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Optimalizace podminek PCR pro druhovou identifikaci listerii z

potravin
Souhrn

Potraviny jsou znehodnocovany celou fadou mikroorganismii. Nékteré mohou byt
patogenni a zptisobovat alimentarni onemocnéni. Ptikladem jsou patogenni bakterie odolné
vuci extrémnim podminkdam prostiedi. Tyto organismy jsou schopny piezivat v podobé
biofilmu v potravinatskych podnicich. V nich ulpivaji na zafizenich a nasledné¢ mize dojit ke
kontaminaci produktd. Mezi alimentarni patogeny patii i L. monocytogenes. Jednad se
0 grampozitivni, nesporulujici, ty¢inkovitou bakterii, ktera muze byt pivodcem alimentarniho
onemocnéni listeriéza. Listerie jsou hojné rozSiteny v pfirod€, v potravindch pak zejména
v mléce, mase, zrajicich syrech, zelening, rybach, vejcich a produktech urcenych k ptimé
spotfebé. L. monocytogenes preziva v extrémnich podminkach prostfedi, vCetné Sirokého
rozsahu pH (4,6-9,5) a obsahu soli (10 %). Listerie je psychrotrofni a roste v Sirokém teplotnim
rozmezi (1-45 °C).

Cilem prace bylo nalezeni vhodnych primerti a optimalizace PCR podminek pro
spolehlivou identifikaci druht listerii, zejména L. monocytogenes, vyskytujicich se ve vzorcich
potravin. V prvni fazi byla optimalizovana PCR pro druhové specifické primery pro
L. monocytogenes (LL5, LL6) a pro L. innocua (lin0464-F, 1in0464-R). Tyto primery byly
aplikovatelné pro podminky nasi laboratote. V dalsi fazi bylo zkoumano, zda je mozné pouzit
rodové¢ specifické primery (LIS-F, LIS-R) v multiplexu s druhové specifickymi primery pro
L. monocytogenes a pro L. innocua. Dale bylo zavedeno pouziti primert specifickych pro
sérotypy 1/2a, 3a, 1/2¢, 3¢ (Imo0737-F, Imo0737-R), sérotypy 1/2¢, 3¢ (Imo1118-F, Imo1118-
R,), sérotypy 1/2b, 3b, 4b, 4d, 4e (ORF2819-F, ORF2819-R), sérotypy 4b, 4d, 4¢ (ORF2110-
F, ORF2110-R) pro podminky nasi laboratote. Byl optimalizovan pribéh déleni specifickych
PCR produktt v elektroforéze. V posledni fazi byly zavedeny primery (inlC-F, inlC-R;
Imo02821-F, Imo02821-R) pro ur¢eni patogenniho potencialu listerii.

Nalezen¢ primery mohou byt pouzity pro druhovou identifikaci listerii, identifikaci
sérotypi listerii a pro urcenti jejich patogenniho potencialu. Celkem byla DNA izolovana ze 118
kment. Z toho 21 kmenil bylo referen¢nich, 97 kment bylo neznamych. Z celkového poctu
neznamych kment bylo 84 kmend identifikovano jako L.monocytogenes a vykazovaly
patogenni potencial. Tti kmeny byly identifikovany jako L. innocua. Zbyvajicich 8 kment se
S pouzitim uvedenych primert nepodafilo identifikovat. 28 kmentt L. monocytogenes bylo
identifikovano jako pfislusici do fylogenetické skupiny I1, jednalo se tedy o sérotyp 1/2a nebo
3a. 21 kment piisluselo do fylogenetické skupiny 1.2 (sérotyp 1/2c nebo 3c¢), 18 kmenti patiilo
do skupiny II.1 (sérotyp 4b, 4d nebo 4e) a dalSich 20 kmenti do skupiny I1.2 (sérotyp 1/2b, 3b
nebo 7).

Podaftilo se zavést a optimalizovat PCR metody pro identifikaci a charakterizaci listerii.
Bakterie rodu Listeria byly izolovany napf. z: salam Vysocina, tatarak, feferonky se syrem
naloZené v oleji, mleté maso, vege burger, salat holandsky, hermelinovy salat. VétSina izolath
mela patogenni potencidl. Vysledky poukazuji na nezbytnost diaslednych kontrol
mikrobiologické bezpecnosti potravin.

Klic¢ova slova: Listeria sp., taxonomické zatazeni, PCR, optimalizace, potraviny



PCR optimalization for species-specific identification of food-born
listeria

Summary

Food is degraded by a variety of microorganisms. Some of them are pathogenic and
cause foodborne illness. Pathogenic bacteria are resistant to extreme environmental conditions.
These organisms are able to survive as a biofilms on surface in food processing plants and
contaminate many products. L. monocytogenes is one of the alimentary pathogens. It is a gram-
positive, non-spore-forming, rod shaped bacterium and may cause alimentary listeriosis.
Listeria is abundant in nature, in food especially in milk, meat, ripened cheese, vegetables, fish,
eggs and ready-to-eat food. Listeria monocytogenes survives in extreme environment
conditions including a wide range of pH (4,6-9,5) and high content of salt (10 %). The bacterium
is psychrotrophic growing at a wide temperature range (1-45 °C).

The aim of this thesis was to find suitable primers and optimize PCR conditions for
reliable identification of listeria species, especially L. monocytogenes, occurring in food
samples. PCR was optimized for species-specific primers for L. monocytogenes (LL5, LL6)
and for L. innocua (lin0464-F, 1in0464-R). In the next phase, it was investigated whether it is
possible to use genus-specific primers (LIS-F, LIS-R) in multiplex with species-specific
primers for L. monocytogenes and for L. innocua. In the next phase, were used primers specific
for serotypes 1/2a, 3a, 1/2c, 3c (Imo0737-F, Imo0737-R), serotypes 1/2c, 3c (Imo1118-F,
Imo1118-R,), serotypes 1/2b, 3b, 4b, 4d, 4e (ORF2819-F, ORF2819-R), serotypes 4b, 4d, 4e
(ORF2110-F, ORF2110-R) for the conditions of our laboratory. Furthermore, the separation
condition in electrophoresis was optimized. In the last phase, primers (inlC-F, inlC-R; Imo02821-
F, Im02821-R) were introduced to determine the pathogenic potential of listeria under the
conditions of our laboratory.

Tested primers can be used for species identification of listeria, identification of listeria
serotypes and to determine their pathogenic potential. In total, DNA was isolated from 118
strains. Of these, 21 strains were reference, 97 strains were unknown. Of the total number of
unknown strains were 84 strains identified as L. monocytogenes and showed pathogenic
potential. Three strains were identified as L. innocua. The rest of the strains were not identified
by used primers. 28 strains of L. monocytogenes belonged to phylogenetic group 11, i.e. they
were serotype 1/2a or 3a. 21 strains belonged to phylogenetic group 1.2 (serotype 1/2c or 3c),
18 strains belonged to group 1.1 (serotype 4b, 4d or 4e) and another 20 strains to group 11.2
(serotype 1/2b, 3b) or 7).

PCR methods for listeria identification and characterization have been established and
optimized. Bacteria of the genus Listeria have been isolated, for example, from: Vysocina
salami, tartare, hot peppers with cheese marinated in oil, minced meat, vege burger, Dutch
salad, camembert salad. The most of isolates had pathogenic potential. The results point to the
need for rigorous microbiological food safety controls.

Keywords: Listeria sp., taxonomic classification, PCR, optimalization, food
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1 Uvod

Mikroorganismy jsou vSudypfitomné, vyskytuji se tedy 1 na potravinach. V potravinach
mohou mit mikroorganismy pozitivni i negativni efekt. Mezi negativni mikroorganismy patii
jednoznaéné patogeny. Jako patogen je definovan mikroorganismus, ktery pfimou interaci
(infekci) sjinym organismem, vétSinou vicebunéénym, vyvold onemocnéni u tohoto
organismu. V potravinach se vyskytuji tzv. alimentarni patogeny zpusobujici alimentarni
onemocnéni. Pfikladem téchto mikroorganismi jsou patogenni bakterie, které jsou velmi
odolné vuci extrémnim podminkam prostiedi. V podobé biofilml jsou tyto mikroorganismy
schopny ptezivat v potravinarskych podnicich, kde mize néasledné dochazet ke kontaminaci
produktii. Mezi alimentarni patogeny patii i L. monocytogenes, ktera zptisobuje nepiili§ Casté,
ale velmi vazné onemocnéni zvané listeridza.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Hypotéza: Budou nalezeny dostateéné specifické PCR primery a optimalizovany
podminky pro spolehlivou druhovou identifikaci listerii izolovanych ze vzorkl potravin.

Cile prace: Cilem prace je nalezeni vhodnych primert a optimalizace PCR podminek pro
spolehlivou identifikaci druhti listerii, zejména L. monocytogenes, vyskytujicich se ve vzorcich
potravin.



3 Literarni reSerse
3.1Rod Listeria

3.1.1 Klasifikace rodu

Rod Listeria se v soucasné dobé¢ sklada ze 17 druhi. Mizeme ho rozdélit na dvé
skupiny. Prvni skupina se nazyva ,,Listeria sensu stricto (v pfesném smyslu slova). Na zakladé
genetické piibuznosti a stejnych fenotypovych vlastnostech byly do této skupiny zatrazeny
druhy L. monocytogenes, L. ivanovii, L. seeligeri, L. marthii, L. innocua a L. welshimeri. Tyto
druhy se vyskytuji v gastrointestinalnim traktu zvifat, ve stolici a v potravinach zivoci$ného
ptavodu. L. monocytogenes je spolu s L. ivanovii patogenni druh. L. monocytogenes infikuje
piedevsim ¢loveéka. L. ivanovii zpusobuje Casto listeridzu u piezvykavced, u ¢lovéka malokdy.
VSechny ostatni jsou povazovany za nepatogenni. Druhou skupinou je ,,Listeria sensu lato* (v
SirSim smyslu slova). Do této skupiny byly zatfazeny druhy liSici se fylogeneticky od druhti
,Listeria sensu stricto”. Navenek vykazuji jiné vlastnosti, z tohoto diivodu byla vytvofena tato
samostatna skupina. Do skupiny fadime L. floridensis, L. aquatic, L. grayi, L. riparia,
L.gradensis, L. rocourtiae, L. booriae, L. newyorkensis, L. weihenstephanensis, L. fleischmanni
a L. cornellensis (Schardt et al. 2017). Na obrazku ¢. 1 je znazornén fylogeneticky strom rodu
Listeria, ktery byl sestaveny na zaklad¢ analyzy genu pro 16S rRNA. Listerie se rozdélily do
dvou vétvi na zdklad¢ podobnosti v sekvencich analyzovaného genu. Mlzeme zde vidét vétev
zahrnujici druhy listerii, u nichz byly potvrzeny fenotypové podobnosti a patii do skupiny
,Listeria sensu stricto”. Z obrazku je patrné, ze ostatni druhy patiici do skupiny ,,Listeria sensu
lato, vykazuji oproti prvni vétvi fenotypové rozdily. Z tohoto divodu nejsou jejich vétve
ucelené v jednu vétev a jsou viditelné oddéleny od vétve skupiny ,,Listeria sensu stricto®.

100 Listena monocytogenes ATCC 153137
T — 95 L Listena marthii FSL 54-1207
100fL_. Listovia mnocua CLIP1 1262

100 L welshimen SLCC 53347 Listaria sensy stricto

Listeria wanoww PAMSS

Listevia soohgert SLCC 39547

100 [L-sh?lm grayi DSM 206017
100 L Listersa grayi ATCC 25401
100 Linterta fleischmanni subsp, ferschmannu LU2006 17
_—{ Listena Neischmannn subsp. coloradenensis TTU M1-001
__190__{:['“’"“, flondensis FSL S10-11877
Listerma aquatica FSL S10-10887

100 1001 Listena newyorkensis FSL A5-0200
100] | Listeria newyorkensis FSL M6-06357
Listeria comaetlensis TTU A1-02107 Listerig sensu foto
Listena rocourtiae CIP 1098047
Listoria weihenstephanensis DSM 246997
Listena grandensrs TTU A1-02127
Listera nparia FSL $10-12047
Listeria boorise FSL A5-02817
100 —— Brochothrix campestns ATCC 437547

b Brochothrix thermosphacta ATCC 115097

Obrazek ¢. 1: Fylogeneticky strom rodu Listeria sestaveny na zakladé analyzy genu pro
16S rRNA (Weller et al. 2015).
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3.1.2 Sérotypy

Stejné jako u ostatnich patogend je zafazeni na uroven druhu nedostate¢né. Z toho
divodu jsou kmeny tiidény podle sérotypli, kdy jsou analyzovany reakce antigenii se
specifickymi antiséry. Antigeny jsou cizi molekuly, které jsou rozeznavany imunitnim
systétmem organismu. Podle antigenil je imunitni systém schopen rozliSovat struktury télu
vlastni i cizi. Antigeny se od sebe mohou liSit velikosti i chemickym sloZenim. Obvykle se
jedna o polysacharidy ¢i proteiny. Mezi nejbéznéjsi antigeny patii virové castice, bunééné
stény, fimbrie, bi¢iky. Pti sérologické identifikaci listerii se prokazuje pfitomnost somatickych
O (télnich) a flagelarnich H (bi¢ikovych) antigenti na zaklad¢ jejich reakce se specifickymi
antiséry. Diky prokdzanym antigenim miizeme L. monocytogenes zafadit do pfisluSnych
sérotypovych skupin, kterych je celkem 13. Konkrétné se jedna o sérotypy 1/2a, 1/2b, 1/2c,
3a, 3b, 3c, 44, 4b, 4c, 4d, 4e, 4ab, 7 (Bhunia 2018).

S rozvojem novych metod dochazi k dal§imu upfesiiovani genotypu a fenotypu bakterii
a nasledné nové kategorizaci. Na zakladé ribotypizace byly bakterie rodu Listeria rozdéleny do
3 linii. Jednotlivé linie se 1i§i patogennim potencialem. Do linie I jsou fazeny sérotypy 1/2b, 3b,
4b, 4d, 4e, 7, které maji nejvyssi patogenni potencial a jsou nejcastéjsi pri¢innou onemocnéni
vyvolanych bakterii L. monocytogenes. Linie II ma stfedni patogenni potencial. Sérotypy 1/2a,
1/2¢, 3c, 3a, patiici do této linie, vyvolavaji listeriozy sporadicky. Nalézame je piedevs§im
v kontaminovanych potravinach. Linie III ma nizké patogenni riziko a jen ztidka zptisobuje
infekci ¢lovéka. Zahrnuje sérotypy 4a a 4c, které vyvolavaji onemocnéni zvirat (Nadon et al.
2001; Borucki & Call 2003; Gelbickova & Karpiskova 2011). Do linie IV jsou zatazovany
sérotypy 4a, 4b a 4c. V nékterych studiich byla pouZivana rizna oznaceni pro jednotlivé linie.
Linie I byla oznacovana jako linie II a naopak (Orsi et al. 2011). Sérotypy linie I a linie 1l byly
dale na zakladé obsahu ¢i absence genu (Imo0737, Imo1118, orf2819, orf2110) rozdéleny do
ctyt fylogenetickych skupin viz. tabulka ¢. 1. Geny Imo0737, Imo1118 koduji neznamé
proteiny. Gen orf2819 kéduje transkripéni regulator a gen 0rf2110 koduje secernovany protein
(Doumith et al. 2004; Yadav et al. 2010).

Tabulka €. 1: Rozdé€leni sérotypt do fylogenetickych skupin (Doumith et al. 2004).

Nazev genu Skupina Sérotypy Velikost PCR produktu (bp)
ImoQ737 1.1 1/2a, 3a 691
Imo1118, Imo0737 1.2 1/2c, 3c 906 + 691
orf2110, orf2819 .1 4b, 4d, 4e 597 + 471
orf2819 1.2 1/2b, 3b, 7 471
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3.1.3 Charakteristika rodu

Rod Listeria jsou grampozitivni pravidelné tyCinky o velikosti 0,4-0,5 X 1-3 pum.
V zévislosti na podminkéch kultivace se vyskytuji samostatn¢, ve dvojicich nebo tvoii dlouhé
fetizky. Listerie nevytvaieji spory. Nékteré druhy maji bi¢ik, diky némuz se mohou pohybovat.
Pohyblivost je ovlivnéna teplotou. Pfi teploté nad 25 °C se pohyblivost snizuje a pii teploté téla
(37 °C) biciky zcela vymizi (Bhunia 2018).

Bakterie rodu Listeria patii mezi fakultativni anaeroby. Jsou schopny rlst za nizkych
hladin kysliku a za podminek vysokého obsahu oxidu uhli¢itého (Gandhi & Chikindas 2007;
Lungu et al. 2009). Tolerance vici soli, teploté, pH, nizkym koncentracim kysliku a aktivita
vody (aw) se méni mezi kmeny (Gandhi & Chikindas 2007).

3.1.4 Listeria monocytogenes

L. monocytogenes je hojné rozsifend v pfirodé. Nalézdme ji v pudé, v riznych
vegetacich, hnijicim rostlinném materidlu, vykalech, silaZich a vod€. Mlze se vyskytovat jako
saprofyt, zivi se tedy rozkladanim odumfelé organické hmoty. Bakterie mize zvolit paraziticky
zpusob zivota. V tomto piipade vyuziva hostitele jako vhodné prostiedi pro Zivot a jako zdroj
vyzivy (Schardt et al. 2017).

Optimalni teplota pro rust L. monocytogenes je v rozmezi 30 a 37 °C. Bakterie je znama
jako psychrotrofni, to znamen4, ze je schopna zpomaleného ristu i pti chladirenskych teplotach,
tj. pod 7 °C (Carpentier & Cerf 2011). Na druhé stran¢ je patogen schopen mnozit se pfi
teplotach dosahujicich az 45 °C (Saltijeral et al. 1999). Toleruje Siroky rozsah pH, mize rist
v prostfedi s pH mezi 4,6-9,5 (Carpentier & Cerf 2011). Tolerance na pH je také spojena
s aktivitou vody (aw). Pii aw mensi nez 0,92 tato bakterie neroste (Nolan et al. 1992).
L. monocytogenes roste i v koncentraci soli do 10% (Ferreira et al. 2014). Listerie patii mezi
katalaza pozitivni a oxidaza negativni organismy (Bhunia 2018). Svymi vlastnostmi
a schopnostmi ptezit rizné podminky prostiedi, a diky prokazané patogenité, piedstavuje
L. monocytogenes organismus, ktery mize byt pro ¢lovéka velmi nebezpecény (Schardt et al.
2017).
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3.2Listerioza

Listerioza je infek¢éni onemocnéni zpusobené patogenni bakterii Listeria monocytogenes.
Patfi mezi zoondzy (infekéni onemocnéni zvifat pfenosné na clovéka). K vyvolani infekce
dochazi nejcasteji po pozieni kontaminované potravy. Bakterie se pfemnozi v travicim traktu
a dojde k rozvoji onemocnéni (Bortolussi 2008). Listeriéza neni az tak Casté alimentarni
onemocnéni v Evropské unii, ale miize mit velmi zavazny pribéh a u 30 % pacientli kon¢i smrti.
Zejména se jedna o pacienty z rizikovych skupin (lidé s oslabenou imunitou, malé déti nebo
naopak seniory). Prestoze listerioza neni pfili§ ¢asté onemocnéni, zaujima v EU prvni misto
Z hlediska iimrtnosti na alimentarni onemocnéni (EFSA & ECDC 2018). V roce 2016 bylo
v EU hléaseno 2506 piipadi, z nichz zemielo 247 jedinct. V roce 2018 pocet ptipadu Cinil 2544
Z toho 229 umrti. V roce 2019 bylo nahlaseno 2621 piipada a zemielo 303 pacientu (ECDC
2019). V Ceské republice piedstavuje listeriéza v porovnani s ostatnimi infekcemi pomérné
malo Casté onemocnéni. Rocné je hlaSeno par desitek piipadil viz. obrazek €. 2. Z obrazku je
patrné, ze v pribéhu let doslo k nékolika viditelnym vykyviim V poctu ptipadu listeriozy.
V roce 2006 bylo nahldseno 78 ptipadl, z nichz zemielo 12 pacienti. V roce 2007 pocet
ptipadu €inil 51 z toho 8 umrti. V roce 2016 bylo zaznamenano 46 ptipadd, z nichz 11 pacientt

zemielo. V Ceské republice umira na listeriézu roéné jednotky jedincti (ECDC 2019).
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Obrazek &. 2: P¥ipady onemocnéni listeriozou v CR v letech 1997-2018 (SZU).
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Listerie se vyskytuji v zelenin€, mléku, zrajicich syrech, mase, rybach, pastikéach, vejcich
a produktech urcenych k piimé spotiebé, jako jsou uzeniny a lahtidky (Bortolussi 2008). Velmi
ziidka muze byt infekce pfendsena piimo z infikovanych zvifat na ¢lovéka. Dale muze dojit
K pfenosu z matky na dit¢ v déloze nebo béhem prichodu infikovanym porodnim kanalem.
Existuji také zpravy o pfenosu V nemocni¢nim prostiedi ze zdravotnického personalu na
pacienty (Allerberger & Wagner 2010).

Na obrazku ¢. 3 je schéma znazornujici proces infekce v zivém organismu. K rozvoji
listeriézy dochazi za predpokladu, Ze jedinec pozie potravu kontaminovanou L. monocytogenes
nebo bakterii samotnou. Nasledn¢ listerie piekona stievni bariéru hostitele a dale pronika do
t&la. Infekéni ddvka pro zdravého ¢lovéka ¢ini 108 bunék, u rizikovych osob miize ¢init pouze
1000 bakterialnich bunék (Brychta J 2018). Listerie se ztraviciho traktu dostavaji do
lymfatického systému a do krevniho feciSté. Stav, kdy jsou bakterie pfitomny v krvi, se nazyva
bakteriémie. Bakteriémie muze vyvolat $ok a zptisobit organové selhani. Z krve mohou listerie
napadnout jakykoliv orgdn a rozvinout lokalni infekci. Nejcasteji napadenymi orgédny jsou jatra
a slezina. Pii prichodu ptes placentu miize dojit k infikovani plodu, jak jiz bylo zminéno vyse.
V né¢kterych piipadech se listerie dostava pres hematoencefalickou bariéru a napada mozek.
Bakterie mize napadnout i srdce (Cossart & Lebreton 2014).
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Obrazek ¢. 3: Proces infekce v zivém organismu (McMullen & Freitag 2014).
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Na obrazku €. 4 je znazornén mechanismus translokace L. monocytogenes pres stievni
bariéru. Epitel vystylajici tenké stievo je jednovrstevny cylindricky. V epitelu se nachézi
nékolik typti bunék. Nejvice jsou zastoupeny enterocyty, jejichz hlavni funkci je vstfebavani
latek z obsahu tenkého stieva. Mezi enterocyty jsou poharkové bunky, které vylucuji mucin
tvofici ochrannou vrstvu na povrchu stfeva. Listerie jsou schopny navazat se pomoci
povrchovych proteinti na enterocyty ¢i poharkové bunky. V epitelu se také nachéazeji M-buiiky,
které jsou soucasti imunitniho systému. Jejich tikolem je vychytavat patogeny. Pokud M-burnky
a dalsi buniky imunitniho systému (lymfocyty, makrofagy) nezachyti listerie, dostavaji se tyto
bakterie do krve a lymfy. Nasledné jsou tyto bakterie pieneseny do cilovych organti (McMullen
& Freitag 2014).

Strevo '.'.-"

Invaze

pohérkovych S .""-.,_ Vychytavani
bunék S e / M-burikami
i Invaze [
‘( enterocytd

Fagozémova ruptura- \ f

siteni z bunky do burnky . -
Krev / lymfa Bakterie prenasena

krvi/ lymfou Migrace do
................... » Cilovych organa

Obrazek ¢.4: Mechanismus translokace L. monocytogenes pies sttevni epitel (Lecuit & Cossart
2001).

3.2.1 Rizikové skupiny

L. monocytogenes vétsinou zpusobuje u zdravych jedincii neinvazivni formu listeridézy
V podobé gastroenteritidy (zanét traviciho traktu, postihujici Zaludek i tenké stievo). Odborna
pomOC Vtomto pfipadé Vétéinou neni potfeba infekce za pér dni odezni Pokud bakterie
pravdépodobné u Jedlncu z rizikovych skupin.

Podle véku rozliSujeme 3 hlavni rizikové skupiny. Novorozenci, t¢hotné Zeny a seniofi
(nad 60 let). DalSimi rizikovymi jedinci jsou osoby s oslabenou imunitou. Konkrétné jsou to
pacienti s nadorovym onemocnénim, jedinci nakazeni zloutenkou nebo virem HIV. Listerioza
muze téz postihnout osoby podstupujici dlouhodobé 1é¢bu antacidy (Ié¢iva snizujici kyselost
zalude¢niho obsahu) nebo imunosupresivy (latky potlacujici funkci imunitniho systému)
(Brychta J 2018).
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3.2.2 Klinické priznaky

3.221 Gastroenteritida

L. monocytogenes muze zpusobit u zdravych osob febrilni gastroenteritidu. Listerie se
vyskytuji pouze v bunkach epitelu tenkého stfeva, nikam dal se nesiti. Nemoc se obvykle
objevuje 24 hodin po poziti kontaminované potravy, VétSinou trvéa 2 dny. Mezi bézné ptiznaky
patii nevolnost, horecka, bolest hlavy, vodnaty prijem, bolest kloubti a svali. VEtSinou neni
tieba zahajit 1é¢bu, infekce postupné odezni sama (Lorber 2005).

3.222 Infekce v téhotenstvi a novorozenecka infekce

Béhem tehotenstvi je imunita zprostiedkovana T-bunkami mirné naru$ena. Z tohoto
divodu jsou t€hotné Zeny nachylné k rozvoji listeridlni infekce. Ackoliv se onemocnéni miize
objevit ve vSech stadiich t€hotenstvi, nejcastéji je pozorovano béhem tietiho trimestru. Velmi
Casto se nemoc V téhotenstvi projevuje jako bakteriémie (pfitomnost bakterii v krvi). Mezi
bézné projevy nemoci patii bolest hlavy, horecka, malatnost, myalgie (bolest svalstva), artralgie
(bolest kloubit). Gastrointestinalni piiznaky, jako je bolest biicha a prijem, jsou méné Casté.
U Zen nakaZenych listeriozou jsou b&zné piedéasné porody. Casto dochazi ke spontinnim
potratim nebo je nutné podstoupit terapeuticky potrat plodu.

Pokud listerie pifekona placentarni bariéru, dochazi k infikovani plodu in utero. Tato
listeridlni infekce vede k narozeni mrtvych jedinct nebo k novorozeneckym umrtim. Pfi
infikovani novorozence v déloze, dochazi k novorozenecké listerioze cCasného nastupu.
Onemocnéni se projevi pfi narozeni nebo kratce poté, obvykle béhem prvniho tydne Zivota.
Priméarnim klinickym obrazem je tézka sepse s multiorganovym postizenim. Mira imrtnosti
narozenych déti se blizi 20 %. Pokud k mife imrti béhem prvniho tydne Zivota pfifadime
i frekvenci potrati a mrtvé narozenych, zvysi se celkova umrtnost na vice jak 50 %.

Listeriéza pozdniho nastupu ma typické rysy novorozenecké meningitidy. V tomto
pfipad¢é neni zcela zndmo, zda dochézi k infikovani novorozence pii prichodu porodnimi
cestami matky nebo z nemocni¢niho prostiedi. Vyskytuje se 7-20 dni po porodu. Kojenci
s timto typem listeridzy vykazuji nechutenstvi a podrazdénost. Umrtnost spojena s pozdnim
nastupem nemoci je méné nez 10 %. MuZe dochazet k pozdéjSimu neurologickému poskozeni,
jako u jinych forem novorozenecké bakterialni meningitidy (Schlech 2000; Doganay 2003).
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3.2.2.3 Infekce CNS

Klinickymi syndromy zpusobenymi listeriemi v CNS jsou meningitida (zanét
mozkovych blan), meningoencefalitida (zanét mozku a mozkovych blan) a tvorba abscesu.
Meningitida je nejCastéji rozpoznavanou listeridlni infekci. L. monocytogenes je patym
nejcastéj$im plivodcem této nemoci. Dalsi bakterie zpusobujici meningitidu jsou napiiklad
Neisseria meningitidis, Haemophilus influenzae a Streptococcus pneumoniae. Ze zacatku jsou
pfiznaky meningitidy podobné chfipkovému onemocnéni. Pacient trpi vysokymi horeckami,
zvracenim, bolestmi hlavy, kloubii a zad. Hlavnim pfiznakem, diky némuz mizeme rozpoznat
meningitidu, je svalova ztuhlost $ifici se z kréni patete. Dal§imi pfiznaky mohou byt zachvaty,
$patna koordinace pohybu nebo ties. Listerie mize napadnout samotny mozek. Pokud k tomu
dojde, tak hovofime o tzv. encefalitidé (zanét v mozku). Pfi kombinaci meningitidy
a encefalitidy se setkavame s onemocnénim zvanym meningoencefalitida (Bartt 2000).

3.224 Endokarditida

Infekéni endokarditida je zanét vnitiniho povrchu srdce neboli endokardu, postihuje
zejména srdeéni chlopeii. Toto onemocnéni je vzacné, ale velmi zavazné. Casto vede
k dysfunkci chlopné a srdeénimu selhani. Listerialni endokarditida je pozorovana ptiblizné
u 8 % infikovanych dospélych jedinct. Mira tmrtnosti ¢ini téméf 50 % (Doganay 2003).
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3.2.3 Faktory virulence

Pti vstupu do hostitelské buniky, pohybu a rozsiteni do dalSich bunék pomahaji listeriim
viruletni faktory. Tyto faktory zahdaji infekci a ovlivni jeji nasledny prabeh. Jak jiz bylo
nékolikrat zminéno, L. monocytogenes se dostava nejcastéji do traviciho traktu hostitele
kontaminovanou potravou. Bakterie musi odoldvat vlivu proteolytickych enzymi hostitele,
kyselému zalude¢nimu prostredi a zlu¢ovym solim (Sleator et al. 2003).

Pokud L. monocytogenes odola kyselému zaludeénimu prostiedi a vlivu
proteolytickych enzymu, dostava se do stieva, kde mize adherovat K hostitelskym bunikam
epitelu a dostava se z jejich povrchu do nitra. Do nitra buniky pronika za pomoci povrchovych
proteinti zvanych internaliny. Nejvyznamnéjsi jsou Internalin A (InlA) a Internalin B (InIB).
Internaliny piedstavuji virulentni faktory, které zajistuji rozpoznani bunécnych receptort
hostitele. Pomahaji pii vstupu patogenu do hostitelskych bunék. Hlavni roli InlA je jeho
interakce s transmembranovym proteinem E-kadherinem, za tucelem zprostiedkovani vstupu
bakterie do epitelidlnich bunék. InlB usnadiiuje vstup do SirSiho spektra typt hostitelskych
bunck, vcetné fibroblasti, hepatocytii a epitelialnich bunék. Po interakci Internalinu
s receptorem je L. monocytogenes obklopena cytoplazmatickou membranou burnky a uzaviena
do nové vzniklé vakuoly zvané fagozom (Liu 2006).

K tniku listerie z fagozomu je zapotiebi faktor virulence, kterym je listeriolysin O
(LLO), toxin produkovany bakterii L. monocytogenes. Tento toxin vytvaii pory a ve spolupraci
s fosfatidylinositol-fosfolipazou C (PI-PLC) a fosfatidylcholin-fosfolipazou C (PC-PLC)
zprostiedkovava unik bakterie. L. monocytogenes se uvolni do cytosolu, kde dochdzi k jejimu
ristu a mnozeni. K pohybu bakterie je potfeba povrchovy protein, ActA (Actin-assembly
inducing protein). Tento protein zajiStuje polymeraci bunééného aktinu, to vede ke vzniku
kometového ocasu, ktery umoziuje intracelularni motilitu a Sifeni bakterie z bunky do bunky.
Listerie jsou pohlceny sousednimi buiikami, coz vede k tvorbé zdvojenych membranovych
vakuol. Opusténi téchto vakuol napomaha jiz zminovany listeriolysin O a fosfatidylcholin-
fosfolipaza C. Usp&né prekonani zdvojené membrany vakuoly signalizuje zacatek nového
infek¢niho cyklu.

Vyse zmitlované faktory virulence jsou fizeny geny. Regulace exprese téchto gentl je
zajiSténa pozitivnim regulacnim faktorem A (PrfA). Signal, ktery indukuje aktivaci PrfA neni
znamy. Byly izolovany kmeny L. monocytogenes, které obsahuji mutace v genu PrfA, coz ma
za nasledek konstitutivni aktivaci PrfA (Bruno Jr & Freitag 2010). Pozitivni regulacni faktor je
velmi dilezity fidici mechanismus, ktery zodpovida za cely proces infekce burniky. Bez néj by
bakterie nebyla schopna S§ifit se z bunky do buniky, adherovat k cytoplazmatické membrané
dalsich bun¢k, uniknout z fagozomu a replikovat se v cytosolu (Vazquez-Boland et al. 2001).
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Prubéh Sitfeni listerii v hostiteli je znazornén na obrazku ¢. 5. Bakterie vstupuje do
hostitelské buniky pomoci interakce InlA a InIB s pfislusnymi receptory. Pomoci LLO a PI-PLC
listerie unika z fagozomu. L. monocytogenes se muze replikovat v cytosolu. Protein ActA
stimuluje polymeraci bunécného aktinu, vznikd kometovy ocas, umoznujici intracelularni
motilitu a Sifeni bakterii zbuniky do bunky. Pfekondni zdvojené membrany vakuoly
zprostfedkovano ptisobenim LLO a PC-PLC.
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Obrazek ¢. 5: Intracelularni zivotni cyklus Listeria monocytogenes (Cossart & Lebreton
2014).

3.24 Lécba

Listerioza se 1é¢i pomoci antibiotik. Nejéastéji uzivanymi antibiotiky jsou penicilin
a ampicilin. Pfi 1é¢bé ampicilinem se ptidava gentamycin, a to zejména pii bakteriémii,
endokarditidé a meningitid€. L. monocytogenes je citliva i k dalS$im antibiotikim. Patfi mezi né
vankomycin, erytromycin, tetracykliny nebo aminoglykosidy. V pfipadé, Ze je pacient
alergicky na penicilin mize mu byt podan trimethoprim-sulfamethoxazol v kombinaci
s amoxicilinem. (Fernandez Guerrero et al. 2012; Donovan 2015; McNeill et al. 2017).

Bez ohledu na to, jaké antibiotikum je pii 1écbé listeriozy zvoleno, rozhodujicim
faktorem je jeho davkovani. Pfi bakteriémii, endokarditidé a meningitidé se podava ampicilin
vdavce 6 g/den s moznym ptidavkem gentamycinu. VétSi davky ampicilinu jsou tieba
v ptipadech jako je mozkovy absces, kdy davka €ini 14 g/den. Délka trvani 1éCby se 1isi dle
ruzného typu listeridlni infekce. V piipad€ bakteriémie 1écba trva 14 dni. Endokarditida se 1é¢i
6 tydnti, meningitida 21 dni a mozkovy absces 4 — 6 tydni (Janakiraman 2008).
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3.2.5 Prevence v domacnosti

Proti listerioze neexistuje zadné oCkovani. Lze pouze doporudit preventivni opatieni.
Vétsina spotiebiteli nema dostate¢né informace o tomto onemocnéni. V ramci prevence je
zapotiebi, aby spotiebitelé znali zakladni informace a preventivni opatieni.

Dostatecnou prevenci proti listerioze je dodrzovéani zdkladnich pozadavka osobni
hygieny a bezpe¢né manipulace s potravinami. Dulezité je udrzovani Cistoty, zahrnujici myti
rukou pied ptipravou pokrmii, mezi jednotlivymi ¢innostmi a po ukonceni prace. Dale je tieba
udrzovat Cistotu pracovnich ploch a povrcht v kuchyni, a to piredev§im fadnym oplachovanim
vodou a dezinfek¢nim prostfedkem. DalSim krokem, pro uspé$nou prevenci, je zabranéni tzv.
ktizové kontaminaci. Ktizova kontaminace je ¢innost, pfi které dochazi k ptenosu skodlivych
mikroorganismu, jako je L. monocytogenes, z ,,necistych* potravin napf. ze syrového masa,
z pracovnich ploch, znacini nebo rukou na potraviny urcené k piimé spotiebé, ptipadné
pokrmy.

Potraviny by mély byt co nejrychleji zchlazovany a zmrazovany. Studené pokrmy je
tteba udrzovat pti teplot¢ do 4 °C. Na druhé strané je také velmi dilezitd dikladnd tepelné
uprava pokrmi. Zminénymi doporucenimi by se méli fidit pfedevSim jedinci z rizikovych
skupin. Tito jedinci by se mé&li vyvarovat konzumaci rizikovych potravin. Napiiklad téhotné
zeny by nemély jist meékké zrajici syry (SZPI 2015).
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3.3Vyskyt L. monocytogenes v potravinarskych zarizenich

Listerie se mohou vyskytovat v prostfedi potravinaiskych podniki, a to piedevsim diky
jejich schopnosti tolerovat Siroky rozsah pH a rust pii nizkych teplotach. Listerie se udrzuji
V potravinaiskych podnicich a provozovnach mimo jiné i proto, ze jsou schopny vytvaret
biofilmy. Biofilm mizZe byt Siroce definovan jako spoleCenstvi riznych druhti mikroorganismi
ulpivajicich na povrchu (O’Toole et al. 2000). Biofilmy jako takové se mohou tvofit na Siroké
Skale povrchi, ptikladem jsou vodovodni potrubi, zdravotnicka zatizeni, primyslova zatizeni
a zafizeni pro zpracovani potravin. Biofilmy vznikaji na zdrsnélém povrchu. Na mechanicky
narusenych povrsSich se usazuji organické necistoty, na kterych rostou bakterie a tvoii biofilm.
Obecn¢ Ize tici, Ze se biofilmy vytvari v mistech, které se Spatné Cisti, pfikladem jsou rtizné
spoje a ohyby u potravinatskych zafizeni (Donlan 2002).

Bakteridlni buniky v ramci biofilmu jsou zabudované do matrice extracelularnich
polymernich latek, které samy produkuji. Extracelularni matrice je tvofena proteiny,
exopolysacharidy a extracelularni DNA, tyto latky tvoii obalovou vrstvu nazyvanou matrix.
Extracelularni polymerni latky jsou odpovédné za adherenci k povrchum, komunikaci
v biofilmu, soudrznost a odolnost viué¢i odstranéni. Potencialni zdroj kontaminace ptedstavuje
oddéleni mikrobialnich bun¢k od biofilmu a jejich nasledné rozptyleni do prostiedi (Colagiorgi
et al. 2017). Na obrazku ¢. 6 je schematické znazornéni fazi vyvoje biofilmu.
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Obrazek ¢. 6: Faze vyvoje biofilmu (Colagiorgi et al. 2017).

(a) Bakterialni bunky adheruji na povrch. (b) Adherované bunky vytvofi jednu vrstvu. Podmini
se spusténi genu pro tvorbu extracelularnich polymert. Vytvofi se extracelularni matrice. (c)
Burky pokracuji v riistu a vytvaii vicevrstvé mikrokolonie. (d) Buiiky jsou nevratné pfipojeny
k povrchu a uloZeny v matrici, biofilm je zraly. (¢) V posledni fazi jsou bunky schopné oddélit
se od biofilmu a uvolnit se do prostfedi v podob¢ tzv. planktonickych buné€k a kolonizovat jina
mista.
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V potravinaiskych podnicich se biofilmy vyskytuji pfedevsim v mistech, kde dochazi
K manipulaci nebo zpracovani potravin. Pfikladem jsou dopravni pasy a rlzna zafizeni
z nerezové oceli (Lee Wong 1998). Ptilnuti k povrchim je zhlediska pieziti a rustu
mikroorganismu v potravinaiském prumyslu velmi dalezité. Mikroorganismy, které vytvaieji
biofilmy jsou chranény pred ¢isténim a dezinfekci, proto je obtizna jejich eliminace. Biofilmy
dezinfekci. Vyssi odolnost je zprostfedkovana jiz zminovanou ochrannou vrstvou, matrix.
Ptestoze jsou provozovny pravidelné sanitovany, mohou se v nich listerie udrzet mésice az roky
(Meretrg & Langsrud 2004).

Tvorba biofilmi ve zpracovatelskych a vyrobnich zafizenich potravin je velice
znepokojiva, protoze miize dojit k pfenosu bakterii z kontaminovanych piistrojii a povrchl na
potravinaiské vyrobky. Pokud se dostanou kontaminované plochy do styku s potravinami, hrozi
kontaminace téchto potravin a nasledné zvySeni rizika nakazeni listeridzou. L. monocytogenes
je bézn¢ izolovana zejména v zatfizenich pro zpracovavani mléka, masa a masnych vyrobkil
(Pritchard et al. 1995; Midelet & Carpentier 2002).

3.3.1 Vyskyt v potravinach
L. monocytogenes se Casto nachazi v riznych surovinach a potravinach. Vyskytuje se

predevsim Vv mléce, syrech, mase, pastikach, rybach, vejcich, zeleniné a dalSich produktech.
Tyto potraviny se souhrné nazyvaji rizikové potraviny (Bortolussi 2008).

Prenos vykaly

\ Potravinaiské

zavody

Rostlinna hmota, silaz
I

Obrazek ¢. 7: Sifeni L. monocytogenes Vv prostiedi (McMullen & Freitag 2014).
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Obrazek ¢. 7 znazornuje Sifeni patogenu v prostiedi. L. monocytogenes se nachézi v
rostlinném materialu, pide, vykalech nebo silazich. Prave vykaly a sildze mohou piedstavovat
zdroj infekce pro zvitata. Produkty zvitat (maso, mléko) se pfimo dostavaji ke spotiebiteliim,
pfipadné jsou dale zpracovavany v potravinaiskych zavodech. V potravinaiskych podnicich
muze také dojit ke kontaminaci produkti néasledné urcenych ke spotiebé. Stejné tomu je
i v pfipad¢ zeleniny a ostatnich produktt patiicich mezi rizikové potraviny (McMullen &
Freitag 2014).

Z masnych vyrobkt je touto bakterii nej¢astéji kontaminovano syrové maso hovézi ¢i
vepioveé, mleté maso a pastiky. Ryby a motské plody patii t€Z mezi potraviny, ve kterych se
L. monocytogenes muze vyskytovat, konkrétnim ptikladem je uzeny losos. Dal$imi potravinami
Jsou zeleninové salaty, syrova krajena zelenina a lahidkarské vyrobky (Coillie et al. 2004,
Kramarenko et al. 2013; Jami et al. 2014). Listerie se vyskytuji v syrovém mléce a syrech, které
maji vhodné podminky pro jejich riist a mnozeni. Mezi takové syry patii predev§im syry
vyrobené z nepasterovaného mléka, me&kké zrajici syry (Hermelin, Camembert, De Brie),
cerstvé (tvarohoveé) syry (Mozzarella, Cottage) a syry zrajici pod mazem (Olomoucké tvartizky,
Romadur) (Marth & Steele 2001; Coelho et al. 2014; Schvartzman et al. 2014; Gérard et al.
2018). K nejrizikovéj$im potravinam patii obécné potraviny s vysokym stupném opracovani
a potraviny urcené k piimé spotiebé, které jsou po dlouhou dobu skladovany pfi chladirenskych
teplotach, coz miize vést k ndrastu bakterie az do infek¢ni davky. Tak jako pro ostatni patogenni
bakterie v potravinach, i v pfipad¢ listerii je nejdulezitéjsi prevence (Coillie et al. 2004,
Kramarenko et al. 2013; Jami et al. 2014).
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3.4Metody stanoveni L. monocytogenes v potravinach

L. monocytogenes se v potravinach stanovuji pomoci klasickych kultivacnich metod, a to
metodou prikazu dle normy CSN EN ISO 11290-1. Tyto metody jsou viak Gasové naroéné,
ziskani vysledkt mtze trvat 5-8 dni. VCasné odhaleni listerii v potravinach je velmi dilezité.
Z tohoto divodu byly v poslednich letech vyvijeny a zkoumany nové, rychlejsi metody pro
stanoveni listerii v potravinach. Dle principu stanoveni lze rozdélit metody na kultivacni
metody, metody imunochemické a metody molekularné-genetické.

3.4.1 Klasické kultiva¢ni metody

Listerie je mozné kultivatné stanovit na mnoha riznych selektivnich ptdach. Jako
ISO standard se pouziva CSN EN ISO 11290-1 -Horizontilni metoda prikazu
L. monocytogenes. Metoda prikazu listerii zahrnuje nékolik krokd. V prvnim kroce jsou
mikroorganismy, které jsou pfitomny ve vzorku, pomnozovany v tekutém selektivnim médiu
Fraser s polovi¢ni koncentraci inhibi¢nich slozek (antibiotik) tzv. polovi¢ni bujon podle
Frasera. Vzorek je inkubovan pii 30 °C po dobu 24 hodin. Pfi tomto pomnoZeni je ¢astecné
inhibovan rist doprovodné mikroflory. Nasleduje sekundarni pomnozeni, kdy se pieockuje 0,1
ml vzorku ziskané kultury do 10 ml tekuté selektivni pidy (bujon podle Frasera) s plnou
koncentraci inhibi¢nich sloZek. Inokulovany bujon se kultivuje pfi teploté 35 °C nebo 37 °C po
dobu 48 hodin. Takto ziskana pomnozena kultura je vZdy nao¢kovana na dv¢ tuha selektivné-
diagnosticka agarova média, ALOA agar (agar podle Ottavianiho a Agostiho) a Oxford ¢i
PALCAM agar. Nasledné probiha kultivace pii 30 °C, 35 °C nebo 37 °C po dobu 24 hodin
(resp. 48 hodin). Po kultivaci se zjiStuje piitomnost charakteristickych kolonii
L. monocytogenes, jeZ jsou rizné barvy v zavislosti na pouzitém tuhém médiu. Na ALOA agaru
narlstaji modrozelené kolonie, u nékterych druht listerii se kolem kolonii tvofi neprtihledna
,»halo*“ zona. Na PALCAM agaru nartstaji Sedozelené kolonie s tmavé hnédou az ¢ernou ,,halo*
zénou. Kazda z vybranych kolonii je o¢kovana na povrch neselektivniho tuhého média TSYEA
(agar s tryptonem, sdjovym peptonem a kvasni¢nim extraktem). Nasleduje kultivace pfi teploté
35 °C nebo 37 °C po dobu 18 az 24 hodin. Identita je potvrzovana pomoci vhodnych
morfologickych, fyziologickych, biologickych a molekularné-genetickych testi (Blazkova et
al. 2005; Barre et al. 2016).

3.4.2 Chromogenni kultivaéni metody

Moderni kultivacni metody jsou vyuzivany k potvrzeni jednotlivych druhii listerii na
zaklad¢ jejich biochemickych vlastnosti. Metody jsou zaloZeny na prikazu charakteristického
enzymu, ktery zplisobuje pfeménu substratu. Tato pfeména je piimo ¢i nepifimo doprovazena
zménou zabarveni média. Substraty jsou obsazeny v tekutych kultivaénich médiich (API
Listeria test) nebo jsou soucasti specialnich tuhych médii (Rapid L. mono testy, ALOA
a COMPASS L. mono agar) (Blazkova et al. 2005).
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34.2.1 API Listeria test

Pomoci API Listeria testu lze rozliSit vSechny druhy listerii na zakladé jejich
biochemickych vlastnosti. Identifikacni souprava obsahuje 10 mikrozkumavek obsahujicich
dehydratovany chromogenni substrat pro testovani enzymovych reakci nebo fermentace
sacharidii charakteristickych pro jednotlivé druhy listerii. NejCastéji se tento test uziva
k diferenciaci druht L. monocytogenes a L. innocua. Testy sleduji pfitomnost ¢i nepfitomnost
enzymu arylamidazy (DIM test). Déle je sledovana ptitomnost dal§ich enzymt (mannosidaza
glukosidaza) nebo fermentace sacharidi (D-xyloza, D-arabitol, riboza, D-tagatdza, rhamnoéza).

Pfi tomto testu je oCkovana Cistd bakteridlni kultura, ktera je ziskana po kultivaci na
selektivnich padach. Nasledna kultivace probiha pii teploté 37 °C po dobu 18-24 hodin.
Vyhodnocovani se provadi vizudln€, porovnavanim barev v jednotlivych mikrozkumavkach
s interpretacni tabulkou, jez je k testu piilozena nebo identifikacnim softwarem (Allerberger
2003; Blazkova et al. 2005).

3422 RAPID L. mono test

Rapid L. mono je selektivni chromogenni agarové médium, které umoziuje specifickou
identifikaci listerii béhem 24-48 hodin. Metoda je zalozena na specifickém prikazu aktivity
fosfolipazy a na schopnosti vyuzivat xylézu. Enzym fosfolipaza hydrolyzuje fosfatidylinositol,
coz se projevuje modrym zbarvenim kolonii. Schopnost vyuzivat xylézu se projevuje
vytvofenim zluté ,,halo* zony okolo kolonii. L. monocytogenes neni schopna vyuzivat xylézu
a vykazuje fosfolipdzovou aktivitu, proto jsou jeji kolonie modré bez zluté ,halo“ zony.
L. ivanovii maji modrozelené kolonie se zlutou ,halo“ zoénou, diky jejich soucasné
fosfalipazové aktivité a schopnosti vyuzivat xylozu. Kolonie ostatnich druhii rodu Listeria maji
bilou barvu (Allerberger 2003; Blazkova et al. 2005).

3.42.3  ALOA a COMPASS L. mono Agar

ALOA a COMPASS L. mono Agar jsou diagnostickd chromogenni média urena pro
identifikaci L. monocytogenes a izolaci bakterii rodu Listeria. Tato chromogenni média jsou
zalozena na prikazu aktivity B-glukosidazy, kterd je obsazena v buiikach vsech druhd rodu
Listeria. B-glukosidaza §tépi chromogen 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-glukopyranosid (X-B-
glukosid), coz zptisobuje modré az modrozelené zbarveni kolonii. Né&které druhy listerii
(L. monocytogenes, L. ivanovii) tvoii kolem kolonii neprihlednou (zlutou) ,halo* zénu
pusobenim fosfolipazy C, ktera hydrolyzuje fosfatidylinositol. Obé média maji inhibi¢ni systém
znemoznujici v prvnich 24 hodinach inkubace rtst jinych bakterii. Kultivace probiha pfi teploté
37 °C po dobu 24 hodin, narostlé kolonie mohou byt uréeny jako L. monocytogenes. Pokud
béhem 24 hodin nenarostou typické kolonie, kultivace pokracuje dalSich 12—24 hodin, kdy tvoii
kolonie také L. ivanovii. Pokud kolonie narostou je nutné rozlisit tyto dva druhy listerii pomoci
L.Monodisk testu. V ném se L. ivanovii projevi na rozdil od L. monocytogenes zlutym
zbarvenim (Leclercq 2004; Blazkova et al. 2005).
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3.4.3 Imunochemické metody

Principem imunochemickych metod je interakce mezi protilatkou a antigenem. Pii
téchto metodach jsou pouzivany protilatky (polyklonalni, monoklonalni, rekombinantni)
vytvorené proti antigennim strukturam charakteristickym pouze pro bakterie rodu Listeria.
Pomoci béznych kultivacnich metod je nutné pied vlastni imunodetekci bakterie namnozit.
Vyhodami téchto metod jsou rychlost, jednoduchost provedeni, detekce bakterii v komplexni
matrici, specifita, moznost stanoveni velkéko poétu vzorka soucasné. Diky relativné nizké cené
a nenarocnosti na laboratorni vybaveni jsou imunochemické metody velmi rozsifené.
Nevyhodou téchto metod je narocnéd piiprava specifickych protilatek, které maji vysokou
afinitu k danému analytu. Kvalita téchto specifickych protilatek ovliviuje detekci. Mezi
imunochemické metody patfi enzymova imunoanalyza (ELISA), imunochromatograficka
technika na membran¢ (Blazkova et al. 2005; Demnerova 2012).

3431  ELISA

Enzymova imunoanalyza na pevné fazi (ELISA) predstavuje jednu z nejcastéji
vyuzivanych imunochemickych metod pro detekci bakterii. Pti této metodé je protilatka
imobilizovdna na pevny nosi¢, nasledné je piidan vzorek obsahujici bakterie. Dochazi
K interakci mikroorganismi s navazanou protilatkou. Nenavazané slozky jsou odstranény
anasleduje aplikace druhé protilatky, ktera je znacend enzymem. Konecnd detekce je
uskute¢néna enzymovou reakci, pfi niz je bezbarvy substradt pteménén na barevny produkt
(Blazkova et al. 2005; Gasanov et al. 2005; Demnerova 2012).

3.4.3.2 Imunochromatografické testy

Imunochromatografické testy se také mnazyvaji LFIA (Laterdlni pritokové
imunochromtografické testy). Vyhodami téchto metod je, ze jsou velmi rychlé, jednoduché
a nenaro¢né na piistrojové vybaveni. Nevyhodou této metody pii detekci L. monocytogenes je,
Ze je potieba urcity pocet bakterialnich bunék pro ziskani spravného vysledku. Z tohoto diivodu
je potieba obohacovani vzorku pro zvySeni po¢tu bakteridlnich bunék na detekovatelnou
urovenl. Pii tomto kroku dochazi také k snizeni obsahu ostatni mikroflory a odstranéni
inhibitort. LFIA se sklada z nitrocelul6zové membrany, tii podlozek: 1) podloZka, na kterou je
aplikovan vrozek, 2) podlozka s konjugatem barevné Castice s navazanym imunoreaktantem, 3)
absorp¢ni podlozka, ktera napomaha vzlinani vzorku.

Princip detekce LFIA spociva v pohybu kapalného vzorku nitrocelulézovou
membranou. Na membrang je testovaci linka (tzv. detekéni zona) a kontrolni linka. Na pocatek
membrany je nanesen testovany vzorek. Dostavd se do kontaktu s barevnym konjugitem
s navazanou protilatkou, rozpusti ho a spole¢né s nim vzlinaji membranou. Pokud je ve vzorku
pfitomen antigen, dojde ke specifické interakci s protilatkami a vytvari se imunokomplex. Ten
pomoci kapilarnich sil migruje porézni vrstvou nitrocelul6zové membrany az k testovaci zoné.
V oblasti testovaci zony interaguje imunokomplex se specifickymi protilatkami, které jsou

26



imobilizovany na membrané. Interakce se projevi vznikem barevné linky v testovaci oblasti.
Ke kontrole funk¢nosti testu slouzi tzv. kontrolni zéna. Piebytek konujgatu se dostava k této
z6né a vaze se na ni. Zbarveni kontrolni linky potvrzuje spravny prabéh detekce (Blazkova et
al. 2005; Goselova et al. 2014; Fogaca et al. 2021).

3.4.4 Molekularné-genetické metody

Molekularné-genetické metody patii mezi moderni metody pro stanoveni
mikroorganismi. Tyto metody umoziuji ur¢it mikroorganismus na zaklad¢ jeho genetické
informace. V piipad¢ stanovovani Cistych bakterialnich kultur, jsou metody vysoce citlivé, ale
divodu je mnohdy nezbytné mikrorganismy pied vlastni analyzou separovat.
K nejvyznamnéj§im molekularné-genetickym metoddm patii polymerasova fetézova reakce
(PCR) (Blazkova et al. 2005).

3441 PCR

Principem polymerazové fetézové reakce (PCR) je opakujici se enzymova syntéza novych
fetézcl vybranych tseki DNA ve sméru 5° = 37 prostfednictvim DNA polymerazy.
Amplifikace DNA probihé ve tfech po sobé jdoucich fazich (denaturace, annealing, elongace).
Tento cyklus se obvykle opakuje 25-35 x. Vysledkem je velké mnozstvi kopii ptivodni sekvence
DNA viz. obrazek ¢. 8. Do reakce se také zarazuje tivodni denaturace, zavérecna extenze
a chlazeni (Blazkova et al. 2005; Gasanov et al. 2005).

1st cycle 2nd cycle 3rd cycle 30th cycle

Temnplate DNA B
s=rigle copy)

= i 2% = 10° copies

2' = 2 copies 2 = 4 copies 2' = 8 coples

Obrazek €. 8: Tti kroky PCR — opakovani cyklu (Thermo Fisher Scientific).
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Primery jsou kratké oligonukleotidy DNA, které ohranicuji na zacatku a na konci tiseky
DNA, jez maji byt amplifikovany. Primery musi byt komplementarni k templatové DNA.
Specifické primery jsou navrzeny tak, aby umoziovaly amplifikovat pouze takovy usek DNA,
ktery je vysoce specificky pro detekovany organismus. Primery jsou navrhovany na zakladé
znalosti sekvence genomové DNA a jejiho porovnani s DNA ostatnich mikroorganismu. Pro
detekci nasyntetizovaného DNA fragmentu se nejcastéji pouziva elektroforéza v agarosovém
gelu (Singh et al. 2014).

Nejdulezitéjsi tazi PCR reakce je annealing (nasednuti primeri). Pii annealingu dochazi
k poklesu teploty, coz umoznuje nasednuti primerti na specifickd mista denaturované DNA.
Aby primery nasedaly specificky na DNA, musi byt zvolena vhodna teplota annealingu. Tato
teplota zavisi zejména na délce primert a poétu GC part v sekvenci. Cim vétsi délka primert
a vys$si obsah GC par(, tim je teplota nasedani vyssi. Teplotu annealingu (Ta) Ize vypocitat
pomoci vzorce Ta=2 °C*AT + 4 °C*GC — 5 °C, kde AT piedstavuje pocet AT part v sekvenci
a GC pocet partt GC v sekvenci. Vzorec lze také vyjadtit jako Ta=Tm — 5 °C, kde Tm oznacuje
teplotu tani primeru. Obsah GC part v sekvenci primeru ovliviiuje jeho teplotu tani z divodu
pfitomnosti tii vodikovych mustkli ve vazbé GC. Dvojice primerd musi mit stejnou délku
a pocet GC part by mél byt v obou primerech srovnatelny, aby vysledna teplota byla vyhovujici
pro specifické nasedani obou primerd. Pfi nevhodné zvolené teploté annealingu (pfili§ nizka
teplota) miize dochazet k tomu, ze jeden nebo oba primery nasednou na sekvence, k nimz
nejsou dostateéné komplementarni. Dochazi k ¢aste¢nému nasedani primert ¢i k nespravnému
parovani bazi. To vede k vytvoteni nespecifickych produktt, které jsou nezadouci. Naopak
ptili§ vysoka teplota mlze snizit Gi€innost reakce. Zabrafiuje primerim nasednout na DNA,
a kvuli tomu se vytvoti malé mnozstvi specifického produktu (Malhotra et al. 1998; Ishii &
Fukui 2001; Borah 2011; Singh et al. 2014).

3.4.4.2  Multiplexni PCR

Multiplexni PCR je varianta polymerazové fetézové reakce, kdy je mozné ptidat do
reakéni smési nékolik parh primert, které rozpoznavaji n€kolik rozdilnych sekvenci DNA,
diky ¢emuz je mozné detekovat n€kolik gend soucasné. Z diivodu pouZiti vice primert
najednou je nutné peclivé dbat na reak¢éni podminky. Velmi dilezita je spravna koncentrace
vSech slozek reakéni smési a vhodné zvolené teplotni podminky. Nejdilezitéjsi je vhodné
optimalizovat teploty nasedani primerti, aby fungovaly spravné¢ v rdmci jedné reakce.
Velikosti amplikonu by mély byt dostatecné odlisné, aby pfi vizualizaci gelovou
elektroforézou vytvorily dostatecné odlisné produkty sriaznou délkou a mobilitou
(Markoulatos et al. 2002; Law et al. 2015).
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3.5Detekce L. monocytogenes pomoci PCR

Prevalence vyskytu L. monocytogenes v potravinach je pomérné vysoka, proto je dilezité
optimalizovat co nejpiesnéjsi, nejrychlejsi a nejlevnéjsi metody identifikace téchto bakterii.
V n¢kolika studiich byla pomoci metody PCR zkouména druhové identifikace listerii,
identifikace jejich sérotypu a urceni jejich patogenniho potencialu.

Ve studii od Liu et al.(2003b) byly vybrany ¢tyfi geny L. innocua (lin0464, 1in0864,
lin1451, 1in0455), jez by mohly vykazovat potencial pro druhové specifickou identifikaci
L. innocua. Od téchto gent byly odvozeny primery. Bylo zjisténo, ze pouze primery odvozené
od genu 1in0464 rozpoznaji v§echny kmeny L. innocua. Tuto skute¢nost potvrzovala detekce
PCR produktii o velikosti 749 bp u vSech testovanych kment L. inoccua, zatimco pii pouziti
primer odvozenych od ostatnich genil se produkty u vSech kment netvotily.

Ve studii od Das et al. (2010) byla testovana funkénost primeru LL5 a LL6 (odvozeny od
genu listeriolysin O) pro identifikaci druhu L. monocytogenes a primery 1in0464-F a 1in0464-R
(odvozeny od genu 1in0464) pro identifikaci L. innocua. Taktéz bylo zjistovano, zda je mozné
tyto primery pouzit v multiplexu. Pfi fazi annealingu byla testovana nejvhodnéjsi teplota pro
nasednuti primerd v rozmezi 53-60 °C. Nejvice specifickych produktat PCR reakce bylo
stanoveno pii teploté annealingu 55 °C. Ptitomnost L. monocytogenes potvrzoval vznik
produktii o velikosti 267 bp, L. innocua byla prokazana vznikem produktti o velikosti 749 bp.
Ve studii bylo potvrzeno, ze je mozné pouzit multiplexni PCR pro diferenciaci téchto dvou
druhi listerii.

Mezi dalsi vhodné primery navrzené pro identifikaci listerii patii podle studie od Somer &
Kashi (2003) rodovée specifické primery LIS F, LIS R a druhoveé specifické primery MONOS5F,
MONO7-F. Primery LIS F a LIS R (odvozeny z 16S rRNA) jsou rodove specifické a pouzitelné
pro identifikaci. Pfitomnost bakterii tohoto rodu je potvrzena vznikem produktii o velikosti
400 bp. Primery MONOS5-F a MONO7-F (odvozeny z 16S rRNA) jsou navrZeny pro
identifikaci L. monocytogenes. Vytvoiené produkty maji velikost 287 bp.
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Ve studii od Doumith (2004) byla testovana diferenciace hlavnich sérotypt
L. monocytogenes pomoci multiplexni PCR. Pro identifikaci jednotlivych sérotypli byly
navrzeny primery. Primery Imo0737-F, Imo0737-R (odvozeny od genu Imo0737) slouzily
k identifikaci sérotypt 1/2a, 1/2¢, 3a, 3¢. Velikost produktu 691 bp. Pomoci primerd Imo1118 F
almo1118-R (odvozeny od genu Imo1118) byly identifikovany sérotypy 1/2c, 3¢, kdy velikost
produktu je pii pouziti této dvojice primerd 906 bp. Primery ORF 2819-F, ORF2819-R
(odvozeny od genu orf 2819) slouzily k identifikaci sérotypu 1/2b, 3b, 4b, 4d, 4¢ s velikosti
produktu 471 bp. Poslednimi navrzenymi primery byly ORF2110-F a ORF 2110-R (odvozeny
od genu orf 2110), pomoci nichz byly identifikovany sérotypy 4b, 4d,4¢ s velikosti produktu
597 bp. V této studii bylo zjisténo, ze pomoci takto navrzené multiplexni PCR neni mozné od
sebe rozlisit jednotlivé sérotypy. Duvodem je vytvoreni produktii o stejné velikosti u nékterych
sérotypt. Nicméné sérotypy 3a, 3b, 3c, 4a, 4c, 4e, 4d a 7 se vyskytuji v potravinach velmi
vzacné a jen ziidka se podileji na vyvolani listeridzy. Hlavnimi sérotypy, jez se vyskytuji
Vv izolatech z potravin a zpisobuji listeriozu jsou 1/2a, 1/2b, 1/2¢ a 4b, které touto metodou
identifikovat lze. Soucasné 1ze jednotlivé sérotypy spolehlivé rozdélit do 4 skupin a ptifadit je
do pfislusnych linii viz. tabulka €. 1 str. 11. Do skupiny I.1 patii sérotypy o velikosti produktu
691 bp (1/2a, 3a). Do skupiny 1.2 se fadi sérotypy o velikosti vysledného produktu 906 + 691 bp
(1/2c, 3c). Do skupiny II.1 se tadi sérotypy o velikosti produktu 597 +471 bp (4b, 4d, 4e) a do
skupiny 1.2 jsou fazeny sérotypy 1/2b, 3b, 7, velikost produktu 471 bp. Sérotypy skupin 1.1
a 1.2 patii do linie I (resp. 1) a sérotypy ze skupin I1.1 a I1.2 do linie Il (resp. 1).

Kmeny L. monocytogenes vykazuji znacné kolisavy patogenni potencidl. Nékteré¢ kmeny
maji patogenni potencial a mohou zpiisobovat onemocnéni ptipadné umrti. Oproti tomu jsou
| kmeny, jeZ jsou avirulentni a relativné neskodné. Ve studii od Liu et al. (2003a) byly nalezeny
geny, které byly pfitomny pouze ve virulentnich kmenech L. monocytogenes. Na zakladé
sekvenci téchto gent byly navrZzeny PCR primery pro jejich selektivni detekci. Jednim z gentl,
které spolehlivé urcovaly patogenni potencial byl gen Im02821 nékdy oznacovany jako inlJ,
kodujici protein internalin J, ktery se ucastni invaze listerii do bunky.

Ve studii od Liu et at. (2007) bylo zjiStovano, zda je mozné soucasné urcit druhovou
identitu a patogenni potencidl L. monocytogenes. Byla zkoumana moZznost pouziti primerti pro
identifikaci L. monocytogenes (inlA-F, inlA-R) v multiplexu s primery (inlC-F, inlC-R, inlJ-F,
inlJ-R) odvozenymi od genii virulence. Pfi pouziti inlA primerd byla druhova identita
L. monocytogenes potvrzena vznikem PCR produktu o velikosti 800 bp. Patogenni potencial
téchto kment byl potvrzen vznikem produktti o velikosti 517 bp nebo 238 bp pii pouziti primera
inIC-F, inIC-R a inlJ-F, inlJ-R v multiplexu. Vysledky této studie potvrzuji, Ze kombinace inlA,
inlC a inlJ primert v multiplexu umozniuje rychlé a soucasné potvrzeni druhové identity
L. monocytogenes a jeji patogenni potencial. Primery inlA-F a inlA-R jsou odvozeny od genu
inlA, ktery koduje druhové specificky povrchovy protein internalin A, ktery hraje zasadni roli
pfti vstupu L. monocytogenes do hostitelskych bunék. Primery inlC-F, inlC-R, inlJ-F, inlJ-R jsou
odvozeny od gent inlC a Imo2821 (inlJ), které koduji proteiny internaliny, které predstavuji
viruletni faktory.

Prakticka ¢ast diplomové prace vychazi z vyse uvedenych studii.
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4 Metodika

Cilem experimentdlni ¢asti této diplomové prace bylo nalezeni vhodnych primert
a optimalizace PCR podminek pro spolehlivou identifikaci druhi listerii, zejména
L. monocytogenes, vyskytujicich se ve vzorcich potravin. Optimalizaci PCR podminek se
rozumi ur¢eni spravnych koncentraci komponenti PCR reakce, uprava teplot a poc¢tu cyklu
v PCR programu, tak aby pfi reakci vznikal zcela specificky produkt. PouZivané primery
a teplotni podminky byly pfevzaty z ¢lanka (Liu et al. 2003a, 2003b, 2007; Somer & Kashi
2003; Doumith et al. 2004; Das et al. 2010). Pro identifikace izolatt byly vyuzity rizné dvojice
primert za uc¢elem vybéru nejvhodné;si varianty z hlediska jednoduchosti pouziti a pfipravy,
Casové nendrocnosti a zejména spolehlivosti. Jako referenéni kmeny L. monocytogenes byly
pouzity osekvenované kmeny 6, 26, 29, 41, 42, 96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 107, 108
a sbirkovy kmen L. monocytogenes ATCC 7644. Jako referenéni kmeny L. innocua byly
pouzity osekvenované kmeny 8, 109, 110, 111, 112 a sbirkovy kmen L. innocua 6515.

Prvni fazi byla ptiprava Cistych kultur, ze kterych byla nasledné izolovana DNA. Déle byly
pomoci PCR identifikovany druhy listerii. U kultur, které byly identifikovany jako
L. monocytogenes byly nasledné pomoci PCR stanoveny sérotypy a patogenni potencidl
jednotlivych kment.

4.11zolace kmenu listerii

Celkem bylo analyzovano 251 vzork potravin zivociSného a rostlinného pivodu.
Stanoveni listerii probihalo metodou pritkazu dle normy CSN EN ISO 11290-1. Po inkubaci na
selektivnim médiu byly izolovany kolonie charakteristické pro L. monocytogenes, pievedeny
do bujonu z mozkosrdcové infuze (BHI — Brain heart infusion) a kultivovany (37 °C, 24 hodin).
Cistota kultur byla stanovena pod mikroskopem. Ziskané kmeny byly nejdfive identifikovany
pomoci MALDI-TOF (Salmonova et al. 2018). Tato identifikace probihala na arovén rodu, kdy
bylo zjisténo, zda jsou ve vzorcich ptitomny listerie ¢i nikoliv. Néasledn€ u kmend, které byly
identifikovany jako rod Listeria byla izolovana DNA. Celkem byla DNA izolovana ze 118
kment.

4.21dentifikace pomoci hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF MS

Do sterilni mikrozkumavky byl pfeveden 1 ml ¢&isté narostlé kultury. Vzorek byl
centrifugovan pfi rychlosti 14 500 otacek/min po dobu 2 minut. Supernatant byl odstranén
pomoci pipety a K peletu bylo ptidano 0,5 ml 70% etanolu. Poté byl pelet v etanolu pomoci
pipety resuspendovan (promichan) a nasledné znovu centifugovan pii stejnych otackach po
stejnou dobu. Supernatant byl znovu odstranén pipetou. K peletu bylo ptfiddno 10 pl
70% kyseliny mravenci a 10 pl 100% acetonitrilu. Po pfidani kazdé slozky byla smés dikladné
resuspendovana pipetou a nasledné i1 zvortexovana. Po promichani byl vzorek opét
centrifugovan pii 14 500 otackach/min po dobu 2 minut. 1 pl supernatantu byl nanesen ve dvou
opakovanich na ¢istou MALDI desticku, na které se nechal pii pokojové teploté uschnout.
Ihned po zaschnuti supernatantu byly jednotlivé vzorky ptekryty 1 pul MALDI matrice
(0-kyano-4-hydroxycinnamova kyselina). Pfipravena desti¢ka byla vloZzena do hmotnostniho
spektrometru MALDI-TOF MS.
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4.31zolace DNA

Pro izolaci DNA bylo pouzito prepara¢ni ¢inidlo PrepMan Ultra Sample Preparation
Reagent (Thermo Fisher Scientific).

Do sterilni mikrozkumavky o objemu 2 ml byl napipetovan 1 ml ¢erstv¢ narostlé kultury.
Vzorek byl centrifugovan pii rychlosti 14 500 ota¢ek/min po dobu 2 minut. Doslo k oddéleni
supernatantu a peletu. Supernatant byl pomoci pipety odstranén. K peletu bylo ptidano 100 pul
¢inidla PrepMan Ultra. Vzorek byl zvortexovan po dobu 10-30 vtefin. V termostatu
(ThermoStat plus, Eppendorf) byl vzorek zahtivan 10 minut pii teploté 99 °C, ¢imz bylo
dosazeno popraskani bunék a uvolnéni DNA do roztoku. Nasledovalo zchlazeni vzorku na
pokojovou teplotu po dobu 2 minut. Byla zopakovana centrifugace vzorku pfi rychlosti
14 500 otacek/ min po dobu 2 minut. Do sterilni ependorfky bylo pteneseno 80 ul vzniklého
supernatantu. Takto byla ziskana DNA, ktera byla pouZzivana Vv dalSich ¢astech experimentu.
Cely postup izolace DNA schématicky znazoriiuje obrazek ¢. 9.

Izolace DNA z kultivaCniho bujonu

‘g_l &t

Napipetovani 1 ml
vzorku do ependorfky

d

Pfidani 100 pul

Pelet Prepman Tltra

Vortex 10- 30 s
Zahfivani 10 min
piige C
Centrifugace 2
min

Preneseni 50 ul
do ependorfky

@ - !_-

20 @

Obrazek ¢. 9: Schéma izolace DNA (Thermo Fisher Scientific)
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4.4Druhova identifikace listerii pomoci PCR

Vsechny PCR reakce probihaly v termocykleru C 1000 Touch (BIO-RAD) v celkovém
objemu amplifika¢ni smési 25 pl. Pro identifikace bakterii rodu Listeria byly zvoleny primery
LIS Fa LIS R (Somer & Kashi 2003). Pro identifikaci druhu listérii byly pouzity primery LL5
a LL6 pro Listeria monocytogenes (Das et al. 2010) a pro Listeria innocua byly pouzity primery
[in0464F a lin0464R (Liu et al. 2003b). Dalsimi druhové specifickymi primery pro Listeria
monocytogenes byly zvoleny MONO 5-F a MONO 7-F (Somer & Kashi 2003) a inlA-F a inlA-
R (Liu et al. 2007). V nasich pokusech bylo zjistovano, jaké primery jsou nejvice specifické
pro druh listerii. V tabulce ¢. 2 jsou podrobnéji popsany pouzité primery. Funkénost téchto
primeri byla ovéfovana na vybranych kmenech pomoci sekvenace 16S rRNA (Salmonova et

al. 2018).

Tabulka €. 2: Piehled pouzitych primert pfi identifikaci listerii

Nazev Velikost
primeru Uréeno pro Sekvence primeru 5” - 3” produktu Citace
(bp)

LL5 L. monocytogenes | AACCTATCCAGGTGCTC (Das et al.

LL6 L. monocytogenes | CTGTAAGCCATTTCGTC 267 2010)

lin0464F L. innocua CGCATTTATCGCCAAAACTC (Liu et al.

lin0464R | L. innocua TCGTGACATAGACGCGATTG 749 2003b)

LISF Listeria sp. AGCTTGCTCTTCCAAAGT

LISR Listeria sp. AAGCAGTTACTCTTATCCT 400

MONOS5-F | L. monocytogenes | GCTAATACCGAATGATAAGA (Somer &
sérotyp 4a 287 Kashi

MONO?7-F | L. monocytogenes | GGCTAATACCGAATGATGAA 2003)
ostatni sérotypy

inlA- F L. monocytogenes | ACGAGTAACGGGACAAATGC (Liu et al.

inlA- R L. monocytogenes | CCCGACAGTGGTGCTAGATT 800 2007)
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SloZeni reakéni smési

V nasich experimentech byl pouzit komer¢né vyrabény master mix DreamTaq Green PCR
Master Mix (Thermo Fisher Scientific), ktery obsahuje v§echny potiebné komponenty pro PCR
reakci (DNA polymerazy, pufr, MgCl> a dNTP).

Jednotlivé primery byly ziskany od firmy Eurofins Scientific a piipraveny podle
instrukci. Posledni slozkou reakéni smési byla izolovand DNA. Specifické primery pro druhy
listerii byly optimalizovany samostatné. Nasledné pro rychlejsi identifikaci byl pouzit multiplex
viz. tabulka €. 3. U vSech pokusti byl pouzit zékladni pomér komponentt, a to konkrétné 12,5 ul
master mixu, 1 pl kazdého primeru a doplnéni PCR vody (Thermo Fisher Scientific) do objemu
23 ul. K takto smichanému mixu byly pfidany 2 ul DNA. DNA byla nejprve zvortexovana,
sto¢ena a poté napipetovana. Tabulka ¢. 3 ptiblizuje jednotlivé reakéni smési, jez byly pouzity

pro identifikaci druhu listérii.

Tabulka ¢. 3: Pouzité reakéni smeési

Reakéni smés Citace
Mix
Master mix Primery PCR voda DNA
(uD) nazev (nD) (D) (D)
Mix 1 LL5 1 (Das et al. 2010)
12,5 LL6 1 8,5 2
Mix 2 1in0464F 1 (Liu et al. 2003b)
12,5 lin0464R 1 8,5 2
Mix 3 LL5 1
12,5 LL6 1 (Liu et al. 2003b;
liN0464F 1 6,5 2 Das et al. 2010)
lin0464R 1
Mix 4 LL5 1
LL6 1 (Liu et al. 2003b;
- Somer & Kashi
125 | 1In0464-F ! 45 2 2003; Das et al.
LIS-F 1
LIS-R 1
Mix 5 MONOS5-F 1 (Somer & Kashi
12,5 MONO7-F 1 8,5 2 2003)
Mix 6 MONO5-F 1
MONO7-F 1 (Somer & Kashi
12,5 LIS-E 1 6,5 2 2003)
LIS-R 1
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4.4.2 Teplotni profil

V nasich prvnich pokusech byla testovana funk¢nost druhové specifickych primerti pro
L. monocytogenes (LL5, LL6) a pro L. innocua (lin0464F, 1in0464R), jez byly nejprve
testovany kazda dvojice zvlast’ a nasledn¢ v podob¢ multiplexu (tabulka ¢.3) Byl testovan
teplotni profil uvedeny v tabulce €. 4. Prvni faze tzv. ivodni denaturace probihala pii 95 °C po
dobu 3 minut. V druhé fazi probihala denaturace pii 94 °C po dobu 45 sekund. Pii fazi
annelingu byla testovana nejvhodnéjsi teplota pro nasednuti primerd v rozmezi 53-60 °C.
Pomoci teplotniho gradientu po 2 °C byla optimalizovana teplota této faze, ktera probihala 45
sekund. Elongace probihala pii 72 °C dobu 45 sekund. Tento proces mél 29 cykli. V posledni
fazi tzv. zavérecna extenze pii 72 °C po dobu 5 minut a nasledné chlazeni po pii 10 °C (Das et
al. 2010).

Tabulka ¢. 4: Teplotni profil pii testovani funkcnosti primeru LL5, LL6, 1in0464F, 1in0464R
(Das et al. 2010).

Faze Pocet opakovani Teplota Cas
(°0)

Uvodni denaturace 1x 95 3 min
Denaturace 94 45s

Annealing 29X 53/55/57/60 45s

Elongace 72 45s

Zavérelna extenze 1x 72 5 min
Chlazeni 1x 10 0

V dalsich pokusech byly pouzity druhové specifické primery pro L. monocytogenes
(MONO5-F, MONOY7-F) a rodové specifické primery (LIS F, LIS R). Nejprve byl vyzkousen
teplotni profil z pfedchozich pokust (Das et al. 2010), bylo ovSem zjisténo, Ze tyto primery
vyZzaduji jiné teplotni podminky. Z tohoto divodu byl vyzkousen teplotni profil z piivodniho
¢lanku viz. tabulka ¢. 5. Uvodni denaturace probihala pii 95 °C po dobu 5 minut. Denaturace
pii 95 °C po dobu 45 sekund, annealing pii 58 °C po dobu 45 sekund, elongace pti 72 °C po
dobu 45 sekund. Cyklus byl opakovan 25 x. Zavere¢na extenze probihala pti 72 °C po dobu 7
minut a chlazeni pfi 10 °C (Somer & Kashi 2003).
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Tabulka €. 5: Teplotni profil pii testovani funk¢nosti primeru MONOS-F, MONOT7-F, LIS F,
LIS R (Somer & Kashi 2003).

.

Faze Pocet opakovani Teplota Cas
°C)

Uvodni denaturace 1x 95 5 min
Denaturace 95 45s

Annealing 25X 58 45s

Elongace 72 45s

Zavérelna extenze 1x 72 7 min
Chlazeni 1x 12 0
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4.4.3 Detekce PCR produkti

Pti identifikaci druhu listerii byly DNA fragmenty vzniklé PCR reakci detekovany
pomoci elektroforézy v 1% agarézovém gelu. Pro pfipravu gelu byl do 300 ml
Erlenmeyerovy banky navazen 1 g agardzy, ktery byl zalit 100 ml pfipraveného pufru. Pro
ptipravu pufru bylo napipetovano 15 ml Pufr-D-TAE (SERVA) a ziedéno 985 ml
deionizované vody oSetiené¢ UV zafenim. Vznikld smés v Erlenmeyerové bance byla za
obcasného michéani rozpousténa v mikrovinné troubé po dobu 3 minut. Nasledné bylo
k roztoku pfidano 5 pl Gel red (Millipore) vizualiza¢niho Cinidla. Roztok byl nalit do
elektroforetické vani¢ky s dvémi hiebinky, které v gelu zanechaly jamky pro davkovani
amplifikovanych vzorki viz. obrazek ¢. 10.

Obrazek ¢. 10: Elektroforeticka vanicka

Po ztuhnuti gelu byly PCR produkty nanaseny do jednotlivych jamek v objemu 5 pl.
Jako standard byl pouzit GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder nebo GeneRuler DNA Ladder mix
(Thermo Fisher Scientific), ktery byl nanasen v objemu 2,5 pl.

Elektroforéza probéhla za stalého napéti 110 V po dobu 35 minut. Délka migrace DNA
byla zavisla na velikosti separovanych fragmentl. Separace probihala, dokud molekuly
nedoputovaly do 2/3 az 3/4 gelu. Po ukonceni elektroforézy byl gel pfenesen na UV vizualizér
(Biorad Universe Hood II Gel Doc Systém). Specifické PCR produkty byly vizualizovany
pomoci UV svétla. Pomoci programu Quality one (BIO-RAD) byl vysledek zdokumentovan
a ulozen.
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4.51dentifikace sérotypu L. monocytogenes pomoci PCR

Pii identifikaci sérotypt L. monocytogenes byly zvoleny primery specifické pro sérotypy
1/2a, 3a, 1/2c, 3c (Imo0737-F, Imo0737-R), sérotypy 1/2c, 3¢ (Imol118-F, Imo1118-R,),
sérotypy 1/2b, 3b, 4b, 4d, 4¢ (ORF2819-F, ORF2819-R), sérotypy 4b, 4d, 4¢ (ORF2110-F,
ORF2110-R) (Doumith et al. 2004). V nasSich pokusech bylo zjist'ovano, zda je mozné pomoci
téchto primert identifikovat sérotypy L. monocytogenes. Zvolené primery byly specifické pro
jednotlivé linie sérotypti L. monocytogenes. V tabulce €. 6 jsou popsany primery a jejich
specifi¢nost pii urCovani sérotyptl.

Tabulka ¢. 6: Piehled pouzitych primeru pii identifkaci sérotypu listerii (Doumith et al. 2004).

Nazev Sérotyp Sekvence primeru 5°- 3° Velikost
primeru L. monocytogenes produktu
(bp)
Imo0737-F AGGGCTTCAAGGACTTACCC
1/2 a, 3a 691
Imo0737-R ACGATTTCTGCTTGCCATTC
Imo1118-F AGGGGTCTTAAATCCTGGAA
1/2c, 3¢ 906
Imo1118-R CGGCTTGTTCGGCATACTTA
ORF2819-F AGCAAAATGCCAAAACTCGT
1/2b, 3b, 4b, 4d, 4e 471
ORF2819-R CATCACTAAAGCCTCCCATTG
ORF2110-F AGTGGACAATTGATTGGTGAA
4h, 4d, 4e 597
ORF2110-R CATCCATCCCTTACTTTGGAC

Jako u predchozich pokusii byl pouzit zékladni pomér komponentd, konkrétné 12,5 pl
master mixu, 1 pl kazdého primeru a doplnéni PCR vody (Thermo Fisher Scientific) do objemu
23 pl. Nésledné byly k takto smichanému mixu pfidany 2 pl DNA. Pfi identifikaci sérotypt
listerii byl pouzivan Mix obsahujici vSechny nami testované primery, tedy Imo0737-F,
Imo0737-R, Imol1118-F, Imo1118-R, ORF2819-F, ORF2819-R, ORF2110-F, ORF2110-R.
Postup piipravy vzorkl pro PCR reakci byl totozny s pfedchozimi pokusy.
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45.1 Teplotni profil

Pii identifikaci sérotypt byla v naSich laboratornich podminkach zavedena a ovéiena
metoda podle Doumith et al. (2004). V tabulce ¢. 7 je shrnut pouzity teplotni profil. Uvodni
denaturace probihala pii 95 °C po dobu 3 minut. V druhé fazi probihala denaturace pii 94 °C
po dobu 24 sekund, annealing pii 53 °C po dobu 69 sekund a elongace pii 72 °C po dobu 69
sekund. Proces mél 35 cykli. Zavérecnd extenze probihala pti 72 °C po dobu 7 minut a nasledné
chlazeni pti 12 °C.

Tabulka ¢. 7: Teplotni profil pfi identifikaci sérotypu listerii (Doumith et al. 2004).

v

Faze Pocet opakovani Teplota Cas
(°C)

Uvodni denaturace 1x 94 3 min
Denaturace 94 24 s

Annealing 35X 53 69 s

Elongace 72 69 s

Zaveérecna extenze 1x 72 7 min
Chlazeni 1x 12 o0

45.2 Detekce PCR produkti

DNA fragmenty vzniklé PCR reakci byly separovany pomoci elektroforézy
vV 1 % agar6zovém gelu a vizualizovany UV svétlem pomoci UV vizualizéru. Ptiprava gelu
byla totozna jako v pokusech zmifovanych vyse. Jako standard byl pouzit GeneRuler DNA
Ladder mix nebo GeneRuler 1kb Plus v objemu 2,5 pl. Elektroforéza probéhla za stalého napéti
110 V po dobu 60 minut a 130 V po dobu 60 minut.

Fragmenty DNA byly také detekovany v 1,5 % agar6zovém gelu, kdy elektroforéza
probihala pfi 80 V po dobu 90 minut. V pribéhu experimentii byl také misto puvodniho
vizualiza¢niho ¢inidla pouzit SYBR (Invitrogen — Thermo Fisher Scientific). Pro tvorbu jamek
byly pouzity Siroké i tenké hiebinky.
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4.6 Urceni patogenniho potencialu pomoci PCR

Na zakladé studii od (Liu et al. 2003a, 2007) bylo zkouseno, zda maji naSe vyizolované
listerie patogenni potencial. V prvnich pokusech byla na né¢kolika vzorcich ovéfovéana
funk¢nost druhové specifickych primert pro L. monocytogenes (inlA-F, inlA-R) a primera
uréenych pro detekci genu virulence (inlC-F, inlC-R) (Liu et al. 2007) pfi jejich oddéleném
pouziti. Nasledné byly tyto primery pouzity v multiplexu a bylo ovéfovano, zda budou primery
fungovat pii spoleéném pouziti. Dalsimi primery specifickymi pro detekci gent virulence byly
Imo02821-F, Imo2821-R (Liu et al. 2003a), pomoci kterych byl zjistovan patogenni potencial
u vSech naSich vzorkd. V tabulce €. 8 jsou podrobné&ji popsany pouzité primery.

Tabulka ¢. 8: Pfehled pouzitych primert pfi testovani patogenniho potencialu listerii

Nazev Velikost
primeru Urdeno pro Sekvence primeru 5" - 3” produktu | Citace

(bp)

inlA-F ACGAGTAACGGGACAAATGC

Identifikace 800
2007)

inlC-F AATTCCCACAGGACACAACC
517

inlIC-R CGGGAATGCAATTTTTCACTA

geny virulence

Imo02821-F TGTAACCCCGCTTACACAGTT
611 (Liu et al.

Imo02821-R TTACGGCTGGATTGTCTGTG 2003a)
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4.6.1 Teplotni profil

Teplotni podminky pro PCR byly pouzity podle Liu et al. (2003a). Uvodni denaturace
probihala pii 94 °C po dobu 2 minut. Denaturace pii 94 °C po dobu 20 sekund, annealing pfi
60 °C po dobu 20 sekund a elongace pii 72 °C po dobu 45 sekund. Proces mél 25 cykli.
Zavéerecna extenze probihala pti 72 °C po dobu 2 minut a nasledné chlazeni pti 12 °C. V nize
uvedené tabulce €. 9 je shrnut pouZity teplotni profil.

Tabulka ¢. 9: Teplotni profil pfi testovani patogenniho potencialu listerii (Liu et al. 2003a).

.

Faze Pocet opakovani Teplota Cas
(°0)

Uvodni denaturace 1x 94 2 min
Denaturace 94 20s

Annealing 25X 60 20's

Elongace 72 45s

Zavérelna extenze 1x 72 2 min
Chlazeni 1x 12 0

4.6.2 Detekce PCR produkti

Stejné jako u predeslych pokust byly DNA fragmenty detekovany pomoci elektroforézy
v 1 % agarézovém gelu. Bylo ptidano vizualiza¢ni ¢inidlo Gel red v objemu 5 pl. Jako standard
byl pouzit GeneRuler Mix v objemu 2,5 ul. V pokusech, v nichz byla soucasné zkoumana
identifikace i virulence elektoforéza probihala za stalého napéti 110 V po dobu 60 minut. Pfi
pouziti primeru Imo2821-F a Im02821-R elektroforéza probihala pii 110 V po dobu 35 minut.
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5 Vysledky

Cilem této diplomové prace bylo nalezeni vhodnych primerG a optimalizace PCR
podminek pro spolehlivou identifikaci druhi listerii, zejména L. monocytogenes, vyskytujicich
se ve vzorcich potravin. Pro vy$e zminény experiment bylo vybrano 118 kmend, z nichz byla
izolovana DNA. Pro kontrolu funk¢nosti vybranych primera byly nékteré kmeny sekvenovany
pomoci 16S rRNA.

Dale byly v experimentalni ¢asti této diplomové prace identifikovany sérotypy listerii
pomoci PCR metody a byl urovan jejich patogenni potencial.

5.1 Druhova identifikace listerii pomoci PCR

Byla optimalizovana PCR pro druhov¢ specifické primery pro L. monocytogenes (LL5,
LL6) a pro L. innocua (lin0464-F, 1in0464-R). Byl optimalizovan teplotni profil pro spravny
pribéh PCR reakce. Pomoci teplotniho gradientu po 2 °C byla optimalizovana teplota faze
annealingu. Nejvhodnéjsi teplota pro nasednuti primert pfi pouziti obou part primert byla
stanovena na 55 °C. Pii 55 °C vznikaly specifické produkty (bandy) pouze u druhu
L. monocytogenes pii pouziti primertt LL5 a LL6 nebo L. innocua pti pouziti dvojice 1in0464-
Falin0464-R. Ptipouziti negativni kontroly produkty nevznikaly. Nasledné jsme tento teplotni
profil pouzili pro identifikaci neznamych kmenti. V tabulce €. 10 je uvedeny vysledny pouzity
teplotni profil.

Tabulka ¢. 10: Vysledny teplotni profil pfi testovani funkénosti druhové specifickych primera
pro L. monocytogenes (LL5, LL6) a pro L. innocua (lin0464F, lin0464R)

.

Faze Pocet opakovani Teplota Cas
°C)

Uvodni denaturace 1x 95 3 min
Denaturace 94 45s

Annealing 29x 55 45s

Elongace 72 45s

Zavérecna extenze 1x 72 5 min
Chlazeni 1x 10 0
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Priklad vysledného elektroforeogramu je na obrazku ¢. 11. Pomoci druhoveé
specifickych primert LL5 a LL6 byla druhova ptisluSnost k L. monocytogenes potvrzena
u referen¢nich kment: L. monocytogenes ATCC 7644, 6, 26, 29, 41, 42, 96, 97, 98, vznikl
ocekavany produkt o velikosti 267 bp. Dale bylo s pouzitim této dvojice primeri
identifikovano jako L. monocytogenes dalsich 50 kment izolovanych z potravin. Pomoci
druhové specifickych primert 1in0464-F a 1in0464-R byla druhova pfislusnost k L. innocua
potvrzena u referenénich kmenti: L. innocua 6515, 8, 109, 110, 111, 112, vznikl specificky
produkt o velikosti 749 bp. Dale bylo identifikovano dal$ich 10 kmend.
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Obrazek ¢.11: Vizualizace produkti PCR pfi pouziti druhové specifickych primerd pro
L. monocytogenes (LL5, LL6): M= L. monocytogenes ATCC 7644, 6, 26, 29, 41, 42, 96, 97, 98,
4H3, 4F3 a pti pouziti druhové specifickych primert pro L. innocua (1in0464-F, 1in0464-R): 11,
12, V1, V2,V3, V4, V5, V6, V7, V8, 8); standard: GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder.
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V dalsi fazi byly pouzity druhové specifické primery v multiplexu, tedy v jedné PCR
reakci. Na obrazku ¢. 12 je patrné, ze i pii pouziti v multiplexu byly ziskany produkty
0 oc¢ekavané velikosti. V dalsi fazi byl do multiplexu pifiddn par primert rodové specificky
(LIS-F, LIS-R). U nékterych kmend pouziti druhové a rodové specifickych primert
v multiplexu fungovalo, u nékterych ne. Byly ziskany produkty pro rod Listeria, ale druhové
specifické produkty nebyly u v§ech kmenti dobfe viditelné.

749 bp
€400 bp
267 bp

Sl - N

Obréazek €. 12: Vizualizace produktti PCR. Horni ¢ast obrazku: pii pouziti druhoveé specifickych
primera pro L. monocytogenes (LL5, LL6) a pro L. innocua (1in0464-F, lin0464-R). Dolni ¢ast
obrazku: pii pouziti druhové specifickych primerti pro L. monocytogenes (LL5, LL6) a pro
L. innocua (lin0464-F, 1in0464-R) a pii pouziti rodove specifickych primera pro Listeria (LIS-
F, LIS-R); DNA izolovana z kmenti L. monocytogenes: M= L. monocytogenes ATCC 7644, 6,
26, 29, 41, 96, DNA izolovana z kmenu L. innocua: IN= L. innocua 6515, 8, V1, V2, V3;
standard: GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder
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Dalsimi druhové specifickymi primery pro L. monocytogenes byly zvoleny MONO5-F
a MONOT7-F. Bylo zjisténo, ze ani pfi pouziti riznych annealingovych teplot nevznika
pozadovany produkt. Pfi pouziti téchto primert v multiplexu s rodové specifickymi primery
LIS-F a LIS-R vznikaly rodové specifické produkty, ale druhové specifické produkty
nevznikaly, viz. obrazek ¢. 13
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Obrézek ¢. 13: Vizualizace produktii PCR. Horni &st obrézku: p¥i pouziti druhové specifickych
primert pro L. monocytogenes (MONO5-F, MONQO7-F). Dolni ¢ast obrazku: pfi pouziti
druhov¢ specifickych primerd pro L. monocytogenes (MONO5-F, MONO7-F) a pii pouziti
rodoveé specifického paru primerd pro Listeria (LIS-F, LIS-R); DNA izolovana z kment
L. monocytogenes: M= L. monocytogenes ATCC 7644, 6, 26, 29, 41, 96, DNA izolovana

z kmenu L. innocua: IN= L. innocua 6515, 8, V1, V2, V3; standard: GeneRuler DNA Ladder
mix
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Z vyse ziskanych vysledk bylo zjisténo, ze pro spolehlivou druhovou identifikaci
listerii, vyskytujicich se ve vzorcich potravin, je nejvhodnéj$i pouzit druhové specifické
primery pro L. monocytogenes (LL5, LL6) a druhové specifické primery pro L. innocua
(lin0464F, 1in0464R) v multiplexu. Nasledné¢ byla tato kombinace primeru pouzita pii
identifikaci dalSich neznamych kment. Vznikly produkty o o¢ekavané velikosti. Z celkového
poctu neznamych kmenti bylo 84 kmeni identifikovano jako L. monocytogenes a 3 kmeny jako
L. innocua. U 5 kment vznikly bandy specifické pro oba druhy. U 3 kment nevznikly zadné
produkty. Piiklad vysledného elektroforeogramu je na obrazku ¢. 14. Ostatni elektroforeogramy
jsou k dispozici v kapitole Piilohy pod ozna¢enim Piiloha 1, 2.

bp $12°3 45 7 9101112131415 161718 19 2021

s000 W

1500 -
- U - 749 bp

500 i------ ------------Q—267bp
=1 »’ o4 . . -

bp S 222324 25 2728 30313233 3435 36373839 40 42 K

5000

1500 &=
>— - - - - - €749 bp

L -
500 g_---_----------,--- 267 bp
- . - - -

Obrazek ¢.15: Vizualizace produkti PCR pii pouziti druhové specifickych primerd pro
L. monocytogenes (LL5, LL6); produkt o velikosti 267 bp) a pro L. innocua (lin0464-F,
[in0464-R; produkt o velikosti 749 bp); standard: GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder

46



5.21dentifikace sérotypu L. monocytogenes pomoci PCR

Byla testovana moznost pouziti primerua pro identifikaci sérotypi listerii v podminkach nasi
laboratoie. Pii rozliSeni jednotlivych sérotypii byly pouzity primery specifické pro sérotypy
1/2a, 3a, 1/2c, 3¢ (Imo0737-F, Imo0737-R, produkt o velikosti 691 a 906 bp), sérotypy 1/2¢, 3¢
(Imo1118-F, Imo1118-R, produkt o velikosti 906 bp), sérotypy 1/2b, 3b, 4b, 4d, 4¢ (ORF2819-
F, ORF2819-R, produkt o velikosti 471 bp), sérotypy 4b, 4d, 4¢ (ORF2110-F, ORF2110-R,
produkt o velikosti 597 bp). Nejprve detekce probéhla pomoci elektroforézy v 1% agardézovém
gelu pii 110 V po dobu 60 minut. Jako standard byl pouzit standard GeneRuler DNA Ladder
mix. Pfi déleni v téchto podminkach bylo patrné, ze béhem PCR vznikaly produkty (viz.
Priloha 3). Jejich d¢leni ovSem neprobihalo optimalnim zpusobem, proto bylo
potieba optimalizovat pribéh déleni v elektroforetickém gelu.

V ptilohach jsou uvedeny elektroforeogramy pti pouziti 130 V po dobu 60 minut
(Ptiloha 4) a 130 V po dobu 45 minut (Piiloha 5), kde je patrné, Ze nedochazelo k optimalnimu
déleni produktt. Nejvhodnéjsi bylo pouziti elektroforézy na 1,5% agardézovém gelu pii 80 V po
dobu 90 minut. Jako standard byl pouzit GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder. Pfi téchto
podminkach doslo k optimalnimu déleni produktii, coz je vidét na obrazku ¢. 16. Vznikaly
produkty o ocekavané velikosti. Tyto podminky elektroforézy byly pouzity pii rozliSeni
sérotypu u dal$ich kmenu, viz. Ptiloha 6, 7, 8, 9, 10.

Celkove¢ bylo identifikovano 28 kmenti L. monocytogenes ptislusicich do fylogenetické
skupiny 11, jednalo se tedy o sérotyp 1/2a nebo 3a. 21 kment pfisluSelo do fylogenetické
skupiny 1.2 (sérotyp 1/2c nebo 3c), 18 kmeni patiilo do skupiny II.1 (sérotyp 4b, 4d nebo 4e)
a dal$ich 20 kmeni do skupiny I1.2 (sérotyp 1/2b, 3b nebo 7).
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Obrazek ¢. 16: Vizualizace produkti PCR pfi pouZiti primert specifickych pro sérotypy 1/2a,
1/2c, 3a, 3c (Imo0737-F, Imo0737-R), sérotypy 1/2c, 3¢ (Imo1118-F, Imo1118-R), sérotypy
1/2b, 3b, 4b, 4d, 4e (ORF2819-F, ORF2819-R), sérotypy 4b, 4d, 4e (ORF2110-F, ORF2110-
R); standard: GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder
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5.3Urceni patogenniho potencialu pomoci PCR

Byla testovana moznost pouziti primert pro urceni patogenniho potencidlu listerii
v podminkach nasi laboratote. Bylo zjisténo, ze vznikaji produkty o ofekavané velikosti, jak
pii oddéleném pouziti druhové specifickych primert pro L. monocytogenes (inlA-F, inlA-R)
a primera specifickych pro detekci genu virulence (inlC-F, inlC-R), tak pii jejich pouziti
v multiplexu, viz. obrazek ¢. 17.
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Obrazek ¢. 17: Vizualizace produkti PCR. Horni ¢ast obrazku: pti oddéleném pouziti druhové
specifickych primerti pro L. monocytogenes (inlA-F, inlA-R) a primert specifickych pro
detekci genu virulence (inlC-F, inIC-R). Dolni ¢ast obrazku: pfi pouZiti druhové specifickych
primerd pro L. monocytogenes (inlA-F, inlA-R) a primera specifickych pro detekci gent
virulence (inlC-F, inlC-R) v multiplexu; DNA izolovana z kment L. monocytogenes: M=
L. monocytogenes ATCC 7644, 6, 26, 29, 41, 96, DNA izolovana z kmenu L. innocua: IN=
L. innocua 6515, 8; standard: GeneRuler DNA Ladder mix
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Dale byly pfi uréovani patogenniho potencidlu neznamych kmend listerii pouzity
primery specifické pro detekci gent virulence (Imo2821-F, Im02821-R). Vznikaly produkty
0 ocekavané velikosti (611 bp) u kment s patogennim potencidlem. 84 kmenti mélo faktory
virulence. 3 neznamé kmeny nemély patogenni potencial. Piiklad elektroforcogramu je na
obrazku ¢. 18. Dalsi elektroforeogramy jsou uvedeny v kapitole Piilohy pod oznac¢enim Pfiloha
11, 12,13
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Obrazek ¢. 18: Vizualizace produkti PCR pfi pouziti primertu specifickych pro detekci gend
virulence (Imo2821-F, Imo2821-R; produkt o velikosti 611 bp); standard: GeneRuler 1kb Plus
DNA Ladder
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V tabulce €. 11 je znazornén souhrnny piehled ziskanych vysledkii.

Tabulka €. 11: Souhrnny piehled ziskanych vysledki

Pocet kmenti
Celkové izolovano 118
Referen¢ni kmeny 21
Neznamé kmeny 97
Identifikovano jako L. monocytogenes 84
Identifikovano jako L. innocua 3
Produkty specifické pro L. monocytogenes 5
i pro L. innocua
Neidentifikovano 3
Fylogenetickd skupina 1.1 (sérotyp 1/2a 28
nebo 3a)
Fylogeneticka skupina 1.2 (sérotyp 1/2¢ 21
nebo 3c)
Fylogeneticka skupina II.1 (sérotyp 4b, 4d 18
nebo 4e)
Fylogeneticka skupina IL.2 (sérotyp 1/2b, 20
3b nebo 7)
Faktory virulence 84
Bez faktori virulence 3

Celkem byla DNA izolovana ze 118 kment. Z toho 21 kment bylo referenénich, 97 kment
bylo neznamych. 84 kmenti bylo identifikovano jako L. monocytogenes a vykazovaly patogenni
potencial. 3 kmeny byly identifikovany jako L. innocua. U 5 kment vznikly bandy specifické
pro oba druhy. U 3 kment nevznikly zadné produkty. 28 kment L. monocytogenes bylo
identifikovano jako pftislusici do fylogenetické skupiny I1, jednalo se tedy o sérotyp 1/2a nebo
3a. 21 kmeni piisluselo do fylogenetické skupiny 1.2 (sérotyp 1/2¢ nebo 3c), 18 kmeni pattilo
do skupiny IL.1 (sérotyp 4b, 4d nebo 4e) a dalsich 20 kmenti do skupiny I1.2 (sérotyp 1/2b, 3b
nebo 7).

Potraviny, v nichz byly kmeny identifikovany jako rod Listeria, a nasledn¢ u nich byla
izolovana DNA, jsou napiiklad: SpiSské parky, salam VysocCina, tatarak, feferonky se syrem
naloZené v oleji, mleté maso, Cajovka, vege burger, vege mleté¢ maso, cibulacek, dritbezi
klobésa s chedarem a jalapenos, Bukovanek syrovy, salat holandsky, hermelinovy salat.
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6 Diskuze

Listerie jsou grampozitivni, fakultativné anaerobni, nesporulujici bakterie ve tvaru
pravidelnych ty¢inek. Tyto bakterie jsou odolné viici extrémnim podminkam prostredi. Jsou
schopny zpomaleného rtistu pii chladirenskych teplotach, tj. pod 7 °C, toleruji Siroky rozsah
pH a koncentraci soli kolem 10 %. Tyto organismy jsou schopny piezivat v podobé biofilmut
Vv potravinaiskych podnicich, kde ulpivaji na zafizenich, nasledn¢ mitize dojit ke
kontaminaci produkti. Mezi Uzce piibuzné druhy patfi L. monocytogenes, L. innocua,
L. ivanovii, L. seeligeri, L. welshimeri a L. grayi. L. monocytogenes je pro ¢lovéka
patogenni. Zpusobuje nepiili§ ¢asté, ale velmi vazné onemocnéni zvané listeridza. Z tohoto
divodu je velmi dulezit¢ mit zavedené spolehlivé metody jejich detekce, identifikace
a stanoveni patogenniho potencialu. Hlavni zdrojem nakazy byva kontaminovana potrava.
Mezi potraviny, v nichz se listerie nejcastéji vyskytuji patii napiiklad syrové maso vepiové
¢i hovézi, mleté maso, pastiky, mléko, syry, syrova krajena zelenina, lahadkaiské vyrobky.
K nejrizikovéj§im potravindm obecné patii potraviny s vysokym stupném opracovani
a potraviny urcené k ptimé spotiebé (Gandhi & Chikindas 2007; Carpentier & Cerf 2011,
Schardt et al. 2017; Bhunia 2018).

Cilem této prace bylo nalezeni vhodnych primerd a optimalizace PCR podminek pro
spolehlivou identifikaci druhti listerii vyskytujicich se v potravinach. V prvni fazi bylo
dulezité optimalizovat podminky PCR pro rodové a druhové specifické primery. Nejprve
byla optimalizovana PCR pro druhové specifické primery pro L. monocytogenes (LL5,
LL6) a pro L. innocua (lin0464-F, 1in0464-R). Dale bylo testovano, zda je mozné tyto
primery pouzit v multiplexu. Ukazalo se, Ze tyto primery navrzené autory (Liu et al. 2003b;
Das et al. 2010) jsou aplikovatelné pro podminky nasi laboratoie. Stejné jako ve studii od
(Das et al. 2010) bylo potrzeno, ze je mozné pouzit multiplexni PCR pro diferenciaci
L. monocytogenes a L. innocua.

V dalsi fazi byly rodové specifické primery (LIS-F , LIS-R) navrzené (Somer & Kashi
2003) piidany do multiplexu druhové specifickych primerti pro L. monocytogenes (LL5,
LL6) a pro L. innocua (lin0464-F, lin0464-R). Bylo testovano, zda kombinace téchto
primert v multiplexu bude vhodna pro soucasnou spolehlivou rodovou a druhovou
identifikaci. Ukazalo se, ze u nékterych kmend pouziti téchto rodove a druhové specifickych
primerd v multiplexu fungovalo, u nékterych ne. U kmenl, u nichz se nepodafiilo
identifikovat o jaky rod a druh se jedna, mohlo dojit k tomu, Ze DNA byla degradovana
nebo ji bylo ve vzorku malo. Z tohoto diuvodu by bylo vhodné pokus zopakovat
a optimalizovat podminky, naptiklad zvysit koncentraci DNA. Piedpoklada se, ze zvysenim
koncentrace DNA by reakce probéhla optimalnéji a vznikaly by ¢itelné specifické produkty.
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Dalsimi druhové specifickymi primery pro L. monocytogenes byly zvoleny MONO5-F
a MONOT7-F. Pii pouziti této dvojice bylo zjist€éno, ze ani pii pouziti riznych
annealingovych teplot nevznika pozadovany produkt. Nepodaftilo se nalézt vhodny teplotni
profil pro optimalni pribéh PCR reakce v podminkach nasi laboratofe. V tomto piipadé
nedoslo ke shod¢ s vysledky autord (Somer & Kashi 2003), kteti navrhli tuto dvojici
primert pro identifikaci listerii. Pravdépodobné pfi nami zvolenym teplotnim profilu PCR
reakce nedoslo pii fazi annealingu ke spravnému nasednuti primert.

Ze ziskanych vysledkt bylo zjisténo, Ze v podminkéch nasi laboratofe je pro spolehlivou
druhovou identifikaci listerii nejvhodngj$i pouzit druhové specifické primery pro
L. monocytogenes (LLS5, LL6) a druhové specifické primery pro L. innocua (lin0464-F,
[in0464-R) v multiplexu. Tato kombinace primerd byla nasledné pouzita pti identifikaci
dal$ich neznamych kment. Vznikaly produkty o oc¢ekavané velikosti. Pouziti této dvojice
primert se jevi jako vhodné pro spolehlivou druhovou identifikaci. PrestoZe se tato
kombinace primerti ukazala jako vhodna pro druhovou identifikaci, u nékterych kment
vznikaly produkty specifické pro oba druhy. Pravdépodobné mohlo jit o smé&snou kulturu
a testovany vzorek byl kontaminovan. Dlivodem této mozné kontaminace je to, ze je velmi
obtizné tyto kultury rozizolovat. Tyto dva druhy jsou tzce ptibuzné a piislusi k stejnému
rodu. Na zaklad¢ genetické ptibuznosti a stejnych fenotypovych vlastnostech jsou tyto dva
druhy fazeny do stejné skupiny tzv. ,Listeria sensu stricto®. L. monocytogenes a L. innocua
maji stejné kultivacni podminky. V takovémto piipad¢ je problematické nasledné rozliSeni.
Z tohoto ditvodu je nutné dané kmeny ptecistit a zopakovat jejich identifikaci.

V laboratoti katedry Mikrobiologie, vyzivy a dietetiky byly nékteré kmeny
identifikovany pomoci metody MALDI-TOF MS. Metoda MALDI-TOF MS se stala
standardnim nastrojem pro spolehlivou a rychlou identifikaci mikroorganismii v rtiznych
klinickych a potravinaiskych laboratotich (Ojima-Kato et al. 2016). Bylo zjisténo, ze tato
metoda nema u rodu Listeria dostate¢nou rozliSovaci schopnost pro spolehlivou identifikaci
na uroven druhu. Nékteré kmeny byly ptivodné pomoci MALDI-TOF MS identifikovany
jako L. monocytogenes, avsak analyza DNA pomoci druhové specifickych primerti ukazala,
ze se jedna o druh L. innocua a naopak. U nékterych kment se ukazalo, ze se jedna o jiné
druhy. Metoda MALDI-TOF MS je v ptipadé identifikace druhti bakterii z rodu Listeria
uzitecnd pro piedbéznou identifikaci na rodovou uroveil. Druhova identifikace listerii
metodou MALDI-TOF MS neni stoprocentni. Z tohoto divodu je zapotiebi, pro piesnou a
spolehlivou identifikaci druhti bakterii z rodu Listeria, ovéfit ziskané vysledky pomoci
jinych metod. V naSich pokusech byly ziskané vysledky metodou MALDI-TOF MS
ovétovany metodou PCR a nasledné byly vysledky porovnavany. U druhd bakterii, které
jsou tzce piibuzné jako bakterie rodu Listeria, je dilezité zavedeni piistupu pouziti vice
identifikacnich postupt, tzv. polytazicky ptistup. Pouziti pouze jedné metody nemusi vzdy
poskytovat spolehlivé vysledky a identifikace poté nemusi byt pfesnd. Pro spolehlivou
identifikaci je potfeba pouzit vice postupti. Kromé¢ PCR metody je mozné zavedeni
naptiklad sérologické typizace, sekvenace 16S rRNA. Metoda identifikace kultur pomoci
PCR, kdy bylo dosazeno aZz stoprocentni spolehlivosti identifikace pomoci druhové
specifickych primert pro L. monocytogenes (LL5, LL6) a pro L. innocua (lin0464-F,
lin0464-R), byla vyhodnocena jako spolehlivéjsi nez MALDI-TOF MS. Zaroven je tato
metoda levnéjsi a rychlejsi nez biochemické testy a sekvenace 16S rRNA.
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V dalsi fazi bylo ukolem zavést pouziti primeri specifickych pro sérotypy 1/2a, 3a, 1/2c,
3¢ (Imo0737-F, Imo0737-R), sérotypy 1/2¢, 3¢ (Imol1118-F, Imo1118-R,), sérotypy 1/2b,
3b, 4b, 4d, 4e (ORF2819-F, ORF2819-R), sérotypy 4b, 4d, 4¢ (ORF2110-F, ORF2110-R)
pro podminky nasi laboratote. Byly optimalizovany podminky pro PCR pfi pouziti téchto
primer, mizeme je tedy pouzit pro identifikaci sérotypi listerii. Ukazalo se, ze primery
navrzené autory (Doumith et al. 2004) jsou aplikovatelné pro podminky na$i laboratoie.
Také byl optimalizovan prubéh déleni v elektroforéze. Stanoveni podminek detekce pomoci
elektroforézy neni vzdy jednoduché. V piipade, ze je ocekdvan pouze jeden produkt,
stanoveni podminek neni obtizné. Nedochazi k dé€leni produktti, o¢ekavany produkt pouze
vznikne ¢i nikoliv. Problém muze nastat, kdyz je ocekévan vznik vice produkti. Tyto
produkty mohou mit podobnou velikost a jejich odd€leni neni jednoduché. V tomto ptipadé
je potfeba optimalizovat podminky déleni. Naptiklad zménit koncentraci agardézového gelu.
Koncentrace gelu zavisi na typu fragment DNA, které se separuji. Bylo zjisténo, ze pfi
identifikaci sérotypit je vhodngj$i pro oddé€leni danych produktl zménit koncentraci
agardzového gelu 1% na agardzovy gel 1,5%. Pro odhad velikosti pozorovanych DNA
fragmentl se do jedné jamky nandsi tzv. velikostni marker (standard) o definované velikosti
jednotlivych fragmentd. Zvolit vhodny standard je pro odhad velikosti vzniklych produktd
dalezité. Pro vizualizaci separovanych fragmenti DNA je potieba zvolit vhodné
vizualiza¢ni Cinidlo. V naSich pokusech bylo zjisténo, ze pro detekci sérotypi pomoci
elektroforézy je lepsi pouzit misto bézné pouzivaného vizualiza¢niho Cinidla GelRed
barvivo SYBR Green. Pii pouziti tohoto vizualiza¢niho ¢inidla byly produkty vice
kompaktni a dobfe Citelné. V neposledni fad€ je tieba nastavit vhodné napéti a dobu, po
kterou bude k oddélovani dochézet. Bylo zjisténo, ze spusténi elektroforézy pti 80 V po
dobu 90 minut je pro tuto identifikaci nejvhodné;si. Pomoci takto navrzené multiplexni PCR
neni mozné od sebe rozlisit jednotlivé sérotypy. Lze je ale spolehlivé rozdé€lit do Ctyt
fylogenetickych skupin a pfitadit je do pfisluSnych linii. Pomoci vySe zminénych primera
pro identifikaci sérotypil bylo identifikovano 28 kmenti L. monocytogenes pfislusicich do
fylogenetické skupiny 11. MiZe se jednat o sérotyp 1/2a nebo 3a. Vzhledem k tomu, Ze
V potravinach se sérotyp 3a vyskytuje velmi vzacné, naopak sérotyp 1/2a patii mezi hlavni
sérotypy, jez se vyskytuji v izolatech potravin, pfedpokladame, Ze u téchto identifikovanych
kmenii se jednd o sérotyp 1/2a. Dale bylo identifikovano 21 kmenl pfislusicich do
fylogenetické skupiny 1.2, do niZ jsou fazeny sérotypy 1/2c a 3c. Sérotyp 3c se stejné jako
sérotyp 3a v potravinach vyskytuje vzacné a sérotyp 1/2c casto. Z tohoto diivodu se
predpoklada, ze se jedna o sérotyp 1/2c. 18 kmeni patiilo do skupiny II.1, do niz patii
sérotypy 4b, 4d a 4e. V potravinach se sérotypy 4d a 4e vyskytuji ziidka, kdezto sérotyp 4b
patii mezi hlavni sérotypy vyskytujici se v izolatech potravin. Na zakladé toho je
predpokladddno, ze u némi identifikovanych kmenat se jedna o sérotyp 4b. Bylo
identifikovano dalSich 20 kment pfislusicich do skupiny I1.2, do niz patii sérotypy 1/2b, 3b
a 7. Sérotypy 3b a 7 se v potravinach vyskytuji vzacné, predpokladame tedy, Ze se jedna
0 sérotyp 1/2b. Sérotypy 1/2b a 4b jsou tfazeny do linie II (resp. I), kterd ma nejvyssi
patogenni potencidl a byvaji nejcastéj$i pfi¢innou onemocnéni vyvolanych bakterii
L. monocytogenes. Sérotypy 1/2a a 1/2¢ piislusi do linie I (resp. 1), maji stfedni patogenni
potencial a vyskytuji se pfedevsim v kontaminovanych potravinach.
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Dale byly zavedeny primery pro urceni patogenniho potencialu listerii v podminkéach nasi
laboratote. Ukazalo se, ze primery navrzené (Liu et al. 2007) jsou aplikovatelné pro podminky
nasi laboratote. Byla potvrzena moznost soucasného pouziti druhové specifickych primert pro
L. monocytogenes (inlA-F, inlA-R) a primert uréenych pro detekci genu virulence (inlC-F,
inlC-R) v multiplexu pro soucasné potvrzeni druhové identity L. monocytogenes a jejiho
patogenniho potencidlu. Dale bylo potvrzeno, Ze je mozné pii urovani patogenniho potencialu
neznamych kmenu listerii, V podminkach na$i laboratofe, pouzit primery (Imo2821-F,
Im02821-R) navrzené autory (Liu et al. 2003a). V nasich pokusech 84 kmenii z 97 neznamych
kmeni bylo identifikovano jako L. monocytogenes a vykazovaly patogenni potencial. Kmeny
listerii s patogennim potencidlem byly izolovany z riznych potravin. Naptiklad: SpiSské parky,
salam Vysocina, tatarak, feferonky se syrem nalozené v oleji, mleté maso, ¢ajovka, vege burger,
vege mleté maso, cibulacek, dribezi klobasa s chedarem a jalapenios, Bukovanek syrovy, salat
holandsky, hermelinovy saldt. Ke kontaminaci téchto potravin mohlo dojit v potravinafskych
podnicich ¢i na prodejnéach, kde se vyrobky davkuji naptiklad, dle pozadavkl zédkaznika do
mensich baleni. Vzhledem k tomu, Ze listerie mohou zplsobovat vazné onemocnéni, je
zapotiebi, aby byly V potravinaiskych provozech dodrzovany zasady, kterymi jsou napiiklad:
provéfovani a revize postupli zalozenych na principech HACCP stanovenych pro vyrobu
potravin z hlediska vyskytu L. monocytogenes; ovéfovani, zda vyrobky, které predstavuji riziko
vyskytu L. monocytogenes pro vetfejné zdravi, odpovidaji pfedepsanym mikrobiologickym
kritériim; vylouc¢eni moznosti sekundarni kontaminace hotovych vyrobkl. K vyrobé zejména
rizikovych potravin, by mély byt pouzivany suroviny od provéfenych dodavatell. V neposledni
fadé¢ je velmi dulezité disledné dodrZzovani osobni hygieny zaméstnancii. Spotiebitelé by méli
V rdmci prevence proti listerioze dodrZzovat zdkladni pozadavky osobni hygieny a bezpecné
manipulace s potravinami (SZP1 2015).

Z diivodu pomérné vysoké prevalence vyskytu L. monocytogenes v potravinach, je dalezité
optimalizovat co nejrychlejsi, nejpiesnéjsi a nejlevnéjsi metody identifikace téchto bakterii.
V této diplomové praci bylo zjiSténo, ze vhodnou metodou pro spolehlivou identifikaci listerii
je metoda PCR.
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Zavér

Byly nalezeny dostate¢né specifické PCR primery pro spolehlivou rodovou a druhovou
identifikaci listerii izolovanych ze vzorkl potravin.

Bylo zjisténo, Ze pouziti druhové specifickych primert pro L. monocytogenes a pro
L. innocua v multiplexu ptedstavuje rychlou a spolehlivou metodu jejich identifikace.
Stejné je tomu pii pouziti primert specifickych pro sérotypy listerii. Multiplexni PCR
zefektiviluje proces identifikace.

Po zavedeni téchto primerti byly optimalizovany podminky pro spravny prubéh PCR
reakce Vv podminkach na$i laboratofe. Nalezené primery mohou byt pouzity pro
druhovou identifikaci listerii, identifikaci sérotypd listerii a pro urceni jejich
patogenniho potencialu.

Celkovée bylo izolovano ze vzorki potravin (napi. salam Vysocina, mleté maso, ¢ajovka,
cibulacek, feferonky se syrem naloZené v oleji, hermelinovy salat, salat holandsky, vege
burger, Bukovanek syrovy) 118 kment listerii, které byly identifikovany jako
L. monocytogenes (84 kmenti), L. innocua (3 kmeny).
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9 Samostatné prilohy
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Ptiloha 1: Vizualizace produkti PCR pii pouziti druhové specifickych primerd pro
L. monocytogenes (LL5, LL6; produkt o velikosti 267 bp) a pro L. innocua (1in0464-F, 1in0464-
R; produkt o velikosti 749 bp); standard: GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder
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Priloha 2: Vizualizace produkti PCR pfi pouziti druhové specifickych primert pro
L. monocytogenes (LL5, LL6; produkt o velikosti 267 bp) a pro L. innocua (1in0464-F, 1in0464-
R; produkt o velikosti 749 bp); standard: GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder
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Ptiloha 3: Vizualizace produkti PCR pii pouziti primert specifickych pro sérotypy 1/2a, 1/2c¢,
3a, 3¢ (Imo0737-F, Imo0737-R), sérotypy 1/2¢, 3¢ (Imo1118-F, Imo1118-R), sérotypy 1/2b, 3b,
4b, 4d, 4e (ORF2819-F, ORF2819-R), sérotypy 4b, 4d, 4e (ORF2110-F, ORF2110-R);
standard: GeneRuler DNA Ladder mix
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Ptiloha 4: Vizualizace produkti PCR pfi pouZiti primert specifickych pro sérotypy 1/2a, 1/2¢,
3a, 3¢ (Imo0737-F, Imo0737-R), sérotypy 1/2¢, 3¢ (Imo1118-F, Imo1118-R), sérotypy 1/2b, 3b,
4b, 4d, 4e (ORF2819-F, ORF2819-R), sérotypy 4b, 4d, 4e (ORF2110-F, ORF2110-R);
standard: GeneRuler DNA Ladder mix
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Ptiloha 5: Vizualizace produkti PCR pfi pouZiti primert specifickych pro sérotypy 1/2a, 1/2¢,
3a, 3¢ (Imo0737-F, Imo0737-R), sérotypy 1/2¢, 3¢ (Imo1118-F, Imo1118-R), sérotypy 1/2b, 3b,
4b, 4d, 4e (ORF2819-F, ORF2819-R), sérotypy 4b, 4d, 4e (ORF2110-F, ORF2110-R);
standard: GeneRuler DNA Ladder mix
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Ptiloha 6: Vizualizace produktii PCR pfti pouziti primert specifickych pro sérotypy 1/2a, 1/2¢c,
3a, 3¢ (Imo0737-F, Imo0737-R), sérotypy 1/2¢, 3¢ (Imo1118-F, Imo1118-R), sérotypy 1/2b, 3b,
4b, 4d, 4e (ORF2819-F, ORF2819-R), sérotypy 4b, 4d, 4e (ORF2110-F, ORF2110-R);
standard: GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder
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Ptiloha 7: Vizualizace produkti PCR pfi pouziti primert specifickych pro sérotypy 1/2a, 1/2c,
3a, 3¢ (Imo0737-F, Imo0737-R), sérotypy 1/2¢, 3¢ (Imo1118-F, Imo1118-R), sérotypy 1/2b, 3b,
4b, 4d, 4e (ORF2819-F, ORF2819-R), sérotypy 4b, 4d, 4e (ORF2110-F, ORF2110-R);
standard: GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder
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Ptiloha 8: Vizualizace produkti PCR pfi pouziti primert specifickych pro sérotypy 1/2a, 1/2¢c,
3a, 3¢ (Imo0737-F, Imo0737-R), sérotypy 1/2¢, 3¢ (Imo1118-F, Imo1118-R), sérotypy 1/2b, 3b,
4b, 4d, 4e (ORF2819-F, ORF2819-R), sérotypy 4b, 4d, 4e (ORF2110-F, ORF2110-R);
standard: GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder
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Ptiloha 9: Vizualizace produkti PCR pfi pouziti primert specifickych pro sérotypy 1/2a, 1/2¢,
3a, 3¢ (Imo0737-F, Imo0737-R), sérotypy 1/2¢, 3¢ (Imo1118-F, Imo1118-R), sérotypy 1/2b, 3b,
4b, 4d, 4e (ORF2819-F, ORF2819-R), sérotypy 4b, 4d, 4e¢ (ORF2110-F, ORF2110-R);
standard: GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder
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Ptiloha 10: Vizualizace produkti PCR pfi pouZiti primert specifickych pro sérotypy 1/2a, 1/2c,
3a, 3¢ (Imo0737-F, Imo0737-R), sérotypy 1/2¢, 3¢ (Imo1118-F, Imo1118-R), sérotypy 1/2b, 3b,
4b, 4d, 4e (ORF2819-F, ORF2819-R), sérotypy 4b, 4d, 4¢ (ORF2110-F, ORF2110-R);
standard: GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder
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Pfiloha 11: Vizualizace produkti PCR pii pouziti primeru specifickych pro detekci genu
virulence (Imo2821-F, Imo2821-R; produkt o velikosti 611 bp); standard: GeneRuler 1kb Plus
DNA Ladder
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Ptiloha 12: Vizualizace produkti PCR pfi pouziti primerd specifickych pro detekci gend
virulence (Imo2821-F, Imo2821-R; produkt o velikosti 611 bp); standard: GeneRuler 1kb Plus
DNA Ladder
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Pfﬂoha 13:7 Vizualizace I:roduktﬁ PCR pii pouziti primerﬁ specifickych pro detekci genta
virulence (Imo2821-F, Imo2821-R; produkt o velikosti 611 bp); standard: GeneRuler 1kb Plus
DNA Ladder
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