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Stanoveni a charakterizace Listeria monocytogenes
v potravinach

Souhrn

Listeria monocytogenes je vyznamnym alimentarnim patogenem, ktery zpusobuje
mnoho zavaznych onemocnéni véetné potratli, meningitidy, septikémie a gastroenteritidy u lidi
a zvirat. Jedna se o grampozitivni, nesporulujici, tyCinkovitou bakterii, ktera je prakticky
vSudypiitomna. Navzdory tomu, Ze onemocnéni zvané listerioza, jehoZ je puvodcem, se
vyskytuje relativné vzacn€, vyznacuje se vysokou mortalitou. Z toho davodu je monitorovani
ptitomnosti L. monocytogenes v potravinach nezbytné.

Cilem prace bylo sledovani vyskytu této bakterie u rizikovych skupin potravin, které se
bézné vyskytuji na Ceském trhu, a jeji charakterizace. Celkem bylo testovano 51 vzorka
potravin, které nalezely kategoriim: masné vyrobky (13 vzorku), lahtdky (17 vzorkd), mléko
a mlécné vyrobky (18 vzorki), ryby a vyrobky z nich (3 vzorky).

Pro stanoveni L. monocytogenes byla pouzita kultivaéni metoda dle CSN EN ISO
11290-1/2017. Prislusnost izolatd k druhu L. monocytogenes byla ovérena pomoci CAMP testu,
MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie a molekularné genetickych metod (PCR s druhové
specifickymi primery a sekvenovanim 16S rDNA). Charakterizace L. monocytogenes prob&hla
za pouziti metod REP-PCR a sérotypizace. Patogenni potencial izolata L. monocytogenes byl
testovan na zakladeé sledovani lecitinazové a hemolytické aktivity, a testovani pfitomnosti
internalinu B. Nakonec byla zkoumana citlivost bakterii L. monocytogenes viéi antibiotikim
ampicilinu, benzylpenicilinu (penicilin G), erytromycinu, meropenemu a trimetoprim-
sulfometaxazolu podle ISO 20776-1.

Predpokladana hypotéza byla potvrzena, jelikoz u testovanych vzorkli potravin
uréenych k pfimé spotiebe, byla zjisténa kontaminace bakterii L. monocytogenes. Tato bakterie
byla nalezena ve 2 vzorcich (3,92 %). V obou pfipadech se jednalo o lahtidkové salaty.
Z jednotlivych vzorka bylo vzdy odebrano vice izolati (Bukovanek syrovy - 15 izolata,
holandsky salat - 14 izolat). Potvrdilo se také, ze kmeny, které byly izolované z riznych
produktt, pochazejicich ze stejné vyrobni provozovny, byly stejného sérotypu (1/2a) a byly
genomicky shodné. Dale byla potvrzena citlivost vSech testovanych kment na antibiotika
ampicilin, erytromycin, meropenem a penicilin, v rdmci hodnot stanovenych EUCAST, ale u
trimetoprim-sulfometaxazolu byla zaznamendna zvySena rezistence, rovnéz u vsech
testovanych kment. V obou produktech se tedy pravdépodobné vyskytoval tentyz kmen.

Klicova slova: listerioza, alimentarni onemocnéni, PCR, patogenita, potraviny



Detection and characterization of Listeria
monocytogenes in foods

Summary

Listeria monocytogenes is an important foodforne pathogen that causes many serious
diseases including miscarriages, meningitis, septicemia and gastroenteritis in both humans and
animals. It is a gram-positive, non-spore-forming, rod-shaped ubiquitous bacterium. Despite
the fact that listeriosis, a disease caused bylisteria, is relatively rare, it is characterized by severe
sympoms and a high mortality rate. For this reason, it is essential to monitore the presence of
L. monocytogenes in food.

The aim of this work was monitoring of this bacterium in risk groups of foods that are
commonly found on the Czech market and its characterization. In total, 51 food samples were
tested. It belonged to the following categories: meat products (13 samples), delicatessen (17
samples), milk and milk products (18 samples), and fish and fish products (3 samples).

L. monocytogenes was determined by cultivation method according to CSN EN ISO
11290-1/2017. The confirmation was carried out by the CAMP test, MALDI-TOF mass
spektrometry and molecular genetic methods (species-specific PCR with and sequencing of 16S
rDNA). Confirmed L. monocytogens strains were then characterized using REP-PCR and
serotyping methods. The pathogenic potential was tested by monitoring lecithinase and
hemolytic activity, and by detecting the presence of the internalin B gene. Finally, the
sensitivity of L. monocytogenes to antibiotics (ampicilin, benzylpenicillin (penicillin G),
erythromycin, meropenem and trimethoprim-sulfometaxazole) was investigated according to
ISO 20776-1.

The assumed hypothesis was confirmed, as the presence of L. monocytogenes was
demonstrated in the tested food samples intended to direct consumption. This bacterium was
found in 2 samples (3,92 %). Both samples were of gourmet salad origin. From each sample
were taken isolates: Bukovanek syrovy — 15 isolates, holandsky salat — 14 isolates. It was also
confirmed that strains that were isolated from different products originating from the same
manufacturing facility were of the same serotype and were genomically identical. Furteher, the
sensitivity of all tested strains to the antibiotics ampicilin, erythromycin, meropenem and
penicillin was confirmed within the values established by EUCAST with the same MICs values,
but a slightly increased resistence was observed for trimehoprim-sulfometaxazole, again in all
tested strains.

Thus it can be assumed that all the isolates are clones of the same organism.

Keywords: listeriosis, alimentary disease, PCR, pathogenicity, food
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1 Uvod

Listeria monocytogenes je grampozitivni, fakultativné anaerobni, nesporuluyjici,
pohybliva bakterie, jejiz buiky jsou ve tvaru drobnych tycCinek. Tato bakterie dokaze prezit
a rust v nepfiznivych podminkach jako jsou nizka nebo vysoka teplota, velké rozpéti hodnot
pH, vysoka salinita a nizka vodni aktivita. L. monocytogenes se bézné vyskytuje v zivotnim
prostiedi a diky jeji odolnosti ji miizeme dokonce povazovat za vSudypiitomnou. Vyskytuje se
ve vod€, pudé, bahné€, na vegetaci, v hnojivech, silazich, rozkladajicim se organickém
materialu, cytosolu bun€k savcy, ale také v potravinach (McMullen & Freitag, 2014; Brychta
et al. 2018; Chlebicz & Slizewska 2018).

L. monocytogenes je puvodcem velmi vazného onemocnéni, zvaného listerioza.
Prestoze icidence listeriozy neni piilis Castd, je toto onemocnéni povazovano za velmi vaznou
hrozbu z divodu vysoké mortality, a to 20-30 %. Listerioza obvykle zasahuje
imunokompromitované jedince nebo populaci s jinymi onemocnénimi jako je rakovina, AIDS
¢i cukrovka. Rizikovymi skupinami jsou také starsi osoby, t€hotné zeny, plod ¢i novorozenci.
Toto onemocnéni méa dvé formy. Prvni formou je invazivni systémové onemocnéni, které
vykazuje klinické zivot ohrozujici ptiznaky jako je meningoencefalitida, septikémie nebo rizné
zanéty (Zaludek, tenké stievo). Muze také zpusobit poskozeni plodu anebo potrat. Druhou
formou onemocnéni je neinvazivni onemocnéni (febrilni gastritida), jehoz pfiznaky ohrozuji
zivot pouze vzacné (Warriner & Namvar, 2009; Zhu et al., 2017). Pokud se listérie nachazeji
v travicim traktu zvifat, ¢i lidi, obé skupiny se mohou stat asymptomatickymi pienaSeci
L. monocytogenes. Zvitata tak mohou tyto bakterie §ifit dal vykaly ¢i, v pripadé skotu, mlékem,
a to bez jakychkoliv symptomi poukazujicich na onemocnéni. U piezvykavci byva hlavnim
zdrojem infekce nekvalitni silaz, kontaminovana voda ¢i krmivo. Ke kontaminaci masa pak
muaze dojit pii porazce zvirete, v dusledku Spatného vykrveni nebo pfimym kontaktem
svaloviny s obsahem traviciho traktu pii nespravné manipulaci (Blazkova et al., 2005; Vilar et
al., 2007). Proto se L. monocytogenes vyskytuje nej¢astéji v potravinach zivocisného pavodu
(RASFF, 2021). Muze byt pfitomna v syrovém vepfovém, hoveézim, dribezim i rybim mase.
Muzeme ji také najit trvanlivych fermentovanych masnych vyrobcich ¢i mékkysich a korysich.
Mléko a mlécéné vyrobky nejsou vyjimkou. Jejich pfitomnost byla také prokazana u zrajicich
syr, Cerstvych syrd, v tvarohu a masle. Listérie se vSak nevyskytuji pouze v zivocisnych
potravinach, ale také v potravinach rostlinného pavodu. Jsou potvrzené nalezy z velkého
mnozstvi syrové zeleniny napiiklad brambor, okurek, zeli, rajat a fedkvi¢ek. Vys$s§i miru
kontaminace vykazuji Cerstveé krajené zeleninové pokrmy. Dobré podminky pro rust listérii také
poskytuje zelenina, ktera je balena a ukladana v modifikované atmosfére (Brychta et al. 2018).

Hlavnim zdrojem nakazy lidi 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 patogend se tyto
bakterie mohou dale pomalu mnozit i pfi nizkych teplotach, coz umoziuje rist i v chlazenych
potravinach. Proto je velmi dulezita prevence jako je dodrzeni spravnych vyrobnich,
hygienickych, distribu¢nich a skladovacich postupi (HACCP), ale velmi dilezita je také
dostate¢na informovanost a Skoleni pracovnikti manipulujicich s potravinami (Allerberger &
Wagner, 2009; Blazkova et al., 2005; Sauders & Wiedmann 2007).



2 Védecka hypotéza a cile prace

Hypotéza: V nekterych potravinach urcenych k ptimé spotiebe bude zjisténa ptitomnost
Listeria monocytogenes. Dale predpokladame, ze kmeny izolované z ruznych produktu
pochazejicich ze stejné vyrobni provozovny, budou shodné.

Cilem diplomové prace byl monitoring vyskytu této bakterie u rizikovych skupin
potravin dostupnych na naSem trhu a jeji charakterizace.



3 Literarni reSerse

3.1 Rod Listeria

Bakterie rodu Listeria nalezi do kmene Firmicutes, tfidy Bacilli, fadu Bacillales a ¢eledi
Listeriaceae. Jsou piibuzné rodum 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 ty¢inek o velikosti pfiblizné€ 0,4-0,5 x 1-2 pm. Buiiky jsou pravidelné, mirné
protahlé a zakoncené oblymi okraji (Lous et al., 2011). Nékdy mohou piipominat spiSe koky,
dosahujici velikosti kolem 0,5 pum v praméru, a mohou tak byt snadno zaménitelné
se streptokoky. U starSich kultur se naopak mohou vyskytovat delsi buriky. Prodlouzeni bunék
je pravdépodobné dusledkem osmotického Soku (Sauders & Wiedmann, 2007). Buiiky se Casto
spojuji do fetizkl, které mohou byt usporadany do tvaru V, Y nebo tvoiit palisady (Sauders &
Wiedmann 2007; Lous et al. 2011). Listérie jsou pohyblivé diky peritrichnim bic¢ikim
(Obrazek ¢. 1). Pocet bicikii se muze lisit, ale obvykle byva jeden az Ctyfi. Se zvySujici
se teplotou pocet bicikt klesa. Pii teploté prostiedi, ktera presahne 25 °C se pohyblivost
bakterie snizuje a pfi teploté 37 °C biciky vymizi tpln€. Béznym svételnym mikroskopem jsou
bi¢iky téméf neviditelné, pro jejich vizualizaci musi byt pouzity narocné barvici metody
(napft. stiibfeni) anebo elektronovy mikroskop (Brychta et al. 2018).

> K
i ~

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

Optimalni teplota rustu se pohybuje mezi 30-37 °C, obvykle ale rostou v rozmezi teplot
od 1 °C do 45 °C. Vyssi teploty nepiezivaji, avSak u nizsich teplot existuji vyjimky. Nejvice
vyhovuji listériim hodnoty pH od pH 6 do pH 9, ale jsou schopné prezit i rast pii pH 4,4
a salinité az 14 %. Na agaru obvykle tvoti pravidelné, kruhové a hladké kolonie, jejichz obvykla
velikost je 0,5-1,5 mm v priméru. Velikost se méni v zavislosti na teploté, dobé kultivace
a druhu pouzitého média (McLauchlin & Rees 2009; Lous et al. 2011; Kramarenko et al. 2013).
Rod Listeria je povazovan za nenaro¢ny na kultivaci. Listérie rostou dobfe na béznych pevnych
kultivacnich padach (krevni a zivny agar) ¢i v tekutych médiich jako bujon z mozko-srdcové
infuze (Brain-heart infusion, BHI) nebo trypton sojovy bujon (Tryptone-soya broth, TSB)
(Blazkova et al. 2005; Borucki et al. 2005).
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Zastupci rodu Listeria jsou Siroce rozsiteni. Mohou se vyskytovat v ptidé, na vegetaci,
v odpadnich vodach, krmivech pro zvifata, Cerstvé i mrazené dribezi, jateCnim odpadu
i ve vykalech zdravych zvifat ¢i stolici ¢loveka (Lous et al. 2011).

Listérie jsou katalaza pozitivni a oxidaza negativni. Jsou homofermentativni a jsou
schopné oxidovat glykolytické meziprodukty. VSechny kmeny rostou na glukoze a za aerobnich
podminek tvori jako hlavni konecné produkty laktat, acetat a acetonin. Za anaerobnich
podminek acetonin nevznika. Jednotlivé druhy listérii lze vzijemné odliSit na zaklade
schopnosti metabolizovat razné sacharidy (D-xylosa, L-rhamnosa, a-methyl-D-mannosid, D-
mannitol, D-arabitol, methyl-D-glukosid, ribosa, glukosa-1-fosfat, D-tagatosa) (Ryser et al.
2007). Nekteré druhy lze také odlisit na zékladé 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).

V soucasné dobe rod zahrnuje 28 druha Tyto druhy se pro lepsi orientaci déli na dvé
skupiny podle piibuznosti s L. monocytogenes, a to Listeria sensu stricto a Listeria sensu lato
(viz Obrazek €. 2).

L. monocytogenes NCTC10357" /]
100 L. monocytogenes SLCC2479 (iineage Il)
L. monocytogenes ATCC19117 (lineage 1)
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Uik L. monocytogenes SLCC2376 (lineage Ill)
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E L. cossartiae subsp. cossartiae FSL L7-1447"

L. innocua ATCC33090"

L. farberi FSL L7-0091

L. welshimeri SLCC5334"

L. ivanovii subsp. ivanovii ATCCA9954
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" LU2006-1"L. goaensis ILCCBOIT

L. costaricensis CLIP201600682"
L. grayi subsp. murrayi FSL F6-1183"

L. grayi subsp. grayi DSM-20601" Sensu lato
L. comelensis FSL F6-0969"

E rocourtiae FSL F6-0920"
newyorkensis FSL MG-0635"
L. portnoyi FSL L7-1562"

I 5 L. rustica FSL W9-0585"

; 1 P FSLRO3T"
L grandensis FSL F6-0971"
100
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T h

L. boorige FSL AS-0281"

Listeria

B

Obrizek ¢.2: Rozd¢leni rodu Listeria na skupiny sensu stricto a sensu lato (Carlin et al., 2022).

Listeria sensu stricto je reprezentovana druhy, které jsou fylogeneticky nejvice
piibuzné L. monocytogenes. Vsechny vykazuji napiiklad schopnost rist pii nizkych teplotach,
flagelarni pohyb nebo patogenitu. Do této skupiny patfi L. monocytogenes, L.innocua,
L. welshimeri, L. seeligeri, L. ivanovii, L. cossartiae, L. farberi, L. immobilis a L. marthii. Nové
by se mél do skupiny sensu stricto tadit také druh L. swaminathanii, zatim ale nebyl validné
pospan a oficialné uznan. Skupina sensu lato obsahuje druhy fylogeneticky odlisné od
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L. monocytogenes. Oproti skupiné sensu stricto jsou nepatogenni, neschopné rust pii 4 °C, jsou
nepohyblivé (kromé L. grayi) a schopné redukovat dusi¢nany (kromé L. floridensis). Jedna se
o druhy L. valentina, L. thailandensis, L. aquatica, L. floridensis, L. fleischmanii, L. goanensis,
L. costaricensis, L. ilorinensis, L. newyorkensis, L. cornellensis, L. rustica, L. portnoyi,
L. goanensis, L. weihenstephanensis, L. rocourtiae, L. grandensis, L. riparia, L. booriae,
L. grayi. (Carlin et al. 2022; Hudson et al. 2022; Parte et al. 2020, Rossi et al. 2022).
NejznaméjSimi  druhy jsou L. monocytogenes, L. innocua, L. ivanovii, L. seeligeri,
L. welshimeri a L. grayi. L. monocytogenes je pro cloveéka patogenni. Spolu s méné rozsirenym
druhem L. ivanovii je L. monocytogenes také patogenni pro Sirokou Skalu zvitat, hlavné pro
ovce a kozy (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 leukocytozy. V roce 1926
byla tato bakterie E. G. D. Murraym pojmenovana jako Bacterium monocytogenes a o rok
pozdé€ji H. Piriem piejmenovana na Listerella hepatolytica. Az v roce 1940 dostala své
souCasné jméno Listeria monocytogenes (Dortet et al. 2019).

3.2.1 Charakterizace Listeria monocytogenes

L. monocytogenes je stejné¢ jako ostatni druhy rodu, grampozitivni, fakultativné
anaerobni, oxidaza negativni, katalaza pozitivni, nesporulujici bakterie. Ma buiiky ve tvaru
drobnych tyCinek o velikosti 0,4-0,5 x 1-2 um, které jsou pohyblivé. Schopnost pohybu je
zavisla na teploté, pficemz optimalni teplota pro pohyb se pohybuje mezi 22-30 °C. Pii 37 °C
se netvoii nové biCiky a stavajici prestavaji fungovat, bakterie tedy ztraci schopnost pohybu.
Pro rist je optimalni teplota v rozmezi 30-37 °C. Tento druh je velmi odolny, dokaze prezit
a rust v nepfiznivych podminkach jako jsou nizka (rist uz od -0,4 °C) nebo vysoka (maximum
45 °C) teplota, velké rozpéti hodnot pH (4,4-10), vysoka salinita (az 10 %) a nizka vodni
aktivita (0,9). Usmrceni téchto bakterii vyzaduje teplotu alespont 75 °C. V optimalnich
podminkach byva pomnozenti listérii velice rychlé (McMullen & Freitag, 2014; Brychta et al.
2018; Chlebicz & Slizewska 2018).

L. monocytogenes fermentuje ruzné sacharidy (napf. melecitozu, methyl o-D-
glukososid, methyla-D-mannosid, L-rhamnézu, sacharézu a glukézu), a produkuje z nich
organické kyseliny (napf. kyselinu mlé¢nou nebo octovou) (McLauchlin & Rees 2009). Groves
& Welshimer (1977) uvadéji, ze kmeny L. monocytogenes, které dokazi fermentovat xylozu,
ale ne rhamnozu, jsou nepatogenni na rozdil od téch, které fermentuji rhamnoézu, ale ne xylozu.
Jiné zdroje vSak tuto informaci neuvadéji, proto by toto tvrzeni nemélo byt povazovano za
stavebni kamen pfi urovani patogenity jednotlivych druht.

Na tuhych péstebnich médiich tvorti pravidelné kruhové 1-3 mm velké kolonie, jejichz
barva se lisi 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, v dusledku galaktosidazové aktivity, a jsou obklopené kruhovou mlécné
zabarvenou zonou precipitace (viz obrazek €. 3), ktera vyjadiuje aktivitu fosfolipazy C (tzv.
lecitinazova aktivita). Nekteré kmeny lecitinazovou aktivitu nevykazuji a jsou povazovany za
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nepatogenni, prestoze patogenni jsou. Tento jev se muze vyskytovat u kment z Zivotniho
prostiedi, protoze produkuji pouze nizké hladiny virulentnich faktort, a tim je ovlivnén jejich
typicky projev na agarovych plotnach (Ermolaeva et al. 2003; Brychta et al. 2018). Ermolaeva
et al. (2003) uvadi, ze pridavek 0,2 % dfevéného uhli do zivného média, vyrazné zvysuje
produkci virulentnich faktort a zlepsuje tak detekci. BliZze o vyznamu fosfolipazy C v kapitole
3.4.1 Faktory virulence.

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

L. monocytogenes vykazuje také B-hemolytickou aktivitu (viz Obrazek ¢. 4), ktera je
dulezitou fenotypovou vlastnosti napomahajici pti jeji detekci a identifikaci. Stejné€ jako
v piipadé lecitinazy se stava, ze nékteré kmeny L. monocytogenes hemolytickou aktivitu
nevykazuji. Nehemolytické kmeny mohou pochazet naptiklad z pady, vegetace, odpadnich
kald, mrtvych t€l nebo od zdravych lidi a zvifat. Hemolyticka aktivita L. monocytogenes byva
studovana pomoci erytrocytd rizného puvodu (napf. konska, kravska, krali¢i, ov¢i nebo lidska
krev). To, ze jsou kmeny L. monocytogenes hemolytické, podobné jako u lecitinazy, poukazuje
na miru virulence (Fujisawa & Mori 1994; Groves & Welshimer 1977; McLauchlin & Rees
2009).

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

L. monocytogenes se bé€zné vyskytuje v zivotnim prostiedi. Tuto bakterii muzeme
dokonce povazovat za vSudypfitomnou, a to diky jeji schopnosti odolavat silnym
enviromentalnim stresim (jako jsou vysoké koncentrace soli, nizké hodnoty pH, nizké teploty,
nizka aktivita vody nebo pfitomnost iontd t€zZkych kovit). Proto mize tento patogen kolonizovat
velké mnozstvi riznych prostiedi (Haddad, 2022). Vyskytuje se ve vodé, pudé, bahné, na
vegetaci, v hnojivech, silazich, rozkladajicim se organickém materialu, cytosolu bun€k savcu,
ale také v potravinach (Southwick & Purich 1996; McLauchlin & Rees 2009; Kramarenko et
al. 2013).

3.3.1 Vyskyt v potravinach

Vzhledem k tomu, Ze se listérie nachazeji v travicim traktu lidi a zvifat, tak lidé i zvifata
(divoka i domestikovana) mohou byt asymptomatickymi prenaseci L. monocytogenes. Jedna se
hlavné o skot, prasata, kufata, krocany, kachny, korySe a mouchy. Ti pak tyto bakterie mohou
§ifit dal vykaly ¢i, v pfipadé skotu, mlékem, a to bez jakychkoliv symptomua poukazujicich na
onemocnéni. Kolobéh potencialni kontaminace je znazornén na Obrazku ¢. 5. Hlavnim
zdrojem infekce u prezvykavcl byva nekvalitni silaz, mize to ale byt i voda nebo krmivo
kontaminované hmyzem ¢i ptacim trusem. Ke kontaminaci masa muze také dochazet
sekundarné pii porazce zvirete, v disledku Spatného vykrveni nebo piimym kontaktem
svaloviny s obsahem traviciho traktu pii nespravné manipulaci (Blazkova et al., 2005; Vilar et
al., 2007).

Prenos vykaly

/ Zvitata \

Plda, silaz, rozpadajici se rostlinnd hmota W Potravinaiské zavody

—

‘I;‘h ‘;‘ Ovoce, rostliny,
zelenina
L ¢

Obrizek ¢. 5: Kolobéh potencidlni kontaminace L. monocytogenes
(Upraveno podle McMullen & Freitag, 2014).
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U cloveka se listérie nejCaste)i prenasi konzumaci kontaminovanych potravin. Primarné
se L. monocytogenes vyskytuje v syrovych (,,raw*) €i ,ready to eat” potravinach, ale také
v kutfecim/hovézim/vepfovém mase a vyrobcich z nich. Déle v rybach a rybich vyrobcich,
mléce a mlécnych vyrobcich, mékkych a polomékkych syrech, lahadkach (masovych
i zeleninovych) a také v zelenin€ a ovoci (napf. zeli, meloun). Najit je ale mizeme i ve
zmrzlinatské vyrobé. Pritomnost L. monocytogenes byla také zjist€éna v rozmrazenych
potravinach. K pomnozeni listérii a rozsifujici se kontaminaci mize dojit i nespravnym
uskladnénim hotovych jidel. Pozornost ale musime vénovat i sekundarni kontaminaci, ktera je
rizikem u zpracovanych potravin v riznych fazich vyroby. K sekundarni kontaminaci potravin
dochazi nedostatecnou hygienou v chladni¢kach, ¢i nespravnym ocisténim povrchii po praci
s infikovanymi potravinami v potravinaiskych provozech. L. monocytogenes mizeme najit
také v mlécnych tancich, kam se dostava z mlékarského vybaveni v dusledku fekalniho
zneCisténi pii dojeni (Blazkova et al., 2005; Brychta et al., 2018; EFSA, 2022; Kramarenko et
al., 2013; McMullen & Freitag, 2014; Vilar et al., 2007).

Skutecnost, ze se listérie v potraviné vyskytuji, jeSté neznamend, ze konzument
listeridzou onemocni. Zalezi predev§im na virulenci daného kmene a poctu zivotaschopnych
bunék pfitomnych v potraviné. Vyznamnou roli v rozvoji onemocnéni hraje také imunitni
systém hostitele. Dulezitym faktorem, ktery bezpe€nost potravin ovliviiyje je teplota a doba
skladovani. V pfipadé Spatného uskladnéni se mnozstvi bakterii zvySuje a s nim i riziko
propuknuti ndkazy (Brychta et al., 2018).

3.3.1.1 Vyskyt v potravinach zivoc¢isného pavodu

L. monocytogenes se nejcast€ji vyskytuje v potravinach zivocisného pavodu (RASFF,
2021). Nachazi se v syrovém veprovém, hovézim, dribezim i rybim mase. Dale v trvanlivych
fermentovanych masnych vyrobcich ¢i mékkysich a korysich. Mléko a mlécné vyrobky nejsou
vyjimkou. Do syrového mléka se listérie dostanou nejCastéji z krmiva, Spatné oSetfenych
strukd, srsti atd. To je jeden z divodd, pro¢ by se mléko mélo konzumovat prevaiené. Jejich
vyskyt byl prokazan také u zrajicich syrt, Cerstvych syra, v tvarohu a masle. Dobfe se jim dafi
u syru zrajicich pod mazem, které maji optimalni vodni aktivitu, zdroj zZivin a idealni atmosféru.
Vyssi zachyt této bakterie pak logicky byva v produktech, vyrobenych z nepasterovanych mlék
(Brychta et al. 2018).

Navzdory dodrzovani kritérii bezpe€nosti potravin (FSC = food safety criteria) pro
L. monocytogenes, které jsou urCeny k pfimé spottebé (RTE), se piipady kontaminovanych
potravin stale vyskytuji. Piipady vyskytu L. monocytogenes v Ceské republice na zakladé
oznameni tykajici se kontroly trhu z roku 2021 (v ramci vyrocni zpravy RASFF = Systém
rychlého varovani pro potraviny a krmiva) jsou znazornény v Tabulce €.1.
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Tabulka ¢. 1: Oznameni vyskytu Listeria monocytogenes v potravinach v roce 2021
(Fisnar, 2021).

Datum oznamu Produkt Zemé puvodu
12.2. Uzeny syr CR
10.2. Jeleni salam Italie
26.3. Salam salchichon Spanélsko
14.5. Uzeny syr CR
4.6. Chlazené matjesové fezy s cibuli | CR
15.6. Bageta se Sunkou a syrem CR
21.9. Uzeny syr CR
8.12. Syry Francie
27.12. Mrazené grilované kachni maso | Némecko

3.3.1.2 Vyskyt v potravinach rostlinného puvodu

L. monocytogenes je jakozto bézna environmentalni bakterie 1 ¢astou soucasti epifytni
mikrobioty. Byla nalezena a izolovana z velkého mnozstvi syrové zeleniny véetné brambor,
okurek, zeli, rajcat a fedkvicek. U hlavkového saléatu, celeru, kukuftice, chiestu bylo potvrzeno,
ze se zde dokaze i aktivné mnozit. Horsi podminky pro proliferaci a rist poskytuje fenykl,
mrkev a rajcata. Vyssi miru kontaminace vykazuji Cerstvé krajené zeleninové pokrmy. Bylo
také zjisténo, ze dobré podminky pro rust listérii poskytuje zelenina, ktera je balena a ukladana
v modifikované atmosfére (Brychta et al., 2018)

Mnozi se domnivaji, ze konzumace tzv. biopotravin je mnohem zdravéjsi. Z hlediska
mikrobialni kontaminace je u nich ale, jak si malokdo uv€domuje, mnohem vyssi riziko
alimentarni otravy nez u plodin pochazejicich z konvencniho zemédélstvi. Hlavnim divodem
je zvySené mnozstvi pouziti zivocisSnych hnojiv. V piipad¢, ze dojde ke kontaminaci, je velmi
obtizné se listérii zbavit, protoze na povrchu vytvareji odolny biofilm. B€znym omytim neni
odstranéno kolem 10 % enteropatogent a kontakt s vodou bez nasledného vysuseni navic muze
zpusobit dalsi Sifeni bakterii po povrchu potraviny a nasledné pomnozeni (Brychta et al., 2018).

Pripady nakazy listeriozou v disledku pozieni kontaminované potraviny rostlinného
puvodu, se objevily napt. v roce 2014 v USA. Pacienti se nakazili jablky obalenymi v karamelu
(caramel apples), které pochazely ze statu Ohio. Celkem onemocnélo 35 osob a 7 zemfelo.
Z toho 11 pacientt byly téhotné Zzeny, z nichz jedna potratila a dale byly potvrzeny 3 pfipady
détské meningitidy, u déti od 5 do 15 let véku (Brychta et al., 2018).

Nejnovéjsi informace o pritomnosti L. monocytogenes v potravinach rostlinného
puvodu uvadi databaze RASSF (Evropské komise) a to konkrétné z 15.12.2022 a 17. ledna
2023, kdy se jednalo o ptitomnost L. monocytogenes v humusu z Nizozemi. L. monocytogenes
byla také nahlaSena v prosinci 2022 v ready-to-eat salatu, ktery také pochazel z Nizozemi.
V Italit byla ohlaSena piitomnost této bakterie v listopadu 2022 v Kantonské ryzi (ryze
upravena na asijsky zpuasob). V roce 2021 byly listérie pfitomné naptiklad v syru vyrobeném
z keSu ofechti. V roce 2020 byly nahlaseny pfipady vyskytu listérii v maaltijdsalade (typicky
Nizozemsky salat), v italském téstovinovém salatu, v pestu (Belgie), v mrazené kukufici
(Svycarsko) anebo také v kouskach Servené fepy (Nizozemi)(RASFF, 2023).
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3.4 Listerioza

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

L. monocytogenes v zasadé zpusobuje dvé formy onemocnéni. Prvnim je invazivni
systémové onemocnéni zpusobené vysoce invazivnimi formami L. monocytogenes. Bakterie
obvykle infikuji takzvané sterilni Casti téla, kam se radi jatra, slezina, micha nebo krev. Po
poziti napada L. monocytogenes epitel gastrointestinalniho traktu, rozsifi se do lumenu stfeva
a pronika do krve, kudy se nasledné dostava do jater, sleziny a lymfy. Od tohoto bodu muze
L. monocytogenes putovat napii¢ nervovym systémem i pies placentarni bariéru, kde infikuje
plod matky. Cely tento kolobéh je znazornén Obrazkem ¢. 6. U zdravych dospélych jedinct
jsou hlavnimi pfiznaky prijem a horecka, u t€hotnych zpusobuje potraty, usmrceni ditéte.
U novorozencti muize zpusobit sepsi, zapal plic a meningitidu. Mezi dalsi klinické pfiznaky
patii meningoencefalitida, otrava krve (septikémie), zanét zaludku nebo také zanét tenkého
stfeva. Vzhledem k vaznosti nemoci a jejich ptiznakd je tato forma ve 30 % piipadu smrtelna.
Bylo také zjisténo, ze vice nez 90 % piipadi propuknuti invazivni listeridozy je zpusobeno
konzumaci potraviny, ktera obsahovala vice nez 2 000 kolonii tvoficich jednotek (KTJ)/g.
Zejména vysoce virulentni kmeny sérotypu 4b mivaji fatalni nasledky i pro zdravé jedince.
U citlivych osob neni infekéni davka zcela upfesnéna, pohybuje se v rozmezi od 100 do 1000
buné€k (Glaser et al., 2001; Ricci et al., 2018; Warriner & Namvar, 2009; Zhu et al., 2017).
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potravina kontaminovana listériemi
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Obrazek €. 6: Proces infekce v Zivém organismu:
(Upraveno podle: http.://web2.mendelu.cz/af 291 proiektv2/vseo/print.php ?page=2610&typ=html).

Druha forma onemocnéni, které mize L. monocytogenes zpusobit se nazyva febrilni
gastroenteritida nebo téz neinvazivni gastroenteritida. Gastroenteritida nastava u zdravych
jedinct po konzumaci vysoké davky L. monocytogenes (>8 log KTJ). Inkubaéni doba je 1-7
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dni. Po uplynuti inkubacni doby se projevuji symptomy podobné chiipce, 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 nektefi jedinci
se L. monocytogenes mohou zbavovat i nékolik tydnt (Warriner & Namvar, 2009; Zhu et al.,
2017).

Rizikovou skupinou jsou lidé s oslabenym imunitnim systémem, osoby po transplantaci
organu, lidé trpici rakovinou a 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. Muaze také dojit k tomu, Ze je potvrzena
ptitomnost L. monocytogenes ve stolici osob bez priznaki infekce. Takové osoby jsou pienaseci
(Blazkova et al., 2005; Borucki et al., 2005; Brychta et al., 2018; Chlebicz & Slizewska, 2018;
Zhu et al., 2017).

V porovnani s ostatnimi alimentarnimi onemocnénimi se listerioza vyskytuje pomérné
vzacn€. Odhaduje se, ze je zodpoveédna za 0,5-1 % vSech alimentarnich onemocnéni. Mortalita
postizenych osob je ale ve srovnani s ostatnimi vysoka. To je tedy také davod, proC se
od osmdesatych let zajem o listérie znacné zvysil a stale roste (Blazkova et al., 2005; Borucki
et al., 2005; Ricci et al., 2018).

Ricci et al. (2018) uvadi, Ze v letech 2008-2015 doslo v EU k nartstu potvrzenych
pfipadd invazivni listeriozy u lidi ve véku kolem 75 let a u Zen ve véku 25 az 44 let
(pravdépodobné to souvisi s téhotenstvim). Listeriozou v USA kazdy rok onemocni kolem
2500 osob, z nichz 500 onemocnéni podlehne (Borucki et al., 2005).

V roce 2019 bylo nahlaseno 349 piipadi listeriozy, které pochazely ze stati EU.
Nasledkem tohoto onemocnéni zemielo 31 osob. Srovname-li data s dalSim vyznamnym
alimentarnim onemocnénim salmonel6zou, tak béhem stejného obdobi ¢inil pocet nakazenych
bakteriemi rodu Salmonella 9663 osob, z nichz pouze 7 nemoci podlehlo. Mezi staty, které
nahlasily pozitivni nalezy listeriozy, patii Norsko (6 pripadi), Rakousko (6 pfipadt), Belgie
(4 pripady), Dansko (11 piipadt), Némecko (16 ptipadu), Italie (6 pripadi), Finsko (24
piipadt), Nizozemi (37 ptipadt), Svédsko (3 piipady), Velka Britanie (17 piipadd) a nejvice
ptipadd bylo nahlageno ve Spanélsku (225 piipad(l) (viz Graf &. 1). Potraviny, které byly
pric¢inou otrav, jsou nasledujici: ryby a rybi produkty, ovoce, zelenina a ovocné dzusy a nejvétsi
procento kontaminace ma maso a masné produkty (EFSA, 2019).

250 225 B Norsko
M Rakousko
200 Belgie
Dénsko
150 M Némecko
m Itdlie
100 Finsko
Nizozemi
50 37 Svédsko
1 16 24 17 Velka Britanie
6 6 4 6 3 .
0 I L Spanélsko

Nahldsené pripady listeriézy za rok 2019

Graf ¢. 1: PoCet nahlaSenych piipadu listeriozy za rok 2019 dle jednotlivych zemi (podle EFSA, 2019).
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V roce 2021 bylo v Evropé nahlaseno 2 183 potvrzenych intenzivnich pfipadd infekce
L. monocytogenes. Z téchto ptipadu bylo 923 osob hospitalizovano a 196 zemfielo. Listerioza
byla v tomto roce patou nejcasteji hla§enou zoondzou u lidi v EU. Mira oznameni v EU byla
0,49 na 100000 obyvatel. Celkova umrtnost byla vysokd, a to 13,7 %. Infekce
L. monocytogenes byly nejCastéji hlaseny ve vékové skupiné nad 64 let a zejména ve vékoveé
skupiné nad 84 let. Dvacet Ctyfi Clenskych stati Evropské unie oznamilo celkem 244 357
pozitivnich vzorkd riznych kategorii potravin , pfipravenych k piimé spotiebé™ (RTE) z faze
distribuce nebo vyroby. Pfi vyrobé€, na zakladé detek¢niho testu, byly podily jednotlivych
vzorkl pozitivnich na L. monocytogenes vyssi ve srovnani s t€émi na urovni distribuce, a to
u viech kategorii potravin RTE. Udaje o testovanych a pozitivnich produktech jsou uvedeny
v Grafu ¢. 2 (EFSA, 2022).

Pocet testovanych a pozitivnich produktia v EU za rok 2021
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Graf €. 2: Pocet testovanych a pozitivnich produkti v EU za rok 2021 (Upraveno podle EFSA, 2022).

V Ceské republice bylo v letech 2008-2018 hlaseno celkem 380 piipada listeriozy
(primérna rocni incidence 0,33/100 000 obyvatel). Nejvyssi primérny vyskyt byl zaznamenan
u déti mladSich nez jeden rok (1,85/100 000 obyvatel) a potom u osob starsich 60 let (0,95/100-
000), kde incidence byla 0,39/100 000 obyvatel. Podle pohlavi bylo v téchto letech nahlaseno
vice pripadd u osob muzského pohlavi (222 osob). Nakazenych zen bylo hlaseno 158 (incidence
0,27/100 000 obyvatel). Hospitalizovano bylo 96,3 % hlasenych ptipadd a 81 hlasenych
v souvislosti s listeriozou zemfelo (u 50 pripada byla listerioza uvedena jako pfima piicina
smrti). Sezonn€ byl nejvyssi vyskyt pripadi v obdobi Cervna az fijna a dale pak v lednu
(Spackova et al., 2021).
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Statni zdravotnicky Ustav pravideln& zvefejiiuje vybér hlagenych infekci v Ceské
republice. V Tabulce €. 2 je znazornén vybér dat k porovnani vyskytu jednotlivych infekci
a jejich vyvoj v obdobi leden—ijen od roku 2013 do roku 2022 (SZU, 2022).

Tabulka ¢&. 2: Vyskyt vybranych hlagenych infekci v Ceské republice podle (SZU, 2022).

Diagnoéza 2013 | 2014 | 2015 |2016 |2017 | 2018 | 2019 |2020 |2021 |2022
Listerioza 27 34 31 41 25 0 24 11 22 43
Salmoneloza 8623 | 11907 | 10931 | 10426 | 10037 | 9821 | 11265 | 9004 | 8959 | 6568
Shigeloza 211 83 85 46 127 114 100 70 33 81

Kampylobakterioza 15463 | 17901 | 17481 | 20914 | 20795 | 20588 | 19652 | 15454 | 14582 | 12320

Virové stfevni infekce | 6585 | 8640 | 17757 | 7659 | 8553 | 8493 | 10846 | 3809 | 3365 | 12397

3.4.1 Patogeneze a faktory virulence

L. monocytogenes je oportunitni intracelularni patogen, ktery ve své bunécné sténé
a cytoplazmatické membrané obsahuje Sirokou Skalu proteint, které mu umoziuji proniknout
do hostitelskych buné€k jiného organismu, pfezit v nich, pomnozit se a dale se v organismu S§ifit.
Tyto proteiny jsou oznaCovany jako virulentni (Blazkova et al. 2005).

Mechanismus praniku spociva v adhezi k cilové buiice a nasledné iniciaci procesu
fagocytozy (viz Obrazek €. 7). Adheze je zprostiedkovana listéria adhezivnim proteinem
(LAP), ktery se vaze na HSP60 hostitelskych bun¢k. LAP je vyznamny pro transepitelilalni
translokaci (Burkholder & Bhunia, 2010).

Listérie jsou fagocytovany makrofagy, ale i1 bunkami, které bézné nefagocytuji
(hepatocyty, epitelie, nekteré buriky CNS)(Jilich & Machala, 2008). U nefagocytujicich bunék
je endocytoza zprostiedkovana skrze receptory. Proteiny, které umoziiuji navazani na povrch
bunék a indukci fagocytdzy, jsou povrchové proteiny tzv. internaliny — internalin A (InlA, 800
aminokyselin) a internalin B (Inl B, 630 aminokyselin). Internalin A se vaze na E-kadherin, coz
vede ke shlukovani receptort a internalizaci bakterie. E-kadherin je exprimovan epitelialni
tkani vétsiny organti v misté bunécnych spoju. Hojné€ se nachazi v hematoencefalitické bariéfe
a také v bariéfe mezi placentou a plodem. To je divod, pro¢ bakterie mohou infikovat plod
a zpusobit meningitidu. Internalin B se pak vaze na receptor pro hepatocytarni rastovy faktor
(Met) a indukuje internalizaci u nefagocytujicich bunék jako jsou hepatocyty a trofoblasty
(Blazkova et al., 2005; Radoshevich & Cossart, 2018; Rogalla & Bomar, 2022). Dalsim
proteinem, ktery se podili na vstupu bakterie do buiiky je p60 (484 aminokyselin). Tento protein
je také dominantnim extracelularnim proteinem listérii a Casto se proto pouziva k jejich
diagnostice (Blazkova et al. 2005).

Po vstupu do hostitelské buiiky musi bakterie uniknout z fagozomu, ktery ji obklopuje.
K tomu je nezbytny dalsi virulentni protein zvany listeriolysin O (LLO, 529 aminokyselin),
kédovany genem hly. Jedna se o cytolyticky toxin, ktery vytvaii pory v membrané fagozomu.
Také je zodpovédny za beta-hemolytickou aktivitu (Blazkova et al. 2005; Rogalla & Bomar,
2022). Dalsimi faktory podilejicimi se na lyze vakuolarni membrany jsou dvé fosfolipazy C
(PLC), fosfatidylinositol-specifickd PLC tzv. fosfolipaza A (PlcA, 317 aminokyselin)
a Sirokospektralni PLC (PC-PLC, 264 aminokyselin) téz znaméa jako fosfolipaza B (PlcB).

20




Fosfolipaza B je vylucovana jako inaktivni proenzym o velikosti 33-kDa a do enzymaticky
aktivniho stavu (29-kDa) §t€pena pomoci metaloproteinazy Mpl (510 amikokyselin)(Mengaud
et al., 1991; Portnoy et al., 2002).

Po tUniku z fagozomu se bakterie zaCne v cytoplasmé hostitelské buriky mnozit
a vytvaret prstovité vybézky (filopodia), které interaguji se sousedni buiikou. Tyto vybézky
vznikaji polymeraci aktinu pomoci aktin polymera¢niho proteinu ActA (actin assembly protein,
639 aminokyselin). Filopodia umoznuji listériim rychle se pohybovat mezi buitkami a pronikat
do dalsich bunék. Zaroven je chrani pred prostfedim exrtracelularniho prostoru a detekci
protilatek. Po praniku donové buriky je bakterie obklopena fagozomem se dvéma
membranami. Uniku se z n&j se opét ucastni vyse zminény LLO a fosfolipazy, které s LLO
pusobi synergicky. Po rozrusSeni fagozomu dochazi k uvolnéni bakterie do cytosolu, kde se
bakterie za¢ina mnozit a vySe popsané d€je se opakuji (Blazkova et al., 2005; Jilich & Machala,
2008; Rogalla & Bomar, 2022).

VétSina gent L. monocytogenes veetn€ hly, plcA a plcB se nachazi na bakterialnim
chromosomu, v oblasti o velikosti 10 kb. Transkripce genu plcB probih4a simultanné
s transkripci genu actA, ktery koduje bakterialni povrchovy protein potiebny pro pohyb
v cytosolu hostitelské buriky. Exprese vSech gent virulence popsanych vyse je koordinované
regulovan transkripénim aktivatorem PrfA. Obecné je exprese PrfA-regulovanych genti nizka,
pokud jsou bakterie kultivované v bujonu. AvSak v pripadé pfidani aktivniho uhli do média
nebo pfi kultivaci v médiu ureném pro tkanové kultury, bylo pozorovano zvysSeni exprese
PrfA-regulovanych gent (Grindling et al., 2003).
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Obrizek ¢. 7: Cyklus L. monocytogenes (Upraveno podle: Southwick & Purich 1996).
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3.4.2 Lécba

Pred zahajenim samotné 1€Cby je potieba provést diagnostiku. Musi byt proveden ptimy
prukaz listérii, a to kultivaci z krve anebo pomoci metody polymerazové fetézové reakce
(PCR). Vzorky se odebiraji napfiklad z plodové vody, mozkomisniho moku, hlenu nebo
smolky. Lécba zavisi na zavaznosti piiznakt (Tabulka ¢. 3) (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
pii 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, coZ zpusobuje jejich bunécnou smrt. V piipadé t€hotnych musi antibiotikum projit
placentou v pfiméfené koncentraci. K l1écbé listeriozy se pouziva penicilin, ampicilin
aamoxicilin. Nekteré studie navrhuji vyuzit synergického efektu téchto antibiotik
s gentamycinem, ale vyzkumy na zvifecich modelech to spolehlivé nepotvrdily. Vzhledem
k toxicité je pouziti gentamycinu zpochybfiovano. Pokud jsou né&ktefi pacienti alergicti
na penicilin, pouziva se trimethoprim nebo sulfamethoxazol jako nahrada. Proti meningitidé
zpusobené listeriozou se intravendzné pouziva vankomycin. Dalsimi antibiotiky pouzivanymi
pii lécbe listeriozy jsou erytromycin, meropenem, linezolid a rifampicin (Janakiraman, 2008).

Tabulka €. 3: Moznosti 1¢¢by listerialnich infekci (Upraveno dle Janakiraman, 2008).

Infekce Lécba Doba
Bakteriémie
V prvni fad¢: ampicilin > 6 g/d (3), v pripad¢, z¢ je
pacient star§si 50 let nebo ma chronické 14 dni
onemocnéni, kardiovaskulami nebo respiratomni
potize pridat gentamycin
V druhé fad¢: erytromycin 4 g/d, nebo TMP/SMX 14 dni
200-320 mg/d, nebo vankomycin 1 g tfikrat denn¢
Bakteriémie v téhotenstvi V prvni fadé: ampicilin > 6 g/d (3) 7-14 dni (1)
V druhé fadé: erytromycin 4 g/d (3) 7-14 dni (1)

Akutni meningitida o
V prvni fadé: ampicilin > 6 g/d (3), v pfipadé, ze

je pacient star§i 50 let nebo ma chronické 21 dni
onemocnéni, kardiovaskulami nebo respiratomni

potize pridat gentamycin

V druh¢ fadé: TMP/SMX 200-320 mg 21 dni

Infek¢ni endokarditida
V prvni fad¢€ ampicilin > 6 g/d (3), v pfipadé¢, Ze je
pacient starS$i 50 let nebo ma chronické  6-8 tydni )
onemocnéni, kardiovaskulami nebo respiratomni
potize pridat gentamycin

V druhé¢ fad¢: vankomycin 1 g titkrat denné plus ¢ ¢ tydnii )
gentamycin 2,5 mg/kg/d

1 U t¢hotnych: pokud plod pfezije, zvazit delsi 1écbu, ») 6 tydnu pro normalni funkci chlopni, 8 pokud
jsou chlopné prostetické, 3y intravendzné; TMP/SMX, trimetoprim/sulfametoxazol
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Tabulka ¢. 3: PokraCovani.
Infekce Lécba Doba

Absces mozku

V prvni fad¢: ampicilin 14 g/d plus 4-6 tydni

gentamycin 2,5 mg/kg/d

V druhé fadé: TMP/SMX 200-320 mg 4-6 tydnu
Infekce kloubu/kosti V prvni fadé: ampicilin > 6 g/d (3), v

pripad¢, Ze je pacient starsi 50 let nebo

ma chronické onemocnéni, 2-6 tydnu

kardiovaskulami nebo respiratorni potize
pridat gentamycin

1 U téhotnych: pokud plod pfezije, zvazit delsi 1écbu, 2) 6 tydnii pro normalni funkci chlopni, 8 pokud
jsou chlopné prosteticke, 3 intravenozné; TMP/SMX, trimetoprim/sulfametoxazol

3.4.3 Prevence

Vytvofeni presnych pravidel, které by 100% zaruCily zamezeni kontaktu
s bakterii Listeria monocytogenes, je takika nemozné (Janakiraman 2008). Vzhledem k tomu,
ze ke kontaminaci muze dojit i v pribéhu zpracovani potravin, je dalezité striktni dodrzovani
hygienickych a sanitacnich postupt. U produktd s vysokym rizikem vyskytu této bakterie, by
meélo byt zavedené opatfeni, které sleduje nejen potraviny, ale i povrchy, na kterém jsou
potraviny zpracovavany. V piipadé pozitivniho nalezu by méla byt piijata rychla a ucinna
opatfeni, aby bylo zabranéno dalsi kontaminaci potravin (Mensikovara et al. 2019). Dulezité je
dodrzovani systému HACCP (Hazard Analysis and Critical Control Points = systém analyzy
rizika a stanoveni kritickych kontrolnich bodt) a pravidelnych kontrol v potravinaiskych
provozech (Sauders & Wiedmann 2007).

Snizeni rizika ndkazy je mozné fadnym omytim syrové zeleniny, odd€lovanim syrovych
potravin od uvarenych, fadna 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., 2018; Janakiraman,
2008).

3.4.4 Antibioticka rezistence

Antibioticka rezistence je schopnost organismu piezit nebo rast v pfitomnosti
antibiotika o koncentraci, ktera se pouziva v klinické praxi (WHO, 2021). Je to vlastnost bud’
pfirozena (primarni), vychazejici z obecné fyziologie dané bakterie, nebo ziskana (sekundarni).
K sekundarni rezistenci dochazi adaptaci bakterie po kontaktu s antibiotikem nebo z divodu
environmentalnich stresi (Mensikova, 2020).

ATB rezistence je povazovana za jednu z hlavnich celosvétovych hrozeb pro verejné
zdravi, bezpecnost a vyvoj potravin. Snizeni citlivosti patogennich bakterii na konvencni
antibiotika zna¢né znesnadiuje 1é¢bu, ma za nasledek navyseni iimrtnosti, prodlouzeni doby
hospitalizace ataké navysSeni nakladi na 1écbu. Za poslednich nékolik desitek let doslo
k progresi rezistence na antibiotika mezi alimentarnimi patogeny, vcetné L. monocytogenes,
ato z divodu jejich nadmérného nebo nespravného pouzivani (jak u lidi, tak i u zvifat)
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a zvySujicimu se obsahu jejich rezidui v prostfedi. Léciva, ktera se pouzivaji ve veterinarni
mediciné pochazeji ze stejnych chemickych skupin, jako Ié¢iva pouzivana v huméanni mediciné.
A pravé prenos ze zvifat na Clovéka je jednim z nejvyznamnéjSich zpasobli prenosu
rezistentnich kmenti bakterii. V mnoha zemich jsou ATB u zvifat bézné pouzivana nejen pfi
1é¢bé nemoci, ale také k prevenci a podporte rastu. V Evropé se antibiotika hojné pouZzivala jako
ptisada do krmiv od padesatych let minulého stoleti. V soucasné dobé (od r. 2006 s vyjimkami,
od r. 2013 bez vyjimek) je vSak jejich pouziti, jako dopliikovych latek, zakdzano (MenSikova,
2020; Olaimat et al., 2018; Vorlicek, 2018; WHO, 2021).

Wilson et al. (2018) uvadi, ze zejména v jiznich a zapadnich oblastech Asie se vyskytly
izolaty L. monocytogenes rezistentnich na jedno nebo vice antibiotik (bézn€ pouzivanych na
1éCbu listeriozy — B-laktamova). Projev rezistence byl spojen se zvySenym selektivnim tlakem
zpusobenym rozsahlym pouzivanim ATB jako stimulatoru ristu u hospodarskych zvitat nebo
pfi 1écbé lidi/zvitat.

Prestoze existuje mnoho zpusobu pfenosu rezistentnich kmenti mezi zvifaty a lidmi,
nejpravdépodobnéjsi je stale prenos skrze potravni fetézec. Pravé béhem procesu zpracovani
a vyroby potravin se L. monocytogenes setkava s fadou subletalnich stresovych faktord, jako
jsou faktory fyzikalni (teplo, vysoky tlak, vysychani, ozafeni), chemické (kyseliny, soli,
oxidanty, konzervanty atd.) ¢i biologické (mikrobialni antagonismus). Bakterie na stres reaguji
zmeénou fyziologického stavu a/nebo bunécného slozeni, coz jim umoziiuje udrzet si své
normalni funkce a prezit béhem zpracovani potravin. Stresové faktory mohou také vyvolat
konjugativni pfenos plazmidu nesouci geny rezistence, a to mezi patogennimi i nepatogennimi
bakteriemi (Olaimat et al., 2018).

Faezi-Ghasemi & Kazemi (2015) uvadéji, ze u izolat L. monocytogenes, pochazejicich
z potravin, které byly vystaveny stresu z pH, chladu a vysoké koncentraci soli, doslo ke zvySeni
odolnosti vici riznym antibiotikiim. Konkrétné se jednalo o koncentrace soli 6 % nebo 12 %,
snizeni pH na hodnotu 5 a/nebo snizeni teploty na 10 °C. Dalsi pokusy ukazaly, ze vystaveni
bunék L. monocytogenes, v exponencialni fazi rastu, peroxidu vodiku o koncentraci 600 ppm
a neletalnimu teplu (45 °C) vyznamné zvysSilo jejich odolnost k antibiotikim penicilinu,
ampicilinu, tetracyklinu, chloramfenikolu, gentamycinu, rifampicinu a trimethoprim-
sulfamethoxazolu.
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3.4.5 Legislativa

Vyskyt L. monocytogenes v 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 urcené k pfimé spotfebé pro kojence a potraviny urcené k pfimé
spotfebé pro zvlastni 1écebné ucely — jsou vyhovujici v pripadé, ze vSechny
zjisténé hodnoty poukazuji na nepfitomnost této bakterie a nevyhovujici, pokud
je pritomnost této bakterie urCena v kterékoli jednotce vzorku

Potraviny urené k piimé spotiebe, které podporuji rust L. monocytogenes, jiné
nez pro kojence a pro zvlastni lécebné ucely — pred tim, nez potraviny opusti
bezprostiedni kontrolu provozovatele potravinaiského podniku, ktery je vyrabi,
musi provozovatel byt schopen prokazat, ze vyrobek nepiekroci limit 100 KTJ/g
po celou dobu udrznosti — ty jsou vyhovujici, pokud jsou zjis§téné hodnoty
negativni a nevyhovujici v pfipadg, Ze je pfitomnost bakterie prokazana v jakékoli
jednotce vzorku.

Potraviny uréené k ptimé spotiebé, které nepodporuji rist L. monocytogenes, jiné
nez pro kojence a pro zvlastni lé¢ebné ucely.

L. monocytogenes v ostatnich potravinach, které jsou ur¢ené k ptimé spotiebé —
vysledky jsou vyhovujici za predpokladu, ze vSechny zji§téné 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 vyrabé&ji produkty nachylné
ke kontaminaci L. monocytogenes, musi pravidelné provadét odbéry vzorka z mist a zafizeni

pro zpracovani a zaroven musi provéfit, jestli jsou po celou dobu udrznosti potraviny tato
kritéria dodrzovana. Zaroven védecky vybor pro veterinarni opatfeni tykajici se vefejného
zdravi vydal stanovisko, které doporucuje udrzovani koncentrace L. monocytogenes
v potravinach pod 100 KTJ/g (Natizeni Komise (ES), 2005).
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Tabulka ¢&. 5: Kritéria bezpecnosti potravin (Nafizeni Komise (ES) 2005).

. . Plan odbéru Limity (2) Faze, na niz se kritérium
Kategorie potravin vzorki (1) .
vztahuje
n C m | M
1. Potraviny urcené k ptfimé spotiebé
pro kojence a potraviny urcené 10 0 nepfritomnost ve | produkty uvedené na trh béhem
k pfimé spotfebé pro zvlastni 25¢g doby udrznosti
1é¢ebné ucely (4)
. o o 5 0 100 KTJ/g (5) produ1’<ty Vuvedpne na trh béhem
2. Potraviny uréené k pfimé doby udrZnosti
spotfebé, které podporuji  rust pfed tim, neZ potraviny opusti
L. monocytogenes, jnc nez pro 5 0 nepfritomnost ve | bezprostredni kontrolu
kojence a pro zvlastni lecebné ucely 25 g (6) provozovatele potravinarského
podniku, ktery je vyrobil

3. Potraviny uréené k pfimé
spotfebe, které nepodporuji riast . .
L. monocytogenes, jiné nez pro 5 0 100 KTl/g produ1’<tyvu Vedg né na trh béhem

. e Yk g doby tudrznosti
kojence a pro zvlastni 1é¢ebné ucely
@

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

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

(3) Pouzije se nejnovejsi vydani prislusné normy.

(4) Pravidelné provadéni vySetieni podle pfislusného kritéria neni za béznych podminek uziteéné
u téchto potravin urcenych k pfimé spotfebé: — u takovych, které byly tepelné oSetfeny nebo jinak
zpracovany za ucelem ucinného odstranéni L. monocytogenes, pokud po tomto osetfeni neni mozna
opcétovna kontaminace (napf. vyrobky, které jsou tepelné osetfeny v konecném obalu), — u Cerstvé,
nekrajené a nezpracované zeleniny a ovoce, vyjma nakli¢enych semen, — u chleba, susenek a podobnych
vyrobki, — u vod, nealkoholickych napoju, piva, jable¢n¢ho vina, vina, lihovin a podobnych vyrobku
v lahvich nebo balenich, — u cukru, medu a cukrovinek, véetné vyrobki z kakaa a cokolady, — u zivych
mlza.

(5) Toto kritérium plati, pokud je vyrobce schopen ke spokojenosti pfislusného organu prokazat, ze
vyrobek neprekroci limit 100 KTJ/g po celou dobu udrznosti. Provozovatel mize pro prabéh procesu
stanovit pribézné limity, které museji byt dostatecné nizké, aby zarucily, Ze limit 100 KTJ/g nebude na
konci doby udrznosti prekrocen.

(6) Toto kritérium se vztahuje na vyrobky pred tim, neZ opusti bezprostfedni kontrolu provozovatele
potravinarského podniku, ktery je vyrabi, pokud neni schopen ke spokojenosti prislusného organu prokazat,
ze vyrobek neptekroci limit 100 K'TJ/g po celou dobu udrznosti.

(7) Vyrobky s pH < 4.4 nebo aw <0,92, vyrobky s pH < 5,0 aaw < 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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3.5 Metody izolace a identifikace

Vyskyt a Cetnost L. monocytogenes v ruznych typech vzorkd mohou byt studovany
pomoci klasickych nebo novéji vyvinutych rychlych testi. Detekce a identifikace tradi¢né
zahrnuje kultiva¢ni metody, zakladajici se na selektivnim pomnozeni a nasledném nanaseni na
tuhé selektivni média. Charakterizace pak probih4 na zakladé morfologie kolonii, schopnosti
fermentovat rizné sacharidy a na hemolytické aktivité. Kromé selektivnich médii byla vyvinuta
1 média chromogenni napf. Rapid'L.mono, BCM chromogenni médium nebo CHROMagar
Listeria test. Selektivni média obsahuji inhibi¢ni slozky (napf. rizna antibiotika, barviva,
anorganické soli a dalsi latky) nebo naopak néekteré zakladni slozky chybi, coz znevyhodiiuje
jiné nez cilové skupiny mikroorganisma. Selektivita t€chto ptd neni stoprocentni, proto je vzdy
nutno provést konfirmacni testy. Chromogenni média maji za cil odlisit kolonie cilové skupiny
mikroorganisma 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 navazany na barevny indikator, a tim
dojde ke zméné barvy dané kolonie cilového mikroorganismu. Konfirmacni testy u téchto médii
nejsou nutné. Tyto metody jsou Casoveé narocné, a proto nejsou vhodné pro kontrolu potravin
s kratkou zivotnosti ¢i klinickou diagnézu. Kultivace trva pfiblizné 5-8 dni (Blazkova et al.,
2005; Dortet et al., 2019; O.K. Servis Biopro, 2021; Perry & Freydiere, 2007; Redakce Choice,
2019).

Dlouha doba kultivace byla didvodem 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,
imunochromatografické metody na membrané anebo imunochemické biosenzory
tzv. imunosenzory. Molekularné-genetické metody jsou zaloZzené na analyze DNA. Mezi
nejvyznamnéj§i se fadi DNA hybridizace a metoda PCR. Tyto metody jsou vysoce citlivé,
pokud se pouzivaji Cisté bakterialni kultury, ale pfi pouziti ve slozit€jSich matricich (napf.
v nékterych potravinach) se citlivost vyrazné snizuje. To je divod, pro¢ je ¢asto nezbytné
mikroorganismy pred vlastni analyzou separovat. Lze pfi tom pouzit metody fyzikalné-
chemické (filtrace, extrakce) ¢i metody bioafinitni (imunochemické)(Blazkova et al., 2005;
Dortet et al., 2019).

3.5.1 MALDI-TOF MS

Hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za u€asti matrice s praletovym
analyzatorem (MALDI-TOF MS) patii mezi relativné nové technologie. Od svého vniku tento
pfistroj pisobi revoluci nejen v metodach identifikace mikroorganismu (analyza ribozomalnich
proteint) v klinickych mikrobiologickych laboratofich, ale také pii analyze nukleovych kyselin
¢i farmaceutickych analyzach. Divodem je, Ze se jedna o rychly, vysoce vykonny, levny
a uCinny systém. Mezi hlavni vyhody MALDI-TOF MS patfi tedy primarné uspora casu,
protoze identifikace bakterii miZze byt provedena za méné nez hodinu, misto 24 nebo 48 hodin.
Tato doba je kritickou pro pacienty se zakladnim autoimunitnim onemocnénim nebo pro
imunokompromitované jedince (Hou et al., 2019; Li et al., 2022; Ying, 2022).
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Metoda je zalozena na rozdéleni nabitych Castic podle jejich molekulovych hmotnosti
v elektrickém/magnetickém poli. MALDI-TOF je Setrnou ioniza¢ni technikou, pfi které
dochazi k tvorbé iont bez fragmentace molekul. Ionizace vzorku probiha ptisobenim matrice
(napf. a-kyano-4-hydroxyskoficova kyselina, kyselina hoi¢icna nebo kyselina 2,5-
dihydroxybenzoova), ktera zajistuje kontakt laseru s analyzovanou molekulou tak, aby nebyla
biomolekula atakovana pfimo a Stépena tak nezadoucim zpusobem. Matrice také zaroven
absorbuje energii dodanou laserovym paprskem. Excitované molekuly matrice nasledné
ionizuji vzorek pfenosem protonu za vzniku pseudomolekulového iontu [A+H]+ . Ionty jsou
pak urychleny silnym elektrickym polem a vstupuji do vakua v trubici detektoru (hmotnostni
analyzator doby letu), kde se pohybuji rychlosti umérnou jejich hmotnosti a naboji. Hmotnostni
analyzator méfi Cas, ktery je potieba k tomu, aby kazdy iont doséhl detektoru. Zaznamenava
také Cas praletu (TOF). Ziskané hodnoty se prevadi na pomér molekulové hmotnosti a naboje
(m/z). Hmotnostni spektra, ktera se analyzou ziskaji, jsou velmi specificka (jako otisk prstu —
tzv. fingerprint) pro kazdy testovany mikroorganismus. Na identifikaci mikroorganismu se
ziskané proteinové profily porovnavaji s referencnimi spektry v databazi kontrolnich kmenda.
Samotna analyza vzorku probih4 na pfistroji hmotnostnim spektrometru MALDI-TOF, jehoz
schéma a princip je uveden na Obrazku ¢. 8 (Hou et al., 2019; Li et al., 2022; Ying, 2022).

|

Detektor

| m/z

Oddéleni: Cas letu (TOF)
Oblast volného driftu

|
/ Pulzni UV laser

Elektrostatické pole

| (Zrychleni) |

Ionizace I

Obriazek ¢.8: Princip metody MALDI-TOF MS (Upraveno podle: Li et al., 2022).
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3.5.2 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Metodu polymerazové fetézové reakce vyvinul v Kalifornii v roce 1983 americky
chemik Kary Mullis a o deset let pozdéji za ni obdrzel Nobelovu cenu. Tato metoda napodobuje
pfirozeny proces replikace DNA v in-vitro podminkach a umoziiuje zmnozeni cilového tseku
DNA. Zatimco v zivych buiikach je replikace velmi slozity proces, ktery vyzaduje i¢ast mnoha
enzymu, PCR vyuziva pouze zakladni komponenty tohoto komplexniho aparatu. Metoda je
zaloZena na stfidani riznych teplot ve tfech zakladnich krocich viz Obrazek ¢. 9 (Blazkova et
al., 2005; McPherson & Moller, 2000). Aby mohl byt pozadovany usek DNA amplifikovan,
musi byt vymezen tvz. primery. Primery jsou oligonukleotidy, které jsou komplementarni se
sekvencemi na zacatku a na konci cilového useku templatu. Pfi PCR lze amplifikovat
simultanné vice cilovych gend najednou. Takova PCR je oznaCovana jako multiplex PCR
(Werner, 2016).
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Obrizek €. 9: Princip PCR (Upraveno dle:
https://en.wikipedia.org/wiki/Polymerase_chain_reaction#/media/File:Polymerase_chain_reaction-en.svg).

V prvnim kroku, ktery se nazyva denaturace, dochazi vlivem teploty o 94-95 °C
k rozvolnéni templatové DNA a vzniku jedno-vlakennych fetézct. Nasledné se teplota snizi,
aby se primery mohly sparovat se svymi komplementarnimi sekvencemi na templatovych
vlaknech. Tato faze se nazyva hybridizace (annealing) a probiha pfi teplotach 45-65 °C. Pfesna
teplota pak zavisi na konkrétnim primeru. V poslednim kroku, zvaném elongace nebo téz
extenze, dochazi k vlastni syntéze nového vlakna. Syntéza je zprostitedkovana enzymem DNA
polymerazou a d¢je se tak obvykle pfi teploté 68-72 °C. Presna teplota pak zavisi na druhu
pouzité polymerazy. V soucasné dobé se pro PCR pouzivaji tzv. Taqg DNA polymerazy, coz
jsou termostabilni polymerazy z hypertermofilni bakterie Thermus aquaticus. Na rozdil od
béznych polymeraz, je Taq DNA polymeraza odolna vuci vysokym teplotam a zistava aktivni
1 po opakované denaturaci. Aby bylo dosazeno dostate¢ného mnozstvi kopii, je nutno cely déj
opakovat v nékolika cyklech, obvykle 30-40. Ktomu slouzi pfistroj zvany termocycler
(obrazek ¢. 10), ktery umoziuje rychle meénit teplotu a zaroven ji udrzovat po predem
stanovenou dobu. Pocet fetézclii cilové sekvence se v kazdém cyklu PCR dvojnasobi. To
znamena, ze pii 100% ucinnosti by kazdy templat pfitomny na zacatku reakce dal vzniknout
10 novym fetézcim po pouhych 20 cyklech. Touto metodou lze tedy amplifikovat a detekovat
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i velmi nizky pocet molekul pfitomnych ve vzorku na takika neomezeni mnozstvi (Blazkova et
al., 2005; McPherson & Mpgller, 2000).

PCR produkty pak byvaji nejcastéji detekovany pomoci elektroforézy na agar6zovém
gelu s vhodnym fluorescenénim barvivem. Po separaci je elektroforeogram vizualizovatelny
UV svétlem (Blazkova et al., 2005).

[ 55 ) (P )

-

- i
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Obriazek €. 10: Termocykler (Zdroj: https://www.bio-rad.com/featured/en/thermocycler.html).

3.5.3 Sangerovo sekvenovani

Sekvenovani slouzi kurCeni pofadi nukleotidi v molekule DNA. Za ucelem
sekvenovani DNA bylo vyvinuto pomémeé velké mnozstvi raznych metod a technik. Tyto
pouzivané moderni technologie mizeme rozdélit na tradicni metody a metody tzv. nové
generace (1.-4.). Metody ,,nové* generace vyuzivaji principu paralelizace procesu sekvenovani.
To znamena, ze dochazi k sekvenovani tisich az milioni sekvenci najednou. Vysledkem je
masivni produkce vystupnich dat. NejCastéji pouzivanymi platformami sekvenovani nové
generace jsou napt. 454, Ion Torrent, Illumina nebo SOLiD (Kolisko, 2017; Koubkova et al.,
2014).

Vétsina technik sekvenovani DNA se zakladd na metodach, které zjistuji poradi
postupné pridavanych nukleotidovych bazi pii syntéze nového fetézce DNA, ktery vznika podle
stavajici predlohy (templatu). V roce 1977 objevil Frederick Sanger metodu, kterd umoznila
Cteni velmi dlouhych fetézct a to az 1000 bazi na jednu sekvenacni reakci. Tato, po ném
pojmenovanad metoda, mu zajistila druhou Nobelovu cenu. Principem Sangerova sekvenovani
je opakovana syntéza nového fetézce DNA podle stejného templatu. Pii kazdém opakovani ale
dochazi k preruSeni syntézy nového retézce tim, ze se do néj nahodné priradi modifikovana
nukleotidova baze (dideoxynukleotid), ktera nedovoli DNA polymeraze pokracovat v syntéze
nove vznikajiciho vlakna. Specifické je to, ze kazda modifikovana baze (ktera ukonci postupné
fetézeni) navic nese prislusnou fluorescenéni barvu, podle které se pozna, o jakou bazi se jedna.
Néahodnym prerusovanim syntézy nové vznikajiciho komplementarniho fetézce DNA (podle
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templatu) vznikaji molekuly, které jsou rizn€ dlouhé. Pti dostate¢ném opakovani vznikne smés
molekul obsahujici razné dlouhé fetézce (10, 11, 12, 13, 14 az 1000 bazi). Na konci kazdého
fetézce se nachazi fluorescenéné oznaceny dideoxynukleotid, ktery podle barvy ur¢i, o jaky
nukleotid jde. Nasledné se na zakladé velikosti molekuly DNA sefadi od nejkratsi po nejdelsi
a diky jejich odli§nému fluorescen¢nimu znaceni se precte vysledna sekvence, tedy poradi bazi
(Obrazek €. 11)(Kolisko, 2017).

K hlavnim vyhodam Sangerova sekvenovani se fadi znacna délka ¢tenych usekit DNA
a nizka chybovost. Nevyhodou je, ze v ramci celého procesu dochazi k sekvenovani pouze
jednoho useku DNA (na rozdil od metod dalSich generaci). Dalsi nevyhodou je pomérmé vysoka
cena a nizka rychlost, coz je nepiijemné pii potiebé sekvenace celého genomu, €i pfi testovani
genu velkého poctu riznych organisma (Kolisko, 2017).
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Obrizek ¢. 11: Syntéza DNA za piitomnosti ddNTP a vysledny sekvenogram
(Zdroj: https://labguide.cz/metody/sekvenovani-dna/klasicke-metody-sekvenovani/).

3.5.4 Typizace L. monocytogenes

U jednotlivych kment L. monocytogenes byly zjistény velké rozdily ve virulenci.
Nekteré jsou vysoce virulentni a nékdy az smrtelné, zatimco jiné jsou malo virulentni az
avirulentni, a jejich vliv na hostitele je nizky. Proto byly vyvinuty rizné metody, které
napomahaji blize diferenciovat jednotlivé kmeny, a 1épe porozumét distribuci a epidemiologii
L. monocytogenes (Wu et al., 2016). V zasad¢ existuji dva rizné piistupy k typizaci. Ty jsou
zalozené bud’ na fenotypovych ¢i genotypovych charakteristikach. Typizacni a identifikacni
metody zalozené na fenotypu zahrnuji napt. sérotypizaci, fagovou typizaci, multilokusovou
enzymovou elektroforézu (Multilocus enzyme electrophoresis = MLEE) ¢i esterazovou
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typizaci. Hlavnim nedostatkem fenotypovych metod je, ze nékteré vlastnosti se mohou lisit
v reakci na vnéjsi stres nebo v zavislosti na fazi ristu bakterii. Zakladni clenéni kment
L. monocytogenes je zalozeno na sérotypizaci, tj. detekci povrchovych antigenti. Na somatické
(O =1-XV) a flagelarni H (bi¢ikové, H= A-D). Na povrchu se tvoii rizné typy protilatek, a na
zaklade jejich kombinace u daného kmene se L. monocytogenes déli do 13 skupin tzv. sérotypu
(=sérovart) viz Tabulka ¢. 6. Brychta et al (2018) uvadi nasledujici Cetnost vyskytu
jednotlivych sérovara v klinickych vzorcich 1/2a (15-25 %), 1/2b (10-35 %), 1/2¢ (04 %), 3
(1-2 %), 4b (37-64 %) a 4a, 4c, 4d, 4e (0-6 %). Sérotypizace se tradicné€ provadi pomoci
specifickych komercné vyrabénych zvirecich sér na mikroskopickém podloznim sklicku.
Pozitivni vysledek se projevi vznikem aglutinatu. Sérotypy je také mozné urcit metodou
polymerazové fetézové reakce (PCR). Na zakladé genetickych markert 1ze kmeny rozdélit na
nékolik rodovych linii a fylogenetickych skupin, v zavislosti na konkrétnich pouzitych
markerech (Bednaf et al., 1996; Doumith & Buchrieser et al., 2004; Chen et al., 2019; Liith et
al., 2018). Na zakladé studie Doumith et al. (2004) se L. monocytogenes déli do tech linii a péti
fylogenetickych skupin: 1.1 (sérotypy 1/2a, 3a), 1.2 (sérotypy 1/2c, 3c¢), I1.1 (sérotypy 4b, 4d,
4e), I1.2 (sérotypy 1/2b, 3b, 7) a III (4a, 4ab, 4c). Metoda PCR je rychlou a praktickou metodou
klasické sérotypizace.

Sérotypizace ale nema dostacujici diskriminacni schopnost pro spolehlivé odliSeni
jednotlivych kmenud. K detailn€j§imu rozliSeni v ramci jednotlivych sérotypll se pouZzivaji
genotypové metody. Prvnim typem jsou techniky zalozené za zkoumani odli$nosti délky
fragmentt DNA, vzniklych bud’ st€penim restrikénimi enzymy ¢i amplifikaci se specifickymi
primery. Tyto metody pokryvaji variabilitu celého genomu, jsou proto velice citlivé. Hojné
vyuzivana je pulzni gelova elektroforéza (PFGE). Mezi metody zalozené na PCR pak patfi napft.
metody: nahodna amplifikace polymorfni DNA (RAPD) nebo REP (repetitive sequence based)
PCR. Dalsim typem jsou metody zkoumajici polymorfismus nukleotidovych sekvenci, mezi
néz patii multilokusova sekvencni typizace (Multilocus sequence typing = MLST), DNA
microarray nebo sekvenovani celého genomu. Sekvenovani celych bakterialnich genomu
poskytuje nejdetailngjsi informace o daném organismu, nicméng je finan¢né naro¢né a nelze jej
aplikovat do rutinni praxe (Chen et al., 2019; Liith et al., 2018).

Tabulka ¢. 6: Somatické a flagelarni antigeny pritomné u jednotlivych sérotypu L. monocytogenes
(upraveno podle Lous et al., 2011).

Sérotyp Somatické (O) antigeny Flagelarni (H) antigeny
1/2a L IL, I A, B
1/2b L IL, I A,B,C
1/2¢ L IL, I B,D

3a 11, 111, TV, (XID), (XIII) A, B
3b 11, 111, TV, (XII), (XIII) A,B,C
3c 11, 111, TV, (XII), (XIII) B,D
4a 101, (V), VII, IX A,B,C
4ab II0L, V, VI, VII, IX, X A,B,C
4b I, v, VI A,B,C
4c I, vV, VII A,B,C
4d 111, (V), VI, VIII A,B,C
4e 1V, VI, (VII), X A,B,C
7 11, XTI, XTIT A,B,C

M
-

Poznamky: Faktory v zavorce nebyly vzdy detekovany: faktor II je termolabilni
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Pro rychlé a mezilaboratorni porovnani kmenu se jako nejvice vhodnou jevi vyse
zminéna metoda MLST. Ta je zaloZena na detekci jedno-nukleotidového polymorfismu
sedmi provoznich tzv. housekeeping gent. Vysledky jsou porovnatelné s databazi
poskytovanou Pasteurovym tstavem a na jejich zaklade se ustanovuje tzv. sekvencni typ
a klonalni komplexy. Epidemiologicka data kombinovana s vysledky genetického
sekvenovani a zvifecich modelt (> 6 000 izolat) poukazuji na to, ze téméf 80 % vSech
izolatt spada do 12 raznych klonalnich komplexti (KK). Ackoliv je listeridza nemoc
alimentarniho pavodu, klonalni komplexy byly pojmenovany jako ,.souvisejici s infekci,
,,souvisejici s potravinami nebo ,,intermediarni. Toto oznaCeni zavisi na pomeéru Cetnosti
vyskytu izolatd daného komplexu v ur¢itém typu vzorkt. Jsou-li kmeny nalezici danému
KK nejcastgji izolovany z klinickych vzorkd, 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 vzork jen zfidka. Pokud se vSak v klinickych vzorcich vyskytnou,
byvaji izolovany z krve. Na zakladé pokust s mySmi byla prokazana nizsi invazivita u KK
,pojicich se s potravinami,” nez u ,,pojicich se s infekci.“ Nicméné navzdory pozorovani
variability jejich virulence, skoro kazdy kmen L. monocytogenes ma schopnost vyvolat
onemocnéni (Chen et al., 2019; Moura et al., 2016; Ricci et al., 2018; odkaz na Pasteurtiv
institut: https://bigsdb.pasteur.fr/listeria/).
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4 Metodika

Prakticka cast diplomové prace navazuje na praktickou Cast bakalarské prace, kde byla
studovana kontaminace L. monocytogenes u vzorki bézné dostupnych potravin. Testovany byly
vzorky masnych, mléénych a rybich vyrobkd a lahidek, dle CSN EN ISO 11290-1/2017.
V praktické casti diplomové prace byly jednotlivé izolaty detailné charakterizovany.

4.1 Material

Analyze bylo podrobeno celkem 51 vzorkli potravin. Seznam testovanych vzorki
je uveden v nasleduyjici Tabulce ¢. 7. Rozbor vSech téchto vzorka byl proveden v ramci data

pouzitelnosti ¢i data minimalni trvanlivosti.

Tabulka €. 7: Seznam vzorku testovanych potravin.

Konkrétni vzorek potraviny

Masné vyrobky Lahudky Miéko a mlééné vyrobky
Laborecka klobdsa Salat Palivec Kozi syr-stankovy prodej
Bravcova sunka (Slovensko) | Bukovanek syrovy Syrové nité¢—stankovy prodej

Malokarpatska salama

Salat rybi s majonézou

100% Ovc¢ia bryndza - nepasterizovana

Sunka nejvyssi jakosti Salat holandsky Syr Brie 60 %

Debrecinska pecené Chlebicek salam Syr taveny uzeny

Slanina anglickd extra Chlebicek Sunka Niva

Saldm vysocina Salat 4la KRAB s jogurtem Taveny syr

Utopenec Bramborovy salat Cerstvy syr piirodni

Cabajka Hermelinovy salat Syr Balkanského typu

Vesnicka klobasa nepaliva Pochoutkovy salat Hermelin

Anglicky rostbif Camping salat Romadur

Tataracek Chlebicek hermelinovy Cerstvé kravské mléko

Lahudkova pastika Chlebicek s rostbifem Buvoli mléko-vzorek ¢. 1-6
Debrecinsky chlebicek Ryby a rybi vyrobky
Kemping salit s majonézou Zavinac¢

Salamova pomazanka

Pstruh lososovity, uzeny-platky-uzeny studenym

kourem

Papricky plnéné syrem v oleji

Rybi salat
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4.2 Mikrobiologicky rozbor a izolace Cistych kultur

Listérie byly ve vzorcich stanoveny podle CSN EN ISO 11290-1/2017 viz Obrazek
¢. 12. K primarnimu pomnozeni bylo pouzito tekuté médium se snizenou koncentraci
selektivnich latek Half-Fraser bujon (Oxoid) (=polovic¢ni bujon podle Frasera). Jednotlivé
vzorky byly dikladné homogenizovany a nasledné bylo asepticky odebrano 25 ml u tekutych
nebo 25 g u pevnych vzorkl a toto mnozstvi bylo prevedeno do 225 ml média pro primarni
pomnozeni. Vzorky byly inkubovéany 24 hod pii 30 °C.

Po uplynuti doby kultivace byl 0,1 ml asepticky rozetfeno mikrobiologickou kli¢ckou na
plotny obsahujici chromogenni Listeria agar (ALOA, Oxoid). Déle byl odebran 0,1 ml kultury
z primarniho pomnozeni a pfeveden do vialek obsahujici 10 ml bujénu podle Frasera (Oxoid)
urceného pro sekundarni pomnozeni. Nasledné byly plotny 1 vialky kultivovany pii 37 °C.

Po uplynuti doby kultivace probéhl asepticky roztér na ALOA agar (0,1 ml kultury) ze
sekundarniho pomnozeni (Fraser bujon) a také byl hodnocen narast charakteristickych kolonii
L. monocytogenes z primarniho pomnozeni. Charakteristické kolonie jsou na ALOA agaru
kruhového pravidelného tvaru. Jsou hladké, modrozelené a obklopené mlécné zabarvenou
zonou precipitace. Nasledné byly asepticky odebrany cCisté kmeny a prevedeny do bujonu
z mozko-srdcové infuze (brain-heart infusion, BHI, Oxoid). Kultivace (kultur v BHI a plotny
ze sekundarniho pomnozeni) probihala po dobu 24 hodin pii 37 °C. Nasledné byla
mikroskopicky ovéfena morfologie a Cistota kultur. Dale probéhla kontrola ploten ze
sekundarniho pomnozeni a stejny proces odebrani izolat charakteristickych kolonii.

wvzorek (23 g nebo 23 ml)

primarni pomnoZovaci médinm { half-Fraser broth)
(225 g nebo 225 ml)
inkubace 24 = 1 hpfi 30°C

/\

0.1 ml kuttury do 10 mil
selundamiho pomnoZovaciho
média (Fraser broth)

!

inkubace 24+ 1h

-----

-----

kontrola ploten a poté dalsi kultivace 24 = 1 h pii 37°C

l

potvizeni I monocyiogenes

Obrizek ¢. 12: Diagram prab¢éhu kultivace.
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4.3 Identifikace a konfirmace

Prislusnost izolatd k druhu L. monocytogenes byla ovéfena pomoci CAMP testu,
MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie a molekularné genetickych metod (PCR s druhové
specifickymi primery a Sangerovo sekvenovani 16S rDNA).

4.3.1 CAMP test

CSN EN ISO 11290-1/2017 udava n&kolik typa konfirmaénich testd pro ovéfeni druhu
kultur presumptivnich L. monocytogenes izolovanych z potravin. Jednou z téchto metod je tzv.
CAMP test. Dle stejné normy byl na tento test byl pouzit krevni agar (Columbia Agar Base).
Agar byl vysterilovan v autoklavu a vytemperovan ve vodni lazni na teplotu 50 °C. Nasledné
bylo asepticky pfidano 5 % defibrinované ovéi krve (Oxoid). Médium bylo dukladné
promichano a po 10 ml rozdavkovano do Petriho misek. Po zatuhnuti byly na agarové plotny
asepticky rozetfeny mikrobiologicku klickou kultury bakterii Rhodococcus equi
(nehemoliticky), Staphylococcus aureus (hemolyticky) a kultury presumptivnich
L. monocytogenes viz Obrazek ¢. 13. Podle druhu listérie doslo u izolovanych kultur bud
k zesileni hemolytické aktivity v blizkosti jednoho z indikatorovych kment nebo k zadné
hemolytické aktivité. VSechny izolaty byly dale identifikovany pomoci MALDI-TOF MS
a molekularné genetickych metod.

L. monocytogenes

p——

R

L. ivanovii

L. innocua

S

R

Obrizek ¢. 13: CAMP Test — Roztér jednotlivych kmenii na misce.
S — Staphylococcus aureus

R — Rhodococcus equi

1,2,3 —Presumptivni L. monocytogenes
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4.3.2 MALDI-TOF MS

Z cistych Cerstve narostlych kultur byl odebran 1 ml a asepticky preveden do sterilnich
mikrocentrifugacnich zkumavek (Eppendorf). Kultura byla odstfedéna po dobu 2,5 minut pfi
14,5 tis otaCek za minutu. Nasledné byl odstranén supernatant a k peletu bylo pfidano 0,5 ml
70% etanolu. Pomoci pipety byl pelet ve zkumavce resuspendovan a nasledné znovu pfi
stejnych podminkach odstfedén. Po odstranéni supernatantu byl pelet ponechan pii pokojové
teplot¢ nékolik minut vyschnout. K peletu byla pfidana 70% kyselina mravenci (Fluka)
v mnozstvi 10-15 pl, v zavislosti na mnozstvi peletu, a suspenze byla fadné homogenizovana
na vortexu. Nasledné byl pfidan 100% acetonitril (Fluka) ve stejném mnozstvi jako k. mravenci
a obsah opét dikladné homogenizovan. Po centrifugaci 2,5 min/14,5 tis ot/min byl 1 ul kazdého
supernatantu (ve dvou opakovanich) nanesen na Ccistou MPT 384 MALDI desticku
a bezprosttedné po zaschnuti prekryt 1 ul HCCA matrici (nasyceny roztok kyseliny a-kyano-
4-hydroxycinnamové v 50 % acetonitrilu s 2,5 % kyselinou trifluoroctovou, BrukerDaltonik
GmbH). Takto pfipravena destiCka byla vlozena do hmotnostniho spektrometru MALDI-TOF
MS. Spektra byla méfena automaticky pomoci softwaru FlexControl. Identifikace byla
provedena na zakladé porovnani hmotnostnich spekter (viz Tabulka €. 8) s referencnimi kmeny,
uvedenymi v databazi pomoci softwaru BioTyper verze 2.0 (BrukerDaltonik GmbH).

Tabulka ¢. 8: Spolehlivost identifikace na zakladé vysledného skore.

Skupina | Skore Identifikace
112,300 - 3,000 | Vysoce pravdépodobna identifikace druhu
212,000 - 2,299 | Bezpecéna identifikace rodu, pravdépodobna identifikace druhu

311,700 - 1,999 Pravdéiodobné 1dentifikace rodu

4.3.3 Identifikace pomoci molekulirné biologickych metod

4.3.3.1 PCR s druhové specifickymi primery

4.3.3.1.1 Priprava bunécného lyzatu pro PCR

Jeden ml Cerstvé narostlé kultury byl pfeveden do 1,5ml mikrocentrifugacni zkumavky
(=mikrozkumavky) (Eppendorf) a odstfedén pti 14 500 ot/min po dobu 2 min. Nasledné byl
odstranén supernatant a k peletu bylo ptidano 100 ul lyzaéniho pufru (PrepMan™ Ultra Sample
Preparation Reagent). Po dukladné homogenizaci byla suspenze zahfivana v termobloku pfi
100 °C po dobu 10 min. Po uplynuti doby byly vzorky ponechany nékolik minut pfi pokojové
teploté zchladnout a odstfedény pfi 14 500 ot/min po dobu 2 min. Osmdesat pl supernatantu
bylo pfevedeno do nové sterilni mikrozumavky a takto pfipraveny lyzat pouzit pro dalsi
analyzy.

4.3.3.1.2 Priprava reakcni smési

Veskeré PCR reakce probihaly o celkovém objemu reak¢ni smési 25 pl. Reakéni smés
obsahovala 12,5 pl DreamTaq Green Master Mixu (Thermo Fisher Scientific), dale 8,5 ul PCR
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vody (Thermo Fisher Scientific), 1 pl forward primeru (10 uM), 1 pl reverzniho primeru a 2 pl
bunécného lyzatu. K identifikaci druhu bakterii rodu Listeria byly zvoleny primery specifické
pro druh L. monocytogenes: LLS5 a LL6 (Das et al. 2010), a pro druh pro L. innocua: 1lin0464F
a 1lin0464R (Liu et al. 2003b). Sekvence primert a velikost ocekavanych PCR produktt jsou
uvedeny v Tabulce €. 9.

Tabulka ¢. 9: Piehled pouzitych primera pro druhovou identifikaci.

Nizey Velikost
. Druh Sekvence primeru 5°- 3° produktu | Citace
primeru
(bp)
LL5 L AACCTATCCAGGTGCTC (Das et al
monocytogenes 267 ’
LL6 CTGTAAGCCATTTCGTC 2010)
1in0464F L. innocua CGCATTTATCGCCAAAACTC 4o (Liu et al.
Lin0464R TCGTGACATAGACGCGATTG 2003b)

Pfipravena reak¢ni smés byla zvortexovana a vzorky umistény do termocykelru C 1000
Touch (BioRad). Pro oba sety primert byl pouzit shodny teplotni program uvedeny v Tabulce
¢. 10.

Tabulka €. 10: Podminky PCR (Das et al. 2010).

Faze Teplota (°C) Cas Pocet cykla
Pocate¢ni denaturace 95 3 min
Denaturace 94 45s
Annealing 55 45s 30
Extenze 72 45s
Zavere€na extenze 72 5 min

4.3.3.1.3 Detekce PCR produktu

DNA fragmenty vzniklé PCR reakci byly detekovany pomoci elektroforézy v 1%
agarozovém gelu. Gel byl piipraven nasledovné: do 100 ml 0,75 x TAE pufru (40mM
tris(hydroxymethyl)aminomethan, 20mM octova kyselina, ImM EDTA; Fermentas) byl pfidan
1 g agardézy (SERVA). Vznikla smés byla za obCasného michani rozpusténa v mikrovinné
troub€ (cca 3 min) a po mirném zchlazeni do ni bylo pfidano 5 pl vizualiza¢niho ¢inidla Gel
red (Biotinum). Nasledné byla pfipravend smeés nalita do tvoritka s dvéma hiebinky pro
vytvoreni jamek. Po zatuhnuti, byl gel umistén do elektroforetické vany a do vzniklych jamek
pipetovany vzorky po 5 pl. Jako velikostni standard byl pouzit GeneRuler 1kb Plus DNA
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Ladder (Thermo Fisher Scientific), ktery byl nanesen v objemu 5 ul do prvni jamky v kazdém
radku viz obrazek ¢. 14.

Obrizek ¢. 14: Elektroforeticka vana s gelem a nanesenymi vzorky.

Separace probihala v elektroforetickém pufru (0,75 x TAE, Fermentas) za stalého napéti
110 V po dobu 35 min. Po uplynuti doby byl gel prenesen do transiluminatoru (Biorad Universe
Hood IT Gel Doc System). PCR produkty byly vizualizovany pomoci UV svétla, upraveny
v programu Quantity One (BIORAD) a byly pofizeny digitalni snimky.

4.3.3.2 Identifikace sekvenovanim genu pro 16S rRNA

Kmeny, které nebylo mozné identifikovat pomoci metody MALDI-TOF MS a druhové
specifické PCR, byly identifikovany sekvenovanim genu pro 16S rRNA. Pro ovéfeni specifity
primert byly také sekvenovany vybrané izolaty, u nichz probéhla tispésné identifikace pomoci
PCR. Pro amplifikaci 16S rDNA byl pouzit stejny butie¢ny lyzat jako v kapitole 4.3.3.1.1.

4.3.3.2.1 Amplifikace genu pro 16S rRNA

Objem a slozeni reakéni smési byly shodné jako v kapitole 4.3.3.1.2. Pro amplifikaci
genu 16S rRNA byly pouzity primery fD1 (5 AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG 3’) arP2
(5 ACG GCT ACC TTG TTA CGA CTT 3’), které byly navrzeny ve studii Weisburg et al.
(1991) s ocekavanou velikosti PCR produktu okolo 1000 paria bazi (pb). Podminky amplifikace

jsou znazornény v nasledujici Tabulce ¢. 11. PCR produkty byly vizualizovany shodné jako
v kapitole 4.3.3.1.3.
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Tabulka €. 11: Podminky PCR pro 16S rRNA (Somer & Kashi, 2003).

Faze Teplota (°C) Cas Pocet cykla
Pocatecni denaturace 92 5 min
Denaturace 92 I min
Annealing 52,5 90 s 35
Extenze 72 2 min
ZavéreCna extenze 72 5 min

4.3.3.2.2 Purifikace PCR produktu

PCR produkty byly precistény pomoci kitu E.Z.N.A. Cycle Pure kit (OMEGA bio-tek)
dle navodu vyrobce. K20 ul PCR produktu bylo napipetovano 100 pl CP pufru a jemné
promichano pipetou. Cely objem byl preveden do HiBind DNA kolonky, umisténé ve sbérné
mikrozkumavce. Nasledné byly vzorky odstiedény pii 14,5 tis ot/min po dobu 60 sekund
a filtrat odstranén ze sbérych zkumavek. Do kolonky bylo pfidano 700 pl promyvaciho pufru,
vzorky byly opét odstfedény pii 14,5 tis ot/min po dobu 60 sekund a filtrat odstranén. Tento
krok byl opakovan dvakrat. Proces promyvani byl zakonen 2minutovou centrifugaci pfi
maximalnich otackach, aby byl odstranén zbytkovy ethanol. Kolonka byla pak pfenesena do
nové 1,5ul mikrocentrifugacni zkumavky a do jejiho stfedu bylo napipetovano 30 ul elu¢niho
pufru. Nasledovala inkubace pii pokojové teploté po dobu 2 minut a odstfedéni pii 14,5 tis
ot/min po dobu 60 sekund. Takto precistény PCR produkt byl pouzit na sekvenaci.

4.3.3.3 Sangerovo sekvenovani

Pét ul precisténého PCR produktu bylo smichano s 5 pl fD1 primeru (SuM). Vlastni
sekvenovani bylo uskutecnéno Sangerovou metodou servisem GACT spole¢nosti Eurofins
Genomics. Ziskana data byla zpracovavana v programu Chromas Lite a nasledné porovnana
programem BLAST se sekvencemi, které jsou publikovany v databazi nukleotidi GenBank
(National Center for Biotechnology Information, NCBI).

4.4 Charakterizace Listeria monocytogenes

44.1 REP-PCR

Pro studium podobnosti kment, identifikovanych jako L. monocytogenes, na urovni
celého genomu byla pouzita metoda REP-PCR s primerem (GTG)s (Versalovic et al., 1994).
Na tuto metodu byla pouzita DNA extrahovana, jak je uvedeno v kapitole 4.3.3.1.1. Celkovy
objem reakéni smési €inil 25 pl a obsahoval: 12,5 pl DreamTaq Green Master Mixu (Thermo
Fisher Scientific), 9,5 ul PCR vody (Thermo Fisher Scientific), 1 pl primeru (10 uM) a 2 ul
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DNA. Amplifikace probihala v termocykleru C1000 (BioRad) za podminek uvedenych
v nasledujici Tabulce €. 12.

Tabulka ¢. 12: REP-PCR program (Versalovic et al., 1994).

Faze Teplota (°C) Cas Pocet cyklu
Pocatecni denaturace 95 7 min
Denaturace 90 1,5 min
Hybridizace 40 I min 30
Extenze 65 8 min
ZavéreCna extenze 65 16 min

PCR produkty byly separovany v 1,5% agar6zovém gelu, pfipraveném jak je uvedeno
v kapitole 4.3.3.1.3, pti konstantnim napéti 80 V po dobu 180 min. Jako velikostni standard byl
pouzit GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific), ktery byl nanesen
v objemu 5 ul do prvni a posledni jamky v kazdém fadku. Vzniklé bendy byly vizualizovany
v transiluminatoru (Biorad Universe Hood II Gel Doc System) a byly pofizeny digitalni
snimky. Vysledky pak byly zpracovany pomoci verze softwaru BioNumerics 6.5 (Applied
Maths, Sint-Martens-Latem). Dendrogram byl vytvoren na zakladé metody parovani pomoci
nevazenych aritmetickych praméra (UPGMA, unweighted pair group method with arithmetic
mean) s toleranci vzdalenosti 1 % a optimalizaci 1 % (Salmonova et al., 2018).

4.4.2 Sérotypizace

K urceni sérotypt byly pouzity 2 metody. Pomoci metody Multiplex PCR byly kultury
L. monocytegens rozdéleny do linii (I.1, 1.2, II.1, I1.2, a I1L.). Pro pfesné urceni sérotypu (1/2a,
3a; 1/2c¢, 3c; 4d, 4b,4e; 1/2b, 3b, 7; 4a, 4b, 4¢) byla pouzita metoda sklickové aglutinace.

4.4.2.1 Multiplex PCR

Pii identifikaci sérotypu L. monocytogenes byly vybrany specifické primery pro
jednotlivé sérotypové linie L. monocytogenes (Tabulka €. 13) podle studie Doumith et al.
(2004).
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Tabulka ¢.13: Piehled pouzitych primeru pro sérotypové linie L. monocytogenes (Doumith et al. 2004).

Sérot Velikost
Primer yp Sekvence primeru 5°- 3° produktu
L. monocytogenes
(bp)
Imo0737-F ACTTA
Imo0737 mo 112, 3a AGGGCTTCAAGGAC CcccC 601
Imo0737-R ACGATTTCTGCTTGCCATTC
1mol118 Imo1118-F 123 AGGGGTCTTAAATCCTGGAA 906
me Imol118-R ¢ CGGCTTGTTCGGCATACTTA
ORF2819 ORF2819-F 1/2b, 3b, 4b, 4d, AGCAAAATGCCAAAACTCGT 471
ORF2819-R 4e CATCACTAAAGCCTCCCATTG
ORE2110 ORF2110-F b, 4d. 4 AGTGGACAATTGATTGGTGAA 597
ORF2110-R »a6 e CATCCATCCCTTACTTTGGAC

Pro multiplex PCR byl celkovy objem reakcéni smési 25 pl. Smés obsahovala 12,5 ul
Master mixu (Thermo Fisher Scientific), 1 pl kazdého z primera (Imo0737, ORF2819,
ORF2110 — 1uM; Imo1118 — 1,5 uM) uvedenych v Tabulce ¢. 11, 2,5 pl PCR vody (Thermo
Fisher Scientific) a 2 ul DNA. Teplotni profil pro amplifikaci je uveden v Tabulce ¢. 14.

Tabulka ¢.14: Podminky PCR pro stanoveni sérotypovych linii L. monocytogenes (Doumith et al. 2004).

Faze Teplota (°C) Cas Pocet cyklu
Pocatecni denaturace 94 3 min
Denaturace 94 40 s
Hybridizace 53 I min 15's 35
Extenze 72 I min 15's
ZavereCna extenze 72 7 min

PCR produkty byly separovany pomoci elektroforézy v 1,5% agar6zovém gelu (viz.
4.3.3.1.3) za stalého napéti 80 V po dobu 90 min. Jako velikostni standard byl pouzit GeneRuler
1 kb Plus DNA (Thermo Fisher Scientific). Nasledn¢ byly vzniklé bandy vizualizovany v UV
transiluminatoru (Bio-Rad) a pofizeny digitalni snimky.

4.4.2.2 Sklickova aglutinace

Sérotypy byly stanoveny pomoci sklickové aglutinace, na zakladé kombinace
pozitivnich reakci na somatické (O) a flagelarni (H) antigeny.

4.4.2.2.1 Somatické antigeny

Somatické antigeny byly testovany podle upraveného navodu vyrobce (Mast Group).
Pro test byly pouzity Cerstvé narostlé kultury na BHI agaru pii 37 °C po dobu 24 hod. Sterilni
klickou byla odebrana samostatné rostouci kolonie a prenesena na podlozni sklicko, kam
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pfedtim byla nanesena kapka pfislusSného O-antiséra (MAST ASSURE ANTISERUM
LISTERIA "O’, Mast Group). Kolonie byla klickou v antiséru dikladn€ promichana a nasledné
byla pozorovana aglutinace. Nejprve byla testovana aglutinace s polyvalentnimi antiséry O I/I1
a O V/VL V pripadé pozitivni reakce na antiséru O I/II, byla dale testovana reakce
s monovalentnimi antiséry O I a O IV. V ptipadé vzniku aglutinatu se sérem O V/VI, byla dale
testovana reakce s monovalentnimi antiséry O VI, O VII, O VIII a O IX.

4.4.2.2.2 Flagelarni antigeny

Flagelarni antigeny byly stanoveny podle navodu vyrobce (Merck Group). Nejprve byly
oddéleny pohyblivé buiky na polotuhém BHI agaru (0,2 % w/v agar). Pro oddéleni
pohyblivych bakterii byla pouzita metoda Craigieho zkumavky (viz Obrazek ¢. 15). Zkumavky
byly inokulovany 2-5 kapkami Cerstvé narostlé bakterialni suspenze. Kultivace prob&hla pti
30 °C po dobu 48-72 hod. Z povrchu polotuhého média pak byla odebrana kultura a ta
inokulovana do nové Craigieho zkumavky. Po 48-72 hod kultivaci pii 30 °C byla odebrana
narostla kultura, prenesena do BHI bujonu a kultivovana 24 hod pti 30 °C. Nasledné byl pfidan
1% solny roztok v poméru 1:1. Do mikrocentrifugacni zkumavky byly naneseny 2 kapky
pfislusného H-antiséra a pfidano 0,5 ml suspenze. Zkumavky byly promichany a vlozeny
do vodni 1azn€ (50-52 °C) na 60 min. Po uplynuti této doby byla pozorovéana aglutinace
(Obrazek ¢. 16). Vysledek byl porovnan s tabulkou, jak uvadi vyrobce (viz Tabulka €. 15)
spolecné s vysledky somatickych antigent a na zakladé€ toho byl urCen pfislusny sérotyp.

l’/:’_—’ —f/—————:—_\\ \'|

N -/ - P .
Y1——7 | Krok3 Zmnozené motilni subkultury na povrchu média

'€ .
Krok 2 Motilni bakterie, pfitomné v malém mnoZstvi, se

presunuly z vnitfni éasti $picky na povrch média a
zacaly se zde mnozit

Krok1 Inokulace 2-5 kapek narostlé suspenze, obsahujici
motilni bakterie, dovnitf upravené a vysterilované
ipicky

“—— Sefiznuta $picka ponofena do péstebneho media

Zlkumavka obsahujici polotuhé médium

Obrizek ¢. 15: Craigieova zkumavka — upraveno podle Sastry et al. (2016).
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Obrizek ¢. 16: Sledovani aglutinace.

Tabulka ¢. 15: Somatické a flagelarni antigeny (upraveno podle vyrobce:

Mast Group).

Sérotyp Somatické (O) antigeny Flagelarni (H) antigeny
1/2a I, 11, (I1T) A, B
1/2b L, 11, (I1I) A,B,C
1/2¢ I, 11, (I1T) B,D

3a 11, (11D), IV A, B
3b 11, (I1D), IV, (XI), (XIII) A,B,C
3¢ 11, (I1D), IV, (XII), (XIII) B,D
4a (00), (V), VII, IX A,B,C
4ab (), V, VI, VII, IX, X A,B,C
4b (110), V, VI A,B,C
4c 1), V, VI A,B,C
4d (10), (V), VI, VIII A,B,C
4e ) V, VI, (VIID), (IX) A,B,C
7 (100), X11, X111 A,B,C

4.5 Testovani patogenni potencidlu

U kultur, které byly identifikovany jako L. monocytogenes, byla testovana lecitinazova

a hemolyticka aktivita, a detekovan gen internalinu B.

4.5.1 Lecitinazova a hemolyticka aktivita

Lecitinazova aktivita byla pozorovana pii selektivnim stanoveni na ALOA agaru.

Hemolyticka aktivita byla stanovena v ramci Camp testu (kapitola ¢. 4.3.1).
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4.5.2 Detekce internalinu B pomoci PCR

Metodou PCR byl detekovan gen pro internalin B za pouziti primerd 1mo2821-F
a lmo2821-R podle Liu et al.(2003a). Internalin je protein, ktery umoziiuje L. monocytogenes
proniknout do hostitelské buriky. V nasledujici tabulce €. 16 jsou podrobnéji popsany pouzité
primery a v Tabulce €. 17 jsou uvedeny podminky amplifikace. Separace a vizualizace PCR
produktt probéhla stejnym zpusobem, jak je jiz uvedeno v kapitole ¢. 4.3.3.1.3.

Tabulka ¢. 16: Podminky primerd pouzitych pfi detekci internalinu B.

Nazev Velikost

Kk . 5.3 .
primeru Sekvence primeru produktu (bp) Citace
Imo2821-F TGTAACCCCGCTTACACAGTT 611 (Liu et al.,
Imo2821-R TTACGGCTGGATTGTCTGTG 2003a)

Tabulka €. 17: Podminky amplifikace pfi zji§tovani pfitomnosti internalinu B (Liu et al., 2003).

Faze Teplota (°C) Cas Pocet cykla
Pocatecni denaturace 94 2 min
Denaturace 94 20s
Hybridizace 60 20s 25
Extenze 72 45s
Zavere€na extenze 72 2 min

4.6 Citlivost vuc¢i antibiotikum

Citlivost jednoho izolatu L. monocytogenes z kazdého kontaminovaného vzorku vici
antibiotikim byla stanovena dle ISO 20776-1, bujonovou mikrodilu¢ni metodou. Stanovena
byla minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC), tedy nejniz§i koncentrace antibiotika inhibujici
viditelny nartust bakterii L. monocytogenes. Testovana byla antibiotika uvadéna v databazi
EUCAST (2022), ktera jsou pouzivana v klinické praxi: ampicilin, benzylpenicilin (penicilin
G), erytromycin, meropenem nebo trimetoprim-sulfometaxazol.

Ke zjisténi citlivosti izolovanych kmena vii¢i vybranym antibiotikim byl pouzit Miiller-
Hilton bujon (MH, Oxoid) s 5 % lyzované konské krve (Oxoid) a nikotinamidem (NAD)
o koncentraci 20 mg/l. Bujon byl vysterilovan v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 min,
vytemperovan na 50 °C, a nasledné byly asepticky ptidany suplementy a testovana antibiotika.
U penicilinu, ampicilinu a erytromycinu byly testovany koncentrace 16; 8; 4; 2; 1; 0,5; 0,25
a 0,125 pg/ml (fedéno dvojkovym fedénim). Meropenem byl testovan v koncentracich 4; 2; 1;
0,5; 0,25; 0,125; 0,0625 a 0,03125 pg/ml. Trimetoprim-sulfametaxazol byl testovan v poméru
1:19 o celkové koncentraci 1; 0,5; 0,25; 0,125; 0,0625; 0,03125; 0,015625 a 0,007813 pg/ml.
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Testovani bylo uskute¢néno v mikrotitracni desticce (Tissue Culture Plates 96 wells-F,
WVR), kam bylo pipetovano 90 pl média a 10 pl Cerstvé narostlé bakterialni suspenze
optimalizované na koncentraci 5x10° KTJ/ml. Vzorky byly pfipravovany ve Flow-boxu (Class
IT Biological Safety Cabinet, ESCO) zajistujicim sterilni prostfedi. Kultivace takto
ptipravenych vzorkt probihala aerobné pii 37 °C po dobu 18 hodin. Vysledky byly hodnoceny
na zakladé intenzity zakalu v jednotlivych jamkach. VSechny stanoveni byly provedeny ve
tfech opakovanich.

Jako pozitivni kontrola bylo pouzité Cisté médium bez antibiotik s pridavkem bakterialni
suspenze. Jako negativni kontrola bylo testovano samotné médium bez piitomnosti
bakterialnich bunék. Pro ovéteni spravného provedeni metody byla soucasné testovana citlivost
Streptococcus pneumoniae ATCC 49619. Pro inokulaci byla pouzita Cerstvé narostla
bakterialni kultura S. pneumoniae ATCC 49619 o koncentraci inokula 5x10° KTJ/ml. Po
naockovani do mikrotitra¢nich desti¢ek probihala kultivace za anaerobnich podminek po dobu
18 hod pii 37 °C.
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S Vysledky

5.1 Mikrobiologicky rozbor, izolace Cistych kultur a nasledna identifikace
pomoci MALDI-TOF MS

Celkove bylo testovano 51 vzorkt potravin pochazejicich z masnych vyrobkt, mléka
a mlécnych vyrobkd, ryb a rybich vyrobku a lahtdek, z nichz byly na ALOA agaru izolovany
specifické 1 nespecifické kolonie presumptivnich Listeria monocytogenes.

Charakteristické kolonie, tedy modrozelené s lecitindzovou aktivitou, byly zjistény u 5
vzorkt. Jednalo se o vzorky lahtidek: Bukovanek syrovy, holandsky salat, hermelinovy salat,
hermelinovy chlebicek a chlebicek s ala rostbifem. U dvou vzorka se lecitinazova aktivita
projevila hned po uplynuti doby kultivace. Tyto kolonie pochazely ze vzorku holandského
salatu a Bukovanku syrového. U tii vzorkd se lecitinazova aktivita projevila az po tydnu
uchovavani v chladni¢ce. Konkrétné u hermelinového salatu a u chlebicku ala rostbif.
U zbylych vzorkid se zadna lecitinazova aktivita neobjevila. Mezi atypické izolované kolonie
patfily kolonie drobné modrozelené bez lecitinazové aktivity, velké modrozelené bez
lecitinazové aktivity, drobné bil¢ a také velké bilé s nazelenalym stfedem. Z té€chto vzorka bylo
ziskano celkem 109 izolatu, typickych i atypickych kolonii. V§echny odebrané izolaty byly dale
identifikovany pomoci MALDI-TOF MS (viz Tabulka €. 18).

Izolovano bylo 109 kment bakterii, z nichz bylo metodou MALDI-TOF hmotnostni
spektrometrii identifikovano 76, nejméné na trover rodu (55 izolatd identifikovano na tiroven
druhu (hodnoty skore > 2,000), 21 izolath na urovein rodu (hodnoty skore 1,700-1,999), u 33
izolatt se identifikace nepodafila.
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Tabulka ¢. 18: Vysledky mikrobiologického rozboru a identifikace pomoci MALDI-TOF MS.

Vzorek potravin Morfologie | Identifikovanymikroorganismus | Celkem izoliti iz((:)?zlilt{gme
potraviny kolonii® MALDI-TOF MS ve vzorku LY
skupiné
Masné vyrobky
Laborecka klobasa b - 1
Bravcova sunka (Slovensko) b - 1
Malokarpatska salama b Staphylococcus saprophyticus 2
Sunka nejvyssi jakosti b - 1
Debrecinska pecené b Enterococcus ratti 1
Slanina anglicka extra a,b Enterococcus faecalis 2
Salam vysocina a,b Micrococcus luteus 2
Utopenec a, - 1
Cabajka a, - 2 25
) ) Listeria innocua
Vesnicka klobasa nepaliva a,b - 5
Staphylococcus saprophyticus
Staphylococcus saprophyticus
Anglicky rostbif b 2
Staphylococcus aureus/warneri
Listeria innocua
Tataracek a,b — 3
Listeria monocytogenes
) Bacillus safensis
Lahadkova pastika a,b 2
Staphylococcus carnosus
MiIéko a mlécné vyrobky
o, . . Enterococcus faecalis
Koz syr-stankovy prodej a,b - 2
Klebsiella oxytoca
Syrové nité-stankovy prodej a Enterococcus gallinarum 1
o, A1 -
100% ch1a blyndza a,b Enterococcus mundtii 2
nepasterizovana
Syr Brie 60 % a,b Staphylococcus vitulnus 3
Syr taveny uzeny - - 0
Niva Listeria aquatica 2
Taveny syr b Staphylococcus hominis 1
Cerstvy syr piirodni a,b - 1
Syr Balkénského typu - - 0 30
Hermelin b Enterococcus faecalis 1
Romadur - - 0
. Enterococcus faecium
Cerstvé kravské mléko a,b — 3
Listeria innocua
Oerskovia turbata
Micrococcus luteus
Buvoli mléko vzorek ¢. 1-6 a,b Enterococcus casseliflavus 14

Listeria newyorkensis

Listeria cornellensis

* a*- typické zelenomodré kolonie s lecitindzovou aktivitou
a- typické zelenomodré kolonie bez lecitindzové aktivity
b — atypické kolonie (bil4, bila se zelenym stfedem, nazloutld)
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Tabulka ¢. 18: Pokracovani

Vzorek potravin Morfologie | Identifikovanymikroorganismus | Celkem izolati i(;f)lll;;?ve
P y Kolonii* MALDI-TOF MS ve vzorku skaping
Ryby a rybi vyrobky
Zavina¢ - - 0
Pstruh lososovity, uzeny —
platky - uzeny studenym - - 0 0
koufem
Rybi salat - - 0
Lahudky
Salat Palivec b - 1
Listeria monocytogenes
Bukovanek syrovy at — — 15
Listeria ivanovii
Salat rybi s majonézou - - 0
Listeria monocytogenes
) . Listeria ivanovii
Sal4t holandsky at,b 14
Listeria inocua
Enterococcus faecalis
Chlebicek salam b Enterococcus mundtii 3
Chlebicek Sunka b Enterococcus mundtii 3
Listeria innocua
Salat ala KRAB s jogurtem a — 4
Listeria monocytogenes
Bramborovy salat - - 0 54
Hermelinovy salat ot Listeria innocua 3
Listeria monocytogenes
Pochoutkovy salat Bacillus circulans
Camping salat b -
Listeria inocua
Chlebicek hermelinovy a* 2
Listeria monocytogenes
Listeria inocua
Chlebicek s rostbifem a* 2
Listeria monocytogenes
Debrecinksky chlebicek - - 0
Kemping salat s majonézou b Enterococcus faecalis 1
Salamova pomazanka b - 2
Papricky plnéné syrem v oleji - - 0

* a*- typické zelenomodré kolonie s lecitindzovou aktivitou
a’- typické zelenomodré kolonie bez lecitindzové aktivity
b — atypické kolonie (bild, bila se zelenym stfedem, nazloutld)

Podle MALDI-TOF MS se L. monocytogenes vyskytovala v 7 vzorcich (Bukovanek
syrovy, salat holandsky, salat ala krab s jogurtem, hermelinovy salat, hermelinovy chlebicek,
chlebi¢ek s ala rostbifem a tatardCek). DalSimu testovani byly podrobeny pouze vzorky,
u kterych byly izolaty pozitivn€ uréeny jako rod Listeria.
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5.2 CAMP Test

Ke konfirmaci typickych kolonii presumptivnich L. monocytogenes, narostlych na
ALOA agaru a izolatd, které byly pomoci MALDI-TOF MS zafazeny do rodu Listeria, byl
pouzit CAMP Test (celkem 37 kment). Jako L. monocytogenes, pomoci této metody, nebyl
potvrzen zadny z izolatl. Jako L. innocua 4 izolaty. Jako L. ivanovii bylo ureno 13 izolat. Na
Obrazku €. 17 je ukazan piiklad jednoho z vysledku identifikace. Vysledek ukazuje, Ze izolaty
6F1c a 6F3b odpovidaji L. ivanovii a izolat 14b L. innocua.

Obrizek ¢. 17: Potvrzeni vzorku 6F1c a 6F3b jako L. ivanovii a izolatu 14Hb jako L. innocua

5.3 Identifikace pomoci molekularné biologickych metod

Pomoci PCR a specificky druhovych primert bylo testovano 21 izolat, pochazejicich
z 10 vzorka. Trinact izolata bylo identifikovano jako L. monocytogenes viz Obrazek ¢. 18.
Izolaty pochazely ze dvou lahtidkovych salati (konktrétné Bukovanek syrovy a holandsky
salat). Druhova piislusnost k L. innocua byla zjisténa u sedmi izolatd, které opét pochazely
z lahtidkového zbozi (salat holandsky, salat ala krab s jogurtem, hermelinovy salat,
hermelinovy chlebicek, chlebicek s ala rostbifem, vesnicka klobasa nepaliva a tataracek).
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Obrizek ¢. 18: Vizualizace PCR produktu vzorki pfi pouziti druhové specifickych primert pro L. monocytogenes
(produkt o velikosti 267 bp, 102-108) a pro L. innocua (produkt o velikosti 749 bp, 109-115), standard: GeneRuler
1kb Plus DNA Ladder.

U dvou izolatd pochazejicich ze dvou vzorkt (Niva a buvoliho mléka) nebylo mozné
urcit druh, proto byla pouzita metoda sekvenace genu pro 16S rRNA. Bylo potvrzeno, Ze se
jedna o L. aquatica. V souhrnné tabulce ¢. 21 na konci kapitoly 5.7 jsou uvedené i1 vysledky
sekvenace L. innocua a L. monocytogenes. Vysledky obou metod se shodovaly.

5.4 Rozdéleni jednotlivych izolatia L. monocytogenes pomoci REP-PCR
Pro urceni, zda jsou izolaty, potvrzené jako L. monocytogenes genomicky shodné, byla

pouzita metoda REP-PCR. Fingerprinty jednotlivych izolati byly totozné. Vysledky
fingerprintingu z programu Bionumerics jsou ukazany na Obrazku €. 19.
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Obrizek €. 19: Dendro gram finemrintovvch orofili L. monocviogenes.

Izolaty LM96-LM108 pochazely z Bukovanku syrového a holandského salatu. Oba
salaty byly zakoupeny ve stejné prodejné a pochazely od stejného vyrobce.
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5.5 Sérotypizace

Na zakladé multiplex PCR byla zjisténa piislusnost vSech izolatu k 1. fylogenetické linii,
kam spadaji sérotypy 1/2a a 3a. Vysledky jsou zobrazeny na Obrazku €. 20.
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Obrizek ¢. 20: Elektroforeogram produkti PCR s pouzitim primeru specifickych pro:

Fylogenetickou skupinu I.1 (sérotypy: 1/2a, ,3a; velikost PCR produkti: 691 bp, vzorky: 97,99-108), skupinu 1.2
(sérotypy 1/2c, 3c: velikost PCR produkti: 906 pb), skupinu I1.1 (4b, 4d, 4e; velikost pcr produkti: 597 bp), skupinu
I1.2 (1/2b, 3b; velikost PCR produkti: 471 bp):Standard: GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder, bp — par bazi.

Na zéakladé sklickové aglutinace byly tyto vysledky blize specifikovany. Bylo zji§téno,
ze se u vSech izolatd jedna o sérotyp 1/2a. Priklad vzniklé aglutinace je na Obrazku ¢. 21.

Obrizek ¢. 21: Sklickova aglutinace — kapka vlevo bez aglutinace, kapka vpravo aglutinace (potvrzeni sérotypu).
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5.6 Patogenni potencial

Lecitinazova aktivita byla hlavnim rozpoznavacim znakem pfi selektivnim stanoveni.
Byla detekovana u vsech izolati potvrzenych jako L. monocytogenes (13). Tyto izolaty
pochazely opét ze vzorku lahtidkovych salati: Bukovanek syrovy a holandsky salat. Priklad
vzorku vykazujici lecitinazovou aktivitu je na Obrazku ¢. 22. Hemolyticka aktivita byla
testovana v ramci CAMP testu (viz kapitola 5.2). VSechny kmeny L. monocytogenes byly
hemolytické a rovnéz byla u vSech potvrzena pfitomnost genu pro internalin B viz Obrazek
¢. 23.

Obrizek €. 22: Typické kolonie L. monocytogenes na OCLA agaru. Kolonie jsou obklopené mlééné zbarvenou zoénou
precipitace, znacici lecitindzovou aktivitu.
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Obrazek ¢. 23: Vizualizace PCR produkti pfi pouziti primeri specifickych pro gen
internalinu B (produkt o velikosti 611 bp); standard: GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder.

53



5.7 Citlivost vuéi antibiotikum

Oba testované izolaty Listeria monocytogenes (2) vykazovaly citlivost vaci vSem
testovanym antibiotikim, ve vSech opakovanich (3) (viz Tabulka ¢. 19).

Hodnoty MIC spliiovala dle EUCAST (2022) (Tabulka ¢. 20) antibiotika penicilin G,
ampicilin, erytromycin a meropenem. Minimalni inhibi¢ni koncentrace trimetoprim-
sulfametaxazolu byly vyssi nez hodnoty pozadované EUCAST (2022). Oba testované kmeny
vykézaly zvySenou rezistenci. U nékterych antibiotik byly hodnoty MIC zcela shodné
(ampicilin, erytromycin), a to u obou kmend a u vSech opakovani. U penicilinu G byla
pozorovana dvakrat vy§§i MIC u kmene 103, nez u kmene 97, a to u vSech opakovani. Pro
meropenem a trimetoprim-sulfametaxazol byla pozorovana odchylka MIC mezi jednotlivymi
opakovanimi.

Tabulka ¢. 19 - Vysledky testovani ATB rezistence. Kazdy kmen byl testovan ve tfech
opakovanich.

Vzorek Penicilin G Ampicilin Erytromycin | Meropenem srflftl':lnﬁgt):;:;l(;l
MIC (mg/l) | MIC (mg/m) |MIC (mg/l) MIC (mg/l) MIC (mg/l)
97a 0,25 0,5 0,5 0,0625 0,5
97b 0,25 0,5 0,5 0,0625 0,5
97c 0,25 0,5 0,5 0,0625 0,25
103a 0,5 0,5 0,5 0,0625 0,5
103b 0,5 0,5 0,5 0,125 0,5
103c 0,5 0,5 0,5 0,125 0,5
MIC - minimalni inhibi¢ni koncentrace
a—c: 1.-3. opakovani
Tabulka ¢. 20: Hodnoty koncentrace antibiotik uvadéné EUCAST (2022).
Antibiotikum Koncentrace (mg/l)
Benzylpenicilin (Penicilin G) <1
Ampicilin <1
Meropenem <0,25
Erytromycin <1
Trimetoprim-sulfametaxazol <0,06
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Souhrnny piehled vysledku jednotlivych metod je uveden v Tabulce €. 21 a €. 22.
Tabulka ¢. 21: Souhmny piehled vysledku 1a.

) Shoda se Sérotypizace
Vzorek Pocet | CAMP PCRSZ (‘iru!lm‘fe sekve{1c1 Inernalin|
. RN specifickymi 16S rDNA typového 0) H
potraviny |izolatu Test . . . Sérotyp B
primery kmene | antigeny |antigeny| !
(%)
Lahudky
99,84
99,85
. 99,84
B,uk oYanek 7 L. ivanovii |L. monocytogenes | L. monocytogenes I.:1/2a,3a| AB 1/2a +
Syrovy 99,84
99,84
99,84
99,79
99,85
99,84
Saldt 6  |L. ivanovii |L. monocytogenes |L it 99,84 [1.:1/2a,3 AB 172 +
holandsky . ivanovii |L. monocytogenes |L. monocytogenes , .1/72a, 3a a
NI
NI
NI
Salat ala
KRAB 1 |L. innocua |L. innocua L. innocua 100
s jogurtem
Hermelinovy . )
. 1 |L. innocua |L. innocua
salat
Chlebl(fek , 1 |L. innocua |L. innocua
hermelinovy
Chlel?lcek s 1 |L. innocua |L. innocua L. innocua 99,87
rostbifem
Maso a masné vyrobky
Tatarasek | 1 |L innocua |L. innocua NI | N
Miéko a mlécné vyrobky
Vysledky sekvenovani 16S rDNA
Niva 1 L. aquatica 100
Buvoli mléko 1 |L. aquatica 100

NI — neidentifikovano
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Tabulka ¢. 22 — Souhmny prehled vysledki 1b.

Vzorek Pivod Lecitindza MALDI Hod’n ota PCR Sekvenace SSTK
skore (%)
LMog | Bukovanek + 223027 | & L. 99,84
Syrovy L. monocytogenes monocytogenes monocytogenes
LMoy |Bukovanek + 208224 | L L. 99.85
Syrovy L. monocytogenes monocytogenes monocytogenes
LMog | Bukovanek + 2281225 | & L. 99,84
Syrovy L.monocytogenes monocytogenes monocytogenes
LMoy | Bukovanek + NI N (B L. 99,84
Syrovy monocytogenes monocytogenes
LM10o | Bukovanek + 2190225 | & L. 99,84
Syrovy L.monocytogenes monocytogenes monocytogenes
LM1o1 |Bukovanek + 2,1912.26 | - L. 99,84
Syrovy L.monocytogenes monocytogenes monocytogenes
LMm102 | Bukovanek + 219227 | & L. 99,79
Syrovy L.monocytogenes monocytogenes monocytogenes
L. L.
AL Salat holandsky + L. ivanovii/innocua Lt monocytogenes | monocytogenes 99,84
L.
AL Salat holandsky + L.monocytogenes DS monocytogenes NI NI
L.
ALl Salat holandsky + L.monocytogenes AL monocytogenes NI NI
L.
LS Salat holandsky + L.monocytogenes 177 monocytogenes NI NI
L. L.
LT/ Salat holandsky + L.monocytogenes 177 monocytogenes | monocytogenes 99,85
L. L.
LMI108 Salat holandsky + NI NI monocytogenes | monocytogenes 99,84
Lmigo | SalatalaKRAB : 230223 |, . 100
s jogurtem L. innocua L. innocua L. innocua
Hermelinovy "
SR salat ) L. innocua e L. innocua L. innocua 100
Chlebicek "
LMIT1 hermelinovy ) L. innocua/monocytogenes A L. innocua L. innocua 100
Chlebicek s ala "
LM112 roastbeefem ) L. innocua/monocytogenes LB L. innocua L. innocua 99,87
LMI113 | Niva - L. aquatica 1,94/1,84 L. aquatica 100
Vesnicka
LMI14 klobésa nepaliva ) L. innocua 2,1412,08 L. innocua NI NI
LMI115 | Tataraéek - L. innocua 2,20/2,05 | L. innocua NI NI
LM116 | Bavoli mléko - L. newyorkensis/cornellensis | 1,82/1,81 L. aquatica 100

SSTK - Shoda se sekvenci typového kmene
-* lecitindzova aktivita se objevila po tydnu v chladnicce

NB - nevznikl zadny band pii amplifikaci s druhové specifickymi primery

NI — neidentifikovano
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6 Diskuze

Listeria monocytogenes patii mezi grampozitivni, fakultativné anaerobni, nesporulujici
bakterie ve tvaru pravidelnych ty¢inek. Radi se do rodu Listeria a je blizce piibuzna druhiim
L. innocua, L. ivanovii, L. seeligeri, L. welshimeri a L. grayi. Za patogenni je z téchto druht
povazovana pro Cloveéka pouze L. monocytogenes (Blazkova et al., 2018).

Bakterie L. monocytogenes zpusobuje onemocnéni zvané listerioza. Prestoze toto
alimentarni onemocnéni neni tak ¢asté, je velmi zavazné. Toto onemocnéni nejcastéji postihuje
téhotné Zzeny, kojence a star$i osoby. Rizikovymi skupinami jsou vSak i1 novorozenci
a imunokompromitovani jedinci. Objevit se ale muze i u osob, které nemaji zadné
predisponujici faktory ¢i onemocnéni. Na rozdil od infekci jinymi béznymi alimentarnimi
patogeny jako je Salmonella, ktera ma zfidka za nasledek imrti, je u listeriozy mortalita kolem
30 %. Proto je nutné vyskyt této bakterie v potravinach dikladné monitorovat (Ryser et al.,
2007; Zhu et al., 2017).

Diky svym fyziologickym vlastnostem jsou tyto bakterie odolné vaci extrémnim
podminkam. Jsou schopné zpomaleného rastu pii chladirenskych teplotach, toleruji Siroky
rozsah hodnot pH a salinitu kolem 10 %. Schopnost tvorby biofilmu jim umoziiuje pretrvavat
nebo rekontaminovat potraviny, ¢imz predstavuji vyznamné riziko pro bezpe¢nost konzumentu.
Mezi potraviny, které byvaji Casto kontaminovany se fadi produkty jak zivocisného, tak
rostlinného ptivodu. Piikladem mohou byt masné produkty, syry a mlécné produkty, ryby a rybi
produkty, ale také zelenina, ovoce a obecné potraviny uréené k primeé spotrebé (Blazkova et al
2005; Borucki et al, 2003; Brychta et al., 2018; Kramarenko et al., 2013; Lous et al., 2011;
McMullen & Freitag, 2014).

Prvnim cilem této prace byl monitoring vyskytu bakterie L. monocytogenes u rizikovych
skupin potravin dostupnych na nasem trhu a jeji charakterizace. Celkem bylo testovano 51
vzorkt (odebrano 109 izolatt), z nichz u péti se vyskytly typickeé kolonie (tj. 9,8 %). Potvrzena
pak byla kontaminace u 2 vzork (3,92 %). Navratilova et al. (2004) na zakladé svych analyz
uvadi, ze prevalence vyskytu L. monocytogenes v mléce a mléénych vyrobcich je 2,6 % (16
z 619 vzorkd). V této praci nebyl v kategorii mlécnych vyrobkld zjistén zadny produkt
kontaminovany L. monocytogenes. V dal§ich studiich se prevalence vyskytu L. monocytogenes
v mléce a mlé&nych vyrobceich pohybuje od 0 do 5 % (napiiklad Rakousko 1,5 %; Spané&lsko
3,6 %; Indie 1,7 %; USA 4,1 % a Kanada 1,9 %). V mase a masnych vyrobcich byla zisténa
prevalence 6,5 % (25 z 385). V porovnani s dalSimi studiemi se prevalence v masnych
vyrobcich velice 1isi, nékteti autofi uvadéji do 10 % jini az kolem 30 % (Navratilova et al.,
2004). V rybach a rybich produktech se dle studie Basha et al. (2019) L. monocytogenes
vyskytovala ve 2,6 % testovanych vzorkd (6 z 227). Dalsi studie uvadéji vyskyt v rybach
a rybich vyrobcich od 4 do 12 % (Basha et al. 2019). V porovnani s vysledky vySe uvedenych
studii, naSe vysledky nepotvrdily kontaminaci L. monocytogenes v masnych vyrobcich ani
rybach a rybich produktech. Co se tyce lahtidkového zbozi, tak Uyttendaele et al. (2009) uvadi
vyskyt v 6,7 % jimi testovanych vzorkt (80 z 1187). Dalsi studie uvadi prevalenci od 3 do 21 %
(Uyttendaele et al., 2009). Ke kontaminaci téchto potravin mohlo dojit z divodu nedodrzovani
spravnych hygienickych postupli ve vyrobé nebo az na prodejné napiiklad pfi davkovani do
menSich spotiebitelskych obalti na zakladé specifickych pozadavki zakaznika. V porovnani
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s vySe uvedenymi studiemi byla prevalence vyskytu L. monocytogenes v potravinach na
Ceském trhu jesté relativné nizka.

CAMP test je jednim z prvnich kroka ke konfirmaci L. monocytogenes a diferenciaci
druht L. ivanovii a L. innocua. V této praci bylo CAMP testem chybné urceno 13 izolata
(35,14 %). Tyto izolaty byly na zakladé CAMP testu vyhodnoceny jako L. ivanovii,
molekularné genetickymi metodami byly ale identifikovany jako L. monocytogenes. Nakazava
& Nemoto (1980) uvadéji, ze vramci jejich studie 25 z25 testovanych kmenu
L. monocytogenes vykazovalo pozitivni reakci s R. equi, tudiz by mohly byt vyhodnoceny,
stejné jako v naSem pfipadé, jako L. ivanovii. Podle Mckellar (1994) mohou vyjit falesné
pozitivni vysledky (pozitivni reakce jak se S. aureus tak s R. equi), ale 1 faleSné negativni
vysledky (tj. virulentni L. monocytogenes nereagujici se S. aureus ani R. equi). Falesné
negativni 1 faleSné€ pozitivni vysledky mohou rovnéz vychéazet z chybného cteni na agarovych
plotnach. CAMP test je nezbytny, ale jako samostatna metoda identifikace nedostatecCny. Pro
identifikaci virulentni L. monocytogenes je tedy potreba dalSich metod. V normé se jako dalsi
konfirmace vyzaduje testovani schopnosti ristu na riznych substratech. Konfirmacni testy,
které se opiraji o kultivaci jsou obecné zdlouhavé a zejména v pripadé potravin s kratkou dobou
trvanlivosti je zapottebi rychlejsich a spolehlivéjSich metod.

MALDI-TOF MS identifikovala 21 izolatt jako zastupce rodu Listeria (pochazejiciz 11
vzorku riznych potravin). Molekularné genetickymi metodami bylo potvrzeno, ze se ve v§ech
ptipadech jednalo o rod Listeria, avSak identifikace na uroven druhu zcela spolehliva nebyla.
Druh byl spravné uren u 11 izolati, tedy u 52,38 %. Tato metoda je tedy vhodna pro
identifikaci listérii na aroven rodu (Listeria), neni ale schopna rozlisit jednotlivé druhy. Tyto
vysledky se shoduji s Li et al. (2022), ktefi uvadéji, ze pomoci MALDI-TOF nelze jednotlivé
druhy rodu Listeria spolehlivé odlisit. To mize byt dano vysokou genetickou podobnosti mezi
nékterymi druhy (Czajka et al., 1993). Kromé toho, presnost identifikace hmotnostnich spekter
zavisi na kvalit€ pouzité databaze. NeUplné informace v databazi kment omezi presnost
identifikace (Li et al., 2022; Ying, 2022). Druhové specificka PCR s vhodné navrzenymi
primery byla shledana jako dostacujici a spolehliva metoda pro identifikaci listérii. Je levné;si
a rychlesi alternativou k sekvenaci 16S rDNA.

Kromé& L. monocytogenes byly nalezeny druhy L. innocua a L. aquatica. 1zolaty
pochazely z JihoCeské Nivy a buvoliho mléka, coz je zvlastni. L. aquatica patfi mezi
nepatogenni environmentalni druh, ktery se vyskytuje ve vodé. Odtud si nese i svij nazev
(aqua=ang. voda) (Orsi & Wiedmann, 2016 a Bakker et al. (2014). V potravinach vyskyt této
bakterie neni obvykly. Je mozné, ze se do vzorka dostala pfi styku potravin s vodou ¢i se
zafizenim, které bylo kontaminovanou vodou omyto. Jelikoz byla ve vzorcich mléka
a mlécnych vyrobk, je také mozné, ze se do vzorkl dostala z vykali nebo z vemene.

K charakterizaci izolatd, které byly urCeny jako L. monocytogenes byla jako prvni
provedena sérotypizace metodou PCR s primery podle Doumith et al. (2004). Pomoci této
metody neni mozné od sebe odlisit jednotlivé sérovary. Lze je vSak spolehlivé rozdélit do Ctyt
fylogenetickych skupin a zaradit je do pfislusnych linii. Vyhodou této metody je, ze neni
narocna, je rychla a levna. Analyzovano bylo 13 izolatd (LM96-108, pochazejicich ze dvou
vzorku potravin Bukovanek syrovy a Salat holandsky). VSechny vykazovaly pfislusnost k 1.
fylogenetické linii, kam spadaji sérotypy 1/2a a 3a. Vzhledem k tomu, ze se v potravinach
sérovar 3a vyskytuje velmi vzacné a sérovar 1/2a je naopak velmi bézny, predpokladali jsme,
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ze se u téchto identifikovanych kment jednalo o sérovar 1/2a. To bylo potvrzeno metodou
sklickové aglutinace, vSechny izolaty patfily do sérovaru 1/2a.

Sérovar 1/2a je nejvice zastoupenym sérovarem v potravinach, prestoze nejcCastéji
spojovany s onemocnénim listeriozou je sérovar 4b (Gorski et al., 2006). Frekvenci vyskytu
sérovaru 1/2a potvrzuje i Pontello et al. (2012), ktefi testovali klinické vzorky osob nakazenych
listeriozou v raznych vékovych kategoriich a zkoumali prevalenci jednotlivych sérotypu.
Zjisténa byla nejvyssi prevalence sérotypu 1/2a (46,6 %), dale pak sérotypua 4b (30,7 %) a 1/2b
(14,7 %). Sérotyp 1/2a nejvice zastoupeny u vSech vékovych skupin. Sérovar 4b je spojovan
s meningitidou, zatimco 1/2a s infekci krevniho feci§t¢ (Pontello et al. 2012). Typickymi
ptiznaky onemocnéni sérotypem 1/2a jsou horecka a prdjem, ale mnoho piipadi vykazuje
ptiznaky podobné chiipce bez znamky jakychkoliv gastroinestinalnich potizi. Vyskytuji se
symptomy jako bolest hlavy, svali nebo kloubt (Sim et al.; 2002). Jersek et al. (1996) uvadi,
ze vice nez 90 % pripadu listeridzy je zpuisobeno prave sérovary 1/2a, 1/2b a 4b. Sérotypizace
ale nema dostacujici diskriminacni schopnost pro spolehlivé odliseni jednotlivych kment. Proto
je tfeba jinych technik, které dokazi najit odliSnosti mezi jednotlivymi izolaty.

REP-PCR predstavuje snadno proveditelnou metodu, kterd je zalozena na primerech
komplementarnich k uréitym repetitivnim sekvencim rozptylenym v bakterialnich genomech.
Casto se pouziva v bakterialni taxonomii a pro identifikaci riiznych skupin bakterii, naptiklad
laktobacild, stafylokokt, mykobakterii nebo streptomycét (Svec et al., 2005). Naopak u Siroce
rozsitenych druht, jako je E. coli byla tato metoda testovana jako citlivy nastroj pro diferenciaci
jednotlivych kment. Metoda byla pouzita pro zjisténi genomickych odchylek u izolatu
z ruznych prostiedi. Fingrprinty jednotlivych izolatd se hodné lisi a touto metodou by mohl byt
snadno nalezen zdroj infekce (Mohapatra & Mazumder, 2008). U bakterii rodu Listeria tuto
metodu aplikovali Jersek et al. (1996). Pro amplifikaci zvolili sety primerti REP 1R-I a REP 2-
I, a ERIC IR, ERIC 2. Na zaklad¢ fingerprintd byla zjiSténa grupovaci tendence, ktera
odpovidala jednotlivym sérotyptim, zejména pro set primerd REP 1R-I a REP 2-1. Nucera et
al. (2013) uvadi, ze divodem, pro¢ REP-PCR pfedstavuje u¢innou a rychlou subtypizaéni
metodu pro L. monocytogenes je, ze vykazuje 95,5% senzitivitu, 75% specificitu, 95%
opakovatelnost, 91,2% prediktivni pozitivni hodnotu a 85,7% prediktivni negativni hodnotu.

V nasem pfipadé bylo metodou REP-PCR zjisténo, ze jsou vSechny testované izolaty
genomicky shodné. Mohlo to byt tim, ze pochazely ze stejného zdroje. Po sérotypizaci je
hlavnim nastrojem pro diferenciaci kmentu pulzni gelova elektroforéza, pomoci niz se
ustanovuje tvz. pulzotyp. REP-PCR s primerem (GTG)s by mohla byt dal§im nastrojem pro
detailni charakterizaci jednotlivych kment. Metodu je ale tfeba dikladnéji otestovat na vét§im
mnozstvi izolatl, reprezentujicich rizné sérotypy a rizné, spolu nesouvisejici zdroje.

Pro urceni patogenniho potencialu listérii byly pouzity metody zjistovani lecitinazové,
hemolytické aktivity a detekce pfitomnosti internalinu B. Lecitinazova aktivita vyjadiuje
aktivitu fosfolipazy C, ktera listériim umoziuje Sifit se v hostitelskych tkanich (Camilli et al ;
1991). Pro prukaz lecitinazové aktivity je do média piidavan sojovy lecitin, ktery je
hydrolyzovan a umoziiuje odlisit patogenni listérie od nepatogennich. U patogennich druha se
kolem kolonii vytvori nepruhledny halo efekt (tzv. zona precipitace). Tato vlastnost byla
popsana u druhll L. monocytogenes a L. ivanovii (Willis et al., 2006). V této praci se objevily
kolonie se zonou precipitace u 5 vzorkd. Ve dvou pripadech se jednalo o L. monocytogenes.
U dalsich tfi vzorki (hermelinovy chlebicek, hermelinovy salat, chlebicek s ala rostbifem) se
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lecitinazova aktivita objevila az po tydnu uchovavani v chladnicce. Jednalo se o kmeny
L. innocua. Literatura uvadi, ze L. innocua pti testovani nevykazuje lecitindzovou aktivitu
a nepodafilo se ani dohledat zadné vyjimky. AvSak Abay et al. (2019) uvadi, ze pfestoze je
L. innocua stale povazovana za nepatogenni, existuji pfipady nakazy touto bakterii, jak u lidi,
tak 1 u zvifat. Perrin et al. (2003) dokonce uvadi pfipad umrti, zptsobené bakterii L. innocua.
Prestoze tedy doposud nebyla popsana lecitinazova aktivita u L. innocua neznamena to, ze by
ji nemohly tyto bakterie vykazovat, pokud se bude jednat o patogenni nebo atypické kmeny.

Hemolytickou aktivitu vykazovaly vSechny izolaty, které vykazovaly i lecitindzovou
aktivitu a byly potvrzeny jako L. monocytogenes. Nicmén¢ projevy hemolytické aktivity byly
na krevnim agaru slabé viditelné, coz mohlo byt zptisobené nizsi mirou virulence nebo snizené
exprese. Leimeister-Wachter et al. (1992) uvadi, Ze exprese u virulentnich gent
L. monocytogenes je silné ovlivnéna prostiedim, ve kterém se bakterie nachazi. Autofi také
popisuji, ze projev patogennich faktorti je zavisly na teploté rustu. Ke slabému projevu
hemolytické aktivity tedy mohlo dojit i z divodu nepfiznivé teploty k ristu pro dany kmen.

Pro pfesnéjsi stanoveni patogenniho potencidlu listérii byla testovana piitomnost
internalinu B. Pro L. monocytogenes je internalin B nezbytny pro adhezi a zprostfedkovani
pruniku do lidskych endotelialnich bunék. V piipadé€, ze nedojde k expresi genu pro internalin
B anebo ho bakterie postrada, nedojde k praniku do hostitelské buriky (Parida et al., 1998).
Testovani probehlo podle Liu et al. (2003) za pouziti druhoveé specifickych primerd 1mo2821-
F a Imo02821-R. VSechny testované izolaty (13) vykazovaly pozitivni reakci na ptitomnost
internalinu B.

Rozvoj patogennich bakterii rezistentnich na antibiotika je zavazny celosvétovy
problém (WHO, 2021). Posledni fazi této prace bylo testovani citlivosti izolovanych kment
L. monocytogenes vici antibiotikim, ktera uvadi EUCAST (Breakpoint Tables, 2022), a ktera
jsou pouzivana v klinické praxi. Jedna se antibiotika ampicilin, penicilin G, erytromycin,
meropenem nebo trimetoprim-sulfometaxazol. Baquero et al. (2020) uvadi, ze rezistence listérii
na jednotliva antibiotika se vyskytuje zatim velmi vzacné. Naptiklad ve své studii uvadi, ze
rezistence na ampicilin je u L. monocytogenes extrémné vzacna a ze pravdépodobné zahrnuje
méné nez 0,1 % izolatl. Rezistence na erytromycin se vyskytuje také velmi vzacné (méné nez
3 %). AvSak Duval et al. (2018) popisuje mechanismus bakterialni antibiotické rezistence, ktery
je zalozeny na Stépeni a recyklaci ribozomu, zajistujici ucinnou translaci v pfitomnosti
erytromycinu. To znamena, Ze u L. monocytogenes byla nedavno pozorovana vnitini
indukovatelna rezistence na erytromycin. Sice uroven rezistence neumoziiuje bakteriim rist
v pritomnosti vysokych davek antibiotik, mize vSak hrat roli v pteziti L. monocytogenes pti
nizkych koncentracich (Baquero et al. 2020).

Vsechna némi testovand antibiotika byla ucinnd v koncentracich odpovidajicich
EUCAST az na trimetoprim-sulfometaxazol, kde byla zjiS§téna zvySena rezistence. V nékterych
ptipadech se hodnoty MIC mirné lisily, a to jak mezi vzorky, tak u jednotlivych opakovani.
Rozdily zaznamenané v ramci jednotlivych opakovani téhoz kmene naznacuji chybu
zpusobenou pfi fedéni antimikrobialni latky nebo inokula. Burniky L. monocytogenes mohou
vytvaret agregaty, cemuz napomaha ActA protein (Travier et al., 2013). Je tedy mozné, ze
v inokulu bylo nerovnomérné rozlozeni bunék v dusledku agregace, a to i pres dukladnou
homogenizaci vortexem. Rozdilny pocet inokulovanych bunék muze byt pri¢inou odchylek
v MIC. Skutecnost, ze nékteré¢ MIC se liSily mezi testovanymi kmeny, zatimco ve vSech
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opakovanich vyS§ly shodné, by mohlo znamenat, ze jsou kmeny odlisné. Vysvétlenim by mohla
byt také rozdilna reakce na antibiotika na urovni jednotlivych bunék. Toto potvrzuji ve své
studii i Taniguchi et al. (2010), kteti uvadi, ze geneticky identické buiikky mohou ve stejném
prostiedi vykazovat rozdily v expresi gent, coz muze zpusobit fenotypové variace.

Ve studii Yan et al. (2019) byla zjisténa rezistence na erytromycin, u 2,2 % (63 z 2862)
testovanych kment L. monocytogenes a stejné jako v nasem pfipadé, na timetoprim-
sulfometaxazol (0,98 %). Monitoring a testovani ucinnosti antibiotik prokazuje, ze v priabéhu
Casu se bakterie, viry, plisn€ a paraziti méni a jiz nereaguji na léky, coz vyrazné ztézuje 1écbu
infekci. V dusledku lékové rezistence se antibiotika a dal$i antimikrobialni l1éky stavaji
neucinnymi a infekce se stavaji stale obtiznéjsimi 1écit (WHO, 2021).

Vsechny testované izolaty, ziskané z lahtidkového zbozi (Bukovanek syrovy, holandsky
salat), potvrzené jako L. monocytogenes mély shodny sérotyp, fingrprinty a shodny patogenni
potencial. Pfi testovani miry rezistence na antibiotika izolaty z obou vzorkd vykazovaly
hodnoty spliiujici pozadavky EUCAST az na jedno testované antibiotikum (trimetoprim-
sulfametaxazol). Zjisténé hodnoty MIC se lehce liSily jak v ramci jednotlivych opakovani, tak
mezi kmeny. Vysledek CAMP testu, ktery urcil vSechny izolaty pochazejici z téchto vzorku
chybné, by mohl poukazovat na moznost jedinecnosti tohoto konkrétniho organismu, ktery
muize byt v projevu hemolytické aktivity atypicky. PrestoZze byly zaznamenany mirné
odlisnosti, tak na zaklade téchto vysledki bychom mohli dojit k zavéru, ze se jedna o shodny
kmen. Podstatnym faktorem potvrzujici toto tvrzeni je fakt, ze oba vzorky pochazely od
stejného vyrobce a byly zakoupeny ve stejné prodejné.
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Z.avér

Bylo zjisténo, ze CAMP test neni zcela spolehlivou a dostatecnou metodou odliSeni
druha L. monocytogenes a L. ivanovii. Touto metodou bylo chybné urceno 13 izolatu
(35,14 %).

Bylo potvrzeno, ze metoda MALDI-TOF MS je spolehlivou metodou pro identifikaci
izolath na uroven rodu, neni ale schopna rozlisit jednotlivé druhy.

Identifikace pomoci PCR s druhové specifickymi primery byla vyhodnocena nejen
jako spolehliva, ale také jako levnéjsi a rychlejsi nez biochemické testy a sekvenace
16S rDNA.

Celkove byl rod Listeria detekovan v 11 z51 vzorkd potravin (21,57 %).
L. monocytogenes byla potvrzena ve 2 vzorcich (3,92 %; Bukovanek syrovy, salat
holandsky), L. innocua v 6 vzorcich (11,76 %; salat ala krab, hermelinovy salat,
hermelinovy chlebicek, chlebi¢ek s ala rostbifem, vesnickd klobasa a tataracek)
a L. aquatica ve 2 vzorcich potravin (3,92 %j; niva a buvoli mléko).

Vsechny izolaty L. monocytogenes detekované ve vzorcich nalezely sérotypu 1/2a
a vykazovaly shodné vlastnosti. Pravdépodobné se jedna o klony.

Byla potvrzena funkCnost antibiotik ampicilinu, erytromycinu, meropenemu
a penicilinu, v ramci hodnot stanovenych EUCAST. Zjisténé hodnoty MIC se lehce
lisily jak vramci jednotlivych opakovani, tak mezi kmeny. AvSak tyto rozdily
nevyvraceji moznost identity testovanych kmend. Zaznamenana byla u obou kment
zvySena rezistence na trimetoprim-sulfometaxazol. Pro potvrzeni antibiotické
rezistence u tohoto antibiotika je potfeba dalSiho zkoumani.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symboli

ActA — Actin assembly protein (protein aktivujici polymerizaci aktinu)

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

ATB — antibiotikum

Aw — aktivita vody

BHI - Brain Heart Infusion

CAMP test — Christie—Atkins—Munch-Peterson test

CNS - centralni nervova soustava

CSN — Ceska statni norma

ddNTP - dideoxynukleotid

DNA - deoxyribonukleova kyselina

EDTA - kyselina ethylendiamitetraoctova

EFSA — European Food Safety Authority (Evropsky fad pro bezpe¢nost 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)

HCCA - o-kyno-4-hydroxyskoricova kyselina

HIV — Human imuno-defficiency virus
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InlA — internalin A

InlB — internalin B

KK - klonélni komplex

KTJ - kolonie tvorici jednotky

LAP - listérie adhezivni protein

LLO - listeriolysin O

LM - Listeria monocytogenes

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

MIC — minimalni inhibi¢ni koncentrace

MLEE — Multilocus enzyme electrophoresis (multilokusova enzymova elektroforéza)

MLST — Multilocus sequeence typing (Multilokusova sekvencni typizace)

Mpl — metaloproteasa

NAD - nikotinamid

NCBI - National Center for Biotechnology Information (Narodni centrum pro
biotechnologické informace

PBP3 - penicilin binding protein (penicilin vazajici protein)

PC-PLC - fosfatidylinositol fosfolipaza C

PCR - Polymerase chain reaction (Polymerazova fetézova reakce)
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PFGE - pulzni gelova elektroforéza

PlcA — fosfolipaza A

PlcB — fosfolipaza B

RAPD — Random Amplification of Polymorphic DNA (nahodna amplifikace polymorfni DNA)

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

krmiva)

rDNA — ribozomalni DNA

REP PCR - repetitive sequence based PCR (PCR zalozena na repetitivni sekvenci)

RNA - ribonukleova kyselina

rRNA — ribozomalni RNA

RTE - Ready to eat (uréené k piimé spotiebe)

SSTK - Shoda se sekvenci typového kmene

SVS — Statni veterinarni sprava

SZU — Statni zdravotni tstav

TAE — tris-acetat EDTA pufr

Taq DNA - termostabilni polymerazy z hypertermofilni bakterie Thermus aquaticus

TMP/SMX - trimethoprim/sulfametoxazol

TSB — Trypton s6jovy bujon

UPGMA — unweighted pair group method with arithmetic mean (metoda nevaZzeného parovani

s aritmetickym primérem)
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USA - Spojené staty americké
UV — ultrafialové zareni

WHO - World Health Organization (Svétova zdravotnicka organizace)

77






10 Samostatné prilohy

Vysledky z této prace byly prezentovany na védecké konferenci.

Symposium o novych smérech
vyroby a hodnoceni potravin

CzechFoodChem 2021

24.-26.5. 2011 + ondine

& Faculty of Agrobiology,
2./ Food and Natural Resources

UMIVERSITY
OF LIFE SCIEMCES PRAGUE

Introduction

Listerio monocytogenes — LM (Fig. 1) is an important human foodborne pathogen. The prevalence of the disease caused by this
bacterium is low {0,5-1 %), but the mortality is high (30 %). The incidence of the disease has been slightly increasing these days. The
aim of the work was the detection of LM and optimization of methods for its identification.

Materials and methods

A total of 251 food samples of animal and plant origin were analyzed. The presence of LM was determined according to the €SN EN

IS0 11290-1 standard. After inc ion on selective medium, colonies characteristic to LM (Fig 2) were isolated, transferred to brain

heart infusion broth (BHI, Oxoid) and cultured (37 °C, 24 hours). Isolates were identified by MALDI-TOF mass spectrometry (Bruker Figure 1: Listeria
Daltonik GmbH) and PCR using species-specific primers for LM and L. innocua (Tab. 1). To verify the reliability of the methods, selected manacytogenes - phase

strains were identified using 165 rDNA sequencing. contrast magnif. 400x

Table 1: Used primers for PCR identification of Listerio monocytogenes (LM) and Listeria innocua (LI)

Results and Discusions Ottaviani and Agesti agar

Flgure 2: Specific colanies of
Listerio monacytagenes on

There were 29 (12 %) food samples found to be positive for the presence of listeria with lecithinase activity, of which 21 samples (8 %) were LM positive. Total
of 121 listeria strains were isolated, of which 98 were identified as LM. LM were most commenly found in meat and milk foodstuff. Twelve of these samples
were intended for direct consumption (Fig. 3). The prevalence of LM in food is high, so it is important to optimize the most accurate, fastest and cheapest
methods of identifying these bacteria. It was found that the MALDI-TOF M5 method does not have sufficient resolution in this taxonomic group for reliable
identification at the species level. However, it is useful for preliminary identification at the genus level. Identification using PCR was evaluated as more reliable.
PCR showed up to 100% reliability of identification using primers LL6, LL5 for LM and lin0646-F, lin0646-R for L. innocua (Fig. 4-7). Samples that were unable to
identify by PCR were sent for 165 rDMA sequencing (Tab. 2). Samples 31-35 which were unable to differentiated by PCR were isolated from one food sample
and determined by sequencing as LM (Tab. 2, Fig. 8). Display of both bends in the PCR method can be caused by another copy of section 165 rDNA in this
listeria strain (Fig. 8, 9). Nevertheless, the PCR method is faster and more accurate than biochemical assays and cheaper and faster than 165 rDNA sequencing.
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