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Vyskyt Listeria monocytogenes v potravinach

Souhrn
Listeria monocytogenes je grampozitivni, nesporulujici, ty¢inkovita bakterie, ktera je

prakticky vSudyptitomna. Bézné se nachazi v pude, ve vodé€, na rostlinach, v travicim traktu
lidi 1 zvifat a také v potravinach. Tato bakterie je pivodcem alimentarniho onemocnéni
zvaného listerioza. Navzdory tomu, Ze se jedna o relativné vzacné onemocnéni, je velice
zavazné a v porovnani s jinymi alimentarnimi infekcemi se vyznacuje vysokou mortalitou.
Z tohoto diivodu je monitorovani bakterie L. monocytogenes Vv potravinach nezbytné.

Cilem prace bylo shrnuti dosavadnich poznatkii 0 L. monocytogenes a sledovani
vyskytu této bakterie v potravinach uréenych k piimé spotiebé, které se bézné vyskytuji na
ceském trhu. Celkem bylo testovdano 51 vzorkl potravin, které patfily do kategorii masné
vyrobky (13 vzorku), lahtdky (17 vzorkiu), mléko a mlééné vyrobky (18 vzorku), ryby
a vyrobky z nich (3 vzorky).

Pro stanoveni Listeria monocytogenes byla pouzita kultivaéni metoda dle CSN EN
ISO 11290-1/2017. Pro primarni pomnozeni byl pouzit Half-Fraser bujon. Pro sekundarni
pomnoZeni Fraser bujon. Pro rtist kolonii na pevném médiu byl pouzit agar podle Ottavianiho
a Agostiho. Nardst charakteristickych kolonii byl hodnocen po 24 a 48 hodinach kultivace.
Nasledné byly odebrany izolaty a provedena identifikace pomoci hmotnostni spektrometrie
s laserovou desorpci a ionizaci s pomoci matrice s pruletovym analyzatorem (MALDI-TOF
MS).

Kontaminace bakteriemi rodu Listeria byla prokazana v 11 vzorcich (21,57 %) a druh
Listeria monocytogenes byl dle MALDI-TOF MS ptitomny v 7 vzorcich. Skupinou, ktera
vykazovala nejvice pozitivnich vzorkt na L. monocytogenes, byly lahidky, kde byla nalezena
tato bakterie v 6 vzorcich (35,29 %). Primamnég se jednalo o lahtidkové salaty a chlebicky.
Pritomnost L. monocytogenes byla zaznamenana i v masnych vyrobcich. Ve 109 izolatech
bylo identifikovano 21 réiznych druhi bakterii. Casto se vyskytujicimi bakteriemi byly
napiiklad Listeria innocua, Listeria ivanovii nebo bakterie rodu Enterococcus ci
Staphylococcus.

Predpokladana hypotéza byla potvrzena, jelikoz u testovanych vzorkli potravin
uréenych k pfimé spotiebé bézné dostupnych na ceském trhu, byla prokazana kontaminace
bakteriemi druhu Listeria monocytogenes.

Kli¢ova slova: Listeria, Listeria monocytogenes, listeriéza, alimentarni onemocnéni,

patogenita, potraviny



Occurence of Listeria monocytogenes in foodstuffs

Summary

Listeria monocytogenes is gram positive, non spore-forming, rod shaped bacterium
that occurs almost everywhere. It is commonly present in soil, water, plants, in human and
animals digestive tract, and also in food. This bacterium causes a food borne illness called
listeriosis. In spite of being a relative rare disease, the high rate of death associated with this
infection makes it a significant public health concern. Therefore, monitoring of Listeria
monocytogenes in food is necessary.

The aim of this thesis was to summarize already existing knowledge of this
problematics and to monitor the occurence of the L. monocytogenes in ready-to-eat foods
which are commonly available on the Czech market. A total of 51 samples belonging into
the categories of meat products (13 samples), delicacies (17 samples), milk and dairy products
(18 samples), fish and fish products (3 samples) were tested.

L. monocytogenes was detected by cultivation method according to CSN EN 1SO
11290-1/2017. Half-Fraser broth was used for primary multiplication and Full-Fraser broth
for secondary multiplication. Agar according to Ottaviani and Agosti was used as a solid
selective medium. The presence of characteristic colonies was evaluated after 24 and 48 hours
of cultivation. Subsequently, bacterial isolates were removed and identified by Matrix-
assisted Laser Desorption/lonization Time-of-Flight Masss Spectometry (MALDI-TOF MS).

The contamination by bakteria of the genus Listeria was found in 11 samples
(21,57 %) and L. monocytogenes based on MALDI-TOF MS results was found in 7 samples.
L. monocytogenes was the most prevalent in group of delicacies with 6 positive samples
(35,29 %). Positive were especially delicatessen salads and typical Czech sandwiches.
The presence of L. monocytogenes was also found in meat products. In 109 isolates 21
different species were identified. Frequently detected bacteria were, L. innocua, L. ivanovii
and bacteria of the genera Enterococcus or Staphylococcus.

The hypothesis was confirmed, because ready-to eat-foods contaminated with bacteria
L. monocytogenes are commonly available on the Czech market.

Keywords: Listeria, Listeria monocytogenes, listeriosis, alimentary deseases, pathogenicity,
food
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1 Uvod

Rod Listeria se sklada ze skupiny grampozitivnich, fakultativné anaerobnich, drobnych,
tyCinkovitych bakterii. Hlavnim a nejvice diskutovanym patogenem této skupiny je
L. monocytogenes, kterd se mtize vyskytovat v potravinach a zplisobovat vazné alimentarni
onemocnéni zvané listerioza (Vazquez-Boland et al. 2001; Shen et al. 2006;
Orsi & Wiedmann 2016).

Listeridza, pfestoze jeji vyskyt neni tak Casty, je povaZzovéana za velmi vaznou hrozbu,
z divodu vysoké mortality, a to 20-30% (Jadhav et al. 2015). Listeriéza obvykle zasahuje
jedince s oslabenym imunitnim systémem, populaci jiz trpici jinymi onemocnénimi jako je
rakovina, AIDS a cukrovka nebo star§i osoby, t€hotné Zeny, novorozence ¢i plod. Toto
onemocnéni ma dvé formy. Prvni formou je invazivni systémové onemocnéni, které vykazuje
klinické zivot ohrozujici pfiznaky jako je meningoencefalitida, otrava krve (septikémie), zanét
zaludku nebo také zanét tenkého stieva. Mize také zpusobit poskozeni plodu nebo potrat.
Druhou formou onemocnéni je neinvazivni onemocnéni (febrilni gastritida), jehoz pfiznaky
ohrozuji zivot pouze vzacné. LéCba listeridozy zavisi na tom, jak zdvazné jsou piiznaky.
Ve vétsin€ pripadl jsou pfiznaky mirné, a proto 1é¢ba neni zahdjena viibec. V ptipadé potieby
je 1éc¢ba provedena pomoci antibiotik (Wing & Gregory 2000; Glaser et al. 2001;
Warriner & Namvar 2009; Gasanov et al. 2005; Foltynova 2014; Zhu et al. 2017; Ricci et al.
2018).

Hlavnim zdrojem nédkazy byvaji kontaminované potraviny a to proto, Ze bakterie
L. monocytogenes prezivaji technologické procesy zpracovani potravin, které jsou zalozeny
na osetfeni potravin kyselymi ¢i slanymi podminkami. Na rozdil od mnoha jinych patogent
se tyto bakterie mohou déle pomalu mnozit i pfi nizkych teplotdch, coZ umoziluje rist
I v chlazenych potravinach. Bylo zaznamenano, Ze v poslednich letech se ¢etnost nahlasenych
piipadu listeriozy zvySuje. Proto je velmi dulezita prevence jako je dodrzeni spravnych
vyrobnich, hygienickych, distribu¢nich a skladovacich postupti, ale velmi dulezitd je také
| dostatecna  informovanost a Skoleni pracovniki  manipulujicich s potravinami
(Allerberger & Wagner 2010; WHO 2018; EFSA 2002).



2 Hypotéza a cil prace

Piedpokladame, ze v n€kterych potravinach urcenych ke piimé spotiebé a bézné
dostupnych na ¢eském trhu bude zjisténa ptitomnost Listeria monocytogenes.

Cilem prace je shrnuti dosavadnich poznatkd o L. monocytogenes a monitoring vyskytu
této bakterie u rizikovych skupin potravin, které jsou dostupné na naSem trhu.



3 Literarni reSerse
3.1 Rod Listeria

Bakterie rodu Listeria nalezi do celedi Listeriaceae, fadu Bacillales, ttidy Bacilli
a kmene Firmicutes. Jsou ptibuzné rodim Bacillus, Clostridium, Enterococcus, Streptococcus
a Staphylococcus (Blazkova et al. 2005; McLauchlin & Rees 2009).

Jedna se o grampozitivni, nesporulujici, aerobni a fakultativné anaerobni bakterie
ve tvaru kratkych tyc¢inek o velikosti piiblizné¢ 0,4-0,5 X 1-2 um. Bunky jsou pravidelné,
mirn¢ protahlé a zakoncené oblymi okraji (Lous et al. 2011). Nékdy mohou pfipominat spise
koky, dosahujici velikosti kolem 0,5 um v pruméru, a mohou byt tak snadno zaménitelné
se streptokoky. U starSich kultur se naopak mohou vyskytovat delsi buiiky. ProdlouZeni bunék
je pravdépodobné dusledkem osmotického Soku (Sauders & Wiedmann 2007). Buriky se ¢asto
spojuji do fetézcl, které mohou byt usporadany do tvaru V, Y nebo mohou tvofit palisady
(Sauders & Wiedmann 2007; Lous et al. 2011). Listérie jsou pohyblivé diky peritrichnim
bi¢ikim (Obrazek ¢. 1). Pocet bi¢ikl je rtzny, ale vétSinou maji jeden az Ctyfi. Se zvySujici
se teplotou pocet bi¢ika klesa. Pii teploté téla, ktera piesahne 25 °C se pohyblivost bakterie
snizuje a pii teploté 37 °C bi¢iky vymizi uplné. Béznym svételnym mikroskopem jsou biciky
témef neviditelné, proto pro jejich pozorovani musime pouzit naro¢né barvici metody
(napf. stfibfeni) anebo elektronovy mikroskop (Brychta et al. 2018).

Obrazek ¢. 1: L. monocytogenes s biciky
(zdroj:https://www.pei.de/DE/newsroom/pm/j
ahr/2011/09-bakteriengeisseln-zur-therapie-
von-lebensmittelallergien.html)

Optimalni teplota rastu se pohybuje mezi 30-37 °C, ale obvykle mohou rist od 1 °C do
45 °C. Vyssi teploty nepfezivaji, avSak u niz$ich teplot existuji vyjimky. Naptiklad zamrazené
potraviny poskytuji listériim idealni prostfedi, protoze jiné bakterie nedokazi tak nizké teploty
ptezit. Nejvice vyhovuji listériim hodnoty pH od pH 6 do pH 9, ale jsou schopné piezit i rist
pii pH 4,4 a salinit¢ az 14 %. Na agaru obvykle tvoii pravidelné, kruhové a hladké kolonie,
jejichz obvykla velikost je 0,5-1,5 mm v priméru. Jejich velikost se méni v zavislosti na
teploté a dobé kultivace (McLauchlin & Rees 2009; Lous et al. 2011; Kramarenko et al.
2013).



V soucasné dobé rod zahrnuje 21 druht. Tyto druhy jsou rozdéleny do dvou vétSich
skupin, a to Listeria sensu stricto a Listeria sensu lato (viz Obrazek ¢. 2). Listeria sensu
stricto zahrnuje Sest druhi, které maji podobné fylogenetické vlastnosti jako naptiklad
schopnost rist pii nizkych teplotach, flagelarni pohyb nebo patogenitu. Do této skupiny patii
L. monocytogenes, L. innocua, L. welshimeri, L. seeligeri, L. ivanovii a L. marthii. Skupina
sensu lato byla vroce 2016 rozdélena do tii odlisSnych monofyletickych skupin, které
neobsahuji patogenni druhy, jsou nepohyblivé (kromé L. grayi) a schopné redukovat
dusi¢nany (kromé L. floridensis). Jedna se o skupiny Murraya (L. grayi), Mesolisteria
(L. fleischmanii, L. floridensis, L. aquatica) a Paenilisteria (L. rocourtiae,
L. weihenstephanensis, L.cornellensis, L. riparia, L. grandensis, L. booriae, L. newyorkensis).
Pozd¢ji byla objevena L. costarricensis, L. goaensis a L. thailandensis a jako posledni byla
v roce 2020 popsana L.valentina (Chiara et al. 2015; Orsi & Wiedmann 2016; Quereda et al.
2020). Nejznaméjsimi druhy jsou L. monocytogenes, L. innocua, L. ivanovii, L. seeligeri,
L. welshimeri a L. grayi. L. monocytogenes je pro ¢lovéka patogenni. Spolu s méné
roz§ifenym druhem L. ivanovii je L. monocytogenes také patogenni pro Sirokou skalu zvifat,
hlavné pro ovce a kozy (Lous et al. 2011).
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Obrazek ¢. 2: Fylogeneticky strom rodu Listeria rozdéleny do skupin sensu stricto a sensu lato
(dle Quereda et al. 2020)



Jednotlivé druhy listerii se daji rozliSit na zaklad¢ jejich schopnosti fermentovat rizné
sacharidy (D-xylosa, L-rhamnosa, a-methyl-D-mannosid a D-mannitol, D-arabitol, methyl-D-
-glukosid, ribosa, glukosa-1-fosfat, D-tagatosa). Nékteré druhy lze také odlisit na zakladé
hemolytické aktivity na tuhém médiu obsahujicim 5 % ov¢i, konské, kralici nebo lidské krve
(Blazkova et al. 2005). Betahemolyzu muzeme pozorovat konkrétné u kolonii
L. monocytogenes, L. ivanovii a L. seeligeri (Borucki et al. 2005).

Rod Listeria je povazovan za nenaro¢ny na kultivaci. Listérie rostou dobife na béznych
pevnych kultivaénich pudach (krevni a zivny agar) ¢i v tekutych médiich jako bujon z mozko-
srdcové infuze (Brain-heartinfusion, BHI) nebo trypton séjovy bujon (Tryptone-soya broth,
TSB) (Blazkova et al. 2005; Borucki et al. 2005).

Zastupci rodu Listeria jsou $iroce rozsifeni. Mohou se vyskytovat v padé, na vegetaci,
v odpadnich vodach, krmivech pro zvifata, Cerstvé i mrazené drubezi, jatenim odpadu
I ve vykalech zdravych zvifat ¢i cloveéka (Lous et al. 2011).

3.2 Listeria monocytogenes

Historicky prvni zminka o L. monocytogenes pochazi zroku 1924. Bakterie byla
izolovana z kraliki a morcat, vykazujicich symptomy mononuklearni leukocytdzy. V roce
1926 byla tato bakterie E.G. D. Murraym pojmenovana jako Bacterium monocytogenes
a 0 rok pozdgji H. Piriem pfejmenovana na Listerella hepatolytica. Az v roce 1940 dostala své
soucasné jméno Listeria monocytogenes (Dortet et al. 2019).

L. monocytogenes je stejné¢ jako ostatni druhy, rodu grampozitivni, fakultativné
anaerobni, oxiddza negativni, katalaza pozitivni, nesporulujici bakterie. Ma buiky ve tvaru
drobnych tycinek o velikosti 0,4-0,5 X 1-2 um, které jsou pohyblivé. Schopnost pohybu je
zavisla na teploté, pfi¢emz optimalni teplota pro pohyblivost se pohybuje mezi teplotami 22-
30 °C. Pti 37 °C se uz nevytvaii bic¢iky, a bakterie schopnost pohybu ztraci. Pro rist je
optimalni teplota v rozmezi 30-37 °C. Tento druh je velmi odolny a dokaze piezit dokonce
i rist v nepfiznivych podminkach, jako je nizka (rtst uz od -0,4 °C) nebo vysoka (maximum
45 °C) teplota, velké rozpéti hodnot pH (4,4-10), salinita kolem 10 % a nizka vodni aktivita
(0,9). Celkové usmrceni téchto patogennich bakterii vyzaduje teplotu alespon 75 °C.
V optimélnich podminkéach byva pomnozeni listérii velice rychlé. V potravindch mize snadno
pocet bun¢k piesahnout legislativou stanoveny limit bezpecnosti 100 KTJ/g (ml) béhem 34
dnti (McMullen & Freitag 2014; Brychta et al. 2018; Chlebicz & Slizewska 2018).

Listérie fermentuji rizné sacharidy (napt. melecitézu, methyl a-D-glukososid, methyla-
D-mannosid, L-Rhamnoézu, sacharozu a glukozu), a produkuji z nich kyseliny (napt. kyselinu
mléénou nebo octovou) a dalsi produkty (McLauchlin & Rees 2009). Stanoveni
fermentacniho profilu by mohlo byt ndpomocné, pii urovani patogenity L. monocytogenes.
Groves & Welshimer (1977) uvadéji, ze kmeny L. monocytogenes, které dokazi fermentovat
xylozu, ale ne rhamnoézu, jsou nepatogenni na rozdil od té€ch, které fermentuji rhamnozu, ale
ne xylézu. Jiné zdroje vSak tuto informaci neuvadéji, proto by toto tvrzeni nemélo byt
povazovano za stavebni kdmen pfi ur€ovani patogenity jednotlivych druht.
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Na tuhych péstebnich médiich tvofi pravidelné kruhové 1-3 mm velké kolonie, jejichz
barva se 1isi podle druhu média, na némz rostou. Zakladnim médiem pro selektivni kultivaci
L. monocytogenes je Agar dle Ottavianiho a Agostiho (Ottaviani et al. 1997), kde maji
kolonie modrozelenou barvu, coz vyjadfuje galaktosiddzovou aktivitu, a jsou obklopené
kruhovou mlécné zabarvenou zonou precipitace (viz obrazek ¢. 3), ktera vyjadiuje aktivitu
fosfolipazy C (= tzv. lecitindzova aktivita). Né&které kolonie ale lecitinazovou aktivitu
nevykazuji a to znamena, Ze nejsou patogenni (Ermolaeva et al. 2003; Brychta et al. 2018).

Obrazek ¢. 3: Lecitinazova aktivita L. monocytogenes
(zdroj: http://tools.thermofisher.com/content/sfs/brochures/Canadian%20Catalog_ EN_FR.pdf)

L. monocytogenes vykazuje také B-hemolytickou aktivitu (viz Obrazek ¢. 3), ktera je
dilezitou fenotypovou vlastnosti, pomahajici pfi jeji detekci a identifikaci. AvSak nékdy
se stava, ze i presto, ze se jedna o L. monocytogenes, kmeny hemolytickou aktivitu
nevykazuji. Nehemolytické kmeny mohou pochazet naptiklad z pidy, vegetace, odpadnich
kalti, mrtvych tél nebo od zdravych lidi a zvirat. Hemolyticka aktivita L. monocytogenes byva
studovana pouzivanim erytrocytii z riznych zdroji (napt. koniska, kravska, krali¢i, ov¢i nebo
lidska krev). To, Ze jsou kmeny L. monocytogenes hemolytické, podobné jako u lecitinazy
ukazuje miru virulence (Fujisawa & Mori 1994; Groves & Welshimer 1977
McLauchlin & Rees 2009).

Obrazek ¢. 4: B-hemolyticka aktivita L. monocytogenes
(zdroj: https://microbeonline.com/listeria-monocytogenes-pathogenesis-lab-diagnosis/)



3.3 Vyskyt Listeria monocytogenes

L. monocytogenes je bézné pfitomna v zivotnim prostiedi. Vyskytuje se v puadeé,
v bahn¢, ve vod¢, vegetaci, hnojivech, silazich, vykalech zvifat i1 lidi, v rozkladajicim se
organickém materialu, cytosolu bunék savci, ale také v potravinach (Southwick & Purich
1996; McLauchlin & Rees 2009; Kramarenko et al. 2013).

Casto je také nachdzena v travicim traktu lidi a zvifat. Jak lidé, tak divoka &i
domestikovana zvifata mohou byt asymptomatickymi nositeli, tedy pfenaseci
L. monocytogenes. Jedna se hlavné o skot, prasata, kutata, krocany, kachny, korySe a mouchy.
Ti pak tyto bakteriec mohou §itit dal vykaly ¢i, v piipadé skotu, mlékem (obrazek ¢. 5),
a to bez jakychkoliv symptomil ukazujicich na onemocnéni. MlZe také dojit ke kontaminaci
masa pii porazce zvitete, vV disledku Spatného vykrveni nebo pfimym kontaktem svaloviny
s obsahem traviciho traktu pii nespravné manipulaci. Hlavnim zdrojem infekce u ptezvykavci
byva nekvalitni silaz, miZe to ale byt 1 voda nebo krmivo kontaminované hmyzem ¢i pta¢im
trusem (Blazkova et al. 2005; Vilar et al. 2007).

Prenos vykaly

/ Zvitata \

Plda, silaz, rozpadajici se rostlinnd hmota W Potravinaiské zavody

Ovoce, rostliny,
e zelenina

Obrazek ¢. 5: Kolobéh potencialni kontaminace L. monocytogenes
(Upraveno podle McMullen & Freitag 2014)

3.3.1 Vyskyt v potravinach

Nejcastéji se Listeria monocytogenes vyskytuje v masnych, mléénych vyrobeich a skoro
ve vSech Cerstvych (,,raw®) potravinach ¢i ,ready to eat“ produktech (Kramarenko et al.
2013). Najit ji ale miuzeme i ve zmrzlinaiské vyrobé ¢i pii zpracovani ryb (Tabulka ¢. 1)
(Blazkova et al. 2005). V potravinach byly listérie také nalezeny v lahtidkach (masovych
I zeleninovych), mléce, mékkych a polomékkych syrech, uzeninach, zeleniné a ovoci
(napf. zeli, meloun). Pfitomnost L. monocytogenes byla také zjiSténa v rozmraZenych
potravinach. K pomnoZzeni listérii a rozsifujici se kontaminaci mize dojit i uchovavanim
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hotovych jidel pii pokojové teploté¢ (Blazkova etal. 2005; McMullen & Freitag 2014;
Brychta et al. 2018).

w

Tabulka ¢. 1: Prevalence L. monocytogenes u komodit v severni
Americe a Evropé (Upraveno dle Warriner & Namvar 2009).

Vyskyt L. monocytogenes prevalence
Vyroba syri 8%
Zpracovani mléka 23%
Vyroba zmrzliny 6%
Hovézi vyroba 28-92%
DriibeZ a zpracovani 13,30%
Zpracovani ryb 12,80%
Lednicky v doméacnosti 20%

Krom¢ primarni kontaminace popsané vyse, muze dojit kK sekundarni kontaminaci
potravin nedostate¢nou hygienou, v chladnickach, ¢i nespravnym ocisténim povrchill po praci
s infikovanymi potravinami v potravinaiskych provozech (Blazkova et al. 2005). Také
ji miZeme najit v mléénych tancich, kam se dostava z mlékaiského vybaveni Vv dusledku
fekalniho znecisténi pii dojeni (Vilar et al. 2007).

Skutecnost, ze se listérie v potraviné vyskytuji, jeSt¢ neznamend, Zze konzument
listeriézou onemocni. Zalezi pfedevsim na virulenci daného kmene a poctu zZivotaschopnych
bunck ptitomnych v potraviné. Vyznamnou roli v rozvoji onemocnéni hraje také imunitni
systém hostitele. Dulezitym faktorem, ktery bezpecnost potravin ovliviiuje je teplota a doba
skladovani. V piipadé Spatného uskladnéni se mnozstvi bakterii zvySuje a s nim 1 riziko
propuknuti nakazy (Brychta et al. 2018).

3.3.1.1 Vyskyt v potravinach Zivo¢isného plivodu

L. monocytogenes se vyskytuje v syrovém vepiovém, hovézim, dribezim i rybim mase.
Dale i v trvanlivych fermentovanych masnych vyrobcich ¢i mékkySich a korySich. Mléko
amlécné vyrobky nejsou vyjimkou. Do syrového mléka se listérie dostanou nejcastéji
Z krmiva, Spatn¢ oSetfenych strukd, srsti atd. To je jeden z dlvodi, pro¢ by se mléko mélo
konzumovat prevaiené. Jejich vyskyt byl prokazan také u zrajicich syrd, Cerstvych syri,
V tvarohu a masle. Dobfe se jim dafi u syra zrajicich pod mazem, které maji optimalni vodni
aktivitu, zdroj Zivin a idedlni atmosféru. Vyss$i zachyt této bakterie pak logicky byva
v produktech, vyrobenych z nepasterovanych mlék (Brychta et al. 2018).

Navzdory dodrZovani kritérii bezpeénosti potravin (FSC = food safety criteria) pro
L. monocytogenes, které jsou uréeny k piimé spotiebé (RTE), byl v letech 2009-2013
zaznamenan priristek mnozstvi nakazenych v EU. V letech 2010-2011 byl v EU u¢inén
prizkum, ktery se snazil odhalit rozSifeni a koncentrace L. monocytogenes V potravinich
urcenych k piimé spotieb¢ a to: balené (nemrazené) ryby, balené tepelné opracované masné
produkty a mékky a polotvrdy syr. Pfiblizny odhad vzorkii EU s po¢tem L. monocytogenes



vys§im nez 100 KTJ/g na konci data spotieby, ¢inil 1,7 % u RTE ryb, 0,43 % RTE masa
a 0,06 % RTE syra (Ricci et al. 2018).

3.3.1.2 Vyskyt v potravinach rostlinného ptivodu

L. monocytogenes je jakozto bézna environmentalni bakterie i Castou soucasti epifytni
mikrobioty rostlin. Byla nalezena a izolovdna z velkého mnozstvi syrové zeleniny vcéetné
brambor, okurek, zeli, rajcat a fedkvic¢ek. U hlavkového salétu, celeru, kukufice, chiestu bylo
potvrzeno, ze se zde dokaze i aktivné mnozit. Hor$i podminky pro proliferaci a rlst poskytuje
fenykl, mrkev a raj¢ata. Vyssi miru kontaminace vykazuji Cerstvé krajené zeleninové pokrmy.
Bylo také zjisténo, ze dobré podminky pro rist listérii poskytuje zelenina, ktera je balena
a ukladana v modifikované atmosfétre (Brychta et al. 2018).

Mnozi se domnivaji, Ze konzumace tzv. biopotravin je mnohem zdravéjsi. Z hlediska
mikrobidlni kontaminace je u nich ale, jak si méalokdo uvédomuje, mnohem vyssi riziko
alimentarni otravy nez u plodin pochézejicich z konvencniho zemédélstvi. Hlavnim divodem
je zvySené mnozstvi pouziti zivociSnych hnojiv. V pfipad¢, Ze dojde ke kontaminaci, je velmi
obtizné se listérii zbavit, protoze na povrchu vytvaieji odolny biofilm. BéZnym omytim neni
odstranéno kolem 10 % enteropatogenli a kontakt s vodou bez nasledného vysuseni navic

vvvvv

2018).

Piipady nakazy listeriozou v disledku pozieni kontaminované potraviny rostlinného
puvodu, se objevily napt. vroce 2014 v USA. Pacienti se nakazili jablky obalenymi
v karamelu (caramel apples), které pochazely ze statu Ohio. Celkem onemocnélo 35 osob a 7
zemielo. Z toho 11 pacientti byly t€hotné zeny, z nichz jedna potratila a dale byly potvrzeny 3
piipady détské meningitidy, u déti od 5 do 15 let véku (Brychta et al. 2018).

3.3.2 Typizace L. monocytogenes

Na zaklad¢ priikazu jednotlivych antigenti O (somatické = I-XV) a H (flagelarni = bi¢ikovych
= A-D) se L. monocytogenes tadi do 13 sérovarovych skupin viz Tabulka ¢.2 (Brychta et al.
2018).

Tabulka & 2 - Somatické a flagelarni antigeny pouZité k uréeni serotypéi L. monocytogenes®
(upraveno podle Lous et al. 2011)

Somatické (O)

Serotyp antigeny® Flagelarni (H) antigeny
1/2a 1, 1, I A B
1/2b 11 I A B, C
1/2¢ 1, 1, I B,D
3a 11, 11, 1V, (X1, (XI) A, B
3b I, v, (X, (XY ALB, C
3c 11, 11, 1V, (X1, (XI1) D
4a I, (V), VII, IX A B,C
4ab I, Vv, VI, VII, IX, X A B,C
4b i, Vv, Vi A B,C
4c I, v, VIl A B,C
4d I, (V), V1, VIII A B,C
de v, VI, (VII), X A B,C
7 11, Xil, XIlil A B, C

(a) Faktory v zavorce nebyly vzdy detekovany
(b) Faktor II je termolabilni
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Sérovarové skupiny byly dale rozdéleny do péti linii: 1.1 (sérotypy 1/2a-3a), 1.2
(sérotypy 1/2c-3c), II.1 (sérotypy 4b-4d-4e), 11.2 (sérotypy 1/2b-3b-7) a Ill (4a-4ab-4c)
(Chen et al., 2019). Cetnost vyskytu jednotlivych sérovart v klinickych vzorcich je: 1/2a (15-
25 %), 1/2b (10-35 %), 1/2c (04 %), 3 (1-2 %), 4b (37-64 %) a 4a, 4c, 4d, 4e (0-6 %)
(Brychta et al. 2018).

Sérotypizace ale neni dostacujici metodou pro spolehlivé rozliSeni L. monocytogenes
pro ucely epidemiologické typizace. K detailngj$imu rozliSeni kment v ramci jednotlivych
sérotypt se pouziva metoda multilokusové sekvenéni typizace (Multilocus semence typing
=MLST). Na =zakladé jedno-nukleotidového polymorfismu sedmi provoznich
tzv. housekeeping genlt byly wustanoveny sekvenéni typy a klonalni komplexy
(Chen et al. 2019).

Mira virulence a patogenity se u jednotlivych izolata L. monocytogenes velice lisi.
Epidemiologicka data kombinovana s vysledky genetického sekvenovani a zvifecich modela
(> 6000 izolath) poukazuji na to, ze témét 80 % vsSech izolati spada do 12 rtznych
klonalnich komplexti (KK). Ackoliv je listerioza nemoc alimentdrniho ptivodu, klondlni
komplexy byly pojmenovany jako ,souvisejici s infekci,” ,,souvisejici s potravinami‘
nebo ,,intermediarni.“ Toto oznaceni zavisi na poméru Cetnosti vyskytu izolati daného
komplexu vurcittm typu vzorku.Jsou-li kmeny nalezici danému KK nejcastéji
izolovany z klinickych vzorki, pak je KK oznacovan jako ,,souvisejici s infekci®. Klonalni
komplex ,,souvisejici s infekci je nejCastéji spojovan s centralnim nervovym systémem,
zatimco klonalni komplexy ,,souvisejici s potravinami® jsou izolovany z klinickych vzorka
jen ziidka. Pokud se vSak v klinickych vzorcich vyskytnou, byvaji izolovany z krve.
nez u ,,pojicich se s infekci.* Nicméné navzdory pozorovani variability jejich virulence, skoro
kazdy kmen L. monocytogenes ma schopnost vyvolat onemocnéni (Ricci et al. 2018).

3.4 Listerioza

Listeriéza byla dlouhou dobu povaZovana pouze za onemocnéni zvifat. Ze je také
puvodcem alimentarnich onemocnéni (onemocnéni, které souvisi s pfijmem potravy), bylo
zjisténo az v roce 1980 (Ricci et al. 2018).

L. monocytogenes v zasad¢ zpisobuje dvé formy onemocnéni. Prvnim je invazivni
systémové onemocnéni zpusobené vysoce invazivnimi formami L. monocytogenes. Bakterie
obvykle infikuji takzvané sterilni ¢asti téla, kam se fadi jatra, slezina, micha nebo krev. Po
poziti napada L. monocytogenes epitel gastrointestinalniho traktu, rozsiti se do lumenu stfeva
a pronika do krve, kudy se nasledné dostava do jater, sleziny a lymfy. Od tohoto bodu miize
L. monocytogenes putovat napfi¢ nervovym systémem i pies placentarni bariéru, kde infikuje
plod matky. Cely tento kolob¢h je znazornén Obrazkem ¢. 6. U zdravych dospélych jedincti
jsou hlavnimi pfiznaky prijem a horecka, u téhotnych zplisobuje potraty, usmrceni ditéte.
U novorozencti mize zpusobit sepsi, zapal plic a meningitidu. Mezi dalsi klinické ptiznaky
patfi meningoencefalitida, otrava krve (septikémie), zanét Zaludku nebo také zanét tenkého
stieva. Vzhledem k vaZnosti nemoci a jejich pfiznaki je tato forma ve 30 % piipadii smrtelna.
Bylo také zjisténo, Ze vice nez 90 % ptipadl propuknuti invazivni listeridzy je zpisobeno
konzumaci potraviny, ktera obsahovala vice nez 2 000 KTJ/g. Zejména vysoce virulentni



kmeny sérotypu 4b mivaji fatalni nasledky i pro zdravé jedince. U citlivych osob neni
infekéni davka zcela upiesnéna, pohybuje se v rozmezi od 100 do 1000 bun¢k (Glaser et al.
2001; Warriner & Namvar 2009; Zhu et al. 2017; Ricci et al. 2018).

potravina kontaminovana listériemi jatra mozek

3 ’@%é

> @ krevni ob¢h placenta
"'c lymfaticka
uzlina
stevo \ '
slezina

Obrazek ¢ 6: Proces infekce Vzivém organismu: upraveno podle:
http://web2.mendelu.cz/af_291_projekty2/vseo/print.php?page=2610&typ=html

Druh4 forma onemocnéni, které miize L. monocytogenes zplsobit se nazyva febrilni
gastroenteritida nebo téz neinvazivni gastroenteritida. Gastroenteritida nastava u zdravych
jedinct po konzumaci vysoké davky L. monocytogenes (>8 log KTJ). Inkubaé¢ni doba je 1-7
dni. Po uplynuti inkubac¢ni doby se projevuji symptomy podobné chiipce (Tabulka €. 3), které
mohou byt doprovazeny bolestmi bficha a prijmem. Na rozdil od invazivni formy, jez je
zminéna vyse, tady Symptomy ohrozuji zivot pouze vzacné a odeznivaji béhem par dni,
ackoliv né&ktefi jedinci se L. monocytogenes mohou zbavovat 1 néckolik tydnl
(Warriner & Namvar 2009; Zhu et al. 2017).

Tabulka €. 3 - Priznaky listeriozy (Upraveno dle Janakiraman 2008)

Symptom Pocet pacientt Procento
Horecka 126 65
Chfipce podobné piiznaky 61 32
Bolest bficha nebo zad 41 215
Zvraceni/prijem 14 7
Bolesti hlavy 20 10,5
Svalova bolest 8 4
Bolest v krku 7 4
Z4dné piiznaky 55 29

Data od 191 piipadu, pacienti mohou trpét vice nez jednim ptiznakem

17



Rizikovou skupinou jsou lidé s oslabenym imunitnim systémem, osoby po transplantaci
organu, lidé trpici rakovinou a nachylné jsou také osoby HIV pozitivni. Kromé zdravotné
znevyhodnénych osob se zvySené riziko rozvoje onemocnéni tyka také starSi populace (> 65
let), kojenct a batolat (déti mladsi 5 let), t€hotnych zen a nenarozenych déti. Muze také dojit
K tomu, Ze je potvrzena pfitomnost L. monocytogenes ve stolici osob bez pfiznakl infekce.
Takové osoby jsou pienaseci (Blazkova et al. 2005; Borucki et al. 2005; Zhu et al. 2017
Brychta et al. 2018; Chlebicz & Slizewska 2018).

V porovnani s ostatnimi alimentdrnimi onemocnénimi se listeridza vyskytuje pomérné
vzacné. Odhaduje se, Ze je zodpoveédna 0,5-1 % vsech alimentarnich onemocnéni. Mortalita
postizenych osob je ale ve srovnani s ostatnimi vysoka. To je tedy také divod, pro¢ se
od osmdesatych let zajem o listérie zna¢né zvysil a stale roste (Blazkova et al. 2005;
Borucki et al. 2005; Ricci et al. 2018).

Ricci et al. uvadi, Ze v letech 2008-2015 doslo v EU K nartistu potvrzenych piipadi
invazivni listeridzy u lidi ve véku kolem 75 let a u Zen ve véku 25 az 44 let (pravdépodobné to
souvisi s t€hotenstvim) (Ricci et al. 2018). Listeriozou v USA kazdy rok onemocni kolem
2500 osob a 500 lidi zemie (Borucki et al. 2005).V roce 2019 bylo nahlaseno 355 ptipada
listeridzy, z toho 349 pochazelo ze statti EU. Nasledkem tohoto onemocnéni zemielo 31 osob.
Srovname-li data s dal$im vyznamnym alimentarnim onemocnénim salmonel6zou, tak béhem
stejného obdobi Cinil pocet nakazenych bakteriemi rodu Salmonella 9663 osob, z nichz pouze
7 nemoci podlehlo. Mezi staty, které nahlésily pozitivni ndlezy listeridzy, patii Norsko
(6 piipadit), Rakousko (6 piipadu), Belgiec (4 ptipady), Dansko (11 piipadi), Némecko
(16 piipadt), Itdlie (6 ptipadi), Finsko (24 ptipadi), Nizozemi (37 pfipadi), Svédsko
(3 piipady), Velka Britanie (17 piipadt) a nejvice piipadt bylo nahlaseno ve Spanélsku
(225 ptipadt) (viz Graf €. 1). Potraviny, které byly pfic¢inou otrav, jsou nasledujici: ryby
arybi produkty (0,5 %), ovoce, zelenina a ovocné dzusy (2,38 %) a nejvétSi procento
kontaminace ma maso a masné produkty (4,35 %) (EFSA 2019).

250
225
M Norsko
200 [ M Rakousko
Belgie
150 | Dansko
B Némecko
m |tdlie
100 [ Finsko
Nizozemi
50 37 | Svédsko
L 16 24 17 \v/elka Britanie
6 6 4 6 3 Spanélsko
0 | — L

Nahldsené pripady listeridzy za rok 2019

Graf ¢. 1: Polet nahlasenych pFipadi za rok 2019 dle jednotlivych zemi (podle EFSA 2019)



V Ceské Republice doslo v letech 20062007 k néartistu piipadii na vice nez 85. Tito
lidé se nakazili po konzumaci zrajiciho syra. Dalsi ohnisko nakazy bylo zaznamenano v letech
2008-2009, kdy se devét osob nakazilo vakuové balenou vepfovou Sunkou, kterou jim
naservirovali v nemocnici k vecefi. Ctyfi z téchto pacientti zemieli. Mezi rokem 2009 a 2010
byl zaznamenan dalsi vyskyt listeridzy, tentokrat ale pouze jeden na naSem uzemi, kdezto
v Rakousku 25 a v Némecku 8. VSech téchto 34 ptipadii bylo nasledkem tzv. ,,Quargel* syru,
u nas znamého jako tvartizky (zrajici tvarohovy syr s mazem na povrchu). V roce 2016
se V Moravskoslezském kraji objevilo 14 ptipadii. Doslo tedy ke zvySeni poctu ptipadt z 0,45
na 1,15 ptipadt na 100 000 obyvatel (Gelbicova et al. 2018).

Nejnov¢jsi informace o vyskytu listeridzy na naSem uzemi jsou zaznamenany na portalu
RASFF (,,Rapid Alert System for Food and Feed* = Systém rychlého varovani pro potraviny
a krmiva). Tam se uvadi, ze od posledniho hlaseni (pozitivni ndlez v humusu pochazejiciho
z Polska obsahoval 140 KTIJ/g), které probéhlo v roce 2018 se L. monocytogenes u nas
neobjevila. Az nedavno zde byl hlasen vyskyt, a to 12. 2. a 26. 3. 2021. V prvnim piipadé
byla objevena piitomnost L. monocytogenes v uzeném syru vyrobeném v CR a v druhém
piipadé se jednalo o salam pochazejici ze Spanélska, ktery obsahoval do 300 KTJ/g potraviny
(European Commission 2021).

3.4.1 Faktory virulence

L. monocytogenes ve své bunécné sténé a cytoplazmatické membrané obsahuje Sirokou
Skalu proteinti, které zptsobuji, ze nejen dokaze proniknout do hostitelské buiiky jiné¢ho
organismu a piezit v ni, ale jesté se dale Sifit. Tyto proteiny, které bakterie pro pteziti a Sifeni
V hostitelském organismu potiebuje, jsou oznaovany jako virulentni (viz Obrazek ¢.7)
(Blazkova et al. 2005).

Proteiny, které zajist'uji vstup listérii do nefagocytujicich hostitelskych bunék a zaroven
maji schopnost proces fagocytézy indukovat, jsou povrchové proteiny tzv. internaliny —
internalin A (InlA, 800 aminokyselin) a internalin B (Inl B, 630 aminokyselin). DalSim
proteinem, ktery se podili na pfijeti bakterie je p60 (484 aminokyselin) a tento protein je také
dominantnim extracelularnim proteinem listérii. Casto se proto pouziva k jejich diagnostice
(Blazkova et al. 2005).

Po pohlceni se musi bakterie rychle pfesunout z fagocytované vakuoly (fagosomu),
ktera ji obklopuje. Divodem rychlého Uniku je potfeba zmnozeni. Na to, aby se dostala
z vakuoly je potieba dalsi virulentni protein zvany listeriolysin O (LLO, 529 aminokyselin),
ktery dokaze vytvofit pory v membran¢ fagosomu. Celého tohoto procesu se také mulze
ucastnit fosfolipasa C, ktera je typicka pro fosfatidylinositol (PI-PLC, 317 aminokyselin).
Kdyz bakterie uniknou z fagasomu zacne se Vv hostitelské buiice mnozit. Pro pohyb
pomnozenych bakterii je potfeba protein ActA (actin assembly protein, 639 aminokyselin).
Tento protein tedy posune bakterii az k membrané. Nasledn€¢ je vytvofen vycnélek
(filopodium), ktery interaguje se sousedni buiikou a ta ho pohlti. Bakterie je tedy v nové
buiice a je obklopena fagosomem se dvéma membranami. Nésledné ptichézeji na fadu dalsi
dva virulentni proteiny, které membrany dokazi rozrusit. Je to lecitinasa (PlcB, 264
aminokyselin) a metaloproteasa (Mpl, 510 aminokyselin). Po rozruseni fagozomu dochazi
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K uvolnéni bakterie do cytosolu, kde se bakterie zac¢ina mnozit a vySe popsané déje se opakuji
(Blazkova et al. 2005).

Bakterie - }

Tvorba péra v
membriné
. fagosomu

Obrazek ¢. 7: Cyklus L. monocytogenes (Upraveno podle: Southwick & Purich 1996)

3.4.2 Lécba

Pted zahajenim samotné 1éCby je potieba provést diagnostiku. Musi se provést primy
prukaz listérii a to kultivaci z krve anebo pomoci PCR metody (polymerase chain reaction).
Vzorky se odebiraji napiiklad z plodové vody, mozkomisniho moku, hlenu nebo smolky.
Lécba zavisi na zdvaznosti ptiznakl. Ve vétsiné piipadd jsou piiznaky mirné, a proto 1écba
neni zahdjena vubec. K 1écb¢ antibiotiky se piistupuje pouze V nékterych piipadech
(Tabulka ¢. 4) (Foltynova 2014).

Aby byla antibiotika efektivni, musi byt schopna dobie prostupovat do hostitelskych
bunék a udrzet se v nich ve vysokych koncentracich. Vyrazné zmény v koncentraci nebo pH
pfi penetraci do bun€k, mohou UCinnost antibiotik sniZovat. Antibiotika také musi mit
schopnost navazat se na penicilin vazajici protein 3 (penicillin binding protein 3, PBP3)
bakterii, c0Z zptsobuje jejich bunéénou smrt. V piipadé t€hotnych musi antibiotikum projit
placentou v pfimétené koncentraci. K 1é¢b¢ listeridzy se pouziva penicilin, ampicilin
a amoxicilin. Ne¢které studie navrhuji vyuzit synergického efektu téchto antibiotik
s gentamycinem, ale vyzkumy na zvifecich modelech to spolehlivé nepotvrdily. VVzhledem
K toxicité je pouziti gentamycinu zpochybnovano. Pokud jsou néktefi pacienti alergiti



na penicilin, pouziva se trimethoprim nebo sulfamethoxazole jako ndhrada. Proti meningitidé
zpusobené listeridzou se intravenozné pouziva vancomycin. DalSimi antibiotiky pouzivajici
se pii 1écbe listeridzy jsou erytromycin, propenem, linezolid a rifampin (Janakiraman 2008).

Tabulka ¢. 4 - Moznosti 1é€by listerialnich infekei (Upraveno dle Janakiraman 2008)
Infekce Lécba Doba

Bakteriémie
V prvni fadé: ampicilin > 6 g/d (3), v ptipadé, Ze
je pacient starsi 50 let nebo ma chronické 14 dni
onemocnéni, kardiovaskularni nebo respiratorni
potize pridat gentamicin
V druhé fad¢: erytromycin 4 g/d, nebo
TMP/SMX 200 - 320 mg/d, nebo vancomycin 1g 14 dni
tiikrat denné

Bakteriémie v tehotenstvi V prvni fadé: ampicilin > 6 g/d (3) 7 - 14 dni ()
V druhé fad¢: erytromycin 4 g/d (3) 7 - 14 dni()

Akutni meningitida
V prvni fad€: ampicilin > 6 g/d (3), v pripade¢, Ze
je pacient starsi 50 let nebo ma chronické 21 dni
onemocnéni, kardiovaskularni nebo respiratorni
potize piidat gentamycin
V druhé fadé: TMP/SMX 200 - 320 mg 21 dni

Infekéni endokarditida
V prvni fadé ampicilin > 6 g/d (3), v pripad¢, ze
je pacient starsi 50 let nebo ma chronické 6 -8 tydni (2)
onemocnéni, kardiovaskularni nebo respiratorni
potize pfidat gentamycin

V druhé¢ fad¢: vancomycin 1 g tiikrat denn€ plus g _ g tydnti )
gentamicin 2,5 mg/kg/d

Absces mozku V prvni fad¢: ampicilin 14 g/d plus gentamycin 4 - 6 tydnti

2,5 mg/kg/d
V druhé fadé: TMP/SMX 200 - 320 mg 4 - 6 tydnu

Infekce kloubti/kosti
V prvni fadé: ampicilin > 6 g/d (3), v pripad¢, Ze
je pacient starsi 50 let nebo ma chronické 2 - 6 tydni
onemocnéni, kardiovaskularni nebo respiratorni
potize piidat gentamycin

1) U téhotnych: pokud plod pieZije, zvazit delsi 1é¢bu, 2) 6 tydnd pro normalni funkci chlopni, 8
pokud jsou chlopné prostetické, 3) intravenozné; TMP/SMX, trimetoprim/sulfametoxazol

3.4.3 Prevence

Vytvotfeni piesnych pravidel, které by na 100 % zarucily zamezeni kontaktu
s bakterii Listeria monocytogenes, je takika nemozné (Janakiraman 2008).Vzhledem k tomu,
ze ke kontaminaci mize dojit i v pribéhu zpracovani potravin, je dilezité striktni dodrzovani
hygienickych a sanitacnich postupti. U produkta s vysokym rizikem vyskytu této bakterie, by
mélo byt zavedené opatieni, které sleduje nejen potraviny, ale i povrchy, na kterém jsou
potraviny zpracovavany. V piipad¢ pozitivniho ndlezu by méla byt pfijata rychla a G¢inna
opatfeni, aby bylo zabranéno dalsi kontaminaci potravin (Oliveira et al. 2019). Dilezité je
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dodrzovani syst¢ému HACCP (Hazard Analysis and Critical Control Points = systém analyzy
rizika a stanoveni kritickych kontrolnich bodi) a pravidelnych kontrol v potravinaiskych
provozech (Sauders & Wiedmann 2007).

Snizeni rizika ndkazy je mozné fadnym omytim syrové zeleniny, oddélovanim syrovych
potravin od uvafenych, fddnd osobni hygiena, sanitace pracovnich nastroji a ploch, kde se
potraviny pfipravuji. Doporucené je také omezeni konzumace rizikovych potravin jako jsou
nepasterované mlécné produkty a tepelné neupravené maso (Brychta et al. 2008; Janakiraman
2008).

3.4.4 Legislativa

Vyskyt L. monocytogenes Vv potravinach upravuje v Ceské Republice nafizeni komise
(ES) ¢. 2073/2005 ze dne 15. Listopadu 2005 o mikrobiologickych kritériich pro potraviny
Utedniho véstniku Evropské unie.

Toto nafizeni zahrnuje limity vyskytu L. monocytogenes pro (viz Tabulka ¢. 5):

1. Potraviny ur¢ené k piimé spotiebé pro kojence a potraviny urcené k piimé
spotiebé pro zvlastni 1écebné ucely — jsou vyhovujici v pfipadé, Ze vSechny
zjisténé hodnoty poukazuji na nepfitomnost této bakterie a nevyhovujici, pokud
je pritomnost této bakterie urcena v kterékoli jednotce vzorku

2. Potraviny ur¢ené k piimé spotieb¢, které podporuji rist L. monocytogenes, jiné
neZ pro kojence a pro zvlastni 1écebné ucely — pted tim, neZ potraviny opusti
bezprostiedni kontrolu provozovatele potravinarského podniku, ktery je vyrdbi,
musi provozovatel byt schopen prokazat, ze vyrobek nepiekroc¢i limit 100 KTJ/g
po celou dobu udrznosti — ty jsou vyhovujici, pokud jsou zjisténé hodnoty
negativni a nevyhovujici v pfipadé, Ze je pfitomnost bakterie prokdzana
Vv jakékoli jednotce vzorku.

3. Potraviny ur€ené k pfimé spotiebé, které nepodporuji rist L. monocytogenes,
jiné nez pro kojence a pro zvlastni 1écebné ucely.

4. L. monocytogenes V ostatnich potravinach, které jsou urcené k pfimé spotieb& —
vysledky jsou vyhovujici za piedpokladu, ze vSechny zjisténé hodnoty se rovnaji
limitu nebo jsou nizsi a nevyhovujici, kdyz je jakakoli hodnota vyssi nez limit.

V ptipadé, ze vysledky nevyhovuji pozadovanym kritériim, musi byt pfislusny produkt stazen
z prodeje. Provozovatelé, ktefi ve svych podnicich vyrab&ji produkty nachylné
ke kontaminaci L. monocytogenes, musi pravideln¢ provadét odbéry vzorki z mist a zafizeni
pro zpracovani a zaroven musi provéfit, jestli jsou po celou dobu udrznosti potraviny tato
kritéria dodrzovana. Zaroven védecky vybor pro veterindrni opatieni tykajici se vetejného
zdravi vydal stanovisko, které¢ doporucuje udrzovani koncentrace L. monocytogenes
Vv potravinach pod 100 KTJ/g (Nafizeni Komise (ES) 2005).



Tabulka ¢. 5 — Kritéria bezpecnosti potravin (Natizeni Komise (ES) 2005)

Plin odbéru Faze, na niz se kritérium
Kategorie potravin vzorkti(1) Limity(2) ’ : u
vztahuje
n c m [ M
1. Potraviny uréené k ptimé
spotiebé pro kojence a potraviny 10 0 nepfitomnost ve produkty uvedené na trh
uréené k piimé spotiebé pro 25¢ b&hem doby udrznosti
zv1astni 1éCebné ucely (4)
. o 5 0 100 KT/g(5) pr(zdukty uved’enev na tr'h
2. Potraviny urcené k piimé béhem doby udrznosti
spotiebé, které podp'or,uji YVﬁSt pied tim, nez potraviny opusti
L. monocytogenes, Jie nez pro 5 0 nepfitomnost ve bezprostiedni kontrolu
kojence a pro zvlastni 1écebné ucely 25¢(6) provozovatele potravinaiského
podniku, ktery je vyrobil
3. Potraviny urcené k ptfimé
spotiebé, které nepodporuji rist ,
L. monocytogenes, jiné nez pro 5 0 100 KTJ/g pr(zdukty uved,e ne na tr.h
. et 12X b&hem doby udrznosti
kojence a pro zvlastni lécebné
ucely(4) (7)

(1) n = pocet jednotek tvoticich vzorek; ¢ = pocet jednotek vzorku, jejichz hodnoty pievysuji m nebo lezi
mezi m a M.

(2) U bodt 1.1-1.24 se m rovna M.

(3)Pouzije se nejnovéjsi vydani piislusné normy.

(4) Pravidelné provadeéni vysetfeni podle ptislusného kritéria neni za béznych podminek uzitecné u téchto
potravin uréenych k pfimé spotfebé: — u takovych, které byly tepeln¢ osetfeny nebo jinak zpracovany za
uCelem ucinného odstranéni L. monocytogenes, pokud po tomto oSetfeni neni mozna opétovna
kontaminace (napf. vyrobky, které jsou tepelné oSetieny v kone¢ném obalu), — u cerstvé, nekrajené
a nezpracované zeleniny a ovoce, vyjma nakli¢enych semen, — u chleba, susenek a podobnych vyrobki,
— u vod, nealkoholickych napojt, piva, jable¢ného vina, vina, lihovin a podobnych vyrobkt v lahvich
nebo balenich, — u cukru, medu a cukrovinek, véetné vyrobkt z kakaa a cokolady, — u zivych mlzq.

(5) Toto kritérium plati, pokud je vyrobce schopen ke spokojenosti piislusného orgénu prokazat, ze
vyrobek neptekroc¢i limit 100 KTJ/g po celou dobu udrznosti. Provozovatel mize pro pribéh procesu
stanovit pribézné limity, které museji byt dostatecné nizké, aby zarucily, ze limit 100 KTJ/g nebude na
konci doby udrznosti ptekrocen.

(6) Toto kritérium se vztahuje na vyrobky pted tim, nez opusti bezprostiedni kontrolu provozovatele
potravinaiského podniku, ktery je vyrabi, pokud neni schopen ke spokojenosti pfislusného organu
prokazat, ze vyrobek nepiekro¢i limit 100 KTJ/g po celou dobu udrznosti.

(7) Vyrobky s pH < 4,4 nebo aw < 0,92, vyrobky s pH < 5,0 a aw < 0,94, vyrobky s dobou udrznosti pod 5
dni jsou automaticky povazovany za vyrobky spadajici do této kategorie. Je-li to védecky opodstatnéné,
mohou do této kategorie spadat také jiné kategorie vyrobku.
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3.4.5 Metody izolace a identifikace

Vyskyt a Cetnost L. monocytogenes Vv rtiznych typech vzorkti mohou byt studovany
pomoci klasickych nebo novéji vyvinutych rychlych testi. Detekce a identifikace tradi¢né
zahrnuje kultiva¢ni metody zakladajici se na selektivnim pomnoZzeni (plati pro vzorky, které
jsou kontaminované velkym mnoZzstvim riiznych bakterii, jako jsou potraviny) a nasledném
nanaSeni na pevnd selektivni média. Charakterizace pak probihd na zakladé morfologie
kolonii, schopnosti fermentovat rtzné sacharidy a na hemolytické aktivité. Kromé
selektivnich médii byla vyvinuta i média chromogenni napf. Rapid'L.mono, BCM
chromogenni médium nebo CHROMagar Listeria test. Selektivni média obsahuji inhibi¢ni
sloZzku (napft. rlizné antibiotika, barviva, anorganické soli a dalsi latky) nebo naopak néktera
zakladni slozka chybi, coz zvyhodiiuje jiné nez cilové skupiny mikroorganismii. Selektivita
téchto piid neni stoprocentni, proto je vzdy nutno provést konfirmacni testy. Chromogenni
média maji za cil odlisit kolonie cilové skupiny mikroorganismi od ostatnich, na zakladé
typické biochemické reakce. Tato média obsahuji jeden nebo vice chromogennich substrati,
které umoziuji detekci specifickych enzymi schopnych odstépit z chromogenniho substratu
chromofor, ktery je vazany na barevny indikator, a tim dojde ke zmén¢ barvy dané kolonie
hledaného mikroorganismu. Konfirmacni testy u téchto médii nejsou nutné. Tyto metody jsou
¢asoveé narocné, a proto nejsou vhodné pro kontrolu potravin s kratkou zivotnosti ¢i klinickou
diagnézu. Kultivace trva priblizné¢ 5-8 dni (Blazkova et al. 2005; Perry & Freydiere 2007;
Dortet et al. 2019; Redakce Choice 2019; O.K. Servis Biopro 2021).

Dlouha doba kultivace byla diivodem pro vyvoj a aplikaci rychlejsich technik, jako jsou
imunochemické a molekularné-genetické metody. Imunochemické metody jsou zalozeny na
reakci protilatky s antigenem a mezi bézné pouzivané techniky patii enzymova imunoanalyza,
imunochromatografickd technika na membrané anebo imunochemické biosenzory
tzv. imunosenzory. Molekularné-genetické metody jsou zaloZzené na analyze DNA a patii
mezi né napi. DNA hybridizace, polymerazova ftetézova reakce (PCR), amplifikace
specifickych usekti RNA nebo ligazova fetézova reakce (LCR). Tyto testy jsou stejné citlive,
ale lze je dokoncit do 48 hodin. Sérologické testovani nemize byt pouzivano piimo pro
diagnostiku z diivodu antigenni reaktivity mezi L. monocytogenes a dalSimi grampozitivnimi
bakteriemi. AvSak dobrym indik4torem infekce mizZe byt detekce anti-listeriolysinovych
protilatek po adsorpci na streptolysin O bakterie Streptococcus pyogenes (Blazkova et al.
2005; Dortet et al. 2019).



4 Metodika

V praktické Casti bakalaiské prace byla studovana kontaminace potravin bakteriemi
L. monocytogenes. Byly testovany vzorky bézné dostupnych potravin, jako maso, mléko, rybi
produkty a dalsi, podle CSN EN ISO 11290-1/2017. Presumptivni Listeria spp. byly
identifikovany pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie.

4.1 Material

Analyze bylo podrobeno celkem 51 vzorkii potravin. Seznam testovanych vzorki
je uveden v nasledujici Tabulce ¢. 6. Rozbor vsech téchto vzorkt byl proveden v ramci data

pouzitelnosti ¢i data minimalni trvanlivosti.

Tabulka €. 6: Seznam vzork( testovanych potravin

Konkrétni vzorek potraviny

Masné vyrobky

Laborecka klobasa

Bravcova sunka (Slovensko)

Malokarpatska salama

Sunka nejvy3si jakosti

Debrecinska pecené

Slanina anglicka extra

Saldm vysocina

Utopenec

Cabajka

Vesnicka klobasa nepdliva

Anglicky rostbif

Tataracek

LahGdkova pastika

Lahtdky

Salat Palivec

Bukovanek syrovy

Salat rybi s majonézou

Salat holandsky

Chlebicek salam

Chlebicek Sunka

Saldt ala KRAB s jogurtem

Bramborovy salat

Hermelinovy salat

Pochoutkovy salat

Camping salat

Chlebicek hermelinovy

Chlebicek s rostbifem
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Tabulka €. 6:Pokracovani, Seznam vzork(l testovanych potravin

Konkrétni vzorek potraviny

Debrecinsky chlebicek

Kemping salat s majonézou

Lahtdky
Saldmova pomazanka

Papricky plnéné syrem v oleji

Kozi syr - stankovy prodej

Liptovské nité- stankovy prodej

100% Ovcia bryndza - nepasterizovana

Syr Brie 60 %

Syr taveny uzeny

Niva

Miéko a mlé¢né vyrobky Taveny syr

Cerstvy syr piirodni

Syr Balkdnského typu

Hermelin

Romadur

Cerstvé kravské mléko

Blvoli mléko - vzorek ¢. 1 -6

Zavinac

Pstruh lososovity, uzeny - platky - uzeny

Ryby a rybi vyrobky , N
studenym koufem

Rybi salat




4.2 Metody

4.2.1 Mikrobiologicky rozbor

4.2.1.1 Priprava médii

4.2.1.1.1 Primarni pomnozovaci médium se snizenou koncentraci selektivnich latek (Half-
Fraser bujon)

Do 1000 ml destilované vody bylo odvazeno 54 g Listeria enrichment broth base
(Oxoid) a pridan chlorid litny (3 g/1000 ml). Nasledné bylo médium rozvaieno po dobu 15-20
min do uplného rozpusténi vsech slozek. Po zchladnuti bylo médium rozdavkovano do
Erlenmeyerovych ban¢k po 225 ml. Elrenmeyerovy bainky byly piekryty alobalem. Takto
pfipravena média byla slerilovana v autoklavu pti 121 °C po dobu 15 min. Po zchladnuti (na
50 °C) byl do Erlenmeyerovych banék piidan selektivni suplement UVMI1 (Oxoid)
v mnozstvi 1 vialka na 500 ml média, obsahujici akriflavin (6 mg/500 ml média) a kyselinu
nalidixovou (10 mg/500 ml média). Kobsahu vialky sUVM1 byl pied aplikaci
resuspendovan ve 2 ml destilované vody.

4.2.1.1.2 Sekundarni pomnoZovaci médium (Fraser bujon)

Pro ptipravu sekundarniho pomnozovaciho média byl rovnéz pouzit Listeria enrichment
broth base bujon (Oxoid). Po rozvateni a nasledném zchlazeni bylo do vialek pipetovano 10
ml bujénu pomoci automatické pipety. Vialky byly taktéz sterilovany v autoklavu. Pied
pouzitim byl do kazdé vialky pfidan sekundarni selektivni suplement (UVMZ2, Oxoid),
obsahujici kyselinu nalidixovou (10 mg/500 ml média) a akriflavin (12,5 mg/500 ml média).
Obsah jedné vialky (2 ml) je ur€en na 500 ml média. Z ditvodu lepsi manipulace s malym
mnozstvim suplementu, byl obsah vialky se suplementem, rozfedén 5 ml destilované vody
a fadné promichan. Nasledn¢ bylo do kazdé vialky s médiem (10 ml) asepticky pievedeno 0,2
ml natedéného UVM?2.

4.2.1.1.3 Chromogenni Listeria agar (ISO) = agar podle Ottavianiho a Agostiho (ALOA)

Pro pfipravu 500 ml agaru dle Ottavianiho a Agostiho bylo dikladné rozpusténo 34,5 g
Chromogenic Listeria agar (ISO) (Oxoid) ve 480 ml destilované vody. Nasledné bylo médium
vysterilovano a zchlazeno na 46 °C. Po zchlazeni byla ptidana jedna vialka selektivniho
suplementu OCLA (1 vialka na 500 ml média, kyselina nalidixova 10 mg polymyxin B
38,350 I, ceftazidim 10 mg, amfotericin 5 mg) (Oxoid) a 20 ml diferencialniho suplementu
(20 ml na 500 ml média, lecitin 20 ml) (Oxoid). Po ptidani suplementii bylo médium opatrné
promichéano, aby se v ném nevytvofily vzduchové bublinky a po 10-15 ml rozdavavano do
sterilnich Petriho misek. Plotny s agarem byly uchovavany pfi teplot¢ 4 °C.
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4.2.1.1.4 Neselektivni bujon z mozkosrdcové infuze BHI (Oxoid)

Pro pfipravu média bylo rozpusténo 37 g BHI (Oxoid) v 1000 ml destilované vody.
Nasledn¢ bylo médium disledné¢ homogenizovano, rozdavkovano automatickou pipetou po 9
ml do vialek a vysterilovano (121 °C, 15 min).



4.2.1.2 Zpracovani vzorkd a kultivace

Jednotlivé kroky kultivace jsou znazornény v Obrazku €. 9.

vzorek (23 z nebo 25 ml)

primarni pomnoZovaci médium { hatf-Fraser broth)
(225 znebo 225 ml)

!

mimbace 24 = 1 h pii 30°C

/\

0.1 ml kultury do 10ml
selundamiho pomnoZzovaciho
média (Fraser broth)

!

inkubace 24=1h
pi 37°C

l

pievod na plotny na agar podle Ottavianiho a Agostiho

!

inkubace 24 = 1h pH 37°C po uplynuti doby nasledna
kontrola ploten a poté dalii kultivace 24 = 1 h pi 37°C

|

potvezeni L. monocyiogenes

Obrizek ¢. 9 — Diagram prub¢chu kultivace

29



Vzorky byly diikladn€¢ zhomogenizovany v mixéru a 25 g z pevnych ¢i 25 ml z tekutych
vzorkd bylo asepticky pievedeno do 225 ml primarniho pomnozovaciho média (Half-Fraser
bujon) (viz Obrazek ¢. 10 a 11) a opatrné promichano. Takto upravené vzorky byly
inkubovany 24 hod pti 30 °C.

Obriazek ¢. 10 a 11 — Zhomogenizované vzorky a prevedené do Erlenmeyerovych banék
a pripravené na kultivaci 24 hod pti 30 °C.

Po wuplynuti stanovené doby bylo asepticky odebrano 0,1 ml a pievedeno
do ptipravenych vialek s 10 ml média pro sekundarni pomnozeni (Fraser bujon) a soucasné
byla ptevedena kapka suspenze z primarniho pomnozovaciho média na pfedem pfipravenou
agarovou plotnu s agarem (ALOA). Takto pievedené vzorky byly inkubovany 24 hodin pfi
37 °C. Po uplynuti doby kultivace byla provedena kontrola nartistu charakteristickych kolonii
na miskach. Z vialek s UVM2 byl pieveden vzorek na Petriho misky sagarem (ALOA)
ptipravenych pro sekundarni pomnozeni. Po naockovéani byly jiz zkontrolované inové
naoCkované misky pieneseny do termostatu na 24 hodin pfi teploté nastavené na 37 °C.



4.2.2 Izolace Cistych kultur

Po dokonceni kultivace prob&hla kontrola charakteristickych kolonii (Obrazek ¢. 12).
Byla zaznamenana morfologie a nasledné vybrany kolonie, které byly dostatecné daleko
od sebe (zakrouzkované na Obrazku ¢. 12). Pocet izolovanych kolonii zavisel na jejich
morfologii a poctu.

Obrazek ¢. 12 — Charakteristické kolonie L. monocytogenes

Ty pak byly asepticky pievedeny do neselektivniho bujonu BHI a kultivovany 24 hodin pfi
37 °C. Po 24 hodinéch se v penicilinkach vytvoftil zakal, coZ znacilo nartist bakterii v médiu
(Obrazek ¢. 13). Nasledné byla mikroskopicky ovéfena Cistota narostlych kultur (Obrazek
&. 14). Cisté kultury pak byly pfipraveny na identifikaci pomoci MALDI — TOF hmotnostni
spektrometrie.

Obrazek ¢. 13 — Kolonie ptevedené do BHI, kultivované a Obrazek & 14 — Cista kultura
pripravené na mikroskopickou kontrolu Cistoty L. monocytogenes v BHI
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4.2.3 Identifikace pomoci hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF MS

Jeden mililitr Cisté Cerstvé narostlé kultury byl pieveden do mikrocentrifugaénich
zkumavek (Eppendorf). Ve zkumavkach byl odstiedén 2,5 minuty pii 14,5 tis otacek za
minutu. Poté byl odstranén supernatant a k peletu bylo ptidano 0,5 ml 70% etanolu. Pomoci
pipety byl pelet v etanolu resuspendovan a nasledné znovu stejnou dobu pii stejnych otackach
centrifugovan. Znovu byl odstranén supernatant a pelet byl par minut ponechan pii pokojové
teploté¢ vyschnout. K peletu byla pak ptidana 70% kyselina mravenéi a 100% acetonitril
v poméru 1:1 (v objemu 10 - 15ul v zavislosti na mnozstvi peletu). Po pfidani kazdé slozky
byla smés dikladn€ promichana pipetou a nasledn¢ i zvortexovana. Po promichani doslo opét
k centrifugaci po dobu 2,5 min pii 14,5 tis ot/min. Jeden mikrolitr kazdého supernatantu byl
nanesen ve dvou opakovanich na c¢istou MTP 384 MALDI desticku (Obrazek ¢&. 15)
a bezprostifedné po zaschnuti byly vzorky piekryty 1 ul HCCA matrice (nasyceny roztok
kyseliny a-kyano-4-hydroxycinnamové v 50 % acetonitrilu s 2,5 % kyselinou trifluoroctovou,
BrukerDaltonik GmbH). Pfipravena desticka byla vlozena do hmotnostniho spektometru
MALDI-TOF MS.

Obriazek ¢. 15— MTP 384 MALDI-TOF MS desticka



5 Vysledky

Celkem bylo hodnoceno 51 vzorkdi potravin. VSechny vzorky byly podrobeny
mikrobiologickému rozboru. V piipadé¢ pozitivniho nalezu, byly odebrany typické
(modrozelené kolonie s lecitindzovou aktivitou) i netypické (lisici se od typickych kolonii ¢i
barvou) kolonie a izolaty pak identifikovany metodou MALDI-TOF MS hmotnostni
spektrometrie. Spolehlivost identifikace je hodnocena na tzv. skore. Maximalni spolehlivost
je dosazena tehdy, kdy je hodnota skore rovna 3. Hodnota > 2,0 svédci o spolehlivé
identifikaci mikroorganismu na urovni druhu (Tabulka €. 7). V Tabulce ¢. 8 je ukazka
vysledku identifikace a nejvyssiho skore vzorku.

Tabulka ¢ 7: Spolehlivost identifikace na ziakladé vysledného skore

Skupina | Skore Identifikace

112,300 - 3,000 | Vysoce pravdépodobna identifikace druhu

212,000 - 2,299 | Bezpecna identifikace rodu, pravdépodobna identifikace druhu
311,700 - 1,999 | Pravdépodobna identifikace rodu

Tabulka €. 8: Vysledky identifikace MALDI-TOF MS s nejvysS$im skore

ID Hodnota Organismus (druha nejlepsi | Hodnota
vzorku | Organismus (nejlepsi shoda) | skore shoda) skore
16Ha* | Listeriainnocua 2,39 | Listeriainnocua 2,24

* Hermelinovy salat, izolat €. 1

Charakteristické kolonie, tedy modrozelené s lecitindzovou aktivitou byly zjistény u 5
vzorkt. U tfi vzorkd se lecitinazova aktivita projevila hned po uplynuti doby kultivace.
Jednalo se o kolonie pochazejici ze vzorku ze Salatu holandského, Bukovanku syrového
a Chlebi¢ku hermelinového. U dvou vzorkl se lecitindzova aktivita projevila az po tydnu
uchovavani v chladni¢ce. Konkrétn¢ u Hermelinového salatu a u Chlebicku s rostbifem.
U zbylych vzorki se Zadna lecitindzova aktivita neobjevila. Mezi netypické izolované kolonie
patfily kolonie drobné modrozelené bez lecitinazové aktivity, velké modrozelené bez
lecitinazové aktivity, drobné bil¢ a také velké bilé s nazelenalym stredem.

Izolovano bylo 109 kmenu bakterii, z nichz bylo metodou MALDI-TOF hmotnostni
spektrometrii identifikovano 76 (viz Tabulka ¢. 8), nejméné na uroven rodu (55 izolatd
identifikovano na troven druhu (hodnoty skore > 2,000), 21 izolatd na uroven rodu (hodnoty
skore 1,700-1,999), u 33 izolatt se identifikace nepodafila.
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Tabulka ¢. 8: Identifikované mikroorganismy a pocet provedenych izolati

Celkem Celkem
Morfologie izolatii ve |izolati ve
Vzorek potraviny Kkolonii® Identifikovany mikroorganismus | vzorku skupiné
Masné vyrobky
Laborecka klobasa b - 1
Bravcova sunka b i
(Slovensko) 1
Malokarpatska salama b Staphylococcus saprophyticus 2
Sunka nejvyssi jakosti b )
1
Debrecinska peéené b Enterococcus ratti 1
Slanina anglicka extra * Enterococcus faecalis 2
Saldm vysoc¢ina , Micrococcus luteus 2
Utopenec : - 1 25
Cabajka a, - 2
Vesnicka klobasa ) Listeria innocua
nepaliva @b Staphylococcus saprophyticus 5
Anglicky rostbif b Staphylococcus saprophyticus
Staphylococcus aureus/warneri 2
Tataracek < b Listeria innocua
' Listeria monocytogenes 3
Lahtidkova pastika b Bacillus safensis
' Staphylococcus carnosus 2
Lahiidky (a)
Salat Palivec b - 1
Bukovanek syrovy o Listeria monocytogenes
Listeria ivanovii 15
Salat rybi s majonézou - - 0
Salat holandsky Listeria monocytogenes
2 b L?ster?a ?vanovii
Listeria inocua
Enterococcus faecalis 14
Chlebicek salam Enterococcus mundtii a7
Chlebicek sunka Enterococcus mundtii
Salat ala KRAB ) Listeria innocua
s jogurtem 8 Listeria monocytogenes 4
Bramborovy salat - - 0
Hermelinovy salat o Listeria innocua

Listeria monocytogenes

Pochoutkovy salat

Bacillus circulans

Camping salat




Tabulka ¢. 8: Pokracovani

Celkem Celkem
Morfologie izolatu ve |izolatd ve
\zorek potraviny kolonii’ Identifikovany mikroorganismus | vzorku skupiné
Lahidky (b)
Chlebicek hermelinovy Listeria inocua
a+
Listeria monocytogenes 2
a+

Listeria monocytogenes 2
Debrecinksky chlebicek - - 0 7
Kemping salat b
S majonézou Enterococcus faecalis
Saldmova pomazanka b -
Papricky plnéné syrem - -
v oleji 0

Miéko a mlécné vyrobky

Kozi syr - stankovy ) Enterococcus faecalis
prodej a, b :

Klebsiella oxytoca
Liptovské nité & Enterococcus gallinarum
100% Ov¢ia bryndza - a. b
nepasterizovana Enterococcus mundtii 2
Syr Brie 60 % a,b Staphylococcus vitulnus 3
Syr taveny uzeny - - 0
Niva Listeria aquatica 2
Taveny syr Staphylococcus hominis 1
Cerstvy syr piirodni a,b - 1 30
Syr Balkanského typu - - 0
Hermelin b Enterococcus faecalis 1
Romadur - - 0
Cerstvé kravské mléko ! Enterococcus faecium

a,

Listeria innocua 3
Bivoli mléko Oerskovia turbata
-vzorek ¢. 1-7 -

Micrococcus luteus

a,b Enterococcus casseliflavus
Listeria newyorkensis
Listeria cornellensis 14
Ryby a rybi vyrobky

Zavinac - - 0
Pstruh lososovity, uzeny
- platky - uzeny . . 0
studenym koufem 0
Rybi salat - - 0

*

a*- typické zelenomodré kolonie s lecitindzovou aktivitou

a- typické zelenomodré kolonie bez lecitinazové aktivity
b- atypické kolonie (bila, bila se zelenym stfedem, nazloutla)
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Kontaminace bakteriemi rodu Listeria byla pomoci identifikace MALDI-TOF MS
zjisténa v 11 vzorcich (21,57 %). L. monocytogenes byla detekovana v 7 vzorcich (13,72 %).

Nejvyssi zastoupeni L. monocytogenes bylo ve skupiné lahtidek (6 vzorka = 11,76 %).
Ve skupiné¢ masnych vyrobkl byl pozitivni 1 vzorek (1,96 %). V mléénych vyrobcich se
L. monocytogenes nevyskytla ani v jednom ptipadu a stejné tak ve skuping rybich vyrobkd.

Co se tyce ostatnich mikroorganismil, které jsou schopné narlstu na selektivnich
médiich pro L. monocytogenes, bylo detekovano 21 ruznych druht. Bakterie rodu Klebsiella
(kozi syr) a Micrococcus (vyso¢ina, buvoli mléko) tvorily bilé kolonie. Bakterie rodu
Staphylococcus (Malokarpatska salama, syr Brie, rostbif, taveny syr, lahtidkova pastika)
tvorily bilé kolonie ¢isté i se zelenym stfedem. Bilé az nazloutlé kolonie tvofil rod Oeskorvia
(buvoli mléko). Modrozelené kolonie bez lecitinazové aktivity tvofily kromé rodu Listeria
(salat holandsky, niva, vesnicka klobésa, tataraCek, Cerstvé mléko kravské nepasterizované,
buvoli mléko, Bukovanek syrovy, salat ala krab, hermelinovy salat, hermelinovy chlebicek,
chlebicek s rostbifem) jest¢ bakterie rodu Enterococcus (kozi syr, liptovské nité, ovcia
bryndza, chlebic¢ek se salamem, chlebicek se Sunkou, kemping salat s majonézou, debrecinska
pecené, anglicka slanina, hermelin, Cerstvé nepasterizované kravské a buvoli mléko)
a Bacillus (lahidkova pastika, pochoutkovy salat). Nejvétsi variabilita druhi byla nalezena ve
skupiné mléka a mlécnych vyrobkl (6 riznych druhli) a v masnych vyrobcich (5 riznych
druhli). Nejcastéji nalezenymi mikroorganismy byly bakterie rodu Enterococcus
a Staphylococcus.

Celkem bylo pomoci MALDI-TOF MS zaznamenano 6 ruznych druha rodu Listeria
a to L. monocytogenes, L. innocua, L.ivanovii, L. aquatica, L. newyorkensis a L. cornellensis.



6 Diskuze

Listeria monocytogenes je grampozitivni, fakultativné anaerobni, nesporulujici bakterie
ve tvaru ty¢inek. Radi se do rodu Listeria a je Gizce piibuzna druhtim L. innocua, L. ivanovii,
L. seeligeri, L. welshimeri a L. grayi. Z téchto druhti je za patogenni pro ¢lovéka povazovana
pouze L. monocytogenes. Diky svym fyziologickym vlastnostem, jako je odolnost vuci stresu
kyselého a slaného prostfedi, schopnosti ristu pii nizkych teplotdich a moznosti tvorby
biofilmi, muze pietrvavat nebo rekontaminovat potraviny, coz predstavuje vyznamné riziko
pro bezpecnost konzumentli. Mezi kontaminované potraviny patii produkty jak Zivoc¢isného,
tak rostlinného ptvodu, jako jsou masné produkty, syry a mlécné produkty, ryby a rybi
produkty, zelenina, ovoce a obecné potraviny urcené k piimé spotiebé (Vazquez-Boland et al.
2001; Gasanov et al. 2005; Lianou & Sofos 2007; Alessandria et al. 2010; Brychta et al.
2018).

Cilem této prace bylo zjistit, zda se v potravinach, které¢ jsou bézn¢ dostupné na
Ceském trhu, objevi L. monocytogenes. Po narustu na selektivnim agaru, dle Ottavianiho
a Agostiho, byl zkouman vzhled narostlych kolonii a nasledné¢ morfologie bun¢k izolovanych
bakterii. Prvotni hodnoceni tedy probihalo na zaklad¢€ kultiva¢nich a mikroskopickych znak.

Bakterie rodu Listeria, tvofily na ALOA agaru modrozelené, pravidelné kruhové
kolonie. Stejné jako popisuje Willis et al. (2006). Shodn¢ s Willis et al. (2006) i v tomto
pokusu byl piidan sojovy lecitin, ktery je hydrolyzovan enzymy L. monocytogenes
aL.ivanovii, a ktery umoznuje odlisit patogenni listérie od téch nepatogennich.
U patogennich druhi se kolonii vytvoifi neprihledny halo efekt (neboli zénu precipitace).
Willis et al. (2006) také popisuje, Zze se halo efekt objevil uz po 24 hodinach inkubace
a u tradi¢niho nechromogenniho média se halo efekt objevil do 48 hod (jako u 3 naSich
vzorki), avSak pfi provadéni praktické ¢asti této prace se stalo to, Ze u dvou vzorkil se zona
precipitace neobjevila po 24 ani po 48 hod inkubace, ale az po tydnu uchovavani vzorku
v chladni¢ce. Mohlo by to byt tim, ze nizsi teploty vyvolaly stres a bakterie na to reagovaly
vytvoienim zony. Vysledky tohoto pozorovani, tedy jesté¢ ptred tim, nez bylo pokracovano
s presnéjsi identifikaci, naznacily, Zze u 5 vzorkl by se mohlo jednat o jeden z patogennich
druhii listérii. Coz nekoresponduje s vysledky z MALDI-TOF MS hmotnostni spektrometrii,
kterd vyhodnotila jako L. monocytogenes i kmeny, které nevykazovaly lecitindzovou aktivitu.
Diivodem muze byt zména pH nebo pilisobeni selektivnich latek, plsobicich stres a kolonie
tak ztraci schopnost produkovat lecitinazu.

Dalsi bliz§i rozliseni mikroorganismi probéhlo s vyuzitim mikroskopu, kdy byly
sledovany jednotlivé bunky, ze vzorkd kultivovanych v BHI médiu. Morfologie bunék
pochazejicich ze vzorkd se liSila. Rizné druhy potravin obsahovaly buiky s odliSnou
morfologii. V nékterych piipadech byly i vramci jedné potraviny pozorovany odlisné
morfologické znaky kolonii i bunék. Kromé¢ drobnych tycinek typickych pro listérie
(z modrozelenych kolonii s/bez lecitinazové aktivity), se objevily koky (z modrozelenych
kolonii bez lecitindzové aktivity a z bilych kolonii se zelenym stiedem), diplokoky
(z modrozelenych, bilych kolonii a z bilych kolonii se zelenym stfedem), kokotyCinky
(z bilych kolonii se zelenym stiedem) nebo jiné buiiky rtiznych rozmanitych tvari (z bilych
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a nazloutlych kolonif). U tvarti, které nebyly drobnymi ty¢inkami, se mohlo s jistotou urcit, Ze
se nejedna o bakterie rodu Listeria.

Metoda hmotnostni spektrometric MALDI-TOF MS se stala standardnim nastrojem pro
rychlou a spolehlivou identifikaci mikroorganismti v klinickych a potravinaiskych
laboratofich (Ojima-Kato et al. 2016). Tato technika spojuje vysokou citlivost s piesnosti a je
idealni pro detekci proteini s vysokou a nizkou molekulovou hmotnosti. MALDI-TOF MS
ma vysoky potencidl pro rychlé rozliSeni mezi patogennimi a nepatogennimi druhy bakterii.
Vyhodou je také to, ze lze pouzit pro spravnou identifikaci hmotnostni spektra ziskana
z neznamych bakteridlnich vzorkti pro srovnani s referenénimi databazemi znamych
organismu. Cilem této metody je analyza tzv. ,fingerprintu“ ribozomalnich proteinti, ktery je
specificky pro dany rod, druh a kmen (Barbuddhe et al. 2008). Bylo vSak zjisténo, ze
L. monocytogenes, L. innocua, L. welshiemri, L. ivanovii a L. seeligeri nelze touto
,fingerprintovou* metodou S jistotou odlisit. Také byly zjiStény nepfesnosti mezi serotypem
4a a 4c u L. monocytogenes (Ojima-Kato et al. 2016). Nelze tedy s jistotou urcit, ze
vyhodnocena data jsou stoprocentni, a tedy zda se skute¢né jedna o druh L. monocytogenes
nade vs§i pochybnost. Proto by mély byt vysledky této metody potvrzeny jesté dalSimi
konfirma¢nimi metodami.

Pocet izolati, ktery byl podroben analyze MALDI-TOF MS, se rovnal 109, pfi¢emz, jak
je jiz zminéno vyse v kapitole s vysledky, identifikovano alespon na troven rodu bylo pouze
76, tedy 69,72 %. U 33 izolati (30,28 %) se identifikace nepodafila, hodnoty skoére byly
v rozmezi 1,7-2,39. Vzhledem ktomu, jaké mnozstvi izolatd se nepodafilo identifikovat
a proto, ze doslo k ne piili§ jasnym vysledktim, by také bylo vhodné pouzit dalsi metody,
které¢ by mohly pomoci specifikovat vysledky. Vyhodnoceni vysledkit MALDI-TOF MS je
zavislé na referen¢nich spektrech zanesenych v databdzi. Neni-li dany druh v databazi
uveden, nemuze ho MALDI identifikovat.

Z vysledku lze vycist, Ze pfitomnost Listeria spp. byla zaznamenana ve 21,57 % vSech
vzorkt. Nejveétsi procento vyskytu L. monocytogenes ze vSech vzorku vykazala skupina
lahtidek (11,76 %). Predevsim asi proto, ze lahidky patii mezi potraviny uréené k ptimé
Kontaminovana mize byt jen nékterd z mnoha ingredienci, ze kterych se potravina sklada
(napft. syr, majonéza, klobasa...). Ke kontaminaci mize také dojit pfimo na prodejné, kde se
vyrobky davkuji do mensich baleni (podle poZzadavki zakaznikid). Ve skupiné lahtdek byl
zaznamenan vyskyt Listeria spp. a L. monocytogenes ve 35,29 % (6 vzorki ze 17). Vysokou
nachylnost ke kontaminaci uvadi i Pinto et al. (2010), kde byl prokazan vyskyt
L. monocytogenes ve 27 % lahidek.

Ve skupiné masnych vyrobk byla pfitomnost Listeria spp. v 15,38 % (2 z 13)
a L. monocytogenes v 7,69 % (1 z 13). Udaje o vyskytu listérii v masnych vyrobcich se lisi.
Naptiklad v iranu byl zaznamenin vyskyt Listeria spp. v 6,33 % masnych vyrobki
a L. monocytogenes v mrazeném hovézim mase ve 14,2 % (Jalali & Abedi 2008). Zato
Cordano & Rocourt (2001) uvadéji, Zze v Chile bylo v masnych vyrobcich pozitivnich na
L. monocytogenes 3,6 % vzorkd.

V mléénych vyrobcich byl vyskyt Listeria spp. v 15,78 % (3 z 19) a L. monocytogenes
v 0% (0 z19). Ve dvou pozitivnich nalezech se jednalo o nepasterizované mléko (10,53 %).
Piitomnost listérii v nepasterizovaném mléce zkoumali Moshtaghi & Mohamadpour (2007),



ktefi uvadeji, ze vyskyt Listeria spp. byl roven 2,2 % a vyskyt L. monocytogenes v 1,6 %
testovanych vzorkd.

U rybich vyrobkil nebyl zjistén zadny pozitivni nalez. Divodem byl pravdépodobné
nizky pocet testovanych vzorkti (n=3). Studie uvad¢ji pomérné vysoka procenta vyskytu
L. monocytogenes Vv rybich vyrobcich. Naptiklad Mena et al. (2004) uvadi ptitomnost
L. monocytogenes u 12 % testovanych vzorkt. Cordano & Rocourt (2001) ve své studii
uvadéji 11,6% vyskyt L. monocytogenes, coz je nejvyssi procento prevalence této bakterie ze
vSech jejich testovanych vzorkd. A Pinto et al. (2010) ve své studii uvadi také velmi vysoké
procento zastoupeni L. monocytogenes V rybich vyrobcich, konkrétné z uzeného lososa, a to
34,1 % z testovanych vzorki.

Identifikace provedena metodou MALDI-TOF MS neni stoprocentni avzhledem
k nedostatku Casu a nepiiznivé situaci nebylo mozné provést dalsi potiebné konfirmacni testy.
V tomto pfipadé mizeme tedy nade vsi pochybnost potvrdit pouze to, Ze v testovanych
vzorcich byla potvrzena pfitomnost bakterii rodu Listeria. Ackoliv vzhledem k vyskytu
typickych kolonii, lecitinazové aktivité, tvaru a velikosti jednotlivych bunék, je velice
pravdépodobné, ze v budoucnu, po provedeni dalSich pottebnych testti, bude v téchto vzorcich
potvrzen vyskyt L. monocytogenes.

Vzhledem k nebezpecnosti listérii je vice nez vhodné se snazit minimalizovat jejich
vyskyt. Proto je tfeba jejich pfitomnost monitorovat a piijimat vhodnéd preventivni opatfeni.
Spotiebitelé by méli dodrzovat zakladni hygienicka a bezpecnostni opateni pii manipulaci
s potravinami. Tento problém je 1 pies veSkera opatieni aktudlni a je potieba stale hledat
feSeni a alternativy, jak snizit vyskyt této bakterie v potravinach.
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[ Zavér

Byl potvrzen vyskyt bakterii rodu Listeria v potravinach bézné dostupnych na ¢eském
trhu a to v 11 vzorcich z 51, z nichz L. monocytogenes byla potvrzena v 11,76 % vzorku
testovanych potravin (7 vzorki). Skupinou s nejvys$sim mnozstvim nalezti L. monocytogenes
byly lahidky (35,29 %).

Na selektivnich médiich urcené pro listérie jsou schopny piezit i bakterie rodu
Klebsiella, Micrococcus, Staphylococcus, Oeskorvia, Enterococcus, Staphylococcus
a Bacillus. Neékteré ztéchto rodt vytvareji shodné kolonie jako listérie, ale bez zoény
precipitace. Jsou to rody Enterococcus a Bacillus.

V budoucnu budou provedeny dalsi konfirmacéni testy a ovefena schopnost metody
MALDI-TOF spolehlivé identifikovat a odlisit jednotlivé druhy v ramci rodu Listeria.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symbolu

ActA — Actin assembly protein (protein aktivujici polymerizaci aktinu)

AIDS — Acquired Immune Deficiency Syndrome (Syndrom ziskaného selhani imunity)
ALOA — Agosti-Ottaviani Listeria agar

aw — aktivita vody

BHI — Brain Heart Infusion

CSN — Ceska statni norma

CR — Ceska Republika

DNA — deoxyribonukleova kyselina

EFSA — European Food Safety Authority (Evropsky tfad pro bezpecnost potravin)
ES — Evropské spolecenstvi

EU — Evropska unie

FSC — Food safety kriteria (Kriteria pro bezpecnost potravin)

HACCP — Hazard Analysis and Critical Control Points (Systém analyzy rizika a stanoveni
kritickych kontrolnich bodi)

HIV — Human imuno-defficiency virus
InlA —internalin A

Inl B — internalin B

KK — klonalni komplex

KTJ — kolonie tvofici jednotky

LCR — ligazova fetézova reakce

LLO — listeriolysin O



MALDI-TOF MS — Matrix laser desorption/ionization Time-of-flight Mass Spectrometry
(hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za Ucasti matrice s priletovym
analyzatorem)

MLST — Multilocus sequeence typing (Multilokusova sekvencni typizace)

Mpl — metaloproteasa

OCLA - Diferencialni suplement (pro listérie)

PBP3 — penicilin binding protein (penicilin vazajici protein)

PCR — Polymerase chain reaction (Polymerazova fetézova reakce)

PI1-PLC — fosfatidylinositol fosfolipaza C

PlcB — gen kodujici fosfatidilcholin-specifickou fosfolipazu C

RASFF — Rapid Alert Systém for Food and Feed (Systém rychlého varovani pro potraviny a
Krmiva)

RNA — ribonukleova kyselina

RTE — Ready to eat (urcené k piimé spotieb¢)
SMX — sulfamethoxazol

TMP — trimethoprim

TSB — Trypton s6jovy bujon

USA — Spojené staty americké

UVML1- primarni selektivni pomnoZovaci suplement

UVM2 — sekundarni selektivni pomnozovaci suplement
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