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ABSTRAKT

Bakalafska prace je zaméfena na zdravotni rizika spojena srodem Listeria,
konkrétné s druhy Listeria monocytogenes a Listeria ivanovii, vyvolavajicimi
listeriozu. U lidi se listerioza vyskytuje spiSe sporadicky, nicméné muze dojit
i k epidemiim, listerioza se také mulze stat nemocni¢ni nakazou. Listeriéza je
nebezpecna predevSim pro téhotné zeny, u kterych maze vyvolat potraty, a pro
jedince s oslabenym imunitnim systémem, u kterych maze zpUsobit dokonce zanéty
mozku a mozkovych blan. V souCasné dobé je pozorovan zvysujici se vyskyt
rezistentnich bakterii k antimikrobialnim pFipravkim, mezi néz fadime i bakterii
Listeria monocytogenes, ktery predstavuje vazny problém. Proti listeribze neni
ocCkovani, jedinou prevenci je dikladna tepelna uprava potravin a dodrzovani

hygienickych opatfeni, jez riziko nakazy minimalizuje.

Klicova slova: listeriéza, biofilm, rezistence, prevence, detekce



ABSTRACT

This bachelor thesis is concerned with the health risks associated with the genus
Listeria, especially with the species Listeria monocytogenes and Listeria ivanovii
inducing listeriosis. As for humans, listeriosis occurs rather sporadically,
nevertheless, it can cause outbreaks, listeriosis can also become a hospital
infection. Listeriosis is dangerous primarily for pregnant women where it can cause
abortions and for individuals with weakened immune systems where it may even
cause encephalitis and meningitis. Currently a growing prevalence of bacteria
resistant to antimicrobials is observed, including bacteria Listeria monocytogenes
which represents a serious problem. There is no listeriosis vaccination, the only
prevention is a careful heat treatment of food and hygiene which minimize the risk of
the infection.

Keywords: listeriosis, biofilm, resistance, prevention, detection
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1 UVODACIL

Zastupci rodu Listeria patfi mezi ubikvitarné se vyskytujici bakterie, které mohou
u osob rizikovych skupin, jako jsou t&€hotné Zeny, novorozenci a dospélé osoby
s oslabenym imunitnim systémem, zpuUsobovat velmi zavazné onemocnéni,
tzv. listeriézu. Na rozdil od vétSiny jinych alimentarnich nakaz je vyznamna nikoliv
frekvenci vyskytu, ale svou zavaznosti. V poslednich letech stoupa zajem o vyzkum
rodu Listeria, zejména pak o nejvyznamnéjSiho a zarovefn nejpatogennéjSiho
zastupce, Listeria monocytogenes. Neni duvod, aby byla bakterie Listeria
monocytogenes vnimana jako pfi€ina bezprostfedniho ohrozeni Zivota, ale presto
by mélo zustat v naSem povédomi, ze za urCitych podminek se mlze tato bakterie
nezadoucim zplsobem pomnozit a tak Zivot ptinejmensim zkomplikovat. Umrti jsou
vtomto pfipadé zbyte€na, lze jim totiz u€inné predchazet. Proto bychom méli
soustfedit nas pohled a zajem na prevenci proti listeriéze. Pravé z tohoto duvodu,
jak velkou skupinu lidi listeri6za ohroZuje, mé tohle téma oslovilo. Chtéla bych
informovat o tom, jaké riziko pro nas muze listeri6za predstavovat a jak se proti

tomuto onemocnéni udéinné branit.

Cilem prace bylo vypracovat literarni pfehled popisujici vyznam a zdravotni
problematiku  rodu Listeria, onemocnéni  zplUsobené bakterii Listeria
monocytogenes, problematiku tykajici se rezistence vici antibiotikim a v neposledni

fadé moznosti prevence ohroZzenych skupin.



2 PROBLEMATIKA RODU LISTERIA A ZDRAVOTNI RIZIKA S NiM SPOJENA

2.1 Rod Listeria a jeho charakteristika

V roce 1926 byla E. G. D. Murrayem v Cambridge popsana do té doby neznama
grampozitivni bakterie zpusobujici epizoocie kraliki a morcéat. Byla nazvana
Bacterium monocytogenes, vzhledem k vyrazné monocytoze, kterou u postizenych
zvitat zpusobovala. O rok pozdéji byl tentyz mikroorganismus Piriem popsan jako
Listerella hepatolytica. V roce 1940 byl nazev nové bakterie sjednocen na Listeria
monocytogenes (Jilich a Machala, 2008). Bakterie nese jméno po lordu Listerovi,
ktery zavedl do chirurgie pravidla asepse a antisepse. Prvni infekce Clovéka byla
popsana roku 1929 (Zahradnicek, 2003).

Bakterie rodu Listeria jsou kratké, pomérné uniformni grampozitivni tyCinky se
zaoblenymi konci. Délka nepfesahuje 0,5 az 2 uym. V mikroskopu je Ize pozorovat
jednotlivé, v kratkych fetizcich nebo drobnych shlucich (Obr. 1). Ve tkanich
a v patologickém materialu je mozné pozorovat také kokobacilarni tvary nebo
nékolik desitek um dlouhé tycky (Bednar et al., 1996). Netvofi spory ani pouzdra
(Smiskova, 2010). Listerie jsou uzce pfibuzné srody Bacillus, Clostridium,
Enterococcus, Streptococcus a Staphylococcus (Vazquez-Boland et al., 2001).

Obrazek 1: Listeria monocytogenes - Gramovo barveni (zvétSeno 1000x)
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Zdroj: Cupakova et al., 2008

Zastupci tohoto rodu jsou pohyblivi pfi teplotach v rozmezi 20 az 25 °C
s charakteristickym vifivym pohybem pomoci bi¢iki (Dongyou, 2006). P¥i teplotach

nad 30 °C jiz bi¢iky netvofi (Bednar et al., 1996). Listerie jsou schopny pohybu
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dvéma zpusoby. Prvni je pohyb pomoci peritrichialnich bic¢iku, tvofenych bilkovinou
flagelinem. Pfemistovani pomoci bi¢ikl vyuZzivaji pfi teplotach nizSich nez je teplota
bunék teplokrevnych ZzivoCichG (Jacchieri et al., 2003). Listeriim tento zpuUsob
pohybu slouzi k pfemistovani smérem k cilovym bunikam (O'Neil a Marquis, 2006).
Vyznamné se uplatiiuje pfi tvorbé biofilmu, které jsou moznym zdrojem kontaminace
potravinarskych vyrobk( (Done et al., 2004). Pfi velmi nizkych teplotach se uvadi,
ze se listerie prakticky nepohybuji, ale ze jsou schopny rozmnozovani a ristu.
Druhy zpusob pohybu je pomoci asymetricky umisténych dlouhych viaken,
tvofenych bilkovinou aktinem (Tilney et al., 1989).

Zajimava je schopnost listerii Zit a mnoZit se v nékterych extrémnich podminkach
(Zahradnicek, 2003). Listerie napfiklad dokazi tolerovat vysoké koncentrace zludi
a ZluCovych kyselin, o ¢emz své&dcCi i jejich schopnost kolonizovat lidsky Zlu¢nik
(Watson et al.,, 2009). Dle Bednare (1996) se listerie také dobfe mnozi pfi
vysokych koncentracich soli (10% NaCl). Nicméné pokusy podle Waitese
a Arbuthnotta (1991) dokazuji, Ze jsou listerie schopné pfezit dokonce v 25% NacCl,
20 dni v suchém prostfedi a 6 dni v destilované vodeé.

Obecné plati, ze kmeny listerii rostou v Sirokém teplotnim rozmezi 1 a 45 °C za
aerobnich a fakultativné anaerobnich podminek, s teplotnim optimem mezi 30
a 37 °C. Pasterace a var listerie niCi (Foltynova, 2014).

Co se tyCe pH rostou listerie v Sirokém rozmezi pH od 5,5 do 9,6. Nejvhodnéjsi

pH pro rist listerie je vSak neutralni az slabé zasadité (Phan-Thanh et al., 2000).

Konkrétné druh Listeria monocytogenes (dale L.) je schopny pfezit v drsnych
podminkach, jako je extrémni teplota, vysoka hladina soli ¢i Siroké rozmezi pH (3-
9,5), (Blazkova et al., 2005). Dle Gérnera a Valika (2004) roste L. monocytogenes
v rozmezi hodnot pH 5,0 az 9,0, jiz pfi teploté 2,5 °C, pfi¢emz jeji maximalni teplota
ristu dosahuje 45°C (Tab. 1). Primérna minimalni teplota pro rast
L. monocytogenes je 1,7 ° C (Walker et al. 1990). Jednotlivé studie prezentuji

rozdilna rozmezi hodnot pH, ve kterych je L. monocytogenes schopna prezit. Phan-

v v

EDG 3.5. Pri téchto hodnotach pozastavily bakterie svuj rust.
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Tabulka 1: Mezni limity pro rlst Listeria monocytogenes

Minimum Optimum Maximum
Teplota (°C) -0,4 37 45
Ph 4,39 7 9,4
NacCl - - 10%
. 0,9

Aktivita vody (glycerol, 30 °C) = -

0,92 i i

(NacCl)
0,93 i i
(sachar6za)

Zdroj: ICMSF, (1996) - modifikovano

Taxonomie

Rod Listeria Ize dle sou€asné taxonomie podle Bergeyho manualu systematické
bakteriologie zaradit timto zplisobem (Vos et al., 2009):

Rise: Bacteria
Kmen: Firmicutes
Trida: Bacilli

Rad: Bacillales
Celed: Listeriaceae
Rod: Listeria

Rod Listeria zahrnuje vice druhu, ale ze zdravotniho hlediska jsou doposud za
vyznamné povazovany jen L. monocytogenes a L. ivanovii. Ostatni druhy jsou
obecné povazovany za nepatogenni (Alsheikh et al., 2012). Jednotlivé druhy jsou
izolovany z rtiznych zdroju (Tab. 2).

12



Tabulka 2: Priklady zdroju izolace vybranych zastupcl rodu Listeria

Zastupce Izolace Zdroje

Listeria aquatica tekouci voda den Bakker et al., (2014)

zpracovatelské zavody - Weller et al., (2015)

Listeria booriae miéko, mI&&né vyrobky

Listeria cornellensis voda den Bakker et al., (2014)
Listeria fleischmannii tvrdé syry Bertsch et al., (2013)
Listeria grayi krmivo Atil et al., (2011)
Listeria innocua ovce Walker et al., (1994)
Listeria ivanovii rybi filé ze sumce Chen et al., (2010)
Listeria marthii puda Graves et al., (2010)
Listeria monocytogenes mékké syry Pintado et al., (2005)

zpracovatelské zavody -

Listeria newyorkensis mofské plody

Weller et al., (2015)

Listeria rocourtiae hlavkovy salat Leclercq et al., (2010)
Listeria seeligeri klobasy Miiller et al., (2010)
Listeria weihenstephanensis rybnik - rostlina Lemna trisulca Halter et al., (2013)
Listeria welshimeri hnijici rostlinna hmota Nufer et al., (2007)

2.1.1 Biochemické vlastnosti rodu Listeria

Listerie jsou katalasa pozitivni, netvofi enzym oxidasu ani ureasu, hydrolyzuji
eskulin a hippurat sodny, ale mocovinu, kasein ¢i Zelatinu nehydrolyzuji. Listerie
jsou aktivné sacharolytické mikroorganismy a pro jejich rist je esencialni D-glukosa.
Na zakladé schopnosti fermentovat rzné sacharidy (D-xylosa, L-rhamnosa, a-
methyl-D-mannosid a D mannitol, D-arabitol, methyl-D-glukosid, ribosa, glukosa-1-
fosfat, D-tagatosa) jsou rozliSovany jednotlivé druhy listerii (Zahradnicek, 2003).
Dalsi vyznamnou vlastnosti nékterych listerii, napfiklad L. monocytogenes
L.ivanovii a L. seeligeri, je jejich hemolyticka aktivita. Zbylé druhy listerii
hemolytickou aktivitu nemaji (Blazkova et al., 2005).

Co se tyCe antigenni struktury, ackoli se jedna o grampozitivni bakterie, pouziva
se podobné nomenklatury jako u enterobakterii tj. O- antigeny: télové a H- antigeny:
bi¢ikové (Zahradnicek, 2003).

13



2.1.2 Seérotypy rodu Listeria

Podle télovych (O) a bi€ikovych (H) antigent se rozliSuje rod Listeria na 16
sérotypU, ze kterych onemocnéni u lidi vyvolavaji pfedevsim sérotypy O 1,2 a O 5,6.
L. murrayi a L. grayi maji totozné antigeny. L. ivanovii nalezi k sérotypu 5 (Bednar,
1996). O antigen je znam ve &tyfech antigennich faktorech (1 az 4). H antigen je
znam v péti faktorech (a az e) (Bednar et al., 1996; Poljak et al., 1997; Gerner-
Smidt et al., 2005; Swaminatham a Gerner-Smidt, 2007). U zbyvajicich druh
neni korelace mezi antigenni strukturou a pfislusnosti k ur€itému druhu. Nékteré
parcialni télové antigeny listerii jsou spole¢né i stafylokokim, enterokokim
a Escherichia coli a jsou pfi¢inou zkfizenych reakci v sérologickych testech
(Bednar, 1996). Ze vzorku potravin jsou nejCastéji izolovany sérotypy 1/2a, 1/2b
a 1/2c (Bednar et al., 1996; Poljak et al., 1997; Gerner-Smidt et al., 2005;
Swaminatham a Gerner-Smidt, 2007).

U L. monocytogenes existuje celkem 13 sérotypl. Za vétSinu pfipadl listeridzy
u lidi jsou zodpovédné pouze 3 nasledujici sérotypy: 1/2a, 1/2b, 4b (Tab. 3), (Jilich
a Machala, 2008). Podil izolace sérotypu 4b je vy38i mezi pacienty postizenymi
invazivni formou listeriézy, nez u pacientl se sepsi. Studie ukazuji vys$Si umrtnost
u pacientu se sérotypem skupiny 4 (Bednar et al., 1996; Poljak et al., 1997;
Gerner-Smidt et al., 2005; Swaminatham a Gerner-Smidt, 2007). Na zakladé
fylogenetickych studii Ize L. monocytogenes rozdélit do tfi genetickych linii. Linie |
zahrnuje sérotypy 1/2b, 3b, 4b, 4d, 4e, 4ab a 7, linie Il zahrnuje sérotypy 1/2a, 3a,
1/2¢c a 3c a do linie lll patfi sérotypy 4a a 4c (Gelbi€ova a Karpiskova, 2011).
S humannimi pfipady listeriéz podle Fady autorll souvisi zejména kmeny zarazené
do linii I a Il (Farber a Peterkin, 1991; Doumith et al., 2004). Naproti tomu kmeny
zafazené do linie lll jsou oznaovany za patogenni zejména pro zvifata (Doumith,
2004). V Ceské republice patfi mezi nejrozsitengjsi sérotyp 1/2a, a to nejen
v potravinach, ale také v humanni populaci (Gelbi€éova a Karpiskova, 2009).
Doposud u nas nebyl zaznamenan jediny pfipad listeriézy vyvolany sérotypem 1/2c,
pfestoze v potravinach se kmeny tohoto sérotypu vyskytuji (Gelbi€ova
a Karpiskova, 2011). V syrovém kravském mléku byl nejCastéji zjiStén sérovar
skupiny 1/2a,b (47,8 %), sérovar 4b (39,1 %). V ov€&im mléku byl zjistén pfevazné
sérovar 4b (83,3 %), (Brychta et al., 2010).
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Tabulka 3: Pocty pfipadu listeriézy u vybranych sérotypu v letech 2005 - 2014

Rok Sérotyp 1/2a  Sérotyp1/2b  Sérotyp 1/2 ¢ Sérotyp 4
2005 43 29 3 80
2006 46 6 3 77
2007 47 15 14 111
2008 61 9 3 96
2009 60 16 7 98
2010 54 11 2 79
2011 33 13 3 77
2012 39 17 4 84
2013 62 11 5 70
2014 58 16 6 61

Zdroj: Public Health England, (2014)

2.1.3 Vyskyt zastupcti rodu Listeria

Listerie jsou ubikvitarni v pfirodé (Freitag et al., 2009; Ramaswamy et al.,
2007). Zastupci rodu jsou izolovani z vody, pady, vegetace, kanalizace, krmiv pro
zvifata, Cerstvého a mraZeného masa, jatek, odpadu, stolice zdravych zvifat
a rovnéz ze samotnych hospodarskych zvifat a jejich prostfedi (Jemmi a Stephan,
2006). Listerie byly dokonce objeveny i v prachu, na rostlinach, hnoji, ale také ve
stfevnim traktu volné Zijicich zvifat (Gellin a Broome, 1989). Listerie byly téz
izolovany z mnoha zivoc€isnych druhd napf. z plazu (Tomolova et al., 2004), korysu,
(Gellin a Broome, 1989), ryb (Cupakova et al., 2008) a much (Pava-Ripoll et al.,
2012).

Typickym zdrojem listerii pro hospodafska zvifata, a s tim souvisejici i nasledna
kontaminace mléka, jsou nedostate€né prokysané silaze, v nichz se pulvodce
vyrazné pomnozi (Janéova a Skapova, 2007). Cast&j$i vyskyt L. monocytogenes
byl prokazan v balenych silazich (asi 25 %) nez v silaznich jamach a silech (2,5 -
5,9 %). Souvisi to s vétsi plochou krmiva, kterda ma kontakt se vzduchem a silaz ma
vySSi pH (Fenlon, 1986). Vyskyt listerii byl dale zjistén v potravinach, jako jsou syry,
ryby, maso vejce, zelenina alahidky, které obsahuji zejména maso a vejce
(Korenova a Oravcova, 2011). Dokonce vzhledem k schopnosti listerii pomnoZovat
se pfi vysokych koncentracich NaCl, mohou byt zdrojem kontaminace i solné lazné

(Jiéinska a Havlova, 1995).
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Esteban et al. (2009) sledovali pfitomnost L. monocytogenes ve vzorcich vykall
zdravého skotu, ovci a prasat chovanych v Baskicku a prokazali L. monocytogenes
ve vykalech 46 % dojnic, 30 % masného skotu a 14 % ovci.

Brychta et al. (2014) uvedli ve studii zaméfené na vyskyt listerii u lovné zvére,
Ze se L. monocytogenes nejvice vyskytuje u muflonll, srncl a divokych prasat,
méné Casto u bazantd. Dale bylo ve studii zminéno, Ze nejCastéji kontaminovan

byva hibet jateéné opracovaného téla, plec a prsni fizky.

2.1.4 Tvorba biofilmu

Je znamo, Zze mnohé bakterie jsou schopné kolonizovat riizné povrchy a tvofit na
nich trojrozmérnou matrici slozenou z bunék a polymernich latek vyluGovanych
témito burikami (EPS), jez se oznaduje jako biofilm. Biofilmy jsou tvofeny soubory
mikroorganismu obklopenych slizovitymi latkami, které vylucuji, a mohou se tvorit
jak na inertnich povrsich, tak na jinych Zivych organismech (Poulsen, 1999). Toto
usporadani umoznuje mikroorganismim pfezivat dlouhodobé v prostfedi a odolavat
vysueni, UV zafeni a oSetfeni antimikrobidlnimi a sanitaénimi prostfedky
(Mullapudi et al., 2008). Je znacné obtizné zamezit tvorbé biofilmd, nebot ty se
tvofi v podminkach, kde je dostatek vody a &i§téni neni fadné provadéno (Tompkin
et al., 1999).

L. monocytogenes ma schopnost ulpivat a tvofit biofiimy na mnoha typech
povrchovych materiall (Kalmokoff et al., 2001). L. monocytogenes muze
kontaminovat potravinarska zafizeni, na kterych mize z davodu jeji pomérné
znacné odolnosti vi¢&i pusobeni sanitacnich prostfedkl perzistovat. Perzistence je
dana zvyS8enou adhezi a tvorbou bofilmu na plochach, které jsou v pfimém styku
s potravinou (Korenova a Oravcova, 2011). V mlékarenskych zavodech se dafi
izolovat biofilmy tvofené L. monocytogenes z plnicich nebo balicich linek, odpad
vody v podlahach, ze stén, chladicich trubek, dopravnich pasi a unasecl uzivanych
k baleni vyrobkd, stojanl a polic na vyrobky, ru¢nich nastroju a rukavic (Tompkin et
al., 1999).

Na rozdil od dalSich druhu, které jsou vyrazné schopny tvofit biofilm jako je
Pseudomonas spp. nebo Staphylococcus spp., L. monocytogenes neprodukuje
dostatené mnozstvi polymerové substance, i kdyZz je znamo, Ze formuje
trojrozmérny film (Renier et al., 2011). Pfedpoklada se, Ze tedy musi disponovat
né&jakymi jinymi schopnostmi formovani biofilmu. Dosud v8ak nejsou dostateéné
dikazy o pfesném mechanismu formovani biofilmu touto bakterii (Doijad et al.,
2015).
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Nedavné studie ukazaly, Ze mnozstvi a typ mastnych kyselin hraji diferencialni

roli ovliviujici vlastnosti bakterii tvoficich biofilm (Davies a Marques, 2009).

2.1.5 Vliv dezinfekénich latek na Listeria monocytogenes

Pro potravinarsky primysl je k dispozici Siroka Skala dezinfek&nich prostredku,
a mohou byt rozdéleny do nasledujicich sedmi skupin: alkoholy, aldehydy, guanidy,
(bis)fenoly, halogeny, peroxidy, kvartérni amoniové slou€eniny (Asselt a Giffel,
2005).

Z alkoholll napfiklad ethanol a isopropanol pos$kozuje cytoplazmatickou
membranu listerii, stejné jako chlorhexidin, jez je fazen mezi difenyly, a zplsobuje
rychlou denaturaci proteinu a lyzu bakterialnich bunék (McDonnell a Russell, 1999;
Asselt a Giffel, 2005; Gilbert a Moore, 2005; Meyer, 2006).

U dezinfekénich prostfedkd na bazi kvartérnich amoniovych sloucenin (QACs),
jako je napfiklad benzalkoniumchlorid (BC) je znamo, Ze jsou ucinné proti
L. monocytogenes (Lavilla Lerma et al., 2013). Nékteré studie prokazaly, ze kmeny
L. monocytogenes izolované z prostfedi potravinaiského primyslu a potravin maji
vétSi vyskyt QAC tolerance, nez kmeny izolované ze zvirat, lidi nebo z jinych vzorku
prostfedi (Mereghetti et al., 2000; Favrin et al., 2002; Mullapudi et al., 2008;
Elhanafi et al., 2010).

Nékteré z nejdéle znamych environmentalnich adaptaci L. monocytogenes
zahrnuji ty, spojené s rezistenci vici tézkym kovum, konkrétné kadmiu a arsenu
(Ratani et al., 2012; Lee et al., 2013). L. monocytogenes je béZnym obyvatelem
pudy a zeleniny, kde je vystavena tézkym kovim. Na rozdil od antibiotik, kovy
nepodléhaji rozkladu a muzou vyvinout dlouhodoby selektivni tlak (Kolpin et al.,
2002; Stepanauskas et al., 2006). Mnoho faktorll muze snizit u€inek dezinfek&nich
prostfedkl, z nichz nejdllezitéjsi je pfitomnost organického materialu (Best et al.,
1990) a rlst biofilmu (Mustapha a Liewen, 1989; Mosteller a Bishop, 1993).

Rezistence k dezinfekénim latkdm byla v nékterych pfipadech spojovana
s rezistenci vaci antibiotikim (Brychta et al., 2014). Diky velkému rozpéti druhu
antibiotik nepfedstavovaly infekce zpusobené bakteriemi, které byly na Iéky
rezistentni, az do 80. let 20. stoleti zadny l|ékarsky problém. Nicméné evoluce
rezistentnich bakterii byla znaCné urychlena vinou nadmérného a nékdy
neopodstatnéného predepisovani antibiotik v klinickych prostfedich a také z divodu
jejich uzivani v zemédélstvi, kde slouzi jako urychlovade rustu hospodarskych
zvifat. A jelikoz maji bakterie pozoruhodnou schopnost vyvinout si rezistenci ke

vSem antibiotikim, dalo se Cekat, Ze si i druhy rodu Listeria, které byly povazovany
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za druhy nachylné k plsobeni antibiotik, vyvinou silnou multirezistenci (Charpentier
a Courvalin, 1999). Napfiklad tetracyklin se uziva v I1é¢€bé listeridzy a jeho pouziti
jako doplAku stravy u zvifat zfejmé& napomohlo rozSifeni rezistence k tomuto
antibiotiku (Morvan et al., 2010). Rezistence k tetracyklinu byla spojena s rezistenci
k minocyklinu. Byl také objeven kmen L. monocytogenes, ktery je rezistentni
k trimethoprimu, coZ budi zvlastni pozornost, nebot pacienti, ktefi jsou alergicti
k penicilinm se |éCi sulfamethoxazol-trimethoprimem (Granier et al., 2011). Také
jiz byla zaznamenana rezistence ke gentamicinu. RozSifeni téchto rezistenci by
mohlo mit zavazné terapeutické nasledky. Byla téz zaznamenana rezistence
k streptomycinu, erytromycinu, kanamycinu, sulfamethoxazolu, rifampinu, ale také
ke clindamycinu (Bertsch et al., 2014). Tyto pfipady jasné demonstruji, Ze jsou
druhy listerii schopné pfijimat geny antibiotické rezistence z cizich zdrojl
(Srinivasan et al., 2005).
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2.2 Listeridoza

Zdravotni rizika pfedstavuje rod Listeria, konkrétné druh L. monocytogenes, pro
ohrozené skupiny obyvatelstva, jako jsou té&€hotné Zeny, novorozenci, pacienti
s oslabenym imunitnim systémem, starSi osoby, alkoholici, diabetici atd., a to
konkrétné jako puvodce onemocnéni tzv. listeriozy s vysokou umrtnosti pravé
u téchto skupin (Tab. 4) (Blazkova et al., 2005). L. monocytogenes mulze zpusobit
listeridzu jak u lidi, tak u rdznych Zivo€ichll (Hunt et al., 2012). DalSim vyznamnym
druhem je L. ivanovii, ktery zplsobuje také listeriézu, tentokrat pfedevsim u ovci, ale

objevuje se i u skotu (Guillet et al., 2010).

Tabulka 4: Prevalence listeriézy ve vybranych rizikovych skupinach v porovnani

s obvyklou populaci

Pocty pripadl na 100 tisic

Skupina obyvatel obyvatel/rok

Obvykla populace 0,7
Lidé ve véku (> 70 let) 2
Alkoholici 5
Diabetici 5
PretiZzeni zelezem 5
Téhotné Zeny 12
Pacienti s rakovinou 15
Steroidova lécba 20
Lupus erythematodes 50
Prijemci transplantace plic 100
Chronicka lymfaticka leukemie 200
AIDS 600
Leukemie 1000

Zdroj: Hof, (2003)

Listeri6za je vrozené C&i ziskané infekéni onemocnéni zplsobené konzumaci
potravin obsahujicich bakterie L. monocytogenes (Clark, 2010). Onemocnéni
listeriézou je i v sou€asné dobé velmi zavazné, s vysokou letalitou u oslabenych
jedinct. V CR se udavéa roéné kolem 20 pfipadi listeridzy, se zvysenym vyskytem
v letech 2006 a 2007, kdy zdrojem nakazy byl mékky zrajici syr pochazejici od
jednoho vyrobce (Foltynova, 2014). Primérna mortalita u listeriézy &ini kolem 20-
30 %, coz je ve srovnani s jinymi patogennimi bakteriemi vyrazné vysoké procento

(Borucki et al.,, 2003). Hromadny vyskyt listerioz byl popsan v Evropé
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i Ceskoslovensku v 50. letech 20. stoleti. Pro pfiklad v kraji Praha do$lo v 50. letech
k velkému vyskytu adnatnich listerioz, které tvofily 2,8 % umrti u vSech zivé
narozenych déti, zatimco v dnesni dobé stoupa pocet pfipadu spiSe u dospélych
pacientt (Bednar, 1996; Macela et al., 2006).

NejobvyklejSim obdobim vyskytu listeridzy je jarni a zimni obdobi (Desai et al.,
2015). Naproti tomu Janakiranam (2008) tvrdi, Zze onemocnéni listeriozou je
nejcastéjsi v letnich mésicich (Graf 1), kdy je diky vhodnym teplotdm pro rust
rychlost mnoZeni L. monocytogenes mnohonasobné vy3si. Podle Témolové et al.
(2004) ma listeriéza zfetelny sezénni vyskyt, pravdépodobné spojeny se sezénnim

krmenim silaze, pfiemz nejvyssi vyskyt je v mésicich od prosince do kvétna.

Graf 1: Procentualni vyskyt infekci vyvolanych vybranymi patogeny v jednotlivych
mésicich roku 2013 v U. S.
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2.2.1 Epidemie listeridozy

Prvni zprava o lidskeé listerioze byla zaznamenana v roce 1929, a prvni pfipad
perinatalniho onemocnéni byl zjistén v roce 1936 (Gray a Killinger, 1966).

Zatim nejvétSi epidemie listeriézy byla popsana v roce 1997 v ltalii, kde
onemocnélo v kratké dobé pfes 1500 mladych lidi, stravujicich se v bistrech
zasobovanych jednim dodavatelem (Vacek, 2002). V roce 2005 bylo hladeno deset
pfipadu listeriozy v malé oblasti Svycarska zpusobenych lokalng& vyrobenym
a distribuovanym mékkym syrem (Bille et al., 2005). V roce 2006 pak v Ceské
republice propukla jedna velka epidemie, zahrnujici 78 pacientd, z nichz 13 zemfrelo,
i zde byl jako zdroj nakaZeni identifikovan mékky syr (Tab. 5), (Vit et al., 2007).
V Némecku bylo v obdobi od 1. ledna 2001 do 31. prosince 2005 hlaseno vypuknuti
1519 pripadu listeriozy (Koch a Stark, 2006). Listerioza komplikovala Zivot lidem
i v dalSich evropskych zemich (Tab. 6). Mimo EU jako dalSi ohlasila Kanada v roce
2008 pét umrti spojenych s alimentarni epidemii listeridzy. Jako zdroj nakazy bylo
potvrzeno kontaminované maso pochazejici z torontské pobocky nejvétsi kanadské
potravinarské firmy Maple Leaf Foods, ktera zasobuje svymi produkty uzemi celé

Kanady (v&etn& nemocnic, penziond, atd.) (Fabianova a Castkova, 2008).

Tabulka 5: Pog&et pripadil listeridzy na izemi Ceské republiky v letech 2006-2015

Rok Pocet pripadu listeriozy
2006 78
2007 51
2008 37
2009 32
2010 26
2011 35
2012 32
2013 35
2014 37
2015 34

Zdroj: SZU, (2013)
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Tabulka 6: Pfipady listeridzy ve vybranych zemich EU v letech 2008 - 2012

Zemé 2008 2009 2010 2011 2012
Némecko 306 394 377 330 427
Francie 276 328 312 282 348
Velka Britanie 206 235 176 164 183
Italie 118 109 157 129 36
Spanélsko 88 121 129 91 107
Belgie 64 58 40 70 83
Svédsko 60 73 63 56 72
Dansko 51 97 62 49 50
Finsko 40 34 71 43 62
Ceska republika 37 32 26 35 32
Polsko 33 32 59 62 54
Rakousko 31 46 34 26 36
Madarsko 19 16 20 11 13
Irsko 13 10 10 7 11
Estonsko 8 3 5 3 3
Slovensko 3 6 11 5 7
Recko 1 4 10 10 11

Zdroj: ECDC, (2014) - modifikovano

2.2.2 Zpusob prenosu, patogeneze a patogenita

Rozhodujici pro zlepSeni naseho chapani, jak se L. monocytogenes pfenasi ze
zvifat nebo z prostfedi pfes potraviny na ¢lovéka byla epidemiologicka a populacni
genetika. Velkou roli zde ale hraly téZ evolu¢ni studie L. monocytogenes zaloZené
a uskute¢néné diky nékterym metodam. K bé&zné pouzivanym subtyping metodam
uL. monocytogenes patfi sérotypizace, multilokusova elektroforéza (MLEE),
a metody zaloZzené na DNA jako pulsni gelova elektroforéza (PFGE), ribotypizace,
polymorfismus délky restrikCnich fragmentl (PCR-RFLP) a viceloziskova
sekvenacni typizace (Wiedmann, 2002).

Cesta pfenosu je nejCastéji alimentarni, nicméné jsou znamy pfipady nakazeni
se z prostiedi Ci kontaktem s postizenym zvifetem. Vyskyt onemocnéni stoupa
s vékem (Dongyou, 2008). Dongyou (2008) uved! ve studii v USA, Zze primérny
vék nakazeného jedince je 55 let a Castéji jsou postizeni muze. V Némecku Koch
a Stark (2006) uvedli, ze se listerioza vyskytuje nejCastéji u novorozencli a osob
stargich 70 let. Vit et al., (2007) uvedli ve studii pro CR, Ze se primérny vék

nakazeného pohybuje okolo 60-69 a téz postihuje Castéji muze (Graf 2).
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Graf 2: Pocet pripad listeriézy v Ceské republice dle pohlavi a véku v roce 2006
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Zdroj: Vit et al., (2007)

Mezi potraviny s nejvySSim rizikem patfi maso a tepelné neopracované masné
vyrobky, syrové mléko a mlééné vyrobky, jako jsou napfiklad mékké a plisfiové syry,
a dale zelenina. Mezi dalSi rizikové potraviny z hlediska nakazy listeriozou patfi
zmrzlina, uzené ryby a fermentované masné produkty (Tab. 7). K dal8i kontaminaci
a pomnozeni listerii mGze dojit v prabéhu pfipravy pokrmd a uchovavani hotovych
jidel pfi pokojové teploté. Velmi nebezpecna je neonatalni infekce, kde je zdrojem
nakazy matefsky organismus, kdy listerie pronikaji placentou a infikuji plodovou
vodu. Dal8im rizikem jsou nozokomialni infekce, jez vznikaji v souvislosti

s hospitalizaci pacientd v nemocni¢nim zafizeni (Blazkova et al., 2005).

Tabulka 7: Pocty pfipadu listeridzy u vybranych potravin

Miéko 9.1 0,005
Zmrzlina 0,012 0,000014
Uzena ryba 0,46 0,021
Fermentovane 0,00066 0,0000025

masné produkty

Zdroj: WHO, (2004)
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Patogeneze

L. monocytogenes a L. ivanovii jsou fakultativni nitrobunécni parazité. NejCastéjsi
branou vstupu je sliznice zaZivaciho traktu, ale i spojivka, respiraCni nebo
urogenitalni trakt (Obr. 2) (Bednai, 1996). Infekce hostitelské bunky je zahajena
internalizaci bakterie. Pro vstup listerii do nefagocytujicich hostitelskych bunék je
nezbytna pfitomnost specialnich proteinu, které jsou schopné fagocytosu indukovat.
Jde pfedevdim o povrchové proteiny tzv.internaliny — internalin A a internalin B.
Poté, co je bakterie pohlcena, musi rychle uniknout z fagocytické vakuoly
(fagosomu), ktera ji obklopuje, aby se mohla dale mnozit (Blazkova, 2005). Na
uvolnéni z vakuoly se podili virulentni protein zvany listeriolysin O, ktery je schopen
tvofit v membrané fagosomu péry (Zahradniéek, 2003). Uvolnéné bakterie se poté
mnozi v cytoplazmé a Sifi se z bunky na bunku. Jejich pohyb je zprostfedkovan
proteinem ActA (Blazkova, 2005). Za nékolik hodin po vstupu do cytoplazmy
vytvareji listerie pomoci aktinovych filament prstovité vybézky, pomoci kterych
mohou pronikat do dalSich bunék chranény pfed prostfedim exracelularniho
prostoru. Tento proces se odehrava ve vétsiné pripadu v lidském stfevé, kde listerie
napadaji predevsim M-buriky. Pfiblizné za 20-30 hodin po poziti kontaminované
potravy se tento proces projevi jako enteritida nékdy provazena horeckou.
U disponovanych jedinci nemusi byt tato situace organismem imunologicky
zvladnuta a bakterie se dostavaji hematogenni a lymfatickou cestou do jater, kde se
dale mnozi. Vzhledem k afinité listerii vuc¢i nékterym strukturam CNS, placentalni
a fetalni tkani, maze dojit nasledné k postizeni téchto struktur (Jilich a Machala,
2008).

Z pocatku je infekt kontrolovan rezidentnimi makrofagy a monocyty, které pronikaji
k lozisku z krve. Imunita je zprostfedkovana predevdim T burikami, které aktivuji
makrofagy. Pokud pomér monocyt/parazit nezlstane pfiznivy do doby nastupu
buné&né imunity, pak se infikované burnky rozpadaji, listerie pronikaji do
subepitelialnich tkani a do krevniho fecisté a infekce se generalizuje. Soubézné
s rozvojem pozdni precitlivélosti se tvofi v postizenych organech specifické
granulomy (listeriomy), makroskopicky viditelné jako drobné bélavé uzliky. Neni-li
mnozstvi infikujicich zarodkd velké, rozviji se onemocnéni jen u osob se snizenou
rezistenci (nadorové onemocnéni) nebo s fyziologickou zatézi (t€hotenstvi). Listerie
jsou u téhotnych Zen schopné pronikat placentou a infikovat plodovou vodu. Po

jejim polknuti dojde ke generalizovanému onemocnéni plodu (Bednar, 1996).
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Obrazek 2: Patogeneze Listeria monocytogenes
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Nejzavaznéjsi jsou infekce novorozencu, zde muize jit o asnou infekci, ziskanou
v déloze & pozdéji nastupujici infekci, ziskanou pfi porodu nebo tésné po ném
(vétSinou meningitidy a sepse). U dospélych mize jit o infekce ran, sepse, mocové
infekce, nékdy také meningitidy (Zahradnicek, 2003).

Prvni krok procesu infekce, tedy konzumace potravin, které obsahuji bakterie
L. monocytogenes, obvykle vede ke vzniku gastroenteritid, jez se projevuji
nevolnosti, vodnatym ¢&i krvavym pradjmem, abdominalni bolesti a horeckou).
Uvedené klinické pfiznaky jsou zplsobeny bud toxickym efektem bakterie na stfevni
tkan, nebo prichodem a invazi pfes mukdzni bariéru a obvykle spontanné mizi
(Khelef et al., 2006). Nasledna septikémie muze byt zodpovédna za horecky,
podobné chfipkovym, doprovazené bolestmi svalu, kloubu, hlavy a zad. Klinicky se
také nemusi vibec projevit (Goulet a Marchetti, 1996). Kromé& schopnosti pfekonat
intestinalni a placentarni bariéru, dokadze L. monocytogenes prekonat
i hematencefalickou bariéru a mulze zplsobit akutni meningitidy ¢&i infekci
mozkového parenchymu. Mezi vSemi bakteriemi, které zpusobuji meningitidu, ma
pravé L. monocytogenes nejvétsi miru mortality (22 %). Meningitida zpusobena
touto bakterii se objevuje v 11 % v8ech bakteridlnich meningitid (Lecuit a Cossart,
2001).
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2.2.3 Klinické projevy listeridozy

Pribéh infekce kolisa od asymptomatické kolonizace prfes lehké formy

onemocnéni, které se vyskytuji u imunokompetentnich osob az po téZka smrtelna
onemocnéni postihujici pfedevsim oslabené jedince (Jilich a Machala, 2008).
L. monocytogenes zpusobuje dvé formy listeridzy: neinvazivni gastrointestinalni
listeriozu ainvazivni listeriozu. U imunokompetentnich osob, se neinvazivni
listeriéza vyviji jako typicka hore¢nata gastroenteritida. U imunokompromitovanych
dospélych, jako jsou osoby s HIV infekci, pacienti po transplantacich, s malignitami
¢i chronickym renalnim nebo jaternim onemocnénim, se listeriéza mlze projevovat
jako sepse nebo meningoencefalitidy, méné Casty je mozkovy absces, listeriova
endokarditida ¢&i peritonitida (Disson et al., 2008). U osob s onemocnénim AIDS se
listeridza vyskytuje az 300 x Castéji nez u lidi s normalnim imunitnim systémem
(Janéova a Skapova, 2007).

Pfi infekci gravidnich zZen mlze dojit k bakteriemii a naslednému
transplacentarnimu pfenosu infekce (Jilich a Machala, 2008). Pfi infekci v ¢asnych
stadiich téhotenstvi mlze dochazet k potratu, narozeni mrtvého plodu,
generalizované infekci a sepsi nebo k meningitidé u novorozence. VétSina
téhotenskych infekci se vyskytuje v pribéhu tfetiho trimestru téhotenstvi, kdy je
imunita T-bunék nejvice postizena. Listerioza je zfidkakdy objevena v prvnim
trimestru (Al-Tawfig, 2008).

Neonatalni listeriéza je rozdélena do dvou klinickych forem: s Easnym zaCatkem
(obvykle v prvnim tydnu Zivota) a pozdni forma, ktera se mlze vyskytovat od
jednoho do nékolika tydna po narozeni (Allerberger a Wagner, 2010).

Infekéni davka neni zatim jednoznaéné urCena. Pfedpoklada se, ze u zdravych
osob se pohybuje kolem 10% az 10° bunék L. monocytogenes, u rizikovych osob
muze Cinit pouhych 1000 bakterialnich bunék, i kdyz zalezi také na virulenci
konkrétniho kmene (Erban, 2007).

Listerioza ma pomérné dlouhou inkubaéni dobu (Poljak et al., 1997). U ¢lovéka
se inkubac¢ni doba pohybuje obvykle v rozmezi od 1 dne az do 3 tydnl (Barbuddhe
et al.,, 2012). Lecuit et al. (2001) tvrdi, Ze inkubacCni doba je obvykle 30 dni
s rozmezim od 11-70 dnu. Inkubaéni doba novorozeneckeé listeriové meningitidy je
obvykle 1-2 tydny (Jilich a Machala, 2008).
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2.2.4 Diagnostika

Listeridza je diagnostikovana prostfednictvim kultivaéniho vysetfeni, pfi kterém je
L. monocytogenes kultivovana z klinickych vzorku, jako je krev, mozkomiSni mok,
plodova voda, placenta, mekonia, lochie, ZaludeCni vyplach nebo usni stér
Z novorozence, pfimym nanesenim materialu na krevni agar a inkubaci pfes noc pfi

teploté 35 °C v okolni atmosféie (Allerberger a Wagner, 2010).

Dle Zahradni¢ka (2003) muizou byt dale vhodnymi vzorky podle situace
i gynekologické materialy, pfipadné biopsie. Narostlé kolonie L. monocytogenes
jsou drobné, Sedavé, nékdy s naznakem beta hemolyzy, podobné koloniim enteroku
Ci nékterym korynebakteriim. V posledni dobé se diagnostika listerii opira
o chromogenni pldy, na kterych jednotlivé druhy rostou v typicky zbarvenych
koloniich. Diferencialni diagnostika spociva v katalasovém testu a v kultivaci zlu¢-

eskulinové ¢&i jiné podobné pady.

2.2.5 Lécba

Lécba listeriozy spociva v zahajeni antibiotické 1eéCby. Antibioticka |éCba je i pfes
dobrou citlivost L. monocytogenes na vétSinu antibiotik limitovana, protoze zadny
Z pfipravkd neplsobi na listerie baktericidné. Mezi ucinna antibiotika patfi
benzylpenicilin, kotrimoxazol, chloramfenikol, erytromycin nebo vankomycin (Jilich
a Machala, 2008). Mezi antibiotika neucinna pfi 1éCbé listeridzy patfi cefalosporiny.
Rezistenci k cefalosporinim Ize v8ak vyuzit v mikrobiologické laboratofi k selektivni
kultivaci bakterii rodu Listeria (Kosina et al., 2007; Urbaskova et al., 2007). Délka
trvani antibiotické 1éCby listeriové meningitidy by méla byt 3 tydny, u pacientd
s encefalitidou nebo mozkovym abscesem nejméné 6 tydnd. Doporucovana doba

trvani lécby endokarditidy u dospélych je 4 az 6 tydnu (Kosina et al., 2007).

2.2.6 Preventivni opatreni

Specificka prevence neexistuje (Jilich a Machala, 2008), ale je vytvofeno nékolik
obecnych doporuceni, jak zabranit infekci L. monocytogenes, a nékteré dalsi
doporuceni specialné pro osoby, které jsou vystaveny vySSimu riziku. Napfiklad
gravidnim Ize doporucit vyhybat se rizikovym potravinam (Votava et al., 2003).
Navic se zkousSeji rizné zpUsoby oSetfovani potravin, kdy uspé&Sné bylo napf. gama
- zafeni (Zahradniéek, 2003).
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Je nutno dodrzovat obecna doporuéeni, mezi néz pati:

> oplachovat dikladné syrové produkty, jako je ovoce a zelenina, pod tekouci

vodou pred jidlem nebo varfenim. | v pfipadé, zZe bude plodina oloupana, by mélo byt

umyti na prvnim misté

> drhnout plodiny, jako jsou melouny a okurky, s Cisticim kartaem

> oddélené pracovat se syrovym masem a zeleninou

> umyt si ruce po manipulaci a pfipravé tepelné neupravenych potravin

> vafit dikladné syrové potraviny z zivociSnych zdrojli, jako je napfiklad
hovézi, veprové, drubezi maso na bezpecné vnitini teploty dle seznamu

doporucenych teplot pro maso a dribez (Tab. 8).

> spotfebovat, co nejdfive vafené nebo ready- to- eat potraviny
> neskladovat potraviny v chladni¢ce po vyprseni data spotfeby
> nepit syrové (nepasterizované) mléko a nekonzumovat potraviny, které

nepasterizované mléko obsahuji (SZPI, 2015).

Tabulka 8: Minimalni teploty vareni pro bezpeénost potravin

Kategorie

Mleté maso
a smeési mas

Cerstvé hovézi,
teleci a jehnéci

Dribez

Vepirové maso
a Sunky

Potravina

hovézi, veprove,
teleci, jehnéci

krata, kure

bifteky, pecinky,
kotlety

kure a krata
dribezi prsa a
pecené
dribezi stehna a
kridla
kachna a husa
nadivka

Cerstvé veprové

Cerstvé Sunky

predvarené Sunky

Zdroj: Foodsafety.gov, (2016) - modifikovano
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Teplota (°C)

71,1

73,9

62,8

73,9
73,9
73,9
73,9
73,9
62,8
62,8
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V pripadé rizikovych skupin je nutno kromé obecnych doporuéeni dodrzovat
navic tato nasledujici doporuéeni:

o MASO

- vyvarovat se konzumaci parkd v rohliku, lunch meatu, studenych masovych
narezll, lahadkarskych mas nebo fermentovanych suchych salamu, pokud nejsou
zahfaty na vnitini teplotu 74 ° C nebo nejsou povafeny pfed podavanim (CDC,
2014).

. SYRY

- vyhnéte se syrim typu camembert, syrim s plisni uvnitf hmoty a syrim mexického
typu (neni tfeba se vyhybat tvrdym syriim, tavenym syrim, krémovym syrdm, syru
cottage, nebo jogurtu), (SZPI, 2015).

. MORSKE PLODY
- nekonzumovat chlazené uzené moiské plody, pokud nejsou obsaZeny v uvafeném

jidle, nebo pokud nejsou v konzervach nebo skladovatelném produktu (CDC, 2014).
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2.3 Metody detekce Listeria monocytogenes

Metody detekce L. monocytogenes je mozno rozdélit na klasické (konvenéni)
a moderni, tzv. rychlé metody (Komprda, 2005) (Tab. 9).

Tabulka 9: Pfehled metod detekce Listeria monocytogenes v potravinach

Princip stanoveni Metoda

Klasické kultivaéni metody CSN ISO 11290-1:1999

API Listeria test

Moderni kultivaéni metody RAPID L. mono test

ALOA a COMPASS L. mono Agar

Hybridizace

Molekularné-genetické Polymerazova fetézova reakce (PCR)

metody
Amplifikace specifickych usekll RNA
Ligasova fetézova reakce (LCR)
Enzymova imunoanalyza
Imunochemické techniky Imunochromatograficka technika na membrané

Imunosenzor

Zdroj: Blazkova et al., (2005) - modifikovano
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2.3.1 Klasické kultivaéni metody
Kultivace

KultivaCné nejsou listerie naro€né a jsou znacné rezistentni ke zménam vnéjsiho
prostfedi. Kultivace se provadi u listerii pfi 37 °C po dobu 24- 48 hodin (Votava et
al., 2003). Listerie roste velmi dobfe na béznych kultivacnich pudach napf. krevnim
(obr. 3) nebo tryptézovém agaru (Jadhav et al., 2015). L. monocytogenes na
krevnim agaru zpuUsobuje beta hemolyzu, ktera je lokalizovana pouze pod kolonii
tzv. striktni hemolyza. Kolonie L. ivanovii na krevnim agaru jsou napadné Sirokou
zonou beta hemolyzy, pro kterou mohou byt zaménény s koloniemi beta
hemolytickych streptokokdl (Komprda, 2005). L. monocytogenes je auxotrofni pro
sedm aminokyselin (leucin, isoleucin, valin, methionin, arginin, cystein, glutamin),
vyzaduje dale &tyfi vitaminy (riboflavin, thiamin, biotin, kyselina thioktova). Z tohoto
divodu musi byt L. monocytogenes péstovana v bohatém kultivaénim médiu, které
poskytuje vSechny tyto rlstové faktory. Brain Heart Infusion (BHI) je nejCastéji
pouzivané neselektivni médium pro kultivaci Listeria druhd (Premaratne et al.,
1991). V posledni dobé se diagnostika listerii opira o chromogenni pldy, na kterych

jednotlivé druhy rostou v typicky zbarvenych koloniich (Votava et al., 2003).

Obrazek 3: Listeria monocytogenes na krevnim agaru

www.bacteriainphotos.com

W
3 4 5

Listeria monocytogenes
blood agar

Zdroj: ANONYM, (2011)
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Stale nej¢astéjSim zpusobem stanoveni Listeria monocytogenes v potravinach je
pouziti klasickych kultivaénich metod. Na jejich zakladé je zaloZzena i metoda
popsana v CSN EN ISO 11290. JelikoZ se vSak jedna o metody &asové naroéné
(5-8 dnu) a v€asna diagnostika je vzhledem k progresivnimu prabéhu onemocnéni
listeriozou velmi dulezita, je v poslednich letech vyvijen znacny tlak na vyvoj

novych, rychlych metod (Blazkova et al., 2005).

Horizontalni metoda prikazu a stanoveni poétu L. monocytogenes - CSN EN
ISO 11290
Podstata zkousky:

Prikaz L. monocytogenes vyzaduje &tyfi po sobé nasledujici stupné:
Nejprve jsou listerie primarné pomnozeny v tekuté selektivni pudé (v tzv. bujonu
podle Frasera) s polovi¢ni inhibiéni silou po dobu 24 hodin pfi 30 °C (Uta Gasanov,
2005). Toto primarni pomnozeni Caste¢né inhibuje ruast doprovodné mikrofléry

a soucasné umoznuje resuscitaci poskozenych bunék listerii (Blazkova, 2005).

Poté nasleduje sekundarni pomnozeni bunék listerii v médiu Fraser s plnou
koncentraci inhibiénich sloZek, pfiemz se inkubuje pfi 35 °C po dobu 48 hodin.
Vysledné pomnoZena kultura je umisténa na dvé agarova média Oxford a PALCAM
(Uta Gasanov, 2005).

Nasleduje inkubace tuhych pud pfi 37 °C 24 hodin, a je-li tfeba jesté dalSich 24
hodin (Burdychova a Sladkova, 2007).
Potvrzeni identity a téz pfitomnost charakteristickych kolonii se provadi vhodnymi

morfologickymi, fyziologickymi a biochemickymi testy (Blazkova, 2005).

Chromogenni média

Chromogenni média byla vytvofena pro identifikaci patogennich Listeria spp.
zalozenou na pfitomnosti enzymu produkovanych patogeny a kyselin vzniklych
disledkem kvaSeni cukrd. Razné antimikrobidlni latky jsou pfidavany do média
s cilem ziskat dostateCnou selektivitu. Chromogenni médium je nejpopularné;si
kultivaéni potvrzovaci metoda z divodu jeji snadné pfipravy a interpretace. To
umoziuje pravdépodobnou identifikaci L. monocytogenes béhem 24 hodin. VétSina
z téchto médii byla testovana na Siroké Skale potravin (Reissbrodt, 2004) a jsou

nyni soucasti vétSiny protokoll a standardu (Hitchins, 2003, ISO 2004).
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2.3.2 Moderni kultivaéni metody

Nasledujici metody vyuzivaji k potvrzeni pFislusnosti k jednotlivym druham listerii

jejich biochemické vlastnosti. Jsou vétSinou zalozeny na priikazu charakteristického
enzymu zpusobujiciho pfeménu substratu, ktery je pfimo &i nepfimo doprovazena
zménou zabarveni média. Substraty jsou bud obsazeny v sérii tekutych kultivacnich
médii (API Listeria test) nebo jsou soucasti specialnich tuhych pud (Rapid L. mono
test, ALOA a COMPASS L. mono agar), (Blazkova et al., 2005).
Rapid L. mono test nebo ALOA umoznuji identifikaci L. monocytogenes.
Identifikace na Rapid L. mono platech je zalozena na chromogenni detekci
fosfatidylinositolu, fosfolipazy C a na fermentaci xylésy produkovanou druhy Listeria.
L. monocytoges se jevi jako modra kolonie bez halo zény, zatimco L. ivanovii se jevi
jako modra kolonie obklopena Zlutou halo zénou. Ostatni druhy Listeria vypadaiji
jako bilé kolonie (Brosch et al., 1996; Allerberger, 2003).

2.3.3 Molekularné — genetické metody

Identifikace Listeria spp. pomoci molekularnich metod je stale oblibengjsi,

protoze tyto techniky jsou velmi pfesné, citlivé a specifické (Uta Gasanov, 2005).
Detekce L. monocytogenes pomoci sond

Detekce L. monocytogenes pomoci genovych sond je pfesna a pomérné
jednoducha. DNA se nanese na podpurnou matrici (napf. nitrocelulézovy filtr nebo
nylonovou membranu), je dale hybridizovana s enzymem nebo radioaktivni druhové
specifickou genovou sondou a nasledné je detekovana svhodnym substratem
(enzym Stitek), nebo autoradiografii (Klinger et al., 1988; Kohler et al., 1990).
Protoze tento postup vyuziva rozdill mezi druhy Listeria na genetické urovni, je
tento postup presnéjSi nez biochemické nebo sérologické metody, které jsou
zalozeny na fenotypu (Wang et al., 1993; Manzano et al., 2000; Volokhov et al.,
2002).

PCR

Principem PCR je opakované kopirovani (amplifikace) templatové (vzorové)
molekuly DNA pomoci enzymu DNA- polymerasy. Syntéza DNA je fizena dvéma
kratkymi oligonukleotidy (primery), které se komplementarné paruji s templatovou
DNA na pocatku a na konci amplifikovaného fragmentu, kazdy s jinym vlaknem

puvodni dvouretézcové molekuly DNA (Bursova et al., 2014). Dfive amplifikace
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DNA trvala tydny. Ale ted, kdyZ se PCR provadi ve zkumavkach, to trva jen nékolik
hodin. PCR je vysoce efektivni v tom, Ze se prostfednictvim PCR ziska nevyslovné
mnozstvi kopii z DNA. Navic PCR pouziva stejné molekuly, které pfiroda pouZziva
pro kopirovani DNA (Stoppler, 2015)

Aznar a Alarcon (2002) a Shearer et al. (2001) tvrdi, ze detekce
L. monocytogenes pomoci PCR je vice citliva nez metody zaloZzené na kultivaci pro
detekci patogenu v kontaminovanych potravinach, protoze se v téchto PCR testech
objevuje vice positivnich vzorku L. monocytogenes. Cilové geny pro PCR jsou hlyA
gen, iap gen, inlB (Cocolin et al., 2005; Schmid et al., 2003). Mezi témito geny je
nejbéznéji pouzivan hlyA (Aznar a Alarcén, 2002). Aby metoda PCR probéhla, je
tfeba 58-60 hodin (Wan et al., 2003).

Jung et al. (2003) pouzil PCR pro detekci L. monocytogenes pomoci genu
internalin  AB. PCR umoznila specifickou detekci nékolika sérotypu
L. monocytogenes, kdyz nebyly zjistény zadné skupiny od jinych non-patogennich
druhl Listeria. Mez detekce patogenu v &istych kulturach bylo 105 bunék / ml
kultury.

Tradi¢ni PCR metody jsou schopny detekovat pfitomnost patogenu, ale nejsou
schopni kvantifikovat uroven kontaminace patogena. Jeden zpusob, jak pfistupovat
k tomuto problému je pouziti konkurenéniho PCR (Schleiss et al., 2003). Nékolik
skupin vyvinulo alternativy k pouziti klasického PCR pro zvySeni detekce patogenu.
Jedna metoda je kombinovat PCR s pouzitim oligonukleotidovych sond (Ingianni et
al., 2001).

Choi a Hong (2003) pouzili variantu konkuren¢niho PCR zaloZzenou na
pritomnosti restrikéni endonukleasy v amplifikovaném genu pro detekci
L. monocytogenes.

Pro detekci L. monocytogenes se stale Castéji vyuziva reverzné transkripéni PCR
v realném Case. Jsou k tomu uz k dispozici rizné komer¢ni metody (Jantzen et al.,
2006).

2.3.4 Imunochemické techniky

ELISA

Jedna z nej€astéji vyuzivanych imunochemickych metod pro detekci listerii je
enzymova imunoanalyza na pevné fazi neboli ELISA (angl. Enzyme Linked Immuno
Sorbent Assay) v uspofadani pfimého nekompetitivniho tzv. sendvi¢ového formatu
(Demnerova, 2012). Pfi této metodé je protilatka imobilizovana na pevny nosic

(obvykle polystyrenové kuliCky, mikrotitracni destiCky) bud nespecificky
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(prostfednictvim adsorpce na povrch), nebo specificky (prostfednictvim zachyceni
jinymi protilatkami specifickymi ke stejnému antigenu), (Nilsson, 1990). Poté je
pfidan vzorek obsahujici buriky mikroorganismu, které interaguji s navazanou
protilatkou. Po odstranéni nenavazanych sloZzek nasleduje aplikace druhé protilatky,
ktera je znaCena enzymem. Finalni detekce je uskuteCnéna enzymovou reakci, kdy
je bezbarvy substrat pfemén na barevny produkt a kvantifikace je provedena
méfenim intenzity zabarveni. Pro aplikaci této metody je nutné, aby dany antigen
mél alesponi dva epitopy interagujici s protilatkou. Pfed vlastni reakci je nutné
namnozit listerie ve vzorcich potravin pomoci béznych kultivaénich metod
(Schneiderka, 2012).

2.4 Legislativa

S ohledem k zavaznosti L. monocytogenes coby alimentarniho plvodce, existuje

mnoho legislativnich podkladu, jak evropskych, tak nasich, jako jsou:

Smérnice Evropského parlamentu a Rady ¢. 99/ES ze dne 17. listopadu 2003
o sledovani zoondz a jejich pavodcl. Ugelem této smérnice je zaijistit, aby byly
zoonozy, jejich plvodci a s nimi spojena antimikrobialni odolnost fadné sledovany
a aby ohniska zoon6z vyvolanych pfitomnosti jejich pavodcli v potravinach byla
podrobena fadnému epidemiologickému 3etfeni, které by umoznilo sbér informaci

nutnych pro zhodnoceni relevantnich trend a zdroju na drovni Spole€enstvi.

Nafizeni komise (ES) €. 2073/2005 o mikrobiologickych pozadavcich na potraviny,
ve znéni pozdéjSich predpist. Toto nafizeni stanovi mikrobiologicka kritéria pro
nékteré mikroorganismy a provadéci pravidla, ktera musi provozovatelé
potravinarskych podnikl dodrzovat pfi provadéni obecnych a zvlastnich
hygienickych opatfeni. Zakladnim motem téchto nafizeni, ktera zahrnuji pouze ty
mikroorganismy, u kterych je dokladovano reélné nebezpeci s ohledem na jejich
vyskyt a rozSifeni, je, Ze potraviny nesméji obsahovat mikroorganismy nebo jejich
toxiny Ci metabolity v mnozstvich, ktera predstavuji nepfijatelné riziko pro lidské
zdravi (Tab. 10).

Vyhlaska Ministerstva zdravotnictvi ¢. 473/2008 Sb., o systému epidemiologické
bdélosti pro vybrané infekce. Tato vyhlaSka upravuje rozsah infekci, pro které je
zaveden systém epidemiologické bdélosti a stanovi rozsah shromazdovanych udaju
o infekcich, zplsob a Ihaty jejich hladeni, laboratorni diagnostiku, epidemiologické

Setfeni a stanoveni druhu a zpuUsobu provedeni protiepidemickych opatfeni
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infekénich onemocnéni, zakladni charakteristiku, klinickou definici a klasifikaci

infekénich onemocnéni.

Rozhodnuti komise ze dne 5. listopadu 2010 o finanénim pfispévku Unie Clenskym
statlim. Toto rozhodnuti zfizuje koordinovany program sledovani prevalence Listeria
monocytogenes v nékterych kategoriich potravin urCenych k pfimé spotfeb& na

maloobchodni Urovni,

jako jsou:

> balené (nemrazené) ryby uzené za tepla &i za studena;

> mékké nebo polomékké syry kromé Cerstvych;

> balené tepelné opracované masné vyrobky.

o Maximalni c¢astky, které budou proplaceny ¢lenskym statim za sbér,

vyhodnoceni a podavani zprav, nepfesahne nasledujici castky:

a) 60 EUR za kazdy vzorek, ktery byl odebran ke stanoveni pfitomnosti Listeria
monocytogenes, vyhodnocen a o némz byla podana zprava;

b) 60 EUR za kazdy vzorek, ktery byl odebran ke stanoveni poctu Listeria
monocytogenes, vyhodnocen a o némz byla podana zprava;

c) 15 EUR za kazdy vzorek, ktery byl odebran ke stanoveni hodnoty pH,
vyhodnocen a o némz byla podana zprava;

d) 20 EUR za kazdy vzorek, ktery byl odebran ke stanoveni vodni aktivity (a,),

vyhodnocen a o némz byla podana zprava.
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Tabulka 10: Kritéria bezpe€nosti potravin pro Listeria monocytogenes

zvlastni |ééebné
ucely

Kateqorie Pocet Analyticka Faze, na nichz
90 jednotek Limity referencni se kritérium
potravin :
pro vzorek metoda spravuje
K pfimé spotiebé Produkty
pro kojence, pro 10 Nepfitomnost EN/ISO 11290- uvedené na trh
zvlastni [é€ebné ve25¢ 1 béhem doby
ucely (1) udrznosti
Produkty
EN/ISO 11290- uvedené na trh
5 100 KTJ/g 2 b&hem doby
K pFfimé spotiebé udrznosti
Ecl\)/ldporupm rust Pred tim, nez
Nepfitomnost EN/ISO 11290- __Potravina
5 opusti kontrolu
ve 25 ¢ 1 .
provoz., ktery ji
vyrobil
Potraviny urCené
ttz:gm”eezgzggfj} EN/ISO 11290- uveFéf:éj Ir(mtg trh
rust LM, jiné nez 5 100KTJ/g -
) 2 bé&éhem doby
pro kojence a pro o )
udrznosti

Zdroj: Nafizeni Komise (ES €. 1441/2007) - modifikovano

LM: Listeria monocytogenes

(1) Pravidelné provadéni vySetfeni podle pfisluSného kritéria se za bé&znych podminek
nevyZaduje u takovych, které byly tepelné oSetfeny nebo jinak zpracovany za ucelem
ucinného odstranéni L. monocytogenes, u Cerstvé, nekrajené a nezpracované zeleniny
aovoce, vyjma nakliCenych semen, u chleba, suSenek a podobnych vyrobk(, u vod,
nealkoholickych napojd, piva, jableCného vina, vina, lihovin a podobnych vyrobkd v lahvich

nebo balenich, u cukru.
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3 ZAVER

Bakterie rodu Listeria se vyskytuji prakticky vSude kolem nas a pro zdravé
jedince jsou v podstaté malo nebezpeéné. Zivot véak mohou zkomplikovat i vazné
ohrozit jedincim imunitné oslabenym. V prubé&hu evoluce si listerie osvojily rizné,
Casto dumysIné mechanismy umoziujici pfezivani v nepfiznivych podminkach
i Uspé$né rozmnozovani v hostiteli. Listerioza, zplsobena témito bakteriemi,
zustava i pfes souCasné terapeutické moznosti velmi zavaznym onemocnénim,
které ma stale u oslabenych jedincu velmi vysokou letalitu. V poslednich letech
doslo také v Ceské republice k vyznamnému nartistu vyskytu listeridézy, a proto je
nutné na toto onemocnéni stale pomyslet, aby u pacientl s timto onemocnéni
mohla byt v€as zahajena adekvatni 1éCba a zvysily se tak jejich Sance na kompletni
uzdraveni. Ve své praci jsem se snazila poukazat na vazny pribéh onemocnéni
u rizikovych skupin populace. U gravidnich zen dochazi k abortim a pfed€asnym
porodim, u novorozencu k adnatni listerioze, u ostatnich osob se ze zavaznych
komplikaci objevuji sepse a meningitidy. V pfipadé vCasné diagnézy a zahajeni
I&éCby, jez spocCiva v podani antibiotik, je prognéza pfizniva. Vzhledem k tomu, Ze
k onemocnéni dochazi pfedevS§im konzumaci kontaminované potraviny, v prevenci
hraji hlavni roli obecné zasady ochrany pfed alimentarnimi infekcemi, doplnéné
u rizikovych osob o vy€et konkrétnich skupin potravin, jejichZ konzumaci je tfeba se
vyvarovat. Listeridza je v posledni dobé velmi aktualnim a diskutovanym tématem
v médiich. Podavané informace byvaji zkreslené nebo pfehnané a vzbuzuji u laické
vefejnosti zbyte¢né obavy az paniku. Povazuji za dulezité, aby verejnost obdrzela
informace nezkreslené, poukazujici na skute€na rizika, ale také na preventivni

opatfeni.
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