werden und es kann ei-

ne hohe Probenanzahl gescreent werden (Gasanov, 2005).
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4.11.5.24.2 PCR-RFLP

Hierbei wird per PCR ein bestimmtes Zielgen amplifiziert und das resultierende PCR-
Produkt wird per Restriktionsenzym verdaut. Die Restriktionsfragmente werden an-
hand ihrer Lange per Elektrophorese getrennt. Die genetische Verwandtschaft zeigt
sich durch Anzahl und GréRenvergleich. Zielgene zur Detektion von L. monocytoge-
nes sind zum einen ribosomale Gene und zum anderen Gene von Virulenzfaktoren,
wie hly, iap oder inlA/inIB. Bei dieser Technik kann eine grof3e Probenanzahl in rela-
tiv kurzer Zeit untersucht werden. Allerdings ist die Diskriminationskraft der Methode
nicht hoch, so dass sie fur epidemiologische Untersuchungen nur bedingt einsetzbar
ist (Gasanov, 2007).

4.11.5.2.4.3 SSCP

Diese konformationale Polymorphismusanalyse (Einzelstrang Konformations Poly-
morphismus) basiert auf der Annahme, dass eine Veranderung in der Nukleotidse-
guenz eines PCR-Produkts, eine Konformationséanderung im Endprodukt bewirkt.
Diese Konformationsanderung kann per Gelelektrophorese detektiert werden. Am
haufigsten wird hierbei die so genannte ,Capillary Electrophoresis‘(CE) angewendet,
da so Sequenzunterschiede von nur einem Nukleotid dargestellt werden kdnnen,
was ansonsten nur durch die kostenintensive direkte DNA-Sequenzierung bewerk-
stelligt werden kann. L. monocytogenes wurde durch SSCP von 16S rDNA und der
Virulenzgene hly und iap typisiert (Andersen, 2003; Vaneechoutte, 1998; Wagner,
2000).
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4.12 Die Therapie der Listeriose

412.1 Allgemeines

Trotz des hohen Expositionsrisikos, welches im ubiquitaren Vorkommen von L. mo-
nocytogenes begriindet liegt, ist die Entwicklung einer Listerioseinfektion ein eher
seltenes Ereignis, welches vor allem immungeschwéchte Personen betrifft (Gellin,
1989). Auf den ersten Blick erscheint es unverstandlich warum die Listeriose mit ei-
ner Mortalitdt von 30% verknipft ist, obwohl L. monocytogenes sich auf fast alle ge-
brauchlichen Antibiotika sensibel zeigt. Dieses Therapieversagen liegt zum einen in
der fakultativ intrazellularen Lage der Bakterien begrindet, weil diese sich somit in
eine therapeutisch schwer erreichbare Nische flichten, zum anderen wird die Diag-
nose der Listerioseerkrankung aufgrund der Seltenheit und der zunachst unspezifi-
schen Symptome oft verkannt und die Therapie damit verzégert. Ein weiterer Grund
ist sicher, dass die Listerioseinfektion hauptsachlich Menschen mit geschwéchten
Immunsystem betrifft und die kérpereigenen Abwehrkrafte, welche fur die endgultige
Clearance des Organismus von L. monocytogenes notig sind, nicht ausreichen und
es daher auch zu einem Therapieversagen der eingesetzten Antibiotika kommen
kann.

L. monocytogenes zeigt sich einer Bandbreite von gebrauchlichen Antibiotika gegen-
Uber sensibel. Erwahnenswert ist die grundsatzliche Resistenz gegeniber neueren
Cephalosporinen, sowie gegenuber Fosfomycin und Nalidixinsaure (Hof, 1997; Jo-
nes, 1995; Slade, 1990). Unter natlrlichen Bedingungen konnte eine Resistenz ge-
genuber Penicillinantibiotika noch nie beobachtet werden (Hof, 1997; Hof, 2004; Jo-
nes, 1995).

In der nachfolgenden Tabelle ist eine breite Auswahl an Antibiotika aufgelistet. An-
gegeben ist die minimale Hemmkonzentration (MIC = minimal inhibitory concentrati-
on), sowie der bakteriostatische und/oder auch bakterizide Effekt der einzelnen Anti-
biotika (Hof, 2003b; Hof, 2004).
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Antibiotikum MIC(mg/l) Bakteriostatisch Bakterizid
Sensibel | Intermediar Resistent | Ja | Schwach | Nein

Penicillin 0,12-1 + +

Ampicillin/ 0,12-1 + +

Amoxicillin

Cefalothin 0,25-16 + +

Cefotaxim/ 4-128 + +

Cefuroxim

Imipenem 0,03-0,12 + +

Gentamicin <0,25-0,5 + +

Rifampicin <0,008- + +

0,6

Chloramphenicol | <2-16 + +

Tetracycline 0,12-0,32 + +

Cotrimoxazol <0,03- + + +

0,06

Erythromycin 0,06-0,25 + +

Ciprofloxacin 0,5-2 + +

Moxifloxacin 0,12-1 + +

Nalidixinsaure >128 + +

Vancomycin 1-2 + +

Fosfomycin 4-2048 + +

Clindamycin 0,25-4 + +

Tabelle 6: Auswahl gebrauchlicher Antibiotika mit Angabe der MIC, sowie des bakte-

riostatischen und/oder bakteriziden Effekt (eigene Erstellung, angelehnt an Hof

2003b; Hof 2004).

Resistenzen gegeniber bestimmten Antibiotika, wie z.B. Makroliden oder Trime-

thoprim (Hof, 2003b), kénnen Plasmid kodiert sein, wohingegen Resistenzen gegen-

Uber bestimmten Tetracyclinen auch chromosomal bedingt sein kénnten (Slade,

1990). Da sich in-vitro Plasmidibertragungen mit bestimmten Resistenzeigenschaf-

ten leicht von Enterokokken auf L. monocytogenes durchfiihren lassen, ist es leicht
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vorstellbar, dass ein solcher Plasmidtransfer auch unter nattrlichen Bedingungen
kein seltenes Ereignis darstellt, z.B. im Stuhl von Tier und Mensch (Hof, 1997).

Die generelle Empfindlichkeit gegenlber einem Antibiotikum kann sich aufgrund ei-
nes sich andernden Selektionsdrucks, wie es z.B. beim unkritischen Einsatz von An-
tibiotika in der Tierzucht vorkommt, wandeln.

Fur die Wirksamkeit eines Antibiotikums gegentber L. monocytogenes ist nicht nur
der direkte bakteriostatische bzw. bakterizide Effekt auf extrazellular liegende Bakte-
rien von entscheidender Bedeutung, sondern auch der intrazellulare Effekt. Hierzu
muss der Wirkstoff in die Zelle aufgenommen werden, entweder durch passive Diffu-
sion oder durch aktiven Transport. Diese Aufnahme differiert von Zelltyp zu Zelltyp.
Bestimmte Zellen verfiigen Uber spezielle Membrantransportsysteme, die aufge-
nommene Antibiotika sofort wieder exportieren (Nichterlein, 1995). Auch kdnnte die
Hohe der Bakterienlast einer Zelle die Aufnahme eines medikamentdsen Wirkstoffs
verhindern bzw. hemmen. Wichtig ist auch, dass das Medikament intrazellular ver-
bleibt und nicht aufgrund einer sinkenden extrazellularen Konzentration wieder nach
aulBen diffundiert, was z.B. bei Fluorochinolonen beobachtet werden kann (Hof,
1991). Der therapeutische Erfolg hangt auch nicht von der blof3en intrazellularen
Préasenz des Antibiotikums ab, sondern entscheidend ist auch, dass das Medikament
Zugang zu den intrazellularen Kompartimenten erlangt, in denen sich die Pathogene
befinden, so dass eine Interaktion Gberhaupt mdglich ist. B-Lactam-Antibiotika kon-
nen nur in geringen Mengen die Wirtszellmembran tGberwinden und verbleiben dann
hauptsachlich im Cytosol. Vancomycin hat zwar eine gute Penetrationsfahigkeit,
bleibt aber an der Zellmembran verhaftet. Gentamicin wird exklusiv in Lysosomen
transportiert und gelangt folglich nur mit intrazellularen Bakterien in Kontakt, wenn
ein Lysosom mit einem Phagosom, welches L. monocytogenes enthalt, verschmilzt
(Hof, 2004). Auch die intrazellularen Bedingungen wie pH oder Proteinbindung be-
einflussen die Aktivitat des jeweiligen Antibiotikums. Gentamicin liegt bei einem nied-
rigen pH-Wert nur in seiner inaktiven, protonischen Form vor. Andere Medikamente
ohne antimikrobielle Eigenschaften kénnen ebenfalls die Wirksamkeit des verab-
reichten Antibiotikums beeinflussen, sei es durch Akkumulation, Aktivitatsanderung
oder anderer Verteilung (Hof, 1997; Hof, 2004).
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4.12.2 Verschiedene Antibiotika

Da sich Listeria monocytogenes einer ganzen Bandbreite von Antibiotika gegeniber
sensibel zeigt, wurden diverse Antibiotika in in-vitro Versuchen, in Zellkulturen und im
Tierexperiment untersucht. Hierbei zeigten sich durchaus Diskrepanzen zwischen
den in-vitro Versuchen und den klinischen Ergebnissen (Hof, 1997).

Als klinische Therapie der ersten Wahl gilt nach wie vor die Kombinationstherapie
von Ampicillin und Gentamicin.

Als adaquater Ersatz bei Penicillinallergie kommt Cotrimoxazol zum Einsatz. Auch
eine Reihe weiterer Antibiotika wurden im klinischen Einsatz erprobt, wobei deren
Applikation nur bei Versagen der Standardtherapie oder speziellen Indikationen zum
Tragen kommt. Andere Antibiotika wiederum wurden nur experimentell eingesetzt,
wobei eine wirkliche Erweiterung der Therapie bisher nicht erreicht werden konnte
(Hof, 2004).

4.12.2.1 B-Lactam-Antibiotika

Zu den B-Lactamantibiotika gehoren Penicilline, Cephalosporine, Carbapeneme und
des Weiteren Monobactame und Clavulansaurederivate (Lang-Roth, 2004). In der
Therapie der Listeriose kommen jedoch nur Penicilline und Carbapeneme zum Ein-
satz, da bezuglich der Cephalosporine und Monobactame bis auf wenige Ausnah-
men eine generelle Resistenz der Listerien besteht (Hof, 2003b). Diese Resistenz
der Cephalosporine hangt mit der niedrigen Bindungsaffinitat gegenltber den so ge-
nannten Penicillin-Bindungs-Proteinen (PBP) der Listerien zusammen. Listerien be-
sitzen funf verschiedene PBPs in unterschiedlicher Anzahl und mit charakteristischer
molekularer Masse. Die PBPs dienen der Synthese der Bakterienzellwand (Lang-
Roth, 2004). Die jeweilige Ausstattung mit PBP’s ist flr jede Listerienspezies unter-
schiedlich, allen gemeinsam ist nur PBP3 (Hakenbeck, 1991). Penicillinantibiotika
binden mit hoher Affinitdt an PBP3 und PBP5; durch Blockade dieses Proteins kann
die bakterielle Zellwand nicht synthetisiert werden und fuhrt letztlich zum Absterben
der Bakterien (Vicente, 1990). Die Bindungsaffinitat der verschiedenen B-Lactam-
Antibiotika ist variabel, so dass die Blockade dieser Proteine nicht zwingend zum Ab-

toéten der Bakterien fuhrt. Nur durch Blockade mehrerer PBP’s und Sattigung eines
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Groliteils jedes einzelnen PBPs bezlglich der Anzahl fihrt zu einem effektiven Abto-
ten der Bakterien (Hof, 1997).

B-Lactam-Antibiotika zeigen gegenuber den meisten Isolaten von Listerien einen
bakteriostatischen Effekt, wobei ein bakterizider Effekt nach langerer Exposition des
Erregers gegenuber dem verabreichten Antibiotikum erreicht werden kann. Bei den
meisten Stammen kann der so genannte ,Eagle-Effect beobachtet werden: Eine
steigende B-Lactam-Konzentration fuhrt zum Anstieg der MBC (minimal bactericidal
concentration), wobei der zugrunde liegende Mechanismus noch unklar ist (Hof,
1997). Dies bedeutet, dass eine breite Kluft zwischen der MIC und der MBC Klafft,
vor allem wenn der Empfindlichkeitstest bereits nach 24h abgelesen wird (Hof,
2003b).

Aufgrund der hauptssachlich bakteriostatischen Aktivitat der B-Lactam-Antibiotika
werden, um einen effektiveren Therapieansatz zu erreichen, diese fur gewdhnlich mit
einem Aminoglycosid kombiniert, welches bakterizid wirkt (Hof, 1997). Aul3erdem er-
hoht der Einsatz der Aminoglycoside den nur geringen bakteriziden Effekt der (3-
Lactam-Antibiotika (Hof, 2003b).

B-Lactam-Antibiotika kdnnen in Schwangerschaft und Neugeborenenperiode einge-

setzt werden.

412.2.1.1 Penicilline

Penicillinantibiotika sind generell wirksam gegentiber L. monocytogenes. Fur die
Therapie der Listeriose haben sich Aminopenicillene als am besten geeignet erwie-
sen und stellen das Mittel der Wahl in der Behandlung dar. Hierbei lasst sich ein
leichter Vorteil von Amoxicillin gegeniber Ampicillin feststellen (Marklein, 1981; Hof,
2003b). Acylureidopenicilline sind weniger effektiv als Aminopenicilline (Espaze,
1988; Hof, 1997). Auch in subinhibitorischer Konzentration fihrt Ampicillin zu einer
reduzierten Listeriolysin-Produktion, wobei das Wachstum der Bakterien nicht we-

sentlich beeinflusst wird.

4.12.2.1.2 Cephalosporine

Diese Antibiotikagruppe hat sich in der Therapie der Listeriose aufgrund der generel-

len Resistenz, vor allem gegeniber Cephalosporinen der 3. Generation, als voéllig in-
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effektiv erwiesen (Niemann, 1980; Troxler, 2000). Uber die Entwicklung einer Listeri-
enmeningitis unter laufender Cephalosporintherapie wurde mehrfach berichtet (Lor-
ber, 1997; Lorber, 1975; Espaze, 1988).

4.12.2.1.3 Carbapeneme

Diese Substanzgruppe zeigt gute antimikrobielle Eigenschaften, auch intrazellular,
was sowohl in Zellkulturen als auch im Tierversuch betatigt werden konnte (Carryn,
2002). Da Imipenem einen gewissen konvulsiven Effekt besitzt, sollte der Einsatz von
Meronem bevorzugt werden. Allerdings zeigten sich hierunter auch Therapieversa-
ger, so dass ein routinemaliger Einsatz dieser Substanzen nicht erfolgt, da sie sich
auch der Therapie mit Aminopenicillinen unterlegen zeigen (Hof, 2004; Stepanovic,
2004).

4.12.2.2 Aminoglycoside

Aminoglycoside wirken bakterizid und stellen in der Kombination mit Aminopenicilli-
nen die Therapiestrategie der ersten Wahl in der Behandlung der Listeriose dar (Hof,
2004). Der bakterizide Effekt zeigt sich bereits nach 1-2h (Hof, 1997). Vor allem
Gentamicin hat sich zum Standardpraparat in der Listeriosetherapie entwickelt.
Grundsatzlich muss bei der Therapie mit Aminoglycosiden die Nierenfunktion eng-
maschig Uberwacht werden und sollte vor allem wenn auch andere nephrotoxische
Medikamente zum Einsatz kommen eine Therapiedauer von 14 Tagen nicht tber-
steigen (Hof, 2004). Aminoglycoside sind in der Schwangerschaft aufgrund der Oto-
und Nephrotoxizitat kontraindiziert (Lang-Roth, 2004).

412.2.3 Cotrimoxazol

Das Kombinationspraparat Cotrimoxazol, bestehend aus Trimethoprim und Sulfame-
thoxazol, wird als Mittel der zweiten Wahl bei der Listeriosetherapie eingesetzt (Hof,
1997; Winslow, 1982). Cotrimoxazol wird vor allem bei Penicillinallergie verwendet
(Lorber, 2007). In einer unkontrollierten Studie von 1996 (Merle-Melet, 1996) zeigte
die Kombinationstherapie von Cotrimoxazol und Ampicillin eine geringere Versager-

quote und weniger neurologische Residuen als die Standardkombinationstherapie
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Ampicillin und Gentamicin. Cotrimoxazol besitzt einen bakteriziden Wirkmechanis-
mus, der Effekt kann nach 6-24h beobachtet werden (Winslow, 1982). Uber eine Re-
sistenz gegentber der Hauptwirksubstanz Trimethoprim wurde erst einmal berichtet
(Charpentier, 1995), denn eine Resistenz pathogener Listerien gegeniber Antifolaten
ist eher selten und eher mit einer Resistenz gegenuber Sulfamethoxazol verknupft.
Cotrimoxazol scheint auch eine gute Aktivitat im ZNS zu besitzen und zeigte sich im
Tierexperiment bei der Enzephalitisbehandlung Ampicillin bzw. Amoxicillin &quieffek-
tiv (Michelet, 1999; Blanot, 1999). Des Weiteren kann Cotrimoxazol in infizierte
Wirtszellen penetrieren (Michelet, 1997). Cotrimoxazol sollte in der Schwangerschatft,
vor allem Frihschwangerschaft wegen des Anti-Folat-Effekts (Janakiraman, 2008),
und Stillzeit vermieden werden. Auch fur Friih- und Neugeborene besteht wegen der
maoglichen Entwicklung eines Kernikterus eine Kontraindikation (Lang-Roth, 2004).

412.2.4 Makrolide

Makrolide sind bakteriostatisch wirkende Antibiotika, die vor allem bei Penicillinaller-
gie in der Schwangerschaft zum Einsatz kommen. Hierbei zeigt sich eine gewisse
Uberlegenheit von Clarithromycin gegeniiber Erythromycin, Azithromycin ist weniger
effektiv im Vergleich zu Erythromycin (Hof, 1997; Bauer, 1993). In Untersuchungen
wurden in Fruchtwasser und fetalem Serum nur subtherapeutische Konzentrationen
erreicht, ohne dass mit einem gewissen Konzentrationsverlust bei Uberschreiten der

maternofetalen Barriere zu rechnen ist (Temple, 2000; Mylonakis, 1998).

4.12.2.5 Lincosamine

Hier zeigte sich vor allem Clindamycin hocheffektiv gegentiber Listerien spp. Routi-
nemaRig wird es in der Behandlung der Listeriose jedoch nicht eingesetzt (Hof,
1997). Es besteht eine Kontraindikation fir Schwangerschaft, Stillzeit und Neonatal-
periode (Lang-Roth, 2004).

4.12.2.6 Rifampicin

Rifampicin zeigt in-vitro eine gute Aktivitdt gegentber Listerien. Es wirkt hauptsach-

lich bakteriostatisch, kann aber auch gegenuber intrazellularen Bakterien einen ge-
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wissen bakteriziden Effekt aufweisen (Hof, 1997). Da Rifampicin die Blut-Liquor-
Schranke passieren kann und auch effektiv gegen intrazellulare Bakterien wirkt,
konnte die Hinzunahme in der Behandlung von ZNS-Infektionen vor allem bei im-
mungeschwéchten Personen in Erwéagung gezogen werden (Hof, 2003b). Die tierex-
perimentellen Daten beziglich einer triple-Therapie mit Ampicillin, Gentamicin und
Rifampicin zeigten hohe Heilungsraten, wobei die Daten im klinischen Einsatz bisher
nicht Gberzeugen konnten (Hof, 2004; Scheld, 1983). Rifampicin ist vor allem im ers-
ten Trimenon der Schwangerschaft kontraindiziert (Lang-Roth, 2004).

4.12.2.7 Fluorochinolone

Chinolone spielen in der Listeriosetherapie keine wesentliche Rolle, da der Hauptak-
tivitatsbereich eher im Gram-negativen Bereich liegt, als bei Gram-positiven Erregern
(Michelet, 1994). In in-vitro Versuchen konnten Listerien mit einer hohen Resistenz
gegenuber Chinolonen isoliert werden (Boisivon, 1990). Vielversprechend zeigen
sich aber die Chinolone der 4. Generation wie z.B. Moxifloxacin (Hof, 2004; Nichter-
lein, 1998), wobei noch kein routinemaRiger klinischer Einsatz dieser Antibiotika exis-
tiert. Chinolone kénnen in Schwangerschaft und bei Kindern nicht eingesetzt werden
(Lang-Roth, 2004).

4.12.2.8 Tetracycline

Tetracycline sind bakteriotatisch wirkende Antibiotika. Aufgrund der hohen Rate an
Spontanresistenzen als auch per Plasmiden erworbenen Resistenzen (Hof, 1997,
Charpentier, 1995; Poyart-Salmeron, 1990) gegeniber den Tetracyclinen werden
diese in der Therapie der Listeriose nicht eingesetzt, obwohl sie eine gute Aktivitat in

in-vitro Versuchen und Zellkulturen gezeigt haben (Hof, 2004).

4.12.2.9 Glycopeptide

Bisher zeigten sich alle in Versuchsreihen getesteten L. monocytogenes-Isolate Gly-
opeptiden wie Vancomycin oder Teicoplanin gegeniber sensibel (Hof, 1997; Berner,
1988). Vancomycin wird vor allem bei der Listerienendokarditis eingesetzt

(Fernandez Guerrero, 2004). Es wirkt bakterizid hauptsachlich gegentber extrazellu-
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laren Bakterien, intrazelluléar liegende Listerien werden von Vancomycin nicht er-
reicht, da es nach Penetration der infizierten Wirtszelle an der Zellmembran haften
bleibt. Die Aussagen bezuglich des Einsatzes von Vancomycin bleiben jedoch wider-
spruchlich. Nachdem es als adaquate Alternative zu Ampicillin oder Cotrimoxazol bei
allergischen Patienten eingesetzt wurde (Bonacorsi, 1993), wurde aber auch die
Entwicklung einer Meningitis unter dieser Behandlung beschrieben (Baldassarre,
1991). Mdglicherweise héngt dies mit der schlechten Liguorpenetration der Glyco-

peptide zusammen.

4.12.2.10  Chloramphenicol

Chloramphenicol ein bakteriostatisch wirkendes Medikament galt friher als Medika-
ment der Wahl bei vorliegender Penicillinallergie. Aufgrund hoher Versager- und
Ruckfallquoten kommt es heutzutage nicht mehr zum Einsatz (Lorber, 2007; Cheru-
bin, 1991).

4.12.3 Krankheitsbezogene Therapieregime

4.12.3.1 Bakteriamie/Sepsis

Antibiotikum der ersten Wahl ist Ampicillin bzw. Amoxicillin. Wichtig ist die Dosierung
hoch genug zu wahlen. Empfohlen werden 26g/d i.v. in 3-4 Einzeldosen. Ist der Pati-
ent Uber 50 Jahre oder liegen zusatzliche Risikofaktoren vor sollte die Therapie mit
Gentamicin, 1x 360mg i.v./d Uber 1h, erganzt werden. Als zweite Wahl kame Cotri-
moxazol zum Einsatz. Hier sollten 200-320mg/d (Trimethoprim-Anteil) gegeben wer-
den. Bei guter oraler Bioverfugbarkeit kann dieses Medikament auch oral appliziert
werden. Als weitere Alternativen kdmen auch Erythromycin 4g/d oder auch Vanco-
mycin 3x1g/d in Betracht. Die Therapiedauer betragt mindestens 14 Tage, bei im-
munsupprimierten Personen kann die Therapiedauer durchaus verlangert werden
mussen (Janakiraman, 2008; Hof, 2004).
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4.12.3.2 Bakteriamie/Sepsis in der Schwangerschaft

Hierbei ist ebenfalls Ampicillin das Mittel der ersten Wahl. Eine Dosierung von = 6g/d
I.v. in 3-4 Einzeldosen sollte auch hier nicht unterschritten werden. Bei Penicillinaller-
gie kommt nur Erythromycin 4g/d als Alternative in Frage. Die Erfahrung mit anderen
Antibiotika wie Meronem oder Linezolid sind begrenzt. Eine generelle Empfehlung
beziglich der Therapiedauer fehlt. Die antibiotische Therapie sollte mindestens 7-14
Tage durchgefuhrt werden, wobei auch von Behandlungszeitrdumen von mindestens
3-4 Wochen oder auch bis zur Entbindung berichtet wird (Janakiraman, 2008; My-
lonakis, 2002; Silver, 1998).

4.12.3.3 Neugeboreneninfektion

Sowohl bei der early-onset-Listeriose als auch bei der late-onset-Listeriose ist die
Kombination von Ampicillin und Gentamicin die Therapie der Wahl. Die Therapie-
dauer sollte mindestens 14-21 Tage betragen (Hof, 2004; Temple 2000). Die Prog-
nose der late-onset-Listeriose ist deutlich besser als die der early-onset-Listeriose

und kann bei frihzeitiger Diagnose und Therapie bis zu 80% betragen (Hof, 2004).

4.12.3.4 Meningitis/Enzephalitis

Die Kombinationstherapie aus einem Aminopenicillin (entweder Ampicillin oder
Amoxicillin) und einem Aminoglycosid bleibt auch bei einer ZNS-Infektion die Medika-
tion der ersten Wahl. Bei Einsatz von Ampicillin sollte die Dosierung = 6g/d i.v. in 3-4
Einzeldosen sowie Gentamicin 1x 360mg/d, wobei die Infusionsdauer 1h sein sollte,
betragen. Je nach klinischem Bild kénnen aber auch weit héhere Dosierungen notig
sein, so berichtet bei einer ZNS-Infektion einer Schwangeren mit einer Tagesdosis
Ampicillin von 18g/d (Kalstone, 1991). Bei Symptompersistenz kann die Hinzunahme
von Rifampicin oder Cotrimoxazol in Erwagung gezogen werden. Bei Penicillinaller-
gie ist Cotrimoxazol 200-320mg/d (Trimethoprim-Anteil) Mittel der zweiten Wahl. Die
Behandlungsdauer betragt mindestens drei Wochen (Temple, 2000). Die Therapie
sollte in jedem Fall bis zur vollstandigen Eradikation des Erregers fortgefiihrt werden,
so dass ein Ruckfall verhindert wird. Behandlungsdauern von bis zu 3 Monaten sind

in der Literatur beschrieben (Skogberg, 1992).
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4.12.3.5 Gehirnabszess

Hier kommt Ampicillin hochdosiert zum Einsatz mit einer Tagesdosis von 14g/d sowie
Gentamicin 2,5mg/kgKG/d. Bei Penicillinallergie steht als Alternative Cotrimoxazol
mit 200-320mg/d (Trimethoprim-Anteil) zur Verfiigung. Die Therapiedauer betragt
mindestens 4-6 Wochen (Temple, 2000).

4.12.3.6 Endokarditis

Medikation der ersten Wahl ist Ampicillin =2 6g/d in 3-4 Einzeldosen i.v.. Bei Patienten
>50 Jahre oder mit zusatzlichen Risikofaktoren sollte Gentamicin hinzugefugt wer-
den. Bei Penicillinallergie ist die Kombinationstherapie von Vancomycin 3x 1g/d und
Gentamicin 2,5mg/kgKG/d die Behandlungsalternative. Fir natirliche Herzklappen
sollte die Therapie mindestens 6 Wochen betragen, fur Kunstklappen mindestens 8
Wochen (Temple, 2000).

412.3.7 Gelenks-/Knocheninfektion

Antibiotikum der ersten Wahl ist auch hier Ampicillin = 6g/d i.v. Bei zusatzlichen Risi-
ken oder einem Alter >50 Jahre sollte Gentamicin kombiniert werden. Die Therapie
betragt mindestens 6 Wochen, wobei Patienten mit Gelenksprothesen hiervon min-
destens 14 Tage intravends behandelt werden sollten. Eine lebenslange Einnahme

von Amoxicillin oder Cotrimoxazol oral wird empfohlen (Temple, 2000).
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4.13 Pravention

Das durch L. monocytogenes verursachte Krankheitsbild der Listeriose ist eine ins-
gesamt seltene Erkrankung, die jedoch zu 30-40 gemeldeten neonatalen Listeriose-
fallen pro Jahr fuhrt und fur 3-6% aller bakteriellen ZNS-Infektionen in Deutschland
verantwortlich ist (Handrick, 2005). In den USA geht man von ca. 2500 Listeriosefal-
len jahrlich aus, wobei hier ca. 500 todlich enden. Somit stellt die Infektion mit Listeria
monocytogenes die zweithaufigste, ernstzunehmende Nahrungsmittel-assoziierte Er-
krankung hinter der Salmonelleninfektion in den USA dar (Mead, 1999). Mit einer
Mortalitatsrate von ca.30% ist es daher umso wichtiger praventive Aufklarungsarbeit
bezlglich des Erregers, der Erkrankung und maoglicher Vermeidungsstrategien vor al-
lem im Risikokollektiv zu leisten. Hierzu zahlen Schwangere und Neugeborene, élte-
re Menschen jenseits der 60, immunsuppremierte Personen, Malignompatienten, Pa-
tienten mit HIV und AIDS, Patienten mit Grunderkrankungen wie Diabetes mellitus,
dialysepflichtigen Niereninsuffizienz, Lupus erythematodes, Leberzhirrose, Eisen-
Uberladung oder Alkoholismus (Handrick, 2005). Schwangere haben hierbei ein
20fach héheres Infektionsrisiko als die Normalbevélkerung und machen ca. 27% der
Listerioseféalle aus (Lorber, 1997). Da also ca. 5 der Falle Schwangere sind, startete
die CDC (Center of Disease Control and Prevention) zusammen mit der ACOG
(American College of Obstetricians and Gynecologists) sowie das MDH (Minnesota
Departement of Health) 2002 eine Befragung bezuglich der Transmission, Symptome
und Pravention der Listeriose unter Frauen im Alter zwischen 12-49 Jahren in den
USA. Diese Befragung zeigte, dass nur 15-18% der Teilnehmerinnen vom Krank-
heitsbild der Listeriose gehdrt oder gelesen haben. Unter den Befragten, die diese
Erkrankung kannten, hatten die meisten Frauen ihre Informationen von Arzten (50-
86%) oder aus Buchern Uber Schwangerschaft und Geburt (Ogunmodede, 2005).
Somit lasst sich festhalten, dass Frauen im gebarfahigen Alter generell eine nur
mangelnde Kenntnis bezuglich der Infektion mit L. monocytogenes und der damit
verbundenen ernsthaften Erkrankung fur das ungeborene Kind bzw. das Neugebore-
ne haben. Daher ist es von entscheidender Bedeutung Schwangere von arztlicher
Seite auf die mdgliche Infektion und PraventionsmalRnahmen hinzuweisen. Die Wich-
tigkeit der arztlichen Aufklarung konnte an einer Aufklarungskampagne der
CDC/ACOG bezuglich der Listeriose, die zwischen 1989-1993 durchgefihrt wurde,

gezeigt werden. Es kam zu einem Rickgang der perinatalen Listeriosefélle um 44%
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(Tappero, 1995). Trotz weiterer Aufklarungsarbeit in den Jahren 1999, 2001 und
nach staatenubergreifenden Listerioseausbrichen in den USA haben 82-85% der
Schwangeren noch nie von L. monocytogenes und dem dazugehoérigen Krankheits-
bild gehort (Ogunmodede, 2005).
Weniger als 30% des Reprasentivkollektivs wussten, dass eine Infektion durch Ver-
meidung von Lebensmitteln wie bestimmte Feinkostprodukte, so genannte ,ready-to-
eat“-Produkte, Weichkase oder Produkte, die aus unpasteurisierter Milch hergestellt
wurden, nahezu vollstandig verhindert werden kann. Vor allem die ,ready-to-eat"-
Produkte sind bis zu 4,7% mit L. monocytogenes kontaminiert (Gombas, 2003). Eine
1999 in Australien durchgefiihrte Befragung schwangerer Frauen ergab, dass vor al-
lem Jungere, Erstgebarende oder Frauen mit geringem Bildungsstand ein geringes
Wissen Uber die mogliche Erkrankung der Listeriose haben und somit ein héheres
Expositionsrisiko aufweisen (Ogunmodede, 2005).
Schwangere und Personen mit erhdhtem Risiko flr eine Listerieninfektion kdnnen
sich durch einfache Praventionsmaflinahmen schiitzen (Janakiraman, 2008; Ogun-
modede, 2005; Bundesinstitut fur Risikobewertung, 2008):
- rohes Fleisch ausreichend erhitzen (Kerntemperatur mind. 70°C)
- rohes Fleisch von gekochtem Essen und ,ready-to-eat“ Produkten separieren
- keine unpasteurisierten Milchprodukte verzehren; Rohmilch vor dem Verzehr
abkochen
- Wiederaufwarmen von Speisen vermeiden; beim Aufwdrmen mind. +70°C
Kerntemperatur fir mind. zwei Minuten; beim Aufwarmen in der Mikrowelle auf
gleichmaliges Erwéarmen achten, d.h. ab und zu umrihren
- Vermeidung von Raucherfisch, vor allem Graved Lachs
- Vermeidung von Weichkasen
- Abtrennen der Kaserinde
- Vermeidung von Feinkostsalaten
- Vermeidung von ,ready-to-eat“-Produkten
- Frisches Obst und Gemuse sorgféltig waschen
- beim Aufwischen von Lebensmittelriickstdanden Einmal-Kiichenpapier verwen-
den
- Lappen und Handtiicher nach Gebrauch zum Trocknen ausbreiten und regel-
manRig wechseln, sowie waschen bei mind.60°C.

- Spulbursten regelmaRig reinigen bzw. austauschen
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- auf personliche Hygiene achten, insbesondere auf saubere Hande und Fin-
gernagel

- Abfallbehalter regelm&Rig leeren und reinigen

- keine Verwendung derselben Kichenutensilien beim Umgang mit rohen und
gegarten Lebensmitteln

- sorgfaltiges Handewaschen nach Zubereitung von ungekochten Lebensmitteln

- sorgfaltige Reinigung von Arbeitsflachen nach der Zubereitung von ungekoch-
ten Produkten

- Haustiere von Lebensmitteln fernhalten, kein Streicheln wahrend der Speisen-
zubereitung

- Temperaturempfehlungen auf den Lebensmittelpackungen, sowie deren Halt-
barkeit beachten

- Kuhlschranktemperatur unter +7°C halten, am besten unter +5°C

- Kuhlschrank regelmafiig reinigen

- Reste gegarter Speisen im Kuhlschrank aufbewahren und mdglichst innerhalb

von zwei Tagen verzehren

Bei onkologischen Patienten und AIDS-Erkrankten kann eine Cotrimoxazol-
Prophylaxe einen gewissen Schutz vor einer Listerieninfektion gewahren.

Durch die zuvor genannten MafRnahmen kann eine Infektion nicht immer verhindert
werden, das Risiko fur eine Listerioseerkrankung kann aber hierdurch entscheidend

gesenkt werden (Janakiraman, 2008).
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4.14 Mogliche Zukunftsperspektiven der Listeriaforschung

Grundsatzlich besitzen lebende Bakterien eine immunstimulierende Natur, so dass
es nahe liegt sie als mogliche antigenprasentierende Vektoren zu benutzen. L. mo-
nocytogenes besitzt einige einzigartige biologische und immunologische Eigenschaf-
ten, die es zu einem idealen Vakzinvektor machen. Zum einen triggert L. monocyto-
genes in potenter Art und Weise die natirliche und erworbene Immunantwort bei infi-
zierten Wirtszellen. Durch die Fahigkeit sowohl phagosomale als auch cytoplasmati-
sche Kompartimente der Wirtszelle zu besetzen und aufgrund der immunstimulatori-
schen Eigenschaften von L. monocytogenes, kommt es auf3erdem zu einer gestei-
gerten Antigenprasentation und Stimulation von Effektor-T-Zellen und Gedachtnis-T-
Zellen. L. monocytogenes kann unter standardisierten Laborbedingungen angeziich-
tet werden, es existieren Protokolle zur genetischen Manipulation und Lebenszyklus,
genetische und immunologische Charakteristika sind weitgehend bekannt, so dass L.
monocytogenes die besten Voraussetzungen erfillt, um als sicherer Vakzinvektor in
Zukunft zum Einsatz zu gelangen (Flickinger, 2018). Neben L. monocytogenes wer-
den aber auch andere virale und bakterielle Spezies als antigenprasentierende Vek-
toren eingesetzt, wie z.B. Vakziniavirus, Salmonella, Shigella, oder auch Legionella
(Bruhn, 2007).

Aufgrund des intrazellularen Lebensszyklus von L. monocytogenes und der damit
verbundenen Fahigkeit das Cytoplasma von antigenprasentierenden Zellen zu be-
setzen, flhrten bereits relativ friih zu der Uberlegung L. monocytogenes als Vektor
zu benutzen. Die Antigenprasentation erfolgt hierbei via MHC | und MHC 1l zu CD8+
und CD4+ - T-Zellen. Die durch L. monocytogenes hervorgerufene effektive T-Zell-
Induktion lasst L. monocytogenes als idealen rekombinanten Vakzinvektor erschei-
nen mit dem Ziel auf diese Weise gegen heterologe Pathogene und Tumorantigene
vorzugehen.

Hierbei spielt die durch eine L. monocytogenes Infektion hervorgerufene Maturation
von dendritischen Zellen eine entscheidende Rolle, da moderne Immuntherapien in
der Onkologie auf eine Manipulation von dendritischen Zellen im Sinne einer Typ1l-
Immunantwort abzielen.

Yoshimura und Kollegen konnten bei Lebermetastasen zeigen, dass eine Infektion
mit virulenzattenuierten L. monocytogenes-Stammen ein proinflammatorisches Cyto-

kinmilieu in der Leber induziert, welches bereits alleine einen Anti-Tumor-Effekt auf-
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grund der Amplifizierung und Rekrutierung von NK-Zellen in das Metastasengebiet
zeigt. Zusammen mit einer zellularen Krebsvakzine wird die Aktivitat und Effektivitat
von Anti-Tumor-T-Zellen gesteigert. L. monocytogenes generiert also eine antigen-
spezifische, adaptive Immunantwort und induziert einen zielgerichteten Effekt auf
Krebszellen auch in Abwesenheit eines spezifischen Antigens. Zukunftige Bemuhun-
gen richten sich auf die Entwicklung und den Einsatz virulenzattenuierter L. monocy-
togenes-Stamme, die als therapeutische Immunmodulatoren fur Patienten mit Le-
bermetastasen einsetzbar sind (Yoshimura, 2006).

Ein weiterer moglicher Einsatzbereich fur L. monocytogenes als Vakzine besteht im
Bereich von Tumoren, welche durch eine virale Transformation verursacht werden.
So werden durch verschiedene HP-Viren ca. 90% der Zervixkarzinome, ca. 95% der
anogenitalen Karzinome und ca. 25% von Kopf- und Halstumoren verursacht. Das
E7-Protein von HPV-16 wird stark durch viral transformierte Tumorzellen expremiert.
In praklinischen Studien mit rekombinanten Listeria-Stammen, welche HPV-16-E7
expremieren, konnte sowohl ein prophylaktischer als auch therapeutischer Effekt ge-
zeigt werden (Bruhn, 2007).

In Vakzinierungsversuchen mit Ratten mit intrakraniellen Gliomen konnten &hnliche,
vielversprechende Erfolge beim Einsatz von rekombinanten Listeriastammen gezeigt
werden. Neben der Regression der Tumore konnte auch ein schitzender Effekt vor
parenteralen Gliomen beobachtet werden. Dabei spricht man von so genannten
~epitope spreading®.

Des Weiteren wurden rekombinante Listeria-Stamme im Mausmodell bezuglich der
Induktion cytotoxischer T-Zellantworten gegenuber spezifischer Tumorantigene un-
tersucht. Der Nachweis einer effektiven cytotoxischen T-Zellantwort gelang z.B. fur
das Her2/neu-Antigen, welches bei 20-40% aller Mammakarzinome expremiert wird.
Auch fur das TRP-2- Antigen, welches mit Melanomen assoziiert ist, konnte ein re-
kombinanter Listeriavektor eine antigen-spezifische T-Zellantwort generieren. Eine
signifikante Steigerung der Listeriavakzinierung gelang hierbei durch Hinzugabe von
Imiguimod, einem TLR-7-Agonisten, als Adjuvans.

Auch andere Tumor-assoziierte Antigene wie Mesothelin, EphA2, PSA oder NY-
ESO-1 werden derzeit beziglich der mdglichen Vakzinierung mit rekombinanten Lis-
teriastammen untersucht. Zur Effektivitatstestung einer jeglichen Listeria basierten
Anti-Tumor-Vakzine bleiben als Goldstandard praklinische Tiermodelle (Bruhn,
2007).
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Neben dem in Zukunft erhofften Einsatz von Listeria-Vakzinen in der Tumortherapie
scheint auch ein Einsatz in der HIV-Therapie denkbar. Die durch eine Listeriainfekti-
on bzw. eine Listeriavakzinierung beobachtete, gesteigerte CD8+-T-Zellantwort las-
sen vermuten, dass eben diese einen gewissen Schutz vor einer HIV-Infektion bietet
bzw. eine Progression der HIV-Infektion verhindert (Bruhn, 2007).

Grundlegend fur die Entwicklung von Listeria basierten Vakzinen ist die Entkopplung
von Immunogenitat und Pathogenitat. Hierzu ist die genaue Kenntnis der Virulenzge-
ne von Listeria monocytogenes entscheidend, da sich exakte genetische Manipulati-
onen induzieren lassen, um den Lebenszyklus und damit letztlich die Virulenz des Er-
regers zu stbren. Brockstedt et al. entwickelte beispielsweise eine AactA/inIB-
Mutante mit signifikant reduzierter Toxizitat in vivo, aber weiter bestehender Fahigkeit
eine antigen-spezifische T-Zellantwort zu induzieren. Die Deletion mehrerer Viru-
lenzgene soll den Erreger soweit in seiner Virulenz schwachen, dass eine gefahrlose
Vakzinierung mdoglich und eine Rickgewinnung der Virulenz fir den attenuierten
Keim nahezu unmdglich ist (Brockstedt, 2004). Neben der Deletion von Virulenzge-
nen ist die Verwendung von auxotrophen Mutanten, die fur ihr Uberleben in vivo be-
stimmte exogene Faktoren bendtigen, ein weiterer Weg die Immunogenitét des Erre-
gers zu nutzen ohne dessen Pathogenitat firchten zu mussen. Ein weiterer Ansatz
die Toxizitat von L. monocytogenes zu umgehen, stellt die Entwicklung von so ge-
nannten KBMA (Killed But Metabolic Active)- Listeria-Stammen dar (Flickinger,
2018). Diese Stamme haben die Fahigkeit zur Replikation verloren, sind aber fahig
Zellen zu invadieren und eine funktionelle CD8+- und CD4+-T-Zellantwort zu induzie-
ren. Diese KBMA-Listeria-Stamme haben einen Defekt in bestimmten DNA-
Reparationsgenen, so dass z.B. durch UV-Licht eine kovalente DNA-Quervernetzung
entsteht (Bruhn, 2007).

Somit kénnte L. monocytogenes eine maogliche Plattform fir die Entwicklung spezifi-
scher, rekombinanter Vakzine in Zukunft darstellen, da die bis dato in préklinischen

Studien erworbenen Ergebnisse aus den Tiermodellen vielversprechend erscheinen.



166

3 X X X X Tumor Cells
M X X X

Pro-Inflammatory
Cytokines

Abbildung 40: Angeborene und adaptive immunantwort auf Listeria monocytogenes
im Hinblick auf die mdgliche zuklnftige Perspektive als Tumorvakzinvektor
(Flickinger, 2018)
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5. Diskussion

L. monocytogenes ist ein weltweit und ubiquitar in der Umwelt vorkommendes gram-
positives Bakterium. Es kann aus Boden, Wasser, Schlachthausabféllen, Lebensmit-
teln und aus dem Stuhl von Mensch und Tier isoliert werden. Als naturliches Habitat
sind verrottende Pflanzenreste anzusehen, in welchen Listeria monocytogenes als
Saprophyt lebt (Vazquez-Boland, 2001a).

Die offizielle Entdeckung des Bakteriums datiert auf das Jahr 1926 zurick als L. mo-
nocytogenes als verursachendes Pathogen einer Mononukleose bei Nagetieren er-
kannt wurde (Murray, 1926). Lange Zeit wurde angenommen, dass L. monocytoge-
nes nur ein fur Herden- und Nutztiere ernstzunehmendes Pathogen darstellt. Erst in
den 1980er Jahren erkannte man, dass L. monocytogenes ein durch Nahrungsmittel
Ubertragener, fir den Menschen potentiell lebensgeféhrlicher Keim ist. L. monocyto-
genes ist der Verursacher der so genannten Listeriose. Dieses heterogene Krank-
heitsbild reicht von einer einfachen Gastroenteritis, Uber lokalisierte Infektionen, wie
z.B. Haut oder Gelenke, bis hin zu schwerwiegenden Krankheitsverlaufen mit Sep-
tikdmie, Meningitis, Enzephalitis sowie geburtshilfichen Komplikationen wie Abort,
Frihgeburtlichkeit, Totgeburt und schweren neonatalen Infektionen (Vazquez-
Boland, 2001a; Posfay-Barbe, 2004). Diese lebensbedrohlichen und schwerwiegen-
den Krankheitsverlaufe werden vor allem bei Menschen mit reduzierter zellularer
Immunitatslage gefunden, wohingegen bei immunkompetenten Personen die Erkran-
kung unter dem Bild einer meist milden, selbstlimitierenden Gastroenteritis verlauft.
Zum Risikokollektiv fur einen schweren Listerioseverlauf zahlen Schwangere, Feten
und Neugeborene, Menschen, die alter als 60 Jahre sind, sowie Personen mit HIV-
Infektion, Krebspatienten unter laufender Chemotherapie, Patienten unter Glukokor-
tikoidtherapie, hier sind vor allem transplantierte Personen aufzufiihren, sowie Pati-
enten mit bestimmten Grunderkrankungen wie Diabetes mellitus oder Lebererkran-
kungen. In diesem so genannten ,high risk“-Kollektiv kann die Mortalitat der invasi-
ven Listeriose bis zu 30% betragen (Hof, 2007). Somit stellt L. monocytogenes einen
oft unterschétzten, aber ernstzunehmenden Krankheitserreger dar, der vor allem in
der Lebensmittelindustrie eine Bedrohung ist (Vazquez-Boland, 2001a).

Lange bevor L. monocytogenes als Risikokeim fur die menschliche Gesundheit er-
kannt wurde, rickte dieses Bakterium ins Zentrum des Interesses in der Immunitats-

forschung. Seit der Pionierarbeit von Mackaness in den friihen 1960er Jahren bezlg-
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lich der zellularen Immunitat, wurde L. monocytogenes als Prototyp fur intrazellulare
Pathogene in der Immunitatsforschung untersucht und benutzt. Durch die jahrzehnte-
lange Forschungsarbeit am Mausmodell, stellt L. monocytogenes bis heute das Mo-
dellpathogen fur Untersuchungen und Entwicklungen zur zellularen Immunitat dar
(Mackaness, 1962; Vazquez-Boland, 2001a).

Neben seiner immensen Wichtigkeit fur die Immunitatsforschung ist Listeria monocy-
togenes auch ein Modellpathogen zur Analyse der molekularen Mechanismen des in-
trazellularen Parasitismus geworden. Studien in den spaten 1980er Jahren fuhrten
zur Entdeckung des Hamolysingens hly bei L. monocytogenes, welches eine Schlus-
selrolle in der Virulenz des Erregers spielt. Dieser Virulenzfaktor von Listeria monocy-
togenes war das erste bakterielle Genprodukt, dem eine entscheidende Rolle im
Hinblick auf das intrazellulare Uberleben des Pathogens zugeschrieben wurde. Im
Jahr 2000 konnte das gesamte Genom von L. monocytogenes entschliisselt werden
(Glaser, 2001). Die Kenntnis Uber die molekularen Mechanismen, die sich hinter dem
intrazellularen Parasitismus von L. monocytogenes verbergen, tragt wesentlich zum
Verstandnis der Pathogenese dieses Erregers bei. Durch das Wissen uber die gene-
tische Organisation der Virulenzfaktoren, deren Expression und durch Versuche mit
Deletionsmutanten der einzelnen Virulenzfaktoren konnten die Zusammenhange
zwischen reduzierter zellvermittelter Immunitéatslage und der damit verbundenen un-
terschiedlichen Auspragungsformen der Krankheit Listeriose verdeutlicht werden.

L. monocytogenes kann eine Vielzahl von Krankheitsbildern hervorrufen. Die Er-
scheinungsformen der Listeriose reichen von einer meist selbstlimitierenden Gastro-
enteritis bis hin zur Sepsis, Meningitis und Enzephalitis, sowie zu Aborten, Totgebur-
ten, Frihgeburten und schwersten neonatalen Infektionen. Das Immunsystem ge-
sunder Kinder und Erwachsener kann den meist durch kontaminierte Lebensmittel
aquirierten Keim in der Regel problemlos eliminieren. Unter dem Bild einer selbstlimi-
tierenden Gastroenteritis verlauft eine Infektion mit Listeria monocytogenes bei im-
munkompetenten Personen. Schwere Verlaufe werden bei Menschen mit ge-
schwachter Immunitatslage, wie Schwangeren, Neugeborenen, Gber 60jahrigen Per-
sonen, Patienten mit immunsuppressiven Therapien, z.B. Krebspatienten oder
Transplantierte, HIV-Infizierten und Patienten mit Grunderkrankungen wie Diabetes
mellitus oder Lebererkrankungen, beobachtet. In diesem Risikokollektiv betragt die

Mortalitat bis zu 30% (Vazquez-Boland, 2001a). Teilweise werden auch héhere Mor-
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talitatsraten von 50% (Janakiraman, 2008) und bei Neugeborenen bis zu 63%
(Schuchat, 1991) angegeben.

Trotz dieser schweren geburtshilflichen und neonatalen Verlaufe wird L. monocyto-
genes als differentialdiagostische Uberlegung oft nicht in Erwagung gezogen, da das
Bewusstsein fir dieses Pathogen sowohl bei Arzten und Pflegekraften als auch bei
Schwangeren nicht gescharft ist (Ogunmodede, 2005). Dies liegt auch an der eher
unspezifischen Symptomatik der Listeriose in der Schwangerschaft. Oft wird eine In-
fektion nicht bemerkt oder auf3ert sich allenfalls in einer grippedhnlichen Symptoma-
tik. Kommt es zur Infektion des Feten ist der Ausgang der Schwangerschaft vom Ge-
stationsalter abhangig (Charlier, 2020). Bei Infektion im ersten und frihen zweiten
Trimenon kann es zu Frih- und Spataborten kommen, was unstrittig ist. Uneinigkeit
herrscht bei der Frage ob L. monocytogenes fiir rezidivierende bzw. habituelle Aborte
verantwortlich ist (Charlier, 2020). Winkhaus-Schindl et al. postulierte bereits 1966
anhand zweier Fallberichte L. monocytogenes als gesicherte Ursache fur habituelle
Aborte (Winkhaus-Schindl, 1966). Zu &hnlichen Ergebnissen mit signifikant erhdhter
Abortrate kamen auch Abram et al., die auch eine erhdhte Rate an schweren mater-
nalen Krankheitsverlaufen mit nekrotisierender Hepatitis beobachteten (Abram,
2002). Kein Zusammenhang zwischen rezidivierenden Aborten und L. monocytoge-
nes wurde in einer prospektiven Studie, welche Uber zehn Jahre gefuhrt wurde, ge-
sehen (Manganiello, 1991). Unklar bleibt auch die Gewichtung der asymptomati-
schen Tréagerschaft von L. monocytogenes im Genitaltrakt. In einer Langzeit-
Beobachtungsstudie wurden 958 Frauen eingeschlossen und beziglich einer vagina-
len Tragerschaft von L. monocytogenes untersucht. 799 Frauen hatten anamnestisch
zumindest einen Spontanabort. Lediglich bei 0,1% dieser Patientinnen konnte

L. monocytogenes in der Vagina nachgewiesen werden (Stepanovi¢, 2007). Somit
erscheint ein generelles Screening bei asymptomatischen Patientinnen mit Kinder-
wunsch bzw. stattgehabtem Abort nicht zweckmafig und kosteneffektiv fur die tagli-
che Praxis. Auch ist eine generelle prophylaktische Gabe von Antibiotika im Hinblick
auf den nicht gesicherten Zusammenhang zwischen L. monocytogenes-Infektion und
habituellen Aborten bei Patientinnen mit stattgehabtem Abort nicht gerechtfertigt
(Manganiello, 1991).

Klar erscheint der Zusammenhang zwischen Frihgeburtlichkeit, sowie maoglicher
Totgeburt (Vazquez-Boland, 2001a; Janakiraman, 2008). Entscheidend bei der feta-

len Infektion ist hierbei die Infektion der Plazenta, die immunologisch eine Sonderrol-
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le einnimmt und eine sichere Nische fur die Replikation und Persistenz von Listeria
monocytogenes darstellt und somit ein Pradilektionsort der Infektion dieses Erregers
ist (Bakardjiev, 2004; Bakardjiev, 2005, Charlier,2020).

Bei der neonatalen Infektion mit L. monocytogenes werden zwei Krankheitsverlaufe
unterschieden. Zum einen die bereits in utero erworbene, so genannte early-onset
Listeriose und die intra- oder postpartal erworbene late-onset Listeriose. Im Vorder-
grund der early-onset Listeriose steht die generalisierte Infektion des Neugeborenen
mit dem Vollbild der Granulomatosis infantiseptica. Typisch fur die late-onset Listeri-
ose ist die im Vordergrund stehende ZNS-Infektion mit Meningitis und Enzephalitis.
Die Letalitat der neonatalen Listeriose liegt insgesamt bei bis zu 63% (Schuchat,
1991), wobei auch deutlich niedrigere Zahlen von 30% angegeben werden (Hellen-
schmidt, 2008).

Eindrucksvoll konnte der Zusammenhang zwischen einer Listerieninfektion einer
Schwangeren, der konsekutiven Frihgeburtlichkeit und der early-onset Listeriose
beim Neugeborenen in einem Fall in der eigenen Klinik beobachtet werden. Eine In-
fektionsquelle konnte nicht ermittelt werden. Unter adaquater Antibiotikatherapie un-
ter den Ublichen Therapieregimen konnten Mutter und Saugling bei Wohlbefinden
entlassen werden.

In Deutschland werden jahrlich 20-40 Kinder mit Listeriose geboren (Hellenschmidt,
2008). Insgesamt betragt die Zahl der Schwangerschafts-assoziierten Listeriosefalle
in Deutschland ca. 15% (Koch, 2006). Die Wahrscheinlichkeit eine Listerioseinfektion
in der Schwangerschaft zu aquirieren, ist 12-20fach héher gegeniber der Normalbe-
volkerung (Hof, 2007; Janakiraman, 2008). Insgesamt bleibt festzuhalten, dass eine
Infektion mit L. monocytogenes trotz des ubiquitaren Vorkommens des Erregers ein
insgesamt seltenes Ereignis darstellt.

Den Hauptinfektionsweg stellt die orale Aufnahme des Erregers dar. Via Aufnahme in
Enterozyten gelangt L. monocytogenes Uber den Blutweg in die verschiedenen Or-
gansysteme und letztlich auch in die Plazenta. Als Ubertragungsmodell auf den Fe-
ten hat sich das Modell der vertikalen Transmission durchgesetzt (Bakardjiev, 2004).
Hierbei ist das Zusammenspiel des Virulenzfaktors InlA von L. monocytogenes und
des Oberflachenproteins E-Cadherin von Syncytiotrophoblastzellen von entschei-
dender Bedeutung (Lecuit, 2005). Daneben kann der Fet aber auch unter der Geburt

bei vaginaler Tragerschaft von Listeria monocytogenes infiziert werden. Auch existie-
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ren Fallberichte von nosokomialen Infektionen von Neugeborenen durch mangelnde
H&andedesinfektion beim Krankenhauspersonal.

Neben Schwangeren und Neugeborenen stellen vor allem altere Menschen und im-
munsupprimierte Personen ein weiteres Risikokollektiv dar, in welchem die klinischen
Erscheinungsbilder der Meningitis und Enzephalitis im Vordergrund stehen.

L. monocytogenes gehdrt zu den funf haufigsten Meningitiserregern. Die Letalitat
wird zwischen 30% und 60% angegeben (Lorber, 1997; Vazquez-Boland, 2001a). Im
Gegensatz zur Schwangerschafts-assoziierten Listeriose, deren Infektionsweg InlA-
E-Cadherin-vermittelt ablauft, ist der Ubertragungsweg bei der ZNS-Infektion nicht so
eindeutig. Diskutiert werden drei verschiedene Infektionswege. Zum einen die Uber-
windung der Blut-Hirn-Schranke via infizierter Leukozyten, zum anderen die direkte
Invasion von Endothelzellen via extrazellularer mit dem Blutstrom eingeschwemmter
Listerien und des weiteren die retrograde, sprich zentripetale Migration ins ZNS Uber
Axone (Drevets, 2004a). Lecuit favorisiert als wahrscheinlichsten Infektionsweg den
der axonalen Ubertragung und vermutet dhnlich wie bei der enteralen Aufnahme des
Erregers oder auch bei der plazentaren Infektion einen InlA-E-Cadherin-vermittelten
Infektionsweg (Lecuit, 2005). Im Gegensatz hierzu legt sich die Arbeitsgruppe um
Drevets weniger auf nur einen Ubertragungsweg fest. Auch spielt nach Ansicht von
Drevets InlA keine Rolle bei der ZNS-Invasion. Vielmehr scheint hier InIB die tragen-
de Rolle zu spielen (Drevets, 2008). Welcher Infektionsweg der entscheidende bei
einer ZNS-Infektion durch Listeria monocytogenes ist, bleibt noch zu klaren.

L. monocytogenes stellt seit langem das Modelpathogen fur Untersuchungen bezig-
lich der Ablaufe der angeborenen und erworbenen Immunantwort dar (Guleria,
2000). Bei der systemischen Infektion mit Listeria monocytogenes stehen vor allem
Makrophagen als Haupteffektorzellen der angeborenen Immunantwort an vorderster
Front. Des Weiteren werden Neutrophile und cytotoxische T-Zellen rekrutiert. Nach
der initialen Bakteriamie stellen Leber und Milz, als Makrophagen-reiche Organe, die
Pradilektionsorte der Infektion mit Listeria monocytogenes dar. Bei gesunden Indivi-
duen kann der Erreger binnen drei Tagen aus dem Kdorper eliminiert werden und ist
auch in Leber und Milz nicht mehr nachweisbar, was im Mausmodel mehrfach besta-
tigt werden konnte (LeMonnier, 2006; Bakardjiev, 2006). Die Bekampfung von intra-
zellularen Pathogenen, zu denen auch Listeria monocytogenes zahlt, ist eine Doma-
ne der zellularen Immunantwort. Der humorale Schenkel der Immunabwehr spielt in

der Eliminierung des Erregers keine wesentliche Rolle (Bakardjiev, 2004). Dem ge-
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genuber stehen die Ergebnisse aus Versuchen von Edelson et al. (Edelson, 1999).
Hierbei konnte gezeigt werden, dass monoklonale Antikorper gegen Listeriolysin O
die Resistenz des Wirts gegenuber einer Listeria monocytogenes- Infektion erhéhen
kbnnen. Des Weiteren scheinen B-Zellen fir den Erhalt von CD8+-T-
Gedachtniszellen, die bei einer Listerieninfektion gebildet werden, wichtig zu sein.

In der Schwangerschaft missen sich immunologische Anpassungsvorgange vollzie-
hen. Grundsatzlich stellt die Schwangerschaft an sich ein immunologisches Para-
doxon dar, denn zum einen muss das semiallogene Transplantat Fetus vor einer Ab-
stoung bewahrt werden, zum anderen muss eine funktionierende zellulare Immuni-
tat gewahrleistet werden. Daher ist von entscheidender Bedeutung, dass vor allem
cytotoxische T-Zellen, welche zu den frihesten Effektoren der angeborenen Immun-
antwort zahlen, von der Plazenta ferngehalten werden, was wiederum problematisch
bei der bakteriellen Clearance eines Pathogens ist. Entscheidend scheint hierbei die
Verschiebung von einer Thl-dominierten Immunantwort, welche bei der Infektabwehr
aulBerhalb der Schwangerschaft vorherrscht, zu einer vorwiegend Th2-geprégten
Immunantwort zu sein (LeMonnier, 2006; Guleria, 2000). Pradominierende Cytokine
der Th2-gerichteten Immunantwort sind IL-10 und IL-4, welche in gro3er Zahl in der
Plazenta gefunden werden kénnen. Demgegeniber stehen aber Ergebnisse der Ar-
beitgruppe um Barber (Barber, 2005). Hier konnte gezeigt werden, dass trotz einer
pradominierenden Th2-Immunantwort, Th1-Cytokine in grof3er Zahl in der Plazenta
synthetisiert werden, ohne dass es zur AbstoRung des Fetus kommt. Es bleibt somit
festzuhalten, dass es auf zellularer Ebene zu einer Th2-Verschiebung kommt, auf
Ebene der Cytokine eine Pradominanz der Th1l-Cytokine auch in der Schwanger-
schaft bestehen bleibt (Barber, 2005).

Unklar bleibt die Rolle der NK-Zellen in der Abwehr von L. monocytogenes. Die Ar-
beitsgruppe um Plitas konnte eine Untergruppe von NK-Zellen bei Mausen nachwei-
sen, so genannte NKDC-Zellen. Diese Untergruppe weist Eigenschaften von NK-
Zellen und dendritischen Zellen auf, d.h. diese Zellen sind sowohl mit lytischen als
auch mit Ag-prasentierenden Funktionen ausgestattet und produzieren dartber hin-
aus IFN-y. Diese Zellen scheinen die frihesten IFN-y-Produzenten bei der angebo-
renen Immunantwort zu sein. Die IFN-y-Ausschittung der cytotoxischen T-Zellen
zahlen Plitas und Kollegen eher zur erworbenen Immunitat. Ob diese Beobachtun-
gen auf dem Menschen Ubertragbar sind, bleibt abzuwarten. Bisher konnte kein Kor-

relat zu den M&ause-NKDC-Zellen beim Menschen nachgewiesen werden (Plitas,
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2007). Im Gegensatz hierzu betrachten Berg und Kollegen CD8+-T-Zellen als Haupt-
effektoren der angeborenen Immunantwort und sehen auch in ihnen die Hauptprodu-
zenten von IFN-y. Hierbei scheinen vor allem CD8+-T-Gedachtniszellen eine ent-
scheidende Rolle zu spielen (Berg, 2005). Die Rolle der NK-Zellen wird von Barber et
al. sogar noch kritischer betrachtet. Es wird postuliert, dass NK-Zellen fur eine ada-
guate Immunantwort auf eine Infektion mit L. monocyotgenes nicht bendtigt werden.
Dies scheint auch in der Schwangerschaft zu gelten. Bei Versuchen mit schwange-
ren Mausen konnte zunachst gezeigt werden, dass uterine NK-Zellen IL-15 als
Wachstumsstimulus benétigen. IL-15-defiziente M&use zeigten keine Abweichungen
bezlglich der plazentaren Immunabwehr im Vergleich zum Normalkollektiv. Somit
scheinen uterine NK-Zellen fur eine erfolgreiche Schwangerschaft nicht ndtig zu sein
(Barber, 2003).

Unter einem vollig anderen Licht wird die Rolle der NK-Zellen in der Arbeitsgruppe
um Thale gesehen. Es wird klar hervorgehoben, dass sowohl T-Zellen als auch NK-
Zellen die relevanten IFN-y-Produzenten der angeborenen Immunantwort sind. Au-
Rerdem sind auch Makrophagen und dendritische Zellen unter bestimmten Voraus-
setzungen in der Lage IFN-y zu synthetisieren. In Versuchen mit immunkompetenten
und T-/B-Zell-defizienten Mausen konnte gezeigt werden, dass vor allen anderen Zel-
len NK-Zellen in der Friihphase der Infektion mit Listeria monocytogenes IFN-y aus-
schitten (Thale, 2005). Diese These wird unterstlitzt von Shegarfi et al., die &hnliche
Beobachtungen in einem Versuchsmodell mit Ratten machen konnten. Hier konnte
bei T-Zell-defizienten Ratten eine Listerieninfektion bei intakter NK-Zellpopulation in-
nerhalb von drei Tagen bekdmpft werden. Bei nicht intakter NK-Zellpopulation konnte
ein signifikant hoherer Anstieg der bakteriellen Last in der Milz der infizierten Ratten
festgestellt werden (Shegarfi, 2009). Dass NK-Zellen allem Anschein nach einen
wichtigen Part in der angeborenen Immunantwort gegentber einer Listeria monocy-
togenes Infektion spielen wird auch durch Krebs et al. bestatigt. NK-Zellen induzieren
durch Abt6éten bestimmter Antigen-expremierender Zielzellen zu einer Antigen-
spezifischen CD8+-T-Zellantwort und stimulieren des Weiteren eine CD4+-T-
Zellantwort und darUber hinaus noch eine humorale Immunantwort vom IgG-Typ
(Krebs, 2009). Insgesamt muss festgehalten werden, dass NK-Zellen einen Beitrag
zur angeborenen Immunantwort gegeniber einer Listerieninfektion leisten. Ob ihnen
hierbei eine Schlusselrolle zukommt oder ob auf sie als IFN-y-Produzenten verzichtet

werden kann, bleibt letztlich zu klaren.
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Listeria monocytogenes ist auch auf molekularer Ebene eines der bestuntersuchtes-
ten intrazellularen Pathogene. Die Kenntnis der Virulenzfaktoren und ihrer kodieren-
den Gene, sowie deren Regulation trugen und tragen zum besseren Verstandnis des
Infektionszyklus wesentlich bei. Durch Analyse der Virulenzfaktoren und deren Gene
konnte auch die evolutionare Entwicklung von Listeria spp. und deren Verwandt-
schaft untereinander aufgeschlisselt werden (Camejo, 2009; Vazquez-Boland,
2001a).

Listeria monocytogenes induziert die intrazellulare Aufnahme via Phagozytose auch
in primar-nicht-phagozytierende Zellen. Dieser Mechanismus wird vor allem durch
zwei Internaline, namlich InlA und InIB, bewerkstelligt. Um sich replizieren zu kdnnen,
missen Listerien frei im Zytoplasma der Wirtszelle vorliegen. Das Phagosom wird
durch das so genannte Listeriolysin O lysiert unter Mithilfe weiterer Virulenzfaktoren
wie zweier Phospholipasen C und der Metalloprotease Mpl. Nach erfolgter Replikati-
on nutzt Listeria monocytogenes das Aktinskelett der Wirtszelle und induziert eine
Neuformation der Aktinfilamente. Durch diesen Mechanismus werden so genannte
Pseudopodien ausgebildet, in denen sich die Listerien sammeln. Diese Zellprotrusio-
nen werden dann von der Nachbarzelle umschlossen und unter Ausbildung eines
doppelwandigen Phagosoms gelangen die Listerien im Sinne einer direkten Zell-zu-
Zell-Ausbreitung in die Nachbarzelle. Hier kann dann der Lebenszyklus von Listeria
monocytogenes von Neuem beginnen (Vazquez-Boland, 2001a).

Listeriolysin O (LLO) wurde als erster Virulenzfaktor identifiziert und sequenziert. Die
Kenntnis des Genlokus fluhrte letztlich zur Entdeckung des zentralen Virulenzgen-
clusters von Listeria monocytogenes in dem die meisten Virulenzdeterminanten ver-
schlisselt sind. Bereits 1941 konnte ein I6sliches Hamolysin Listeria monocytogenes
zugeordnet werden und es kristallisierte sich heraus, dass LLO der zentrale Virulenz-
faktor in der Pathogenitat von Listeria monocytogenes ist (Vazquez-Boland, 2001a;
Schnupf, 2007). 1987 gelang die Identifikation und Charakterisierung des zugehori-
gen Gens hly (Mengaud, 1988), dessen Inaktivierung zur Avirulenz fihrt. LLO ermdg-
licht Listeria monocytogenes die Flucht aus dem Phagosom und ist somit entschei-
dender Schritt fir die Replikation des Pathogens. Diese porenformende Aktivitéat des
LLO wird aber durch weitere Virulenzfaktoren unterstitzt. Hierzu zahlen zwei Phos-
pholipasen C, namlich PIcA und PIcB, sowie die Metalloprotease Mpl. Die Gene die-
ser Virulenzdeterminanten sind in unmittelbarer Nachbarschaft von hly im zentralen

Virulenzgencluster LIPI-1 lokalisiert. In diesem Gencluster ist auch das actA-Gen lo-
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kalisiert, welches fur einen weiteren zentralen Virulenzfaktor kodiert, namlich dem so
genannten ActA. ActA bewerkstelligt die intrazellulare Beweglichkeit der Listerien,
welche entscheidend in der Zell-zu-Zell-Ausbreitung ist. Bereits Anfang der 1970er
Jahre konnten elektronenmikroskopische Beobachtungen dieses Phanomen von Lis-
teria monocytogenes zeigen (Racz, 1970). Den Zusammenhang zwischen Virulenz
und ActA konnten durch verschieden Studien am Mausmodell demonstriert werden.
So konnte klar gezeigt werden, dass ActA eine Hauptrolle in der vertikalen Transmis-
sion von Listeria monocytogenes auf den Fetus spielt. AActA-Deletionsmutanten
konnten keine ausgedehnte plazentare Infektion hervorrufen und eine Bakteriamie
fehlte. Im Vergleich zu Wildtyp-Listeria monocytogenes-Stdmmen musste die Infekti-
onsdosis um zwei log-Einheiten héher liegen, um eine plazentare Infektion zu erzeu-
gen (LeMonnier, 2007).

Neben LLO, ActA, den beiden Phospholipasen C und Mpl werden zu den Schlissel-
virulenzfaktoren auch noch die so genannten Internaline gerechnet, die die Aufnah-
me der Listerien in die Wirtszelle bewerkstelligen. Anders als die zuvor angespro-
chenen Virulenzfaktoren, werden die Internalingene nicht im zentralen Virulenzgen-
cluster LIPI-1 reprasentiert, sondern befinden sich an einer anderen Stelle. Die Inter-
naline stellen eine Familie von Oberflachenproteinen bei Listeria monocytogenes dar,
wobei vor allem zwei Mitglieder eine entscheidende Rolle im Infektionszyklus von Lis-
teria monocytogenes spielen, namlich InlA und InIB. Diese beiden Internaline unter-
scheiden sich sowohl in ihren Zielrezeptoren als auch in der Auswahl ihrer Zielzellen.
InlA spielt eine entscheidende Rolle bei der Uberwindung der intestinalen Barriere
wie auch bei Uberschreitung der fetoplazentaren Barriere. Im Gegensatz dazu
scheint die Hauptdomane von InlIB die Invasion von Hepatozyten und Milzzellen zu
sein. Des Weiteren spielt InIB vermutlich eine Rolle bei der zerebralen Infektion, wo-
bei hier noch keine endgiiltige Klarheit besteht (Drevets, 2008).

Die Gene, welche im zentralen Virulenzgencluster LIPI-1 reprasentiert sind, werden
durch einen zentralen Promotor, namlich PrfA, reguliert. Im Gegensatz dazu sind die
Internalingene, welche sich auch an einem anderen Genlokus befinden nur teilweise
PrfA-kontrolliert.

PrfA koordiniert und bewerkstelligt eine adaquate Aktivierung der Virulenzgene an
die geforderten Umweltbedingungen. Die molekulare Struktur und Zugehdrigkeit von
PrfA ist genauestens bekannt. Bezlglich der Regulation von PrfA herrscht noch eine

gewisse Unsicherheit. Es ist davon auszugehen, dass PrfA in einer aktiven und in ei-
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ner inaktiven Form vorliegt. Fur die PrfA-Aktivierung wird vermutlich ein Kofaktor be-
notigt, welcher bis heute unbekannt und noch nicht analysiert ist (Vega, 1998). PrfA
als zentraler Virulenzregulator von Listeria monocytogenes koénnte sich zukiinftig als
interessantes Ziel fir neue Therapieregime etablieren. Es konnte gezeigt werden,
dass die Aufnahme von Fosfomycin tUber einen PrfA-gesteuerten Mechanismus er-
folgt. Somit ist die Wirksamkeit dieses Antibiotikums zumindest unter in vitro-
Bedingungen abhangig vom Aktivitdtszustand des PrfA. Hier ist unter in-vivo-
Bedingungen noch der Beweis zu erbringen (Scortti, 2006).

Unter Kenntnis der Genloci der verschiedenen Virulenzfaktoren und deren Funktion
im Lebens- und Infektionszyklus von Listeria monocytogenes ist es heutzutage gan-
gige Praxis Deletionsmutanten anzuziichten. Somit gelingt es Listeria monocytoge-
nes in seiner Virulenz soweit zu schwachen, dass die immunogenen Eigenschaften
dieses intrazellularen Pathogens unter anderem fur die Entwicklung von Vakzinen in
der Immuntherapie bestimmter Infektionskrankheiten, wie z.B. bei einer HIV-
Infektion, oder auch in der Krebstherapie in Zukunft genutzt werden kdnnten. Neben
den starken immunogenen Eigenschaften von Listeria monocytogenes macht man
sich die Fahigkeit dieses Pathogens, antigenprasentierende Zellen zu invadieren, zu
Nutze. Hierzu werden virulenzattenuierte Listeria monocytogenes-Stamme mit aus-
gesuchten Fremdantigenen rekombiniert, so dass diese Zielantigene via MHC | und
MHC Il prasentiert werden, um eine antigenspezifische T-Zellantwort hervorzurufen.
Entscheidend hierbei ist, dass vor allem cytotoxische, CD8+-T-Zellen und auch anti-
genspezifische CD8+-T-Gedachtniszellen generiert werden. Daneben werden auch
CDA4+-T-Zellen stimuliert, die aber grundséatzlich in der Bekdmpfung von Listeria mo-
nocytogenes eine untergeordnete Rolle spielen (Wood, 2008).

Grundsatzlich sind T-Zellen die Hauptmediatoren einer effektiven Anti-Tumor-
Antwort. Ziel von Vakzinen gegen Krebs ist eine wirkungsvolle Tumor-spezifische
T-Zellantwort zu generieren. Die durch Listeria monocytogenes induzierte, starke an-
geborene und zellulare Immunantwort macht dieses Bakterium zum idealen Vektor,
um die nur gering immunogenen Tumor-spezifischen Antigene via Antigen prasentie-
render Zellen per MHC | und MHC Il naiven T-Zellen zu prasentieren. So gelingt es in
in-vitro Versuchen als auch im Mausmodell cytotoxische T-Zellen zu aktivieren,
T-Gedachtniszellen zu generieren und letztlich auch das Th1-Cytokinnetzwerk zu ak-
tivieren. Die Induktion der Th1-Cytokine scheint ein wesentlicher Punkt im Rahmen

der Tumorprotektion von Listeria monocytogenes zu ein. So konnte im Tiermodell
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gezeigt werden, dass eine Depletion von Th1-Cytokinen zur Unfahigkeit von Listeria
monocytogenes fuhrte eine Tumorprotektion zu gewéhrleisten (Weiskirch, 2001).
Dies konnte auch bei HPV-16 induzierten Tumoren bestatigt werden. Nur in Anwe-
senheit von IFN-y, als Vertreter von Th1-Cytokinen, kann eine auf attenuierten Liste-
ria monocytogenes basierte Vakzine effektiv zur Tumorregression fihren (Domi-
niecki, 2005). In Zusammenhang mit HPV-16 induzierten Tumoren konnte im Maus-
modell demonstriert werden, dass die Kopplung von E7, einem spezifischen Genpro-
dukt von HPV-16, an LLO unter Bildung eines Fusionsproteins mit einem verkirztem
LLO (Lm-LLO-E7), an dessen C-terminalen Ende E7 angebunden ist, zu einer effek-
tiveren Anti-Tumor-Antwort fuhrt als wenn E7 nicht gebunden unter Kontrolle des hly-
Promotors transkribiert wird (Lm-E7). Diese Tatsache scheint mit PEST-Sequenzen
am aminoterminalen Ende von LLO zusammenzuhangen, d.h. dass Vakzinen, wel-
che mit PEST-Sequenzen ausgestattet sind, eine starkere cytotoxische T-Zellantwort
induzieren. Der gleiche Effekt konnte auch unter Bildung von ActA-E7-
Fusionsproteinen beobachtet werden, da ActA ebenfalls PEST-Sequenzen besitzt.
Die Lm-LLO-E7 basierte Vakzine fuhrte auRerdem zu einer gesteigerten Maturation
von Antigen-prasentierenden Zellen und zu einer hoheren IL-2-Ausschittung, was
wiederum zu einer gesteigerten Aktivierung von naiven T-Zellen fuhrt. Letztlich konn-
te unter Verwendung der Lm-LLO-E7-Vakzine in bis zu 75% Tumorfreiheit erreicht
werden im Gegensatz zu 37,5% bei der Lm-E7-Vakzine (Gunn, 2001). Ahnliche Er-
gebnisse konnten auch fur das Her2neu-Antigen, welches in 20-40% aller
Mammakarzinome expremiert wird, demonstriert werden. Unter Verwendung einer
Vakzine mit rekombinanten Listeria monocytogenes-Stdammen, bei denen Her2neu
an LLO gekoppelt wurde, konnte eine deutliche Tumorregression erreicht werden
aufgrund der verstarkten Aktivierung cytotoxischer T-Zellen (Wood, 2008; Bruhn,
2007). Der erfolgreiche Einsatz von Listeria monocytogenes als Vakzinvektor konnte
unter Laborbedingungen auch bei Melanomen oder B-Zell-Lymphomen demonstriert
werden.

Ein weiteres Einsatzgebiet von Listeria monocytogenes konnte in der Neonatologie
liegen. Hier konnte im Mausmodell gezeigt werden, dass der Einsatz von rekombi-
nanten, virulenzattenuierten Listeria monocytogenes Stammen eine spezifische Im-
munitat induzieren kdénnen, auch wenn eine mutterliche, praexistente Immunitét ge-
genuber dem Pathogen bestand. Somit kdnnte Listeria monocytogenes als idealer

Vektor fir neonatale Vakzinierungen erscheinen. Weiterhin konnte gezeigt werden,
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dass die bereits einmalige Immunisierung mit attenuierten Listeria monocytogenes
Stdmmen zu einer robusten und anhaltenden CD4+- und CD8+ -T-Zellaktivierung un-
ter Bildung spezifischer Gedachtniszellen bei neonatalen Mausen fiihrte (Kollmann,
2007).

Hoffnung auf Listeria monocytogenes basierten Vakzinen macht man sich auch in
der HIV-Therapie. Die durch eine Listeriainfektion bzw. eine Listeriavakzinierung be-
obachtete, gesteigerte CD8+-T-Zellantwort lassen vermuten, dass eben diese einen
gewissen Schutz vor einer HIV-Infektion bietet bzw. eine Progression der HIV-
Infektion verhindern kann (Bruhn, 2007). Ob Listeria monocytogenes je zum Einsatz
in der Krebsimmuntherapie, in der Neonatologie oder in der HIV-Therapie kommt,
wird die Zukunft zeigen missen.

Da Listeria monocytogenes ein wichtiges Lebensmittel-assoziiertes Pathogen mit
durchaus schwerwiegenden Krankheitsverlaufen beim Menschen darstellt, existieren
viele verschieden Nachweismethoden. Als Goldstandard werden bis heute nach wie
vor die kulturellen Anreicherungsmethoden angesehen. Als friiheste Form der selek-
tiven Anreicherungsmethode ist das so genannte ,cold enrichment® bei 4°C anzuse-
hen, welches durch Gray et al. entwickelt wurde. Weiterentwicklungen der kulturellen
Anzuchtverfahren benutzen Selektivnahrboden bzw. Selektivzusatze, was die Anrei-
cherungszeit von mehreren Wochen nun im Schnitt auf 5-6 Tage verkirzt. Um aber
bei Listerioseausbriichen schnell handeln zu kénnen, setzen sich heutzutage mehr
und mehr molekulare Nachweisverfahren durch, da sie sehr genau, sensitiv und spe-
zifisch sind und die Verfahren mehr und mehr zur Verfigung stehen und eine zu-
nehmende Kosteneffizienz aufweisen (Gasanov, 2005). Unter diesen Verfahren stel-
len die PCR und die PFGE gangige molekulare Verfahren dar. Vor allem der PFGE
kommt eine gro3e Bedeutung zu, da grofRe Datenbanken in den USA und in Finnland
bestehen, in denen die genetischen Muster von Listeria monocytogenes-Isolaten aus
unterschiedlichen Quellen registriert sind. Auf diese Datenbanken kénnen die ver-
schiedenen Laboratorien zurtickgreifen, so dass PFGE-Muster verschiedener Stam-
me innerhalb kirzester Zeit verglichen werden und somit Listerioseausbriiche schnell
erkannt und die erforderlichen MalRBhahmen eingeleitet werden kénnen. Im Hinblick
auf steigende Listerioseerkrankungen in Deutschland ware der Aufbau einer nationa-
len Datenbank winschenswert (Hof, 2007).

Ziel in der Diagnostik ist es immer schnellere, dabei aber sehr sensitive und spezifi-

sche Ergebnisse bezlglich des Nachweises von Listeria monocytogenes aus Le-
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bensmitteln oder auch klinische Proben zuliefern. Dabei sollen die neu entwickelten
Nachweisverfahren standardisiert sein, breit zur Verfligung stehen und mdglichst
kosteneffizient sein. Da dies fur die meisten neu entwickelten Verfahren, wie z.B. die
RT-PCR, die Real-time-PCR, die NABA, Microarrays oder WGS noch nicht zutrifft,
bleiben diese diagnostischen Werkzeuge Spezial- bzw. Forschungslaboratorien vor-
behalten.

Trotz der Tatsache, dass L. monocytogenes sich auf fast alle gdngigen Antibiotika
sensibel zeigt, liegt die Heilungsrate der Listeriose insgesamt bei nur 70% (Hof,
2004). Es existiert bis heute kein optimales Therapieregime, welches alle drei Barrie-
ren, welche Listeria monocytogenes uberschreiten kann, namlich die intestinale
Grenze, die Blut-Hirnschranke und die fetomaternale Barriere, erreicht. Hinzu kommt
noch die intrazellulare Lage des Bakteriums, die ein zusatzliches Hindernis fur die
antibiotische Zuganglichkeit darstellt. Das optimale Antibiotikum muss also in der La-
ge sein in die unterschiedlichsten Zellen einzudringen, dort zu verbleiben und in die
verschiedenen Kompartimente der Zielzelle vorzudringen. Ob dies gelingt lasst sich
unter in-vitro Bedingungen nicht optimal abbilden. So ist z.B. véllig unklar, ob der
Zellkern, der eine potentiell sichere Nische fur die listeriale Replikation darstellt, von
den verschiedenen Antibiotika Uberhaupt erreicht werden kann. Somit kann die Emp-
fanglichkeit von Listeria monocytogenes gegentiber bestimmten Antibiotika aus in-
vitro Versuchen nicht unbedingt in vivo Gbertragen werden. So konnte Carryn et al.
zeigen, dass intrazellular liegende Listerien durch eine Behandlung mit Ampicillin ab-
getotet wurden, wohingegen dieser Nachweis unter in vitro-Bedingungen nicht zu er-
bringen war (Carryn, 2002).

Da prospektive Studien zu einzelnen Therapieregimen fehlen, basieren die heute
gangigen Antibiosen auf mehr oder weniger zufalligen Beobachtungen, die wahrend
verschiedener Listeriosebehandlungen gewonnen wurden. Grundséatzlich als wirksam
haben sich Penicilline herausgestellt. Hierbei scheint ein gewisser Vorteil bei den
Aminopenicillinen gegentber Penicillin G zu liegen (Lavetter, 1971). Dies konnte in
einer grof3 angelegten Studie jedoch nicht bestatigt werden (Niemann, 1980), trotz-
dem hat sich der Einsatz von Ampicillin als Therapie der ersten Wahl etabliert. Aus
in-vitro Versuchen und Tiermodellen hat sich gezeigt, dass die Hinzunahme von
Gentamicin den therapeutischen Effekt von Ampicillin verstarkt. Trotz fehlender ver-
gleichender Studien hat sich diese Kombination als Therapie der Wahl herausgestellt

(Hof, 1997). Berucksichtigt werden muss allerdings, dass sowohl Aminopenicilline als
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auch Aminoglycoside nur schwerlich die Blut-Hirn-Schranke passieren und somit nur
in geringer Dosierung im Liquor vorliegen. Dies macht eine lange und hochdosierte
Behandlungsdauer notig. Bei Penicillinallergie ist als Mittel der zweiten Wabhl
Cotrimoxazol anzusehen. Die Behandlung mit Cotrimoxazol bei Enzephalitis zeigte
sich in Tierexperimenten &qieffektiv zu einer Ampicillin/Amoxillin-Therapie. Trotz die-
ser Tatsache etablierte sich Cotrimoxazol nicht als Mittel der Wahl (Michelet, 1999;
Hof, 2004).

Schwieriger wird die Therapie bei Schwangeren und Neugeborenen, da sowohl Ami-
noglycoside als auch Cotrimoxazol relativ kontraindiziert sind. Da Listeria monocyto-
genes resistent gegenuber Cephalosporinen ist, kommen auch diese nicht zum Ein-
satz. Somit verbleiben im Wesentlichen nur Makrolide, um eine auf Aminopenicillinen
basierende Therapie in der Schwangerschaft bei Bedarf zu unterstiitzen (Janakira-
man, 2008).

Strittig bleibt der Einsatz von Fosfomycin. Hier existieren vollig kontrare Meinungen
bezlglich der Wirksamkeit dieses Antibiotikums. Hof postuliert eine natirliche Resis-
tenz praktisch aller Stamme von Listeria monocytogenes gegeniuber Fosfomycin
(Hof, 2003b), wahrenddessen Scortti et al. der Meinung sind, dass Fosfomycin
durchaus effektiv in der Therapie der Listeriose eingesetzt werden kann. Scortti sieht
dies in der unterschiedlichen Expression bestimmter Virulenzfaktoren im in-vitro- und
im in-vivo Modell begriindet. Der Hexose-Phosphat-Transporter von Listeria mono-
cytogenes wird unter in-vitro Bedingungen nicht expremiert. Dieser Virulenzfaktor
wird PrfA-reguliert und bewerkstelligt die Aufnahme von Fofomycin. Somit scheint
Listeria monocytogenes unter in-vitro Bedingungen resistent gegentber diesem Anti-
biotikum, obwohl es unter in-vivo Bedingungen durchaus empfanglich gegentber
Fosfomycin ist. Ob Fosfomycin in Zukunft eine weitere Therapiemdglichkeit in der
Behandlung der Listeriose darstellen kann und sich als Standardmedikament etablie-
ren kann, bleibt Gegenstand der Forschung. Bisher wird Fosfomycin aufgrund dieser

kontraren Ansichten nicht im klinischen Alltag eingesetzt (Scortti 2006).
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