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Vyskyt Listeria monocytogenes v objemnych krmivech

Souhrn

Listeria monocytogenes je fakultativné anaerobni intraceluldrni patogen, ktery je
prakticky vSudypritomny. Nejcastéji se vSak vyskytuje v padé, na rostlinach a v travicim
traktu zvifat. ZpUsobuje alimentarni onemocnéni zvané listeridza u rlznych druht zvirat a
také u ¢lovéka. Hospodarska zvirata a prostfedi farem mohou byt vyznamnym rezervoarem
téchto bakterii. Nejcastéji dochazi k infekci zvifat po pozfeni kontaminovaného krmiva, v
podobé nekvalitné fermentované silaze. Ackoliv se listeridza objevuje spiSe sporadicky, jedna
se o velice zadvaznou a jednu z nejsmrtelnéjsich bakterialnich infekci alimentarniho plvodu.
L.  monocytogenes  zpuUsobuje febrilni  gastroenteritidu, v horSich  pfipadech
meningoencefalitidu, potraty, septikémii, v nejvazinéjsich pfipadech i smrt.

Proto bylo cilem bakalafské prace sledovat pfitomnost L. monocytogenes ve vzorcich
silaze a senaZe. Testovano bylo celkem 20 rdznych vzorkd (5x vojtéskova sendz, 2x
vojtéskova silaz, 7x kukuri¢na silaz, 6x Zitna sendz). Prikaz L. monocytogenes by proveden
kultivaéné dle normy CSN EN 11290-1/2017. Vzorky byly nejprve pomnoZeny v primarnim
médiu, polovi¢nim bujonu podle Frasera po dobu 24 hodin a pfi 30 °C. Nasledné bylo
provedeno sekundarni pomnoZeni ve Fraser bujonu pfi 30 °C po dobu 24 a 48 hodin.
Soucasné probéhlo naockovani na selektivni pidu Chromogenic listeria agar, ktery byl
kultivovan pfi 37 °C po dobu 24 h a 48 hodin. Druhova identifikace byla provedena pomoci
hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za Ucasti matrice s prlletovym
analyzatorem (MALDI-TOF). U vybranych kmenu byla provedena sekvenace genu pro 16S
rRNA. Kontaminace L. monocytogenes nebyla prokdzana v Zzadném vzorku. Zato byl nalezen
jiny zastupce z rodu Listeria, Listeria innocua se schopnosti produkce lecitindzy. Dale byli

detekovani zdstupci rodU Bacillus, Enterococcus, Staphylococus, Lysinibacillus a Lactobacillus.

Klicova slova: Listeria monocytegens, sendz, silaz, alimentarni onemocnéni, patogenita



Occurrence of Listeria monocytogenes in roughage
feedstuffs

Summary

Listeria monocytogenes is facultative anaerobic intracellular pathogen occurring
almost everywhere in nature. The most often these bacteria can be found in the soil, on
plants and in the digestive tract of animals. L. monocytogenes is a causative agents of
infectious and fatal disease called listeriosis. It affects various animal species, usually
ruminants and also humans. Livestock and farms environment can be a significant reservoirs
of these bacteria. The most infection outbreaks are due to ingestion of contaminated feed,
in the form of poorly fermented silage. Although the appearance of listeriosis is sporadic, it
is very serious and one of the deadliest bacterial infections of alimentary origin. L.
monocytogenes causes febrile gastroenteritis, in worse cases meningoencephalitis, abortion,
septicemia and in the most severe cases even death.

Therefore the aim of this bachelor thesis was to monitor the presence of L.
monocytogenes in silage and haylage samples. A total of 20 various samples were tested (5x
alfalfa haylage, 2x alfalfa silage, 7x corn silage, 6x rye haylage). Detection of L.
monocytogenes was performed by cultivation method according to standard CSN EN 11290-
1/2017. Samples were firstly cultivated in half Fraser broth at 30 °C for 24 hour .
Subsequently, aliquot was transferred into full Fraser broth and cultivated at 30 °C for 24
and 48 hour. One drop of bacterial suspension from both media was spread on Chromogenic
listeria agar plates and incubated at 37 °C for 24 and 48 hour durations. After cultivation,
bacterial isolates were taken and identified using mass spectrometry with laser desorption
and ionization of the matrix using a flow-through analyzer (MALDI-TOF). 16S rRNA gene
sequencing was performed on selected strains. Contamination by L. monocytogenes was not
detected in any sample. Instead, another representative of the genus Listeria, Listeria
innocua with the ability to produce lecithinase, was found. Representatives of the genera

Bacillus, Enterococcus, Staphylococus, Lysinibacillus and Lactobacillus were also found.

Keywords: Listeria monocytogenes, haylage, silage, foodborne iliness, pathogenicity
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1 Uvod

Listeria monocytogenes je grampozitivni bakterie ve tvaru kratkych tycinek, ktera je
nendroc¢na na kultivaci. Je schopna prezit a rast v prostredi, které ma obsah 13-14 % NaCl a
zaroven je schopna prospivat i pfi nizkych teplotach a pH. Vzhledem k témto schopnostem se
vyskytuje ve vSech prostredich jako jsou trdvici trakt lidi a zvifat, odpadni voda, plda,
kontaminované potraviny, rostliny a silaze (Logan & De Vos 2009; Shamloo et al. 2019).

Hospodarska zvirata a prostfedi farem jsou vyznamnymi rezervoary této bakterie.
Kinfekci zvifat dochazi obvykle pozienim kontaminované potravy a krmiva, vzacné pak
kontaktem ¢&i horizontdInim prenosem z matky na plod. Zvite pak produkuje vykaly, které
obsahuji L. monocytogenes a pfi hnojeni pole dochazi ke kontaminaci pidy nebo plodin.
Nejcastéji je listeridza spojovana s prezvykavci, véetné skotu, ovci a koz, ktefi jsou krmeni
sildZzemi a ti jsou Casto hostiteli L. monocytogenes (Hunt et al. 2012).

L. monocytogenes zplUsobuje onemocnéni zvané ,listeridza“ u zvifat a lidi. Toto
onemocnéni zplUsobuje potraty, gastroenteritidy, sepse, meningitidu, v nejhorsich pripadech
dokonce i smrt (Dortet et al. 2009). Nejvice jsou ohrozZeni jedinci s oslabenym organismem.
Listerie ovliviiuje ztraty v chovech, kdy mira zotaveni u ovci a koz je az 30 % a u skotu 50 %
(Dhama et al. 2015). Dale je potfeba uvést Ze, potraviny Zivoc¢isného plvodu pochazejici
z nakazeného zvifete mohou vést k nasledné nakaze Clovéka, kde i pres véasnou lécbu
antibiotiky dochazi ve 20-30 % k umrti (Hunt et al. 2012; Vazquez-Boland et al. 2001).

Prevenci proti ndkaze je sprdvna Uprava potravin a jejich zpracovani, zejména jedna-li
se o suroviny v syrovém stavu. U krmiv je spravnym opatfenim vyrobit kvalitni silaz, pfi jejiz
fermentaci kleslo pH pod 4,2 a byl vylouéen kyslik (Fenlon 1985; SZPI, 2015; Queiroz et al.
2018).



2 Védecka hypotéza a cil prace

Hypotéza: Predpokldaddme, Ze v objemnych krmivech uréenych pro zkrmovani
v chovech hospodarskych zvifat bude prokdazana kontaminace bakterii Listeria
monocytogenes.

Cilem bakalarské prace je testovani vyskytu této bakterie ve vzorcich objemnych

krmiv a vyhodnoceni vysledku z hlediska bezpecnosti.



3 Literarni reserse

3.1 Charakteristika rodu Listeria

3.1.1 Obecna charakteristika

Bakterie rodu Listeria jsou z morfologického hlediska kratké grampozitivni tycinky o
velikosti 0,4-0,5 x 1-2 um s rovnymi stranami a zaoblenymi konci. Mohou se ale také
vyskytovat v témér kokovité formé. Listérie netvori spéry ani pouzdra. Nejcastéji se vyskytuji
jednotlivé nebo v kratkych fetizcich. Starsi kultury mohou byt gramvariabilni nebo vytvaret
vldknité formy. Pfi teplotach nizSich nez 30 °C tvofi peritrichdIni biciky. Listeria
monocytogenes, a Listeria ivanovii, jsou pfiklady pohyblivych zastupcd tohoto rodu (Dongyou
2006; Logan & De Vos 2009; Schardt et al. 2017).

Jsou aerobni nebo fakultativné anaerobni, kataldza pozitivni a rostou i pti 10%

koncentraci NaCl (Logan & De Vos 2009).

3.1.2 Taxonomie rodu Listeria

Rodu Listeria nalezi do celedi Listeriaceae, tadu Bacillales, tfidy Bacili, kmene
Firmicutes, domény Bacteria (Logan & De Vos 2009). Mnoho let bylo problematické
charakterizovat ptibuznost uvnitf a vné rodu. Pouziti technik numerické taxonomie,
makromolekularni analyzy a zejména homologie DNA / DNA a 16S rRNA vsak prispélo k
lepsSimu pochopeni vnitfniho sloZeni rodu a zacalo objasfovat vztah rodu k jinym
grampozitivnim taxonUm napfiklad rodu Brochothrix (Jones 1988), ktery je rovnéz clenem
Celedi Listeriaceae. Tato Celed je také ptibuzna s dalSimi grampozitivnimi bakteriemi s nizkym
obsahem G+C, zejména z rodu Bacillus.

Oficialni objev rodu Listeria se datuje do roku 1924, kdy Murray, Webb a Swann
izolovali L. monocytogenes jako etiologického plvodce septikemického onemocnéni
postihujiciho kraliky a morcéata. Tento kmen pojmenovali Bacterium monocytogenes, jelikoz
bakterie infikovala monocyty krve. Nasledujici rok Pirie izoloval identickou bakterii z jater
nékolika piskomilt, znamych také jako africkd mys. Pirie tento druh Listerie nazval Listerella
hepatolytica. Rodovy nazev Listerella byl zvolen na pocest Lorda Listera, prikopnika v oblasti

bakteriologie. To zpUsobilo jisty zmatek, protoZe oznaceni Listerella bylo dfive pouZito pro
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skupinu Mycetozoa. V roce 1939 na Tretim mezinarodnim kongresu pro mikrobiologii v New
Yorku Vybor pro nomenklaturu ustanovil, Ze oznaceni Listerella neni platné, proto Pirie
vroce 1940 navrhl rodové jméno Listeria. Oznaceni Listeria bylo pfijato v Sestém vydani
Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology a schvaleno soudni komisi pro bakteriologickou
nomenklaturu a taxonomii, a nyni je oficidlnim nazvem rodu (Magalhdes et al. 2014; Vicario
2015). Dalsi druh L. ivanovii byl zpocatku povaiovan za sérovar L. monocytogenes.
Z taxonomického hlediska se ovSsem jednd o dva rozdilné druhy a na zdkladé fenotypovych
charakteristik a homologie DNA byl druh L. ivanovii v roce 1984 oficidlné uznan (Boerlin et al.
1992). Zasadni rozdil mezi L. monocytogenes a L. ivanovii je také ve virulenci. Zatimco L.
monocytogens je patogenni pro lidi i zvifata, L. ivanovii je patogenni pouze pro zvifata.
Patogenita predchozich dvou druh( je umoznéna seskupenim gen( virulence o velikosti 9 kb,
které je také pritomno v modifikované formé v i Listeria seeligeri (Schmid et al. 2005).

V soucasné dobé je jiz popsano vice nez 20 druh, které lze rozdélit na dvé zakladni
skupiny. Prvni skupina je Listeria sensu stricto, kam patfi L. monocytogenes, L. innocua, L.
welshimeri, L. seeligeri, L. ivanovii a L. marthii. Jednd se o druhy, které jsou schopné
kolonizovat travici trakt lidi nebo zvitat. Do druhé skupiny Listeria sensu lato patti L. grayi, L.
rocourtiae, L. fleischmannii, L. weihenstephanensis, L. floridensis, L. aquatica, L. cornellensis,
L. riparia, L. grandensis, L. booriae, L. newyorkensis, L. costaricensis, L. goaensis a L.
thailandensis. Jedna se o druhy, u kterych se predpokladd vyskyt vyhradné v prostredi, bez
schopnosti kolonizovat savce. Nejnovéjsi druh byl izolovan z vykal(i zdravé ovce a vody, a
validné popsan vroce 2020. Pojmenovan byl podle oblasti Valencie, kde byl objeven, L.
valentina (Quereda et al. 2020). Na Obrdazku 1 je vyobrazena fylogeneticka podobnost

jednotlivych druhd rodu Listeria.
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Obrazek 1: Fylogeneticky strom rekonstruovany na zakladé sekvenci 16S rDNA Listeria (Quereda et al. 2020).

3.2 Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes je anaerobni, vSudypfitomna, nesporotvorna a grampozitivni
kokoidni tycinka. Buriky jsou 0,4-0,7 um dlouhé a 0,5-2,0 um Siroké. Vyskytuji se jednotlivé,
ve dvojicich, nebo také muZe tvofit fetizkovité Utvary (Cupdkovd a kol. 2010). Pro lepsi
posouzeni Ulohy L. monocytogenes pfi onemocnéni a pro nalezeni potencialnich prostredku
kontroly této bakterie je dllezité identifikovat a kvantifikovat vliv riznych environmentdlnich
faktord na jeji chovani. Bakterie tohoto druhu rostou v rozmezi teplot 3 az 45 °C, optimalni
teplotni rozsah je ale 30-37 °C. Teploty nad 50 °C jsou pro L. monocytogenes smrtelné.
Zmrazeni m(zZe také vést ke snizeni poctu bunék. S ohledem na schopnost rlstu pfi teplotach
okolo 0 °C ma tato bakterie potencidl kontaminovat a pomnozit se i béhem skladovani
v chladirenskych podminkach. Tento druh se snadno rozmnoZuje v aerobnich i anaerobnich

podminkach, ale anaerobni podminky vedou ke sniZzeni schopnosti mnoZit se. Roste

v rozmezi pH od 5,6 az do 9,6. L. monocytogenes se zda byt relativné tolerantni vici kyselym
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podminkam. L. monocytogenes se stava citlivéjsi na kyselé podminky pfi vyssich teplotach
(Low & Donachie 1997; Tienungoon et al. 2000; Walker et al. 1990).

Na agaru tvori malé, hladké, mirné zplostélé a mlécné bilé kolonie. Jsou-li kolonie
osvétleny Sikmo prochazejicim svétlem, vykazuji charakteristickou modrou/zelenou barvu
(Henryho lampova technika) (Low & Donachie 1997). Na Obrazek je zobrazena morfologie

bunék L. monocytogenes pomoci elektronového mikroskopu.

Obrazek 2: a, Zobrazeni agregatu Listeria monocytogenes (B) na burikach Acanthamoeba castellanii (A) pomoci

elektronového mikroskopu. b, Zvétseni buniky Listeria monocytogenes s viditelnymi biciky (Schuppler 2014).

3.2.1 Podminky Zivota a riistu

Stejné jako vétsSina bakteridlnich druh(, roste L. monocytogenes optimalné pfi vodni
aktivité (aw) 0,97, je ale schopna rlstu i pti aw nizsi nez 0,83 (Lado & Yousef 2007; Gelbicova

a spol. 2011). Je také tolerantni k vysokému obsahu soli, roste i v pfitomnosti 13-14 %
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chloridu sodného. Preziti v pfitomnosti soli je ovlivnéno teplotou. V koncentrovanych
solnych roztocich je mira preziti L. monocytogenes vyssi pti nizsich teplotach (Farber et al.
1992).

L. monocytogenes je organismus nenarocny na kultivaci, presto vyZaduje pro svUj rdst
nékolik zdkladnich zZivin. Nezbytnych je 7 aminokyselin: leucin, izoleucin, valil, methionin,
arginin, cystein a glutamin. Nezbytné jsou také vitaminy riboflavin, biotin, thiamin a kyselina
thioktova (Premaratne et al. 1991). PoZzadavky na aminokyseliny a vitaminy jsou ale kmenoveé
specifické. Mohou se tedy liSit v zavislosti na plvodu organismu, a pravé diky adaptacni
schopnosti je L. monocytogenes schopna prezit v Siroké Skale podminek (Lungu et al. 2009).
Rust je stimulovén pfidavkem Fe3* v podobé citratu Zelezitého. Glukdza, glycerol a glutamin
jsou zakladnimi zdroji uhliku a dusiku. Nicméné, L. monocytogenes dokaze vyuzit jako zdroj
uhliku i jiné sacharidy jako: fruktéza, mandza, celobidza, trehaldza. Naopak nevhodnymi
substraty jsou maltéza, glycerol. Diky schopnosti metabolizovat chitin a slozky bunécné
stény bakterii a mikroskopickych hub, které jsou slozeny z glukosaminu, N-
acetylglukosaminu a kyseliny N-acetylmuramové, mohou tyto mikroorganismy slouzit jako
alternativni zdroj uhliku. Tato schopnost dava patogenu moznost prezit nebo se pomnozit i
v prostredich, které svym obsahem Zivin rldst L. monocytogenes samotné neumoznuji.

(Premaratne et al. 1991; Kathariou et al. 1991).

3.2.2 Metabolismus

L. monocytogenes je fakultativné anaerobni bakterie, coZz ji umozZnuje rlst za
aerobnich i pfisnych anaerobnich podminek, se zménénym metabolismem uhliku. Za
pritomnosti kysliku neudplné oxiduje glukézu na acetdt, laktat a acetoin. V nepfitomnosti
kysliku produkuje L. monocytogenes laktat jako hlavni produkt, dale pak ethanol, mravencan
a oxid uhlicity (Pine et al. 1989; Wallace et al. 2017). Odlisny zplsob metabolismu v zavislosti
na koncentraci kysliku byl potvrzen i transkripéni analyzou. Studie naznaduji, Ze hladiny
kysliku hraji klicovou roli v regulaci metabolismu uhliku u L. monocytogenes. Neni vsak jasné,

zda a jak tyto metabolické adaptace ovliviiuji patogenezi (Wallace et al. 2017).
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3.2.3 Vyskyt

Vzhledem ke schopnosti tohoto patogenu prezit a rist v suchém, chladném prostredi
s vysokym obsahem soli, je tato bakterie rozSifena v riznych zdrojich. Vyskytuje se na
rostlinach, v pidé a v povrchovych vodach. Béiné je také nachdazena v silazi, odpadnich
vodach, odpadech z jatek, v kravském mléce, v lidskych a Zivocisnych vykalech (Shamloo et
al. 2019). Vzhledem k tomu Ze L. monocytogenes ma jedinecnou schopnost prezit v rliznych
mikroprostredich gastrointestindiniho traktu a prekonat nevhodné podminky, jako je nizké
pH, osmolality, nizky obsah kysliku a Zlu¢ové soli, ma idedlni predpoklady pro vyvolani
infekce (Gahan & Hill 2005). L. monocytogenes byla izolovana ze skotu, ovci, koz a dribeze,
ale ¢asto i z divokych zvitat (Shamloo et al. 2019).

V potravinach se L. monocytogenes objevuje prevainé v mase, zeleniné, rybach,
zpracovanych potravinach, hotovych potravinach a mléénych vyrobcich (Fsihi et al. 2001).
Ohniska listeridzy jsou nejcastéji spojeny se syrovymi, nepasterizovanymi miléky, syry a
zmrzlinou. Déle syrovou nebo zpracovanou zeleninou, syrovym nebo zpracovanym ovocem,
kde se nachazi prirozené nebo v disledku kontaminace béhem hnojeni pole napf. kejdou
nebo béhem sklizné kontaminovanou pldou. V neposledni fadé syrovou nebo nedostatecné
uzenou drabezi, klobasami, parky, lahGdkami a syrovymi nebo uzenymi rybami a plody more.
L. monocytogenes byla také nalezena v syrovém krmivu pro domaci zvifata. Pravé vyziva
zvifat kontaminovanym krmivem je spojena se Sifenim L. monocytogenes (FDA, US Food and
Drug administration 2019; Hunt et al. 2012; Vilar et al. 2007).

Souvislost mezi spotfebou silaze a rozvojem listeridzy byla poprvé zaznamenana v
roce 1922, kdy veterinafi varovali pfed nemoci pfipominajici listeriézu zndmou na Islandu
jako ,,votheysveiki“ neboli sildZni nemoc. Tento pfipad byl zaznamendm po krmeni mlécného
skotu, ovci a koz nespravné fermentovanou sildzi s pH vy$Sim nez 4 (Ryser et al. 1997). V
roce 1960 Gray prokazal epidemiologicky vztah izolovanim stejného sérotypu Listeria z
mozku nakazené ovce a z ovesné silaze, jiz bylo stado krmeno.

L. monocytogenes predstavuje vyznamny problém v potravinafském priimyslu, a to
hlavné diky jeji schopnosti tvofit biofilm, rezistenci vuci dezinfekénim prostredkim a
antibiotikim. L. monocytogenes se nachazi na povrsich v potravinarském pramyslu, zejména
v chladirenskych provozech. V potravinarském primyslu nejéastéji L. monocytogenes

pretrvava mésice nebo dokonce roky na podlahach, strojich, vylevkach, chladicich zafizenich
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a v kanalizaci potravinarského pramyslu. Hlavni zdroj kontaminace potravin v primyslovych
vyrobndch je nedostatecné dodrzeni ndsledného technologického zpracovani potravin a
nedodrZeni hygienickych zasad (napf. bakteridlni pfenos z rukou nebo rukavic pracovnika a
pracovnich ploch) (Rodriquez-Lépez et al. 2018). | kdyz jsou bézné Cistény a dezinfikovany,
po kontaktu s potravinou muze dojit ke krizové kontaminaci (Carpentier & Cerf 2011). Dosud
existuje malo poznatkl o tvorbé biofilmu a o mechanismu rezistence této bakterie na
antibakteridlni prostfedky. Kontrola L. monocytogenes v potravinarském pramyslu je vyzvou,
ktera vyzaduje dakladné cisténi a uplatnovani sanitacnich postupd, aby byl tento patogen
vyloucen z potravinarského prostredi a aby byla zajiSténa bezpeénost potravin (Camargo et
al. 2017). Na Obrazku 3 je vyobrazen kolobéh a faktory ovliviujici prfenos Listeria

monocytogenes v Zivotnim prostredi a potravinovém retézci.

‘Potravinéisky provoz
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Obrazek 3: Kolobéh a faktory ovliviiujici prenos Listeria monocytogegenes v Zivotnim prostiedi a potravinovém

fetézci (upraveno dleNicAogain & O’Byrne 2016).
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3.2.4 \Virulence

L. monocytogenes je oportunitni intercelularni patogen, ktery se po vstupu do
organismu pronika do nékterych druhli bunék. Mechanismus priniku je pomérné slozity a
spociva v adhezi nabunku a ndsledné iniciaci procesu fagocytdzy burky. Fagocytézu
provadéji kromé makrofagl i bunky, které obvykle nefagocytuji, jako napt. hepatocyty,
epitelie ¢i nékteré burnky centralni nervové soustavy (Jilich & Machal 2008). Pro vstup do
nefagocytujicich bunék je nezbytny Internalin A a Internalin B. Jedna se o specialni proteiny,
které umoznuji penetraci L. monocytogenes do nefagocytarnich bunék. Internalin A se vaze
s E-kadherinem a stimuluji internalizaci, zatim co Internalin B se vaze s Met receptory
tyrokinds (Doyl 2001; Portnoy et al. 2002). Poté co je bunka pohlcena makrofagy nasleduji
dva rlzné déje. Internalizované bakterie jsou bud usmrceny nebo uniknout z fagocytické
vakuoly a dale se mnozi. Vyskytuji se i bakterialni bunky, kterym se uniknout z vakuoly
nepodafi, ale mohou preziat v burikach tkani. Takové formy jiz déle nerostou. Unik z vakuoly
je umoznén pdrotvornym proteinem listeriolysinem O (LLO), ktery témto formam chybi.
Listeriolysin tvori v membrané fagosomu podry, aniz by poskodil nebo zabil hostitelskou
buriku. Kromé LLO pfispivaji k uniku dvé fosfolipazy C (PLC), fosfatidylinositol specificka PLC a
fosfatidylcholin preferujici PLC. Ty to dvé slouceniny jsou syntetizovany jako proenzymy
metaloprotedzy, kterd je potfebnd pro budouci rozruseni fagosomu v nové burice viz. nize.
Bakterie uniklé zfagosomu se ndasledné mnozi v cytoplasmé hostitelské bunky. Po
pomnozZeni v burice, se bakterie premistuji k cytoplazmatické membrané a pfipravuji se na
unik. Tuto ulohu zprostfedkuje protein ActA, ktery stimuluje jejich pohyb. Protein
polymerizuje bunécny aktin a umoZnuje pohyb k bunééné membrané, vytvari strukturu
zvanou listeriopod. Tento mechanismus vyuZije bakterie nejdfive interceluarné (pohyb
k membrané) a poté pti pohybu z buriky do bunky, vytvoti vyénélek, ktery se intergruje se
sousedni bunkou a bakterie je ndsledné pohlcena. Vyénélky chrani L. monocytogenes proti
expozici protildatkdm nebo jinym imunoaktivnim slozkdm. Tento proces se odehrava ve
vétsSiné pripadd ve stfevé, kde listérie napadaji predevsim M-buriky. V nové burce je
bakterie obalena fagosomem se dvémi membranami, kjejich rozloZeni opét vyuzZiva
fosfolipazy a metaloproteinazy. Cyklus konci uvolnénim do cytosolu, kde se bakterie za¢ne
mnozit a cely proces se opakuje (Blazkovad a spol. 2005; Jilich & Machal 2008; Low &
Donachie 1997; Portnoy et al. 2002).
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Virulence L. monocytoegenes je také ovlivnéna vnéjsimi vlivy jako je pH, teplota a
pritomnost Zelezitych iont (Doyl 2001). Za ucelem pfizpUsobeni se nepfiznivym podminkam
prostfedi (vysoké nebo nizké pH, teplota, osmotické podminky) md mnoho bakterii
chaperonové proteiny, které pomahaji pfi sprdvném opétovném sloZeni proteini nebo
sestavovani proteinovych podjednotek a protedz. U nékterych proteind skupiny Clp
(kaseinolytické proteiny), které plsobi jak jako chaperony, bylo zjisténo, Ze maji roli v
patogenezi L. monocytogenes. ClpC-ATPase je stresovy protein, ktery pomaha pfi naruseni
vakuolarni membrany a intracelularniho preziti bakterie. ClpC také moduluje expresi ActA
proteinu a Internalinu A (Rouquette et al. 1998). Serinova proteaza ClpP je nutnd pro rlst ve
stresovych podminkach a ovliviuje aktivitu listeriolysinu O (Gaillot et al. 2000). Antigenni
struktura je vyznamny faktor pro patogenitu, klasifikaci a identifikaci. Tuto roly zastupuje
somaticky antigen O. Jednd se o latku lipopolysacharidového charakteru na povrchu vnéjsi
membrany buriky, kterd ma za ukol bunku chranit pred stresovymi podminkami (Dvorakova
2013). DalSim druhem antigenu je tzv. H antigen, coZ je antigen flageldrni. Podle nich
rozliSujeme 5 séroskupin, které jsou rozdéleny podle pismen a-e, zatimco u antigenu O jsou
rozliSovany cCisly 1-4 (Jilich & Machal 2008; Votava 2005). Celkové lze tedy na zakladé
antigena listérie rozdélit do 13 sérotypd, z nichZ vSechny jsou schopné vyvolat onemocnéni.
U L. monocytogenes rozeznezndvame sérotypy 1.2a, 1.2b, 1.2c, 3a, 3b, 3¢, 4a, 4b, 4c, 4d,
4e, 4ab a 7. V klinickych izolatek ale byvaji detekovany predevsim sérotypy 1.2 b, 1.2 a, 4 b.
Sérotypy 4 ¢, 4 b, 3 b, 1.2 a, 1.2 b jsou vétSinou izolovany z potravinarskych vyrobk( bez
ohledu na typy potravinovych matric, jejich schopnost patogenity nebo zemépisné oblasti.

Sérotyp 4b Uzce souvisi s ohnisky listeriézy (Brychta 2010; Shamloo et al. 2019).

3.3 Listerioza

Listeriéza je onemocnéni zplsobené bakterii L. monocytogenes. Poprvé byla popsana
v roce 1926 jako pfic¢ina epizootického ohniska infekce morcat a kralik(l. Toto onemocnéni
bylo dlouho povaiovano za zoondzu kontraktovanou oralni kontaminaci. Béhem
sedmdesatych a osmdesatych let doslo v prlimyslovych zemich k ¢etnym ohniskim této
nemoci. Vroce 1981 v ndmornich provinciich v Kanadé byla epidemie dUsledkem
kontaminovaného saldtu coleslaw. Toto ohnisko poprvé prokazalo, Ze L. monocytogenes je

rovnéz potravinovy patogen. Od tohoto incidentu vzrostl zajem védcl a medik(i o objasnéni
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epidemiologie tohoto onemocnéni, za Ucelem ochrany spottebitele pred listeriézou. V roce
1983 bylo potvrzeno, Ze L. monocytogenes je piendsena také potravinami ( Dortet et al.
2009; Swaminathan & Gerner-Smidt 2007). L. monocytogenes se stala modelovym
organismem pro studium bakteridlniho nitrobunééného Zivota a mocnym nastrojem pro
studium zakladnich bunécnych biologickych procest (Dortet et al. 2009).

Pfi experimentech v roce 2017 na mysich bylo zjisténo, Ze stfevni mikrobiota m(ize
ovlivnit virulenci. Mikrobiota stfeva pomaha proti rozvoji Listerie tim, Ze listérii konkuruje v
soutézi o snadno pristupné Ziviny a také produkci antimikrobialné plsobicich metabolit(.
Mysim, kterym byla podavana antibiotika jeSté pred cilenym infikovanim, byla prokazana
snizend schopnost eliminovat L. monocytogenes jiz ve stievé. Imunokompetentni lidé nebo
zvifrata mohou tolerovat L. monocytogenes bez rozvoje systémového onemocnéni. Tyto
jedinci mohou trpét gastroenteritidou a nasledné dojde k pfirozenému vylouceni bakterie
ze stfeva. Nékteré studie uvadéji, ze az 10 % lidské populace hosti L. monocytogenes
v gastrointestialnim traku. U zvifat to maze byt az 50 % (Becattini et al. 2017; Nightingale et
al. 2004; Kumar & Pathak 2018).

Doba inkubace je rlzna, nékdy se symptomy mohou objevit za 20-30 hodin po poziti
kontaminované potravy, ale také to mohou byt tydny (obvykle 1-2) nebo mésice (az 3). U
nékterych jedinch nemusi byt imunologicky adekvatni odpovéd. V téchto ptipadech dochazi
k pfenosu listérie hematogenni nebo lymfatickou cestou do jater, kde se dadle mnoZi. Listérie
vykazuji afinitu k bufikdm centralni nervové soustavy, placentdlnich a fetalnich tkanich. U

téchto tkani maze dojit k jejich poSkozeni (Jilich & Machal 2008; WHO 2018).

3.3.1 Prubéh onemocnéni u lidi

Existuji dva hlavni typy listeridzy: neinvazivni a systémova invazivni forma. Nejcastéji
se vyskytuje neinvazivni listeridza (febrilni listeridIni gastroenteritida). Je to mirnd forma
onemocnéni postihujici hlavné jinak zdravé jedince a nevyzZaduje antimikrobidlni [é¢bu. Mezi
priznaky patfi prljem, horecka, bolesti hlavy a myalgie (bolest svall). Byly rozpoznany také
drobné koZni infekce, zejména postihujici zemédélce nebo veterindafe po zpracovani
hovéziho masa.

Zeny, novorozence, dospélé ve véku 65 a vice let, a lidé s oslabenym imunitnim systémem.

Mezi ptiznaky patfi horecka, myalgie (bolest svalll), septikémie, meningitida nebo vzacnéji
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rhomboencefalitida (infekce mozkového kmene). U téhotnych Zen muizZe vést ke
spontannimu potratu, umrti plodu nebo infekci novorozence. U novorozencl narozenych
matkam s listeriozou se vyviji novorozenecka listeridza, klasifikovand jako casnd (tj.
vyskytujici se v prvnich sedmi dnech) nebo pozdni infekce. U nékterych novorozencl se
onemocnéni projevuje jako granulomatdzni infantiseptica zpuUsobujici mikroabscesy a
granulomy - zejména v jatrech, sleziné a plicich ) (Low & Donachie 1997; Seeliger & Finger
1983; Schuchat et al. 1991; McLauchlin & Low 1994; World Health Organisation 2018).

Listeriéza je obvykle velmi zdvainé onemocnéni, ve skuteCnosti jedna z
nejsmrtelnéjsich bakteridlnich infekci, kterd je v soucasnosti znama. Priimérna umrtnost u
lidi se uvadi 20 az 30 % a vysSi navzdory vcasné |éCbé antibiotiky (Vazquez-Boland et al.
2001).

NejbéznéjSim zdrojem ndkazy jsou potraviny. Pro pfenos bakterie do organismu
hostitele je nejprve zapotiebi proniknuti bakteridlni buniky pres membranu stfeva. Mnozeni
pak muZe nastat v rlznych typech bunék (viz kapitola 3.3). Nazokomialni infekce a Sifeni
mezi lidmi jsou evidovany, ale jsou neobvyklé. Pfimy kontakt se zviraty zfejmé predstavuje
relativné malé riziko jiné nez pro ¢leny vnimavych skupin a Svétova zdravotnicka organizace

uvadi, Ze zvifata nejsou primy zdroj lidské infekce (WHO Working group 1988). Na Obrazku 4

je popsdna patofyziologie prenosu infekce z kontaminovanych potravin.

KONTAMINOVANE

POTRAVINY
IMUNITNf ODPOVED

hepatitida

septikémie <« BAKTERIEMIE

/

zanét placenty

potrat *
novorozenecka septikémie

VYLUCOVANI FEKALIT

Obrazek 4: Schematické znazornéni patofyziologie listeridzy (Vazquez-Boland et al. 2001).
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3.3.1.1 Lécba

Lécba antibiotiky je nutna pfi zavazinych pfiznacich, jako je meningitida, bakterémie,
infekéni endokarditida nebo mozkovy absces. Nicméné i pres dobrou citlivost antibiotik je
ucinek limitovan, protoze zadny z pfipravklli neplsobi na listérie baktericidné. Klécbé
listeridzy u dospélych osob, se pouziva ampicilin, v zdvaznych pfipadech v kombinaci
s gentamycinem. Dalsi ucéinnd antibiotika jsou trimethoprimum-sulfamethoxazol,
ciprofloxacin, linezolid, kotrimoxazol, chloramfenikol. Pfi infekci béhem téhotenstvi, je snaha
okamzZitym podanim antibiotik zabranit infekci plodu nebo novorozence aplikaci
vankomycinu nebo erytromycinu. Lécba déti s hnisavou meningitidou ve véku do 2 mésicl je
provadéna antibiotiky cefotaximem v kombinaci s ampicilinem. Listérie maji pfirozenou
rezistenci vUci druhlm léciv s uc¢innou slozkou jako je kyselina nalidixova, fosfomycin a
cefalosporin (Hof 2003; Kosina a spol. 2007; WHO 2018; Bennet 1997).

Zvysend rezistence bakterii na antibiotika je celosvétovym problémem. Zvyseni
rezistence této bakterie na antibiotika jsou v souladu s obecnym celosvétovym vzorcem.
Mnoho patogenU vyviji rezistenci na nejCastéji pouZivand antibiotika a stale castéji se
objevuji zpravy o patogenech, které jsou rezistentni vicéi témér vsem dostupnym

antibiotikim (Walsh et al. 2001).

3.3.1.2 Incidence a prevalence

Vseobecné ma listeridza nizkou miru vyskytu a je hlasena témér vyhradné v
primyslovych zemich. Udaje z Asie, Afriky a Jizni Ameriky nejsou dostate¢né pro jejich
objektivni vyhodnoceni, nicméné jsou evidovany lokalni epidemie. Vyskyt listeridzy se v
raznych zemich lisi od 0,1 do 11,3 ptipadl na milion obyvatel. V USA se odhaduje, Ze se
kazdy rok nakazi 1 600 lidi a zemfe asi 260. V Evropé je vyskyt této choroby pfiblizné tfi
pfipady na milion obyvatel, ale v zemich jako je Némecko, Estonsko, LotySsko, Litva, Italie,
Nizozemsko a Spojené kralovstvi byla zaznamenana zvySena mira vyskytu. V Rakousku se v
letech 1997 az 2007 vyskyt listeridézy zdvojndasobil. Nejcastéji jsou hlaseny pfipady, jejichz
prabéh je Zivot ohroZujici, jedna-li se o jeden z klinickych syndromi: matersko-fetalni
listeridza, novorozeneckd listeriéza, infekce krevniho recisté nebo meningoencefalitida.
Pripady listeridzy jsou nejCastéji spojeny se sérotypy L. monocytogenes 1 / 2a, 1 / 2b a 4b.
(CDC Center for Disease Control and Prevention 2020; Mestrovi¢ 2018; Swaminathan &

Gerner-Smidt 2007; WHO 2015).
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Ackoliv je listeridza pomérné vzacné onemocnéni, je asi 20krat ¢astéjsi u téhotnych
Zen nez u béziné populace. Téhotné Zeny predstavuji 27 % z celkového poctu infikovanych
touto bakterii. Téhotnym Zendm je doporucovano snizZit riziko infekce dodrzovanim
doporucenych dietnich pokynt (Janakiraman 2008).

Nejnovéjsi epidemie byla zjisténa v dubnu 2020, kdy bylo potvrzeno 6 pripad
listeridzy v Australii v obdobi mezi 10/2017 a 4/2020. Ptipady byly spojeny s vypuknutim
listeridzy v USA, které souvisely s konzumaci hub enoki (Flammulina velutipes) dovazené
z Korejské republiky. Kontaminované houby se dostaly také do 8 statl po celém svété.
Celkové se nakazilo 47 osob (WHO 2020).

Onemocnéni nijak nesouvisi s geografii, pohlavim, etnicitou, socioekonomickymi

faktory nebo infekénimi sérotypy (Allerberger & Wagner 2010).

3.3.2 Prubéh onemocnéni u zvirat

Listeria mUZe infikovat mnoho zvitfecich druhd, véetné ovci, koz, skotu, buvol(, koni,
prasat, velbloud(, psd, hlodavci, divokych zvifat a ptakd. Nejcastéji jsou vsak postizeni
prezvykavci, zejména ovce. L. monocytogenes byla izolovana z masa nebo mléka koz, ovci,
skotu, prasete, kurat, kiepelky, koroptve, pstrosa a buvolt (Dhama et al. 2015). Skot je casto
asymptomatickym nosicem L. monocytogenes, coz predstavuje problém pro mlékarensky
pramysl. Kdy se konzumaci kontaminovaného krmiva L. monocytogenes dostava do traviciho
traktu a skrze krevni recisté do mléka (McDonald et al. 1991).

U zvitat zpUsobuji listeriézu dva druhy Listeria, a to L. monocytogenes a L. ivanovii.
Kazdy druh infikuje rdzné hostitele. L. monocytogenes infikuje lidi a pfezvykavce, zatimco u
L. ivanovii se pfedpoklada, Ze je patogenni pouze pro prezvykavce (Dhama et al. 2015).

U zvifat jsou dokumentovany tfi r(zné formy listeridzy, a to septikemicka
encefaliticka a potratova forma. Listeridza zpUsobuje u zvirat encefalitidu, potraty, mastitidu,
a endometriézu. Tato onemocnéni se vyskytuji predevsim u prezvykavcl (Malik et al. 2002;
Dhama et al. 2015). U prezvykavcl jsou také Casté septikémie, patefni myelitidy, uveitidy a
gastroenteritidy (Headley et al. 2013). Encefaliticka forma je zndma jako , kruhova nemoc”,
kvlli pohybu zvirete v kruzich jednim smérem. To je zpUsobeno lokalizaci infekce, ktera se
nachdzi v zadnim mozku a vede k ataxii u postizenych zvifat pred smrti. Toto onemocnéni je
sporadické u drlibeze, obvykle se projevuje jako septikémie nebo lokalizovana encefalitida.

Septikemické onemocnéni se také obcas vyskytuje u koni a prasat (Dhama et al. 2015;
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Schlech 1l et al. 1983; Seeliger 1988). Na Obrazku 5 jsou zobrazeny nékteré z projevl

listeridzy u zvirat.

Obrazek 5: Klinické a patologické charakteristiky listeridzy u zvifat (Vazquez-Boland et al. 2001).

(A) Neuromeningalni listeridéza u ovci, (B) V dal$im kroku infekéniho procesu leZi zvifata na zemi se zjevnymi
pfiznaky nekoordinace a paralyzy kranialniho nervu (strabismus, slinéni atd.), (C) Cést prodlouzené michy

3.3.2.1 Lécba

Efektivnost |éCby ovci s encefalitidou zplsobenou L. monocytogenes je obecné nizka
a lécebny rezim ampicilinu nebo amoxicilinu s aminoglykosidy se doporucuje pfi vysokych
davkach antibiotik a prodlouzenych lé¢ebnych reZimech. Infikovand zvifata by méla byt
izolovdna od ostatnich zvirat. V soucasné dobé se pravdépodobné zotavi pouze ty pfipady,
které zUstavaji ambulantni. Zotaveni zavisi na v€asné a agresivni |éc¢bé antibiotiky. Pokud
jsou priznaky encefalitidy zdvazné, k smrti obvykle dochazi i pres |éCbu. Jiné formy listeridzy
jsou léceny pouze pfilezitostné, protoze vétSina dalSich priznak( listeridzy jsou klinicky

rozpoznany jen zfidka (Low & Donachie 1997; Scott 1993).

3.3.2.2 Prenos a incidence

Existuje vysoky vyskyt stfevnich prenasecli. Zdrojem infekce jsou plida a travici trakt
asymptomatickych zvifat. Infikovana zvifata maji L. monocytogenes ve stolici, mléce a

déloZznich vytocich. Nachazi se také u potracenych plodl a pfilezitostné u vytokl z nosu a
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moci symptomatickych zvifat. VétSina infekci u zvifat je po poziti potravy, ale Listeria se
muze Sifit také inhalaci nebo pfimym kontaktem. Byl zaznamendn také pohlavni prenos
(Wesley 1999).

Listeriéza je primarné zimnim-jarnim onemocnénim vykrmu nebo chovanych
prezvykavcl. Méné kyselé pH zkazené silaze zvySuje mnoZeni L monocytogenes. Ohniska se
mohou objevit asi 10 dni po krmeni kontaminované sildze. Odstranéni nebo zména silaze v

pridélu ¢asto zastavi Sifeni listeridzy (Wesley et al. 2008).

3.1 Objemnd krmiva

Krmiva pro dobytek se obecné klasifikuji do dvou skupin: jadrna krmiva a objemna
krmiva, v€etné travy, silaze, korenovych plodin a slamy. Jadrna krmiva jsou koncentraty s
vysokou energetickou hodnotou, véetné tuku, obilnych zrn a jejich vedlejsich produktd
(je€men, kukufice, oves, Zito, pSenice), oleje nebo moucky s vysokym obsahem bilkovin (séja,
fepka, repka), bavinikova semena, arasSidy (podzemnice olejnd) a vedlejsi produkty ze
zpracovani cukrové repy, cukrové trtiny, zvirat a ryb (Huffman 1939; Jgrgensen et al. 2007).

Objemna krmiva jsou podle Morrisona (1936) krmiva s vysokym obsahem vlakniny a
tedy s nizkym obsahem celkovych stravitelnych Zivin. Narodni rada pro vyzkum klasifikuje
objemna krmiva jako krmiva s minimalnim obsahem surové vlakniny 18 % a maximalnim
obsahem celkovych stravitelnych Zivin 70 %. Ddale se rozdéluji na zelena neboli Cerstvd
objemna krmiva (zelend pice); seno, které ma obsah suché hmoty 80 % a vice; silaze a
sendze, které maji obsah suché hmoty 30-50 % a vice; sldma obsahujici vétSinou zbytky
rostliny po sklizni zrn (Burton 2014). Cermak et al. (2000) rozdéluji objemna krmiva na sucha
s obsahem susiny nad 80 % (sldama, seno); Stavnatd, které maji obsah susiny 20 — 50 %
(zelend pice, silaze, okopaniny) a vodnata, které maji obsah suSiny 15 %. Tato krmiva
poskytuji zvifatdm mnoho dUlezitych Zivin, minerdlnich latek a vitaminQ, ale slouzi také pro
udrZeni a optimalizaci Uc¢innosti traviciho traktu nékterych druht zvifat. Bachor prezvykavcl
nejlépe funguje, kdyz zvifata maji ve stravé , dlouhou, hrubou vldkninu®, ktera stimuluje
traveni a funkci Zaludku tim, Ze se tento hruby materidl tfe o stény bachoru. Toto tfeni
stimuluje svaly ve sténé bachoru, aby se stahovaly a rozsifovaly, coZ zpUsobuje promichani

potravy v bachoru a potrava se stava dostupnéjii pro pdsobeni mikroorganism(. Cim vice se
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mikroorganismy dostanou do styku s potravou, tim kompletné;ji ji mohou rozlozit (Parsons &
Stanton 2000).

Objemna krmiva musi byt nejprve prezvykana. Pfi Zvykdni potravy se v dutiné Ustni
misi potrava se slinami. Sliny prezvykavcl obsahuji pufry, které pomahaji udrzovat kyselost v
bachoru. Mikroorganismy travici vlakninu v bachoru funguji nejlépe v neutrdlnim az mirné
kyselém prostredi. Cukry, Skroby a dalsi rychlejSi metabolizované ¢&astice v krmivu maiji
tendenci zvy$ovat kyselost bachoru. Zvykani vldknitého materidlu tedy pomdaha udrzovat
kyselost v bachoru v rozsahu, ktery prospivd mikroblm travicim vlakninu (Jarrige 1989;
Pressoir et al. 2010).

Objemna krmiva jsou nezbytnou soucasti krmiva pro prezvykavce. Predstavuji zhruba
90 % vSech krmiv zkrmovanych prezvykavcim. Kromé pastvinové travy se skotu zkrmuiji
rdzna dalsi krmiva, at uz sildZovana nebo nesildZovana, a to bud samostatné nebo jako
soucast celkové smisené davky. Kvalita krmnych surovin je do zna¢né miry uréovana béhem
kultivace, sloZeni ovliviiuji: povétrnostni podminky, hospodareni s paddou a doba sklizné. U
sena a slamy mohou predstavovat riziko mykotoxiny produkované plisnémi a pro seno je,
zvlasté dulezité botanické sloZeni. Seno z pastvy muze také obsahovat rlizné druhy rostlin,
které mohou byt pro dobytek jedovaté (Dryden 2008). Kvalita objemnych krmiv je zavisla

také na jejich stravitelnosti (Jarrige 1989).

3.1.1 Konzervovana objemna krmiva

Objemnda krmiva podléhaji zménam ihned po poseceni, béhem zpracovani a
skladovani. V kazdé fazi maji tyto procesy potencialni vliv na vyZivovou hodnotu krmiva a na
hmotnostni ztraty. Objemna krmiva jsou zpracovavana hlavné za ucelem zvyseni
udrzitelnosti, energetické hodnoty a stravitelnosti pro zvife (Da Silva & Santos 2016). VétSina
postupll a procest zpracovani je mechanickd, ale nékteré naptiklad tepelné zpracovani je
spiSe fyzikalniho charakteru. DalSi zpracovani jako napfiklad delignifikace hydroxidem
sodnym, je chemicka metoda. PuUsobeni bakterii mlééného kvaseni je mikrobiologicka
metoda (Greenhalgh & Wainman 1972). Mezi nejpouZivanéjsi zpusoby konzervace
objemnych krmiv fadime konzervaci sildZzovanim a susenim. Ke stabilizaci dochazi primarné
kyselinou mlécnou, ktera je produktem mlééného kvaseni sacharidové slozky (Dolezal a kol.
2012; Masek & Novak 2011). Dalsi konzervacni technologii je horkovzdusné suseni dnes jiz

malo pouzivané. Od tohoto zplsobu konzervace se upustilo pro vysokou energetickou
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naro¢nost a ztraty. Uskutecriuje se omezené v provozech, které takto vznikly produkt
pouzivaji pfi vyrobé krmnych smési, nebo exportuji do zahranici nebo v malovyrobnach. Tato
metoda je zavisla na povétrnostnich podminkach (Masek & Novak 2011). V poslednich 30
letech doslo k vyvoji novych sildznich aditiv, které se pouzZivaji k regulaci fermentacniho
procesu. (Hancock et al. 2017).

Jednou z hojné vyuzivanych metod konzervace je fermentace. Jedna se o vice nez
3000 let starou techniku pfirozeného zplisobu konzervovéni. Jiz stafi Rimané a Egyptané
skladovali picniny v krechtech. Kirstein vroce 1963 publikoval, Ze v ruindch Kartaga byla
nalezena sila, kterd ukazala Ze se silazovalo jiz 1200 let pt. n.l. To ukazuje, Ze tento zpUsob
konzervace krmiv sahd az ke korentim lidské civilizace. K vétSimu rozmachu doslo az v druhé

poloviné 20. stoleti (Tyrolova & Vyborna 2010).

3.1.2 Silaz a senaz

Hlavnim principem silazovani je fermentace ve vodé rozpustnych sacharid( za
anaerobnich podminek epifitnimi bakteriemi mlééného kvaseni, které produkuji kyselinu
mlécnou. Pribéh fermentace je ovlivnén mnoha faktory, jako je dostupnost zkvasitelnych
sacharidU; bakteridlni populace, ktera je pfitomna v krmivu na zacatku procesu; mnozstvi
susSiny; aj. Nejcastéjsimi plodinami vyuzivanymi pro silaZzovani je kukuftice, Cirok, vojtéska a
rdzné druhy trav. Po mnoho let je problematice sildZovani vénovana znac¢nd pozornost a
dochazi ke zdokonalovani procesu a technologii sildZovani za ucelem zefektivnéni produkce a
snizeni ztrat (Da Silva & Santos 2016).

Sendi je druh sildaZe s rozdilnym obsahem susiny. Neexistuje pfesna hranice mnoZstvi
susiny, kterd by rozliSovala senaz od silaze. VétsSina zdrojll, ale hovofi o senazi pfi mnozstvi
suSiny vyssi nez 50 %. Nékteré zdroje definuji senaz jakozto sildZ s obsahem susiny vyssi nez
35 %. Sendz se vyrabi tak, Ze se posefend pice necha schnout déle nez pfi vyrobé silaze
(Muller 2005; Otrubovd 2019; Zeman a kol. 2006). Pfi vyrobé senaze mlze dochazet ke
zhorseni prabéhu fermentace a to v dlisledku nedostatec¢ného vytésnéni vzduchu (Otrubova
2019). Senaz ma nizsi obsah fermentacnich produktl (véetné kyseliny mlécné) a vyssi pH ve
srovnani se silaZi s niz§im obsahem susiny. Z toho plyne, Ze v sendzi ma spiSe konzervacni
ucinek snizeny obsah kysliku v kombinaci nizkym pH. Nizsi obsah fermentacnich produktl v
sendzi mlze po otevieni balikd sniZit tzv. aerobni stabilitu a vést k rychlejsSimu kazeni oproti

sV

sildZim s nizSim pH. Pojmem aerobni stabilitou se rozumi, Ze nastala stabilni faze
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fermentacniho procesu. Je to doba od ukonceni fermentacni faze konzervovaného krmiva do
doby, kdy je sildini prostor otevien a silaz vystavena povétrnostnim podminkdam. Délka
stabilni faze se liSi. Mezi faktory, které ji ovliviuji patfi napf. kvalita fermentace nebo ro¢ni
obdobi. Kromé toho muze byt aerobni stabilita ovlivnéna datem sklizné pice. Pfili§ porézni
pletivo mizZe vést k nizké hustoté sendze a vétsi vyméné plynu s okolnim vzduchem, coz

umoznuje rast kvasinek (Lindberg 2013; Rad, 2009).

3.1.2.1 Vyrobasilaze

Silaz se vyrabi balenim zelené pice do vzduchotésnych skladovacich nadob. Anaerobni
podminky umoziuji pomnoZeni bakterii mlééného kvaseni a produkci kyseliny octové a
mlécné. Skladovani miZe byt ve vzpfimenych silovych véZzich nebo v sildZzovych jamach.
Pocatecni koncentrace vlhkosti pice by méla byt mezi 50 a 70 %, v zavislosti na typu silaze.
vysoky obsah vlhkosti zplsobuje ztraty Zivin prosakovanim a ma za nasledek vznik nadmérné
kyselé, nepozivatelné silaze. Nutri¢ni hodnota silaZze zavisi na typu sildzovaného krmiva a na
ucinnosti fermentace (Holden & Loosli 2018).

Proces silazovani mlze byt rozdélen do ctyr fazi (krokd) (Merry & Davies 1999;
Weinberg & Muck 1996), na Obrazku 6 jsou zobrazeny faze silazovani, hodnoty pH a
mikroorganismy, které prevladaji v dané fazi:

1) Aerobni faze: V této fazi, ktera trva obvykle jen nékolik hodin, se atmosféricky kyslik
pfitomny mezi rostlinnymi ¢astmi snizuje v disledku dychani rostlinného materidlu a
aerobnich a fakultativné aerobnich mikroorganismt, jako jsou kvasinky a
enterobakterie. Kromé toho jsou v této fazi aktivni rostlinné enzymy, jako jsou
protedzy a karbohydrazy, za predpokladu, Ze hodnota pH je stale v normdlnim
rozmezi pro Cerstvou pici (pH 6,5 aZ 6,0).

2) Fermentacni faze: Tato faze zacina, kdyz je v silazi vyCerpan kyslik. Pokracuje v
zavislosti na vlastnostech sildZzované picniny a sildZzovacich podminkach po dobu
nékolika dnll aZ tydnd. Pokud fermentace uUspésné pokracuje, bakterie mlééného
kvaseni se vyviji a stavaji se prevladajici bakteridlni populaci. Blize viz. kapitola
Mlécné kvaseni. V dlsledku produkce mléénych a jinych kyselin se pH snizuje na 3,8
az 5,0. Vysledné pH by mélo byt nizsi nez 4,2. Mélo by vzniknout cca 1,7 % kyseliny

mlécné, 0,7 % kyseliny octové a mnozstvi kyseliny maselné by nemélo prekrocit 0,3 %
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(Wilkinson, 2005). Béhem mlécného kvaseni se uplatiiuji zejména laktokoky,
streptokoky, leukonostokoky, pediokoky, laktobacily (Rada 2009).

3) Stabilni faze: V této fazi, pokud je zabranéno vniknuti vzduchu do sila nebo jamy,
dochazi k relativné malému mnozstvi zmén. Mnozstvi vétsiny mikroorganism( druhé
faze pomalu klesad. Nékteré mikroorganismy odolné vici kyselinam prezivaji toto
obdobi v témér neaktivnim stavu; jiné, jako je napf. Clostridium a Bacillus, prezivaji ve
formé spor. Spory Clostridium predstavuji problém po otevreni sila, kdy zpUsobuiji
kazeni silaze produkci kyseliny mdselné. Pouze nékteré protedzy a karbohydrazy
tolerantni vUiC¢i kyselinam a nékteré specializované mikroorganismy, jako je
Lactobacillus buchneri, jsou i nadale aktivni na nizké drovni.

4) Sekundarni kvaseni: Tato faze zacing, jakmile je silaz vystavéna vzduchu pfi otevreni
sila. Pfi vykrmu je to nevyhnutelné, ale tato faze mlze nastat dfive kvuli poskozeni
kryciho materialu sildze (napt. hlodavci nebo ptaky). Proces znehodnoceni lze rozdélit
do dvou fazi. Primarni stupen znehodnoceni je zhorseni kvality v disledku degradace
organickych kyselin kvasinkami. To zpUsobi zvySeni pH, a tak je zahajeno druhé
stadium kaZeni, které je spojeno se zvysujici se teplotou a aktivitou kontaminujicich
mikroorganism(, jako jsou bacily. Tato faze také zahrnuje aktivitu mnoha dalSich
(fakultativnich) aerobnich mikroorganismd, jako jsou plisné a enterobakterie. K
aerobnimu znehodnoceni dochazi témér ve vSech silazich, které jsou otevieny a
vystaveny vzduchu. Mira znehodnoceni sildZe je vysoce zdvisld na poctu a aktivité

kontaminujicich organisma v silazi (Honig & Woolford 1980; Rada 2009).

.Aerobnyl’
faze

kvateni & ‘Ronensmidihenokvasenl] :
1234 7 14 20 28
Doba silazovani

Obrazek 6: Zobrazeni procesu sildZovani (fermentace) ve dnech a pfislusné hodnoty pH v kazdé fazi (Hancock et
al. 2017).
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3.1.2.1.1 Bakterie mlécného kvaseni

Kyselina mlécna je silna organicka kyselina, ktera inhibuje rozvoj nezadoucich
mikroorganism(, jako jsou hnilobné bakterie. Potlacuje predevSim bakterie maselného
kvaseni, které tvori kyselinu maselnou a rozkladaji bilkoviny. Bakterie mlé¢ného kvaseni
(BMK) jsou mikroorganismy, jejichz dominantnim primarnim metabolitem je pravé kyselina
mlécna. Pro jejich rlst je nezbytny dostatek sacharidi a sniZeni koncentrace kysliku. Na
zakladé kvasnych procest délime BMK, které se uplatiuji pti silazovani (Dolezal a kol. 2012;
Rada 2009; Tyrolova & Vyborna 2010):

e Homofermentativni bakterie

e Heterofermentativni bakterie

3.1.2.1.1.1 Homofermentativni bakterie

Pfi tomto kvaseni vznika z glukdzy vyhradné kyselina mlécné s velmi malou ztratou
suSiny a energie. Zastupci téchto bakterii jsou Zadouci mikrobiotou silaze a jsou soucasti
silaznich inokulantl. Do této skupiny patfi napf. Enterococcus faecium, Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus lactis, Pedicoccus acidilacttici (Dolezal a kol. 2012; Rada 2009;

Tyrolova & Vyborna 2010).

3.1.2.1.1.2 Heterofermentativni bakterie

PFi kvaseni heterofermentativnimi bakteriemi mlécného kvaseni vznikaji ze sacharid(
kyselina mlé¢nd a octovd, oxid uhlicity, ethanol a nékteré dalsi latky. Zastupci této skupiny
jsou v sildzi méné Zadouci, vzhledem k nizs8i produkci kyseliny mlééné a ostatnich kyselin.
V posledni dobé je zdlraznovan pozitivni vliv kyseliny octové na aerobni stabilitu silaze,
proto se pouziva jako vhodny inokulant Lactobacillus buchneri. Zastupci této skupiny jsou L.
buchneri, Lactobacillus brevis a bakterie rodu Leuconostoc (Dolezal a kol. 2012; Rada 2009;

Tyrolova & Vyborna 2010).

3.1.2.1.2 Faktory ovliviujici pribéh silazovani
Na kvalitu sildZze ma vliv mnoho silazné-technickych faktord, jako je odrida, termin

zavadnuti, obsah susiny na zacatku sildZovani (zavadnuti pice), délka rfezanky, proces dusani
pice; ale nejvétsi vliv maji podminky, které ovliviiuji rast bakterii mlééného kvaseni, tedy
rychly a tésny uzdvér sila (Otrubova 2019; Zeman a kol. 2006). Na Obrazku 7 jsou zobrazeny

faktory, které maji vliv na proces silazovani.
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dodrZeni terminu zplisob zavadani

sklizné
management
\ J silazovani
kontrola pfi T
skladovani —_— ZLEPSSEIbzlAl;\i/AUTY
\ -
flexibilnost
pouzivan( /
konzervacnich
i
o terialni kombinace
materialni C
a technické odpovidajici se susenim
zabezpedeni sklady

Obrazek 7: Faktory ovliviiujici pribéh sildZzovani (zeman a kol. 2006).
3.1.2.1.2.1 Termin sklizné

Pro konzervaci je nutné sklizet pici mladou, s nizkym obsahem vlakniny a ligninu. U
vegetacné starSich rostlin zacne klesat obsah dusikatych latek, a naopak roste obsah
vlakniny. Vysoky obsah dusikatych latek ztézuji silazovani, proto by sklizet méla probihat
v optimalnim stadiu zralosti. V této fazi dochazi ke kvalitativnim zménam, které ovliviuji

sildzovani (Dolezal 2012; Tyrolova & Vyborna 2010).

3.1.2.1.2.2 Délka a kvalita fezanky

Délka fezanky ma primy vliv na kvalitu silazi. Kratka rezanka umoznuje dobré dusani k
uvolnéni enzym( a Zivin nezbytnych k produkci kyseliny mlécné, kterd je potfebnd k
rychlému sniZeni pH. Spravnym pofezanim picni hmoty lze zesilit rozklad rostlinnych bunék,
ktery stimuluje prlibéh fermentacniho procesu. Nespravna délka a struktura fezanky muze
byt v kombinaci s vy$sim obsahem susiny Castou pfi¢inou nekvalitniho prokvaseni a mlze

dochdzet k vy$sim ztrdtam Zivin a energie (Dolezal 2012).

3.1.2.1.2.3 PInéni, dusani a zakryvani

Pfi plnéni do Zlabu, je dllezité Zlab vydistit a zkontrolovat technicky stav, aby byla
zabezpecena Cistota a spravny proces kvaseni. Ke kontaminaci mize dojit ze zbytkd staré,
nekvalitni sildze, kterd mUzZe negativné ovlivnit fermentaci. Z technologického hlediska je

dllezité postupovat tak, aby byl Zlab co nejrychleji naplnén, dlikladné udusdan, kvalitné a
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vzduchotésné zakryt félii. VSechny tyto faktory maji vliv na rychlost vytvoreni anaerobnich
podminek.

Dusani je technologicky krok, pfi kterém se rozhodne o kvalité fermentacniho
procesu. Pri tomto procesu dochazi k vytésnéni vzduchu a zabranéni vyméné plynd, které by
mély za nasledek rozvoj sekundarniho kvaseni a nizsi aerobni stabilitu.

Kvalitni a vc€asné zakryti sildazniho prostoru vyznamné ovliviiuje vyslednou kvalitu

silaZze. Zpusob zakryti ovlivni, poptipadé snizi ucinek silaznich aditiv (Dolezal 2012).

3.1.2.1.2.4 Aditiva

Silazni aditiva maji garantovat lepsi kvalitu sildzi s mensim stupném rozkladu bilkovin,
s pfiznivéjSim obsahem a pomérem kvasnych kyselin. Dale maji snizit ztraty energie vlivem
rychlejsi acidifikace silaZované hmoty a posilit aerobni stabilitu. Podle zplsobu pUsobeni
rozliSujeme sildzni aditiva na 3 skupiny: Inhibi¢ni sildzni aditiva (chemické konzervacni
prostredky), stimulacni silazni aditiva (inokulanty, mikrobidlné enzymaticka aditiva) a silazni
aditiva s nutricnim efektem (mocovina, amoniak a nutri¢ni prisady). Ty to aditiva se lisi nejen
chemickym sloZzenim, ucinnou latkou, mechanismem Ucinku, ale také rychlosti snizovani
hodnoty pH a tvorbou fermentacnich kyselin nebo inhibici nezadouci mikroflory. Mezi
nezadouci mikrobiotu fadime kvasinky, klostridie, koliformni bakterie a plisné.

Ukolem chemickych aditiv je rychlé sniZeni pH, které inhibuje rGst nezadoucich
mikroorganismi a tim omezuje tvorbu nezadoucich fermentacnich produkti. Chemicka
aditiva se pouzivaji pfi pozdni sklizni pice, silaZzovani rostlinného materidlu s vyssi vihkosti a
nizSim obsahem sacharid(,, chemické ochrané vlhkého sena pfi nedostatecném zavadnuti
s obsahem susiny pod 26-28 %. Konzervacni prostfedky jsou aplikovdny nefedéné, zpravidla
v tekuté formé nebo i v sypké. Pfeddvkovani aditiv ma za nasledek inhibici ¢innosti BMK.
Mezi chemické konzervacni latky patfi - organické kyseliny (kyselina mravenci, kyselina
propionova), smésné konzervacni prostfedky obsahujici i soli aromatickych kyselin (kyselina
benzoovd), louh sodny, biochemické preparaty (obsahuji slozku mikrobialni a chemickou),
amoniak a mocovina.

Biologicka aditiva, téZ stimulaéni silazni aditiva maji nejvétsi uplatnéni pfi konzervaci
sacharidovych a zavadlych bilkovinnych picnin. Maji za ukol stimulovat fermentacni proces
pfi silazovani za presné definovanych podminek. Nelze je aplikovat pfi nepfizni pocasi a

nizkém obsahu susiny. VyuZivaji se ve formé bakteridlnich inokulantd nebo kombinované
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(bakteridlné-enzymaticka). Aplikace je provadéna v tekuté, praskové nebo mikrogranulové
formé. Vyhodou aditiv je jejich zdravotni nezavadnost a ekologi¢nost. Z technologického
hlediska maji pfiznivy vliv na zrychleni fermentacniho procesu, nizsi uvolfovani sildznich
$tav, snizeni ztrat sekundarni fermentaci, zlepSeni chutnosti a stravitelnosti Zivin. Mezi
bakterie obsaZené vinokulantech, jsou zejména vyuzivany BMK. Patfi sem napfiklad
Lactobacillus plantarum, Enterococcus faecium, Lactobacillus acidophillus a Lactobacillus

casei (Dolezal a kol. 2012; Jambor 2001; Vyskocil a spol. 2011).

3.1.2.1 Druhy silazi

Sildzovand a senazovand zelena pice je dnes popularnim krmivem v Evropé, tak v
Severni Americe.

SilaZ mGzeme déle rozdélit podle mnoha kritérii. Podle pouzité suroviny je v CR
nejCastéjsi sildaz kukuri¢nd, sildaZzovat lze také travni a pastevni porosty, cukrovarské tizky,
luskovinoobilné smésky, Bob obecny (Vicia faba), vojtésku (Medicago sativa), jetel
(Trifolium), Oves sety (Avena sativa), Zito seté (Secale cereale)) a paiené brambory (Dolezal
2012; Rada 2009). Mezi nejcastéji péstované plodiny pro silaz v tropickych oblastech patfi
Kukutice seta (Zea mays L.), Cirok (Sorghum), proso (Panicum) nebo Cukrova titina
(Saccharum officinarum). Severskych oblasti jsou to kosttava (Festuca), Jilek vytrvaly (Lolium
perenne) a vojtéska (Medicago sativa) (Bernardes et al. 2018). Ddle se silaze mohou délit
podle obsahu susiny sildZované pice na sildZze z ¢erstvé hmoty — obvykly obsah susiny 22-26
%, sildze z Castecné zavadlé hmoty — susina 26-35 % a siladze ze zavadlé pice — suSina 35-50 %

(Dolezal 2012).

3.1.2.2 Zitna senai

Zitna pice (Secale) je jednou z nejkvalitnéj$ich picnin. Dobfe hnojend Z%itnd pice
obsahuje vice nez 20 % bilkovin a pfiblizné 14 % sacharidl z celkové stravitelnych Zivin.
Hlavnim cilem produkce Zitné sendZe je sklizenl picnin v dobé, ktera poskytuje dobrou
vytéZnost a kvalitu. V praxi to znamena, Ze ke sklizni dochazi na jare ve stadiu tzv. vlajkového
listu nebo raného zavadéni. Zito lze sklizet i v tzv. téstovité zralosti, ale projevi se to
negativné na kvalité a chutnosti. V dobé, kdy se zaéina objevovat praporcovy list by se méla
Zitna pice sklidit a méla by byt balena pfi vlhkosti 50 az 60 %. Baleni by mélo byt provedeno

co nejdrive po lisovani (Mullenix 2014).
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Zitnd sendz miZe byt skladovdna a balena bud jednotlivé nebo po vice kusech
v jednom baleni. Jednotlivé baleni se obvykle provadi strojnim zafizenim, které otaci balikem
na oto¢ném stole. Nejvétsi vyhodou jednotlivého baleni sendZie je jeho potencial

minimalizovat znehodnoceni a ztraty (Bagg 2013; Mullenix 2014).

3.1.2.3 Vojtéskova silaz

Jako picnina ma vojtéska (Medicago sativa) vysokou chutnost, vysoké mnoZzstvi
bilkovin, dobrou zimni odolnost a dobrou odolnost vici suchu. Vojtéska vyzaduje dobre
odvodnéné pldy s vysokou Urodnosti a pH. SildZovana vojtéska si obvykle zachovava vice
zivin diky snizenym ztratam listd v porovnani se senem z vojtésky (Broderick 1985; Nevens &
Kuhlman 1936).

V porovnani s ostatnimi druhy sildZzZe ma vysoky obsah proteinu, vapniku, fosforu,
nizsi obsah celkovych stravitelnych Zivin. Jelikoz vojtéska obsahuje vysoky podil proteinu, je
nutné pred zahajenim silaZzovanim dodat fermentovatelné sacharidy. Sacharidy jsou vétsinou
dodavany v podobé jinych plodin, jako je naptiklad pSenice, kukufice nebo jeCmen. Pro
produkci kvalitni vojtéskové senaze je doporuceno nechat vojtésku zavadnout na 65 %
vlhkosti. Pokud vojtéska obsahuje vice nez 65 % vlhkosti je zapotfebi pouzit aditiva nebo

konzervanty (Hannaway 1981).

3.1.2.4 Kukuriéna silaz

Kukufice je snadno sildZzovatelné krmivo. Proces sildaZovani kukufice je nejvice
ovlivnén silazné-technologickymi faktory, jako je stadium zralosti, odriida, obsah susiny, aj.)
(Zeman a kol. 2006). Silaz z kukufice (Zea mays L.) je hlavnim zdrojem picnin pro
prezvykavce. Jedna se o vysokoenergetické krmivo s nizkym obsahem bilkovin. PouZiva se
jako doplrikova energie pro produkci krav a telat, pro chov jalovic a dojnic, ¢asto v kombinaci
s doplikovymi vysoce proteinovymi krmivy, jako je vojtéska (Allen et al. 2003; Zeman a kol.
2006).

Optimalni doba sklizné je, kdyz rostlina dosahne fyziologické zralosti. K tomu obvykle

dochdzi 50-55 dni po vyraseni klasu. (Allen et al. 2003; Ashley 2001).
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3.2 Metody stanoveni a identifikace

Metodika pro stanoveni priikazu L. monocytogenes je uvedena v CSN EN 1SO 11290-1
(560093) (Besse et al. 2018) a opira se o klasické kultivacni metody. Pro stanoveni listérii se
doporucuje soucasné poutZiti 2 rlznych selektivnich médii. Prvni by mélo byt vidy médium
podle Ottavianiho a Agostiho (ALOA) nebo ALOA podobné médium jako je napf. Listeria
chromogenic agar a druhé dopliujici jako PALCAM agar, Rapid’L.mono. Na téchto
selektivnich médiich Listeria monocytogene a Listeria ivanovii tvori pravidelné kulaté, modré
az modro/zelené kolonie. Dalsim typickym znakem je tzv. halo zdna, ta vznikad aktivitou
fosfolipazy, kterd se podili na infekénim procesu této bakterie. Nasledné je nutné provést
konfirmace charakteristickych kolonii na neselektivnim agarovém médiu a potvrzeni identity
vhodnym morfologickymi, fyziologickymi a biochemickymi testy. Vhodnymi metodami jsou
CAMP test, zkvaSovani cukrli, prikaz hemolyzy nebo imunochemické metody (ELISA)

(Cupakova a kol. 2010).

3.2.1 Hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za Gcasti matrice
s pruletovym analyzatorem (MALDI-TOF MS)

Hmotnostni spektrometrie slaserovou desorpci a ionizaci za ucasti matrice
s prlletovym analyzatorem (Matrix Assisted Laser Desorption/lonization Time of Flight Mass
Spectrometry, MALDI-TOF) je metoda hmotnostni spektrometrie s mékkou ionizaci, kdy je
vzorek ionizovan pomoci laseru za pfitomnosti matrice (Norkova a spol. 2013). Pfi této
ionizaci nedochazi ke fragmentaci molekul analytu (Murray 2010). Tato metoda ma Siroké
vyuziti v hmotnostni spektrometrii velkych netékavych biomolekul, konkrétné peptid(,
protein(, oligonukleotid( a oligosacharid(i (Zenobi & Knochenmuss 1999). V soucasné dobé
je tato metoda Uspésné vyuzivana v klinickych mikrobiologickych laboratotich k rychlé a
ucinné identifikaci patogennich bakterii a kvasinek (Clark et al. 2013; Stein et al. 2018).
Metoda identifikace mikroorganism(, zejména bakterii je zaloZena na analyze ribozomalnich
proteini (Sugawara et al. 2016). Mikroorganismy lze urcit na rodové, druhové a casto i
kmenové urovni, ¢ehoZ se vyuziva pfi monitoringu Zivotniho prostfedi, zpracovani potravin,
ochrané verejného zdravi nebo pfi klinické diagnostice (Huong a spol. 2014).

Vzorky jsou aplikovany na desticku vyrobenou z inertniho kovu (nerezova ocel) a
prekryty matrici. Po umisténi do pfistroje jsou vzorky ionizovany laserem. Matrice energii

laserového pulsu absorbuje, ¢imz dochazi k jeji desorpci. Po predani energie skrz matrici ke
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vzorku se ionizované molekuly uvolni do plynné faze. Nabité molekuly analytu jsou poté
urychleny elektrickym polem a vstupuji do hmotnostniho analyzatoru doby letu (TOF), ktery
méri dobu, za kterou ionty proleti trubici o zndme délce. Lehdi ionty leti rychleji, jejich doba
letu je kratSi a k detektoru dorazi dfive (Clark et al. 2013; Singhal et al. 2015). Bakterie jsou
identifikovany na zékladé jejich typického iontového m/z profilu. Hmotnostni spektra vzorku
jsou porovndvana s knihovnou referencnich spekter. Shodu ¢i neshodu program
vyhodnocuje pomoci logaritmického Ciselného skore v hodnotach 0-3 (Huong a spol. 2014).
V Tabulce 1 je zndzornéna spolehlivost hodnoceni.

Mezi nejcastéji pouZivané matrice patfi a-kyano-4-hydroxyskoricovd kyselina, 2,5-
dihydroxybenzoova kyselina, 3,5-dimethoxy-4-hydroxy skoticovd kyselina a 2,6-

dihydroxyacetofenon (Clark et al. 2013). Na Obrazku 8 je zndzornén proces MALDI-TOF.

°
' MALDI-TOF desticka
e

Obrazek 8: Proces MALDI-TOF (upraveno dle Clark et al. 2013)

Tabulka 1 : Hodnoceni spolehlivosti identifikace

Barva Rozsah skore Popis

2,300-3,000 Druh byl s vysokou pravdépodobnosti identifikovan

2,000-2,299 Rod identifikovan s jistotou, druh pravdépodobné
1,700-1,999 Pravdépodobnd identifikace rodu
0,000-1,699 Nespolehliva identifikace

3.2.2 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Je metoda rychlého a snadného pomnozZeni specifického Useku DNA, zaloZena na
principu replikace. Useky DNA, které se maji amplifikovat musi byt ohrani¢eny na zacatku a

na konci tzv. primery, coZ jsou kratké oligonukleotidy DNA. Tato sekvence urcuje misto, kde
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se primery navdzou na zakladé komplementarity bdzi a ohraniéi tak cilovou oblast
(McPherson & Moller 2006). Replikace DNA vyZaduje enzym DNA polymerdzu, kterd dokaze
zaClenit volné nukleotidy ve sméru 3" k5" konci do fetézce a ndsledné syntetizovat nova
vldkna DNA. Nejcastéji se pouziva termostabilni DNA polymeraza bakterie tzv. Tag
polymerdza. Tato polymeraza je odolna vici vysokym teplotam, coZ je nezbytnd vlastnost
pro PCR (Chen et al. 2017; Reece at al. 2012).

Cely proces PCR probiha v zafizeni tzv. termocykler, které je zkonstruovano tak, aby
dokazalo béhem nékolika sekund zvysit nebo snizit o nékolik desitek stupnl Celsia. Cely
proces probihd ve trech fazich viz. nize. Vysledkem muzZe byt prakticky neomezené mnozstvi
novych fragment(, v zavislosti na poctu cykli. Metoda je velice citlivd a dokaze odhalit i
jedinou molekulu DNA ve vzorku.

Faze PCR:

1. Denaturace: Tato faze probihd pfi teploté 94-95°C. Pri této teploté je DNA
denaturovéna a dochazi k rozdéleni dvouvldaknové DNA na dvé jednovlaknové DNA.
Vysledkem je predloha pro dalsi krok.

2. Hybridizace: Teplota se snizi na 55-65 °C a dochazi k navazani primerd, které nasedaji
3’konec komplementarniho vlakna a ohranici pozadovany Usek DNA.

3. Elogance: V této fazi dochazi k syntéze nového komplementarniho vldkna, pfi teploté

68-72 °C za pomoci Tag polymerazy.

Cely tento cyklus je obvykle opakovan 30-40krat (Chen et al. 2017; Reece et al 2014).

4 Metodika

V praktické ¢asti bakalarské prace byl studovan vyskyt Listeria monocytogenes ve 20

vzorcich sildzi a senazi. Seznam testovanych vzork( krmiv je uveden v Tabulce 2.
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Vzorky

Tabulka 2: Seznam testovanych vzorkd krmiv. U vzork(l je uveden druh sildZze / sendze,

zpUsob skladovani, poloha odbéru a oznaceni pivodu.

Vzorek Druh vzorku Skladovani Poloha Plvod
odbéru
(v vy vrchni y
la Sendz vojtéska- na betonu Okres Pfibram
vrstva
1b Sendz vojtéska- na betonu stfed Okres Ptibram
2a Silaz kukufi¢na(celd) sildzni jdma bok Okres Ptibram
2b Silaz kukufi¢na(celd) sildzni jdma stfed Okres Ptibram
- - spodni .,
3a Senaz zito na zeminé P Okres Ptibram
vrstva
- - stfedni y
3b Sendi Zito na zeminé Okres Pribram
vrstva
(v vy Sy g stfedni o
4a Sendz vojtéska sildzni jdma Okres Pribram
vrstva
4b Sendz vojtéska sildzni jdma bok Okres Pribram
5a Sildz kukufticna sildzni jdma stfed Okres Pribram
5b Silaz kukufricna sildazni jama bok Okres Pribram
6a Senaz zito sildazni jama stfed Okres Pribram
6b Senaz zito sildazni jama bok Okres Pribram
YAy eex Vyzkumny Ustav
7a Silaz Vojtéska - - v.y " ,y ,
Zivocisné vyroby
YAy eexy Vyzkumny Ustav
7b Silaz Vojtéska - - v.y Yoy ,y .
Zivocisné vyroby
vy s sy Vyzkumny Ustav
8a KukufFiéna silaz - - v.y oy ,y .
Zivocisné vyroby
8al Sendi zito silazni jama kraj Okres Pfibram
8b Sendi zito silazni jama stfed Okres Pfibram
9a Silaz kukuficna silazni jama bok Okres Pfibram
9% Silaz kukufricna silazni jama stfed Okres Pfibram
10 SendzZ vojtéska balik s folii - Okres Pfibram
4.1 Metody

4.1.1 Priprava médii

Pro pfipravu primarniho pomnozZzovaciho média bylo do 1000 ml odvazeno 54,4
gram( Half-Fraser bujonu (Oxoid) a pridan chlorid litného (3 g/l). Bujén byl nasledné
rozvaren, aby doslo k Uplnému rozpusténi vsech sloZzek média. Nasledné byl rozdavkovan po
225 ml do Erlenmayerovych banék a sterilovdn v tlakovém hrnci po dobu 45 minut. Po

vychladnuti na pokojovou teplotu, byl ke smési pfidan suplement UVM. | v mnoiZsvi 1 vialka

37



na 500 ml média (kyselina nalidixovd 10 mg, akriflavin 6 mg, Oxoid), ktery byl resuspendovan
v 2 ml fyziologického roztoku.

Pfiprava navazky Full-Fraser bujonu a rozpusténi probihala stejné viz. vyse.
Rozpustény bujon byl pipetovan v objemu 10 ml do vialek a ndsledné zavickovan.
Zkompletované vialky s médiem byly sterilovany v tlakovém hrnci po dobu 45 minut. Do
kazdé vialky byl tésné pred pouzitim pridan suplement UVM Il. v mnozstvi 0,2 ml (kyselina
nalidixova 10 mg/500 ml, akriflavin 12,5 mg/500 ml, Oxoid), ktery byl resuspednovan v 5 ml
fyziologického roztoku.

Na pfipravu 500 ml Chromogenic listeria agar (Oxoid), bylo odvazeno 69 g agaru.
Nasledné byl sterilovan v tlakovém hrnci po dobu 45 minut. Po zchladnuti média, k nému
byly pfidany 1 vialka OCLA (ISO) selective supplement (Oxoid) a 1 vilka Brilliance listeria
differntial supplement (Oxoid). Suplement OCLA (ISO) selective supplement bylo potieba
resuspednovat v 2 ml fyziologického roztoku. V poslednim kroku byl pripraveny agar rozlit

do sterilnich Petriho misek. Takto pfipravené agarové plotny byly uchovany pfi 4 °C.

4.1.2 Prukaz

Vzorky byly homogenizovany v mixéru a ndasledné bylo odvazeno 25 g vzorku na
laboratornich vahach do Erlenmeyerovy banky s 225 ml Half-Fraser bujon (HF). Takto
zpracovany vzorek byl umistén do termostatu a kultivovan aerobné pfi teploté 30 °C + 1 °C
na 24-26 h.

Po inkubaci bylo odebrano 0,1 ml suspenze sterilni injekcni stfikackou a pfeneseno do
sterilnich penicilinek s Full-Fraser (FF) bujénem. Zaroven byla suspenze z HF pfenesena na
pfedem pfipravenou agarovou plotnu s Chromogenic listeria agarem a rozetfena
jednordazovou sterilni klickou. Média pak byla kultivovana pfi teploté 37 °C+1°Cna 24+ 2 h.
Po 24 h byl zkontrolovan ndrlst na agaru a ponechdan kultivovat dalSich 24 h. Zaroven byla
odebrdna suspenze z Full-Fraser bujénu, opét rozetfena na Chromogenic listeria agar a
stejné jako v ptipadé Half-Fraseru kultivovdna pfi 37 °C £ 1 °C. Hodnoceni narlstu bylo
rovnéz provadéno po 24 a 48 hodinach.

V ptipadé pozitivniho ndrlQstu na agaru z HF i FF, byly kolonie popsany a prevedeny
do vialky s 9 ml neselektivniho bujonu z mozkosrdcové infuze (BHI, Oxoid). Odebirany byly
vidy dobfe izolované kolonie, aby bylo zabranéno pfipadné kontaminaci jinym kmenem.

Kultivace probihala pfi 37 °C po dobu 24 h. Nasledné byla mikroskopicky (Nikon Instruments
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Europe B. V.) ovérena Cistota kultury a Cisté kmeny byly identifikovany. Z kazdé varianty, kde
byl pozorovany narlst, bylo odebrano celkem 7 kolonoii, 4 z nich tvofili charakteristické
modro/zelené kolonie, s i bez zony precipitace. Zbylych 3 kolonii nebylo charakteristické pro

Listeria spp. Odebrany byly pro ovéreni selektivity média.

4.1.3 MALDI-TOF MS

Pro identifikaci bakterii pro MALID-TOF byl zapotfebi 1 ml ¢erstvé narostlé kultury
z BHI, ktery byl preveden do mirkocentrifugacni zkumavky o objemu 1,5-2 ml a nasledné
centrifugovan pfi 14,5 tis. ot. /min po dobu 2 minut. Nasledné byl supernatant slit a pelet
rozpustén v 0,5 ml 70% ethanolu. Smés byla znovu odstfedéna za stejnych podminek, pro
odstranéni zbytkd kultivaéniho média. Nasledné byl znovu slit supernatant, zbytek odstranén
pipetou a pelet ponechan nékolik minut vyschnout. K peletu bylo pfidano 15 ul 70% kyseliny
mravendi a stejné mnozstvi 100% acetonitrilu. Smés byla promichana a opét centrifugovana
pri 14,5 tis. ot. /min po dobu 2 minut. Vznikly supernatant byl pfenesen pipetou v objemu 1
ul na MALDI desticku a ihned po zaschnuti prekryt 1 pl roztoku MALDI matrice (kyselina alfa-
kyano-4-hydroxyskoficova). Desticka byla vloZzena do pfistroje MALDI-TOF hmotnostniho
spektrometru (Bruker Daltonik) a analyzovana. Identifikace vzorku byla provedena pomoci

softwaru FlexControl (verze 3.4). Kazdy vzorek byl nanesen ve dvou opakovanich.

4.1.4 Identifikace pomoci PCR sekvenovani genu 16S rRNA

Izolaty, které byly MALDI-TOF MS identifikovany jako L. monocytogenes byli nasledné

identifikovany pomoci sekvenace genu pro 16S rRNA.

4.1.4.1 Priprava lyzatu

Z Cerstvé narostlé, mikroskopicky ovérené kultury byl asepticky odebran 1 ml sterilni
injekéni strikackou a prenesen do mirkocentrifugacni zkumavky (1,5-2 ml) a centrifugovan pfi
14,5 tis. ot. /min po dobu 2 minut. Nasledné byl supernatant slit a k peletu byl pfidan lyzacni
pufr PrepMan Ultra Sample Preparation Reagent (Applied Biosystems) v objemu 100 pl.
V dalsim kroku byl vzorek zvortexovan a inkubovan v termobloku pfi 100 °C po dobu 10
minut. Vzorek byl ponechan vychladnout na laboratorni teplotu a nasledné byl odstfedén za
stejnych podminek. Supernatant byl pak odebran v objemu 80 ul do nové eppendorfovi

zkumavky. Takto pfipraveny lyzat byl pouZit pro polymerazovou retézovou reakci (PCR).
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4.1.4.2 Amplifikace genu pro 16S rRNA a pfiprava termocykleru

Pro amplifikaci 16S rDNA byly pouzity primery fD1 a rP2 navrzené ve studii Wesburg
et. al (1991). PCR byla provadéna v celkovém objemu 25 pl, obsahujici 2 ul bunééného
lyzatu, 1 pl primeru, 12,5 pl DreamTaq Green PCR Master Mixu (Thermo Fisher Scientific),
9,5 ul PCR vody (Thermo Fisher Scientific). Amplifikace probihala v termocykleru C1000
Touch (Bio-Rad). Podminky procesu PCR jsou uvedeny v Tabulce 3.

Tabulka 3: Podminky procesu PCR

Pocatecni denaturace 92,0 °C 5 min
Denaturace 92,0°C 1 min
Hybridizace 52,5°C 90 s 35X
Elongace 72,0°C 2 min
Zavérecna elongace 72,0°C 5 min

4.1.4.3 Gelova elektroforéza

Pro pfipravu gelu byl smichan 1 g agarézy (Fementas) se 100 ml 1x TEA pufru (40mM
tris(hydroxymethyl)aminomethan, 20mM octova kyselina, 1 mM EDTA; Fermentas). Smés
pak byla rozvarene v mikrovinné troubé po dobu 2-3 minut, do uUplného rozpustény.
Nasledné se nechal gel zchladnout a bylo k nému pfidano 5 ul barviva GelRed (Biotium).
Vznikly gel byl nalit do pfedem pfipravené formy s hfebinkem a nechal se ztuhnout.

Nasledovalo vyjmuti hfebink( a gel byl pfemistén do elektroforetické vany. Do prvni a
posledni pozice, byl aplikovan standard Mass Ruler DNA Ladder Mix (Thermo Fisher
Scientific) v mnoZstvi 5 pul pro ovéreni velikosti PCR produktu. Nasledné do zbylych jamek
bylo pipetovano 5 ul vzorku. Vzorky byly separovany za konstantniho napéti 130 V, proudu
80 mA a po dobu 60 minut. Nasledné probéhla vizualizace pomoci UV transluminatoru (Bio-
Rad). Vzorky s dostatecné silnymi bandy, které odpovidali velikosti, a nebyla u nich
zaznamendna formace nespecifickych PCR produktd, byly vybrany pro identifikaci

sekvenovanim.

4.1.4.4 Purifikace vzorkl vybranych pro identifikaci sekvenovanim

K purifikaci byl pouzit E.Z.N.A Bacterial DNA Kit (Omega bio-tek). K20 upl PCR
produktu bylo pfidano 100 pl CP pufru, smés byla promichdna a napipetovana do HiBind

DNA kolonky, umisténé v mikrocentrifugacni zkumavce. Vzorky byly centrifugovany pfi 14,5
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tis. ot. /min po dobu 60 sekund a vznikly supernatant slit. Do kolonky bylo nasledné pfidano
700 pl promyvaciho pufru a opét probéhla centrifugace za stejnych podminek viz. vyse.
Promyvavi proces byl opakovdn dvakrat. Po odstranéni supernatantu, byla kolonka
centrifugovana dalsSi 2 minuty, aby doslo k odstranéni zbytkového ethanolu. Nasledné byla
kolonka umisténa do nové 1,5 ml mikrocentrifugacni zkumavky. Do kolonky bylo
napipetovano 30 ul eluéniho pufru, kde byl ponechdn 2 minuty a nasledné odstfedén po

dobu 1 minuty. Takto pfipraveny filtrat byl pfipraven pro sekvenovani.

4.1.4.5 Sekvenovani 16S rDNA

Vzorky byly sekvencovany Sangerovou metodou 16S rDNA externé servisem GATC
spolecnosti Eurofins Genomics. Pét mikrolitri PCR produktu bylo smichano s 5 pl primeru o
koncentraci 5 uM. Vzorek byl namichan dvakrat, jednou fD1 a podruhé rP2 primerem.
Ziskand data byla zpracovdna v programu Chromas Lite a Bioedit a s pouzitim programu
BLAST porovnana se sekvencemi publikovanych v databazi nukleotidd GenBank (Nation

Center for Biotechnology Information, NCBI).

5 Vysledky

Celkem bylo hodnoceno 20 vzorkd silazi a sendzi. Vzorky byly odebrany z rlznych mist
silazi a skladovany rlznymi zplsoby. Celkové pocty nebylo mozné stanovit z dlivodu ¢astého
prerlstani.

U 12 vzorkl (1a, 1b 2b, 33, 3b, 4a, 5a, 6a, 6b, 7a, 7b, 8a, 9a) nebyl pozorovan zadny
narlst. Pozitivni narlst byl, zaznamenam u 8 vzork(l (2a, 4b, 5a, 5b, 8al, 8b, 9b a 10) po
kultivaci z HF. Jen u 2 vzork( (2a a 4b), byl narlst pozitivni z FF. Tyto vzorky tvofili na agaru
charakteristické modro/zelené kolonie, ale bez tzv. halo zény. Tato zéna znadi lecitinovou
aktivitu. Zéna precipitace byla u obou vzorkl pozorovdna az po uplynuti 2 tydn( v
chladnicce.

Ze vsech agarovych ploten s viditelnym narlstem, byly odebrany kolonie pro
identifikaci pomoci MALDI-TOF MS. Mira spolehlivosti identifikace je hodnocena pomoci tzv.
skére. Kdy maximalni spolehlivosti je dosazena pfi hodnoté skére 3 a hodnota 2 2,0 svédci o
spolehlivé identifikaci mikroorganism( na urovni rodu. Vysledky identifikace jsou uvedeny
v Tabulce 4. Ve vzorcich vyskytovaly bakterie rodu Lysinibacillus, Bacillus, Enterococcus,

Lactobacillus a Staphylococcus. Lysinibacillus, Bacillus, Enterococcus a Styphylococcus tvofily
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charakteristické modro/zelené kolonie, ale bez zény percipitace. Lactobacillus tvofil mlééné
bilé az hnédé kolonoie. Ze vzorku 2a, bylo odebrano celkem 8 izolatd (HFV1, HFV4, HFV7,
FFV3, FFV6, FFV5, FFV8, FFV2), které byly identifikovany s vysokym skérem pravdépodobné

identifikace na uUrovni druhu, jako Listeria monocytogeens.

Tabulka 4 : Seznam testovanych vzorkd

Vzorek | Oznaceni Druh Skére 16S rDNA
HFV1 Listeria monocytogenes 2,21 | 2,02 | Listeria innocua
HFV4 Listeria monocytogenes 2,12 | 2,10 | Listeria innocua
HFV7 Listeria monocytogenes 2,15 | 2,06 Listeria innocua
73 FFV3 Listeria innocua/ monocytogenes | 2,23 | 2,15 | Listeria innocua
FFV6 Listeria monocytogenes/ innocua 2,33 | 2,33 Listeria innocua
FFV5 Listeria monocytogenes 2,48 | 2,31 | Listeria innocua
FFV8 Listeria monocytogenes 2,49 | 2,44 | Listeria innocua
FFV2 Listeria innocua/monocytogenes 2,39 | 2,15 Listeria innocua
b HEVO Lysinibacillu.s fgsiformis/ 213 | 2,02
xylanilyticus
5h HFV10 Bacillus circulans/ spp. 2,00 | 1,75
HFV11 Bacillus circulans/ spp. 1,96 | 1,70
8al HFV16 Enterococcus mundetii 2,32 | 2,32
sb HFV15 Lactobacillus brevis 2,48 | 2,45
HFV12 Bacillus spp. 1,98 | 1,77
9% HEV17 Staphylococcus sa;?roph yticus/ 209 | 2,01
saprophyticus
10 HFV18 Lactobacillus brevis 2,46 | 2,42

Pro sekvenovani byly vybrany kolonie ze vzorku 2a, 3 kolonie z HF a 5 kolonii z FF. U
tohoto vzorku se potvrdila pfitomnost rodu Listeria, ktery byl uréen svysokym skérem
identifikace jako L. monocytogenes. Pomoci sekvenovani genu 16S rDNA bylo zjisténo, Ze se
jednd o Listeria innocua s lecitindzovou aktivitou. Cim# byla potvrzena spolehlivost

identifikace MALDI-TOF na uroven rodu.

6 Diskuze

Listeria monocytogenes je oportunitni vSudypfitomny patogen, ktery je skrze
prostfedi prendsen do krmiva a infikovana zvifata predstavuji riziko pro clovéka skrze
kontaminované produkty Zivoc¢isSného plivodu (Brychta a spol. 2010; Schmid et al. 2005). L.

monocytogenes zplUsobuje onemocnéni listeriézu u rlznych druht zvifat i u lidi. Za nasledky
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ma encefalitidu, potraty, mastitidu, septikémii a v nejvaznéjsich pripadech muize nastat i
smrt (Dortet et al. 2009). Prostfedi farem s hospodafskymi zvifaty mohou byt vyznamnym
rezervoarem L. monocytogenes, ktera se nachdzi v pudé, krmivu (predevsim v silazich) a
jinych formach prostredi (voda, rostlinné zbytky). To mize vést ke kontaminaci syrového
mléka a masa. Takto kontaminované suroviny se stdvaji vyznamnym prenasecem L.
monocytogenes do vyrobniho prostiedi a technologii ve zpracovatelskych zavodech, coz pfi
poruseni HCCP muzZe vést v kone¢ném dUlsledku k infekci ¢lovéka (Brychta a spol. 2010).

Skupina Listeria sensu stricto, kam patti L. monocytogenes obsahuje také Listeria
innocua, Lisetria seeligeri, Listeria ivanovii, L. welshimeri, L. seeligeri, a L. marthii. L.
monocytogenes, L. ivanovii. Jedna se o druhy, které jsou schopné kolonizovat travici trakt lidi
a zvitat, L. monocytogens je schopna napadnout lidi i zvifata, zatimco L. ivanovii je patogenni
pouze pro zvifata. Oba tyto druhy spolecné s L. seeligeri poji spolecnd vlastnost v podobé
hemolytické aktivity, kterd je nezbytnd pro virulenci. Zbylé druhy tuto vlastnost nemaji, a
nejsou povazovany za patogenni (Schmid et al. 2005).

V zadném z 20 testovanych vzorkd nebyla nalezena L. monocytogenes. Brychta a spol.
(2010) uvadi ve své publikaci, Ze v balenych silazi je hlasen 25 % castéjSi vyskyt L.
monocytogenes, nez v silaznich jdmach a silech, u nichzZ je incidence 2,5-2,9 %. Vyskyt L.
monocytogens souvisi s vétsi plochou krmiva, kterd ma kontakt se vzduchem a silaz ma tudiz
vyS$si pH. Za dalsi rizikové misto Ize povaZovat povrchovou vrstvu do 15 cm v silazni jamé, zde
se pH pohybovalo v hodnotach 8,3-8,6. V hlubSich vrstvach silaze se L. monocytogenes
nevyskytovala, pH hlubSich vrstev bylo < 4,5.

Jediny nalezeny druh rodu L. innocua, vykazovala velmi netypicky znak pro sv(j druh
v podobé lecitinové aktivity. Aktivita se projevila po 2 tydnech pfi chladirenskych teplotach.
L. innocua je grampozitivni vSudypfitomna bakterie, kterd je povaZovana za nepatogenni
druh, vzhledem k absenci hemolytické aktivity (Moura et al. 2019). Vzhledem k tomu Ze, L.
innocua je nalézana v podobnych prostredi jako L. monocytogenes a jsou si blizce pfibuzné,
tak maze byt L. innocua vyuzivana jako nepatogenni model pro studium L. monocytogenes.
Toho bylo vyuZito ve studii, kterou provedl Mohan et al. (2019), kdy L. innocua slouZzila pro
studium L. monocytogenes v inaktivaénich experimentech pro bezpeénost potravin
rostlinného plvodu. Moreno et al. (2014) ve své studii zkoumal L. innocua s atypickymi znaky
jako je lecitinova a hemolyticka aktivita. Zjistili, Ze vykazovala podobné fenotypové vlastnosti

jako L. monocytogenes pfi kultivaci na ALOA a nebylo mozné je rozlisit. Pfitom vyrobce ptd
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v bézné praxi uvadi Ze L. innocua roste na ALOA modro/zelenymi koloniemi bez ,halo zény“
(Oxoid). Blizsim zkoumanim amplifikace genQ, zjistili, Ze atypické izolaty obsahovaly
inlC, plcA a fragmenty genu hly, coz jsou geny patogennich druhl listerie a umoznuiji
virulenci. Gen inlC, kéduje Internalin C, ktery umozini penetraci L. monocytogenes do
nefagocytarnich bunék. Gen plcA kéduje fosfatidylinositol specifickou fosfolipdzu C, kterd
hraje klicovou roli pti Uniku patogenu z vakuoly hostitelské bunky a fragment genu hly,
kdéduje LLO (listeriolysin O), jez je schopny narusit sténu lysozomu (Blazkova a spol. 2005;
Wei et al. 2005). Diky PCR bylo zjisténo, Ze se jedna o sérotyp L. innocua 6a (Moura et al.
2019). Jednd se tedy o stejny sérotyp, ktery se vroce 2003 objevil u 62leté zZeny, jejiz
anamnéza zahrnovala hypertenzi, astma, dnu a osteoartritidu. V dobé pfijeti vykazovala
septicky Sok, extrémni slabost a horecku. VSechny provedené biochemické testy
nasvédcovaly, Ze se jedna o L. monocytogenes/L. innocua a vzhledem k zdvaznosti pfipadu,
byl vzorek odesldan pro blizsi zkoumani do Pasterova institutu. Izoldt byl prekvapivé
identifikovan jako L. innocua sérovar 6a (Perrin et al. 2003). Stejny sérovar zkoumal Moreno
et al. (2014) kdy zkoumany atypicky izolat L. innocua se vykazoval slabou hemolyzou a
jemnou zénou percipitace na ALOA. Ve studii Moura et al. (2019) je hemolyticky kmen L.
innocua popisovan, jako kmen, ktery je schopny aktivné prochazet intestinalnim epitelem a
nasledné se Sifit do jater a sleziny. Zaroven dodava, Ze je méné virulentni nez L.
monocytogenes, a expozice Clovéka L. innocua je spiSe vzacnd. Tato schopnost
pravdépodobné pochdzi od L. monocytogenes, s niz je Uzce spjata nebo poukazuje na
spolecného predka, ale schopnost virulence L. innocua se vytraci. Hemolytickd L. innocua, jiz
byla popsana v normé EN ISO 11290/2017 jako potencialni patogen z potravin.

Pro prvotni identifikaci izolatl v této praci byla pouzita MALDI-TOF MS. Blize byl
zkoumdn vzorek 2a. Celkem 8 izolatl ztohoto vzorku bylo identifikovano jako Listeria
monocytogenes s pomérné vysokym skdrem spolehlivosti, nicméné pomoci PCR metody byl
tento vysledek vyvracen. V poslednich letech je snaha validace metod. VyZadovana je
presnost identifikace, nizké naklady na spotfebni materidl, jednoduchost a hlavné rychlost.
Jako vhodna alternativa by mohla byt podle Thouvenot et al. (2018) pravé MALID-TOF MS.
Ve své publikaci uvadéji, Ze uspésnost identifikace L. monocytogenes, L. innocua, L. ivanovii,
L. fleischamnii, L. grayi, L. seelingeri, L. weihenstephanensis a L. welshimeri byla 100 %. To
neni v souladu s nasimi vysledky. Podobny neulspéch se objevil ve studii Koudelka a spol.

(2018), ktera se zabyvala identifikaci 227 vzork({ L. monocytogenes z rlznych zdrojl pomoci
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MALDI-TOF MS. Jejich vysledky s knihovnou Biotyper byly detekovédny s 90% Uspésnosti.
Hlavnim ddvodem pro neuspésSnou identifikaci mize byt chybnd detekce kapsularnich
polysacharidli nebo proteinovych antigennd (napf. antigen H a antigen O), kvili efektu
MALDI-TOF jez potlacuje polysacharidovy signal. BohuZel se nepodafilo v literatufe dohledat,
zda nékdo zkousel identifikovat pomoci MALDI-TOF MS lecitindza pozitivni kmen L. innocua
nebo L. innocua sérotyp 6a.

Dle normy EN CSN dle 1SO 11290-1/2017 bakterie z rodu Bacillus, Enterococcus a
Staphylococus mohou narlist na selektivnim agaru a vytvaret obdobné kolonie jako L.
monocytogenes. Na pouzitém agaru Chromogenic Listeria Agra (ISO) (Oxoid) vyrobce uvadi,
Ze narust bakterii Enterococcus by mél byt inhibovan pouzitymi slozkami v médiu, coz se
nestalo. Chromogenni média hraji daleZitou roly pfi mikrobiologické detekci patogennich
mikroorganismu. Vyzkum od Vlaemynck et al. (2001) prokazal, Ze chromogenni agary jako
ALOA jsou spolehlivéjsi pro detekci o 4,3 % oproti agariim PALCAM nebo Oxford, ALOA agar
mél dokonce méné pripadl faleSné negativity. Dle Stessl et al. (2009) jsou k agaru PALCAM,
chromogenni média vhodnym dopliikem, ale nedoporucuje se jedind aplikace kvdli
specificnosti chromogennich agarli, zejména u vzorkd se sloZitou mikrobiotou. Jejich
zavérem bylo, Ze konkurencni mikrobiota napf. Bacillus spp., Enterococcus spp. mize prerdst
nizky pocet L. monocytogenes a neukdzat pripadnou pozitivitu. Cornu et al. (2002) zjistil, Ze L.
innocua je schopna prerust nebo dokonce inhibovat rist L. monocytogenes.

Pfitomnost bakterii Bacillus spp. hraje duleZitou roli v obilnych silazich, kdy po
otevreni zhorsuje jeji kvalitu. Kukufi¢na sildz je nejcastéji kontaminovdna béhem sklizné
z pUdy. Bacillus spp. predstavuje riziko v pfipadé mnoZeni spor po otevreni sildZze. Spory
mohou byt pfeneseny ze znelisténé klUze vemene a ndsledné kontaminovat mléko. Pri
experimentu Liu et al. (2013) bylo objeveno, Ze Spatné fermentovana silaz s vy$sim obsahem
mastnych kyselin (kyselina octova, kyselina propionova a kyselina mdselna) ma lepsi aerobni
stabilitu, protoZe toto sloZeni Iépe inhibuje rozvoj aerobnich bakterii. Nicméné se nesnizi
dostatecné pH kyselinou mlécnou, aby byl rlst inhibovdn L. monocytogenes. Peng et al.
(2018) vytvorili také pokus na aerobni stabilitu sildzi. Po 14 dnech aerobni expozice byly
dominantni bakteridlni rody Bacillus spp. a Lysinibacillus spp. Tyto dva rody maji své
patogenni zastupce, ale v silazich se aplikuji jako inokulanty, diky své antimikrobidlni aktivité

proti L. monocytogenes (Gelda et al. 2019).
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Primarni prevenci proti nakaze listeriézou je produkce kvalitni silaze. Nekvalitni silaze,
pripadné silaze s viditelné poskozenym obalem by nemély byt zkrmovany (Fenlon 1985;
Queiroz et al. 2018). U&innou prevenci u lidi je vyhybani se nékterym vysoce rizikovym
potravinam a spravné zachdzeni s potravinami. Listérie lze spolehlivé usmrtit pasteraci a
jinymi zpUsoby tepelného osetfeni. Neni-li vSak dodrZzovana sprdvna vyrobni praxe, mlize
dojit ke kontaminaci i po zpracovani. VSeobecna doporuceni pro snizeni rizika nakazy jsou —
ddkladné uvareni potravin ZivocisSného plvodu, omyti syrové zeleniny, izolace syrovych
Zivocisnych produktd od potravin, které nebudou tepelné upraveny, vyhybani se konzumaci
syrového mléka a potravin z néj vyrobenych a rizikové skupiny by se mély vyhnout

konzumaci plisnovych syr(i a potravin z pult s lahddkami (SZPI, 2015).
7 Zavér

Kontaminace L. monocytogenes nebyla prokazana v zadném z 20 testovanych vzorka.
Jediny nalezeny zastupce rodu Listeria spp. byla Listeria innocua ve vzorku 2a kukufi¢né
silaze. Dale na Zivném médiu byl pozitivni narlGst bakterii zrodu Bacillus, Enterococcu,
Staphylococus, Lysinibacillus, Lactobacillus. VSechny vySe jmenované bakterie jsou bakterie
epifytni mikrobioty.

Nepfitomnost této bakterie v Zzadném zkoumaném krmivu, ukazuje na to, Ze byl
dodrZen spravny postup fermentace a jednd se o kvalitni krmivo. Kvalitni sildZ, nepfedstavuje

zdravotni riziko pro zvifata, a zaroven se sniZuje riziko nasledného prenosu na lidi, skrze

potraviny.
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