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Prebiotika jako zdroj uhliku pro Listeria monocytogenes

Souhrn

Listeria monocytogenes je mala, grampozitivni, fakultativné anaerobni, nesporolujici,
pohybliva patogenni ty¢inkovita bakterie, Ktera se muize vyskytovat prakticky v kazdém
prostiedi. Zpravidla se vyskytuje v pud¢, v povrchové vode, na rizné vegetaci, travicim traktu
zvitat a v potravinach. Tato bakterie zptisobuje u clovéka alimentdrni onemocnéni oznacované
jako listerioza. Piestoze se listerioza objevuje relativné vzacné, jedna se o velice zdvazné
onemocnéni vyznacujici se vysokou mortalitou v porovnani s ostatnimi alimentarnimi
infekcemi. Jednim z mnoha preventivnich opatifeni listeridozy je konzumace prebiotik, ktera
podporuji riznorodost stfevni mikrobioty a vyrazné snizuji kolonizaci stfevniho lumenu
patogennimi bakteriemi. Prebiotika jsou v lidském gastrointestinalnim traktu vyuzivana
probiotickymi kmeny bakterii, které pro sviij metabolizmus vyzaduji rizné sacharidy a svou
pritomnosti podporuji zdravi hostitele. Bylo prokazano, ze prebiotika nemusi vyuzivat pouze
zdravi prospésné bakterie, ale mizou podporovat riist i nezadoucich bakterii. Je znamo, ze
L. monocytogenes je schopna $tépit rizné sacharidy. Jen mélo je ovSem zndmo o schopnosti
vyuziti prebiotik touto bakterii. Cilem prace bylo testovani ristu bakterie L. monocytogenes
na vybranych prebiotickych sacharidech a zjisténi, jak L. monocytogenes vyuziva prebiotika
ke svému rustu i. Testovany byly 4 sbirkové izolaty L. monocytogenes prezentujici 4 nejvice
rozsifené sérotypy (4b, 1/2b, 1/2a a 1/2c). Ristova schopnost izolati byla testovana
na beta(1,3)-D-glukanu, inulinu, fruktooligosacharidech (FOS), galaktooligosacharidech
(GOS), laktuldze, rafinoze, stachyoze, oligosacharidech matetského mléka (OMM) a 2’-
fukosyllaktoze. V prvni fazi byly kultivovany vybrané testované kultury L. monocytogenes.
Ve druhé fazi bylo testovano vhodné kultivatni médium, na kterém vybrané izolaty
L. monocytogenes nevykazovaly rist bez ptidani zdroje sacharidu (zdroje uhliku). Ve tieti fazi
probihala pfiprava média pro testovani obsahujici vybrané probiotické sacharidy. Ve ¢tvrté fazi
byl stanovovan rist L. monocytogenes na prebiotickych sacharidech rozpustnych
I nerozpustnych ve vod¢. Piipravené vzorky obsahujici sacharidy, které jsou rozpustné ve vode¢,
byly v penicilinkdch kultivovany pti 37 °C po dobu 24 hodin. Vzorky byly dale proméfeny
Vv desti¢ce pomoci pristroje Infinite M200 Tecan, ktery zméfil denzitu vzorku pii 620 nm.
Ptipravené petriho misky obsahujici beta(1,3)-D-glukan, ktery je nerozpustny ve vodé, byly
kultivovany aerobné pii 37 °C po dobu 24 hodin. Rist kultur bylo nutné monitorovat pomoci
mikrobiologického rozboru vzorkli. V programu Statgraphics byl vypocitan statisticky
vyznamny rozdil mezi risty u jednotlivych pokusnych skupin na zdkladé rozdilu denzit
u prebitoickych sacharidii rozpustnych ve vod¢ a na zaladé pocti bakterii u beta-glukanu
nerozpustného ve vode. Vysledky ukazaly, ze L. monocytogenes ke svému riistu je schopna
vyuzivat beta-glukany.

Kli¢ova slova: Listeria, Listeria monocytogenes, listerioza, prebiotika, alimentarni

onemocnéni



Prebiotics as a carbon source for Listeria monocytogenes

Summary

Listeria monocytogenes is a small, gram-positive, facultatively anaerobic, non-
sporulating, motile pathogenic rod bacteria that can occur in any environment. It can be present
in soil, in surface water, on various vegetation, in the digestive tract of animals and in food.
This bacteria causes a foodborne human illness called listeriosis. Although listeriosis occurs
relatively rarely, it is a very serious disease characterized by high mortality compared to other
foodborne infections. One of the many preventive measures for listeriosis is the consumption
of prebiotics, which support the diversity of the intestinal microbiota and significantly reduce
the colonization of the intestinal lumen by pathogenic bacteria. Prebiotics are used in the human
gastrointestinal tract by probiotic strains of bacteria that require various carbohydrates for their
metabolism and support the health of the host by their presence. It has been proven that
prebiotics may not only benefit health-promoting bacteria, but can also promote the growth
of unwanted bacteria. L. monocytogenes is known to be able to break down various
carbohydrates. However, little is known about the ability of this bacterium to use prebiotics.
The aim of the work was to test the growth of the bacterium L. monocytogenes on selected
prebiotic carbohydrates and to find out how L. monocytogenes uses prebiotics for its growth
i. 4 collection isolates of L. monocytogenes presenting the 4 most widespread serotypes (4b,
1/2b, 1/2a) were tested and 1/2c). The growth ability of the isolates was tested for beta(1,3)-D-
glucan, inulin, fructooligosaccharides (FOS), galactooligosaccharides (GOS), lactulose,
raffinose, stachyose, mother's milk oligosaccharides (OMM) and 2'-fucosyllactose. In the first
phase, selected test cultures of L. monocytogenes were cultivated. In the second phase, a suitable
culture medium was tested, in which the selected L. monocytogenes isolates did not show
growth without the addition of a carbohydrate source (carbon source). In the third phase,
the medium for testing was prepared containing selected probiotic carbohydrates. In the fourth
phase, the growth of L. monocytogenes on water-soluble and water-insoluble prebiotic
carbohydrates was determined. Prepared samples containing carbohydrates that are soluble
in water were cultured in penicillin tubes at 37°C for 24 hours. The samples were further
measured on the plate using an Infinite M200 Tecan instrument, which measured the density
of the sample at 620 nm. Prepared petri dishes containing beta(1,3)-D-glucan, which is
insoluble in water, were cultured aerobically at 37°C for 24 hours. The growth of the cultures
had to be monitored using microbiological analysis of the samples. In the Statgraphics program,
a statistically significant difference between the growths of the individual experimental groups
was calculated based on the difference in densities for water-soluble prebiotic carbohydrates
and on the basis of the number of bacteria for water-insoluble beta-glucan. The results showed
that L. monocytogenes is able to use beta-glucans for its growth.

Keywords: Listeria, Listeria monocytogenes, listeriosis, prebiotics, foodborne illness
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1 Uvod

Rod Listeria je slozen z malych, grampozitivnich, nesporolujicich, fakultativné
anaerobnich bakterii. Nejvyznamnéj$im druhem s patogennimi vlastnostmi je Listeria
monocytogenes, kterd miize byt pfitomna v potravinach a zptisobovat tak zavazné alimentarni
onemocnéni oznacované jako listeridza (Low, 1997; Vazquez-Boland, 2001; Bergey, 2009;
Brychta, 2018). Optimalni teplotni rozsah pro rast bakterii je 30-37 °C, avSak
L. monocytogenes je schopna piezit i pti nizkych teplotach a hodnotach pH do 9,6. Je schopna
prezit i v salinité prostiedi kolem 10 % (Low, 1997; Brychta, 2018). Diky témto vlastnostem se
bézné nachazi v zivotnim prostiedi jako je povrchova voda, pida, vegetace, stfevni trakt zvirat
i lidi, silaZe a odpadni voda (Farber, 1991; Swaminathan, 2007).

Listerioza, ptestoze vykazuje nizkou miru vyskytu, ma vysokou primérnou imrtnost
20 az 30 % navzdory v€asné antimikrobidlni 1écbé (Borucki, 2003; Liu, 2006; Schardt, 2017).
Nejvice jsou ohrozeny rizikové skupiny obyvatel, kam se fadi novorozenci, t¢hotné Zeny, starsi
osoby a osoby s oslabenym imunitnim systémem (nadorové nemocni, nemocni s AIDS,
Zloutenkou ¢i diabetem). Infikovéani hostitelského organismu probihd perordln¢ pozitim
kontaminované potravy (Doumith, 2004; Schardt, 2017; Brychta, 2018). Toto onemocnéni
muze zpusobovat septikémii, meningitidu, potraty a v nekterych ptipadech i smrt (Vazquez-
Boland, 2001).

Jednim z preventivnich krokti proti ndkaze je dodrzovani hygienickych a sanita¢nich
postupll ve zpracovani potravin, piedevSim v syrovém stavu. Dal§im krokem je omezeni
konzumace rizikovych potravin, jako jsou napt. syrové nepasterované mlé¢né vyrobky a Spatné
tepelné upravené maso. Preventivnim krokem proti ndkaze je 1 konzumace prebiotik, ktera
podporuji riznorodost stfevni mikrobioty, vyrazn¢ snizuji kolonizaci stievniho lumenu
a zabranuji systémovému §iteni listeriézy (Janakiraman, 2008; Becattini, 2017; Brychta, 2018).

Prebiotika jsou latky, které lidské télo nedokdze stravit. Jsou fermentovadna stievni
mikrobiotou a selektivné stimuluji probiotické kmeny bakterii v tlustém stievé. Aktivita
prebiotik piiznivé ovliviiuje hostitele (Davani-Davari, 2019; Wang, 2020; You, 2022).



2 Hypotéza a cil prace

Predpokladame, Ze Listeria monocytogenes bude schopna vyuzit pro svij rast nékteré
prebiotické sacharidy.

Cilem bakalarské prace bylo zpracovat literarni prehled o listériich a prebioticich. Dale
bylo cilem nalezeni vhodného média a otestovani schopnosti Listeria monocytogenes vyuzit
prebiotické sacharidy jako jediny zdroj uhliku.



3 Literarni reSerse

3.1 Listeria sp.

Rod Listeria nalezi do ¢eledi Listeriaceae a tvoti skupinu bakterii s nizkym obsahem G+C
(3642 %), tzv. podilem guanino-cytosinového komplementarniho paru, ktera je blizce
piibuzna bakteriim rodu Bacillus, Clostridium, Enterococcus, Streptococcus a Staphylococcus.
Svoje pojmenovani ziskaly podle anglického chirurga Josepha Listera (Vazquez-Boland, 2001,
Liu, 2006; Schardt, 2017).

Bakterie rodu Listeria jsou aerobni nebo fakultativné anaerobni grampozitivni ty¢inky az
kokoty¢inky o rozmérech 0,4 az 1,5 um (Bergey, 2009). Obvykle se vyskytuji jednotlivé nebo
v kratkych fetézcich. Listérie netvoii pouzdra ani spory a nemaji kapsulu (Low, 1997; Vazquez-
Boland, 2001).

Nékteré druhy listérii maji 1-4 biciky, ¢imZ jsou fazeny mezi pohyblivé bakterie. Pocet
biciki se muze lisit podle podminek rtstu (Obrazek €. 1). Pocet bicikl klesa pii zvySujici se
teploté okolniho prostiedi, ve kterém se bakterie nachazi. Pii teploté piesahujici 25 °C se
samotna pohyblivost bakterie zacina snizovat a po dosazeni teploty 37 °C biciky zcela zmizi.
Pozorovani bi¢iku pod béznym svételnym mikroskopem je velice obtizné. Tudiz je dulezité
pro jejich pozorovani vyuzit metody naroéného barveni (napft. stiibfeni) anebo elektronového
mikroskopu (Brychta, 2018).

H ) "(.‘-' o ‘ \ ——— 5
Obrazek ¢. 1: Listeria monocytogenes s bi¢iky
(zdroj: https://www.textbookofbacteriology.net/Listeria_2.html)

U listérii se optimalni teplota ristu pohybuje mezi 30-37 °C, nicméné dolni hranice
samotného rstu se mohou pohybovat pfi chladirenskych teplotach (od 0 °C). Hornim teplotnim
limitem je teplota az 45 °C, listérie nepfeziji zahtivani pti 60 °C po dobu 30 min (Bergey, 2009;
Cupakova, 2010).

Bakteriim rodu Listeria nejvice vyhovuji podminky v prostiedi s pH v rozmezi od 6 do 9.
VétSina kment se pomnoZuje v rozmezi pH 5,6-9,6, jsou ale schopné prezit i pti pH 4,4. Listérie
jsou celkové odolné vuci jakymkoliv zménam vnéjsiho prostiedi. Mnozeni listérii muze
probihat i pti koncentracich soli do 10% roztoku NaCl a schopnost piezivat maji listérie i v 25%
roztoku NaCl (Gray, 1966; Bergey, 2009). Listérie jsou téz schopné piezit 20 dni v suchém

prostiedi anebo i 6 dni v destilované vodé (Waites, 1990).
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Listeria spp. produkuji enzym katalasu, zaroven maji schopnost hydrolyzovat hippurat
sodny a eskulinu (Low, 1997). Bakterie rodu Listeria netvoti ureasu, tudiz nejsou schopné §tépit
mocovinu, a dale nejsou schopny hydrolyzovat Zelatinu, kasein a mléko. Listérie patii mezi
aktivni sacharolytické mikroorganismy (Gray, 1966; Bergey, 2009). Jsou také nenaro¢né
na podminky rustu (Gray, 1966). VSechny druhy Listeria sp. rostou dobfe na vétSiné
neselektivnich bakteriologickych médiich, kam se fadi pevné kultivac¢ni ptdy, jako je krevni
nebo zivny agar, a zaroven i tekutd média obsahujici BHI agar (bujon z mozkosrdcové inflze)
nebo trypton sojovy bujon (Tryptone-soya broth, TSB). Rast listérii je posilen ptidanim
vhodného fermentovatelného sacharidu (0,2—1 % (w/v) glukéza — vhodnd pro vSechny druhy),
krve anebo séra. Vzhledem Kk ristovym schopnostem jsou Listeria spp. izolovany z rtiznych
zdroju zivotniho prostiedi, véetné pudy, vody, odpadnich vod, ale i velkého mnozstvi potravin
a vykall zvifat a lidi. Pfedpoklada se, Ze ptirozenym prostfedim téchto bakterii jsou rozkladajici
se potraviny rostlinné hmoty, v niZ ziji jako saprofyté. Klicovou roli pfi udrzovani nékterych
druhd Listeria sp. ve venkovském prostiedi hraji domestikovani piezvykavci, kdy je jejich
travici trakt zprostfedkovatelem nejvétsiho rezervoaru téchto bakterii (Bergey, 2009; Schardt,
2017).

Rod Listeria zahrnuje v soucasné dob¢ 28 druhi (Euzéby, 1997). Podle schopnosti listérie
kolonizovat t€lo hostitele se bakterie rodu Listeria rozdé€luji na dvé vétsi skupiny ,,Listeria
sensu stricto* a ,,Listeria sensu lato* (Quereda, 2020).

Do skupiny Listeria sensu stricto fadime 6 druhu listérii: L. monocytogenes, L. ivanovii,
L. marthii, L. innocua, L. welshimeri a L. seeligeri (viz Obrazek ¢. 2) (Schardt, 2017).
Vsechny tyto druhy maji sdilené fenotypové charakteristiky jako je schopnost riistu pti nizkych
teplotach (cca 4 °C), motilitu (alespon pti 30 °C), pozitivni katalazovou reakci a neschopnost
redukovat dusi¢nany na dusitany. Navic jsou vSechny druhy sensu stricto schopné fermentovat
D-arabitol, a-methyl D-glukosid, celobidzu, D-fruktézu, D-mandzu, N-acetylglukosamin,
maltdzu a laktozu. Tyto druhy naopak nedokazi fermentovat inositol, L-arabindzu a D-mannitol
(Orsi, 2016). Vsechny tyto druhy dokazi kolonizovat travici trak zvifat nebo ¢lovéka (Schardt,
2017). V této skuping listérii jsou zahrnuty i patogenni druhy listérii. Patogenita koreluje
S pfitomnosti neporuSenych genti virulence, které¢ umoznuji pfimou interakci mezi bakteriemi
a hostitelskymi bunkami (Chiara, 2015). Fylogenomické analyzy Listeria sensu stricto
naznacuji, Ze nepatogenni druhy se vyvinuly z patogennich pfedkii prostfednictvim ztraty
patogenity (Chiara, 2015).
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. monocytogenes EGD-e (lineage Il)

. monocytogenes FSL F6-684T (lineage 1)
. monocytogenes F2365 (lineage I)

. monocytogenes FSL J1-208 (lineage 1V)
. monocytogenes HCC23 (lineage lll) Listeria
. marthii FSL S54-120" sensu
_innocua CIP 80.117 stricto

. welshimeri SLCC 5334"

. ivanovii ivanovii PAM55

. ivanovii fondoniensis WSLC30151
. seeligeri SLCC 39547

. grayi grayi DSM 206017

. grayi murrayi FSL F6-1183

. cornellensis FSL F6-0969"

. newyorkensis FSL M6-0635"

. grandensis FSL F6-9717

. weihenstephanensis FSL R9-0317
. rocourtiae FSL F6-920

. booriae FSL A5-02817

. riparia FSL S$10-12047 Listeria
. costaricensis CLIP 2016/006827 sensu

. floridensis FSL $10-1187" lato

. thailandensis CLIP 2015/00305"
CLIP 2019/00642" |
CLIP 2019/00569
CLIP 2019/00570
CLIP 2019/00571
CLIP 2019/00572
CLIP 2019/00574
L. aquatica FSL S10-1188

— L. fleischmannii fleischmannii LU2006-17
L L. fleischmannii coloradonensis TTUM1-0017
L. goaensis ILCC8017
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Obrazek €. 2: Fylogeneticky strom rodu Listeria vyzobrazujici dvé skupiny sensu stricto a sensu lato
(zdroj: Quereda, 2020)

Ostatni druhy rodu Listeria se fadi do skupiny Listeria sensu lato (viz obrazek ¢. 2). V této
skupiné nejsou zadné potencialni patogenni druhy, jsou nepohyblivé (kromé L. grayi), jsou
schopny redukovat dusi¢nany (kromé& L. floridensis) a jsou negativni na Voges-Proskauerv
test (kromé¢ L. grayi a L. aquatica). Stejn¢ jako druh Listeria sensu stricto jsou vSechny druhy
sensu lato katalaza pozitivni. Druhy Listeria sensu lato jsou méné pfizptisobené podminkam
gastrointestinalniho traktu, tudiz nedokazi kolonizovat travici trakt. Bézné se vyskytuji
v zivotnim prostiedi (Orsi, 2016). VsSechny druhy sensu lato jsou schopny §tépit D-xylozu a D-
glukozu, ale zadny druh neni schopen §tépit glukozu-1-fosfat ani inulin (Orsi, 2016).

Na zaklad¢ schopnosti fermentovat rizné sacharidy jako je D-xylosa, L-rhamnosa, a-
methyl-D-mannosid a D-mannitol, D-arabitol, methyl-D-glukosid, ribosa, glukosa-1-fosfat
a D-tagatosa, lze rozliSit 1 jednotlivé druhy listérii (Blazkovéa, 2005). Naptiklad
L. monocytogenes a L. innocua vyuzivaji glukozu, laktézu a rhamnoézu, kdezto L. grayi
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a L. murrayi vyuzivaji i galaktézu. L. ivanovi a L. seeligeri jsou jediné Listeria spp., které
fermentuji xylozu (Farber, 1991). L. grayi dokaze utilizovat D-mannitol. Nejvice se
pro rozliSeni druhti vyuziva schopnost fermentace rhamnézy a fermentace xylozy (Gawade,
2010).

Studie fermentace sacharida Listeria spp. publikovany Pinem et al. (1989) ukazuji, Ze
utilizace sacharida jednotlivymi druhy listérii je zavisla na pfitomnosti kysliku. Za anaerobnich
podminek rist listérii podporuji pouze hexdzy a pentdzy, zatimco aerobné podporuji téz jejich
rist maltdza a laktoza. Listérie naopak obecné nedokazi §tépit sacharozu (Farber, 1991).

Dalsi vyznamnou vlastnosti nékterych listerii, podle které mizeme rozlisit druhy listérit,
je jejich hemolyticka aktivita (Farber, 1991).

Nejcastéji vyuzivanym testem K odliSeni pfibuznych druhti Listeria je CAMP test.
Testovani Listeria sp. pomoci CAMP testu probiha za pouziti konského krevniho agaru,
naktery je natfen hemolyticky kmen Staphylococcus aureus a nehemolyticky kmen
Rhodococcus equi. Hemolyticka aktivita je sledovana diky spolupraci mezi kmeny listérii
a kmeny S. aureus a R. equi (viz Obrazek ¢. 3). Tento test pomaha od sebe rozliSit zejména
druhy L. monocytogenes, L. innocua a L. ivanovii. Mezi druhy vykazujici hemolytickou aktivitu
patii napf. L. monocytogenes, L. ivanovii a L. seeligeri. K druhim, které nejsou schopny
hemolyzin tvofit, patii napt. L. innocua a L. welshimeri (Blazkova, 2005).

L. monocytogenes

Uzky pas hemolyzy L. innocua

L. ivanovii

Z4dna hemolyza

Siroky pas hemolyzy

Obrazek ¢. 3: CAMP test
(zdroj: https://biosistostandard.com/wp-content/uploads/2021/10/CAMP-test.jpg)

Dalsi schopnosti listérii je produkce enzymt B-galaktosidazy. Beta-galaktosidaza, bézné
znama jako laktaza, je bakteridlni enzym zodpovédny za hydrolyzu laktézy v tlustém stfeve
(He, 2005; Saqib, 2017). Diky této vlastnosti lze rozeznat a identifikovat rody bakterii (Saqib,
2017). Vzhledem k tomu, Ze jsou listérie az na vyjimky (L. aquatica, L. weihenstephanensis ¢i
L. grandensis) schopné fermentovat laktozu a tim tak produkovat B-galaktosidazu (Orsi, 2016),
je mozné listérie odlisit od jinych bakterii, kterou tuto schopnost nemaji (Gasanov, 2005).
Dals$im rozliSovacim znakem u né€kterych druht listerii je produkce fosfatidylinositol-
specificka fosfolipaza C (PIPL-C) Jedna se o enzym, ktery je produkovan pouze
L. monocytogenes a L. ivanovii a aktivita tohoto enzymu je méfena pomoci chromogennich
médii (Gasanov, 2005; Orsi, 2016). Listeridlni fosfolipdza C, neboli lecitindza, je dilezitym
faktorem listerialni virulence, ktery muze byt vyuzit jako marker pro rozliSeni Listeria sp.
z potravin (Ermolaeva, 2003). Tuto aktivitu lze snadno vizualizovat na agaru doplnénym
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vajeCnym zloutkem (Ermolaeva, 2003). Aktivita PIPL-C je tedy spolehlivym markerem
umoznujici rozliSeni mezi patogennimi a nepatogennimi druhy Listeria sp. (Notermans, 1991).

Spole¢né se sledovanim schopnosti Spépeni sacharidti, hemolytické aktivity a produkce
enzymu galaktosidazy a fosfolipazy C lze vcelku presné odlisit patogenni druhy bakterii rodu
Listeria. Tyto fenotypové schopnosti jsou zapsany v Tabulce ¢. 1.

Tabulka ¢. 1: Vybrané fenotypové vlastnosti druhi Listeria (upraveno dle Orsi, 2016)

Druhy listérii Pohyblivost B-hemolyza le_;rhn;ﬁ?;y Fétgg?éi;e fostr(c))lcijrl)J:zC; C
Listeria sensu stricto
L. monocytogenes + + + - +
L. marthii + - - - -
L. innocua + - V - -
L. ivanovii + + - + +
L. seeligeri + + - + -
L. welshimeri + - \V + -
Listeria sensu lato
L. grayi + - \Y - -
L. fleischmanii - - + + -
L. rocourtiae - - + + -
L. weihenstephanensis - - + + -

V: variabilni reakce
-: 7zadna reakce
+: ptes 90 % pozitivni reakce

Mezi dva nejvyznamngj§i druhy s patogennim potencialem patii L. monocytogenes
a L. ivanovii. Listeria ivanovii (dfive znama pod nazvem L. monocytogenes sérotyp 5) byla
poprvé izolovana v Bulharsku v roce 1955 z jehnat s vrozenou listeriozou. Lidské piipady
infekce L. ivanovii jsou vzacné. Je povazovana za patogena zvifat. Nejcastéji se vyskytuje
u prezvykavceu a nejtypictéjsi klinicky projev je perinatalni infekce, ktera se projevuje potraty,
mrtvé narozenymi mladaty ¢i neonatalnich septikémii u ovci a skotu (Low, 1997; Vazquez-
Boland, 2001). Naopak L. monocytogenes zptisobuje zavazné lokalni a generalizované infekce
nejen u zvifat, ale 1 u lidi.

3.1.1 Listeria monocytogenes

Poprvé byla bakterie Listeria monocytogenes popsana v roce 1926 Murraym et al. jako
Bacterium monocytogenes, jelikoz u infikovanych jedincti zpisobovala monocytézu. O rok
pozdéji byla H. Piriem kvuli patologickym nalezim na jatrech infikovanych zvitat
pfejmenovana na Listerella hepatolytica. Nicméné az v roce 1940 byl nazev této bakterie
pozménén na soucasnou podobu Listeria monocytogenes (Farber, 1991; Low, 1997).

Listeria monocytogenes se stejné jako ostatni druhy rodu Listeria charakterizuje jako
maléd, grampozitivni, fakultativné anaerobni, nesporulujici, oxid4dza negativni, kataldza
pozitivni tyc¢inka o velikosti 0,5 X 1-2 um. Buiky se mohou vyskytovat jednotlivé anebo
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ve dvojicich, obcas tvofi i1 fetizky (zavisi na podminkach jejich rtstu). Pfi neptiznivych
podminkach v obdobi jejich ristu mize zaroven dojit ke zméné jejich tvaru, kdy se bunky
zkracuji do kokoidnich forem (Brychta, 2018). Bakterie Listeria monocytogenes lezi Casto
Vv palisadach ¢i jsou piitomné jako nitkovité formy v nékterych kulturach (Low, 1997). K ristu
bakterii dochazi mezi -0,4 a 50 °C, ale optimalni teplotni rozsah je 30-37 °C. Nejen Siroké
teplotni spektrum poukazuje na vysokou odolnost Listeria monocytogenes a zaroven
demonstruje 1 schopnost piezivat ¢i rust v nepiiznivém prostiedi. Organismus se rychle mnozi
v aerobnich podminkach nebo mikroaerofilnich podminkach pfi hodnotach pH do 9,6
(optimalni hodnota pH 7,0), naopak mnozeni je inhibovano hodnotami pH pod 5,6 (Low, 1997).
L. monocytognes je dale schopna rust v salinité kolem 10 % a pii nizké aktivit¢ vody (0,92).
V idedlnich podminkéch (optimalni pH, Aw a T) byva namnozeni listérii velmi rychlé a miize
prekrocit stanoveny legislativni limit bezpe¢nosti 100 KTJ/g (ml) v potraving jiz za 3—4 dny.
(Brychta, 2018).

L. monocytogenes je nenaro¢na, ale pro rust pozaduje zakladni ziviny. Ke svému rtstu
vyzaduje sedm aminokyselin, organicky vdzanou siru a ¢tyfi vitaminy. Nezbytnymi Zivinami
je sedm aminokyselin, mezi které se fadi leucin, valin, izoleucin, cystein, glutamin, methionin
a arginin. Dilezitymi AMK jsou pfedevS§im cystein a methionin, jakozto zdroje organicky
vazané siry, kterou L. monocytogenes ke kultivaci vyuzivaji. Hlavnim zdrojem uhliku pfi ristu
bakterie L. monocytogenes je gluk6za. Dokaze ovsem vyuzivat i jiné sacharidy jako naptiklad
fruktozu, mandzu, trehalozu nebo celobidzu. Mezi méné vhodné substraty mohou patfit napf.
maltoza ¢i glycerol. K rustovym faktorim patii téz fada vitamint: riboflavin, thiamin, biotin
a kyselina thioktova. Stimulovani ristu dale probiha i za ptidavku Zelezitych iontd, nejéastéji
v podobé piidavku citratu zelezitého. Pozadavky na Ziviny jsou kmenovée specifické a mohou
se lisit v zavislosti na pivodu organismu (Premarante, 1991; Sauer, 2019).

Bakterialni kolonie jsou malé az stiedné velké (1-3 mm), hladké, mirné zplostélé
a mlééne bile zbarvené (Gray, 1966). Pti Sikmém osvétleni kolonie prokazuji charakteristicky
modrozeleny lesk. Jednim ze zakladnich médii pro kultivaci Listeria monocytgenes je médium
ALOA, jinym nazvem Agar dle Ottavianiho a Agostiho. Listeria monocytogenes na ALOA
rostou vlivem produkce galaktosidazy jako modrozelené kolonie a vlivem aktivity fosfolipazy
C jsou kolonie obklopené kruhovou zénou precipitace (lecitinazova aktivita) vyobrazenou
na Obrazku ¢. 4 (Farber, 1991). Organismy péstované pii 37 °C vykazuji jen malou nebo
zadnou pohyblivost (Gray, 1966). Organismus ma peritrichalni bi¢iky, které mu davaji
charakteristické kymacivé pohyby vyskytujici se pouze v uzkém teplotnim rozmezi. Pokud je
bakterie kultivovana mezi 20 a 25 °C, bi¢iky jsou vytvofené na povrchu burky, ale pii 37 °C je
produkce bic¢ikt vyrazné snizena (Farber, 1991). Generacni doba pfi teploté 4 °C je 30 az 40
hodin, pii teploté 8 °C jenom 10 az 13 hodin. Chladirenské teploty jsou pro listerie ptiznivé,
ptezivaji také mrazeni (Brychta, 2018).
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Obrazek ¢. 4: Kolonie L. monocytogenes v modrozelené barvé se zonou precipitace
(zdroj: http://www.oxoid.com/pdf/cz/OXOID-Katalog-HKM-2012-2013.pdf)

Dalsi dulezitou vlastnosti Listeria monocytogenes je jeji B-hemolyticka aktivita (viz
Obrazek ¢. 5), ktera zajiStuje jeji urCeni a rozpoznani od ostatnich druhti listérii.
L. monocytogenes exprimuje B-hemolyzin, ktery vytvaii zony prosvétleni na krevnim agaru
(Farber, 1991). Hemolyticka aktivita kmenu L. monocytogenes se lisi podle druhu média nebo
pouzité krve. Velikost hemolytické zony daného kmene miize byt ovlivnéna krevnim agarem.
Hemolyticka aktivita byla silngjsi na médiich obsahujicich konskou krev nez na téch
obsahujicich ov¢i krev (Fujisawa, 1994).

Obrazek €. 5: f-hemolyticka aktivita kmenu L. monocytogenes
(zdroj: https://labmedicineblog.files.wordpress.com/2022/01/list-mono-1.png)
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3.1.1.1 Vyskyt Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes se bézné nachazi v Zivotnim prostfedi, odkud se muze Sifit
na rostliny, zvifata a dale na ¢lovéka (viz Obrazek ¢. 6). Zpravidla se nachazi v povrchové vodg,
pudé, na rizné vegetaci, sttevnim traktu volné Zijicich zvitat a jejich vykalech. Naléza se téz
vsilazi, odpadnich vodach, jate¢nim odpadu ¢i kravském mléce. Tato bakterie Zzije
saprofytickym ¢i patogenim zptsobem zivota. L. monocytgenes je zpravidla izolovana ze skotu,
ovci, koz a dribeze, ale zfidka z divokych zvifat (Farber, 1991; Swaminathan, 2007).

Nejvétsi zdravotni riziko pro ¢loveéka piedstavuji potraviny rostlinného a Zivocisného
puvodu, ve kterém se L. monocytogenes mohou vyskytovat. Pfenos bakterii je predevSim
spojeny s konzumaci zpracovanych potravin, které nevyzaduji zadné dalSi vafeni ze strany
spotiebitele. Jedna se tudiz o patogen alimentarniho piivodu. Objevuje se predevsim v syrovém
masu (hovézi, veprové i drubezi), zelném salatu, mléce, mékkych syrech, masle, pastikach
a lahtidkach a ptipadné dalSich potravinach, véetné nedostatecné tepelné upravenych parkd,
uzenin a mékkysu (Premarante, 1991; Kells, 2004).

Ptitomnost listérii v potravindch je obyvykle vysledkem znecisténi z produkéniho
prostfedi. Celkové rozliSujeme primarni a sekundarni kontaminaci potravin. Primdrni
kontaminace vznika pfi hnojeni fekdliemi nemocnych zvitat, v disledku pouzivani nekvalitnich
krmiv obsahujici velky pocet listérii. Kvuli bezpiiznakovym ¢i nelécenym onemocnéni zvifat
muze dojit ke kontaminaci zeleniny a ovoce hnojenymi témito hnojivy nebo pii Spatném
vykrveni infikovaného zvifete mtize dojit i ke kontaminaci masa pii porazkach zvirat.
Sekundérni kontaminace je zpusobena zpravidla znecisténim produkéniho prostiedi a jinych
potravinatrskych zavodiu. Kromé toho L. monocytogenes snadno tvoii biofilm, coz ji pomaha
prezit delsi dobu v potravinach rostlinné a zivocisné produkce (napi. preziti vice nez 10 let
ve stejném produkénim prostiedi). V neposledni fadé dochazi ke kontaminaci potravin
listériemi v priubéhu ptipravy pokrmi a k jejich pomnoZzeni pfi uchovavani pii pokojové teploté
(Beumer, 2003; Blazkova, 2006; Swaminathan, 2007).
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Obrazek ¢. 6: Kolobéh kontaminace L. monocytogenes
(zdroj: https://lwww.researchgate.net/figure/L-monocytogenes-contamination-sources-Transmission-
scenarios-for-L-monocytogenes_figl 355118522)

3.1.1.2 Sérotypizace Listeria monocytogenes

Kmeny L. monocytogenes jsou sérotypizovany podle variaci somatickych (bunéénych)
(O) a flagelarnich (bi¢ikatych) (H) antigent za pouziti komerénich sér (viz Tabulka ¢. 2).
Na zéakladé sérologické reakce ve formatu sklickové aglutinace jsou kmeny L. monocytogenes
rozdéleny na 13 sérotypl. Kazdy z téchto sérovari mulZe zplsobit onemocnéni ¢lovéka.
Nicméné 98 % hlaSenych ptipada lidské listeriozy je zplsobeno pouze tfemi sérovary 1/2a,
1/2b a 4b, pticemz sérovar 4b zpusobuje 33-50 % listeridoz na svété. Zajimavé je, ze ikdyz
nejCastéjS$im sérotypem izolovany z potravin je sérotyp 1/2a, vétSinu lidskych epidemii
zpusobuje sérotyp 4b. Proto, je pravdépodobné, Ze oznaceni sérotypu je spojeno s virulenénim
potencialem. Zaroven muze byt divodem cCastéjSich vyskytl sérotypu 4b lepsi snasenlivost viici
kritické kyselosti v zaludku. Podil sérotyp na vzniku onemocnéni v klinickych vzorcich je:
4b (37 az 64 %); 1/2b (10 az 35 %); 1/2a (15 az 25 %); 3 (1 az 2 %); 4 ne b (0 az 6 %); 1/2c (0
az 4 %) (Borucki, 2003; Liu, 2006; Brychta, 2015).
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Tabulka &. 2: Sérotypy L. monocytogenes® (upraveno dle Farbera, 1991)

Sérotyp Somatické antigeny (O) Flagelarni antigeny (H)
1/2a LI, II A B
1/2b LI, T A B.C
1/2¢ LI I B.D
3a IL 11, IV A B
3b IT. 11T, TV, (XII), (XIIT) A B.C
3c IT, 11T, TV, (X1I), (XIIT) B.D
4a II, (V), VIL. IX A B.C
4ab I, V, VI, VIL IX, X A B.C
4b I, V, VI A B.C
4c I, V, VII A.B.C
4d II, (V), VI, VIII A B, C
de mv, VI, (VII), (IX) A B, C
7 I, X1I. X1 A B.C

a) Faktory v zavorce nebyly pokazdé detekovany

3.1.1.3 Faktory virulence

V bunééné sténé a cytoplazmatické membrang L. monocytogenes se nachéazi pocetna fada
proteint. Tyto proteiny jsou uzptsobeny k proniknuti do hostitelskych bunék, k jejich preziti
V nich a zaroven i postupnému dalS$imu Sifeni (viz Obrazek ¢. 7). Zminéné proteiny nezbytné
pro Sifeni a preziti bakterii v hostitelskych buiikdch jsou nazyvany virulentnimi proteiny
(Blazkova, 2005).

Kli¢ovymi faktory virulence zprostiedkovavajici vstup do hostitelskych bunck jsou
povrchové proteiny (internaliny A a B). Internalin A (InlA), ktery interaguje s E-cadherinem
pritomnym na povrchu hostitelské buiiky, zprostfedkovava vstup L. monocytogenes do stfevni
epitelidlni bunky. Pronikani do organismu je mozné pies rizné télni bariéry (intestinalni,
hemazoencefalitika ¢i placentarni). Po pohlceni L. monocytogenes fagocytarni vakuolou
dochézi k rozpusténi vakuolové membrany pomoci aktivovaného hemolyzinu (listeriolysin O)
v kombinaci s ptisobenim fosfolipazy C (specificka pro fosfatidylinositol). Po tniku z vakuoly
vstupuje L. monocytogenes do cytoplazmy hostitelské bunky, kde se replikuje a dale roste.
Do 2 hodin po infekci se diky proteinu ActA polymerizuje bunéény aktin, diky kterému se miize
bakterie §ifit z buniky do buiiky. Struktura podobna ohonu komety se timto prodluzuje a bakterie
je zatlacena do sousedni bunky, kterd ji ndsledné pohlti. V nové bunce je bakterie znovu
zapouzdiena ve vakuole se dvéma membranami. K rozpusténi téchto membran a uvolnéni
L. monocytogenes do cytosolu slouzi druhy enzym fosfolipazy lecitindza PlcB. Po uvolnéni
do cytosolu se bakterie intracelularné mnozi a pohybuji v nové napadené butice. VySe popsané
déje se opakuji a ohnisko infekce se témito procesy dale rozsifuji z buniky do bunky (Farber,
1991; Blazkova, 2005; Bergey, 2009; Ricci, 2018).

Hemolyzin L. monocytogenes je rozpoznan jako hlavni faktor virulence a jeho sekrece je
nezbytna pro podporu intracelularniho ristu a rozpoznavani T-bun¢k organismu (Farber, 1991).
Teplota, osmoticky stres a pH ukazaly, Ze maji vliv na profil virulence (Ricci, 2018). Virulence
pro Listeria monocytogenes je tedy multifaktorialni vlastnosti a alespon devét geni a jejich
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produkti je vyzadovano pro infekci, invazi, preziti, mobilitu a sifeni z bunky do bunky (Bergey,
2009).

Listeria
monocytogenes

makrofag

aktinova
filamenta

Obriazek €. 7: Virulence L. monocytogenes
(zdroj: https://www.the-scientist.com/infographics/infographic-how-intracellular-bacteria-manipulate-
host-cells-70747)

3.1.1.4 Listeriéza

Onemocnéni, kterou L. monocytogenes zptsobuje, se nazyva listeriéza. Poprvé bylo toto
onemocnéni popsano vroce 1926 u kraliki a morcat, kdy bakterie L. monocytogenes
zpusobovala u téchto savcii epizoocie. Po mnoho let byla listeridza povazovana pouze
za onemocnéni zvitrat. Na konci 70. let a zacatku 80. let se vSak pocet zprav o ndkaze ¢lovéka
listériemi zacal zvySovat a od roku 1983 se objevila série epidemickych ohnisek u lidi v Severni
Americe a Evropé¢, které jasné ukdzaly, ze listeridza je zavaZnou infekci pfendSenou
potravinami (Schuchat, 1991; Swaminathan, 2007). Listeriéza ma vétSinou velmi progresivni
atézky prubéh. Hlavni pfi¢inou jsou ucinné mechanismy, kterymi Listeria monocytogenes
infikuje sav¢iho hostitele (Gray, 1966).

Jedna se o alimentarni onemocnéni, tedy infikovani hostitelského organismu peroralné
pozZitim potravy, kterd obsahovala infekéni davku listérii. Tu nelze jednoznacné stanovit,
jelikoz je rtizna pro zdravého Cloveéka a pro rizikové skupiny obyvatel. Pro zdravého ¢lovéka je
uréena infekéni davka vrozsahu 1,31x10% az 5,01x10* bunék, zatimco infekéni davka
pro rizikové skupiny se pohybuje mezi 10? az 10° bun&k. Do rizikovych skupin se fadi
novorozenci, t¢hotné Zeny, osoby vyssiho véku (obvykle nad 65 let) a osoby s oslabenou
imunitou (nddorové nemocni, nemocni s AIDS, Zloutenkou, diabetem, osoby dlouhodobé¢
léceny imunosupresivy a antacidy (Doumith, 2004; Schardt, 2017; Brychta, 2018). K infekci
muze dojit i pres kizi, napt. u veterinaii, oSetfovatell, fezniki ¢i uzenati, kteti byli v pfimém
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kontaktu s infikovanymi zvifaty. Objasnéni epidemiologie listeriozy brani casto dlouha
inkuba¢ni doba onemocnéni, Casto presahujici 30 dnt. | ta se muze liSit od nékolika dnti
az tydnt (rozsah 11-70 dni) v zavislosti na infek¢éni davcee, virulenci bakterii a imunitnim stavu
pacienta ¢i jeho citlivosti na infekci. Pravé interval od poziti potraviny do projevu prvnich
symptomu odli$uje listeridzu od jinych alimentarnich infekénich onemocnéni (Schuchat, 1991;
Swaminathan, 2007; Brychta, 2018; Ricci, 2018;).

meningoencefalitida

) KONTAMINOVANE POTRAVINY
IMUNITNI REAKCE f

*

subklinickd pyogranulomatézni
hepatitida

PUDA
septicémie =~ <——BAKTERIEMIE

/

placentitida

VYLUCOVANI STOLICE

neonatalni septikémie, potrat

Obrazek ¢. 8: Patofyziologie listeriézy
(zdroj: Vazquez-Boland, 2001)

Vyskyt listeriozy se v riznych zemich pohybuje mezi 0,1 a 11,3 ptipadi nemoci
na 1000000 lidi v populaci. Pribéh listeriozy miiZze byt bezpiiznakovy, ptiznakovy
neinvazivni ¢i invazivni. U bezpfiznakového pribéhu nakazeny cloveék nevykazuje zadné
symptomy, tudiZ ani nepoznd, ze byl L. monocytogenes nakazen. U ptiznakového pribéhu se
listeridza Casto projevuje nespecifickymi pifiznaky podobné chfipce (napf. zimnice, Unava,
bolest hlavy a bolesti svali a kloubti) ¢i gastroenteritidé. U zdravych jedinct infikovanych
listeriozou mizou byt hlavnimi ptiznaky prijem a horecka (Vazquez-Boland, 2001; Zhu, 2017,
Brychta, 2018). Onemocnéni se muze projevit také jako kozni listeridza, coz je ekzematdzni
kozni infekce zpuisobena piimym vystavenim neporusené ktize s L. monocytogenes. Typicky se
tato forma onemocné muize vyskytnout u veterinate, ktery byl vystaven nemocnému zvifeti —
Casto po listerialnim potratu (Swaminathan, 2007; Zhu, 2017). U neinvazivnich forem listeriézy
se symptomy ohrozujici zivot vyskytuji jen vzacné a vétsinou spontanné odezni sami béhem
par dni. Tyto projevy jsou samoomezujicimi klinickymi stavy s nespecifickymi piiznaky,
a proto jsou pravdépodobné zna¢né poddiagnostikovany.

Nejvice nebezpecna forma je systémova invazivni listeridza (viz Obrazek ¢. 8), kterou

v

zpusobuji vysoce invazivni formy L. monocytogenes, které¢ se mohou rozsifit do celého téla
a infikovat tak bézné sterilni ¢asti t€la, mezi néz patii jatra, slezina, mozkomisni mok nebo krev
(Swaminathan, 2007; Zhu, 2017). Po poziti a prichodu pfes zaludek, se L. monocytogenes
mnozi ve stfevnim lumenu, prochézi stievni bariérou, vstupuje do krevniho obéhu a hromadi

se v jatrech a slezing. Listérie jsou Vv jatrech chranény pfed imunitnim systémem infikovaného
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organismu a mohou se tak dal bez problémi mnozit v jaternich bunikach (Schuchat, 1991; Ricci,
2018). Odtud jsou listérie dale krvi transportovany do dalSich casti téla (mozek, placenta, plice,
srdce, oko atd.). Vzhledem k zavaznosti tohoto onemocnéni, se vétsina hlaSenych ptipada
projevuje jako zivot ohrozujici onemocnéni jako je maternofetalni listeribza nebo neonatalni
listerioza, infekce krevniho fecist¢ a meningoencefalitida. Bez vhodné antibiotické 1écby se
muze navic rozvinout septikémie, meningitida, potraty a v nékterych ptipadech i smrti pacienta
(Vazquez-Boland, 2001).

Velmi nebezpecnou infekei je vySe zminéna neonatalni infekce. Matefsky organismus
zde figuruje jako zdroj ndkazy, kdy listérie pronikaji ptes placentu a nasledn¢ infikuji plodovou
vodu. Novorozenecka listerioza muze byt klasifikovana jako ¢asna nebo pozdni infekce (méné
Castd — 10 az 15 % pftipadit). Disledkem casné listeridzy je potrat (obvykle od 5. mésice) nebo
narozeni ditéte ¢i mrtvého plodu s klinickym syndromem zndmym jako granulomatdzni
infantiseptica zpisobujici mikroabscesy (na povrchu téla a vnitinich organech plodu) a vysokou
mortalitu. Toto onemocnéni vyobrazuje Obrazek ¢. 9. Pozdni listeridza se vyskytuje obvykle
laz 8 tydni po porodu a zahrnuje syndrom meningitidy a Vv nékterych ptipadech
| gastroenteritidu a zapal plic. Pfi hospitalizaci infikovanych pacientd je potieba dbat
na protiepidemicka opatieni z divodu ohrozeni nozokomialni infekce (Vazquez-Boland, 2001;
Blazkova, 2006). Kromé téchto syndromi se listerioza muze projevit jako fokalni infekce
v disledku hematogenniho Sifeni. Fokalni infekce nejcastéji postihuji pobiisnici, klouby,
endokard nebo o¢i (Swaminathan, 2007).

I kdyz lidskd listeribza méa nizkou miru vyskytu oproti salmoneloze
¢1 kampylobakterioze a jinym béZnym alimentdrnim patogeniim, svou imrtnosti a zdvaznosti
je vyrazné pievySuje (Borucki, 2003; Liu, 2006; Brychta, 2018;). Listerioza ma vysokou
prumérnou imrtnost 20 az 30 % navzdory v¢asné antimikrobialni 1é¢bé (Schardt, 2017).

Obrazek €. 9: Mrtvy novorezenec s infekei L. monocytogenes, klinicky stav znamy také jako
granulomatosis infantiseptica, jatra novorozence
(zdroj: Vazquez-Boland, 2001)

3.1.1.5 Lécba a prevence listeridzy

Izolaty L. monocytogenes jsou zna¢né citlivé na Sirokou skalu antibiotik — na penicilin G,
ampicilin, aminoglykosidy, trimethoprim, chloramfenikol, tetracyklin, makrolidy
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a vankomycin (Bednat, 1996; Swaminathan, 2007;). Vykazuji snizenou citlivost resp.
rezistenci na sulfomethoxazol, cefalosporiny a staré chinolony, ale jsou obecné citlivé
na fluorochinolony. Ziskana antimikrobialni rezistence u klinickych kmenti je vzacna, ale byla
nalezena s vyznamnou frekvenci u zvifecich izolatu. Toto zjisténi je divodem k obavam a mize
naznaCovat objeveni rezistence u klinickych lidskych izolati. Obecné je 1é¢ba invazivni
listeriézy doporucovana jako podpurna terapie doprovazena vysokymi davkami intravendzniho
penicilinu nebo ampicilinu ¢asto v kombinaci s aminoglykosidem. Volenymi léky u pacientt
se znamou alergii na peniciliny je vankomycin-teikoplanin nebo trimethoprim-sulfamethoxazol
(Bednat, 1996, Swaminathan, 2007). Cefalosporiny by se nemély k 1é¢bé listeriozy pouzivat
kvuli rdznym selhanim béhem jejich podavani (Schuchat, 1991). Klinické zkuSenosti
s fluorochinolony chybi (Swaminathan, 2007). Doba trvani 1écby listeridzy neni
standardizovana. Doporucend doba 1éCby se pohybuje od 2 tydnti terapie nekomplikované sepse
nebo meningitidy a do 4 az 6 tydna terapie endokarditidy nebo nemeningokového onemocnéni
(Schuchat, 1991). Lécba nesmi byt pierusovana ¢i rychla, mize totiz dojit K relapsu nemoci
a bez vyjimky kon¢i tyto ptipady fataln¢ (Gray, 1996).

Jednou z mnoha moznosti prevence je striktni dodrzeni hygienickych a sanitanich
postupll ve zpracovani potravin v potravinaiském pramyslu, kde ke kontaminaci mize bézné
dochdzet (Janakiraman, 2008). Dle Brychty (2018) byl Evropskou unii pfijat integrovany
ptistup k bezpecnosti potravin od zemédélské produkce po spotiebu konzumentem. Tento
piistup umoziuje hodnoceni rizik a poskytuje jejich zajisténi vsemi kli¢ovymi aktéry, jako jsou
¢lenské staty EU, Evropska komise, Evropsky parlament, EFSA (The European Food Safety
Authority neboli Evropsky tfad pro bezpeénost potravin) a ECDC (European Centre for
Disease Prevention and Control neboli Evropské stiedisko pro prevenci a kontrolu nemoci)
(Brychta, 2018).

Dalsim krokem preventivnich opatieni je omezeni konzumace rizikovych potravin. Témi
mohou byt syrové nepasterované mléné vyrobky a Spatné tepelné¢ upravené maso. Rizika se
mohou sniZit 1 spravnym postupem pii tepelné Upravé potraviny, fadnym omytim zeleniny,
sanitaci pracovnich ploch a néstroju ¢i osobni hygienou (Brychta, 2018).

V neposledni fad¢ 1ze prebiotiky podpofit riznorodost sttevni mikrobioty, kterd vyrazné
snizuje kolonizaci stfevniho lumenu Listeria monocytogenes a zabrafiuje tak jejimu
systémovému $ifeni (Becattini, 2017).

3.2 Prebiotka

Definice prebiotik byla poprvé predstavena v roce 1995 Gibsonem a Roberfroidem jako
nestravitelna slozka potravy. Jedna se o latky, které lidské télo nedokaze stravit, které odolaji
zaludecni kyseliné a nerozkladaji se pfi pusobeni sav¢ich enzymil a nejsou absorbovany
V gastrointestinalnim traktu. Prebiotika jsou fermentovéna sttevni florou a selektivné stimuluji
urcity pocet pfitomnych bakterii v tlustém stfeve, ¢imz se zméni jejich rist a aktivita pfiznive
ovliviluje hostitele (Davani-Davari, 2019; Wang, 2020; You, 2022).

V roce 2016 ISAPP organizace redefinovala prebiotika jako latky, které 1ze selektivné
vyuzivat a transformovat hostitelskymi mikroorganismy za predpokladu, Ze jsou prospésné
pro zdravi hostitele. Nova definice prebiotik zahrnuje i latky, které se nezatazuji mezi sacharidy
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a misto ucinku neni omezeno na gastrointestinalni trakt (GIT), ani neni omezena na typ
konzumované potraviny (Lockyer, 2019; You, 2022; Fan, 2023).

Nejrozsitenéjsimi prebiotiky jsou - glukany, inulin, fruktooligosacharidy (FOS), beta-
galaktooligosacharidy (GOS), laktul6za a oligosacharidy mateiského mléka (OMM). Podle
nové definice byla zafazena nova prebiotika jako napi. rezistentni $krob, xylooligosacharidy
(XOS), cukerné alkoholy, laktosacharoza, alfa-galaktooligosacharidy (jinak také
oligosacharidy rafindzové fady — RSQO), izomaltooligosacharidy (IMO) a pekto-oligosacharidy
(POS) (Wang, 2020).

Prebiotika jsou schopna modulovat slozeni a funkci mikroorganismd, kterym dodavaji
energii v podobé uhlikovych zdroji. Pomoci metagenomické metody bylo zjisténo, ze
fylogeneticky odlisSné bakteridlni druhy jsou schopné konzumovat stejné specifické
prebiotikum (napi. kmeny Actinobacteria, Bacteroidetes a Firmicutes dokazi fermentovat FOS,
GOS a XOS). Naproti tomu existuji konkrétni druhy degradujici specificka prebiotika.
Piikladem je Bifidobacterium sp. schopné fermentace rezistentnich Skrobt, fruktant
a galaktani (Davani-Davari, 2019; Lockyer, 2019). Dalsi komenzalni bakterii, ktera vyuziva
prebiotika ke svému ristu, je bakterie Lactobacillus. U ni je ¢asto pozorovan rist po konzumaci
laktulozy a GOS (Wang, 2020). V soucasnosti pfijimand prebiotika by méla zvysovat
predevsim pocet bifidobakterii v lidské mikrobioté. Struktura fruktanti a galaktant vysvétluje
jejich bifidogenni ucinek (schopnost stimulovat rast bifidobakterii). Tyto sacharidy obsahuji
vazby, které jsou degradovany enzymy P-fruktosiddzou (produkované bifidobakteriemi,
laktobacily a bakteroidy) a -galaktosidazou (produkovanou bifidobakteriemi). Bifidobakterie
pfednostné metabolizuji substraty s délkou fetézcii o velikosti oligosacharidii. Tim se prebiotika
1181 od vlakniny, jako jsou pektin, celul6za a xylany, které podporuji rast Siroké skaly sttevnich
mikroorganismii (jak s pfiznivymi, tak i s neptiznivymi u¢inky na makroorganismus) (Lockyer,
2019). Bakterie, které jsou schopny §tépit prebiotika a zaroven podporuji zdravi hostitele, jsou
oznacovana jako probiotika. Kombinace prebiotik a probiotik, které jsou schopné tyto latky
Stépit, se nazyva synbiotikum (Rada, 2010).

Diky S$tépeni prebiotik vznikaji v prostfedi rtizné metabolity. Hlavnimi produkty
fermentace prebiotik jsou mastné kyseliny s kratkym fetézcem (SCFA — short-chain fatty acid).
Jedna se napiiklad o acetat, butyrat, propionat atd. Tyto produkty snizuji pH prostiedi a tim
ovliviji rist nezadoucich ¢i patogennich bakterii jako jsou naptiklad klostridie, kolibakterie,
salmonela, listérie aj. Je prokazano, ze zména pH piispiva k transformaci populace stievni
mikroflory (Heinrich, 2015; Davani-Davari, 2019). Zaroven vyzivuji buriky stfevniho epitelu
a tim podporuji imunitni systém hostitele (Davani-Davari, 2019).

Spole¢né s dalsimi sekundarnimi metabolity jsou tyto moleuly diky své velikosti
difundovany stfevnimi enterocyty a transportovany do jater portalni zilou. Timto jsou
prebiotika schopna ovlivnit nejen gastrointestinalni trakt (GIT), ale i dals$i vzdalené organy
a systémy (centralni nervovy systém, imunitni systém a kardiovaskularni systém) (Davani-
Davari, 2019; You, 2022). Prebiotika maji imunologickou funkci (reguluji imunitu), zvysSuji
odolnost vici patogentim, zlepSuji funci stfevni bariéry, pozitivné ovlivituji metabolismus,
zvysuji vstfebavani minerald a snizuji hladinu lipidt v krvi (You, 2022). Uéinky prebiotik jsou
vyobrazené na Obrazku €. 10.
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Obecné poznani (kognice) 1

Proces demence |

Vybavovani a pamét’ 1

Uceni se 1

Nalada 1

Vyvoj nervového systému u kojencti
Lécba jaterni encefalopatie

Reakce protilatek na virové vakciny 1
Myleloidni dendritické burnky 1
Imunitni odpovéd’ zprostfedkovana TLR
receptorem 1

Interleukin 4 1

Interleukin 8 1

Interleukin 10 1

C-reaktivni protein

Funkce NK-bungk 1

Triacylglyceroly |

Lipogeneze |

Celkovy cholesterol v krvi |
Nizkodenzitni lipoprotein (LDL) |

Vstebavani vapniku 1

Risk atopického ekzému |
Erytém |
, Retence vody 1
Retence keratinu 1
/ Syntéza kolagenu 1

Zmeéna sttevni mikrobioty
Risk kolorektalni rakoviny |
Syndrom drazdivého
traéniku (IBS) |

Crohnova choroba |

Obrizek & 10: Utinky prebiotik na zdravi jedince
(zdroj: upraveno dle Davani-Davari, 2019 a You, 2022)

Prebiotika jsou prirozené pfitomna v riznych potravinich jako je ovoce, zelenina,
celozrnné a lusténiny. Jsou nejcastéjsi slozkou cibuli ¢esnekt, artycokt, porki, ¢ekanek nebo
topinamburid. Dale se mohou nachdzet i v fasdch, semenech nebo mikroorganismech
obsahujicich polysacharidy, polyfnoly a polypeptidové polymery (Heinrich, 2015; Lockyer,
2019; You, 2022).

Predpoklada se, Ze prebiotika nemaji Zivot ohroZujici nebo zavazné vedlejsi ucinky.
Naptiklad vysoké (40-50 g/den) denni davky prebiotik mohou zpiisobit plynatost a osmoticky
prijem. Doporuceny denni piijem prebiotik je 2,5-10 g, aby doslo k uplatnéni ptiznivych
funkei pro lidské zdravi. Vétsina produkti prebiotik na trhu ma davky 1,5-5 g/porce (Heinrich,
2015; Davani-Davari, 2019).

3.2.1 Beta-glukany

Beta-glukany jsou ve vodé ¢astecné rozpustné polysacharidy sestavajici z glukézovych
jednotek. Beta-glukany jsou bobtnavé a mohou zvySovat viskozitu, a tim i podporuji Siroké
spektrum pozitivnich u¢inkt v lidském organismu. B-glukany se fadi ke skupiné hemiceluloz
apatii Casteéné krozpustné i nerozpustné vlakniné. Monomery glukozy jsou spojeny
prostiednictvim B-(1,3) glykosidickych vazeb a nachazi se v bakteriich a fasach. Zde slouzi -
glukany jako stavebni jednotky bunécnych stén a vypliuji prostory mezi vlakny celuldzy.
Zatimco V kvasinkach a houbach jsou monomery glukézy spojeny prostiednictvim p-(1,3) a -
(1,6) glykosidickych vazeb a mohou slouzit i jako vyznamné potravni dopliky ¢i jsou slozky
farmaceutickych a kosmetickych pfipravkl. V ovsi a jemenu jsSou monomery glukézy spojeny
prostiednictvim B-(1,4) a B-(1,3) glykosidickych vazeb, jejich pomér se vSak mezi druhy
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obilovin lisi. Tyto beta-glukany se nachazeji predevsim ve vnéjsich vrstvach obilného zrna. -
glukan ziskany z bakterii a fas vykazuje nevétvenou (linearni) strukturu, zatimco B-glukan
extrahovany z kvasnic, hub, ovsa a jeémene vykazuje rozvétvenou strukturu (Mitmesser, 2017;
Mudgil, 2017; Slukova, 2017). Cast B-glukant se podili na udrzeni hladiny cholesterolu
a glukézy v krvi. Naopak imunostimulatory jsou B-glukany, jejichz schopnost podporuje
imunitni reakce v lidském organismu (Slukova, 2017).

3.2.2  Inulin a fruktooligosacharidy (FOS)

Inulin se spole¢né s fruktooligosacharidy neboli FOS se fadi do skupiny fruktand.
Zakladni struktura téchto sacharidi se sklada z jednotek fruktdzy s B-glykosidickou vazbou, -
(1,2).

U inulinu se jedna o 10 az 60 fruktézovych jednotek, je tedy fazen mezi polysacharidy.
FOS jsou kratsi a skladaji se z 3 az 7 jednotek fruktozy (Davani-Davari, 2019; Lockyer, 2019).
Existuji dva typy fruktooligosacharidi, které se déli na Fn typ a GFn typ. FOS slozené pouze
z jednotek fruktdozy se nazyvaji inulooligosacharidy (IOS) neboli Fn fruktooligosacharidy.
Fruktooligosacharidy slozené z jednotek fruktozy, zakoncené molekulou glukozy (vazané
stejnou vazbou jako u sachardzy), se nazyvaji GFn fruktooligosacharidy (kde G = glukoza,
F = fruktoza a n = pocet jednotek frukt6zy) (Bohacenko, 2014).

Inulin je pfitomen v potravinach, jako je napi ¢ekanka, porek, chiest, cibule, pSenice,
cesnek, oves, sdjové boby a topinambury. FOS se nachdzeji v ovoci, zeleniné a potravinach
z obilovin. Lze je syntetizovat transfruktosylaci sachar6zy nebo enzymatickou degradaci
inulinu (Lockyer, 2019).

Inulin purifikovany z kofene ¢ekanky muze byt pouzivan jako ndhrada tuku a cukru
ve vyrobcich (PHE — Public Health England, 2018). V soucasné dob¢ se pfidava inulin
do nekterych susenych mlék, pekarenskych vyrobki, cerealii a cerealnich ty¢inek (Lockyer,
2019). Fruktooligosacharidy maji fadu prosp&snych fyziologickych ucinkt, jako je nizka
karcinogenita, zlepSeni vstfebavani mineralnich latek ve stfevé a snizovani hladiny sérového
cholesterolu, triacylglycerolt a fosfolipid. FOS zlepSuji ¢innost sttevni mikroflory, zmirfiuji
zacpu, snizuji riziko srde¢nich onemocnéni a nékteré druhy rakoviny, sniZzuje hladinu lipida
v krvi pii hyperlipidémii, inhibuje produkci stfevnich hnilobnych latek a umoziuji, aby travici
systém téla fungoval 1épe (You, 2022). Smési FOS a GOS se pifidavaji také do nékterych
kojeneckych vyziv, kvlili navrhované ucinnosti pii snizovani rizika alergie (Lockyer, 2019).

3.2.3 Galaktooligosacharidy

Galaktooligosacharidy se mohou rozdélovat dle vazeb na a-galaktooligosacharidy a f3-
galaktooligosacharidy. Navzajem se lisi strukturou i zdrojem, ze kterych se ziskavaji.
Pod pojmem galaktooligosacharidy (GOS), se ve vétsiné pripadech jedna o f-
galaktooligosacharidy. Alfa-galaktooligosacharidy jsou spiSe ozna¢ovany jako oligosacharidy
rafindzové fady (RSO) (Davani-Davari, 2019; Lockyer, 2019; Mei, 2022).
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3.2.3.1 p-Galaktooligosacharidy (GOS)

B-Galaktooligosacharidy (GOS) se skladaji z 2 az 8 cukernych jednotek, z nichz jedna
je a termindlni glukoza a zbytek jsou galaktoza a disacharidy (obsahujici dvé galaktozové
jednotky). GOS neboli a-D-glukosa-(1,4)-B-D-galaktosa-(1,6)n se sklada z B-glykosidickych
vazeb B-(1,6), B-(1,3) ¢i B-(1,4). Tyto GOS jsou vyrobené z laktéozy prostiednictvim
enzymatické trans-glykosylace, dle které jsou téz nazyvané jako trans-galaktooligosacharidy
(TOS). Nejsou snadno stravitelné a vstiebatelné télem (Davani-Davari, 2019; Lockyer, 2019;
You, 2022).

Galaktooligosacharidy jsou jednim z nejvice béznych a Siroce pouzivanych prebiotik.
Maji mnoho zdravi prospéSnych vlastnosti, jako je regulace rovnovahy mikrobioty v tlustém
stieve a podpora proliferace bakterii rodu Bifidobacterium ve stievé. Zaroven jsou stimulovany
vedle bifidobakterii i laktobacily a v mens$i mife i enterobakterie, dale i kmeny Bacteroidetes
a Firmicutes. V soucasné dobé se GOS pouzivaji predev§im v nahrazkach lidského mléka
(u¢inn¢ nahrazuji lidské mléko ve stanoveni kojenecké mikrobioty) (Davani-Davari, 2019;
You, 2022). GOS muzou byt i prospés$né pii prevenci cestovatelského prijmu a pti zlepSovani
syndromu drazdivého tra¢niku (IBS). lzolovany GOS lze piidat do ovocnych a mléénych
napoju a mléénych vyrobkt (Lockyer, 2019).

3.2.3.2 a-Galaktooligosacharidy (RSO)

Mezi nejcastéjsi a-galaktooligosacharidy neboli oligosacharidy rafin6zové fady (RSO)
se fadi rafinoza, stachyoza ¢i verbaskoza. a-galaktooligosacharidy jsou produkovany
transgalaktosylacnimi reakcemi a-galaktosidazy (o-Gal) nebo konverzi oligosacharida
rafinézové fady levansacharazou (Wang, 2014). Jsou vysoce zastoupeny vV lusténinach,
zejména pak v semenech lupiny ¢i sdjovych bobech. Diky jejich vyskytu se téz nazyvaji jako
sojové oligosacharidy (SOS). RSO jsou zndmé svymi ucinky vyvolavajicimi plynatost
(Johnson, 2017). Rafindza se nachazi v celé rostliné vSudypfitomné, zatimco stachydza
¢1 verbaskoza existuji ve vakuolach urcitych rostlin (Sharma, 2014).

Rafinodza je trisacharid tvotfeny a-D-galaktdézou, a-D-glukézou a a-D-fruktéozou. Ma
aip glykosidické vazby, a proto mize byt hydrolyzovan na D-galaktéozu a sacharézu
prostiednictvim enzymi s a-glykosidickou aktivitou a na melibibzu a D-fruktozu
prostiednictvim enzymu s [-glykosidickou aktivitou. Bohaté se vyskytuje ve fazolich,
hlavkovém zeli a dalSich rostlinach (Chibbar, 2003; Moreno, 2012). Rafindza mize zvysit rist
bakterii mlé¢ného kvaseni, potlacit riist patogennich bakterii, zvysit mastné kyseliny s kratkym
fetézcem (SCFA), snizit zacpu, inhibovat tvorbu hnilobnych sloucenin z bilkovin a snizit riziko
kardiovaskularnich onemocnéni (Anggraeni, 2022).

Stachyodza je tetrasacharid tvofeny dvéma a-D-galaktézovou, jednou a-D-glukézové
a jednou B-D-frukt6zovou jednotkou, které jsou Spojeny 3 glykosidickymi vazbami. Vyskytuje
se v fad¢ druhti zeleniny (fazole a soja), a v dalsich rostlinach (Chibbar, 2003). Stachy6za mtze
zvysit aktivitu probiotik, jako jsou bifidobakterie a laktobacily, a regulovat rovnovahu
mikrobioty v lidském gastrointestinalnim traktu. Muze podporovat tvorbu dominantnich
bakterii v travicim traktu a inhibovat produkci patogennich bakterii, jako je Clostridium sp.
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Stachyoza také podporuje stievni peristaltiku a urychluje vylucovani patogenti a toxind (He,
2020).

Verbaskéza je pentasacharid tvofeny tfemi galaktézovymi jednotkami a jednou
sachar6zovou jednotkou navzajem spojenymi glykosidickymi vazbami. Verbaskoza se
jako vyssi oligosacharid nachazi pouze ve vakuolach urcitych rostlinnych druht (Hanau, 2020).
Verbask6za muze v rostlinach piisobit jako ochranny prostiedek béhem dozravaciho suSeni
nebo jako zasoba uhliku pro kli¢eni (Peterbauer, 2003).

3.2.4 Laktuloza

Laktul6za je nestravitelny, nevstiebatelny synteticky vyrobeny disacharid. Laktuldza
neboli galaktosyl B-(1,4)fruktéoza je vyrabéna z laktozy (mlééného cukru) alkalickou
izomerizaci, kdy se preménuje glukézova ¢ast v laktdze na fruktézovy zbytek. Laktuldza se
primdrné pouziva v lékafstvi jako oralni osmotické laxativum k 1é€bé zacpy, peroralné
nebo jako rektalni ¢ipek pii portosystémové encefalopatii (Tungland, 2018).

3.2.5 Oligosacharidy materského mléka (OMM)

Oligosacharidy matefského mléka se 1isi v délce fetézce od 3 do 20 monosacharidu, je
popsano vice nez 200 struktur, a proto jejich uméla piiprava je v soucasné dobé prakticky
nemozna (Rada, 2010). Déle ptedstavuji po laktéze a tucich tfeti nejvétsi pevnou slozku
matefského mléka (Corona, 2021).

Oligosacharidy matetského mléka (OMM) maji rozlicné funkce, jako je vlastni
prebioticka podpora bifidobakterii ve stievé kojencd, vliv na rozvoj nervové soustavy
nebo vstiebavani vapniku. Naopak negativné pusobi na adherenci patogennich bakterii
na sttevni sténu. OMM s definovanymi strukturami pisobi jako cilena prebiotika pro bakterie
rodu Bifidobacterium a tim moduluji jejich rtst a tvorbu zdravych prospé$nych metaboliti
(Lockyer, 2019; Fan, 2023). Podle struktury a jejich specifickych vlastnosti jsou obvykle
klasifikovany do tfi hlavnich kategorii: neutralni nefukosylované OMM (42-55 %), neutralni
fukosylované OMM (35-50 %) a OMM obsahujici kyselinu sialovou (12-14 %).
NejrozsifengjsSim OMM je 2'-fukosyllaktoza (2'-FL), kterd patii do fukosylované skupiny.
Jedna se o trisacharid slozeny z jednotek L-fukoézy, D-galaktozy a D-glukézy spojené a-(1,2)
a p-(1,4) glykosidickymi vazbami (a-L-Fuc-(1,2)--D-Gal-(1,4)-D-Glc) (Owen, 2018; Corona,
2021).
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4 Metodika

Metodicka cast bakalaiské prace se zamétovala na sestaveni vhodného kultiva¢niho
média pro jednoduché testovani rastu Listeria monocytogenes na vybranych prebiotickych
sacharidech. Dale byla testovana ristova schopnost Listeria monocytogenes na beta(1,3)-D-
glukanu, inulinu, fruktooligosacharidech (FOS), galaktooligosacharidech (GOS), laktuloze,
rafindze, stachyoze, oligosacharidech matetského mléka (OMM) a 2’-fukosyllaktdze.
Pro testovani byly vybrany sbirkové izolaty Listeria monocytogenes z Katedry mikrobiologie,
vyzivy a dietetiky.

4.1 P¥iprava testovanych kultur Listeria monocytogenes

Pro testovani rtstové schopnosti L. monocytogenes na vybranych sacharidech byly
vybrany 4 sbirkové izolaty L. monocytogenes, které prezentovali 4 nejvice rozsifené sérotypy
(4b, 1/2b, 1/2a a 1/2c). Kazdy izolat byl izolovan z rizného zdroje a to ze salamu Vysocina,
ze stéru z pracovni desky v lahtidkarstvi, hovéziho tatardku, a vegetarianského mletého masa
(viz Tabulka €. 3).

Tabulka €. 3: Zdroje izolati L. monocytogenes

Cislo vzorku | Sérotyp Zdroje izolati

1 4b salam Vysocina

11 1/2b stéru z pracovni desky v lahtidkarstvi
56 1/2a hovézi tatarak

79 1/2¢ vegetaridnské mleté maso

Vybrané testované kmeny byly kultivovany v Brain heart infusion bujonu (BHI, Oxoid)
za anaerobniho prostiedi, pii 37 °C po dobu 24 hodin. Po kultivaci byla zkontrolovana Cistota
Cestrvé narostlych kultur pomoci mikroskopu. Poté byla zapomoci denzitometru (Biosan)
a McFarlandové zakalové stupnice stanovena koncentrace bakterii Vv kultufe. Na zakladé
zjiSténého zdkalu, byla kultura dale fedéna sterilnim fyziologickym roztokem na denzitu
odpovidajici hodnoté 1 na McFarlandové zakalové stupnici.

Pro odstranéni kultivacniho média od bakterialnich bunék bylo odebrano mnoZstvi 1 ml
narostlé kultury do mikrozkumavek (typ Eppendorf). Eppendortky byly nésledné
centrifugovany po dobu 2 minut pfi 14,5 tis. otacek za minutu. Po vyjmuti z centrifugy byl
odebran supernatant a bakterialni peletka byla proplachnuta v 1 ml fyziologického roztoku.
Toto proplachnuti bylo provedeno celkem 2x. Takto pfipravené kultury byly nésledné
zaoCkovany do tesovan¢ho média.

4.2 Sestaveni vhodného média pro testovani ristu Listeria monocytogenes na
sacharidech

Podminkou pro vhodné médium k testovani rGstu L. monocytogenes na vybranych
prebioticich bylo slozeni kultivaéniho média, na kterém vybrané izolaty L. monocytogenes
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nevykazuji rast bez ptidani zdroje sacharidu (zdroje uhliku). Pro toto testovani byla sestavena
4 rtizna bazalni média s odlisnym sloZenim (viz Tabulka ¢. 4).

Tabulka €. 4: Seznam bazalnich médii a jejich sloZeni

Médium SloZeni média

Mineralni médium Hydrogenfosfore¢nan draselny 1,73 g
Dihydrogenfosfore¢nan draselny 0,86 g
Heptahydrat siranu hote¢natého 0,1 g
Chlorid sodny 4 g
Heptahydrat siranu Zeleznatého 0,03 g
Dusi¢nan amonny 1 g
Dihydrat chloridu vapenatého 0,02 g
Demineralizovana voda 1 1

API CHL 50 Bakteriologicky pepton 10 g
Kvasnicovy extrakt 5 g
Polysorbat 80 1 ml
Citrat draselny 2 g
Octan sodny 2 g
Siran hotecnaty 0,2 g
Siran manganaty 0,2 ¢

Demineralizovana voda 1 1
API® Listeria Chlorid sodny 8,5 g

ZYM B ¢inidlo 5 ml

Demineralizovana voda 1 1
Vlastni médium Trypton 5 g

Chlorid sodny 9 g

Demineralizovana voda 1 1

Prvnim pokusnym médiem bylo mineralni médium, které bylo pfipravené dle Sekara
(2011). Skladalo se z hydrogenfosfore¢nanu draselného (Lachema), dihydrogenfosfore¢nanu
draselného (Lachema), heptahydratu siranu hote¢natého (Lachema), chloridu sodného
(Lachema), heptahydratu siranu Zeleznatého (Lachema), dusi¢nanu amonného (Lachema),
dihydratu chloridu vapenatého (Lachema) a glukozy (Penta).

Druhym pfipravovanym médiem bylo API CHLS50 médium, jehoZz ptiprava byla
na zéklad¢ kitu od firmy Biomérieux. To se sklddalo z bakteriologického peptonu (Oxoid),
kvasnicového extraktu (Oxoid), polysorbatu 80 (Lachema), citrdtu draselného (Lach ner),
octanu sodného (Lachema), siranu hote¢natého (Lachema), siranu manganatého (Lachema).

Tretim médiem, které bylo navafeno k pokusu, bylo médium podle komeréniho kitu
API® Listeria (Biomérieux) slouzici pro identifikaci bakterii rodu Listeria. Médium
obsahovalo 8,5 g/l chloridu sodného, a ¢inidlo ZYM B, které¢ obsahuje Fast Blue BB stil neboli
hemi (chlorid zine¢naty) sul, metanol a dimethylsulfoxid (DMSO). Diky pfidanému ¢inidlu
mohly aktivitu bakterii ukazat barevné zmény v médiu.

Poslednim zkousenym médiem bylo vlastni médium obsahujici 5 g/l tryptonu (Oxoid)
a 9 g/l chloridu sodného (Lachema).
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Jako jediny zdroj uhliku byla pro stimulaci riistu L. monocytogenes v médiich pouzita D-
glukoza o koncentraci 2 g/l (pozitivni kontrola).

Ptipravend média byla rozplnéna po 9 ml do penicilinek. Penicilinky byly nasledné

vlozeny na 10 minut do vodni lazné pfi teploté 80 °C. Ve vodni lazni probéhlo vytemperovani
médii a jejich nahtati. Dale bylo médium v penicilinkach probublavano oxidem uhli¢itym
(CO2), ¢imz bylo v médiich utvoieno anaerobni prostiedi. Penicilinky byly nasledné uzavieny.
Takto ptipravena média byla sterilovana v autoklavu po dobu 20 minut pfti teploté 121 °C.
Po vychladnuti bylo do jednotlivych médiich zaockovano 0,2 ml ptipravené Kultury Listeria
monocytogenes (kapitola 4.1). Pro testovani ristu L. monocytogenes byla pouzita samotna
bazalni média i pozitivni kontroly s ptidavkem D-glukézy. Takto piipravené vzorky byly
kultivovany 24 h pti 37 °C. Kazdé médium bylo ptipraveno ve tfech opakovanich.

Pro jednoduché testovani ristu Listeria monocytogenes na vybranych prebiotickych
sacharidech bylo vyzadovano ¢iré médium pied i po kultivaci u bazalniho média, a ¢iré médium
pted kultivaci a zakalené médium po kultivaci u média predstavujici pozitivni kontrolu.

4.3 Piiprava médii pro testovani riistu Listeria monocytogenes obsahujici
vybrané prebiotické sacharidy

Po otestovani vySe zminénych médii (kapitola 4.2) bylo dale vybrano nejvhodngjsi
médium, které bylo dale pouzivano pro testovani rastu Listeria monocytogenes na vybranych
prebioticich. Vybrdna byla béZzné pouZzivana prebiotika v podobé potravnich doplikl stravy
beta(1,3)-D-glukan (Brainwag Inc.), inulin (Frutafit), fruktooligosacharidy (Nutri-extract),
galaktooligosacharidy (Nutri-extract) a 2’-fukosyllaktoza (RAW’S). Dale byly vybrany také
laktuloza (Sigma), rafindza (Sigma), stachyoza (Sigma) a oligosacharidy matetského mléka
(izolované z matefského mléka z Katedry mikrobiologie, vyZivy a dietetiky, Roc¢kova, 2011).

Beta(1,3)-D-glukan od vyrobce Brainway Inc. byl slozen ze 100 % z beta-glukant
z kvasinek a z toho vice jak 86,6 % tvofil beta(1,3)-D-glukan. Inulin od firmy Frutafit mé&l
Cistotu vice jak 92 %. Fruktooligosacharidy a galaktooligosacharidy byly vyrobeny vyrobcem
Nutri-Extract a ob¢ prebiotika byla z vice jak 95 % Cista (tedy v 1 litru se nachazelo 0,1 g téchto
prebiotik). Od vyrobce RAW’S pochazela 2’-fukosyllaktdza a ta se skladala z vice jak 94 %
z indikovanych prebiotik. Laktuléza od vyrobce Sigma méla Cistotu vice jak 95 %. Rafindza
spole¢né se stachydzou vykazovaly 98 % Cistotu (Sigma). U oligosacharidli matefského mléka
neni ¢istota zndma.

Pro zajisteni sterility kultivaéniho média a zaroven zabranéni destrukce prebiotik byla
prebiotika dodavana do média zvlast’. Nejprve byl pfipraven koncentrovany roztok jednotlivych
sacharidut, kdy bylo navazeno 1,8 g prebiotika do 9 ml fyziologického roztoku NaCl. Prebiotika
byla ve fyziologickém roztoku fadné rozpusténa a nasledné byl roztok sterilné piefiltrovan pies
injekéni PES filtry s membranou o velikosti ok 0,22 pm (Rotilabo) do sterilnich zkumavek.
Pripravené roztoky prebiotik se v mnozstvi 0,1 ml dale steriln¢ zaockovaly do penicilinek
s bazalnim médiem. Konecna koncentrace sacharidu v penicilinkéach s kultivaénimi médii byla
2 g/l

Jedinym prebiotikem, které nemohlo byt steriln€ ptefiltrovano pres injekéni PES filtry,
byl beta(1,3)-D-glukan. VVzhledem K jeho ¢aste¢né rozpustnosti ve vodé, nebylo mozné jeho
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ptidani do médii jako u ostatnich prebiotik. Na zaklad¢ této vlastnosti byl beta-glukan vlozen
do bazalniho média a nasledné¢ doslo k jeho sterilovani v médiu obdobné jako u glukézy.

4.4 Stanoveni rustu Listeria monocytogenes na vybranych prebiotickych
sacharidech

Do piipravenych médiich (kapitola 4.3) bylo steriln¢ zaockovano 0,2 ml pfipravenych
kultur Listeria monocytogenes (kapitola 4.1). Kazda skupina byla pfipravena ve tiech
opakovanich. Jako pozitivni kontrola ristu bylo pouzito médium s piidavkem glukézy
o0 koncentraci 2 g/l. Vzhledem k necistotam vyskytujicich se v testovanych prebioticich byla
také zafazena kontrola s koncentraci gluk6ézy odpovidajici 5 % neznamych sacharidd,
tzn. 0,1 g/l. Jako negativni kontrola ristu bylo pouzito bazalni médium.

4.4.1 Stanoveni rustu Listeria monocytogenes na vybranych prebioticich rozpustnych
ve vodé

U pfipravenych vzorkl obsahujici sacharidy, které jsou rozpustné ve vod¢ (médium
s piidavkem glukozy, inulinu, fruktooligosacharidu, galaktooligosacharidi, 2’-fukosyllaktozy,
laktulézy, rafindzy, stachyodzy, oligosacharidy matefského mléka a médium bez sacharidi) bylo
odebrano 0,1 ml vzorku a dano do jamky v 96-jamkové mikrodesticce (VWR). Vzorky
Vv desti¢ce byly dale proméfeny pomoci pfistroje Infinite M200 Tecan, ktery zméfil denzitu
vzorku pii 620 nm. Pfipravené vzorky v penicilinkach byly kultivovany pti 37 °C po dobu
24 hodin. Po kultivaci byly jednotlivé vzorky zkontrolovany pod mikroskopem, ¢imz prob¢hla
kontrola Cistoty kultur.

U zkontrolovanych vzorkli byl opét odebran vzorek o objemu 1 ml a byla opét
proméfena denzita pii 620 nm pomoci pfistroje Infinite M200 Tecan. Poté byl urcen rozdil
denzit na zacatku a na konci experimentu a v programu Statgraphics byl vypod¢itan statisticky
vyznamny rozdil mezi risty u jednotlivych pokusnych skupin.

4.4.2 Stanoveni ristu Listeria monocytogenes na vybranych prebioticich nerozpustnych
ve vodé

U ptipravenych vzorka obsahujici beta(1,3)-D-glukan, nebylo mozné kviili vzniklému
zakalu po pridéani prebiotika do média, urcit riist kultur pomoci méteni denzity. Proto bylo nutné
rust kultur monitorovat pomoci mikrobiologického rozboru vzorkl. Pro srovnani ristu vici
médiu obsahujici 2 g/l glukdzy (pozitivni kontrole) a na médiu neobsahujici Zadny zdroj
sacharidu (negativni kontrole) bylo nutné stanovit riist bakterii pomoci mikrobiologického
rozboru 1 u téchto dvou skupin. Vzorky byly vzdy vyhotoveny ve stfech opakovéanich.

Vzorky byly natedény pomoci desitkového fedéni az do 8. fedéni (10®). Z penicilinek
bylo odebrano 0,1 ml narostlé¢ kultury a pfeneseno do penicilinky obsahujici 9 ml sterilniho
fyziologického roztoku. Tim vzniklo 2. fedéni (10°2). Z druhého fedéni bylo odebrano opét
0,1 ml roztoku a nasledn¢ bylo vlozeno do dal§i penicilinky obsahujici opét 9 ml
sterilniho fyziologického roztoku. Tim vzniklo 4. fedéni (107). Sesté fedéni probihalo stejné
jako ptedeslé fedéni. Sedmé a osmé fedéni uz probéhlo odbérem 1 ml roztoku z piedchoziho
fedéni. Z 6., 7. a 8. fedéni byly nafedéné vzorky naneseny v mnozstvi 0,5 ml do petriho misek
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a prelity BHI agarem. Takto pfipravené petriho misky byly dale kultivovany aerobné pii 37 °C
po dobu 24 hodin.

Po ziskédni pocth bakterii v jednotlivych médiich pfed i po kultivaci byl uréen rozdil
poctu na zacatku a na konci experimentu a v programu Statgraphics byl vypocitan statisticky
vyznamny rozdil mezi risty u jednotlivych pokusnych skupin.
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5 Vysledky

5.1 Stanoveni vhodného média pro testovani riistu Listeria monocytogenes
na vybranych prebioticich

Prvotnim cilem bylo stanovit médium vhodné pro kultivaci a testovani rastu Listeria
monocytogenes. U minerdlniho média byl pozorovan zékal jiz po ptipravé média a nebylo
mozné tudiz rozpoznat rustovou schopnost L. monocytogenes ani po kultivaci vzorkt. Rozdily
mezi obéma kontrolami nebyly zadné. Z tohoto diivodu nebylo mineralni médium vybrano
K testovani. Porovnani mize byt patrné na Obrazku ¢. 11.

Obrazek ¢. 11: Vzhled mineralniho média pied kultivaci (A) a po kultivaci (B). M+: pozitivni
kontrola s glukézou (2 g/1), M: negativni kontrola bez sacharidu

Na médiu API CHL 50 nebyl pozorovan zakal po piipravé média. Kmeny
L. monocytogenes byly ovSem schopny riist i na samotném bazalnim médiu bez pfidani
sacharidd, tudiz rozdil v zdkalech po kultivaci u médii nebyl patrny (viz Obrazek ¢. 12).
Médium bylo tudiz vyhodnoceno jako nevhodné pro testovani.

Obrazek €. 12: Vzhled média API CHL 50 pi‘ed kultivaci (A) a po kultivaci (B). CH+: pozitivni
kontrola s glukézou (2 g/1), CH: negativni kontrola bez sacharidu
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U média API® Listeria bylo cilem detekce ristu zména barvy média. Po pfipravé média
byla barva médii stejnd. Barva média se ovSem nezménila ani po kultivaci média, tudiz kmeny
listérii navykazovaly riist na tomto médiu (Obrazek ¢. 13).

Proto bylo médium API® Listeria vyhodnoceno jako nevhodné médium pro testovani
rustové aktivity L. monocytogenes.

Obrazek €. 13: Vzhled média API® Listeria pied kultivaci (A) a po kultivaci (B). L+: pozitivni
kontrola s glukézou (2 g/l), L: negativni kontrola bez sacharidu

Nejlépe se pro testovani prokdzalo vlastni médium (viz Obrazek ¢. 14). Narozdil
od ostatnich médii byl rast bakterii viditelny na médiu obsahujici glukézu a naopak nebyl
viditelny na médiu, které neobsahovalo zadny sacharid. Médium tedy nevykazovalo Zadné
senzorické vady, jako byl u predchozich médii zakal ¢i nedostatek riistu LM. Pro testovani tudiz
bylo vybrano médium vlastni, obsahujici 5 g/l tryptonu (Oxoid) a 9 g/l chloridu sodného.

Obrazek ¢. 14: Vzhled vlastniho tryptonového média pied kultivaci (A) a po kultivaci (B).
T+: pozitivni kontrola s glukézou (2 g/l), T: negativni kontrola bez sacharidu
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5.2 Stanoveni rustu Listeria monocytogenes na vybranych prebiotickych
sacharidech

Po zjisténi adekvatniho média pro testovani rastu L. monocytogenes bylo druhym cilem
urceni prebiotického sacharidu, ktery L. monocytogenes je schopna vyuzivat pro svij rust.
Vzhledem Kk rozdilnému stanoveni ristu byly vzorky s prebiotiky rozpustnymi ve vodé
vyhodnocovany zvlast’ od prebiotik nerozpustnych ve vodé.

5.2.1 Stanoveni rastu Listeria monocytogenes na vybranych prebioticich rozpustnych

ve vodé

Vysledky stanoveni rlstu na prebioticich rozpustnych ve vod¢ jsou vidét v Tabulce €. 5.

Tabulka ¢. 5: Riist Listria monocytogenes na vybranych prebiotickych sacharidech

Listeria
LM1 LM11 LM56 LM79 monocytogenes
pramér + SD
Sérotyp 4b 1/2b 1/2a 1/2¢ -

Pozitivni kontrola (2 g/l glukézy)  0,313+0,0724  0,280+£0,052"  0,254+0,064*  0,259+0,059"  0,276+0,064*

Kontrola (0,1 g/l glukozy) 0,064+0,014%® 0,064+0,00228¢  0,080+0,009°8  0,067+0,003®  0,069+0,0108
Negativni kontrola (zadné

sacharidy) 0,032+0,038%® -0,012+0,052°° 0,017+0,016%F 0,010+0,005%C 0,012+0,034°F

Inulin 0,054+0,012°8  0,055+0,008°5C  0,094+0,026%8  0,086+0,0108  0,072+0,0238

Fruktooligosacharidy 0,052+0,0628  0,059+0,0173¢  0,069+0,028¢  0,033+0,011B¢ 0,053+0,0325C

Galaktooligosacharidy 0,016+0,035"8  0,093+0,01238  0,035+0,005°°P  0,023+0,015°C 0,042+0,0368C

Laktuldza 0,028+0,0808  0,019+0,028°®  -0,001+0,01°  -0,010+0,001¢ -0,002+0,020°%

Rafindza 0,008+0,0138  0,012+0,004°°  0,007+0,012°  -0,006+0,014° 0,005+0,012PF

Stachydza 0,064+0,01128 0,022+0,017°CC  0,029+0,010°°°  0,005+0,010C  0,030+0,025¢P

2’-fukosyllaktoza 0,038+0,004%8 0,025+0,006%°CP 0,030+0,009%°P  0,022+0,012°C 0,029+0,009CPE

Oligosacharidy matefského mléka 0,057+0,028%8 0,021+0,014%CP  0,032+0,014%°P  -0,012+0,019°¢ 0,024+0,031CPE

Data jsou vyjadiena jako rozdily denzity od pocatecni a koneéné denzity pti 620 nm. VSechna data pro

jednotlivé kmeny jsou priméry z trojnasobného stanoveni + smérodatna odchylka.

ABCDE

abc

statisticky vyznamny rozdil v ¥adcich (P<0,05)

statisticky vyznamny rozdil ve sloupcich (P<0,05)

Primérna rozdilna denzita kultur L. monocytogenes od pocate¢ni do kone¢né denzity

pfi 620 nm byla u pozitivni kontroly obsahujici 2 g/l glukdzy stanovena na hodnotu
0,276+0,064. Primérna rozdilna denzita od pocate¢ni do konecné denzity pii 620 nm u kontroly
obsahujici 0,1 g/l glukézy byla stanovena na hodnotu 0,069+0,010. Primérna rozdilna denzita
od pocatecni do konecné denzity pti 620 nm u negativni kontroly (médium bez sacharidt) byla
stanovena na hodnotu 0,012+0,034. Mezi témito tfemi kontrolami byly nalezeny statisticky
vyznamné rozdily (P<0,05), kdy kontrola pozitivni obsahujici 2 g/l glukézy vykazovala
nejvyssi rust, kontrola obsahujici 0,1 g/l vykazovala snizeny rdst a negativni kontrola
vykazovala pouze riist nepatrny.

U jednotlivych prebiotik se vysledky rustu liSily. Rusty kultur L. monocytogenes
na prebioticich obsahujici inulin, fruktooligosacharidy a galaktooligosacharidy se statisticky
vyznamé nelisily (P<0,05).
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Statisticky vyznamny rozdil (P<0,05) u rustu kultur L. monocytogenes na inulinu byl
pozorovan U pozitivni kontroly 2 g/l glukdzy a u negativni kontroly, kdy primérny nartst
L. monocytogenes na inulinu byl 0,072+0,023. Zaroven se rist na inulinu statisticky vyznamé
(P<0,05) nelisil od rustu listérii na kontrole 0,1 g/l gluk6zy. U inulinu byly mezi jednotlivymi
kmeny zaznamenany statisticky vyznamné rozdily (P<0,05), kdy se statisticky vyznamé lisil
rast mezi sérotypy 4b (0,054+0,012), 1/2b (0,055+0,008) a 1/2a (0,094+0,026), 1/2c
(0,086+0,010). Sérotypy 1/2a a 1/2¢ vykazovaly vétsi narist nez sérotypy 4b a 1/2b.

Na fruktooligosacharidech byla zaznamenana zména denzity pii 620 nm o hodnoté
0,053+0,032. Stejné jako u inulinu se statisticky vyznamé 1isil rust na fruktooligosacharidech
od pozitivni kontroly 2 g/l glukézy a od negativni kontroly, avsak vici kontrole 0,1 g/l glukozy
nebyl zaznamenan zadny statisticky vyzmany rozdil (P<0,05). U fruktooligosacharidi nebyl
zaznamenan statisticky vyznamny rozdil (P<0,05) v rustu mezi kmeny.

Rust L. monocytogenes na galaktooligosacharidech (0,042+0,036) vykazovaly statisticky
vyznamné rozdily (P<0,05) v porovnani s pozitivni a negativni kontrolou a zadny statisticky
vyznamny rozdil (P<0,05) v porovnani s kontrolou obsahujici 0,1 g/l glukézy. Kmenoveé
specificky rist byl zaznamenan u kmene 1/2b, kdy hodnota rozdilu denzity pii 620 nm
0,093+0,012 byla nejvyss$i v porovnani S ostatnimi sérotypy. Kmeny 4b, 1/2a a 1/2c se
statisticky vyznamn¢ lisily (P<0,05) od kmene 1/2b.

Rist L. monocytogenes na ostatnich testovanych prebioticich se na rozdil od inulinu,
fruktooligosacharidi a galaktooligosacharidi, statisticky vyznamé odlisovaly (P<0,05)
od pozitivni kontroly (2 g/l glukézy) i od kontroly obsahujici 0,1 g/l glukdzy. VSechna tato
prebiotika vykazovala nizsi riist nez vySe zminéné kontroly. Zarovenl nebyl nalezen zadny
statisticky vyznamny rozdil (P<0,05) mezi rasty na téchto prebioticich a negativni kontrolou.

Primérny nartist pii 620 nm na laktuléze byl -0,002+0,020. Zaroveii nebyl nalezen
zadny statisticky vyznamny rozdil (P<0,05) mezi risty u jednotlivych kmeni. Primérny rist
L. monocytogenes pii 620 nm na rafinéze byl 0,005+0,012. Stejné jako u laktulézy nebyl
u rafinézy nalezen zadny statisticky vyznamny rozdil (P<0,05) mezi rlsty u jednotlivych
kment.

Na stachyodze byla zaznamenan primérny nartist L. monocytogenes pti 620 nm, ktery
dosahoval hodnoty 0,030+0,025. U stachy6zy byly zaznamenany statisticky vyznamné rozdily
(P<0,05) v ristu mezi jednotlivymi kmeny, kdy se statisticky vyznamé liSily hodnoty rozdilu
denzity pti 620 nm mezi sérotypy 4b (0,064+0,011), 1/2b (0,022+0,017), 1/2a (0,029+0,010)
a1/2c (0,005+0,010). U kmene 4b byla hodnota narGstu L.monocytogenes nejvyssi
V porovnani s ostatnimi kmeny.

Primérny nartst pfi 620 nm na 2’-fukosyllaktéze byl zaznamenan o hodnoté
0,029+0,009. U tohoto prebiotického sacharidu byl zaznamenan kmenové specificky rist
L. monocytogenes mezi kmeny 4b a 1/2c. Kmen 4b vykazoval v porovnani s ostatnimi sérotypy
nejvyssi hodnotu rozdilu denzity pii 620 nm 0,038+0,004. Kmen 1/2¢ (0,022+0,012) se
statisticky vyznamné lisil (P<0,05) od kmene 4b.

Na oligosacharidech matetského mléka byl pfi 620 nm zaznamenan primérny narist
V hodnoté 0,024+0,03 1. Nartist na oligosacharidech matefského mléka byl kmenové specificky.
Statisticky vyzmané rozdily (P<0,05) v narastu byly zaznamenany mezi kmeny 4b
(0,057+0,028), 1/2a (0,032+0,014) a 1/2c (-0,012+0,019). Sérotypy 4b a 1/2a vykazovaly vétsi

37



nartst nez sérotyp 1/2c. Kmen 1/2b nevykzoval (0,021+0,014) statisticky vyznamny rozdil
(P<0,05) v porovnani s ostatnimi sérotypy.

5.2.2 Stanoveni rastu Listeria monocytogenes na vybranych prebioticich nerozpustnych
ve vodé

Vysledky stanoveni rlstu na prebioticich nerozpustnych ve vodé jsou vidét
v Tabulce ¢. 6.

Tabulka €. 6: Rist Listeria monocytogenes na vybranych prebiotickych sacharidech

Listeria
LM1 LM11 LM56 LM79 monocytogenes
primér + SD
Sérotyp 4h 1/2b 1/2a 1/2¢c -

Pozitivni kontrola (2 g/L glukozy)  1,56+0,72A 1,240,03A 0,95+0,01A 1,24+0,15A 1,24+0,252
Negativni kontrola (zadné

sacharidy) 0,33+0,058 0,49+0,128 0,16+0,028 0,24+0,118 0,30+0,148
Beta(1-3)-D-glukan 1,05+0,094 1,43+0,67 4 0,96+0,074 1,48+0,724 1,234+0,26”

Data jsou vyjadiena jako rozdily denzity od pocate¢ni a koneéné denzity log KTJ/ml. VSechna data pro
jednotlivé kmeny jsou priméry z trojndsobného stanoveni + smérodatné odchylka.

AB statisticky vyznamny rozdil ve sloupcich (P<0,05)

Primérny rozdil poc¢tu kultur L. monocytogenes od poc¢atku do konce experimentu byl
U pozitivni kontroly obsahujici 2 g/l glukézy stanoven na hodnotu 1,24+0,25 log KTJ/ml.
Primémy rozdil poctu bakterii na zacatku a na konci experimentu u negativni kontroly
(médium bez sacharidi) byl stanoven na hodnotu 0,30+0,14 log KTJ/ml. Mezi témito dvéma
kontrolami byly nalezeny statisticky vyznamné rozdily (P<0,05), kdy kontrola pozitivni
obsahujici 2 g/l gluk6zy vykazovala nejvyssi rast a negativni kontrola vykazovala pouze rist
nepatrny.

Statisticky vyznamny rozdil (P<0,05) u rdstu kultur L. monocytogenes na beta-glukanu
byl pozorovan pouze u negativni kontroly, kdy primérny nardst L. monocytogenes na beta-
glukanu byl 1,23+0,26 log KTJ/ml. Zaroven se rust na beta-glukanu statisticky vyznamé
(P<0,05) nelisil od rustu listérii na pozitivni kontrole 2 g/1 glukézy. U beta-glukanu nebyly mezi
jednotlivymi kmeny zaznamenany statisticky vyznamné rozdily (P<0,05).
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6 Diskuze

Listeria monocytogenes je mala, grampozitivni, fakultativné anaerobni, nesporulujici,
ty¢inka vyskytujici se v rizném prostfedi. K ristu bakterii dochazi mezi -0,4 a 50 °C,
ale optimalni teplotni rozsah je 30-37 °C. Zminéné $iroké teplotni spektrum vykazuje vysokou
odolnost L. monocytogenes a zaroven demonstruje i jeji schopnost piezivat ¢i rust
V nepiiznivém prostiedi. (Brychta, 2018). Tato bakterie je nenaro¢na, ale pro rist vyzaduje
zakladni ziviny. Mezi nezbytné Ziviny se fadi sedm aminokyselin (leucin, valin, izoleucin,
cystein, glutamin, methionin a arginin), kdy pfedev§im cystein a methionin jsou potiebnymi
AMK, jakozto zdroje siry vyuzivané listériemi ke kultivaci. Pro svij rust preferuje
L. monocytogenes jako hlavni zdroj uhliku glukézu. Vyuziva vsak i jiné sacharidy jako jsou
fruktdza, mandza, trehaldza ¢i celobioza. (Premarante, 1991; Sauer, 2019).

Pti testovani prebiotik rozpustnych ve vodé, byl zaznamenan rist L. monocytogenes
oproti negativni kontrole u inulinu, fruktooligosacharidi a galaktooligosacharidd. Rist ovSem
nebyl srovnatelny s ristem na pozitivni kontrole obsahujici 2 g/1 glukozy, kde byl rist vyrazné
VYys§i nez na testovanych prebioticich. Nabizi se tedy otazka, pro€ k rtistu listérii doslo.

Fruktooligosacharidy a inulin jsou prebiotika slozena z fruktézovych jednotek spojenych
B-(1,2) glykosidickou vazbou, kdy se pouze lisi délkou fruktézovych jednotek v sacharidu
(Gibson, 2004b; Davani-Davari, 2019). Vzhledem k tomu, Ze je L. monocytogenes ke svému
rustu schopna vyuzivat kromé glukézy i fruktozu, ze které se fetézce inulinu
a fruktooligosacharit skladaji, predpokladali jsme, Ze pokud by kultury L. monocytogenes byly
schopny §tépit B-(1,2) glykosidickou vazbu, které spojuji jednotlivé fruktézové jednotky, bude
narlst bakterii srovnatelny s pozitivni kontrolou (2 g/l glukdzy). JelikoZ se riist ovSem lisil,
ptedpokladame, ze byl riist zptisoben spiSe jinymi faktory, které jsou popsany nize.

Galaktooligosacharidy patfi mezi prebiotika slozena z molekul galaktézy a jedné
terminalni glukozy, kdy se v fetézci zpravidla nachazi 2 — 8 jednotek galaktdzy spojenych [3-
(1,6) glykosidickymi vazbami (Gibson, 2004a). Bylo prokazano, ze L. monocytogenes je
schopna $tépit B-(1,6) glykosidické vazby (Bierne, 2007), ale nebot’ galaktoza nepatii mezi
substraty, které poskytuji zdroj uhliku pro rtst bakterii L. monocytogenes, je spise
nepravdépodobné jejich Stépeni a dalsi vyuziti pro kultivaci samotnych listérii.

Vhledem k tomu, ze byl zaznamenan rist, které nebylo mozné teoreticky vysvétlit
a prebiotika nebyla 100% Ccistd, bylo nutné vysledky riistu porovnat i s kontrolou obsahujici
0,1 g/l glukézy. Toto mnozstvi demonstrovalo mnozstvi potencidlnich necistot v testovanych
prebioticich. Mezi témito skupinami nebyl sledovan statisticky vyznamny rozdil (P<0,05), tudiz
mizeme predpokladat, ze rust, ktery byl zaznamenan na inulinu (Cistota >92 %),
fruktooligosacharidech (Cistota >95 %) a galaktooligosacharidech (Cistota >95 %) nebyl
Vv testovani, kdy ptimési jako glukoza, fruktéza ¢i rhamnoza mohly byt vyuzity jako zdroje
pomnozeni listérii.

Pfestoze ostatni prebiotika (stachydza — Cistota >98%, rafin6za — Cistota >98 %, 2'-
fukosyllaktoza — Cistota >94 %) vykazovala podobnou cistotu, jako vySe zminéna prebiotika,
nebyl na téchto prebioticich zaznamenan rist kultur L. monocytogenes. To mohlo byt

vvvvv

pro sviij rast.
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Vzhledem k tomu, Ze byl zaznamenan stejny rust L. monocytogenes na beta(1,3)-D-
glukanu jako na glukéze, z vysledka vyplyva, ze L. monocytogenes je schopna tento prebioticky
sacharid stépit. Beta(1,3)-D-glukan je prebioticky polysacharid tvofeny pouze z monomera
glukozy, které jsou spojené B-(1,3) glykosidickymi vazbami (Mudgil, 2017). JelikoZ je tento
prebioticky polysacharid slozen jen z gluk6zovych jednotek, které se povazuji za hlavni zdroj
uhliku v metabolizmu listérii, 1ze ptfedpokladat, ze L. monocytogenes tato prebiotika dokéze
Stépit a je na nich schopna rist. Toto tvrzeni mize byt také podlozeno faktem z mnoha studii
(Bae, 2013; Gunathilake, 2013; Agostoni, 2017), Ze je L. monocytogenes schona stépit celulozu,
ktera je stejn€ jako beta(1,3)-D-glukan fazena do betaglukanti (Slukovéd, 2017). Otazkou je,
zdali se nezménily vlastnosti beta(1,3)-D-glukanu vlivem tepelného osetieni. Dle studie Bai et
al. (2021) jsou popsany vlastnosti beta-glukanti dokazujici jejich termostabilitu do 180 °C. Zhao
et al. (2020) zminuji pozorovani rozkladu B-glukanu pfi teplotach od 180 °C do 350 °C, coz
bylo zptuisobeno §tépenim dlouhych fetézcu a chemickych vazeb. Ovsem Oliveira et al. (2012)
zminuji, ze vysoké teploty presahujici 60 °C jiz mohou degradovat beta-glukany na fragmenty
s nizkou molekulovou hmotnosti nebo dokonce depolymerizovat line4rni struktury, ¢imz se
zmeéni jejich mnozstvi a pravdépodobné zméni i samotné chovani beta-glukant. V ptipadé, ze
by pouzité beta-glukany podlehly degradaci v pribéhu sterilace pii 121°C , mohly by kmeny
listérii ke svému rlstu vyuzivat nastépené fragmenty fetezce. Z hlediska Cistoty pouzitého
vzorku beta-glukanu od vyrobce Brainway Inc. (100 % beta-glukant z kvasinek, z toho >86,6
% beta(1,3)-D-glukanti) lze usuzovat, ze narst L. monocytogenes nebyl ovlivnén zadnymi
jinymi ptimésemi sacharidu (napt. glukoéza nebo fruktoza), které L. monocytogenes snadno
Stépi a vyuziva ke svému ristu.

Jelikoz se L. monocytogenes fadi mezi patogenni druhy zpiisobujici listeridzu, je pro tuto
bakterii dilezitd virulentni vlastnost. Mezi faktory virulence je zafazeno minimalné 9 genli
a jejich produktt, které jsou vyzadovany pro infekci, invazi, pteziti, mobilitu a $ifeni z bunky
do bunky (Blazkova, 2005; Bergey, 2009). Virulentni faktory jsou z velké Casti ovlivnény
sacharidy v bunkach hostitele. Abdelhamed et al. (2019) ve své studii zminuji pét viruletnich
faktor znichz jeden je pro sacharidy podstatny: fosfotransferazovy systém (PTS)
s enzymatickou podjednotkou transportéru fruktozy (EIIC). Podle Abdelhameda et al. (2019)
je velmi dulezitd role fosfotransferazové slozky EIIC, ktera se tadi k zdkladni sloZce
fosfotransferazového systému (PTS). Ten je zodpovédny za rozpoznani, selektivni vazbu
a transport specifickych molekul cukru ptes buné¢nou membranu do cytoplazmy. Role EIIC je
podstatnd, jelikoz rast L. monocytogenes jako intraceluldrniho patogenu zavisi na efektivnim
vyuziti cukru z hostitele. Prispiva tedy k selektivnimu transportu cukrii ptes vnitini bakterialni
membranu (Abdelhamed, 2019). Jak uvadi Deutscher et al. (2014) ve své studii, jsou praveé
bakteriemi, mezi nimiz jsou i listérie, pfijimany cukry a jejich derivaty, jako zdroje uhliku
pro svlyy riast v hostitelskych buiikach. Tento proces je mozny pravé prostiednictvim
fosfotransferazového systém (PTS). Komponenty EIIC jsou rozdéleny do nékolika skupin,
véetné podtiid pro glukézu, sachardézu, mannitol, fruktdézu, laktdozu, mandézu a celobidzu
(Abdelhamed, 2019). Aké et. al (2011) zminuji ve své studii, ze rdast L. monocytogenes
na ucinné¢ metabolizovanych zdrojich uhliku, jako je glukdza, celobidza ¢i fruktdéza, ma
represivni Gi¢inek na expresi n€kolika gent virulence. Naptiklad Park a Kroll (1993) ve studii
uvadéji, Ze pfitomnost celobidzy v ristovém médiu silné potlacila expresi gent hly a plcA,
zatimco jiné bézné fermentovatelné sacharidy nemély zadny ucinek. Represe genii virulence
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neméni mnozstvi PrfA proteinti (pisobici jako hlavni regulatory exprese virulen¢nich faktort)
v bunikach, ale ovliviiuje jejich aktivitu. Dle experimentd je patrné, ze slozky
fosfotransferazového systému (PTS) hraji klicovou roli v regulaci exprese virulentnich gent
(Aké, 2011). Glukoza je naptiklad hlavnim zdrojem uhliku pro bakterie, pfesto piisobi jako
katabolicky represor pro n¢které faktory virulence (Jaradat, 2002). Zdroj sacharidu tedy muze
ovlivnit nékolik virulentnich genti, avSak neovlivni vS§echny. Celkova patogenita vSak mtize byt
témito vlivy snizena.

Sacharidy mohou také ovlivnit citlivost ¢i rezistenci L. monocytogenes na antibiotika
I bakteriociny. Spizek (2016) definuje bakteriociny jako antimikrobidlni bilkoviny
produkované probiotickymi bakteriemi a fadi je k antibitotikiim. Ve studii Balay et al. (2018)
se uvadi, ze prebiotické sacharidy jako gluk6za, manéza ¢i fruktdza zvysuji citlivost nékterych
kmenti L. monocytogenes na bakteriociny, zatimco sacharidy jako celobidza a sachardza zvysSuji
schopnost L. monocytogenes vytvafet rezistenci na bakteriociny. Dle studie je patrné, Ze
sacharidy mohou ovlivnit schopnost bakterii L. monocytogenes riist v ptitomnosti bakteriocinti
a jinych antibiotik.

Vzhledem ke 7zjiSténi, Ze mohou sacharidy ovlivnit virulenci a citlivost
k antimikrobialnim latkdm u L. monocytogenes, nabizi se otazka, jaky vliv na virulenci
a antibiotickou rezistenci mohou testovand prebiotika na kultury L. monocytogenes mit,
zejména pak u beta(1,3)D-glukanu, na kterém L. monocytogenes vykazovala rist.

Dulezitym faktorem ovSem je také celkova funkce prebiotik, které celkové podporuji
zdravi hostitele. Prebiotika maji obecné schopnost vyzivovat zdravi prospé$né (probiotické)
bakterie, které inhibuji patogenni L. monocytogenes v lidském gastrointestinalnim traktu.
Vedle inhibi¢nich vlastnosti vii¢i patogennim druhiim bakterii vykazuji probiotika (jako jsou
bakterie mlé¢ného kvaseni, bifidobakterie a probiotické kvasinky) i zvySeni chuti a prodlouzeni
trvanlivosti potravin. Zaroven probiotika uc¢inné kontroluji rast L. monocytogenes in vitro
prostfednictvim kompetitivniho chovani jednotlivych probiotickych kmenti nebo produkei
metaboliti (oxid uhli¢ity, vodik, metan, mastné kyseliny s kratkym fetézcem (SCFA) a dalsi
organické kyseliny) s antimikrobialnimi aktivitami mezi které patii napt. snizeni pH v tlustém
stfevé (Goderska, 2008; Wu, 2022). Témito zpusoby se tedy mize zlepSovat zdravotni stav
hostitele 1 jeho odolnost vii¢i pronikani patogenilt do organismu. Dle studie Goderska et al.
(2008) vyzaduji bifidobakterie pro svou kultivaci v médiich ptitomnost zdroje uhliku. Vedle
glukozy jsou vSechny bifidobakterie schopné vyuZit galaktozu, laktozu a obvykle i1 fruktdzu.
Na rozdil od listérii jsou bifidobakterie schopné Stépit i polysacharidy, které se pomoci
intracelularnich enzymt pfeménuji na fosfaty glukozy a jsou dale bifidobakteriemi
metabolizovany. VétSina laktobacili mize fermentovat amygdalin, cellobiozu, fruktozu,
galaktozu, glukdzu, laktozu, maltdzu, mandzu, salicin, sacharozu a trehalozu (Goderska, 2008).
Goderska et al. (2008) dale zminuji, ze k rlstovym Substratim stfevnich bakterii se fadi
rezistentni Skroby, dietni vlaknina, cukry, oligosacharidy, proteiny, peptidy a aminokyseliny.
Watson et al. (2013) ve své studii srovnavaji metabolické charakteristiky laktobacilt
a bifidobakterii. Ve zminéné studii je prokézano, ze GOS, FOS/inulin a jina prebiotika, jako je
laktuléza (v piipad€ laktobacilit) jsou probiotickymi kmeny bakterii metabolizovany
a podporuji jejich rlist v gastrointestinalnim traktu ¢lovéka. V této studii jsou pouzity vzorky
GOS, FOS a FOS/inulin, které obsahuji znaéné mnoZstvi mono- a disacharidii (glukozy
a fruktézy), coz miize zptisobit urcité zveliceni pozorovanych ristovych schopnosti (Watson,
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2013). Z této studie je prokazana mikrobialni spotieba prebiotickych sacharidii pro laktobacily
a bifidobakterie bez zjevné selektivity pro rizné slozky prebiotik. Zaroven studie ukazuje, ze
za ucelem zvySeni diverzity stievni mikrobioty jsou pouzita konkrétni prebiotika podporujici
rust urcitych kmenti/druhti. Touto studii dle Watsona et al. (2013) je zduaraznén potencial
prebiotik selektivné obohacovat probiotické kmeny a zaroven zabranovat kolonizaci stfevni
mikrobioty patogennimi mikroorganismy. Prebiotika vyuzivaji rozdill v preferencich substratu
a konkuren¢nich schopnosti bakterii v gastrointestinalnim traktu (Watson, 2013). Proto
prebiotika hraji dilezitou roli v lidském zdravi a jsou tedy podstatnou slozkou potravy.
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Z.avér

Bylo setaveno médium, na kterém mohla byt otestovana schopnost riistu vybranych
kment Listeria monocytogenes na prebiotickych sacharidech jako jediném zdroji
uhliku.

Schopnost ristu Listeria monocytogenes byl potvrzen u beta(1,3)D-glukanu.

U inulinu, fruktooligosacharidi a galaktooligosacharidl, byl také zaznamendn rist
kmenii L. monocytogenes. Tento rtist byl ovSem nejspiSe zptisoben monosacharidy,
které se v prebiotickych dopliicich stravy mohou vyskytovat.

U laktulozy, rafindzy, stachyozy, 2’-fukosyllaktozy a oligosacharidech matefského
mléka nebyl zaznamenan rtist vybranych kment.

Celkové byl prokazan kmenové specificky rust testovanych kment L. monocytogenes.
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