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ANOTACE

Tema mé bakalarské prace je zamérit se na typizacni metody pro epidemiologii
listerioz. V prvni Casti jsou popsany zakladni viastnosti, které jsou charakteristické pro rod
Listeria a ndsledné zakladni identifikacni metody, které jsou nezbytné pro presnou
diagnostiku a rozliseni jednotlivych druhii, spolu s vyhodami a nevyhodami, které dané
metody prindsi. V zavéru své prdace se zaméiuji na incidenci listeriozy v EU a CR spolu
S organizacemi a orgdny statni spravy, které se této problematice vénuji a ddle popisuji
dotazniky, které se pouzivaji nejcasteji pro studium trvanlivosti Listeria monocytogenes u

potravin urcenych k primé spotrebé.

KLICOVA SLOVA: Listeria monocytogenes, epidemie, potraviny, diagnostika

TITLE
Typizing methods applicable to epidemiology of lister diseases
ANOTATION

The topic of my bachelor thesis is to focus on typing methods for epidemiology
of listeriosis. The first part describes the basic characteristics of the genus Listeria and basic
identification methods that are necessary for accurate diagnosis and differentiation of the
species, along with the advantages and disadvantages that methos bring. At the end of my
work | focus on the incidence of listeriosis in the EU and the Czech Republic, together with
organizations and state administration that deal with this issue and further describe the
questionnaires that are used most often for the study of durability of Listeria monocytogenes

for ready-to-eat food.

KEYWORDS: Listeria monocytogenes, epidemics, food, diagnostics
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MALDI-TOF MS — Matrix-assisted laser desorption/ionization Time-of-flight Mass
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priletovym analyzatorem)
MZCR — Ministerstvo zdravotnictvi Ceské republiky
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RAPD — Random Amplified Polymorphic DNA (ndhodnd amplifikace polymorfni DNA)



REA — restriction endonuclease analysis (restrik¢éni endonukleazova analyza)
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SZU — Statni zdravotni tstav



UVvOoD

Nejvyznamnéjsi z rodu Listeria je Listeria monocytogenes, ostatni druhy nemaji velky
vyznam. (VOTAVA, 2003)

Listeria monocytogenes je bakterie, ktera byla objevena roku 1926, jako zoondza, coz
bylo pozdé&ji uvedeno na pravou miru. Pravé tuto bakterii je mozné izolovat, jak ze zvifecich,
tak lidskych hostitell. Dalsi moznosti materialti, ze kterych muze byt listeridéza izolovana je

puda, voda a potraviny. Pouze druh monocytogenes a ivanovii jsou potencionalné patogenni.

Jedna z nejdilezitéjSich vlastnosti Listeria monocytogenes je jeji pohyblivost diky

bi¢iktim. Tato vlastnost je velice snadno ovlivnitelna teplotou.

Listeriozou jsou Casto napadeny osoby S poruchou imunity, t€hotné Zeny a nasledné
novorozenci. Na zaklad¢ toho muZze mit tato nemoc rtuzny charakter. Nejéastéjsi je listeridoza

téhotnych a novorozencti. Z dalSich typii byva nejcastejsi meningitida a bakteriémie.

Tato bakterie je velice odolna pfedev§im v potravinach a je velmi kultivaéné nenarocna.

Diky faktorm virulence ma onemocnéni listeriézou velice rychly a silny prab¢h.

vvvvvv

virulence. Dal$im faktorem je Act A, ktery ma zasadni roly v pohyblivosti a virulenci pro rod

Listeria.

Nejcast€jsi branou vstupu je zazivaci trakt, a to nejcastéji kontaminovanymi potravinami.
Travicim traktem muze bakterie vstupovat do stievnich plakti a nasledné do dalSich organd,
jako jsou plice a jatra. Dale mize byt do téla vnesena dychacimi cestami, otevienymi ranami

nebo poranénou sliznici napiiklad dutiny Gstni.
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1 ROD LISTERIA

Tyto bakterie je mozné izolovat =z materidlu, které muazou byt piavodu
zivocisného ale i lidského. (SWAMINATAN, 2007)

1.1 Historie

Objeveni rodu Listeria je datovano do roku 1926, kdy Murray, Webb a Swann izolovaly
Listeria monocytogenes jako puvodce septické nemoci kraliki a morcat. U téchto zvitat bylo
onemocnéni provdzeno monocytézou v periferni krvi, proto byl izolovany mikrob
pojmenovan Bacterium monocytogenes. Rok poté bylo u piseénych rys v Africe izolovano
toto onemocnéni. Jako poctu lorda Listeria bylo toto onemocnéni nazvano Listeria
hepatolytica. Pojmenovani Listeria monocytogenes bylo domluveno roku 1940, kdy bylo
zjisténo, Ze jsou oba druhy stejné. Prvni piipad, ktery se vyskytl u ¢lovéka byl hlaSen roku
1929 v Denmarku. Tento ptipad popsal Nyfeldt u pacientd, ktefi trpéli anginou a
mononukledzou, u kterych izoloval mikroba z hemokultury, poptipad¢ z likvoru u pacientd s

meningitidou.

U pacienta ptesto prvni zaznamenana kultura Listeria monocytogenes pochazi z roku
1921, byla odebrana ve francii u pacientti s meningitidou. V oblasti Ceskoslovenska se tato
hromadna nakaza listeriézy objevila kolem roku 1953 a pfedtim v Némecku roku 1951.

(BEDNAR, 1994; BENES, 2009)

1.2 Taxonomie

Tento rod je sloZzen z 18 druhli a mizeme je rozdélit do dvou skupin na zakladé¢ jejich
podobnosti s Listeria monocytogenes, které zahrnuji Listeria monocytogenes, Listeria grayi,
Listeria innocua, Listeria welshimeri, Listeria seeligeri, Listeria ivanovii, Listeria marthii,
Listeria rocoutiae, které patfi do prvni skupiny. Druhd skupina zahrnuje Listeria
fleischmanni, Listeria weihenstephanensis, Listeria floridensis, Listeria aquatica, Listeria

cornellenis, Listeria riparia, Listeria booriae, Listeria neyorkensis a Listeria grandensis.

Pouze dva z téchto druhti jsou povazovany za patogenni, a to Listeria monocytogenes a
Listeria ivanovii. (WELLER, 2015; ORSI, 2016)
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1.3 Morfologie

Listeria jsou grampozitivni ty¢inky, které maji oblé konce. Jedna se o anaerobni rovné
ty¢inky, které netvofi spory. Jejich délka je pomérné malé piiblizné 0,5 — 2 um. Mohou se
v zorném poli mikroskopu vyskytovat bud’ jednotlivé spojené (kratké fetizky) nebo v mensich
shlucich. Pohyblivost je jedna z dominantnich vlastnosti pro rod Listeria. Je to zptuisobeno
diky pfitomnosti (1-4) bi¢iku, které slouzi ptedevsim k pohybu s ptedméty a k rotaci.

Proteiny, které tvoii biciky a jejich exprese zavisi na teplotnim rozmezi, které je 20—
25 °C, coz znamena, Ze pohyblivost je pii nizsich teplotach (do 25 °C). Pti teploté téla biciky

vymizi. Teplotni rozmezi pro rist je od 1 do 45 stupnich celsia.

Rod Listeria rostou v pH rozmezi od 4,5 do 9,2, optimalni je pH 7. (BEDNAR, 1994;
VOTAVA, 2010; PEEL, 1988; SCHINDLER, 2014; PAINTER, 2007; BRYCHTA, 2018)

N :’ 13 w®
. "f. "“ ‘:“.J" ". :
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Obrazek 1 Listeria monocytogenes ve svételném mikroskopu, Gramovo barveni, 400x rozliseni (Dostupné 13.
3. 2019 z: http://www.msevans.com/cnsinfections/listeria.html)

Obrazek 2 Listeria monocytogenes v elektronovém mikroskopu zobrazujici pfitomné bi¢iky (Dostupné 13. 3.
2019 z: http://www.fukushihoken.metro.tokyo.jp/shokuhin/eng/micro/listeria.html)
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1.4 Bunéény infekéni cyklus

Listeria je invazivni patogen, ktery mize vyvolavat jejich vlastni internalizaci v riznych
typech bunky, které nejsou normalné fagotické, jako jsou napiiklad epitelialni buiky,
fibroblasty, hepatocyty, endotel a rizné typy nervovych bun€k, zahrnujici neurony. Cyklus
zacina pfilnutim na povrch eukaryotické buniky a penetrace do hostitelské buiiky. Béhem
procesu je membrana cilovy bunék tésné uzaviena bakteriadlni bunikou. Nevytvari zadné
okamzité procesy, které jsou typické pro jiné rody jako jsou napiiklad rod Salmonella. Povaha
infekci, kde je pivodce rod Listeria naznacuje ze Listeria monocytogenes rozpozna tadu
receptortl, které obsahuji tyto eukaryotické buniky. Béhem invaze se Listeria stavaji propojené
s fagotickou vakuolou. Ttficet minut po vstupu zacnou bakterie naruSovat fagozomadlni
membranu a béhem 2 hodin se dostane k cytoplazmé. Tento krok je nutny pro intracelularni
preziti a proliferaci a je zprostfedkovan hemolyzinem s fosfolipdzou. Poté se v cytosolu

pomnozi bakterie, tato doba trva piiblizn¢ 1 hodinu. (PEEL, 1988)

1.5 Patogenita a vyskyt

Mohou byt izolovany zriznych pavodnich zdroji jako je puda, voda, potraviny

a z exkrementu lidskych a zvifecich. (BELL, 2005)

Velice vazné ale i asymptomatické formy onemocnéni mize mit rod Listeria. Listeria
monocytogenes zptisobuje vazné infekce u lidi a riznych obratlovel, coz zahrnuje domaci

a divoké ptaky a savce. (BELL, 2005)

U o0sob sporuchou imunity nebo u novorozenci muze tato nemoc probihat
asymptomaticky. Mize napadat dospé€lé ale i novorozence. Novorozenec je touto nemoci
ohroZen jak v déloze matky, tak pfi porodu i nasledné¢ po ném. Do téla dospélého miize byt
vnesena nejcastéji dychacimi cestami. Dalsi cesty vniknuti do té€la mohu byt oteviené rany

nebo infekce probihajici v téle. (VOTAVA, 2003)

Jako dalsi velice Casty vstup Llisteria monocytogenes do téla mize byt zazivaci trakt, to
konkrétné pienos kontaminovanymi potravinami. Jedna se 0 patogenni bakterii, ktera prechazi
ve stievé do bunck plaki a dale pak do ostatnich organti jako jsou plice, jatra nebo placenta.
Nékteré studie uvadéji ze 1 az 10 lidi patii pravé mezi bacilonosi¢e. (HERNANDEZ-MILAN,
2014).

Dals§im vstupem miize byt poranéna kiize nebo poranénad sliznice dutiny ustni, popiipadé
poranéné dasné.
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Rozsitenost bakterii rodu Listeria je velka. Jejich vyskyt je mozny jak ve vodé, v pude,
rostlinach a ve zvitatech, které ziji voln¢€. Jedna se predevsim o hospodaiska zvitata, lovna
zveéf a maso piipravené z nich. (BRYCHTA, 2018) V kone¢ném dusledku to muize vést ke
vzniku infekce u c¢lovéka. (NIGTHINGALE et al., 2004). Velice casta je kontaminace

mlécnych vyrobku a zeleniny, kterd je syrova.

Pro zachovani bezpeCnosti potravin je velice dulezité testovat piitomnost Listeria
monocytogenes i v pokrmech. V ramci EU, tedy i v CR je pravé onemocnéni listeriézou a jeji
vyskyt na velkém vzestupu. Listeria monocytogenes se nejvice vyskytuje pravé v rybich,

syrovych a masnych vyrobcich. (EFSA)

Nenaro¢nost a velka odolnost rodu Listeria vic¢i okolnim podminkam je velmi vysoka,

tedy 1 velkd doba perzistence v potravinarstvi, predevs§im v mlékarenském prumyslu.

(NORWOOD, 1999)

Listeria monocytogenes je také Sifena ptaky, ktefi se volné zivy na skladkach.
(HELLSTROM et al., 2008)

Tato bakterie byla izolovana z ¢lovéka, 42 druht volné Zijicich i domacich zvifat, 17
druhti ptakt, zryb, koryst, mlzi, a much. Muze se vyskytovat i v silazich. Pfi¢ina
hromadnych listerioz, kterd byva velice Casta je pouzZiti Cerstvého hnoje nebo zalévani

kontaminovanou vodou. (BRYCHTA, 2018)

1.6 Virulentni faktory

Jedna se o faktory, které pomahaji mikroorganismim zahdjit infekci a usnadnuji dany
prubéh. Virulentni faktory jsou pro Listeria monocytogenes dilezité predevsim pro vstup do
hostitelské burniky a pohyb uvniti buiiky. Faktort virulence pro rod Listeria je opravdu hodné.
Patii sem napiiklad hemolyzin, fosfolipazy, ActA, internaliny a fada dalSich. (MAY et al.,
1999)

Harvey a Faber v roce 1941 prokazali prvni produkci rozpustného hemolyzinu u Listeria
monocytogenes. Poté Jenkins a jeho kolegové dokazali podobnost hemolyzinu Listerii
se streptolyzinem O ze Streptococcus pyogenes. Kingdon a Sword prokazali, ze hemolyzin je
inhibovan cholesterolem, a také to, Ze je jeho optimalni ph pod 7. Predev§im prokézali
cytotoxické vlastnosti v bunkach, které fagocytuji. U rodu Listeria je velky vzajemny vztah
mezi hemolytickou aktivitou a patogenitou. Bylo prokazano, ze nahl4d ztrata produkce

hemolyzinu vede ke ztraté virulence. (KAYAL, 2006)
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Dalsi z virulentnich faktorti jsou fosfolipazy. Patogenni Listeria produkuji 3 rizné
enzymy s aktivitou fosfolipazy C, které¢ se podileji na virulenci. Dva PIcA a PlcB, které se
vyskytuji v Listeria monocytogenes a Listeria ivanovii, tfeti SmcL je specificka pro Listeria
ivanovii. Produkce fosfolipazové aktivity u Listeria monocytogenes byla poprvé popsana
vroce 1962. Fosfolipaza Listeria monocytogenes byla charakterizovana jako
fosfatidylcholinova cholinfosfohydrolaza, ktera je podobna té, ktera je zodpoveédna za aktivitu

lecitinaz u Bacillus cereus a Clostridium perfingens.

ACctA je jeden z dalsich faktort virulence a jedna se o aktin polymeracni protein, ktery je
produktem actA genu. Ma zasadni roly v pohyblivosti a virulenci pro rod Listeria. ActA je
slozen z639 aminokyselin a je =zachycen Kk cytoplazmatické membrané C-koncem,
ktery obsahuje ActA. (MAY et al., 1999; BLAZKOVA, 2005; THERIOR, 1992)

Internaliny jsou diilezité pro zachyceni na povrch buiiky a pro prinik do jejich nitra. Jedna
se o proteiny bilkovinné povahy. Internalin A je protein, ktery je vyuzivan pfi invazi
transplacentarni a k priniku listerii do bun¢k ve stievé. Do bunék jater se pfi invazi vyuziva
internalin B. (COSSART, 2001) Principem je pfitomnost specifickych receptort, kde se dany
internalin A vaze na povrchovy bunéény transmembranovy protein (E-cadherin) na epitelialni

buriky stfevnich klkd. (POSFAY-BARBE, 2009)

Mezi dalsi faktory virulence patii naptiklad proteiny p60. Jedna se o proteiny, které jsou
syntetizovany vSemi druhy Listerii, ale kazdy druh ma jiné rozdily v sekvenci aminokyselin,
které se daji vyuzivat k nasledné identifikaci (PCR). (BUBERT, 1992; BUBERT, 1994) Tyto
proteiny p60 se podileji na internalizaci mikroorganismu. (BLAZKOVA, 2005)

1.7 Klinické projevy

Miuizeme rozliSit dvé zékladni skupiny listerioz: jedna se o té€hotenskou listeridzu
anovorozeneckou listeriozu. Dal§i mlze byt listerioza dospélych. Te€hotenska listerioza
a listeriéza dospelych mé v obou piipadech prevladajici klinické formy stejné s Sifenim
infekce nebo lokalni infekci v CNS. Listeriozy zpisobuji velmi t€Zké nemoci — jedna se o
jednu z nejvazngjsich bakterialnich infekci, ktera mize zpusobovat smrt i pies dukladnou

1é¢bu antibiotiky. (MCLAUCHLIN, 1990)

Listeridza ma i dal$i formu, kterd je velice Castd, jedné se o bakteriémii (az 50 % ptipadit),

které jsou Casto spojeny se stavy, kdy je pacient invalidni. Atypické formy listeridozy (az 10
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%), do kterych patii endokarditida, pneumonie, hepatitida, cholecystitida, abscesy (které jsou

ve vetsing piipadd ohranicené), sinusitida atd.

1.7.1 Téhotenska listerioza

Listerioza se muize rozvinout kdykoliv béhem téhotenstvi. VétSinou se tato infekce
vyskytuje ve tfetim trimestru, a to diky snizené imunité t€hotnych. Na zac¢atku téhotenstvi tato
nemoc nemusi byt Casto detekovana. T€hotné Zeny infikované Listeria mnocytogenes mohou
mit pouze lehké ptiznaky jako jsou horecka, bolest hlavy, bolest kloubli a gastrointestinalni
potize. Jedna se pfedevSim o pfiznaky, které by mohly byt zaménény za pfiznaky chiipky.
(BECROFT, 1971) Zeny mohou mit ¢asto pfechodné piiznaky, které mohou komplikovat
t¢hotenstvi, kdy muze dojit k pienosu infekce pies placentu, coz byva Casto zplisobeno
Spatnou detekci imunitniho systému matky jiz na pocatku infekce. (SCHUCHAT, 1991)
Infekce plodu se ¢asto nazyva granulomatosis infantiseptica (septickd granulomatéza), ktera
se Casto projevuje tvorbou malych abscest a granuli v jatrech, ve slezin¢ a kiizi novorozence.

(LECUIT, 2007)

Vc¢asna diagnostika a lécba antibiotiky béhem téhotenstvi mize zabranit onemocnéni
novorozencl. Pokud mé nékterd zZzen v anamnéze onemocnéni listeridzou, je této zen¢

doporucena praveé tato 1é¢ba jako profylaxe antibiotiky. (SCHUCHAT, 1991)

1.7.2 Novorozenecka listerioza

Listeriézu tohoto typu lze rozdélit podle rychlosti nastupu piiznakl na ¢asnou a pozdni.
Casna listeriéza je zpUsobena piedev§im intrauterinni infekci, kterda miize u novorozence
pfi narozeni nebo kratce po narozeni zplsobit klinické ptiznaky (az 7 dnii po porodu), coz
byva nejéastéji sepse. Méné Casto se mohou projevit pfiznaky meningitidy. (SCHUCHAT,
1991)

Nejvyssi koncentrace bakterii se vyskytuji v plicich a stievech, infekce je tedy
z infikované plodové vody. Z infikované plodové vody je také pfenasSena jiz zminéna septicka
granulomatdza, ktera je CastéjSim ptiznakem nez meningitida. (BECROFT, 1971; LORBER,
1997)

Pozdni listeridza ma nastup nékolik dnti az tydnt po narozeni. (SCHUCHAT, 1991)

Forma, ktera se vyskytuje ¢asto u pozdniho onemocnéni je meningitida. (GREENWOOD,
1999)
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Novorozeneckd listerioza je u asi 8,6 na 100000 narozenych déti, a to z divodu

transplacentarniho pfenosu nebo pii vdechnuti plodové nody. (DE LUCA et al., 2015)

Tabulka 1 Charakteristika novorozenecké listeriozy (Pfevzato zz GREENWOOD, 1999)

Typ infekce
¢asna pozdni
Zacatek po porodu <2 dny > 5 dni
Faktory matky: Casna vzacna
- Obtizny porod
- Nizka porodni
hmotnost
- Horecnaté
onemocnéni
- Abnormalni amniova
voda
Zdroj infekce Matka Nemocniéni ptivod a
ziskana od matky
Piiznaky Diseminovana infekce, Meningitida, drazdivost,
exantém, kardiopulmonalni | nechutenstvi, horecka
potiZe, znaky postizeni CNS
Laboratorni nalez Leukocytoza a leukopenie, Leukocytoza, RTG
trombocytopenie, stiny na zmény, mozkomisni
RTG hrudniku mok: bilkoviny a
leukocyty zvyseny
Misto izolace Nejcasteji krev, povrch téla, | MozkomiSni mok, méné
amniovéa a mozkomiSni casto krev
tekutina
Mortalita 30-60 % 10-12 %

20



1.7.3 Meningitida

Meningitida je nejcastéj$i forma listeriozy u dospélych. Klinicky lze toto onemocnéni
Spatn¢ diagnostikovat a odliSit od meningitidy jiné pfi¢iny (pneumokokové nebo
meningokokové). (GREENWOOD, 1999; MURRAY, 1990) Tato nemoc je pozorovana spise
u pacientt nad 50 let. (BROUWER, 2006)

Listeriozy u dospélych se, Casto vyskytuji u muzl ¢i zen, které nebyly téhotné. Tato
nemoc postihuje CNS. Meningedlni formy jsou pozorovany v nékterych ptipadech, ale
nejcastéji se infekce rozviji v mozkové oblasti doprovazené zdvaznymi zménami ve védomi a
v nékterych ptipadech dokonce i1 paralyzou lebe¢nich nervi.

V nékterych studii je odhadovano, ze asi 10 % bakterialnich meningitid je zpisobeno
pravé Listeria monocytogenes a Sifeno v ramci populace. Pokud je infekce CNS spojena
S jinym onemocnénim, které vyrazné oslabuje pacienta je mira umrtnosti az 40—-60 %. Diky
vysoce uéinnému oc¢kovani proti Haemophilus influenzae, patii Listeria monocytogenes mezi

Mezi bakterie, které tuto pfi¢inu predbéhly patii napiiklad Streptococcus pneumoniae
a Neisseria meningitidis. U pacientl s vysoce oslabenou imunitou jako je naptiklad rakovina,
patii mezi nejCastéjsi pticinu Listeria monocytogenes. (LORBER, 1996; NIEMAN, 1980;
SCHUCHAT, 1997)

1.7.4 Bakteriémie

Jednd se o onemocnéni, které Cast&ji postihuje muZe a pacienty s nadory krve nebo

U pacientd po transplantaci ledvin. (GREENWOOD, 1999; MURRAY, 1990)
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IDENTIFIKACE LISTERIA MONOCYTOGENES
V KLINICKEM MATERIALU

Zakladem pii diagnostice je zjisténi infek¢éniho agens vyskytujici ho se ve vzorku. lzolace
listerioz se nejcasteji provadi na krevnim agaru, zivném agaru nebo na selektivnich piadach u
vzorku, které jsou kontaminované. Hemokultura, krev, mozkomis$ni moc, hnis z rany,
amniova voda, gynekologické odbéry a vzorky z biopsie, pokud mozno s granulomy
(vyskytujici se nejcastéji v jatrech, mozku a slezin€¢) mohou byt dobrym materidlem pro
diagnostiku. Prukaz rodu Listeria z urogenitalniho traktu a stolice se provadi u nosic¢i. U

ovéfeného vyskytu listeridzy je nutné hlasit. (KOLINSKA et al., 2012)
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Obrazek 3 Postup a prubéh identifikace Listeria monocytogenes (Pievzato z: GASANOV, 2005)

Dany kmen se da diagnostikovat na zakladé vlastnosti, které jsou pro rod Listeria typické
jako jsou pohyblivost, tvar, biochemické vlastnosti, produkce hemolyzini a sniZeni jejich
hemolytické aktivity, coZ je zpisobeno pisobenim solubilnich produktii druhu Rhodococcus
equi a Corynebacterium ovis (podobné jako u streptokoki — CAMP test). Ovéfovani virulence
se provadi u jednotlivych kmenli na pokusném zvifeti. Sérotypizace by méla byt provedena
U kazdého kmene. Kultivace trvd pomérné dlouhou dobu, proto se vyuziva také metoda PCR

pro rychlejsi diagnostiku. (BEDNAR, 1994; JANCOVA, 2007)
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Stolice, stéry z dutiny ustni, poSevni vytéry a dal$i jsou materidly kontaminované, U
kterych se pouziva ptuda selektivni, jako je Listeria selective agar, kde jsou mikroorganismy
dalsi potladeny, a to predevsim jejich rist. JANCOVA, 2007) Mezi rychlé diagnostické testy
patii pfimy prikaz mikroorganismu monoklonalnimi znacenymi protilatkami (EIA,

imunofluorescence). (BEDNAR, 1994)

Zakladem je rychla diagnostika Listeria monocytogenes z divodu zabranéni Sifeni
a nasledné umrtnosti pomoci specifikace fenotypovych a genotypovych vlastnosti Listeria

monocytogenes. (LIU et al., 2006a)

Ptimo lze mikroba nalézt ve vySetfovaném vzorku. Daného mikroba, pak miiZeme
mikroskopicky pozorovat nebo ho miizeme izolovat na kultivacnich padach. Dale ve vzorku
muzeme zjiStovat pritomnost slozek mikroorganismu (antigenu, nukleovych kyselin).
Neptimi pritkaz mikroba se zaklada na pritkkazu protilatek, poptipad€ prikazu serologickém.

(VOTAVA, 2005)

K odliseni Listeria monocytogenes od ostatnich avirulentnich druhti v potravinach se
vyuziva tfada metod, jako je sérotypizace, typizace plazmidi, typizace fagl, rtznych

biochemickych testti a multilokusové enzymové elektroforézy. (HOWARD, 1992)

1.8 Mikroskopie

Jedna se o velice starou metodu, kterd se datuje k druhé poloving 17. stoleti. Dulezitym
doplnénim jsou barviva pro lepsi rozliSeni struktur, které chceme pozorovat. Diky tomuto
vySetieni dostavame zdkladni informace o dané bakterii. (BEDNAR, 1994; KALHOTKA et
al., 2014). Casto se mikroskopicky vysetfuje likvor. Pokud je v tomto vzorku malo bakterii
muze byt tato metoda negativni, coz muze byt zkresleny vysledek pifi diagnostice
mikroskopicky. (VOTAVA, 2003) Jedna se o velice rychlou a levnou metodu. (VOTAVA,
2005)

1.8.1 Nativni preparat

Zde se vyuziva jevu, kdy bakterie maji typicky pohyb, ktery je vidét pouze pii inkubaci
V pokojové teploté. Pokud jsou tyto mikroorganismy vystaveny pusobenim jiné teploty, jako
je teplota v termostatu, tuto vlastnost pohybu ztraci. Principem je ztrata bi¢iku a tim i ztrata
jejich pohyblivosti. (VOTAVA, 2010) Tato metoda se pii diagnostice listerioz vyuziva velice
malo, daleko Castéji se preparat barvi. (VOTAVA, 2005)
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1.8.2 Barveni dle Grama

Tento typ barveni je velice Casto vyuzivany, pfedevsim pro ekonomickou nenéaro¢nost
arychlost. Dostavame informace o pfitomnosti danych mikrobii, o jejich velikosti, tvaru
a usporadani. (VOTAVA, 2005) Nejdulezitéjsi ¢ast pro identifikaci je buné¢na sténa,
ktera odd€luje buitku od prostfedi. Miizeme rozli§it gramnegativni a grampozitivni
mikroorganismy podle stavby a struktury bunééné stény. Dulezita je vrstva peptidoglykanu,
kterd zodpovidd za ohebnost a pevnost bunécné stény. Silnd vrstva peptidoglykanu se
vyskytuje pravé u grampozitivnich bakterii, kam patii i Listeria monocytogenes.
Gramnegativni bakteric maji tenkou vrstvu peptidoglykanu. Pii barveni podle Grama,
grampozitivni bakterie zadrzuji dané barvivo (krystalovou violet). Po dalsi ¢asti barveni, kdy
se mofti dale (jodovym) roztokem nedojde k odbarveni na rozdil od gramnegativnich bakterii.
JiZz zminéna silna vrstva peptidoglykanu obsahuje u grampozitivnich bakterii ur¢ité mnozstvi
kyseliny teichoové, ktera se u gramnegativnich bakterii nevyskytuje. (KALHOTKA et al.,
2014)

1.9 Kultivace

Jedna se o techniku, ktera ma taky jako mikroskopie velice dlouhou historii. Nasleduje
thned po izolaci daného mikroorganismu. Pfi¢ina velké vyuZzivanosti kultivace je pfedevSim
testovani daného kmene k citlivosti na antibiotika. (VOTAVA, 2005) Principem je nardst
mikrobi, kdy nam tato metoda dovoluje prokazat vlastni mikroorganismus, diagnostika by
bez nartistu byla velice obtizna. Usp&snost je zajisténa spravnym odbérem a transportem do
laboratofe. (BENES, 2009) Listeria monocytogenes vytvaii kolonie rtizné barvy v zavislosti
na pouzitém médiu. (BRYCHTA, 2018)

Rostou v pomérné Sirokém teplotnim rozmezi 30-37 °C pfi inkubaci 24 hodin vyrlstaji na
MPA agaru ve velkych a hladkych prihlednych kolonii s pravidelnymi okraji. Listeria
monocytogenes na KA s 5 % berani krve, popiipadé konské ¢i krali¢i krve, tvoii Sedostiibrné
kolonie se zonou hemolyzy, ktera nepfesahuje okraje kolonie na rozdil od Listeria ivanoviii,

kdy je zona hemolyzy Siroka a na ni navazuje zona netplné hemolyzy.
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Obrazek 4 Listeria monocytogenes na krevnim agaru (Dostupné 13. 3. 2019 z:
https://medium.com/@MicrobeADay/listeria-monocytogenes-646¢323d0039)

Listeria ma velmi malou kultiva¢ni naro¢nost. V béznych i extrémnich podminkach, jako
jsou naptiklad slab¢ alkalické pudy je Listeria schopna rist a pomnozovat se pomérné dobfe.
Jsou schopny piezivat i mimo organismus samotného hostitele, coz je zplisobeno diky jejich
kultivaéni nenaro¢nosti. Schopnost rustu v teplot¢ podobné teploté v lednici je velkou
vyhodou pfi analyze nadmérné kontaminovanych vzorkii. Genera¢ni doba je pii nizSich
teplotach delsi (az 40 hodin) nez pfi teploté vyssi (az 13 hodin), proto je nizsi teplota pro
Listeria p¥iznivéjsi. (BRYCHTA, 2018; BEDNAR, 1994)

Rozpustné hemolyziny do prostiedi jsou schopné tvofit Listeria monocytogenes, Listeria
ivanovii a Listeria seeligeri. Pfitomnost hemolyzind je jedna z rozliSovacich znaku téchto
druhti. Na krevnim agaru muze byt Listeria ivanovii chybné¢ zaménéna s beta hemolytickymi
streptokoky, protoze jsou taky schopny tvorit velkou zénu beta hemolyzy. Hemolyzu ostatni

druhy neprodukuji. (BEDNAR, 1994)

Specialni pudy je potieba pouzit pro zachyt danych patogeni. Oxford agar je jedno ze
selektivnich médii, kde rod Listeria diky hydrolyze eskulinu, kolem sebe tvofi ¢ernou zonu.
(BRYCHTA, 2018) Tato puda obsahuje inhibitory, jako je chlorid lithny, cykloheximid,

kolistin, akriflavin, cefotetan a fosfomycin. Substratem je zde prave eskulin.

Dalsim selektivnim médiem je PALCAM agar, kde pozadi téchto kolonii je cerné
spolecné s koloniemi. Indikatorem je zde citrat amonno-zelezity a fenolova Cerven. Eskulin a
mannitol jsou zde substraty, kde je stejné¢ jako u Oxford media eskulin hydrolyzovan na

glukozu a eskuletin, ktery reaguje s ionty zeleza. (MOSIO, 2012)
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Obrazek 5 PALCAM agar s Listeria monocytogenes (Dostupné 13. 3. 2019 z: https://cit.vfu.cz/alimentarni-
onemocneni/xIm/xIm08-10.html)

Na pudé ALOA (Agar pro rod Listeria podle Ottavianiho a Agostiho) roste tato
bakterie barvou modrozelené zpusobené aktivitou galaktosiddsy a obklopené pruhlednou
z6nou precipitace diky aktivité fosfolipazy C. (BRYCHTA, 2018) Listeria monocytogenes po
24 hodinach a Listeria ivanovii po 48 hodinach inkubace $tépi L-alfa-fosfatidylinositol, a to se

projevuje zakalenou zoénou. (MOSIO, 2012)

Obrazek 6 Listeria monocytogenes na ALOA agaru (Dostupné 13. 3. 2019 z: https://cit.vfu.cz/alimentarni-
onemocneni/xXIm/xIm05-07.html)
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Tabulka 2 Klasifikace zakladnich druhti Listeria podle kultivaénich vlastnosti (Pfevzato zz GREENWOOD,
1999)

Druh Hemolyza | Redukce CAMP test
nitrata S. aureus R. equi

L. monocytogenes + - + -
L. ivanovii ++ - - +
L. innocua - - - -
L. welshimeri - - - -
L. seeligeri + - + -
L. grayi - - N N
L. murrayi - + N N

N - neni zndmo

1.10 Biochemicka identifikace

Jednd se o identifikaci biochemickych a fyziologickych vlastnosti daného kmene.

(VOTAVA, 2005)

1.10.1 API Listeria test

Jedna se o biochemicky test, ktery je schopny identifikovat vSechny druhy Listeria.
Sklada se z 10 mikrozkumavek z nichz kazda obsahuje substrat pro testovani enzymovych
reakci, popfipad¢ fermentaci sacharidi na zdkladé jednotlivych druht Listerii. Vizualni

hodnoceni je zakladem zavéreéné diagnostiky. (BLAZKOVA, 2005; BILLE, 1992)

Obrazek 7 API Listeria pozitivni test (Pfevzato z: FAROUK, 2015)
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1.10.2 Rapid L. mono test

Identifikace je zaloZena na prikazu modrého zbarveni na médiu Rapid L. mono a to na
ptfitomnosti aktivity enzymu fosfolipdzy a na moznosti vyuzit xylozu, coz se projevi kolem
kolonii zlutou zoénou. Listeria monocytogenes neumi vyuzit xylozu a ma aktivitu
fosfolipazovou. (BLAZKOVA, 2005)

1.10.3 CAMP test

CAMP test je pojmenovan pro objevitelich (Christie, Atkins a Much-Peterson) v roce
1944 a pouziva se pro identifikaci hemolytickych druht Listeria. CAMP test lze vyuzit
k rozliseni Listeria monocytogenes od Listerie ivanovii. Listeria monocytogenes ma vétsi
z6nu beta — hemolyzy nez Listeria ivanovii. (VOTAVA, 2005)

U Listeria ivanovii je CAMP test negativni na rozdil od Listeria monocytogenes s bakterii
Staphylococcus aureus. Listeria monocytogenes se prouzkuje v pravém uhlu k pruhu
Staphylococcus aureus na agar s pifidavkem ovéi krve. Tento agar se inkubuje pii teploté
37 °C po dobu 24 hodin. (ACHARYA, 2013; MCKELLAR, 1994; VOTAVA, 2010)

Pro CAMP test lze vyuzit i bakterii Rhodococcus equi, kde je naopak test s Listeria
ivanovii pozitivni. (VOTAVA, 2010)

5. aurals

Obrazek 8 CAMC test — Listeria monocytogenes a Staphylococcus aureus (Dostupné 20. 4. 2019 z:
https://www.microbiologyinpictures.com/bacteria-photos/listeria-monocytogenes-photos/listeria-
monocytogenes-camp-test.html)

Je velice velkd podobnost kolonii Listeria a kolinie Streptococcus agalactiae na
krevnim agaru. (VOTAVA, 2010)
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L. monocytogenes

S. agalactiae

St. aureus

S. agalactiae

=

Obrazek 9 CAMP test — Streptococcus agalactiae a Staphylococcus aureus (Dostupné 20. 4. 2019 z:
https://www.pictame.com/media/1224542815594752825_1354617)

1.10.4 Katalazovy test

Principem je pfitomnost enzymu kataldzy, ktery $tépi peroxid vodiku na kyslik a vodu.

Postup tohoto testu je velice jednoduchy, kdy se 3 % peroxid vodiku kapne na podlozni

skli¢ku a rozmicha se s bakterialni kolonii. Pozitivni reakce u Listeria monocytogenes je
pozorovana jako unikani bublinek. (VOTAVA, 2010)

1.10.5 Fermentace cukru

Tabulka 3 Klasifikace vybranych druht listerioz podle biochemickych znaki (Pfevzato zz GREENWOOD,

1999)
Druh Okyseleni
D-manitol | D-xyléza | L-ramnoza Alfa-methyl.D.manosid

L. monocytogenes - + - +

L. ivanovii - - + -

L. innocua - R - +

L. welshimeri - R + +

L. seeligeri - - + R

L. grayi + - - -

L. murrayi + R - -

R —rlizné reakce
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1.11 Druhova identifikace mikroorganismi hmotnostni spektrometrii
MALDI — TOF MS

Jedna se o metodu, pomoci niz provadime velice rychlou identifikaci bakterii, plisni
a kvasinek izolovanych z riznych typu biologického materialu, jako jsou potraviny a zvifata,
pomoci hmotnostni spektrometrie. Jedna se o metodu velice pfesnou, je ji mozno pouzit na
Sirokou skdlu mikroorganismil a je pomérn¢ levna. Individudlni kolonie mikroorganismt jsou
vyuzivany k identifikaci a pfeneseny do nosice target MALDI a nasledn¢ usuSeny a oSetfeny

specialni matrici.

Dany vzorek je druhové identifikovan porovnanim jeho hmotnostniho spektra s databazi,
kterd obsahuje velké mnoZstvi referencnich indikatort ziskané pro jednotlivé kmeny
mikroorganismi. Vyhodnoceni vysledkt je vZdy na daném mikrobiologovy. V nékterych
pripadech je potieba provést fadu dopliikovych vysetfeni. (BRYCHTA, 2016; FERREIRA,
2011)

MALDI-TOF MS je dulezitym nastrojem pro rutinni identifikaci, jedna se o metodu, ktera
velmi Casto nahrazuje Gramovo barveni a naro¢néjsi biochemické identifikace. Diive byla
tato metoda velice financné naro¢na, ale postupem c¢asu se snizily naklady a diky tomu se

rozsitilo i pouziti této metody v mnoha zemich Evropy a Asie. (FALL et al., 2015)

Freadlo

L]

. Dusikovy laser
Opticky filtr 137 nm

Cocka

™ 4+ ) 2 )I
MALDI desticka letici ionty Linearni detektor
s analytem
lontovy Letovia zona Reflektron

zdroj

Obrizek 10 Schéma MALDI-TOF MS (Pievzato z: BURSOVA et al., 2014)
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1.12 Imunochemické metody

Principem imunochemickych metod je reakce protilatek s antigenem. Zakladem je pouziti
protilatek proti antigennim strukturam, které jsou typické pro mikroorganismy rodu Listeria.
(BLAZKOVA, 2005)

Mezi nejcastéjSi metodu patii ELISA. V tomto testu jsou dané protilatky proti rodu
Listeria imobilizovany na mikrotitraéni jamce pro pfichyceni antigend Listerii spolecné se
sekundarnimi protildtkami, které jsou navazany na pfislusny enzym. Nejvice vyuzivané jsou
tyto testy pro testovani potravin, zejména pro velice rychlou a snadnou detekci. Vysledek je
mozné odedist jiz po 30-50 hodinach. (BELL, 2005; BLAZKOVA, 2005) Tato metoda ma
fadu vyhod jako je moZnost automatizace a existence souprav protilatek proti vétSing

mikrobi, a to ve vSech tfidach imunoglobulinti. Vysoka cena je jedna z nevyhod této metody.

Jednd se o metody, které jsou velice rychlé a jednoduché 1 pro velky pocet vzorkd.

(BLAZKOVA, 2005)

1.13 Molekuldrni metody

Jsou zaloZeny na typizaci kmenli a to metody, jejichz zdkladem je vySetfeni DNA.
Restrikéni endonukledzy stépi DNA na fragmenty, které jsou rozdéleny v elektrickém poli.
Tento profil je pro dany mikroorganismus jedinecny. Tyto techniky ndm umoZnuji prokazat

dany kmen s jistotou. (VOTAVA, 2005)

Typiza¢ni metody se vyuzivaji K zjisténi nedodrzeni postupl pii vyrobé nebo dalsich
procesech souvisejici s manipulaci s danou potravinou. Jednd se o metody, které jsou nutné
K rozliSeni perzistentnich a neperzistentnich kment, které se vyskytuji v potravinatskych
vyrobnach a provozech. Je mozné urcit, kde se dany mikroorganismus vyskytuje a kde

dochézi ke kontaminaci potravin. (KARPASKOVA, 2011)

1.13.1 Prikaz bakterialnich nukleovych Kkyselin

Priikaz DNA pomoci metody bez amplifikace se prokazuje pomoci tzv. genové sondy.
Coz je usek jednovlaknit¢ DNA, ktery je komplementarni k DNA daného mikroorganismu,
kde dochazi k jejich hybridizaci (vazb&). Genomova sonda se zviditelni, diky tomu, Ze byla

oznacena.

Nejpouzivanéjsi metodou amplifikace (zmnozeni) DNA je PCR (polymerazova fetézova

reakce), kde dochazi k opakovani né€kolika krokd. V prvni reakci dochazi k rozdé€leni dvojité
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Sroubovice DNA na dvé vldkna pomoci denaturace teplem. V druhém kroku jsou na tyto
vlakna pfipojeny kratké syntetické nukleotidy (primery), kdy dochazi k ohrani¢eni DNA.
Tento krok probéhne po kratkém ochlazeni, dany usek DNA je v tomto kroku ohraniceny.
V poslednim kroku se primery prodluzuji a na kazdém z vldken vznikd kopie hledané
sekvence DNA, podstatné¢ je, aby reakce probihala za ptitomnosti dilezitych slozek a
enzymi. Vsechny popsané reakce jsou schopné probéhnout pouze za dané teploty.

(VOTAVA, 2005)

Tato metoda se Casto vyuziva k testovani likvoru na ptitomnost DNA Listeria

monocytogenes. (LE MONNIER et al., 2011)

1 2 3 4 5 6 7 8

Obriazek 11 PCR technika na agarovém gelu, draha 1: zebiik DNA, drahy:2, 4, 7- Listeria monocytogenes,
drahy: 3, 5, 6, 8- negativni vysledky (Pievzato z: FAROUK, 2015)

Dalsi metodou je DNA hybridizace, coZ je velice jednoduchd a Casto pouzivana metoda

pro identifikaci Listeria monocytogenes v potravinach. (GASANOV, 2005)
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IDENTIFIKACE LISTERIA MONOCYTOGENES Z IZOLATU V
EPIDEMIOLOGII

Jde o metody, které jsou zalozené na druhové specifickych proteinech nebo genech. Tyto

metody se musi zaméfovat na epidemiologické shody. (GASANOV, 2005)

Typiza¢ni metody jsou Casto vyuzivany k detekci bakterii a zjiSténi jejich genotypu.

(BURSOVA, 2014)

1.14 Subtypiza¢ni metody

Tyto metody jsou vyuzivany k rozliSeni jednotlivych druht Listerii. Sérotypizace je
univerzalni technika, kterd se déla jako zaklad pro dalsi metody subtypizace. Jednim z cila
subtypizace izolatd druhd Listeria je zajistit presnéj$i srovnani klinickych a

environmentalnich vzorki na rozdil od sérotypovani. (SCHUCHAT, 1991)

1.14.1 Ribotypizace

Ribotypizace je prikladem subtypizatni metody, jejich zakladem jsou polymorfismy
restrikénich fragmentd rRNA genu. (NADON, 2001; GENDEL, 2000)

Tato metoda je zalozena na rtiznych typech ribozomalnich genii nebo proteinti a je velice

¢asto vyuzivana pro epidemiologické vyzkumy i pro rutinni praxi. (GASANOV, 2005)

1.14.2 Elektroforéza v pulznim poli (PFGE)

Elektroforéza v pulznim poli je sloZena znékolika kroki, které zahrnuji vloZeni
mikroorganismu do agaru, lyzu daného organismu in situ a $t€peni chromozomalni DNA
restrikénimi endonukledzami. Fragmenty DNA jsou vétSinou Stépeny v systému PFGE CHEF.
Rozdily v profilech ndm umoznuji genetické srovnani mezi kmeny. Profily musi byt dobie
viditelné jinak nemohou byt hodnoceny. (FELIX, 2012) Tato metoda se Casto pouziva
k charakterizaci kmene a typizaci epidemiologickych a kontamina¢nich zkousek Listeria

monocytogenes. (TENOVER, 1995)

Tato metoda byla Casto vyuzivana k identifikaci epidemiologie a molekularni biologie
jinych rodi k ziskani map bakterialnich genomi. (HOWARD, 1992)

Jednd se o metodu molekularni subtypizace, kterd odliSuje vice sérotypl nez jiz
zminéna sérotypizace. Zabyva se rutinni subtypizaci lidskych izolatd Listeria monocytogenes

a to v souvislosti s kontrolou vypuknuti listeridozy u ¢lovéka. Diky narodni siti PulseNet bylo
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patrné snizeni ohnisek listeriézy piendSenych potravinami. (FUGETT, 2007) Tato databaze
byla zfizena roku 1996 Centrem pro kontrolu a prevenci nemoci (CDC), kde jsou vzorky z
PFGE z izolatl patogennich bakterii z potravin a informace o nich. (HUNTER, 2005)
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Obriazek 12 PFGE (Dostupné 20.4. 2019 z: https://is.muni.cz/el-
/1431/podzim2014/Bi7311/um/Pulzni_gelova_elektroforeza.pdf?lang=cs)

1.15 Sérologicka typizace

Metoda sérologie déli rod Listeria na sérovary na zakladé antigenii. Tato metoda je velice
kvalitni a spolehliva ale pfesto se v soucCasné dobé pouzivd v malém poctu laboratofi.

(PAINTER, 2007)

Rod Listeria ma sérovary dle t€lovych antigenti (O — antigeny) a bi¢ikovych antigenti (H-
antigeny). (VOTAVA, 2003)

Tato metoda je zalozena na protilatkach, které specificky reaguji s O-antigeny nebo H-
antigeny. Casto se pouziva k uréeni sérotypti v epidemiologickych studiich. (GASANOV,
2005)

Nejvétsim tspéchem v objasnéni vnitini genetické struktury rodu Listeria byla pravé
sérotypizace. Prvni schéma antigenni struktury bylo popsdno Patersonem, ktery popsal prvni

Ctyfi sérovary. Postupem ¢asu bylo toto schéma doplnéno o nové sérovary. (PAINTER, 2007)

V dnes$ni dobé miizeme dan¢ kmeny rozc€lenit do Ctyft linii, které se evolucné 1isi. VEtsina
izolatu Listeria monocytogenes patii do prvnich dvou linii. Sérotypy 1/2b, 3b, 4b, 4d, 4e patii
do linie ¢islo I, sérotypy 1/2a, 3a, 1/2¢c, 3¢ patii do linie II. Sérotypy 4a, 4c a 4b patii do linie
I1la IV. (GELBICOVA, 2017; KOUDELKA, 2018)
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Ve vétsing piipadu listeriozy vyskytujici se u ¢lovéka je zpltisobena sérotypy 1/2a, 1/2b a

4b. Jedna se jen o tyto 3 sérovary. Z tohoto diivodu je tato epidemiologickd metoda velice

malo pouzivana. (PAINTER, 2007)

Tabulka 4 Sérovary rodu Listeria (Pievzato z: BEDNAR, 1994)

Paterson Seeliger Donker-Voet O-antigen H-antigen
1 1/2a I AB
1/2b L1 ABC
2 1/2c () BD
3 3a TNUDER AB
3b () IV (XTEXT) ABC
3c (Y IV (XHEXT) BD
4 4a (mn (v) nix ABC
4ab (M VVIVITIX X ABC
4b (1) V VI ABC
4c (1) V VII ABC
4d (mn (v) vivii ABC
4e (1 Vv VI (VI (IX) ABC
7 () X Xt ABC
L. ivanovii 5 (1) (V) VI (VIII) X ABC
L. innocua 6a mn (V) vivil X ABC
6b (mny (V) VIVILIX X X1 | ABC
L. grayi (11 X1 XIv E

() ne vzdy pfitomné

1.16 Multilokusova enzymova elektroforéza (MLEE)

Jedna se o velice ¢astou molekulovou metodu, ktera je urcena pro studium genetické
struktury a epidemiologie patogennich druhii bakterii. Tato metoda je zalozena na
porovnavani zmén v aminokyselinovych sekvencich enzymi, a to méa za nasledek zménu
v mobilit¢. Na zaklad¢ -elektroforetické mobility lze vzorky tfidit do neckolika typu.
(GASANOV, 2005) Na této metodé je zaloZzena metoda MLST (Multilokusova sekvenéni
typizace), ktera byla primarn¢€ navrzena k testovani Neisseria meningitidis a postupem Casu
validovana na dalsi bakterie jako jsou Streptococcus pneumoniae, pyogenes a Staphylococcus
aureus. (SALCEDO, 2003; RAGON, 2008)
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1.17 Celogenomové sekvenovani

Srovnani sekvenovani celého genomu danych kment je v soucasné dobé provadéno.
V dnes$ni dobé jsou kompletni genomové sekvence Listeria monocytogenes (sérotyp % a),
(sérotyp 4 b), Listeria innocua (sérotyp 6 a), Listeria welshimeri (sérotyp 6 b), Listeria
seeligeri (sérotyp %2 b) a Listeria ivanovii (sérotyp 5). Ostatni jsou postupné dokoncovany.
(GLASER, 2001; NELSON, 2004,) Genomy Listeria jsou kruhové chromozomy o velikosti
do 3,0 Mb. Sekvence genomu kdduje asi 2800 genii kodujicich protein, kdy asi 65 % ma
piitazenou funkci. (HAIN, 2006)

Pomoci sekvenovani celého genomu od roku 2015 probihd v Rakousku, Dansku,
Finsku, Svédsku a Spojeném krélovstvi ohnisko Listeria monocytogenes. V tomto piipadé se
jednd o kontaminovanou zmrazenou zeleninu. ECDC plné podporuje sekvenovani celého
genomu u lidskych izolatd, které mohou byt spojeny s timto ohniskem a podporuje v tomto
tetovani zemé, Které tento test bézné€ neprovadéji, a to predevsim z divodu finanéni

naroc¢nosti. (EFSA, 2018)

1. Library construction 2. Random sequencing phase 3. Closure phase
(i) Sequence DNA (i) Assemble sequences
| (15,000 sequences per Mb) SoHETASIE S e
(i) Isolate DNA e (i) Close gaps
l > > Soaais
(ii) Fragment DNA Rl S
= :l = = (i) Edit
; Py,
(iii) Clone DNA GGG ACTGTTC,,
R
(iv) Annotation
237 239
238
4. Complete
genome sequence  200.000{%,

Obrazek 13 Jednotlivé kroky Celogenomového sekvenovani (Pievzato z: FRASER, 2000)

Sekvenovani celého genomu S naslednou analyzou je velice dobry nastroj k rozliSeni

izolat, které nejsou rozlisitelné jinymi metodami jako je PFGE.
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WGS muze fungovat jako epidemiologicky ndstroj k identifikaci velmi podobnych
izolatl a muze byt také pouzit k identifikaci ostrovi patogenicity. (HILLIARD, 2018)

Tato metoda v budouci dob¢ bude piedstavovat jednu z moznosti, jak ziskat co nejvice
informaci o daném mikroorganismu v co nejkrat§i dob&. (BURSOVA, 2014) Jedni se
predevsim o technologii, ktera se zabyva vypuknutim nemoci, jako je pravé Listeridza.

(KWONG, 2016)

Béhem poslednich par let se zavadi WGS spolu s cgMLST (core-genome) coz velice
usnadiiuje porovnatelnost v ramci laboratofi. Metoda cgMLST byla poprvé popsana
v Rakousku a Némecku v letech od 2011 do roku 2013. Typizace potravinovych a lidskych
izolatl pomoci WGS v redlnim case ulehcuje slucovani potravinovych izolatd s lidskymi, aby

doslo k zastaveni pfenosu Listeria monocytogenes. (HALBEDEL, 2018)

Metoda cgMLST analyza je zalozena na porovnavani 1701 gent Listeria
monocytogenes. (RUPPITSCH, 2015)

1.18 REA a RAPD

Obé tyto metody jsou provadény za ucelem zjistit pivod a cesty Sifeni Listeria

monocytogenes. (AGUADO el al., 2004; ELLIOT, 2007)

Metoda REA byla v posledni dobé pouzita k identifikaci Listeria monocytogenes ve
spojeni s epidemiemi v Los Angeles, Novém Skotsku a ve Svycarsku. (AGUADO et al.,
2004) Je to technika Stépeni a rozpoznavani uréité sekvence v molekulach DNA a je

provadéna diky restrikénim enzymam.

RAPD je metoda zalozena na PCR a vyuZiva ndhodnych primerd pro nahodnou
amplifikaci fragmenti DNA. Test je velice jednoduchy, rychli a mad schopnost identifikace
velkého mnozstvi vzorkl. (GASANOV, 2005)

1.19 Fagova typizace

Tato metoda nas informuje o tom, Ze se Listeria vyskytuje v potraving. Jde o interakci
daného bakteriofaga danym kmenem Listeria, kdy vysledkem je lyze bunky hostitele.
Bohuzel vSechny kmeny Listeria monocytogenes nejdou typizovat. Jedna se zejména o
sérotyp Y%, kdy je typizace velmi nizka. (ROCOURT, 1985; GASANOQV, 2005)
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Metody tohoto typu se zamé&fuji na rezistenci dané bakterie k fadé¢ danych suspenzi.

(BURSOVA, 2014)
1.20 Proteomické metody

Jedna se o metody, kde je snaha o kombinaci molekularnich a biochemickych technik
s metodami fyzikalné-chemickymi. Tyto metody dovoluji studovat genomy celé a nasledné
jejich expresi. Proteomické metody umoznuji identifikovat proteiny v bufice i mimo ni. Pro
rozvoj téchto metod byly a jsou velice dulezité prave bakterie. Mikrobialni proteomika se
zabyva identifikaci mikroorganismti, které jsou patogenni, a to ptedevSim studium
virulentnich faktordi a studium proteomt danych bakterii. Mezi zakladni metody proteomiky

patii gelova elektroforéza nebo chromatografické metody. (WEISER, 2005)

Povrchovy subproteom, ktery byl charakterizovan u Listeria monocytogenes ma fadu
proteint, které jsou soucasti virulentnich faktori a ucastni se interakce s buiikami hostiteld.
U grampozitivnich bakterii Ize proteom rozd¢lit do ¢tyi subproteomtl, coz jsou mensi skupiny
proteinll. Sekretované extracelularni proteiny, membranové a integralné asociované proteiny,

proteiny asociované s bunéénou sténou a cytoplazmatické proteiny. (SCHAUMBURG, 2005)

Subproteomy Ize ziskat membranovou nebo cytoplazmatickou frakci. Bunécna sténa
a membrana je pro bakterie dulezitd hlavné pro jejich virulenci, a to pfedev§im u Listeria
monocytogenes. (WEISER, 2005) Podobn¢ jako u Bartonella henselae. (RHOMBERG, 2005)
Dale je mozné vyuzit ribosomalni frakci. (WEISER, 2005)

Informace exprimované v biofilmech Listeria monocytogenes jsou velmi malé. Pro
stanoveni proteinové exprese v biofilmech Listeria monocytogenes je ¢asto provadéna analyza
2D gelt. Identifikace proteini pomoci MALDI-TOF je omezend, proto byla vytvoiena
databaze hmotnostnich peptidl z projektu genomové sekvence LM. (THREMOULET, 2002)

Dvojrozmérna (2D) polyakrylamidova gelova elektroforéza proteint bakterii je v praxi
jiz 25 let. Jedna se o metody, které jsou zalozeny na separaci proteint izoelektrickym bodem
V prvni dimenzi a molekulovou hmotnosti v druhé dimenzi. Dvojrozmérné analyzy proteint
jsou Casto pouzivany ke studii pH napéti, slanosti, reakce na stres, identifikaci a klasifikaci

rodu Listeria. (RAMMATH, 2003)
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V této tabulce jsou stru¢né sepsany hlavni vyhody a nevyhody metod, které jsou nejcastéji

vyuzivané pro identifikaci Listeria monocytogenes.

Tabulka 5 Vybrané metody pro identifikaci Listeria monocytogenes (Pevzato z: JADHAY et al., 2012)

Metoda Vyhody Nevyhody
Kultivace - Detekce zivych bun¢k - 5-10 dni pro zisk
- Chromogenni medium vysledki
(pro lepsi detekei) - Podminky prostiedi
mohou ovlivnit
vysledek
MALDI-TOF MS - Rychld metoda - Vysoka pofizovaci cena

pfistroje pro detekci
- Smésné vzorky nelze

detekovat

PCR - Vysoka citlivost - MozZnost falesné
pozitivity vysledkl

- Finanéné naro¢né

Imunochemické metody - Rychli zisk vysledkt - Mala spolehlivost
(1-2 dny) - Fale$na pozitivita

vysledki
Subtypizacni metody - MozZnost dohledani - Finan¢né narocné
zdroje nékazy - Casové naro¢ngjsi

- Prevence (dalsi ndkazy)
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MODERNI UROVNE IDENTIFIKACE LISTERIA
MONOCYTOGENES

Nasledujici testy pro identifikaci Listeria jsou vyuzivany v environmentalnich,
potravinafskych a klinickych oblastech. Jedna se o metody, které nejsou vyuzivany pro rutinni

praxi ale na specializovanych pracovistich a v laboratoftich.

1.21 Testy zamérujici se na RNA

RNA, poptipadé¢ mRNA jsou jako cile vybirany u testovani patogennich bakterii
Vv potravinach. Pfitomnost RNA znaci vyskyt Zivych bun€k bakterie. Zatim co testy zaloZené
na DNA mohou fale$né ovlivnit vysledek, a to ptfitomnosti mrtvych bunék, které mohou
poskytnout pozitivni vysledek, protoZze molekula DNA je velice stabilni. Mezi tyto testy patii
RT-PCR, kterd je slozena ze dvou krokli, kdy prvni vyuzivd reverzni transkriptdzu
k pievedeni mRNA do komplementarni DNA. Ve druhém kroku se tato DNA pouZije pro
amplifikaci specifickych sekvenci pomoci PCR. Dalsi metodou je Real-time PCR, kde
reakéni smés obsahuje fluorescenéni marker, ktery vaze DNA. NASBA je jednou
z alternativnich metod PCR, ktera je Casto vyuzivana k identifikaci Listeria monocytogenes

V potravinach.

1.22 DNA mikrod¢ipy

Jedna se o moderni technologii, ktera je zalozena na DNA nebo RNA hybridizaci. Casto
se pouzivaji k detekci mikrobidlniho a epidemiologického vyvoje. Jsou dva hlavni typy
mikroCipi, kde je jeden zaloZen na sekvencné specifickych oligonukleotidech a ten druhy

vyuziva PCR produkty. (GASANOV, 2005)

40



LECBA, VYUZITI A PREVENCE LISTERIOZY

Listeriézy byvaji pfevazné léceny antibiotickou 1écbou. Nejcastéjsi 1éCba antibiotiky je
kombinovana. Tedy uzivanim ampicilinu a gentamycinu. Ampicilin je poddvam u tézkych
pripadi listerioz. Kombinace téchto antibiotik byva podavana ve velice tézkych formach
tohoto onemocnéni pro dosaZeni synergického ptisobeni. Jako nahrada téchto antibiotik se da
také 1écit vankomycinem, klotrimazolem nebo peniciliny. Cefalosporinové formy antibiotik
jsou neucinné vuci Listeria monocytogenes stejn¢ jako u enterokoku. (JILICH, 2008;
BEDNAR, 1994; VOTAVA, 2003; HOF, 2008) Dan4 1é¢ba miize byt velice obtizna, a to diky

preziti mikroorganismi v téle hostitele a tvorbé abscesu. (HOF, 2008)

Vyuzivaji se K ptipravé rekombinantnich vakcin, jako jeden z vhodnych organismu. Jako
ptiklad si mizeme uvést vakcinaci kmenem exprimujicim genem papilomaviru 16 E7, coz

mélo za nasledek zastaveni ristu nadorové tkan€ u mysi. (VOTAVA, 2003)

Listeriéza je jedna z onemocnéni, proti které se nelze oc¢kovat. Tepelna Gprava zejména
onemocnénim, které ho mize oslabovat by se mél vyhnout konzumaci potravin, které nejsou
dobfe umyté, jako je zelenina nebo mléko, které neni pasterizovdno. Toto riziko hrozi
zejména U t€hotnych Zen, u kterych by se na tuto prevenci mélo dbat. (JILICH, 2008;
VOTAVA, 2010) Gama-zafeni je jedno z metod, které bylo Gspésné pii oSetfovani potravin,
dalsi metody nejsou dosud znamy. (VOTAVA, 2003)
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EPIDEMIE LISTERIOZY V CR A SOUSEDNICH STATECH
EU

Listeridoza je pomérné vzacné onemocnéni ale presto velice zavazné, s vysokou mirou
umrtnosti (kterd maze prekrocit 30 %) a nemocnosti. To je jeden z diivoda, proc je sledovani

onemocnéni velice dalezité.

Pfevaznou formou nakazy je potrava, proto je mozné témto piipadim onemocnéni
pfedchézet odstranénim kontaminovaného zdroje potravy nebo vSeobecnym zlepSenim

hygieny vyroby potravin. (ECDC, 2018; GOULET, 1992)

1.23 Dotaznik pro studium trvanlivosti Listeria monocytogenes u potravin

Pro tyto ptipady se vyuziva dotaznik, pro studium trvanlivosti LM u potravin uréenych
k pfimé spotiebé. Dokument, ze kterého jsem Cerpala byl vypracovan Referenéni laboratofi
EU pro Listeria monocytogenes (EURL Lm, 2018) ve spolupraci s dalSimi referen¢nimi

laboratofemi, za ucelem vytvofit harmonizovany piistup k hodnoceni.

V tomto dotazniku je vymezend cast pro identifikaci provozovatele potravinarského

podniku coz zahrnuje nézev (vyrobni zdvod), adresa a kontaktni osoba.

Dale popis vyrobku (nazev, doba trvanlivosti, deklarovana teplota ulozeni, baleni
vyrobku v g, objem dané vyroby, a strucny popis vyroby), poté slozeni vyrobku (seznam

jednotlivych slozek).

Dalsi ¢ast je zamé&fena na fyzikalné-chemické a mikrobiologické vlastnosti vyrobku
jako jsou pH, aw a obsah jednotlivych konzervantii vyrobku na konci vyroby, obsah soli, tuku,
obsah suSiny pfiip. vlhkost, obsah cukru, piidana mikroflora do vyrobku, pfirozené se

vyskytujici mikroflora a bakterie mlécného kvaSeni na konci vyroby.

Casti dalsi jsou podminky baleni vyrobku jako jsou typ a kontrola baleni. DiileZitou
¢asti jsou podminky chladiciho fetézce, kterd se zabyva distribucni teplotou pii vyrobé.
Minulé nélezy LM ve vyrob€ a hodnoty piekracujici limit 100 KTJ/g LM na konci doby

spotieby jsou spolecné v ¢asti nazvané historicka data.

Posledni ¢ast se zabyva prediktivni mikrobiologii (software, model stimulace ristu

LM). (EURL Lm, 2018)
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Dotazniky pro $etieni propuknuti nemoci pienasenych potravinami a vodou pro LM,

které jsou tvoteny pro respondenty by mély obsahovat skupiny otdzek zabyvajici se:

- demografii,

- nemocemi,

- cestovanim,

- stravovacimi navyky, alergiemi a dietou,

- restauracemi a jinymi misty vetejné¢ho stravovani,
- zeleninou a rostlinnymi produkty,

- ovocem a ovocnymi vyrobky,

- masem a masnymi vyrobky,

- rybami a plody mofe,

- mlékem a mléénymi vyrobky,

- vejci a vyrobky z nich

- apotravindiskymi vyrobky pro malé déti. (ECDC, 2016)

1.24 Situace v EU

Po infekcich Campylobacter, Salmonella, Yersinia a Eschericha coli produkujici
verocytotoxin (VTEC) byla listerioza v roce 2006 (hlaseno ve 23 ¢lenskych statech EU) patou
nejcastéj$i zoondézou v EU. Jednd se o nemoc z potravin, ktera patfi mezi zndmé patogenni

puvodce a vede k hospitalizaci (91 %). (EFSA, 2014; JEMMI, 2006)

V Programu Surveillance je zaznamenavany vyskyt listeridz v konkrétnich krajich.
(BEDNAR, 1994) Jedna se o systém, ktery byl nékterymi zemnéni zaveden pro dozor
listeriozy od roku 1987, kdy se tato nemoc prokéazala jako nemoc pienosnd piedevSim
potravinami. Mezi hlavni cile této organizace patii rocni hodnoceni vyskytu choroby,
identifikace ohroZenych populaci, stanovit rizikové potraviny a zdroje jejich kontaminace a

zhodnotit dopad preventivnich opatfeni (ROCOURT, 1997; BORGDORFF, 1997)

EFSA (European Food Safety Authority) je jedna z organizaci EU, ktera kona praci
prevazné na zékladé zadosti o védecké poradenstvi Evropské Komise, Evropského parlamentu
a ¢lenskych statt EU. Sidlo této organizace je v Italii, jejichz pocatky jsou z roku 2002. Jedna

se 0 ufad pro bezpecnost potravin.
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Staty maji zékonitou povinnost oznamovat EU (EFSA) pfipady listeriézy u lidi. Tyto
ptipady listeriozy by méli byt mikrobiologicky potvrzené po piedchozi izolaci Listeria
monocytogenes. (EFSA, 2003)

Mezi dalsi organizace tohoto typu patii ECDC (European Centre for Disease prevention
and Control) coz je centrum pro kontrolu a prevenci nemoci, kterd je organem Evropské
Komise, jejiz sidlo je ve Stockholmu. Jejim cilem je pfevazn¢ monitorace a prevence

infekénich onemocnéni.

V roce 2016 uvedlo 30 zemi EU potvrzeni 2555 ptipadl onemocnéni listeriozou. V EU
byla v roce 2016 mira oznameni 0,47 piipadi na 100 000 obyvatel. Nejvétsi vyskyt byl
zaznamenan u kojenct do 1 roku a u osob starSich 64 let. Nejvyssi vyskyt byl pozorovan

Vv Belgii a Finsku. Pocet ptipadu listeriozy v EU se postupné zvysuje. (ECDC, 2018)

Pocet ptipadl listeriozy u lidi v EU se od roku 2008 zvysil o 270 a to v roce 2015.
(ECDC, 2018; GOULET, 1992)

V EU zemich probihd od roku 2015 epidemie onemocnéni listeridzou, a to konkrétné
zpusobena Listeria monocytogenes sérologické skupiny 4b. Bylo hlaSeno 26 piipadi
z Rakouska, Déanska, Finska, Svédska a Spojeného kralovstvi. Tyto hlageni byly potvrzeny
celogenomovou sekvenci, zaloZzené na metodach pouZzivané v jednotlivych statech. Byly
hlaSeny 4 umrti. Sekvence potvrdila podobnost huménnich izolatl, coz vede k hypotéze,

Ze pochazi toto onemocnéni ze stejného zdroje. Zdroj bohuzel neni zatim znam.

ECDC doporucuje k identifikaci ptipadii pouzivat dotaznik, a to co nejdiive od podezieni

z onemocnéni listeriozou. (ECDC, 2017)
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Tabulka 6 RozvrZzeni potvrzenych piipadu listeridzy a ¢etnost na 100000 obyvatel, EU/EHP, 2012-2016

(Ptevzato z: ECDC, 2019)

Zemé 2012 2013 2014 2015 2016
Pocet potvrzenych pripadi listeriozy

Rakousko 36 36 49 38 46
Belgie 83 66 84 83 104
Bulharsko 10 3 10 5 5
Chorvatsko 0 0 4 2 4
Kypr 1 1 0 0 0
Ceska 32 36 38 36 47
republika
Dansko 50 51 92 44 40
Estonsko 3 2 1 11 9
Finsko 61 61 65 46 67
Francie 346 369 373 412 375
Némecko 414 463 598 580 697
Recko 11 10 10 31 20
Mad’arsko 13 24 39 37 25
Irsko 11 8 15 19 13
Italie 112 143 132 153 179
LotySsko 6 5 3 8 6
Litva 8 6 7 5 10
Nizozemsko 73 72 90 71 89
Norsko 30 21 29 18 19
Polsko 54 58 87 70 101
Rumunsko 11 9 5 12 9
Slovensko 11 16 29 18 10
Slovinsko 7 16 18 13 15
Spanélsko 109 140 161 206 362
Svédsko 72 93 125 88 68
Spojené 183 192 201 186 201
kralovstvi
EU/EEA 1754 1905 2275 2224 2555
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Obrazek 14 Distribuce potvrzenych piipadu listeriézy v EU, za roky 2007-2017 (Ptevzato z: ECDC, 2018)
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Obrizek 15 Distribuce potvrzenych piipadu listeriozy na 100 000 obyvatel podle zemi, EU / EHP, 2016
(Ptevzato z: ECDC, 2018)
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1.25 Situace v CR

Za rok 2006 bylo v CR nahlaseno 62 piipadd, u kterych byla diagnostikovéana listerioza.
V tomto roce bylo zaznamendno 8 umrti jako duasledek onemocnéni listeriozou. Dalsi

incidence v roce 2006:

Tabulka 7 Poet onemocnéni listeriozou v roce 2006 (Pfevzato z: MZCR, 2007)

pocet onemocnéni 62 4x vice proti roku 2005 do 52. tydne
z toho umrti 8 v roce 2005 1 ptipad
novorozenecka listeriéza 9 v roce 2005 2 piipady
listerioza v gravidité 9 v roce 2005 2 piipady
postiZenych okrest 32 v roce 2005 11 okresii
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Obrizek 16 Distribuce potvrzenych piipadii listeriozy v CR, za roky 2012-2016 (Pfevzato z: ECDC, 2018)
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Obrazek 17 Distribuce potvrzenych piipadii listeriézy v CR, za roky 2007-2017 (Ptevzato z: ECDC, 2018)
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Obrizek 18 Grafické zobrazeni potvrzenych ptipadi listeri6zou na zakladé véku v CR, v roce 2017 (Pfevzato z:
ECDC, 2018)

V EU doslo k epidemii listerioz v Némecku v roce 1951 a v tehdejsim Ceskoslovensku
v roce 1953. Od téchto dob se objevuji informace o listeriézach vyskytujicich se v Evropé,

Americe a v dalsich ¢astech svéta. (BEDNAR, 1994)
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1.26 Mikrobiologicka kritéria pro potraviny

V roce 2007 dne 5. 12. bylo Komisi (ES) zménéno natizeni ¢. 1441/2007 komise (ES)
¢. 2073/2005, které se zabyva oblasti kritérii pro potraviny z pohledu mikrobiologie. Toto
natizeni obsahuje Cast, ktera se zaméfuje na kritéria hygieny vyrobniho procesu (zaméiuje se

na maso, mléko, vaje¢né vyrobky, produkty rybolovu, zelenina, ovoce a vyrobky z ngj).

Dalsi ¢ast je zaméfena na kritéria bezpec¢nosti potravin a posledni tfeti ¢ast jsou pravidla pro

odbér vzorki a pripravu zkusebnich vzork.

Tabulka 8 Kritéria bezpe¢nosti Listeria monocytogenes (Prevzato z: Komise (ES) ¢. 1441/2007)

Kategorie Pocet jednotek Limity Analyticka Faze, na niZ se
potravin tvoricich vzorek referen¢ni kritérium
metoda vztahuje
Urdéené k primé 10 Nepiitomnost | EN ISO 11290-1 Produkty
spoti‘ebé pro ve25¢g uvedené na trh
kojence a béhem doby
urcené k primé udrznosti
spotiebé (1)
Urdené k primé 5 100 CFU/ml EN 1SO 11290-2 Produkty
spotiebé, které (2 (3) uvedené na trh
podporuji rist béhem doby
LM, jiné nez udrznosti
pro kojence 5 Neptitomnost | EN ISO 11290-1 | Pted tim, nez
ve 259 (4) potravina
opusti kontrolu
pozorovatele,
ktery ji vyrobil
Urdené k pirimé 5 100 CFU/ml EN ISO 11290-2 Produkty
spotiebé, které 3) uvedené na trh
nepodporuji béhem doby
riast LM (1) (5) udrznosti

(1) Pravidelné provadéni vysetfeni podle piislusného kritéria se za béznych podminek

nevyzaduje u téchto potravin uréenych k pfimé spotiebe:
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- u takovych, které byly tepeln¢ oSetieny nebo jinak zpracovany za uUcelem ucinného
odstranéni Listeria monocytogenes, pokud potom to oSetfeni neni mozna opétovna

kontaminace (napf. vyrobky, které jsou tepeln¢ osetfeny v kone¢ném obalu),
- u Cerstvé, nekrajené a nezpracované zeleniny a ovoce, vyjma nakli¢enych semen,
- U chleba, suSenek a podobnych vyrobk,

- u vod, nealkoholickych napojt, piva, jable¢ného vina, vina, lihovina podobnych vyrobki

v lahvich nebo balenich,
- u cukru, medu a cukrovinek, véetné vyrobkia z kakaa a ¢okolady,
- U zivych mlza.

(2) Toto kritérium plati, pokud je vyrobce schopen ke spokojenosti piislusného organu
prokazat, ze vyrobek neptekroc¢i limit 100 KTJ/g po celou dobu udrznosti. Provozovatel mize
pro prubéh procesu stanovit priabézné limity, které museji byt dostateéné nizké, aby zarucily,

ze limit 100 KTJ/g nebude na konci doby udrznosti piekrocen.

(3) 1 ml inokula se naockuje na Petriho misku 0 priméru 140 mm nebo natti Petriho misky

0 praméru 90 mm.

(4) Toto kritérium se vztahuje na vyrobky pied tim, nez opusti bezprostfedni kontrolu
provozovatele potravinaiského podniku, ktery je vyrabi, pokud neni schopen ke spokojenosti

ptislusného organu prokazat, ze vyrobek nepiekro¢i limit 100 KTJ/g po celou dobu tdrznosti.

(5) Vyrobky s pH < 4, 4 nebo aw < 0,92, vyrobky s pH < 5,0 a aw < 0,94, vyrobky s dobou
udrznosti pod 5 dni jsou automaticky povazovany za vyrobky spadajici do této kategorie. Je-li

to védecky opodstatnéné, mohou do této kategorie spadat také jiné kategorie vyrobkii.

Dale je v daném nafizeni ,Interpretace vysledkd*: Uvedené limity se vztahuji na
kazdou vySetfovanou jednotku vzorku, vyjma zivych mlzi a zivych ostnokozct, plasténci a
plza v souvislosti s vySetfenim na E. coli, kdy se limit vztahuje na smésny vzorek. Vysledky

vySetieni vypovidaji 0 mikrobiologické jakosti vysetfované partie.

Listeria monocytogenes v potravinach urcenych K ptimé spotiebé pro kojence a pro

zvlastni léCebné ucely:
- vyhovujici, pokud vSechny zjisténé hodnoty poukazuji na nepfitomnost této bakterie,

- nevyhovujici, pokud je ptitomnost této bakterie uréena v kterékoli jednotce vzorku.

50



Listeria monocytogenes Vv potravinach urcenych K pfimé spotiebé, které podporuji rist.
Listeria monocytogenes, piedtim, nez potraviny opusti bez prostfedni kontrolu provozovatele
potravinaiského podniku, ktery je vyrabi, pokud neni schopen prokazat, ze vyrobek

nepiekroci limit 100 KTJ/g po celou dob udrznosti:
- vyhovujici, pokud vSechny zjisténé hodnoty poukazuji na nepiitomnost této bakterie,
- nevyhovujici, pokud je ptitomnost této bakterie uréena v kterékoli jednotce vzorku.

Listeria monocytogenes V ostatnich potravinach ur¢enych K piimé spotiebé

a Escherichia coli v zivych mlzich:
- vyhovujici, pokud jsou vSechny zjisténé hodnoty < limit,

- nevyhovujici, pokud je kterakoli hodnota> limit.*

1.27 Organy dohliZejici na bezpeénost potravin v CR

r~r

Ministerstvo zemé&délstvi CR je jeden z organt, ktery dohliZi nad potravinami. Dal§i je

Ministerstvo zdravotnictvi CR.

Statni zdravotni ustav (SZU) je piispévkova organizace ministerstva zdravotnictvi, ktera
sleduje dlouhodobé trendy infekénich onemocnéni (souvisejici s pfedchdzenim vzniku a sifeni
onemocnéni) a zpracovava podklady pro tvorbu statni zdravotni politiky pro orgdny ochrany
vefejného zdravi. Mezi dalsi ¢innosti SZU patii védeckd a vyzkumna ¢innost, sledovéani
vztahli zivotnich podminek a zdravi, mezindrodni spoluprice, zdravotni vychova
obyvatelstva, poskytovani zavodni preventivni péce a zpracovani a analyzy Udaji a zdravi
fyzickych osob v souvislosti s pfedchazenim vzniku a Sifeni infekénich onemocnéni, nemoci
zpovolani a dal§i. Dale plni tkoly vyplivajici zjinych pravnich piedpisi CR, piimo
pouzitelnych ptedpisi EU, mezinarodnich smluv, nebo wulozenych Ministerstvem
zdravotnictvi CR. Prostfednictvim svych odbornikil zastupuje Ministerstvo zdravotnictvi CR

nebo Ceskou republiku ve vnitrostatnich, evropskych a mezinarodnich, komisich, organech a

organizacich.

Statni zdravotni ustav se skldda z n€kolika center, které jsou centrum zdravi a zivotniho
prostfedi, centrum zdravi, vyzivy a potravin, centrum hygieny prace a pracovniho lékarstvi,
centrum podpory vefejného zdravi, centrum epidemiologie a mikrobiologie a posledni je

centrum toxikologie a zdravotni bezpeénosti. (SZU)
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Pod MZ CR patii obor epidemiologie infekénich onemocnéni, ktery zajistuje koordinaci
mezi ECDC a CR. M4 vliv na piipravu Surveillance danych infek&nich onemocnéni, a hlavné
monitoruje a analyzuje situace tykajici se onemocnéni az na mezinarodni urovni. Dale obor

hygieny vyzivy a bezpe¢nosti potravin. (SZU)
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ZAVER
Listeria monocytogenes je invazivni patogen, ktery muze velice snadno proniknout do
hostitele.

Onemocnéni listeridzou mé velmi rychly a silny prubéh, predevsim diky mechanismiim,
kterymi tato bakterie napada organismus. Tato bakterie je sama schopnd prochdzet skrz rizné

bariéry a velkou rychlosti se §ifi do télnich organii. (BLAZKOVA, 2005)

Klinické ptiznaky infekce Listeria monocytogenes jsou velmi podobné u vsSech

nachylnych hostitelti ale pfesto se mizeme setkat s ptipady, kdy se tato nemoc neprojevuje.

Listeria monocytogenes se vyskytuje prakticky vSude a byla ziskana z ruznych druht
potravin, které byly uréeny k piimé spotiebé. Jako je dribez, skot, maly piezvykavci, Cerstva

zelenina. (BRYCHTA, 2018)

Mezi hlavni typiza¢ni metody patii sérotypizacni, subtypiza¢ni metody, fagova typizace
a ribotypizace. Dal$i z metod jsou proteomické metody, které jsou dulezity nastroj pro spojeni

transkrip¢nich studii celého genomu a bunécné fyziologie mikroorganismi. (HAIN, 2006)

Dalsi z metod, které jsou velice dulezité pro rozliSeni izolati Listeria monocytogenes,
kter¢ neni mozné rozliSit jinymi metodami je celogenomové sekvenovani. Je to jeden

z epidemiologickych moZnosti identifikace izolati.

Od roku 2012 v CR byla incidence onemocnéni listeriozou 32 p¥ipadii na rozdil od roku
2016, kdy se tato incidence zvysila na 47 pripadd postizenych listeriozou. V ramci EU se
incidence postupné zvysuje, V roce 2012 byla incidence 1752 ptipadu a v roce 2016 byla tato
incidence 2555 ptipadi onemocnénim listeriozou. Nejvétsi vyskyt byl zaznamenan u kojencii
do 1 roku a u osob starSich 64 let. Obecné lze tedy fict, ze trend onemocnéni listeriézou se

postupné zvysuje.

U cloveka jsou nakazy vyvolany nejcastéji sérovary “2a a 4b. Pravé sérologicka skupina
4b zpusobila v EU epidemii listeriozou, kterd probihd od roku 2015, kdy bylo hlaSeno 26
ptipadi. Epidemiologicky dotaznik je v podobnych situacich doporucen jiz pfi podezieni

tohoto onemocnéni.
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