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ABSTRAKT

Listeria monocytogenes je vSudypfitomnd, vysoce odolna patogenni bakterie zplsobujici
listeriozu. Listeriéoza je zoonodza, coz znamend, ze vyvolava onemocnéni u lidi i u zvifat.
Toto onemocnéni ma rizny pribch v zavislosti na imunitnim systému hostitele. U zdravych
jedinci muze infekce probéhnou bezpiiznakové nebo formou gastroenteritidy, nicméné
u imunodeficientnich jedincti mize predstavovat smrtelné riziko.

Listerioza se 1é¢i pomoci antibiotik, avsak musi byt véas rozpoznana a identifikovana.
K identifikaci se bézné vyuZzivaji kultivaéni metody. Pro rychlejsi identifikaci se pouzivaji spise
modernéjsi metody jako naptiklad imunochemické, molekularni genotypové nebo molekularni

fenotypové.
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SUMMARY

Listeria monocytogenes is a ubiquitous, highly resistant pathogenic bacterium that causes
listeriosis. Listeriosis is a zoonosis which means that it causes disease in both, humans
and animals. Listeriosis can have various courses depending on the host's immune system.
In healthy individuals, infections can occur asymptomatically or in the form of gastroenteritis.
While in immunodeficient individuals, it can mean a fatal risk.

Listeriosis is treated with antibiotics, however, it must be recognized and identified on time.
For its identification are commonly used cultivation methods. Nonetheless, modern methods
such as immunochemical, molecular genotypic or molecular phenotypic are used for faster

identification.
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1 UVOoD

Listeria byla poprvé popsana v roce 1926 Murrayem a jeho kolegy diky nahlému umrti
Sesti mladych kralikd a byla pojmenovana Bacterium monocytogenes, kvili zvySenému poctu
cirkulujicich monocyti v télech kralikii. Nezavisle na tom v roce 1927 Pierre pojmenoval bakterii
Listerella hepatolytica na pocest pana Josepha Listera, britského chirurga a prukopnika
antiseptické techniky, poté co bakterii izoloval z jater nékolika piskomilti. Teprve v roce 1940 byl
pfijat nazev Listeria monocytogenes.

Listerie jsou ubikvitarné vyskytujici se bakterie, bézné zijici v pid¢, odpadnich vodach
a navegetaci. Vyskytovat se mohou také v silazich, ve vyrobnich halach ¢i nemocnicich,
kde hrozi vysoké riziko nakazy listeriozou. Listeriozu u lidi zpisobuje bakterie Listeria
monocytogenes, U zvifat listeridzu navic vyvola také bakterie Listeria ivanovii a vzacné Listeria
innocua. Listerioza nejcastéji postihuje imunodeficientni jedince, t€hotné Zeny, novorozence
a starsi jedince. U zvifat se listeridza vyskytuje nejcastéji u prezvykavcei, napada ovsem Sirokou
Skalu zvitat vCetné ryb, hlodavcet, ptakl ¢i korysi. Hlavni vstupni branou infekce je travici trakt,
listerioza se tak fadi mezi alimentdrni onemocnéni, tedy onemocnéni zplsobené pozienim
kontaminované potravy ¢i tekutiny. V potravinach se listerie snadno mnozi diky vysoké odolnosti
vaci nizkym teplotdm a vysokému obsahu soli.

Pfiznaky onemocnéni jsou rozmanité a rizné zavazné. Nejleh¢i forma onemocnéni
je gastroenteritida ¢asto doprovazena symptomy podobnymi chiipce. Listeridza mtze mit také
vaznéjsi pribéh ve formé zivot ohrozujici septikémie ¢i meningitidy. Proto je dilezita v¢asna
diagnostika a zahajeni 1é¢by antibiotiky. Bohuzel kvili nespecifickému klinickému obrazu
a nizké incidenci 1ékafi ¢asto vyskyt listeriozy nepfedpokladaji a nemoc tak mutize byt pro rizikové
skupiny fatalni.

Touto praci bych chtéla zvysit vefejné povédomi o listeriich a listeriozach,
tedy onemocnénich listeriemi zpGsobovanych, pfinést relevantni informace o jednotlivych
formach listeridzy, zamyslet se nad problematikou identifikace a diagnostiky piipadné navrhnout

dalsi mozné kroky a feseni, jak dlouhodobé snizit vyskyt listeriozy.
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3 LITERARNI PREHLED
3.1 Taxonomie listerii

Rod Listeria se fadi do kmene Firmicutes, t¥idy Bacilli, fadu Bacillales, ¢eledi Listeriaceae
(Euzéby, 2021). Rod Listeria tvoii dva klady Listeria sensu stricto a Listeria sensu lato. Druhy
v kladu sensu stricto jsou druhy Listeria monocytogenes (Murray et al., 1926), lidsky patogen,
Listeria ivanovii (Seeliger et al., 1984), zviteci patogen. Dalsi ¢tyfi druhy, které byly izolovany
ze zvitat bez piiznakt onemocnéni jsou Listeria seeligeri (Rocourt et Grimont, 1983), Listeria
innocua (ex Seeliger et Schoofs, 1979), Listeria welshimeri (Rocourt et Grimont, 1983)
a Listeria marthii (Graves et al., 2010).

Clenové kladu sensu lato jsou vyhradné enviromentalni bez schopnosti kolonizovat savéi
hostitele (Schardt et al., 2017). Do kladu sansu lato se fadi dalSich 22 druhd, Listeria aquatica
(Bakker et al., 2014), Listeria booriae (Weller et al., 2015), Listeria cornellensis (Bakker et al.,
2014), Listeria cossartiae (Carlin et al., 2021), Listeria costaricensis (Nuiiez-Montero et al.,
2018), Listeria denitrificans (Prévot, 1961), Listeria farberi (Carlin etal., 2021), Listeria
fleischmannii (Bertsch et al., 2013), Listeria floridensis (Bakker et al., 2014), Listeria goaensis
(Doijad et al., 2018), Listeria grandensis (Bakker et al., 2014), Listeria grayi (Errebo Larsen
et Seeliger, 1966), Listeria immobilis (Carlin etal., 2021), Listeria murrayi (Welshimer
et Meredith, 1971), Listeria newyorkensis (Weller et al., 2015), Listeria portnoyi (Carlin et al.,
2021), Listeria riparia (Bakker et al., 2014), Listeria rocourtiae (Leclercq et al., 2010), Listeria
rustica (Carlin etal., 2021), Listeria thailandensis (Leclercq et al., 2019), Listeria valentina
(Quereda etal., 2020), Listeria weihenstephanensis (Lang Halter etal., 2013). Celkem
je tedy v soucasné dob¢& znamo 28 druhti a Sest poddruhu listerii (Euzéby, 2021).

3.2 Morfologické a fyziologické vlastnosti listerii

Listerie jsou grampozitivni aerobni nebo fakultativné anaerobni, nesporulujici, pohyblivé,
kokobacilarni ty¢inky o Sifce do 0,5 um a délce 2 pm (Quinn et al., 2011). Vyskytuji se jednotlive,
ve dvojicich, pfilezitostné tvoii i fetizky ¢i palisady — viz obrazek 1 (Brychta et al., 2018).
Vsechny listerie produkuji enzym kataldzu, fermentuji glukézu s tvorbou kyseliny,
ale bez produkce plynu, hydrolyzuji eskulin a jsou oxidaza negativni (Cupakova et al., 2008).
Listerie maji jeden az Ctyfi biciky, které jsou mnohonasobné delsi nez buitka samotna (Brychta
etal., 2018). Bi¢iky jsou umisténé peritrichalné a zprostiedkovavaji pohyb, ktery je typicky
kroutivymi pohyby s pfemety a rotacemi (Ryser et Marth, 2007). Teplota, pti které se listerie
pohybuji je v rozmezi 20-25 °C, pfi teploté¢ 37 °C biciky vymizi a buiky se tak stavaji
nepohyblivymi. Listerie jsou psychrofilni bakterie, piezivaji a déli se i v pomérné extrémnich

podminkach. Rostou a déli se v Sirokém rozmezi teplot od 1 °C do 45 °C. Dokazou se mnozit



v prostiedi s pH v rozmezi od 4,3 do 9,6 (optimalni hodnota pH je 7,0). Piezivaji a déli
se i v pfitomnosti 10 % NaCl a aktivité vody do 0,92 (Brychta et al., 2018).

Listerie zvySuji svou odolnost vici vnéjsimu prostiedi také tvorbou biofilmu, predevsim
viiéi antimikrobidlnim latkdm a dezinfekénim prostfedkam (Kvasnickova et al., 2016). U¢inné
dezinfekéni prostfedky degradujici biofilmy jsou enzymatickymi detergenty. Pro vét$i i¢innost
je vhodné pouzit i dalsi dezinfekéni prostfedky napiiklad kvartérni amoniové slouéeniny,

povidon, jod, chlorhexidin, 7 % ethanol, glutaraldehyd a chlornan sodny (OIE, 2021).

Obrazek 1: Listeria monocytogenes — Gramovo barveni, zvétseno 1000x. Foto: J. Bzdil

3.3 SloZeni bunééné stény

Listeria monocytogenes tvofi zvné&jSku tzv. bunénou sténu. Bunéfna sténa zajistuje
integritu bunky pii vysokém vnitfnim osmotickém tlaku, zaroven dava bakterii specificky tvar
a chrani ji pred mechanickym poskozenim (Pucciarelli et al., 2007). Bunééna sténa je tvorena
vicevrstvym zesiténym peptidoglykanem s kyselinou teichoovou, kyselinou lipoteichoovou,
polyfosfaty ptipadné sacharidy. Linearni fetézce kyseliny teichoové probihaji peptidoglykanovou
vrstvou kolmo k povrchu burky, nepodili se na pevnosti bunécné stény. Jeji funkci je vazat
kationty, které jsou hlavnimi povrchovymi antigeny (Bursova etal., 2014b). Glykanova
vladkna bunééné stény se sklddaji z opakujiciho se disacharidu  kyseliny
N-acetylmuramové-(1-4)-N-acetylglukosamin ~ (MurNAc-GIcNAc) (Navarre et Schneewind,
1999), vytvaii linearni polymer dvou pravidelné se stfidajicich aminocukri (Bursova et al.,
2014b). Tyto vazby jsou hydrolyzovany lysozymem (Bursova etal., 2014b). Peptidy stény
jsou zesitovany s jinymi peptidy, které jsou vzdy pfipojeny k sousednimu glykanovému fetézci,
¢imz vytvareji trojrozmérmou molekularni sit. Grampozitivni bakterie obecné dokazou

imobilizovat proteiny na svém povrchu, bud’ kovalentnim pfipojenim proteinu k peptidoglykanu



nebo nekovalentni vazbou proteinu k peptidoglykanu nebo polymerim bunééné stény,
jako je kyselina teichoova.

Listerie na svém povrchu nesou piedevsim proteiny internaliny, diky kterym jsou schopny
vstupovat do hostitelskych eukaryotickych bunék. V souc¢asné dobé zndme sedm c¢lenti z rodiny
internalind (InlA, InlB, InlC, InlC2, InlD, InlE, InlF) (Navarre et Schneewind, 1999).
Internalin A interaguje s  transmembranovym  adheznim  proteinem  E-kadherinem
a zprostiedkovava  vstup Listeria monocytogenes do epiteliarnich bunék  stfevni,
hematoencefalitické a placentarni bariéry hostitele (Liu, 2006; Oevermann etal., 2010).
Internalin B rozpoznava globularni receptor C1q-R nebo Met, aby usnadnil vstup Listeria
monocytogenes do S§irSiho spektra typt hostitelskych bunék, jako jsou napf. hepatocyty,
fibroblasty a epiteloidni bunky (Liu, 2006). Proteinovy komplex C1q-R je podslozkou komplexu
C1 coz je komponenta komplementu. C1q komplex je pfitomen na povrchu efektorovych bunék
a je zapojeny do nespecifického humoralniho imunitniho systému (Kishore et Reid, 2000).
Met je receptor tyrosinkindzy, jehoZ pfirozenym ligandem je hepatocytarni ristovy faktor,
HGF viz obrazek 2 (Shen et al., 2000). Vysoky stupen diverzity bunééné stény naznacuje i vyskyt

ruznych dnes znamych sérotypu Listeria monocytogenes (Shen et al., 2017).

L. monocytogenes

Obrazek 2: Druhova specifita InlA a InlB u A — mor¢at a kralikti, B — ¢lovéka, C — mysi. Upraveno
podle Cossart et Toledo-Araba (2008)

3.4 Antigenni struktura

Jednotlivé druhy listerii obsahuji specifické skupinové povrchové proteiny neboli epitopy,
somatické (O) a bi¢ikové neboli flagelarni (H) antigeny. Somatickych antigenti O existuje patnact
podtypt (I-XV), bi¢ikovych antigenti H existuji jen Ctyfi podtypy (A-D). Jednotlivé kmeny jsou
urceny unikatni kombinaci O a H antigent (Liu, 2006). Listeria monocytogenes je rozdélena
do zékladnich 13 sérotypt (1/2a, 1/2b, 1/2¢, 3a, 3b, 3c, 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4¢ a 7) na zaklade
reakci znamych antigenti O a H se specifickymi antiséry (Dhama et al., 2015). Existuje i vztah

mezi jednotlivymi sérotypy a jejich virulenci. Listeriézu ¢lovéka zplsobuji predevsim sérotypy



1/2a, 1/2b a 4b (Shen etal., 2017). Sérotyp 4b byl zjistén u hromadnych epidemii zatimco
sérotypy 1/2a, 1/2b byly prokazany u mens$ich epidemii ¢i solitérnich onemocnéni (Liu, 2006).

Listerie jsou dale déleny do Ctyt evolucnich linii na zaklad€ genotypizace. Linie I obsahuje
sérotypy1/2b, 3b, 4ab, 4b, 4d, 4e a 7. Linie Il obsahuje sérotypy 1/2a, 1/2¢c, 3a, 3c a linie III
obsahuje sérotypy 4a a 4c (Liu, 2008). Do linie IV jsou fazeny atypické sérotypy 4b (Haase et al.,
2014).

3.5 Genetika a genom listerii

Genom Listeria monocytogenes je umistén v nepravém jadie, které neni oddéleno jadernou
membranou, nema staly tvar a sklada se zjednoho kovalentné uzavieného cirkularniho
chromozomu, ktery je dlouhy 2,9 Mb (2 944 528 bp) a koduje 3 055 gent (Bursova et al., 2014b;
NCBI, 2021a). Genom ma prumérny obsah G+C 39 % a az 4,7 % vsech gent koduje povrchové
proteiny (internalin InlA, InlB), transportni proteiny, zejména proteiny uréené pro transport
sacharidi dale secernované proteiny a regulatory (Buchrieser etal.,, 2003; Cossart
et Toledo-Arana., 2008; NCBI, 2021a). Primérny obsah proteint je 2899 (NCBI, 2021a).

Listeria monocytogenes nese svou genetickou informaci také v extrachromozomalnich
mobilnich genetickych elementech jako jsou plazmidem neseny transpozon, mobilizovatelné
a konjugativni plazmidy (Schmitz-Esser etal., 2021). Podle zpravy NCBI ma Listeria
monocytogenes 62 riznych plazmidd v priméru o velikosti od 25 kb do 100 kb, obsah G+C
se opét pohybuje do 39 % (NCBI, 2021b). Plazmid je oznaeni pro malé kruhové molekuly
dsDNA neboli extrachromozomalni replikony. Replikuji se autonomné a nesou piidatnou
genetickou informaci, ktera poskytuje bakteriim moznost adaptace na meénici se podminky
prostiedi (Bursova et al., 2014b; Schmitz-Esser et al., 2021). Poskytuji tak vyhodu pro pteziti
stresovych podminek jako jsou tepelny a chladovy stres, oxidace, vysoka salinita, kyselost,
pfitomnost antimikrobialnich latek, pfitomnost sanitacnich prostiedka ¢i tézkych kova
(Chmielowska etal., 2021; Mao etal., 2021). Plazmidy mohou byt pfenaseny v ramci
bakterialniho druhu i mezi druhy (Schmitz-Esser etal., 2021). Ze vSech zatim znamych
aizolovanych plazmidt zvySuje virulenci pouze jeden, ktery koduje Ctyfi proteiny podobné
internalinu (Chmielowska et al., 2021). Kli¢ové geny virulence jsou seskupeny v genomovém

prvku oznaceném jako shluk virulence prfA nebo ostrov patogenity LIPI (Bakker et al., 2010).

3.6 Biofilm

Bakterie se vyskytuji ve dvou Zivotnich formach, voln€ v prostoru v podobé¢ izolovanych
bun€k v takzvané planktonické formé nebo se seskupuji a vytvaieji mikrobidlni spoleCenstvi
ozna¢ované jako biofilm, ktery je pfipojen k povrchu a vytvaii slizky povlak (Smirnova et al.,
2010; Bursova et al., 2014b). Tvorba biofilmu za¢ina adhezi planktonnich bakterii pomoci bi¢iki

a membranovych proteinii na Zivém povrchu nebo na abiotickém inertnim povrchu, napiiklad
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nanerezové oceli, polystyrenu ¢i sklu s naslednou proliferaci a tvorbou mikrokolonii.
Ty se postupné zvétSuji a spojuji se (Renier etal., 2011; Janez et al., 2021). V posledni fazi
vyvoje biofilmu se bakterie odd€luji a rozptyluji do prostfedi v planktonni formé, coz predstavuje
potencialni zdroj kontaminace viz obrazek 3 (Colagiorgi et al., 2017).

Biofilm tvofi trojrozmérnou strukturu, sloZenou z mezibunécné matrix, kterou typicky tvoii
polysacharidova pouzdra a exopolysacharidy (Bursova et al., 2014b). Biofilm, ktery produkuje
Listeria monocytogenes, tvofi povrchovou strukturu, ktera je slozena ptevazné z DNA
a proteinovych materiald (Gaballa etal., 2019). Biofilm ma zabudované Siroké prostory
a kanalky, které pfinasi ziviny a odvadi odpadni latky (Bursova et al., 2014b).

Tvorba biofilmu je pro bakterie v mnoha ohledech vyhodna. Bakterie v biofilmu
jsou odolngjsi vuci vn&jsim faktorim, napiiklad proti vysychani, Gcinku antibiotik
a dezinfekénich latek (Bursova et al., 2014b). Zaroven si bakterie v biofilmu vyménuji signalni
molekuly, Ziviny a dochazi k horizontalnimu pfenosu genti (Smirnova et al., 2010).

Kvili mozné kiizové nakaze a zvySené odolnosti viici antibiotiklim a dezinfekcim je tfeba
dbat zvySené pozornosti v lékarské oblasti (kloubni nahrady, intravenozni katetry atd.),
potravinafstvi (povrchy vyrobnich zatizeni, potrubi, ventily atd.), ale také v ptirod¢, kde mohou

biofilmy negativné ovliviiovat kvalitu vody (Smirnova et al., 2010; Bursova et al., 2014b).

> U -

planktonické buiiky uvolfiovani

Por-» - -

P (Y mikrokolonie Cg 6 /{]

prichyceni

Obrazek 3: Schéma tvorby biofilmu. Pfevzato z Bursova et al. (2014b)

3.7 Kultivace listerii

3.7.1 Kultiva¢ni podminky
Kultivacné je Listeria spp. nenarocna, kultivace se provadi na béznych kultivacnich
médiich, napfiklad na krevnim, tryptézovém agaru (Jadhav et al., 2015) ¢okoladovém agaru

nebo Zivném agaru s pfidavkem ov¢i krve (Donovan, 2015).



Pii kultivaci a diagnostice se vyuziva schopnost listerii zit a mnozit se v extrémnich
podminkach (Votava et al., 2006). Listerie se d¢li, rostou a pfezivaji v Sirokém rozmezi teplot
od 1 °C do 45 °C, pti vysoké koncentraci soli i v §irokém rozpéti pH od 4,3 do 9,6. Nejrychlejsi
rust nastava pii teplotach 30 °C az 37 °C (Brychta et al., 2018; Kolarova et al., 2020).

3.7.1.1 Kultiva¢ni média

Diive se k izolaci listerii z klinickych vzorkil vyuzivala izolace pii 4 °C po delsi dobu
na agarové plotn€. Kultivace probihala zpravidla do té¢ doby, nez se vytvofily viditelné kolonie.
Tento typ izolace je Casove naro¢ny, trva az nékolik tydnli a neumoziuje izolaci poskozenych
bunek, které ve stresovych podminkach nepteziji a nenarostou. Proto v dne$ni dobé¢ predchézi
kultivaci na pevné ptidé pomnozeni v obohaceném médiu. Buiiky listerii rostou pomalu a mohou
byt prertstany rychlejsimi konkurenty, z toho diivodu se do obohaceného média a selektivnich
agart pridavaji bakteriostatické latky jako akriflavin, kyselina nalidixova, chlorid lithny
nebo polymyxin, které inhibuji rist konkuren¢ni mikroflory (Gasanov et al., 2005; Cupakova
et al., 2010).

Zékladem izolaénich pud je tryptdzovy agar obohaceny o riizné selektivni slozky (Cizek,
1999). Selektivni pudy jako Oxford, PALCALM a MOX, zakladaji identifikaci listerii
na eskulinové reakci zalozené na B-D-glukosidazové aktivité (Gasanov et al., 2005). Listerie
eskulin $tépi na eskuletin, ktery s citratem zelezitoamonnym vytvaii hnédocerny barevny
komplex (Cupéakova et al., 2010). Na agaru jsou kolonie listerii ¢erné s ¢ernou zoénou v okolnim
médiu. | pfes pfitomnost inhibi¢nich ¢inidel mohou na selektivnich piidach rist i jiné organismy
s podobnym vzhledem kolonii, naptiklad Enterococcus spp. a Bacillus spp., které také vyuzivaji

eskulin. K ptesné identifikaci listerii jsou vSak nutné dalsi testy (Gasanov et al., 2005).

3.7.1.2 Chromogenni média

Komerc¢ni média umoziuji rychlou identifikaci bakteridlnich enzym pomoci
chromogennich substrati, které jsou inkorporovany do plotnovych médii. Chromogenni média
jsou jednoducha, efektivni, snadno interpretovatelna a vysoce citliva. Diky specifické barevné
zmeéng je mozna piimé identifikace ptivodce.

Fosfatidylinositol fosfolipaza C (PIPL-C) je enzym, ktery produkuje pouze Listeria
monocytogenes a Listeria ivanovii. Aktivita enzymu PIPL-C je mé&fena pomoci chromogennich
médii. Chromogenni agary pro detekci Listeria monocytogenes jsou Rapid’L.mono® agar
(BioRad, Marnes de la Coquette, Francie), BCM® chromogenni agar (Biosynth International,
Naperville, USA), CHROMagar® Listeria test (Mast Diagnostics, Reinfeld, Némecko) a ALOA
agar (Biolife, Milan, Italie), na kterych PIPL-C pozitivni bakterie vytvateji modré kolonie. Zadny

z téchto testt nerozliSuje mezi Listeria monocytogenes a Listeria ivanovii (Gasanov et al., 2005).



3.7.2  Morfologie kolonii
Listeria monocytogenes tvoti pravidelné malé az sttedné velké (1-3 mm) okrouhlé kolonie,

které maji riznou barvu podle média, na kterém rostou (Brychta, 2018).

3.7.2.1 Krevni agar

Po 24 hodinach inkubace jsou kolonie malé, hladké a prihledné (Quinn et al., 2011).
Listeria monocytogenes vytvaii drobné a $edavé kolonie — viz obrazek 4 (Jancova et Skapova,
2007), suzkou zoénu B-hemolyzy, kterou lze zaznamenat az po odsunuti kolonie stranou
(Donovan, 2015).

Listeria ivanovii tvoti Sedavé kolonie s Sirokou zonou hemolyzy — viz obrazek 5 (Janéova

et Skapovd, 2007). Ostatni druhy listerii jsou nehemolytické (Donovan, 2015).

Obrazek 4: Listeria monocytogenes na krevnim agaru. Foto: J. Bzdil

Obrazek 5: Listeria ivanovii na krevnim agaru. Foto: J. Bzdil

3.7.2.2 ALOA agar

Morfologie kolonii Listeria monocytogenes po 24 hodinach inkubace je dana aktivitou
enzymu fosfatidylinositol fosfolipazy C, vytvati vyraznou, nepruhlednou, kruhovou zénu
precipitace v agaru okolo kolonii. Diky aktivit¢ enzymu galaktosidazy maji kolonie

modrozelenou barvu — viz obrazek 6 (Cupakova et al., 2010).



Listeria ivanovii roste pomaleji, zéna precipitace, kterou vytvati je viditelna
az po 48 hodinach ~ (Cupakova  etal.,  2010). Ostatni  listerie  nevytvaii  zonu
precipitace — viz obrazek 7 (BioMérieux, 2022).

Obrazek 6: Listeria monocytogenes na ALOA agaru. Foto: J. Bzdil

Obrazek 7: Listeria grayi na ALOA agaru. Foto: J. Bzdil

3.7.2.3 Rapid’L.mono

Puda je intenzivné Cervena a Listeria monocytogenes na ni roste po 24 hodinach v malych
az stfedné velkych koloniich, které jsou pravidelné a hladké, jsou modré barvy bez zmén barvy
média viz obrazek 8 (TylSova et Bursova, 2015). Modra barva kolonii je zptsobena aktivitou
fosfolipazy C, diky jeji aktivité vznika tmavomodry chromofor a xyl6za, na jejiz Stépeni reaguje
acidobazicky indikator fenolova Cerven. Listeria monocytogenes ma fosfolipazu pozitivni
a xylozu negativni (Cupakova et al., 2010).

Listeria ivanovii roste v modrozelenych koloniich se Zlutou okolni zénou — viz obrazek 9,

fosfolipaza C i xyldza pozitivni (Bio-Rad, 2022).
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Listeria innocua tvoti bilé kolonie viz obrazek 10, Listeria welshimeri tvofi kolonie bilé
nékdy se zlutym okolim, fosfolipaza C je negativni, xyl6za pozitivni (Cupakova et al., 2010).

Médium je vysoce specifické a inhibuje rast jinych bakterii a kvasinek (Bio-Rad, 2022).
Ze zkusSenosti rutinnich mikrobiologli ovSem vyplyva, ze inhibice neni stoprocentni a mutize

dochazet k rlstu jinych bakterii naptiklad Bacillus spp. — viz obrazek 11.

Obrazek 8: Listeria monocytogenes na Rapid’L.mono agaru. Foto: J. Bzdil

Obrazek 9: Listeria ivanovii na Rapid’L.mono agaru. Foto: J. Bzdil

Obrazek 10: Listeria innocua na Rapid’L.mono agaru. Foto: J. Bzdil
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Obrazek 11: Bacillus spp. na Rapid’L.mono agaru. Foto: J. Bzdil

3.7.24 PALCAM agar

Kolonie Listeria monocytogenes po 24 hodinach inkubace tvoii drobné okrouhlé
Sedozelené nebo olivove zelené kolonie o priméru 1,5-2 mm. Kolonie maji mnohdy propadly
¢erny stfed a jsou obklopeny hnédocernou az ¢ernou kruhovou zénou, zptisobenou hydrolyzou
eskulinu — viz obrazek 12 (Cupakova etal., 2010). Listeria innocua tvoii drobné&jsi nasedlé

kolonie bez propadlého stfedu (TylSova et Bursova, 2015).

Obrazek 12: Listeria monocytogenes na PALCAM agaru. Prevzato z Medios de Cultivo (2015)

3.7.25 Oxford agar

M¢édium obsahuje selektivni inhibi¢ni slozky a systém indikatorti eskulinu a dvojmocného
zeleza pro izolaci nebo diferenciaci Listeria monocytogenes. Kolonie Listeria monocytogenes
se po 24 hodinach kultivace pii 35 °C jevi jako 1mm Sedé az ¢erné kolonie s vyraznou ¢ernou
zonou okolo kolonii zplsobenou hydrolyzou eskulinu — viz obrazek 13. Po 48 hodinach jsou
kolonie 2 mm velké, lesklé a maji propadly stted (Allerberger, 2003; Donovan, 2015; Oxoid
Limited ©., 2022).
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Obrazek 13: Listeria monocytogenes na Oxford agaru. Pievzato z Medios de Cultivo (2015)
3.8 Vyskyt listerii

Listerie jsou ubikvitarn¢ tedy vSudypfitomné rozsiteny v piirodé po celém svéte (Julak,
2015). Bézn¢ se nachazeji v piide, na vegetaci a v odpadnich vodach. Listerie se mohou nachazet
také na Cerstvych i mrazenych potravinach, jako je zelenina, ovoce, dribez, Cerstvé zpracované
maso, mékké syry, zmrzliny ¢&i salatové dressingy (Jemmi et Stephan, 2006). Z hlediska
patogeneze ma vyznam sledovat vyskyt listerii v potravinafském primyslu, v silazich
a U domacich zvitat, predev§im u ovci, koz, skotu (Julak, 2015). Protoze jsou listerie schopny
prechazet do masa, piipadné do mléka, mohou zpusobit ndkazu u lidi (Votava et al., 2010).
U vétSiny lidi probiha listeriova infekce bezptiznakové ovSem u rizikovych skupin hrozi vazné
onemocnéni. Mezi rizikové skupiny patfi zejména imunodeficientni pacienti, nemocni
s rakovinou, diabetem, lidé sonemocnénim ledvin, lidé, ktefi uzivaji glukokotrikoidy
nebo anacida, pacienti s hypoaciditou zalude¢ni §t'avy, starSi osoby, novorozenci a t€hotné Zeny
(Jan¢ova et Skapova, 2007). V historii byly listerie izolovany z pid, silazi, podzemnich vod,
odpadnich vod, z vegetace a z tovaren na vyrobu jidla, kde listerie vyuziva své schopnosti
odolavat vysoké koncentraci soli, nizkym teplotam a kolisani pH (Freitag et al., 2009).

Svétova zdravotni organizace WHO zatfazuje mezi rizikové potraviny z hlediska mozné
kontaminace listeriemi potraviny s dlouhou dobou trvanlivosti v chladni¢ce a dale potraviny,
které se konzumuji bez dalsi tepelné upravy jako vateni, které by jinak Listerii monocytogenes
zabilo. V minulosti byly zdrojem nakazy tyto potraviny, hotové masné vyrobky, jako parky,
masové pastiky, uzeny losos, fermentované klobasy ze syrového masa, mlécné vyrobky,
jako mékké syry a zmrzliny dale hotové salaty, zelenina a ovoce (WHO, 2022).

Na Statnim veterinarnim ustavu (SVU) v Jihlavé, kde sidli Narodni referen¢ni laboratof
(NRL) pro Listeria monocytogenes, sleduji vyskyt Listeria monocytogenes V potravinach
a stérech po dezinfekci. Z potravin se vysetiuji dribezi masné vyrobky podporujici rast listerii,
které jsou tepelné opracované (TOMV), Cervené masné vyrobky TOMV, které podporuji riist

listerii, do kterych spada hovézi, skopové, teleci a jehné¢i maso. Dale se vySetiuji masné vyrobky
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nepodporujici rist (fermentované), masné polotovary, syrové mléko, zrajici a mékké nezrajici
syry, lahtdky, sladkovodni a motské ryby a zelenina. V letech 2015 az 2020 byl prokazan vyskyt
Listeria monocytogenes ve vSech typech vyse zminénych potravin kromé zeleniny.

V ramci vySetieni na prikaz Listeria monocytogenes ze stéru po dezinfekci byva rocné
vySetfeno V priméru okolo patnacti set vzorku viz tabulka 1. Nevyhovujici pocet vzorku
se meziro¢né pohybuje okolo jednoho az dvou nalezt s vyjimkou v roce 2016, kdy bylo nalezeno
17 pozitivnich stéra (tj. 1,1 %). Nalez z roku 2017 se jevi jako ojedinély a nelze z né&j vyvozovat
zadné obecné platné zavéry.

Tabulka 1: Piehled stanoveni Listeria monocytogenes ve stérech po dezinfekci provedenych SVU Jihlava
v letech 2015 az 2020 (pocty a %)

Pocet vzorkil vySetfenych na prikaz Listeria monocytogenes

Rok
vySetfeno nevyhovujici %

2015 1497 2 0,13
2016 1525 17 1,11
2017 1626 0 0,00
2018 1429 2 0,14
2019 1708 0 0,00
2020 1385 1 0,07

V ramci vySetieni na prikaz Listeria monocytogenes u dribezich masnych vyrobka
podporujicich rist, tepelné opracovanych, byva roéné vysetieno v praméru okolo 270 vzorku,
z toho byvaji praimérné 4 vzorky pozitivni (tj. v praiméru 1,4 % pozitivnich nalezt). V roce 2016
doslo k navySeni pozitivnich nalezi na 12 (viz tabulka 2), coz miZe mit souvislost s vy$§im
nalezem pozitivnich stérd po dezinfekci.

U cCervenych masnych vyrobkll podporujici rust, tepelné¢ opracovanych, byva ro¢né
vySetieno v praméru okolo 4 900 vzorkt, z toho byva v praméru 60 pozitivnich (tj. v praméru
1,2 % pozitivnich nalezli). Pocet vySetfenych vzorkl a pozitivnich nalezii je meziro¢né staly
a nedochazi k vyraznym odchylkam (viz tabulka 2).

U fermentovanych masnych vyrobkii nepodporujici riist byva ro¢né vySetieno v priméru
90 vzorkd, z toho byvaji 3 pozitivni (tj. v praiméru 3,3 % pozitivnich nalezit).

Z udaju v tabulce 2 vyplyva, Ze pocty vysetfenych masnych vyrobkt podporujicich rist
Listeria monocytogenes mezi lety 2015 az 2020 jsou V podstaté srovnatelné bez vyraznych
vykyvil. Pocty pozitivnich nalezii mezi lety 2015 az 2020 jsou u Cervenych masnych vyrobkl
podporujici rast (TOMV) stalé bez vyraznych odlisnosti. U drubezich masnych vyrobka
podporujici rist (TOMV) doslo v roce 2016 k nahlému vzestupu, nicméné Vv nasledujicich letech
pocet pozitivnich nalezt spise klesal. K vyraznému navyseni pozitivnich nalezi v roce 2016

a 2017 doslo také u fermentovanych masnych vyrobkl nepodporujici rast.
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Tyto udaje mohou byt znaéné zkresleny v disledku malych poctd odebiranych

a vySetfovanych vzorka ve vztahu k poctu registrovanych vyrobeu.

Tabulka 2: Piehled stanoveni Listeria monocytogenes v masnych vyrobcich provedenych SVU Jihlava
Vv letech 2015 az 2020 (pocet a %)

Masné vyrobky podporujici Masné vyrobky podporujici nMasdne ;/yrlo?ky ¢
riist — driibei (TOMV) riist — Eervené (TOMV) epocporyic ms

Rok (fermentované)

vySetfeno pozitivni % vySetfeno pozitivni % vySetfeno pozitivni @ %
2015 285 2 0,7 5187 50 0,96 113 2 1,77
2016 275 12 4,36 4862 64 1,32 82 6 7,32
2017 220 1 0,45 5280 66 1,25 95 7 7,37
2018 310 5 161 4822 52 1,08 75 1 1,33
2019 266 3 1,12 4896 68 1,39 95 3 3,16
2020 285 1 0,35 4339 58 1,34 75 0 0,00

Vyse uvedené informace poctu vySetfenych a pozitivnich vzorka mi byly poskytnuty
v podobé& Zprav o ¢innost NRL za jednotlivé roky 2015 az 2020 SVU Jihlava (Zprava o &innosti
NRL za rok 2015, 2016; Zprava o ¢innosti NRL za rok 2016, 2017; Zprava o ¢innosti NRL za rok
2017, 2018; Zprava o ¢innosti NRL za rok 2018, 2019; Zprava o ¢innosti NRL za rok 2019, 2020;
Zpréava o ¢innosti NRL za rok 2020, 2021)

3.9 Patogenita listerii

Listeria monocytogenes je fakultativné intracelularni bakterie se schopnosti zit
v eukaryotnich buiikkdch (Rogalla et Bomar, 2021). Po poziti jsou bakterie absorbované
v epiteliich stfeva nebo Peyerovych placich (Votava et al., 2006). Listerie tak prochazi stievni
bariérou a vstupuji do mezenterickych lymfatickych uzlin ze kterych se §ifi pomoci krevniho
fecisté az do cilovych organi, jako jsou jatra, slezina, mozek a placenta. U imunodeficientnich
pacienti muze bakterie prostoupit hematoencefalickou bariérou nebo u tehotnych zen
fetoplacentarni bariérou a zpusobit i fetalni meningitidu, sepsi, pred¢asny porod az potrat
(Radoshevich et Cossart, 2018). Bakterie mohou pfijit do kontaktu s makrofagy, makrofag

pomoci receptorli rozpozna kyselinu lipoteichoovou grampozitivni bunécné stény listerie a zahaji
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fagocytozu. Bakterie pieziva diky tniku z fagozomu pred jeho dozranim na fagolysozom
do cytoplazmy, pomoci ptsobeni listeriolyzinu (LLO) a fosfolipaz (Quinn et al., 2011). Listerie,
jak jiz bylo n€kolikrat zminéno, maji schopnost vsoupit také do nefagocytujicich bunék, jako jsou
epitelialni bunky, prostfednictvim receptorové zprosttedkované endocytézy pomoci
proteint internalin - A ainternalin B (InlA, InIB) (Radoshevich et Cossart, 2018).
Internalin A se zabezpecuje bakterialni adhezi a invazi do epitelii prostiednictvim specifické
interakce s receptory bunécné membrany hostitelské bunky, E-kadherinem a Met (Votava et al.,
2006). Internalin B nese misto bohaté na leucin (LRR), pomoci néhoZ se vaze na receptor
hepatocytarniho rustového faktoru (HGF) bunééné membrany hostitelské buiky a tim indukuje
pohlceni bakterialni bunky (Votava et al., 2006). Listerie nasledné unika z internaliza¢ni vakuoly
pomoci putsobeni extracelularniho, porotvorného hemolytického listeriolysinu O (LLO),
fosfolipazy A (PlcA) a fosfolipazy B (PlcB) (Radoshevich et Cossart, 2018). Jakmile je listerie
volné v cytosolu zac¢ne se replikovat pomoci zivin, které jsou ziskany od hostitele. Listerie
vyuziva hostitelsky hexozafosfatovy cukr, ktery je ziskavan prostfednictvim bakteridlniho
prenasece hexozafosfatu, Hpt (Freitag et al., 2009). Doba duplikace buiiky (genera¢ni interval)
je asi jedna hodina. Jednotlivé bakterie nasledné za¢nou polymerizovat aktin pomoci povrchové
ukotveného faktoru virulence, proteinu ActA (Radoshevich et Cossart, 2018). Listerie se diky
ActA intracelularné $iii z jedné buiiky do druhé, ¢imz it infekci bez kontaktu s extracelularnim
prostfedim a unikaji tak imunitnimu systému (Kocks et al., 1992). Po vstupu bakterie do sousedni
buniky vylucuje listerie opét LLO, fosfatidylinositol fosfolipazu C (PIPL-C) a fosfatidylcholin
fosfolipazu C (PCPL-C), aby unikla z dvoumembranové sekundarni vakuoly, ktera se vytvoftila
jako vysledek Sifeni z bunky do buriky (Freitag et al., 2009). VySe popsany proces bunééné
infekce Listerii monocytogenes je znazornén na obrazku 14.

Hlavnim regulatorem faktort virulence Listeria monocytogenes, které se uplatiuji
pfti pisobeni bakterii uvnitf buiiky je proteinovy shluk virulence PrfA. PrfA protein reguluje svou
vlastni expresi pozitivné i negativné (Votava et al., 2006). PrfA nasledné tidi i ostrov patogenity
Listeria (LIPI-1), ze kterého jsou exprimovany LLO, PlcA, PlcB, ActA a metaloproteinaza zinku

vvvvvv

virulence Listeria monocytogenes, jejich funkce a geny, které za né zodpovidaji.
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Obrazek 14: Schematické znazornéni procesu bunééné infekce Listeria monocytogenes. InlA — Internalin A,
InIB — Internalin B, LLO - listeriolyzin O, PIcA — Fosfatidylinositol fosfolipaza C, PlcB — Fosfatidylcholin
fosfolipaza C, ActA — Aktin indukujici protein. Upraveno podle Pizarro-Cerda et al. (2012)

Tabulka 3: Faktory virulence Listeria monocytogenes jejich funkce a geny za né zodpovidajici. Pievzato

z Freitag et al. (2009)

Gen Proteinovy produkt Funkce
hly Listeriolysin O (LLO)
Fosfatidylinositol
plcA _ Lyze fagozom, uvolnéni
fosfolipaza C (PIPL-C) .
bakterii do cytosolu
Fosfatidylcholin fosfolipaza C
plcB
(PCPL-C)
Metaloproteinaza zinku,
mpl Mpl zpracovava PCPL-C na zralou
formu
o ) . Stimuluje intracelularni
Aktin indukujici protein
actA mobilitu bakterii na bazi
(ActA) .
aktinu
Hexdza fosfat transportér
hpt Intracelularni rast
(Hpt)
Adheze a invaze do
inlA Internalin A hostitelské bunky interakci
s E-kadherinem

Invaze do hostitelské buiky
inlB Internalin B pomoci vazby na receptor pro

hepatocytovy rustovy faktor
inlC Internalin C Bakterialni virulence
prfA Pozitivni regulacni faktor Regulator faktort virulence
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3.10 Rezistence listerii k antimikrobialnim latkam

Listerie jsou obvykle citlivé k vétsing antibiotik kromé fosfomycinu (Moreno et al., 2014),
kyseliny fusidové (Baquero et al., 2020) a cefalosporint vSech generaci, ke kterym je Listeria
monocytogenes piirozeng, tedy primarné rezistentni (Janéova et Skapova, 2007). Uinné 16¢ba
listeriozy zavisi na v€asném podani vhodnych antibiotik. Standardni 1écba zahrnuje aplikaci
vysokych davek beta-laktamovych antibiotik (ampicilin nebo amoxicilin) samostatné
nebo v kombinaci s gentamicinem. V piipadé intolerance k beta-laktamim se podava
sulfamethoxazol (Moreno et al., 2014).

Ve svéte je stale veétsi problém se sekundérni rezistenci tedy rezistenci ziskanou. Na rozdil
od jinych lidskych patogent je Listeria monocytogenes stale vysoce citliva k antibiotikiim
pouzivanych po desetileti k 16¢bé lidi i zvitat. I kdyz je Listeria monocytogenes v piirodé Siroce
rozsifena a muze ziskat geny pro rezistenci k antibiotikim z plazmidi a konjugovanych
transpozond jinych organismi, ma uzavieny genom s omezenou komunitni interakci. Listerie
navic tvoii malé populace ve specifickych nikach. Tyto podminky jsou piekazkou pro ziskani
genu antibiotické rezistence, vyrazné snizuji moznost koexistence s potencionalnimi darci gent
rezistence k antibiotikim. Listeria tak spolu napifiklad s Brucella melitensis, Francisella
tularensis, Streptococcus pyogenes, Neisseria meningitidis, Legionella pneumophila, Chlamydia
trachomatis a Mycoplasma pneumoniae patii mezi patogeny, které si za poslednich 50 let udrzely

v podstaté stabilni profil citlivosti k antibiotickym latkam (Baquero et al., 2020).

3.11 Klinicky vyznam listerii u lidi

Jak jiz bylo dfive fe€eno, infekce zpisobena bakterii Listeria monocytogenes se nazyva
listerioza (Donovan, 2015). U normalnich zdravych jedincti probihd onemocnéni bezpiiznakové
nebo jako mirné horeénaté onemocnéni ptipominajici chiipku (Quinn et al., 2011) s moznym
prijmem a zvracenim (Votava et al., 2010).

Listerie aktivuji imunitu zprostfedkovanou T-lymfocyty, které pod vlivem cytokind
ptitahuji makrofagy produkujici zanétlivé granulomy. Pravé T-lymfocyty poskytuji ziskanou
rezistenci vici infekci zptsobené Listerii (Madjunkov et al., 2017). Proto u osob s jakymkoliv
defektem imunity a také u starSich osob piedstavuje listeridoza zavazné, invazivni onemocnéni
(Julak, 2015).

Hlavni tfi invazivni formy se projevuji jako septikémie, infekce centralniho nervového
systétmu neboli neurolisteriéza (bakteriémie s meningitidou) a infekce matky a plodu
(materno-neonatalni infekce). Nematefské invazivni formy infekce jsou hlaseny ptredevs§im
u starSich pacientii a u osob s oslabenou imunitou. Listerioza ma mortalitu >30 % navzdory
adekvatni antibiotické terapii. Jedna se o alimentarni onemocnéni primarn€ pienasené

kontaminovanymi potravinami. Vzhledem ke své vSudypfitomné povaze bézné kontaminuje
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syrové produkty a prostfednictvim kiizové kontaminace i dalsi potraviny. VSechny lidské bytosti
jsou tak bézn€ vystaveny pusobeni listerii. Navzdory tomu je listerioza pomérné vzacnym
onemocnénim (Swaminathan et Gerner-Smidt, 2007; Morgand et al., 2018).

Infekce se mize prendSet také mezi lidmi, zejména z t€hotné matky na nenarozené dité
(WHO, 2022). Deélniky na jatkdch ¢i veterinafe postihuje pfedevsim kozni forma listeridzy,
ktera se projevuje jako ekzematdzni kozni infekce (Swaminathan et Gerner-Smidt, 2007). Velice
vzacné formy kozni ¢i oéni infekce jsou zplsobeny piimou expozici (Votava et al., 2006). Dalsi
mozné formy infekce, které Listeria monocytogenes mize vyvolat jsou mo¢ové infekce a infekce
ran (Votava et al., 2010), byl popsan také pienos sexualnim stykem (Hamplova et al., 2019).

Vyskyt listeriozy je obtizné stanovit, protoze symptomy mohou byt zaménény
za onemocnéni podobné chiipce nebo gastroenteritidé a nejsou tak ziskany vhodné kultury,
pomoci kterych by byla listerie prokazana (Bortolussi, 2008). Incidence invazivni formy
onemocnéni je v rozsahu 0,1 az 10 piipadd na 1 milion obyvatel za rok v zavislosti na zemich
aregionech svéta (WHO, 2022). Primérna inkubacni doba listeriozy se vyrazné lisi podle
klinické formy onemocnéni. U piipadu listeridzy spojené s téhotenstvim je primérna inkubacni
doba 27,5 dne. U neurolisteridzy je primérna inkubacni doba 9 dni, u piipadi bakteriémie 2 dny
a u gastroenteritidy jen 24 hodin (Goulet et al., 2013).

Obecné onemocnéni zpisobuje poziti velkého mnozstvi kontaminovanych potravin tedy
inokula/infekéni davky Listeria monocytogenes (Aureli etal., 2000). U vnimavé populace
jeto 0,1 az 10 miliont KTJ, zatimco u zdravého jedince je to 10 az 100 miliontt KTJ (Angelo
etal., 2017).

3.11.1 Gasteoenteritida vyvolana listeriemi u lidi

Jedna se o mirnou, neinvazivni formu onemocnéni postihujici pfevazné jinak zdravé
jedince. Ptiznaky, kterymi se mize infekce projevit jsou vodnaty prijem, zvraceni, horecka,
bolest hlavy, svalil a bficha. Inkubacni doba je zpravidla kratkd, v fadech desitek hodin (WHO,
2022). Ptiznaky obvykle bez 1é€by vymizi do 2 az 3 dnti od nastupu (Donovan, 2015).

3.11.2 Maternofetilni a neonatalni listeriéza u lidi

T&hotné Zeny maji asi dvacetkrat vétsi pravdépodobnost onemocnéni listeriézou nez ostatni
zdravi jedinci (WHO, 2022). ZvySené riziko je v souvislosti se suprimovanou bunécné
zprostiedkovanou  imunitou a  placentarnim  tropismem  Listeria  monocytogenes
(Tropismus = vyssi tendence pronikat do urcitych tkani). Zhruba tietina infikovanych téhotnych
7en je bez piiznakti. U zbytku se objevuji nespecifické mirné pfiznaky podobné chfipce,
jako mirna horecka, bolesti zad, hlavy, svald, prijem a zvraceni. V piipadé v¢asné diagnostiky
a vCasnému zahajeni amtimikrobidlni 1é€by se wvylé¢i matka i1 kojenec (Swaminathan
et Gerner-Smidt, 2007). Kvuli nespecifickému klinickému obrazu je diagnostika listeridzy velice

obtizna (Madjunkov et al., 2017).
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Infekce novorozenc délime na dva piipady. Prvni pfipad, kdy byla infekce ziskana
transplacentarné jiz v déloze, fetalni listerioza. V druhém ptipadé je infekce ziskana pii porodu

nebo té€sné po ném, neonatalni listeridéza (Votava et al., 2006).

3.11.2.1 Fetalni listerioza

Gestacéni veék na pocatku infekce je klicovym pro preziti plodu. Fetdlni infekce v prvnim
trimestru téhotenstvi maji §patnou prognézu se zhruba 65% rizikem potratu (Madjunkov et al.,
2017). Pokud se infekce objevi pozdéji ve druhém nebo tfetim trimestru t€hotenstvi vyviji
se U plodu celkova infekce za vzniku prenatalniho granulomatosis infantiseptica, kdy se v mnoha
organech plodu (jatra, mozek, ledviny, plice a gastrointestinalni trakt) tvofi granulomy (Votava
et al., 2010). V takovychto piipadech dochazi v 26 % ptipadi k potratu plodu, narozeni mrtvého
jedince nebo ke smrti jedince kratce po porodu (Julak, 2015; Madjunkov etal., 2017).

S postupujicim gesta¢nim vékem roste procento zivé narozenych déti (Desai et Smith, 2017).

3.11.2.2 Neonatalni listerioza

Onemocnéni matky je mirné, narozdil od onemocnéni novorozence, které byva velice
zavazné a muze byt az smrtelné. Pfi neonatalni infekci dochazi k vertikalnimu pienosu bakterie
zmatky na novorozence pozfenim infikované plodové vody béhem intrauterinniho Zivota,
transplacenrarné z matefského obéhu nebo mize plod ziskat infekci béhem prichodu
kontaminovanym porodnim kanalem ¢i kontaktem s kontaminovanym vnéj$im prostifedim.

Pfi rozvoji symptomi u novorozence v dob€ od 1. — 6. dne od narozeni mluvime o asném
zaCatku neonatalni listeriozy (Madjunkov et al., 2017). Mezi Casté klinické pfiznaky patii sepse,
respiraéni tisen, pneumonie a meningitida se zavaznymi neurologickymi a vyvojovymi nasledky
(Votava et al., 2006).

U rozvoje symptomi u novorozence v dobé 7. — 28. dne od narozeni mluvime o pozdnim
nastupu neonatalni listeridozy. Pozdni typ se rozviji u donoSenych jedincii narozenych
bezpiiznakovym matkdm. K infekci dochazi pii prichodu novorozence porodnimi cestami
nebo jako nozokomialni infekce. Mezi pfiznaky patii opét sepse a meningitida, nékdy
doprovazené horeckou, kolitidou a priijmem, které maji za nasledek zpomaleni fyzického rtstu,

mentalni retardaci a slepotu (Hoelzer et al., 2012; Madjunkov et al., 2017).

3.11.3 Neurolisteriéza u lidi

Listeria monocytogenes ma tropismus nejen k placenté te€hotnych zen, ale také
K centralnimu nervovému systému (CNS) u imunodeficientnich jedinct (Patas etal., 2020).
U pacienti se projevuje jako meningitida (infekce mozkovych blan), meningoencefalitida
(infekce mozkovych blan a mozku), rombencefalitida (encefalitida mozkového kmene
amozeCku) nebo cerebritida s moznym nasledkem tvorby ~mozkového abscesu.
Meningoencefalitida postihuje pfedev§im novorozence, osoby star$i 60 let a imunosuprimované

jedince (Artola et Herrejon, 2010). Primarni pfiznaky mohou byt velice rozmanité od horecky,
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bolesti hlavy, nevolnosti, zmatenosti az po fulminantni kéma (Hoelzer etal., 2012). Kvuli
mirnym ¢asnym projevu dochézi k opozdéné diagnostice, aZ u 40 % pacientd. Komplikace mtize
zpusobit encefalitida, ktera se projevuje tfesem, poruchou koordinace pohybt (ataxie), obrnou
pravé nebo levé Casti téla (hemiplegii), hluchotou nebo zachvaty (Artola et Herrejon, 2010).
Encefalitida vznika pfi vstupu Listeria monocytogenes do mozkového parenchymu, nasledné
muze dochazet ke vzniku abscest, které se projevuji kognitivni dysfunkci a ztratou védomi
(Hoelzer et al., 2012). Rombencefalitida postihuje mozeéek a mozkovy kmen, ktery se sklada
z prodlouzené michy, Varolova mostu a stredniho mozku. V prvni fazi, ktera trva piblizné 4 dny,
se projevuje horecka, bolest hlavy, nevolnost a zvraceni. Nasleduje nahly nastup obrny hlavovych
nervi zpusobujici hemiparézu nebo hemisenzorické defekty az poruchy védomi (Clauss
et Lorber, 2008; Artola et Herrejon, 2010).

Umrtnost je vysoka, u meningitidy a meningoencefalitidy 15-27 % u mozkovych abscesii
az 59 % (Hoelzer et al., 2012). U ptezivsich se vyskytuji zavazné nasledky (Lorber, 1997).

3.11.4 Septikémie u lidi

Septikémie je zavazny akutni nasledek vyvolany listeriovou nakazou (Schaefer et al.,
2022). Sepse je komplexni porucha, zivot ohrozujici organova dysfunkce vyplyvajici
z dysregulované reakce hostitele na infekci, spojena s vysokym rizikem umrti (Cecconi et al.,
2018). Bakteriémie (pfitomnost bakterii v krvi), ktera muaze zpusobit septikémii az sepsi,
se nejcastéji vyskytuje u osob starSich 75 let (Lepe, 2020). Septikémie se vyskytuje u 21-43 %
ptipadu nakazy listeriozou (Hoelzer et al., 2012). Klinicky se projevuje jako akutni hore¢naté
onemocnéni, ¢asto doprovazené bolesti svalil, kloubd, zad a hlavy (Lorber, 1997). Tyto stavy

mohou byt komplikovany respira¢ni tisni a multiorganovym selhanim (Hoelzer et al., 2012).

3.12 Klinicky vyznam listerii u zviirat

Listeriéza je zoondza, to znamena, ze listerie dokdze vyvolat onemocnéni u zvifat
anasledné iulidi v disledku piimého kontaktu nebo pozieni kontaminované potravy (SZU,
2016). Listerie do organismu muze vstoupit také prostfednictvim trhlin v dutin€ Gstni nebo nosni
sliznici ve chvili, kdy je sliznice poskozena napiiklad protezavajici se mi nebo vypadlymi zuby.
Listerie pronika pres zubni dfen a nasledné migruje hlavovymi nervy do mozku, kde vyvolava
neurolisteriozu (Quinn et al., 2011).

Listeria monocytogenes napada Sirokou Skalu zvifat jako kozy, skot, ovce, ptaky, hlodavce,
ryby a koryse (Sobarzo, 2016). Listeria monocytogenes byla izolovana také z alpak, jelentl, sobu,
antilop, vodnich buvolt a lost (Hoelzer et al., 2012). Celkem byla Listeria monocytogenes
izolovana z vice neZ 40 druhti domaécich i volné Zijicich zvitat (Quinn et al., 2011). T kdyz Listeria
monocytogenes napada Sirokou $kalu zivociSnych druht, jedna se onemocnéni primarné

pfezvykavet, u kterych se projevuje jako encefalitida, septikémie, endoftalmitida (zanét
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nitroo¢nich struktur) nebo formou potratt u bitezich samic (Quinn et al., 2011; Hoelzer et al.,
2012). Ve vzacnych piipadech mize Listeria monocytogenes vyvolat u skotu mastitidu (zanét
mléénych zlaz) (Oevermann et al., 2010). Listeriozu u ovci a skotu mize vyvolat také Listeria
ivanovii, ktera je nepatogenni pro ¢lovéka a jiné zZivocisné druhy (Hoelzer et al., 2012). Listeria
innocua vzacné vyvolava u ovei meningoencefalitidu (Quinn et al., 2011).

I kdyz jsou listerie vSudypiitomné, byvaji ohniska listeriozy v Evropskych zemich
U ptezvykavcl sezonni s nejvetsi incidenci v zim€ a brzy na jafe, v disledku konzumace
kontaminovaného krmiva ze silazi (Quinn et al., 2011; Hoelzer et al., 2012). U ptezvykavcl
dochazi Casto ke kolonizaci stfev a stavaji se asymptomatickymi stfevnimi pienaSeci listerii

(Oevermann et al., 2010).

3.12.1 Neurolisteriéza u zvirat

Projevuje se ve form¢ encefalitidy a ma dlouhou inkuba¢ni dobu, v rozmezi od jednoho
do sedmi tydnt (Oevermann etal., 2010). U ovci se projevuje také jako nemoc krouzeni
s klinickymi projevy jako je otupé€lost, zaklon hlavy (opistotonus) a typické krouzeni hlavou.
Jednostranna paralyza obliceje ma za nasledek slinéni a pokles vicka, ucha a rti (Quinn et al.,
2011). Neurolisterioza se miize projevit také prostfednictvim potizi se zvykanim, nedovienim
Celisti a problému s polykanim (Oevermann et al., 2010). Jeden az tfi dny po projevu klinickych
ptiznakl si mali pfezvykavci, ovce a kozy, v terminalnim stadiu lehnou a nasledné hynou
v dtsledku respiracniho selhani. U skotu je doba trvani nemoci delsi, trva asi 1-2 tydny
(Oevermann etal., 2010; Quinn etal., 2011). Mezi vhodné vzorky pro laboratorni prikaz
listeriozy patifi mozkomisni mok, tkan prodlouzené michy nebo Varolova mostu zvifete

s klinickymi ptiznaky (Quinn et al., 2011).

3.12.2 Septikémie u zvirat

Septikemicka listerioza ma kratkou inkubacni dobu v rozmezi od dvou do tfi dnd.
Nejcasteji se vyskytuje u Cerstvé narozenych mlad’at, ale mize se objevit také u biezich samic
(Quinn et al., 2011). Charakteristické pfiznaky jsou multifokalni nekroza jater, sleziny, ptipadné
dalich organu jako ledviny a plice (Hoelzer et al., 2012). Mezi vhodné vzorky pro laboratorni

prukaz listeridzy patii vzorek jater, sleziny nebo krve (Quinn et al., 2011).

3.13 Metody identifikace listerii

Identifikace Listeria monocytogenes je extrémné dulezitd pro prevenci a kontrolu
onemocnéni. Testovany jsou vzorky z potravin, Zivotniho prostiedi a klinické vzorky. Identifikace
se provadi pomoci klasickych, konvencnich, kultiva¢nich metod na jejichz zakladé je zaloZena
napiiklad metoda Mezinarodni organizace pro standardy CSN EN ISO 11290. Jedna
se ovsem 0 zdlouhavé metody trvajici 5 az 8 dni a nemusi byt vhodné pro testovani vSech vzork.

Proto doslo k rozvoji rychlejsich metod, mezi které patii moderni kultivacni techniky, metody
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molekularné genetické a techniky imunochemické (Blazkova etal., 2005; Gasanov etal.,
2005). Moderni metody identifikace listerii jsou rychlejsi a spolehlivéjsi ve srovnani s metodami
konvenénimi, jsou ale pomérné drahé a pracovné naro¢né (Jadhav et al., 2015).

Mezi vhodné klinické vzorky patii vzorky ziskané z normalné sterilnich mist, jako je krev
(hemokultura), mozkomisni mok, amniova tekutina nebo placenta. Pro prukaz listerii se pouzivaji
také gynekologické materialy, stolice a materialy ziskané biopsii (Allerberger, 2003; Votava

et al., 2006).

3.13.1 Norma CSN EN ISO 11290 (560093)

ISO je mezinarodni organizace pro normalizaci, kterd vyviji a vydava mezinarodni normy.
CSN je zkratka Ceskych technickych norem, tvorbu a vydavani zajistuje Ceska agentura
pro standardizaci (CAS). Zkratka EN oznacuje Evropskou normu.

Mikrobiologie potravinového fetézce — Horizontalni metoda prikazu a stanoveni poctu
Listeria monocytogenes a Listeria spp. — Cést 1: Metoda priikazu. Cést 2: Metoda stanoveni po&tu.
Tato norma byla vydana 1. 12. 2017 a nabyla platnosti 1. 1. 2018.

Metoda se vyuziva pro stanoveni Listeria monocytogenes a Listeria spp. v produktech
ur¢enych k lidské spotfebé, krmeni pro zvifata a pro vzorky Zivotniho prostfedi v oblasti vyroby
potravin a zpracovani potravin.

Zahrnuje ¢tyfi po sob€ nasledujici kroky, primarni pomnozeni, sekundarni pomnozeni,
izolaci a konfirmaci viz obrazek 15. Kvili mozné pfitomnosti listerii v malém poctu piipadné
subletaln¢ poskozenych bunék se provadi dvoustupiiové pomnozeni v selektivni ptidé s poloviéni
koncentraci inhibi¢nich slozek a nasledné v selektivni ptidé s celym obsahem inhibicnich slozek.

Zkouseny vzorek se inokuluje do tekutého selektivniho média pro primarni pomnozeni
do poloviéniho Fraserova bujonu (%2 FB médium), kde se vzorek obohacuje po dobu 24 hodin,
aerobn¢ pfi 30 °C. Ziskand kultura se ptfeockuje do tekuté selektivni pidy pro sekundarni
pomnozeni do celého Fraserova bujonu (FB médium), kde se vzorek inkubuje po dobu
24 az 48 hodin aerobné pti 37 °C. Fraser bujon obsahuje selektivni latky akriflavin a kyselinu
nalidixovou, chlorid lithny, Zelezité ionty a eskulin, ktery umoziiuje detekci aktivity
B-D-glukosidazy listerii. Listerie hydrolyzuji eskulin na eskuletin, ktery reaguje s Zelezitymi ionty
a vede ke z€ernani média. Z primarniho i sekundarniho pomnozeni se provadi vyockovani na dvé
pevné selektivni ptdy, vzdy na agar pro listerie podle Ottavianiho a Agostiho (ALOA agar)
a kteroukoli jinou selektivni pidu naptiklad PALCAM, Oxford nebo MOX. Inokulované misky
se inkubuji dnem vzhlru 24-48 hodin, aerobné pti 37 °C. Z vybranych suspektnich kolonii
se provadi konfirmace. Vysledkem vySetieni je priikaz pfitomnosti nebo absence Listeria
monocytogenes v navazce vysetfovaného vzorku (Gasanov et al., 2005; Cupakova et al., 2010).

Konfirmace Listeria monocytogenes se provadi vhodnymi morfologickymi, fyziologickymi
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a biochemickymi testy napfiklad pomoci prikazu hemolyzy, vyuzivani cukri, CAMP test,

Gramova barveni, API listeria testu atd. (Blazkova et al., 2005).

primdrni pomnoZeni x g nebo x ml vzorku + 9x ml .:FB
inkubace 30 °C. 24 hodin. aerobné
sekunddarni pomnoZeni 0.1 ml kultury + 10 ml FB
inkubace 37 °C. 24 — 48 hodin. aerobné
v
izolace 1. puda - ALOA agar 2. puda — napt. PALCAM agar
inkubace 37 °C, 24 — 48 hodin. aerobné 37 °C, 24 — 48 hodin. aerobné

l

5 charakteristickych kolonii
(z kazdé nusky)

l

konfirmace biochemicka konfirmace, hemolyza, CAMP test

Obrazek 15: Pritkaz bakterii Listeria monocytogenes v potravinach. Pfevzato z Cupakova et al. (2010)

3.13.2 Biochemické testy

Biochemické testy jsou zalozeny na detekci metabolickych enzymut. Obecny princip
je nasledujici, bakterie ma k dispozici substrat a po urc¢itém Case zjiSt'ujeme, zda doslo ke zméné
substratu na produkt. Reakce je pozitivni v piipadé, Ze bakterie ma pfislusny enzym,
ktery je schopny katalyzovat danou reakci. Produkce metabolitli je hodnocena bud’ dichotomicky
nebo pomoci numerické identifikace. Mezi biochemické testy patii napiiklad test na katalazu,

fermentace cukrit a CAMP test (Votava et al., 2010; Melter et Malmgren, 2014).

3.13.2.1 CAMRP test

Nazev testu je sloZzen z pocateCnich pismen jmen autorek (Christie, Atkins,
Munch-Petersen). CAMP test je zalozen na vyskytu hemolyzy a slouzi k odliseni hemolytickych
druht Listeria monocytogenes, Listeria ivanovii a Listeria seeligeri. Test se provadi na Petriho
misce s krevnim agarem, na kterém je vyofkovan paralelné o-hemolyticky Staphylococcus
aureus nebo Staphylococcus intermedius, jenz produkuji p-hemolysin a Rhodococcus equi.
Neznamy testovany kmen je naoCkovany kfizem, v pravém uhlu, mezi témito dvéma pruhy,
aniz by se dotykaly. Mezi Listeria monocytogenes a Staphylococcus aureus dochazi v misté
prekiizeni k interakci hemolyzint a jejich synergii, coZ se projevi uplnym projasnénim ve tvaru

takzvanych “motylich kiidel” nebo “maslicek” (viz obrazek 16). Hemolyza Listeria ivanovii
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je zesilena v blizkosti Rhodococcus equi — viz obrazek 17 (Gasanov etal., 2005; Julak,

2015). Tvorba hemolyzy pti CAMP testu u vybranych druhi listerii je shrnut v tabulce ¢islo 4.

Obrazek 16: Listeria monocytogenes — dvojity CAMP test na krevnim agaru se Staphylococcus aureus
a Rhodococcus equi. Foto: J. Bzdil

Obrazek 17: Listeria ivanovii — dvojity CAMP test na krevnim agaru se Staphylococcus aureus
a Rhodococcus equi. Foto: J. Bzdil

Tabulka 4: Tvorba hemolyzy jednotlivych druhii rodu Listeria na zakladé CAMP testu. Pfevzato z Quinn
et al. (2011)

CAMP test
S. aureus R. equi
L. monocytogenes + -
L. ivanovii - +
L. seeligeri + -

Legenda: + pozitivni reakce, — negativni reakce
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3.13.2.2 Fermentace cukri

Fermentace cukrti u vybranych druh listerii je shrnut v tabulce ¢islo 5.

Tabulka 5: Diferenciace druhti rodu Listeria na zakladé fermentace cukri. Prevzato z Allerberger (2003)

D-manitol L-ramnoza D-xyloza AIf%?ﬁ;Z?g'D'
monoc;fogenes B * - *
L. ivanovii - - + -
L. innocua - \ - -
L. seeligeri - - + -
L. welshimeri - \ + +
L. grayi + \Y - +

Legenda: + pozitivni; — negativni; V variabilni vysledek

3.13.2.3 Katalazovy test
Principem je prikaz enzymu katalazy, ten Stépi peroxid vodiku na vodu a kyslik.
Na podlozni sklicko s kapkou 3% roztoku peroxidu vodiku se rozmicha bakteridlni kolonie.

V ptipad¢ pozitivity dojde k bouflivému vyvoji bublinek (Votava et al., 2010).

3.13.3 Identifikace pomoci komercnich souprav

Komer¢ni identifikaéni soupravy jsou Siroce pouzivané piedevSim kvuli rychlym
a spolehlivym vysledkiim. Komer¢ni testovaci prouzky API Listeria (Bio-Merieux, Marcy-Etoile,
Francie) a Micro-ID™ (Remel, USA) byly rozsadhle validovany a nyni jsou zaclenény
do standardnich metodickych postupt (Gasanov et al., 2005). API Listeria komeréni kit je soubor
biochemickych testi na standardizovanych a miniaturizovanych prouzcich dodavané
v deseti mikrozkumavkach (viz obrazek 18). V kazdé mikrozkumavce je dehydratovany
chromogenni substrat. Po 18 az 24 hodinach po naockovani bakterialni kultury se provadi
vyhodnoceni pomoci porovnani barev v jednotlivych mikrozkumavkach s interpretacni tabulkou
nebo identifikatnim softwarem. Ke zméné barvy dochazi enzymovou reakci nebo fermentaci
sacharidu, které jsou charakteristické pro jednotlivé druhy listerii (Blazkova et al., 2005).

K rychlé a piesné identifikaci ¢i charakterizaci se vyuziva také empiricky identifika¢ni
systém Biolog. Identifika¢ni systém Biolog rozpozna vice nez 2 900 druht bakterii, kvasinek
a hub. Identifikace je zalozena na charakterizaci metaboliti vytvofenych v 96-ti jamkové
mikrotitraéni desticce (viz obrazek 19). V piipad¢€ pritomnosti enzymu schopného metabolizovat
dany substrat, dochdzi ke zméné barvy jamKy. Kazdy mikroorganismus je charakterizovan
specialnim kdédem, na jehoz zakladé je identifikovan. Po inkubaci je mikrodesticka je vlozena
do ¢&teciho systému, kde reader odecte absorbanci. Jednotlivé vystupy jsou porovnany s rozsahlou

databazi (Bursova et al., 2014a; Biolog ©, 2021).
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Obrazek 18: Listeria welshimeri — biochemicky test API-Listeria (Bio-Mérieux, Francie). Foto: J. Bzdil

Obrazek 19: Mikrotitraéni desti¢ka k identifika¢nimu systému Biolog (Biolog, Inc., USA). Foto: J. Bzdil

3.13.4 Imunochemické metody

Imunochemické metody jsou zaloZeny na interakci protilatky s antigenem. Pro stanoveni
listerii se vyuzivaji polyklonalni, monoklonalni i rekombinantni protilatky vytvofené proti
charakteristickym antigennim strukturdm listerii. Nejveétsimi pfednostmi imunochemickych
metod jsou pfesnost, citlivost, specificita, rychlé stanoveni (do 30 hodin od pfijeti vzorku),
jednoduchost provedeni a moznost vysetieni velkého mnozstvi vzorkii najednou. Dalsi vyhodou
je pomérné nizka cena a pracovni nenaro¢nost. Mezi nejhojné&ji vyuzivanou imunochemickou
analyzu patii ELISA z anglického Enzyme Linked Immunosorbent Assay (Blazkova et al., 2005;
Gasanov et al., 2005).
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3.13.5 Molekularné-genetické metody
3.135.1 PCR

Vyuziva se k detekci nejbézngjsich specifickych gentl pfitomnych u Listeria
monocytogenes a k charakterizaci jejich kment. Nejcastéji se zaméfuje na geny hly, inlA, inlB,
pIcA, plcB, 16S a 23S rRNA (Matle et al., 2020). Ptitomnost nebo absence riznych gent muize
byt ukazatelem, zda je nebo neni dany kmen virulentni (Leong et al., 2016). Hlavni vyhody PCR
je rychlost vysledkl a jednoduchost provedeni. Nevyhodou PCR je nemoznost rozliSeni mezi
zivymi a mrtvymi buiikami. Pozitivni vzorek proto nemusi nutné znamenat, Ze je bakterie ziva
a v pozadované koncentraci, aby znamenala riziko pro vefejné zdravi (Matle et al., 2020).

PCR je zalozena na opakujicich se cyklech tii reakei. Prvni je denaturace pomoci tepla,
dvousroubovice se rozvolni na jednotlivd izolovana vldkna. V druhém kroku, po ochlazeni,
nasedaji na specifické mista vldkna DNA primery na zakladé¢ komplementarity. Tfetim krokem
je za pritomnosti Tag polymerdzy a volnych deoxyribonukleotidtrifosfatd syntéza novych vlaken,
vznikaji tak nové kopie DNA (PCR produkt). Amplifikovanou DNA (PCR produkt) je mozné
prokazat napftiklad elektoforézou (Votava et al., 2010).

3.13.5.2 Elektroforéza v pulsnim poli (PFGE)

Vyuziva se pro subtypizaci Listeria monocytogenes pomoci déleni dlouhych tisek molekul
DNA (vétsich nez 15 kb ale mensSich nez 5 Mb). Jedna se o pomérné¢ drahou metodu, ktera trva
obvykle 2 az 3 dny a vyzaduje vySkoleny personal. Nabizi ovS§em moznost sdileni ziskanych dat
mezi laboratofemi diky vysoké rozliSovaci schopnosti a reprodukovatelnosti. V soucasné dobé
je stale povaZzovana za “zlaty standard” pro typizaci bakterii. Princip separace DNA pomoci
PFGE je zalozena na stiidani elektrického pole mezi dvéma pary elektrod umisténych pravouhle,
ptipadné tfemi pary elektrod sestavenych do Sestithelniku a schopnosti molekul DNA
se pieorientovat do nového sméru pusobeni elektrického pole — viz obrazek 20 (Leong et al.,
2016; Lopez-Canovas et al., 2019; Matle et al., 2020).

Jednotlivé kroky PFGE jsou lyze bun€k za tcelem ziskani genomové DNA, imobilizace
DNA jejim zachycenim v agarové vrstve, restrikéni St€épeni DNA specifickymi enzymy a migrace
DNA gelovou elektroforézou s pulznim polem po dlouhou dobu, obvykle 21 hodin. Vysledkem
jsou ziskané pulzotypy, které lze analyzovat pomoci softwaru. Timto zpisobem je mozné
identifikovat stejny kmen nalezeny v rtiznych oblastech a pomoci toho urcit pravdépodobnou

cestu a zdroj kontaminace (Leong et al., 2016; Lopez-Canovas et al., 2019; Matle et al., 2020).
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electrophoretic fields on an agarose gel
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pulsed-periodic
reorientation of DNA

Obrazek 20: Schematicky diagram pohybu pruhu DNA v PFGE, pulsné-periodicka reorientace DNA
na PFGE gelu. Pfevzato z Neoh et al. (2019)

3.13.5.3 Ribotypizace

Ribotypizace slouzi k identifikaci a typizaci bakterii na urovni kmene a je zalozena
na variacich v ribozomalnich genech a jejich proteinech. Ribotypizace izolatt druht Listeria
zahrnuje S§tépeni celkové genomové DNA restrikénimi enzymy a naslednou hybridizaci
fragmenti DNA pomoci radioaktivné znac¢ené sondy ribozomalniho operonu. Po autoradiografii
jsou vizualizovany pruhy obsahujici ¢ast ribozomalniho operonu. Pruhy se vyuzivaji k tfidéni
izolatu listerii do ribotypii a ke stanoveni piibuznosti (Gasanov et al., 2005; Matloob et Griffiths,
2014).

3.13.6 Fenotypové molekularni metody — hmotnostni spektrofotometrie MALDI-TOF
MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight Mass
Spectrometry) srovnavd hmotnostni spektra biomolekul, pfedev§im proteinti, vySetfovaného
izolatu s hmotnostnim spektrem mikroorganismt v databazi. V prvni fazi hmotnostni spektrometr
ionizuje biomolekuly nanesené na kovové desticce pomoci laseru. lonizované molekuly
jsou separovany na zakladé jejich poméru hmotnosti a naboje (m/z). Nasledné se méfi Cas letu

ve vakuové trubici pomoci analyzatoru doby letu. Vytvaii se hmotnostni spektrum,
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které je nasledné srovnavano s hmotnostnimi spektry mikroorganismti v databazi (Melter
et Malmgren, 2014).

Jedné se o jednoduchou, citlivou, rychlou a ekonomickou techniku pro charakteristiku
bakterii na trovni druhu ¢i kmene. Metoda je zaloZena na analyze celobunécnych proteomech
mikrobti v hmotnostnim rozsahu od 2 do 20 kDa. Ziskany profil obsahuje pfedevsim ribozomalni
a dals$i provozni proteiny (Jadhav et al., 2015). Tato metoda ma Siroké uplatnéni, v mikrobiologii
slouzi k identifikaci a typizaci kmentl, k epidemiologickym studiim a k detekci bioterorismu.
MALDI TOF se vyuziva také k detekci mikroorganismil pfitomnych ve vodé a v potravinach
a k detekci rezistence na antibiotika. Jedingym omezenim této metody je velikost databaze
pro srovnani vzorku, identifikace je mozna pouze pokud spektralni databaze obsahuje informace
o0 specifickych genech, jako je prokaryoticka16S rRNA. Velikost databazi se ovSem neustale
zvétSuje a aktualizuje (Singhal et al., 2015).
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4 ZAVER

V této bakalaiské praci se podafilo zpracovat problematiku mikroorganismu z rodu Listeria
a nemoci jimi zpisobenych formou review. Podrobné byla popsana morfologie, fyziologie
a diagnostika pivodce a rovnéz formy, prubéh, diagnostika a 1é¢ba listerioz. Prace akcentovala
predevsim druh Listeria monocytogenes coz je zoonoticky patogen zpusobujici u lidi a zvitat
onemocnéni nazyvané listerioza.

Shrneme-li zakladni informace, které tato prace piindsi, pak piavodce Listeria
monocytogenes lze charakterizovat jako vSudyptitomného, bézn€ se vyskytujiciho se v zivotnim
prostfedi. Listerie napadéa zvitata a skrze zvifeci produkty ¢i potraviny z nich vyrobené miize
prechazet také na ¢lovéka. V jaké mite propukne infekce zavisi na imunitnim systému hostitele.
U zdravych jedinctl probiha onemocnéni bezptiznakove nebo ve formé gastroenteritidy. U jedinc
s defektem imunity, novorozenci, t€hotnych zen a starSich jedincti mize listeridza piedstavovat
zavazné onemocnéni ve forme meningitidy, encefalitidy ¢i septikémie. Pti téchto formach infekce
vyuziva Listeria monocytogenes svych schopnosti vstoupit do hostitelské bunky a zit
intracelularn€, ¢imZ unikd imunitnimu systému hostitele. Pokud neni listerioza vcasné
diagnostikovana a neni zahajena antibioticka 1é¢ba, miiZze mit onemocnéni fatalni nasledky.

Kultiva¢né je Listeria spp. nenaro¢n4, roste na béznych kultivaénich médiich jako je krevni
agar Ci tryptozovy agar. Pro snazsi a rychlejsi identifikaci listerii byla vyvinuta chromogenni
média, na jejichz zaklad¢ dokazou zkuseni rutinni mikrobiologové rozlisit i jednotlivé druhy
listerii. Pro identifikaci listerii v potravinach, Zivotnim prosttedi ale i klinickych vzorcich se ¢im
dal cast€ji vyuzivaji rychlej§i moderni metody, jako napiiklad ELISA, PCR, MALDI-TOF
¢i nejruzngjsi komercni soupravy pro rychlou diagnostiku na imunologické bazi.

Do budoucna je, dle mého nazoru, jednim z feSeni snizeni vyskytu listerioz rychlost,
efektivnost a také finanni dostupnost identifikacnich metod. Spolu s lepsi dostupnosti
a efektivnosti identifika¢nich metod by mohl vzrast také pocet vysetfenych vzorkli ve vSech
sledovanych sférach, v potravinafstvi, ve zdravotnictvi, ve veterinarni sféte ale také u vzorki
z zivotniho prostfedi. V soucasnosti je pocCet odebranych a vySetfenych vzorkli potravin
V nepomeru s registrovanymi vyrobci. Mezi dalsi kroky vedouci ke snizeni vyskytu listerioz
je informovat a vzdélavat Sirokou vefejnost a predevsim rizikové skupiny lidi o prevenci,
pfipadné jakym druhtim potravin se vyhybat. V neposledni fad¢ je dulezité, aby také 1ékari, kteti
nemaji specializované vzdélani v klinické mikrobiologii, nezapominali na méné Castou, avsak
stale rostouci potiebu diagnostiky listeridz.

I kdyz je Listeria monocytogenes vSudypiitomna a u uréitych skupin obyvatelstva muze
zpusobovat vaznd onemocnéni, neni zadouci propadat panice a mit pfehnané obavy. Prvnim
krokem, jak se vyhnout listeriovym infekcim je starat se o své fyzické, ale i dusevni zdravi

a dodrzovat preventivni protiepidemicka opatfeni.
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Cile vyty¢ené u uvodu této bakalaiské prace byly splnény i pfesto, Ze nebylo mozné
z epidemiologickych divoda zucastnit se aktivné stazi na pracovistich, ktera diagnostiku listerii

provad¢ji, nashromazdit vlastni data a provést vlastni analyzy a syntézy informaci.
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