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2. ABSTRAKT

Autor: Lenka Kralikova

Nazev prace: Bakterie rodu Listeria

Bakalatska prace

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Studijni obor: Zdravotni laborant

Cil prace: Bakalafska prace si klade za cil popsat rod Listeria, déleni rodu, morfologii a
laboratorni diagnostiku. VéEtsi pozornost je vénovana druhu Listeria monocytogenes, jelikoz je
u lidi hlavnim zdrojem nédkazy. Dal§im cilem je popsat vyskyt L. monocytogenes

v potravinach, jeji antigenni strukturu, patogenezi a onemocnéni, které zptisobuje.

Hlavni poznatky: Listeria monocytogenes je vsude pfitomnd bakterie. Byla nalezena

v Cerstvé vode, hling, v rostlinném materialu i v odpadni vodé. Hlavnim zdrojem nakazy pro
cloveka je kontaminovana potrava. Nejcasteji se jedna o nepasterizované mléko, zrajici syry
¢i Spatn¢ tepeln€ opracované maso ¢i zeleninu. Bakterie zplsobuje onemocnéni zvané
listerioza, které je nebezpecné piedevsim pro novorozence, starsi lidi, t€hotné Zeny a jedince
s oslabenou imunitou. Onemocnéni se vyskytuje spiSe sporadicky, mezi lety 20082017 se v
Ceské republice za rok vyskytlo primémné 30 az 37 piipad nakazy. V Africe doslo v roce
2017-2018 k epidemii, jednd se o nejveétSi zaznamenanou epidemii zplsobenou listérii.
V ptipadé€ nakazy je povinnosti laboratofe i 1ékafe nahlasit pozitivitu nalezu a provadi se dalsi

vySetieni a hleda se zdroj ndkazy, aby se zamezilo pfipadné dal$i nadkaze a epidemii.

Zavéry: Uginnou prevenci proti nidkaze bakterii je spravna tepelna Giprava potravin a
vyvarovani se piipadnym potravindm, u kterych je potvrzeny zvySeny vyskyt listérie.
V soucasné dob¢ neni problém v Cas potvrdit vyskyt bakterie a nasadit vhodnou 1écbu nebo
stahnout produkt zpulti prodejen. Terapie spociva v podani penicilinovych antibiotik,
ampicilinu v kombinaci s gentamicinem. V piipadé alergie na penicilinova antibiotika se

podava trimethoprim-sulfamethoxazol.

Klicova slova: Listeria monocytogenes, listerioza, alimentarni onemocnéni, listérie



3.ABSTRACT
Author: Lenka Kralikova

Title: Listeria spp.

Bachelor thesis

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy, Hradec Kralové
Field of study: Medical Labolatory

Background: The bachelor thesis aims to describe Listeria spp. Describe the division of
genus, morphology and laboratory diagnostics. More attention is paid to Listeria
monocytogenes as it is a major source of infection in humans. Another aim is to describe the
occurrence of L. monocytogenes in food, its antigenic structure, pathogenesis and the disease

it causes.

Main findings: Listeria monocytogenes is a bacterium present everywhere. It was found in

fresh water, clay, plant material and waste water. The main source of infection for humans is
contaminated food. They are most often found in unpasteurized milk, matured cheeses or
poorly cooked meat or vegetables. Bacteria causes a disease called listeriosis, which is
especially dangerous for newborns, elderly people, pregnant women and
immunocompromised individuals. The disease occurs rather sporadically. There was
confirmed from 30 to 37 cases per year in the Czech Republic between years 2008-2017.
There was also an epidemic in Africa in 2017-2018, it was the largest epidemic in the world.
In the event of infection, both the laboratory and the physician are obliged to report the
positivity of the finding and carry out further examinations to find the source of the infection

in order to prevent any further infection and epidemic.

Conclusion: Effective prevention of bacterial infection is the correct cooking of food and
avoid any food that has an increased incidence of bladder disease. Currently, there is no
problem in time to confirm the presence of bacteria and to deploy appropriate treatment or to
withdraw the product from the store counters. The therapy consists of administering penicillin
antibiotics, ampicillin in combination with gentamicin. In case of penicillin antibiotic allergy,

trimethoprim-sulfamethoxazole is administered.

Key words: Listeria monocytogenes, listeriosis, alimentary disease, listeria



4.UVOD

Bakterie rodu Listeria jsou gram pozitivni, nesporulujici tyc¢ky z Celedi Listeriaceae.
Pouze dva druhy listerii jsou pro Clovéka patogenni, jsou jimi Listeria monocytogenes a
Listeria ivanovii. Ostatni druhy se u ¢lovéka mohou vyskytovat, ale nezptisobuji onemocnéni
zvané listeridza. Listerioza je alimentarni onemocnéni, které se projevuje primarné u
nékterych skupin lidi — t€hotné zeny, novorozenci, lidé s imunodeficitem, star$i populace.
Hlavnim zdrojem ndkazy je kontaminovand potrava. Vyskyt nemoci byva vétSinou

sporadicky, ale v minulosti doslo k n¢kolika epidemiim.

Bakterie miize zapfiCinit potraty, gastroenteritidy, sepse, meningitidu az smrt.
Dulezitou roli hraje dodrzeni pravidel prevence v podob¢ spravné Upravy potravin a jejich

zpracovani. Terapie spo¢iva v podani penicilinovych antibiotik.



5.ZADANI A CIL PRACE

Cilem této bakalafské prace je piehledné¢ zpracovat publikované informace o rodu
Listeria se zaméfenim na druh Listeria monocytogenes. Charakterizovat druh z pohledu
morfologie, biochemickych vlastnosti, patogeneze a onemocnéni, ktera zpusobuje. Dale se

zamg¢fiit na jeji vyskyt v potravinach a epidemiologii.



6. HISTORIE

Poprvé byla bakterie popsana v roce 1924 biology Murrayem, Swannem a Webbem
v Anglickém Cambridge. Zminéni védci pozorovali u nakazenych kralikd a morcat septické
onemocnéni, které bylo doprovazeno vyznamnym zvySenim monocyti nad fyziologické
hodnoty v periferni krvi. Podle vyrazné monocytézy dosSlo k pojmenovani na Bacterium
monocytogenes. V roce 1927 Pirie izoloval obdobného mikroba z nemocnych pise¢nych krys
asepse a antisepse do chirurgie, Listerella hepatolytica. Teprve az o tfinact let pozdéji bylo
potvrzeno, Ze se jednd o stejnou bakterii a nazvy byly spojeny do jednoho dodnes

pouzivaného oznaceni Listeria monocytogenes (Bednat, 1996; Hof, 2003, Votava, 2003).

Prvni bakteriologicky ovéfené ptipady zplsobené touto bakterii popsal v roce 1929
Nyfeldt u pacientll s anginou, uzlinovym syndromem a mononukledzou. Listerii izoloval
z krve hemokulturou. Mikrob byl pfitomen i v likvoru u pacientti s meningealnimi piiznaky.
V tehdej$im Ceskoslovensku byla obdobna onemocnéni a piiznaky poprvé popsany Méalkem a

Sonkovou v roce 1944 (Bednat, 1996; Hof, 2003).

Vyznamnou roli tato bakterie jako patogen hrala na konci 40. a zacatku 50. let
minulého stoleti, kdy zplsobila epidemii listeridzy u novorozencli v Némecku (1951) i
Ceskoslovensku (1953). V roce 1953 byla adnatni listeriéza pii¢inou imrti u 2,8 % zivé
narozenych déti. Timto zacala vyznamnd éra zkoumdni vlastnosti listérie jakoZto

nebezpecného patogenu (Bednat, 1996; Hof, 2003).

7.0BECNA CHARAKTERISTIKA RODU

Rod Listeria mé blizko k laktobacilim a korynebakteriim ovSem nékteré spolecné
znaky sdili s aktinomycety. DéEli se na dvé zékladni skupiny, kam se fadi sedmnéct druht
bakterie. Prvni skupina je Listeria sensu stricto, kam patii L. monocytogenes, L. seeligeri, L.
marthii, L. ivanovii, L. welshimeri a L. innocua. Z téchto druhti jsou jediné dva patogenni a to
L. monocytogenes a L. ivanovii. Druhd skupina Listeria sesnsu lato obsahuje zbylych jedenéct
druhti jako naptiklad L. grayi, L.rocourtiae nebo L. aquatica (Juldk, 2006; Orsi a Wiedmann,
2016).

Jednotlivé typy byly izolovany napii¢ svétem, jak v Evropé, tak v Americe ¢i Asii.

Stejné tak byly nalezeny jak u zvifat, na rostlinach nebo i v potravinach, jedné se o ubikviterni

10



organismus. Kuptikladu Listeria recourtiae byla izolovana z ptfedptipraveného salatu
v Salzburgu v roce 2002. L. fleischmannii izolovali ve Svycarsku a Italii ze syrti a z rande
v Coloradu v USA. L. marthii byla ziskana z ti¢ni vody, pudy, kaluzi a dalSich prostfedi. Pro
clovéka ma nejvetsi patologicky vyznam Listeria monocytogenes, kdezto druhd patogenni
listérie, Listeria ivanovii, je nebezpecna hlavné pro ovce (Orsi a Wiedmann, 2016; Procop,

2017).

7.1 Morfologie

Listérie jsou kratké gram pozitivni ty¢ky se zaoblenymi konci, které jsou silné 0,40 —
0,70 um a dlouhé 0,50 — 2,00 um. Pfi pozorovani mikroskopem jsou patrné jako samostatné
volné bakterie, nékdy se ovSem navzijem propojuji do fetizkli nebo vytvareji shluky.
Obdobn¢ jako bakterie rodu Corynebacterium maji sklony vytvafet palisady. V infek¢nim
vzorku je pozorujeme jako gramlabilni az gramnegativni kokobacily. Chybi jim schopnost

tvofit ochranné pouzdro ani nejsou schopny tvorby spor.

Maji vysokou odolnost vi¢i kyselinam, coz napomahd jejich rezistenci vici vliviim
vngjsiho prostiedi. Radi se mezi anaerobni ¢&i fakultativné anaerobni organismy. Roli
v diagnostice téchto mikroorganismu hraje jejich typicky €ily pohyb s pfemety a rotaci, ktery
pfipomind kotrmelce, umoznény piitomnosti jednoho az ¢tyt biciki. Pohyblivost je ovSem
omezena teplotou, ¢im vyssi teplota tim je pohyblivost nizsi. Pti teploté 37 °C je pohyblivost
bakterie nulova, kdezto u teplot pokojovych okolo 20 az 25 °C se bakterie aktivné pohybuje
(Bednar, 1996; Greenwood, 1999; Rocourt, 1999; Votava, 2003).

; )
oF i i
S AR A N i 5 \ o

Obrazek 1 Bakterie Listeria monocytogenes (prevzato z Bureau of Social Welfare and Public Health)
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7.2 Kultivace

Pti kultivaci bakterii rodu Listeria neni potfeba dodrzovat pfisné podminky. Rostou
dobfe ve velkém teplotnim rozmezi od 4° az do 39 °C v modro-Sedivych prasvitnych
koloniich velkych od 0,2 do 0,8 mm s hladkym okrajem. Po 5-10 dnech muze kolonie nartst
az do velikosti 5 mm v priméru. Bakterie roste na béznych kultivacnich mediich jako je
krevni agar. Rychlost rlistu mize byt zvySena pouzitim glukézy. Krom velkého rozmezi teplot
jsou schopny pfezit 1 v extrémnich podminkéch s nizkym pH, vysokym obsahem soli 10 %
NaCl a zZlucovych kyselin. Tyto vlastnosti napomahaji listeriim k dlouhodobému pteziti
bakterie mimo hostitelsky organismus (Bednaf, 1996; Greenwood, 1999; Rocourt, 1999;
Votava, 2003; Juldk, 2006; Votava 2010).

7.3 Antigenni struktura

Prestoze se jedna o gram pozitivni bakterie, rozliSujeme stejn¢ jako u enterobakterii
dva typy antigenil, télové O-antigeny a bicikové H-antigeny. U télovych O-antigent
rozliSujeme patnact podtypli, znaCenymi I[-XV, a u bi¢ikovych H-antigenli rozliSujeme
podtypy ¢tyfi, které oznacujeme pismeny A-D. Jednotlivé druhy Listeria spp. jsou definovany
specifickou kombinaci obou antigeni. U L. monocytogenes rozpoznavame sérotypy 1/2a,
1/2b, 1/2¢c, 3a, 3b, 4a, 4b, 4c, 4d, 4e a 7. VySetfenim antigenli bylo prokdzano metodou
aglutinace minimalné tfinact riznych sérotypl Listeria monocytogenes. U L. seeligeri jen
jeden sérotyp a to 5. Na rozdil od toho u L. ivanovii nachdzime hned né¢kolik sérotypi
naptiklad 1/2b, 6a nebo 6b (Bednat, 1996; Graves, 1999; Votava 2003; Wagner, 2008;
Votava, 2010).

Listeria monocytogenes mize byt pomoci riznych genetickych technik rozdélena do
tfi linii. Prvni linie se sklada ze sérotypii 1/2b, 3b, 4b, 4d, a 4e, druha linie obsahuje sérotypy
1/2a, 1/2c, 3a a 3c. Posledni tieti linie se skldda ze sérotypu 4a a 4c. Podle nejnovéjsich
dostupnych dat Ize tfeti skupinu dale délit do tfi podskupin. Podskupina IIIA se sklada
z typickych rhamnéza-pozitivnich avirulentnich sérotypl 4a a virulentnich sérotypi 4c. Druha
podskupina IIIB obsahuje atypické rhamndza-negativni virulentni non-4a a non-4c kmeny,
z nichz nékteré mohou byt piibuzné nebo podobné sérotypu 7. Posledni podskupina IIIC se

sklada z atypickych rhamno6za-negativnich virulentnich sérotypti 4c (Wagner, 2008).

NejcCastéjsimi sérotypy, které se nachazeji u nemocnych s listeriozou, jsou sérotyp
1/2a, 1/2b, 1/2¢c, 3 a 4b. Listeriéza ovsem mtize byt vyvoldna kterymkoliv ze tfinacti sérotypli

Listeria monocytogenes. Nékteré ze sérotyptl se vyskytuji Castéji v souvislosti s uréitym

12



zdravotnim stavem. Piikladem je sérotyp 4b, ktery je nejCastéji nalezen u t€hotnych pacientek
s listeriozou. Tento sérotyp také snadno prekona kyselé prostiedi zaludku a 1épe se pomnoZzuje

v potravinach oproti jinym sérotyptim (Wagner, 2008; Brychta, 2018).

7.4 Biochemické vlastnosti

Listérie jsou katalaza pozitivni bakterie, na rozdil od strukturné¢ podobnych
streptokokii a enterokokti. Umi aktivné Stépit cukr, c¢ehoz se vyuzivad v diagnostice
jednotlivych druht. Zakladnim zivnym médiem pfi kultivaci je glukdza. Pii rtstu kolonii
v aerobnich podminkach dohazi k tvorbé laktatu, acetitu a acetoinu. Pfi anaerobnich se
acetoin netvoii. K oddéleni jednotlivych druht od sebe se vyuziva fermentace D-xylézy, L-
rhamozy, alfa-metyl-D-manosidu a manitolu s testem redukce nitratl. V diagnostice dale
vyuzivame schopnosti hydrolyzovat eskulin, ktery je podkladem hnédého zbarveni kolem
kolonii na zlu¢-eskulinové pudé (Bednar, 1996; Greenwood, 1999; Votava 2003; Greenwood,

2007; Votava, 2010).

13



8. LISTERIA MONOCYTOGENES

8.1 Epidemiologie

Ackoliv existuje n¢kolik druhii bakterie rodu Listeria, jediny znamy pro ¢lovéka
patogenni druh je Listeria monocytogenes. Cestu prenosu je obCas kvili vSudypiitomnosti
patogenu obtizné stanovit. Télo je napadeno nejCastéji zazivacim traktem po konzumaci
kontaminované potravy, zejména se jedna o nepasterované mlééné vyrobky, uzené ryby,
maso, lahtidkafské a vafené masné vyrobky, ptipadné mohou kontaminovat zeleninu. Pfestoze
nejcastéji dochazi k nakaze potravou, mize k ni dojit 1 jinymi zptsoby. Klasickym ptikladem
je cesta prenosu epitelem z nakazenych zvifat u veterinarit nebo oSetfovateli domacich zvirat,
skotu a ovci. Tento zpiisob pienosu infekce ovSem neni prili§ Casty. Krom zminénych cest je
moznd také cesta prachem nebo hmyzem, k tomu ovSem dochazi velmi vyjimecné (Bednaf,

1996; Greenwood, 1999; Julak, 2006).

Jednim z dolozZenych zdrojii epidemie v Severni Americe byl salat ze syrového zeli,
mléko a mexicky syr. Koncem roku 2011 probéhla v USA epidemie z divodi pozieni
infikovaného melounu, nakazeno bylo 146 osob. I pfesto, Ze se neustdle objevuji obfasné
epidemie, doslo ke zna¢nému snizeni vyskytu nemoci, hlavné diky zvySenym narokim na
kontrolu kvality u potravin. Patrnd je zména v jiz uz zminované Severni Americe, kde doslo
od poloviny 80. let minulého stoleti do roku 1993 k sniZeni nemocnych touto chorobou z 7,4
pfipadli na milion obyvatel na 4,4 pfipadii na milion obyvatel. Jeden z poslednich velkych
vyskytll nemoci zplisobené Listeria spp. byl zaznamenan v Jihoafrické republice od 1. ledna
roku 2017 do 3. dubna 2018. Bylo zaznamenano celkem 999 laboratorné potvrzenych ptipadi
Listeria monocytogenes. Celkem zemielo 191 lidi. Jedna se o nejvétsi znadmou epidemii
listeridzy na svété. Zdrojem infekce byla tovarna na masné vyrobky Enterprise Foods. Mezi
vyrobky, oznafené jako zdroj infekce se tadily vyrobky k pfimé spotfebé (ready-to-eat),
nejcastéji se jednalo o tzv. polonia parky z vepfového a kufeciho masa. Dal§im zdrojem
nakazy byly 1 jiné uzeniny a tzv. studend masa. Od roku 2000 je listeri6za onemocnéni, které
musi byt pfi pozitivnim ndlezu hladSeno (Greenwood, 2007; Demnerova, 2016; S7U,2018;
Spackova, 2018; Home — NICD, 2018).

V ptirod¢ jsou kontaminovani nejen zvifata a lidé, ale 1 voda, puda, fekalie a potrava
pro zvitrata. Ztidka kdy dochézi k izolaci ze znecisténé moiské nebo podzemni vody, Castéjsi
je vyskyt vficnich, primyslovych piipadné zemédélskych odpadnich vodach. Listeria

monocytogenes je schopna prezit v riznych prosttedich razn¢€ dlouhou dobu pii rizné teploté.
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Jednim z ptipadi je sucha ptda, ve které je bakterie schopna pfi teploté 4—12 °C piezit 240—
311 dni. Opakem je sterilizovand vodni nddrz pti venkovnich teplotach, kde bakterie preziva
pouhych 7 dni. Extrémni dobu pteziti, az 2190 dni pfi teploté 5 °C, mé bakterie v dobyt¢ich

piirozené kontaminovanych vykalech a v silazi (Fenlon, 1999; Wagner, 2008).

Klinicky rozliSujeme dvé skupiny onemocnéni, prvnim je listeriéza probihajici
v obdobi té¢hotenstvi a u novorozencii. Do druhé skupiny spadaji dospélé osoby, které byly
nakazeny. Do prvni z té€chto kategorii spada témet 50 % piipadd, z Eehoz 15-25 % infekcei je
v souvislosti s téhotenstvim a v Castych ptipadech vede k ptfedcasnému porodu ¢i potratu
plodu. Jen v minimalnich ptipadech plod neni postizen. Vyskyt listeridzy se zvySuje s vékem.
Nejvice nemocnych dospélych je v obdobi kolem pétapadesatého roku zivota. Po prekroceni
hranice Ctyficeti let byvaji Castéji nemocni muzi, ovSem vzhledem k tomu, Ze Zeny jsou
nejvice vystaveny riziku nékazy v obdobi fertility, je vyrovnana distribuce mezi obé dvé
pohlavi. Dalsi skupiny lidi, které jsou vice ¢i méné vystaveny riziku, jsou uvedeny v tabulce
¢.1 (Greenwood, 1999; Hof, 2003; Greenwood, 2007).

Tabulka 1 Incidence listeriozy v urcité populaci vystavené riziku (na 100 000 obyvatel)
(pievzato z HOF, H. History and epidemiology of listeriosis)

Incidence listeriézy v urc¢ité populaci, ktera je v

Lidé, kteri jsou v ohroZeni ohroZeni
(na 100,000 lidi na rok)
Normadlni populace 0.7
Stati lidé (>70 let) 2
Alkoholici 5
Lidé s diabetem 5
Predavkovani Zelezem 5
Téhotné Zeny 12
Lidé¢ s rakovinou 15
Steroidni terapie 20
Lupus erythematodes 50
Pacienti po transplantaci
ledviny 100
Chronickd lymfatické leukémie 200
AIDS 600
Leukémie (akutni monocyticka
+ akutni lymphoblastickd) 1000

Casté je asymptotické prenasecstvi onemocnéni u ¢lovéka. Krom pfitomnosti v pade,
vod¢ a vzduchu se bakterie nachazeji i v organizmu zdravych zvifat a Clovéka. Az 5 %

dospélych jedinci ma bakterii pfitomnou ve stfevé po konzumaci potravy, kterd ji byla
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nakazena. Doba, po kterou je rod Listeria ptitomny ve stolici, je bud’ kratkd v rozmezi dna

nebo tydnt, pfipadné mize trvat i roky (Greenwood, 1999; Greenwood, 2007).

8.1.1 Vyskyt nemoci v CR
V Ceské republice je listerioza onemocnéni, které spada do narodniho registru nemoci

z povolani mezi nemoci pienosné ze zvifat na Clovéka bud’ pfimo nebo prostfednictvim

prenasect (SZU, 2007).

Vyskyt listeridozy 2008 - 2017
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Graf 1 Vyskyt listeriézy v CR (absolumé) v letech 2008-2017 (prevzato z SZU 2019)

Na vyse zobrazeném grafu ¢. 1 mizeme vidét vyvoj nemocnych v pribéhu deseti let
od ledna roku 2008 do prosince roku 2017. Podle hodnot uvedenych na strankach statniho
zdravotniho ustavu nedoslo k pfilis velkym vykyvim. Celkem onemocnélo podle nasbiranych
dat 338 lidi. V priméru bylo za rok nemocnych lidi 33,8 lidi. V roce 2010 bylo nemocnych
jen 26 a naopak v roce 2016 46 lidi. Tyto jediné dva vykyvy za uplynulych 10 let byly patrné.
Jinak se hodnoty stale drzi v konstantnich hodnotach od 30 do 37 nemocnych ro¢né (SZU,

2007).

Na nize uvedenim grafu ¢. 2 miizeme vidét vyskyt listeriézy v Ceské republice za roky
2008 az 2017 v relativnim poctu na 100 000 obyvatel. I zde mlizeme pozorovat témef
ustaleny vyskyt nemoci, kromé roku 2010, kde je patrny nizsi vyskyt onemocnéni (SZU,

2007).
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Listerioza v letech 2008 - 2017
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Graf 2 Vyskyt listeriozy v CR (relativné na 100 000 obyvatel) v letech 2008-2017 (pFevzato z SZU 2019)

Od roku 2006 doslo n¢kolikrat zvysenému vyskytu listeriézy na nasem tzemi. V roce
2006 a zaéatkem roku 2007 bylo celkem nahlaseno v Ceské republice 80 piipadi onemocnéni
listeriozou a dalSich 7 pfipadi vlednu 2007. Dohromady zemfelo z diivodi pozieni
kontaminované potravy deset lidi. Mezi mrtvymi byli dva novorozenci a zbytek starsi lidé se
snizenou imunitou. V tomto roce doslo ke dvéma pferusenym téhotenstvim, pravé kvuli
listerioze. Dale z téchto 71 piipadi se v9 znich jednalo o novorozeneckou listeriézu, u
dalSich 9 ptipadl se jednalo o listeridzu v gravidité. Oproti roku 2005, kdy bylo postizenych
pouze 11 okrest, doSlo k rozSifeni nemoci az do 39 okresti. V roce 2005 doSlo pouze
k jednomu umrti z diivodi listeriozy. Novorozenecka listeridoza i listeridza v gravidité se
objevila pouze ve 2 ptipadech. Diivodem, vyskytu tak velkého mnoZstvi nemocnych v roce
2006, byla konzumace kontaminovaného zrajiciho syru, ktery byl dostupny v distribu¢ni siti.
Dale doslo k nahromadéni sporadickych piipadi listeridzy u pacientl, ktefi maji sniZenou
imunitu po chemoterapeutické 1é€bé nadorti. Ti se mohli nakazit 1 nizkymi infek¢énimi
davkami z jinych rizikovych skupin potravin (Anonym, 2007; Beranova, 2007; Anonym,

2010; Gelbicova, 2018).

Dal$im okamzikem, kdy bylo na nasem Uzemi vice nemocnych, bylo obdobi mezi
gervencem 2008 a unorem 2009, kdy se v jiznich Cechach nakazili pacienti z vakuové balené
vepiové Sunky, kterou dostali k vedefi v nemocnici. Ctyfi z téchto pacientii zemieli. V letech
2009-2010 doslo k mezinarodnimu vyskytu této nemoci. Piivodcem nemoci byl zrajici syr
,Quargel“. Infekce se dostala jak do Ceské republiky, tak i do Rakouska a Némecka. V roce

2016 byl pozorovan nartst piipadi listeriozy v Moravsko-Slezském kraji, kde bylo
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zaznamenano Ctrnact piipadi. I vtomto piipadé bylo zdrojem maso, tentokrat krati

(Gelbicova, 2018).

8.2 Vyskyt v potravindch

Listérie jsou psychrotrofni bakterie schopné ptezit a proliferovat pfti teploté pod 0 °C.
Ani pH je pfili§ neovliviiuje. Dokazi piezit vrozmezi pH od 4,6 do 9,5. Kvuli témto
vlastnostem, kterymi bakterie disponuje, je dulezitd efektivni prevence jiz ve vyrobnim
procesu potravin. Podminek, které tovarna musi spliiovat, je velké mnozstvi. Jendou z nich je
vymezeni mista na zpracovani syrového jidla. Toto misto musi byt kompletn€ izolované od
ostatnich vyrobnich procest. Dals$i podminkou je instalace tésnicich oken, které zamezi
kontaktu potravin se zdroji kontaminace z vnéjSiho prostfedi jako je hmyz nebo zvirata.
Dulezity daraz se klade na dezinfekci zdi, pracovnich ploch, podlah a stropli. Podlahy musi
byt specialné¢ upravené, aby se na nich nezadrzovala voda a podlaha snadno usychala.
Dutlezité je umistit podlahové odtoky mimo oblast, kde dochdzi k baleni findlniho produktu.
Tyto kroky spolu s dalSimi slouZi k ochran¢ nejen pted listerii, ale 1 dalSimi patogeny jako je

napfi. salmonela (Ryser, 1999; Carpentier, 2011).

Ackoliv plati tyto ochranné kroky, tak ob¢as ke kontaminaci dojde a potraviny se
dostanou do prodeje. V nasi historii k tomu doSlo hned n¢kolikrat. Nejstar§Sim dolozenym
dilkkazem je epidemie z let 1949—1957. Pfi této udalosti se nakazilo pfes sto lidi a zdrojem
kontaminace bylo syrové mléko, zakysana smetana a syr cottage (Ryser, 1999; Carpentier,

2011).

V Ceské republice kontroluje kvalitu potravin stitni zemédé€lskd a potravinaiska
inspekce, statni veterinarni sprava CR, organy vetejného zdravi, Gstfedni kontrolni a zkuSebni
ustav zemédélsky a ustav pro statni kontrolu veterinarnich biopreparati a 1éciv (Anonym,

2009).

Dle SZPI je v ptipad¢€ uvedeni nové potraviny uréené k piimé spotfebé na trh nutno
brat v potaz, jakym zplsobem bude potravina dale zpracovana. Vyrobce potraviny musi
zvazovat, jestli bude potravina dale urcena ke spotiebé v tepeln¢ upraveném stavu, urcena ke
konzumaci pouze po kratkodobém ohievu spotiebitelem nebo zdali je potravina urcena k dalsi
upravé jako je pasterizace nebo sterilizace. Na zdklad¢ rozdéleni do téchto tii kategorii se poté
1181 nutnost splnéni kritérii bezpecnosti pro L. monocytogenes. Potraviny, u kterych je tfeba
tyto podminky dodrZet jsou rozdéleny do dalSich tii kategorii. Prvni kategorie jsou potraviny

urcené pro kojence a zvlastni 1écebné ucely, do druhé kategorie fadime potraviny urcené

18



k ptimé spotitebe, které podporuji rist L. monocytogenes jiné nez potraviny uréené pro
kojence a zvlastni 1écebné ucely a posledni tfeti kategorie zahrnuje potraviny urcené k piimé
spotiebé, které nepodporuji rist L. monocytogenes jiné nez potraviny urcené pro kojence a
zvlastni 1é¢ebné ucely. V Natizeni komise (ES) €. 2073/2005 se uvadi, ze mnozstvi Listeria
monocytogenes pritomné v potraviné by nemélo ptekroc¢it hladinu 100 cfu na 1 gram
potraviny. Na zéklad¢é tohoto natfizeni se ve vySe zminénych tfech kategorii klade diiraz na

dodrzeni hladiny pod 100 cfu/g.

U prvni kategorie, potraviny urc¢ené pro kojence a zvlastni 1écebné tucely, je nutno
prokézat neptitomnost bakterie v 25 g potraviny. Potraviny uréené k pfimé spotiebé, které
podporuji rist L. monocytogenes jiné nez potraviny urcené pro kojence a zvlastni 1é¢ebné
ucely maji limit 100 cfu/g v ptipadé tdrZznosti po celou dobu doporucené doby spotieby a
pfed uvolnénim potraviny na trh musi provozovatel dokézat nepifitomnost bakterie v 25 g
potraviny. Posledni tieti kategorie zahrnujici potraviny urcené k piimé spotiebé, které
nepodporuji rast L. monocytogenes jiné nez potraviny uréené pro kojence a zvlastni 1é¢ebné
ucely, ma limit 100 cfu/g po celou dobu doby spotieby potraviny (EUR — Lex, 2005; SZPI,
2017).

8.2.1 Listérie v mléénych produktech

Listerie se v mléce krav miiZze vyskytovat jako nésledek listeridlni mastitidy nebo
potratu plodu kvili listérii. Zvlastnim pfipadem vyskytu listérie v mléce krav je u klinicky
zdravych jedinct. Detekovatelné hladiny Listeria monocytogenes jsou v mléce po dobu
maximaln¢ dvanacti mésici. Ke kontaminaci mléka mize dojit i ze silazi, se kterymi je

dobytek v dennodennim kontaktu (Ryser, 1999).

MIéko jako zdroj nakazy bylo podezfivano mezi prvnimi uz v roce 1936. V pritbéhu
dalsich let dochdzelo k podrobnému zkoumani etiologie bakterie a objevovaly se postupné
dalsi zdroje. V soucasné dob¢ se odhaduje, Ze piiblizné 3-4 % zasob mléka v USA, Kanadé¢ a
Evropé obsahuje detekovatelnou hladinu Listeria monocytogenes, méné¢ nez 10 cfu/ml
Listérie se mize vyskytovat jak v mléce Cerstvém, tak 1 v mléce pasterizovaném. Incidence

vyskytu v ¢erstvém mléce je mnohonasobné vyssi nez v pasterizovaném (Ryser, 1999).

K ptipadiim nékazy, kdy je zdrojem nepasterizované mléko, doSlo né€kolikrat. Jednim
z prvnich laboratorné podlozenych je ptipad z obdobi poloviny dvacatého stoleti, kdy doslo
k nakaze v Némecku. V pocatcich se predpokladalo, Ze za vice neZ sto novorozenctl, ktefi se

narodili mrtvi, mize bakterie Corynebacterium infantisepticum. V roce 1952 se Seelinger
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domnival a nasledné¢ i potvrdil, Ze se jednda o nakazu listérii. Pravdépodobnym zdrojem

nakazy mohlo byt nepasterizované mléko, smetana, cottage syr a kyselé mléko (Ryser, 1999).

K dalsimu pfipadu dosSlo vroce 1994, kdy se néckolik lidi zucastnilo pikniku
v americkém Illinois. Zdrojem nédkazy bylo pasterizované cokolddové mléko. Celkem se
nakazilo 54 lidi z 60 (75 %), kteti jej pili. Jedina dal$i potravina, ve které byl potvrzeny dalsi
vyskyt bakterie, byl Svycarsky syr. Hlavnimi pfiznaky ndkazy bakterii byla bolest hlavy,
prijmy, unava, zimnice a bolest svali. Celkem byli hospitalizovani Ctyfi pacienti po dobu

osmi dni. Nikdo z nich nezemfel (Dalton. 1997).

8.2.2 Vyskyt listérie v masitych produktech

Maso jako zdroj ndkazy byl v minulosti spojovan hlavné se salmoneldézou a
botulismem. Na zacatku dvacatych let dvacatého stoleti se zacalo uvazovat, jestli zdrojem
nakazy listérii nemiize byt maso nakazenych zvirat. Prvnim, kdo tuto teorii potvrdil, byl
Wramby v roce 1944. Ten jako prvni identifikoval Listeria monocytogenes v syrovém mase.
Hlavnim zdrojem ndkazy v masnych produktech jsou Spatné upravené pastiky, uzeniny a jidla

k okamzité konzumaci (Ryser, 1999).

Ve Velké Britanii doSlo mezi lety 1987-1989 k velkému nértstu vyskytu listeriozy.
V pribéhu vysetfovani a hleddni zdroje nakazy v roce 1989 byly laboratofi zdravotnictvi
v Cardiffu nalezeny vysoké hodnoty Listeria monocytogenes v pastice jedné z obéti. Tento
nalez podnitil patrani po dalSich infikovanych pastikach. Celkem bylo potvrzeno 75
pozitivnich nalezl z celkem 216 testovanych druhti (35 %). Z téchto 216 pozitivnich pastik se
v 32 % vyskytoval sérotyp 4b, ktery byl zodpovédny za 23 ptipadi, ke kterym doslo o 2 roky
diive. Na zékladé této zkuSenosti doslo k upravam ve skladovéni pastik 1 k jejich tvorbé. A
ackoliv se laboratofe domyvaly, Ze pastika byla zdrojem nakazy, neSlo tuto teorii jakkoliv
potvrdit. Hlavnim diivodem byl fakt, Ze pastiky jiZ nebyly pfitomny v ledni¢kach postizenych
osob. Poté, co vlada varovala vetejnost o pravdépodobném zdroji nemoci, doslo k poklesu
jejiho vyskytu. Diky poklesu 1ze ptedpokladat, Ze pastika zdrojem nemoci byla (Gilbert, 1993;
Ryser, 1999).

Vroce 2000 doslo ve Francii krozSifeni listeridzy kontaminovanym prasecim
jazykem v aspiku. Prvotnim zdrojem onemocnéni byla tovarna Sopar sidlici v Meaux, coz je
meésto pobliz Pafize. OvSem 1 po jejim zavieni se béhem dalSiho mésice situace nezmeénila a
objevily se dalsi zdroje ndkazy z masa jinych firem. Konkrétné se jednalo o firmy Délices de

Suzon, Antoine Augé a Val Heureux. Z tohoto diivodu vlada nabadala obc¢any, ktefi jsou ve
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zvySeném riziku, aby se vyhybali produktiim z vepfového masa. Po dikladnéjSim zkoumani,
byla tovarna Sopar vyfazena ze seznamu tovaren, které za epidemii mohli. V jejich produktu
se nachazel jiny sérotyp Listeria monocytogenes, nez ktery byl nalezen u pacientd. Po
pozdéjSim vySetfovani bylo zjisténo, Ze ne vSichni nemocni jedli vepfové. Z toho divodu se
nekteti odbornici domnivaji, ze doslo ke kontaminaci Spatné otfenymi noZzi pii porcovani
masa. Celkem bylo v tomto roce nemocnych 26 lidi a sedm znich zemielo. K podobné
epidemii doslo vroce 1992, kdy bylo infikovano 279 lidi z ¢ehoz 63 zemielo a 20 zen

potratilo (Dorozynski, 2000).

V roce 2017 se do Ceské republiky dostalo pfiblizné 230 kilogramt slovenské slaniny,
kterd v sobé obsahovala listerii, ovSem doslo k v€asnému stazeni produktu z pultt prodejen
Tesco a Globus, kam byl produkt dodan. Ptikladem vyskytu v masnych produktech je 1 vyse
zminéna epidemie, ke které doslo v Africe v roce 2017 (Anonym, 2018).

8.2.3 Vyskyt listérie v rybach a moiskych plodech

Vyskyt v rybach a motskych plodech je pfedpokladdn uz od roku 1971, kde doslo
udajné k prvni nédkaze. Nebylo mozné stoprocentn¢ potvrdit ptivodce ndkazy. Prvni potvrzeny
ptipad s potvrzenou potravinou, jakozto zdrojem nemoci, je z roku 1989. 54letd Italka po
pozieni nedovarené ryby trpéla meningitidou. Z ryby se povedlo uspésné izolovat listérii, jejiz
sérotyp (4b) odpovidal sérotypu nalezeném v mozkomisnim moku nemocné. Zpisob, jakym
se nakazila ryba, neni zndm. V srpnu 1991 v Tasmanii doslo k piipadu onemocnéni 37leté
matky a jejiho 10letého syna, ktefi trpéli horeckou, bolesti hlavy, zvraceli, méli prijem a
zimnici. K ndkaze doSlo po pozieni nedovatenych uzenych musli dovezenych z Nového
Zélandu. Provedli se testy na otevieném baleni musli, a i na baleni, které jeSté oteviené
nebylo. Obé dvé testované potraviny byly pozitivni na vyskyt listérie. I pfes upozornéni
vetejnosti vladou se nakazila dalSi zena, kterd méla stejné symptomy jako matka se synem.
Ackoliv vysledky z analyzy nejsou k dispozici da se predpokladat, Ze musle byly zdrojem
nakazy v obou dvou ptipadech (Ryser, 1999).

V obdobi mezi fijnem 2015 a kvétnem 2018 bylo prokazano nékolik piipadi listeriozy
v oblasti Danska, Francie a Némecka. Prvni ptipad, ke kterému dosSlo, byl v Dansku.
Predpokladalo se, ze nakaza je spojend s konzumaci uzeného lososa plivodem z Polska. Po
dikladném zkoumani nedoSlo k potvrzeni této hypotézy. V tomto casovém rozmezi doslo
nékolikrat k projevu stejnych symptomi u jinych lidi v jinych statech. Pfedpoklada se stala
aktivita zdroje nakazy. Celkem bylo potvrzeno dvanact ptipadd, z c¢ehoz Ctyfi zemfeli
(Anonym, 2018).
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8.2.4 Vyskyt listérie v produktech rostlinného puvodu

Zelenina by neméla byt zneciSténa jakymkoliv druhem patogenu, pokud nebyla
hnojena lidskymi ¢i zvifecimi exkrementy, pfipadné nepfisla do styku s kontaminovanou
vodou. Ackoliv existuji organismy tvofici spory jako je Clostridium perfringens a Bacillus
cereus, které¢ se mohou na Cerstvé zelenin¢ vyskytovat. Nemoci z téchto patogenii se da
predejit, jestlize je zelenina patficné tepelné¢ upravena. Hlavnim zplGsobem prevence pred
kontaminaci potravin je kontrola hnojiva, jeho ptivodu a kontrola pritbé¢hu baleni potraviny.
Hlavni roli hraje také tiprava potravin doma u kazdého jedince pfed konzumaci. Bakterie je
schopna prezit na rostliné po dobu 10-12 let. V tabulce 3 nize je uvedena zelenina, u které byl
v obdobi mezi fijnem 1987 a srpnem 1988 prokézan vyskyt Listeria spp. Zkoumana byla

nemyta syrova zelenina vypéstovana v Minneapolis v Minnesot¢ (Brackett, 1999).

Tabulka 2 Incidence Listeria spp. v nemyté syrové zeleniné péstované v Minneapolis, Minnesota. Obdobi mezi
Fijnem 1987 a srpnem 1988 (prevzato z BRACKETT, 1999)

Pocet pozitivnich vzork (%)
Typ Pocet L. L. L. L.
zeleniny analyzova:'l ych monocytogenes | innocua | welshimeri | seeligeri Celkem
vzorkd
Brokolice 92 0 0 0 0 0
Zeli 92 1(1,1) 0 0 1(1,1) 2(2,2)
Mrkev 92 0 0 0 0 0
Kvétak 92 0 0 0 0 0
Okurky 92 2(2,2) 5(5,4) 2(2,2) 0 9,8
Salat 92 0 1(1,1) 0 0 1(1,1)
Houby 92 0 11 (12,0) 0 0 11 (12,0)
Brambory 132 28 (21,2) 5(3,8) 1(0,8) 0 34 (25,8)
Redkvicky 132 19 (14,4) 4 (3,0) 5(3,8) 12(9,1) | 40(30,3)
Rajcata 92 0 0 0 0 0
Celkem 1000 50 (5,0) 26 (2,6) 8(0,8) 13(1,3) | 97(9,7)

Vroce 1981 doSlo v Kanadé krozsifeni infekce spojené se spotfebou
kontaminovaného zeli. Celkem bylo zaznamenéano Ctyficet piipadil perinatalni listeriozy a
sedm piipadi listeriozy u dospélych. Prizkum zdroje nakazy odhalil v ledni¢ce jednoho
z pacientll infikovany salat Coleslaw. Byl pozitivni na L. monocytogenes sérotyp 4b a
odpovidal sérotypu objevenému v krvi pacienta. Salat byl ptipraven komeréné ze zeli a mrkve
ziskané od mistnich zeméd¢€lch. Jeden ze zemédé€lcti krom péstovani zeli choval 1 ovce. Dvé

z téchto ovci zemfeli na listeridzu a jejich trus byl pouzit na hnojeni salatu (Ryser, 1999).
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V uplynulych letech od roku 2015-2018 se v nékolika evropskych zemich rozsitil
vyskyt listérie. Jedna se predevsim o Rakousko, Déansko, Finsko, Svédsko a Velkou Britanii.
K 8.bfeznu 2018 bylo nahlaseno 32 ptipadii zahrnujicich 6 mrtvych. Patrani po zdroji vede
k mrazené¢ kukufici balené v Polsku a zpracované a vypéstované v Madarsku. V Polsku,
Finsku, Svédsku a Estonsku stahli produkty ztrhu, coz by mélo zamezit dalsi nékaze

(Anonym, 2018).

8.3 Virulence a patogenita

Listeria monocytogenes je schopna napadnout razné typy bunck v lidském téle jako
jsou naptiklad makrofagy a nékteré bunécné linie lidskych tkanovych kultur. Na povrchu
bunécné membrany listérie jsou ve velkém mnozstvi volné 1 vdzané lipidy. Na sténé bakterie
se nachdzeji rezidua glukosaminu s volnymi skupinami aminokyselin. Vyskyt rezidui ma za
nasledek zvyseni rezistence stény listerii na U¢inek lyzozomu a tim zvySuji i jejich pfeziti
v makrofagu. V plazmatické membran¢ se nachazi dalSi struktura zvand monocytosis
producing agent (MPA). MPA pod vlivem pusobeni endogenniho faktoru neovliviiuje
imunitni odpovéd’ ovSem ma schopnost zvysit pocet makrofagh ve dfeni, krvi a sleziné. Ve
stené listerii se vyskytuje faktor E;, jehoz biologické ucinky jsou piibuzné ucinkim
lipopolysacharidi gram negativnich mikrobt. Lipopolysacharidy u gram negativnich bakterii
jsou jednou z hlavni slozek bunééné membrany a také se jednd o silné endotoxiny, které
zpusobuji u organismu vyznamnou imunitni reakci. Plsobenim faktoru E; miize dochézet
k rozvoji erytémi az nekroze v kazi kralika, tvorb¢ edémil, lokdlni Schwartzmanova reakce

nebo mohou mit pyrogenni efekt (Holder, 1969; Bednat, 1996; Procop, 2017).

VétSina  gend, které néjakym zpisobem ovlivilyji intracelularni zivot L.
monocytogenes a jeji virulenci, je kodovana pomoci na PrfA zavislém virulentnim genovém
klastru. Klastr se sklada z Sesti genti, kde kazdy ma svou vlastni ulohu. Prvnim je gen hly
kodujici listeriolysin O. Gen plcA jehoZ produktem je fosfatidylinositol-specifickéd fospolipaza
C, gen plcB kodujici fosfatidylcholin-specifickou fosfolipazu C a gen mpl kodujici
metalloprotedzu. Dal§im genem, ktery se uplatiiuje v syntéze virulentnich faktort listérie je
gen potiebny pro polymerizaci aktinu act4. Poslednim genem, ktery je kodovan timto
klastrem je pozitivni regula¢ni faktor PrfA. Pozitivni regula¢ni faktor PrfA je koédovan
stejnojmennym genem Prf4. Geny, které koduji syntézu internalinli inld, inlB a inlC se
nachazeji mimo tento virulentni genovy klastr. VétSina z nich je ovSem ovliviiovana funkci
jinych gent, které do klastru patii, a proto i ony jsou regulovany aktivatorem PrfA (De Las

Heras, 2011).
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Listeria monocytogenes syntetizuje proteiny internaliny. Internaliny se fadi mezi
proteiny bohaté na leucinové repetice (LRR). Dvé skupiny proteind, které bakterie hlavné
syntetizuje, jsou internalin A a internalin B. Oba proteiny zajist'uji efektivni proniknuti do
hostitelské buiiky. Receptor pro internalin A na lidském epitelu je E-kadherin. Kdezto pro
internalin B je hlavnim receptorem globularni ¢ast komponentu Clq. InB obsahuje misto
bohaté na leucin, diky kterému mé schopnost se vazat na receptor hostitelské buiiky pro
hepatocytovy ristovy faktor. Bakterie pohlcena do fagozomu si za¢ne produkovat listeriolysin
O a fosfolipazy. Fosfolipazy umoznuji uvéznénému organizmu uniknout z fagozomu pred
uvolnénim latek zlyzozomu. Listeriolysin O, kodovany hly genem, je svou strukturou
podobny streptolysinu O, ktery produkuji streptokoky skupiny A. Stejné jako fosfolipazy i on
se podili na Uniku bunky z fagozoému. Dalsi jeho schopnosti je schopnost, po aktivaci
redukujicimi ¢inidly, se navazat na cholesterol v membrané hostitelské buiikky. LLO se na
cilovou membranu pfipoji a rozrusi jeji strukturu, ¢imz vytvoii membranové pory. Diky témto
vznikajicim poérim se zméni vnitini hladiny vépenatych iontd a zaroven se zméni pH
napadené buinky. Zmény probihajici na hostitelské bunice maji za nasledek potlaceni

lysozomalni fuze (Bednat, 1996; Dramsi, 2002; Schnupf, 2007; Procop, 2017).

Tvorba listeriolysinu O je zdvisla na mnozstvi zeleza. Bakterie ziskdva Zzelezo
nezbytné pro spravnou funkénost metabolismu z napadeného organismu. Listeria produkuje
siderofory, které mohou Zelezo ziskat. Muze jej vychytavat kuptikladu z hemu, transferinu

nebo jinych struktur, kde je Zelezo ulozeno (Klebba, 2012).

V moment¢ proniknuti bakterie do cytosolu napadené buiikky dochazi k aktivaci
dal§iho membranového proteinu Act4. Tento protein aktivuje polymerizaci aktinu na podobu
aktinovych ,,ocaski“. Tyto ,,ocasky* umoznuji bakterii se uvniti hostitelské buiky aktivné
pohybovat. V tento okamzik dochézi k aktivaci dal§tho mechanizmu zarucujiciho
intracelularni pfeziti. Timto mechanizmem je napiiklad syntéza enzymdu, které modifikuji
peptidoglykan. Tyto enzymy maji schopnost deacylovat D-glukosaminové zbytky v bunééné
sténé bakterii, coZ je Cini rezistentnimi vuci 1yze intracelularnim lyzozomem (Bednat, 1996;

Brieher, 2004; Jasnin, 2013; Procop, 2017).

Na nize uvedenych obrazcich jsou tenkovrstvé elektronové mikrografy ukazujici
segregaci aktinovych filament. Na obrazku ¢islo 2 je zdznam pohyblivosti listérie. Bakterie
jsou zna¢eny modfe a aktin je zeleny nebo Cerveny. CA je homologie kofilinu a kysela oblast
N-WASP domény. Na tfetim obrdzku jsou bakterie vystaveny rtiznému prostiedi a sleduje se
zmeéna jejich pohybu. Pfi postupném pohledu od ¢asti vlevo nahotfe (A) miizeme vidét listérie
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pohybujici se v mozkovém cytosolu. Na ¢asti obrazku znacené (B) byl do cytosolu ptidan
inhibitor Arp2/3 CA. V tieti ¢asti (C) se Listeria monocytogenes pohybuje z pocatku
v cytosolu, kde je vidét aktin znaeny Alexa® 488 (zelend), pak ptesla na cytosol obsahujici
CA a aktin oznaceny TMR (Cerveny). V piipad¢ (D) jsou stejné podminky jako u (C), ovSem
bakterie pfesla na CA a samotny TMR-znaceny aktin. Na obrazku ¢islo 3 se nachazi nékolik
zaznamil z mikroskopu, na kterych je vidét tvorba aktinovych filament u listérie. Jedna se o

zaznam z experimentu s Arp 2/3, ktery reguluje tvorbu aktinu (Brieher, 2004).

B. Cytosol + CA

C. Cytosol to Cytosol + CA|D. Cytosol to CA + Actin

0!”’ dfek 3 'Lister ia, monocyt?ge’nes pg%tybujici se v Obrazek 2 (A) Rozvétveny aktinovy mrak a aktin samotny.
riizné modifikovaném prostiedi. Meritko 10 pm. (B) (C) (D) (E) ocas aktinové komety s rozvétvenym
(prevzato z: BRIEHER,2004) aktinem. MéFitko 1 um.(pievzato z: BRIEHER,2004)

8.4 Patogeneze

Listérie ma schopnost se mnozit nejen uvniti hostitelské buiiky, ale 1 na jejim povrchu.
K ptenosu do hostitelské bunky dochazi pasivné, fagocytdézou makrofagy, nebo se mize
jednat o aktivni pfenos. V tomto piipad¢ bakterie vyuziva k proniknuti do bunck specialni
proteiny zvané internaliny. Tyto proteiny maji schopnost narusit strukturu bunécné stény a
vytvofit péry umoziujici proniknuti bakterie do cilové bunky. Diky této vlastnosti patii

Listeria monocytogenes mezi fakultativné intracelularni parazity (Bednat, 1996).

Do téla se bakterie dostavd nejcastéji gastrointestindlnim traktem z kontaminované
potravy. Pokud se jedna o t€¢hotnou zenu miize pozdé€ji pii rozsifeni infekce dojit k dal§imu
pienosu pies placentu na plod. Poté co Clovék kontaminovanou potravinu pozie a listerie

prekond kyselé prostiedi v zaludku, se dostava do stfev a pomoci krve déle do téla. Hlavné do
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jater, sleziny, mozku a pifipadné placenty. RozliSuji se hlavni dva typy mechanismu, kterymi
muize L. monocytogenes prostoupit pres stfevni sliznici do krve hostitele. V prvnim ptipadé
bakterie po kontaktu se stievni sliznici napada mista, kde se nachazeji enterocyty. Dochazi ke
specifickym reakcim mezi receptorem a ligandem. Receptorem je E-kadherin na enterocytech
a ligandem internalin A, ktery syntetizuje L. monocytogenes. Pti reakci a propojeni dojde
k lokdlnim zménam v cytoskeletu a bakterie snadno prostoupi do enterocytu. Druhym
nespecifickym zpisobem je fagocytdéza pomoci M bunék v Peyerskych platech. Fagocytdza
ovSem neni prili§ efektivni, na rozdil od invaze enterocyty. Prostoupeni bakterie ptes sliznici
muze byt usnadnéno, pokud napadeny organismus trpi zhorSenym stavem sliznice naptiklad
po 1é¢bé antibiotiky nebo po prijmovém onemocnéni (Bednat, 1996; Kuhn, 1999; Votava,

2003; Kuhn, 2008).

Po prostoupeni sliznice stfeva se bakterie dostdva do krevniho fecCisté, kde je
rozpoznana makrofagy a antigen prezentujicimi buitkami. Po pohlceni mikrobu makrofagem
jsou bakterie ulozené ve fagozomu. Zména pH indukuje produkci hemolyzujiciho proteinu
listeriolysinu O. Listeriolysin O ma krom jinych vlastnosti také schopnost rozlozit fagozom a
uvolnit bakterii do cytoplasmy makrofadgu. Na uvolnéni z fagozomu se podileji takeé
fosfolipazy. Dochazi k uvolnéni bakterie do cytoplasmy makrofagu, kde zacne listérie
proliferovat. Mikrob aktivuje gen pro aktin (4ctA), jenz umoznuje pohyb z bunky do bunky.
Tento protein vyskytujici se na povrchu listérie indukuje v hostitelské bufice syntézu
aktinovych filament. Ty umozZiuji pohyb bakterie smérem k membrané infikované bunky a
proniknuti pfes membranu z jedné buiikky do druhé rychlosti az 1,5 um/s. Pfi prostupovani
membranou z jedné¢ buiky do druhé vznikaji podlouhlé membranové vyenélky, zvané
listeriopody. Listeriopody jsou nasledné fagocytovany sousednimi bunikami. Podobny
mechanismus mezibunécného Sifeni miZzeme najit naptiklad i u bakterie Shigella flexneri. Po
piestupu do dalsi hostitelské buniky se musi listérie uvolnit z vakuoly se dvéma membranami
pomoci listeriolysinu O a fosfatidylcholin-dependentni fosfolipazy C. Diky této cesté Sifeni se
Listeria monocytogenes muze pohybovat zbuiky do buiky, aniz by byla vystavena
jakymkoliv faktorim imunity jako je komplement, protilatky ¢i polymorfonukleary (Kuhn,
1999; Gedde, 2000; Kuhn, 2008; Wang, 2015).

V pocatcich infekce je loZisko v krvi obklopeno makrofdgy a monocyty, které se snazi
infekci zastavit. Monocytosis producing agent zvySuje tvorbu novych monocytii v dfeni a
jejich ptiliv do loziska. Imunitu poté zprosttedkovavaji hlavné T lymfocyty, které produkuji

lymfokiny. Po kontaktu s lymfokiny listerie zanikd. Pokud je pocet monocytii s makrofagy
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stejny jako mnozstvi pritomného parazita dochazi k ohraniceni loziska. Pokud ovSem k
ohrani¢eni nedojde, dochazi k dal§imu S$ifeni infekce, a to hlavné krevni cestou, infekce se

generalizuje (Bednat, 1996).

8.5 Klinické projevy onemocnéni

Onemocnéni zpiisobené listériemi se obecné nazyva listeridza. Listeridza se vyskytuje
u lidi 1 zvitat. Nachylnéjsi k onemocnéni jsou téhotné Zeny, novorozenci a lidé se snizenou
imunitou. Obcas se muze vyskytnout u jinak zdravych jedinci. U zdravého dospélého
probéhne ve vétsing piipadi bezptiznakoveé ptipadné se symptomy podobaji chiipce nebo
prijmovému onemocnéni. Lidskd onemocnéni nemaji krom listeriézy v obdobi te¢hotenstvi
typické klinické projevy. Na rozdil od jinych onemocnéni ziskanych z potravin napf.
salmoneldzy je listerioza doprovazena vysokym procentem mortality nemocnych a to az
20 %. Listeria monocytogenes zpusobuje hlavné intrauterinni infekci, meningitidu a
septikémii. Pii pfimém kontaktu mtze dojit k infekci oka. Fokalni infekce jsou vzacné ovsem
jsou mozné napi. intraabdominalni absces. Inkubacni doba se pohybuje individualné od
jednoho do devadesati dni. V pfipad¢ intrauterinni infekce se inkubacni doba pohybuje
vétSinou kolem jednoho mésice. Prognéza uzdraveni a pieziti se lisi podle formy listeriozy.
Generalizované formy — meningoencefalitida, septikémie a infekce novorozencli — mivaji
vysokou smrtnost. Na rozdil méné cast¢ formy — keratokonjuktivitida, endometritida,
endoftalmitida — maji pfi v€asném zahdjeni 1éby prognoézu dobrou (Votava, 2003;

Greenwood, 2007; Votava 2010; Procop, 2017).

8.5.1 Infekce v téhotenstvi

Listerioza u téhotnych Zen je aZ osmndctkrat castéj$i na vyskyt v porovnani
s net¢hotnou populaci. 16-27 % vSech infekci zptisobenych listerii probihd u té¢hotnych Zen.
V pribehu tchotenstvi je sniZena bunécna imunita Zeny z divodid zvySenych hladin
progesteronu. ZvySend hladina hormonu miiZe za to, Ze Zeny jsou v tomto obdobi nachylné;si
k intracelularnim parazitim, jakym je i Listeria monocytogenes. Rozvoj nemoci podporuje
také zelezo, které je Zenam piedepisovano v podobé doplitk stravy, a které bakterie potiebuji
pro svij spravny zivotni cyklus. Pienos infekce na plod je zpiisoben prostoupenim bakterie
pfes placentu nasledkem bakteriémie u matky. Mikrob je schopny plod napadnout i béhem
porodu prenosem z vaginy ¢i délozniho ¢ipku. Tento zpiisob ptfenosu bakterie z porodniho
kanalu na dit€¢ mize mit za nasledek nozokomialni pifenos mezi novorozenci (Greenwood,

1999; Slutsker, 1999; Lamon, 2011; Mateus, 2013; Poulsen, 2013).
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Nakaza listérii vede u te¢hotnych zen k onemocnéni matky, infekci postihujici plod a
nasledné k potratu. Onemocnéni matky neznamena okamzité onemocnéni plodu a stejné tak
ne vzdy dochdzi k potratu. Nebezpeci této choroby spociva v tom, ze mize probihat n¢kolika
moznymi zplisoby a nema zadny specificky ptiznak. Miize probihat podobné jako lehka
chiipka, projevovat se pouze zvySenymi teplotami anebo muize probihat asymptoticky. Bez
priznaki mohou byt matky az do porodu ditéte. Hlavnimi symptomy, kterymi se projevuje
jsou horecky, zimnice, bolest v krku, bolest hlavy a ob¢as malatnost nebo zanét spojivek. Ve
vaznéjSich piipadech mtize dochéazet k bakteriémii (Greenwood, 1999; Slutsker, 1999;

Lamon, 2011; Mateus, 2013; Poulsen, 2013).

VéEtsi nachylnost k listeridze maji zeny v tietim trimestru t¢hotenstvi. Tyka se to az
tretiny pfipadl, vzadcné pak v druhém trimestru a vyjime¢né se vyskytuje v prvnim trimestru.
Listerioza béhem prvnich dvou trimestri na rozdil od pozd¢jSich gestaci vede k potratu nebo

porodu mrtvého plodu (Lamon, 2011; Mateus, 2013).

8.5.2 Infekce novorozenci

Po porodu se listeriéza projevuje u novorozenct ve dvou casovych usecich. Bud’ se
jedna o casné listeriozy, kdy je nastup béhem prvnich dvou dni Zivota, nebo pozdni listerioza,
kterd se projevuje v 5-14 dni Zivota. U novorozencl s Casnym ndstupem nemoci je ptivod
v infekci d€lohy a déti byvaji narozeni predcasné. NejCastéjSim projevem je septikémie a
obCas pneumonie. V pozdnich onemocnéni novorozenci je nejcastéj$Sim klinickym
syndromem meningitida. Na rozdil od ¢asné novorozenecké listeridzy se rodi novorozenci
s pozdnim nastupem listeriézy matkdm s asymptotickym vyskytem bakterie. Charakteristické
vlastnosti obou onemocnéni jsou uvedeny v tabulce ¢. 3. Stupen zavaZnosti onemocnéni se
odviji od doby urceni onemocnéni a mikrobiologického nélezu. Na rozdil od onemocnéni u
dospélych je pro novorozence onemocnéni zpusobené listérii fatalni a umiraji do nékolika dni
po porodu s nalezem pneumonie, hepatosplenomegalie, petechii, abscest v jatrech a v mozku,

peritonitidy a enterokolitidy (Greenwood, 1999; Lamon, 2011; Mateus, 2013).
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Tabulka 3 Charakteristika adnatni listeriozy (prevzato z PEUTHERER, 1999)

Typ infekce
casna pozdni
zacCatek po porodu <2 dny > 5 dni
faktory matky:
obtizny porod
nizka porodni hmotnost
hore¢naté onemocnéni
abnormdlni amniova tekutina | Casna vzacna
nemocnic¢ni piivod a
(?) ziskana
zdroj infekce matka od matky
diseminovana infekce
kardiopulmonarni
potize, znaky
postizeni CNS, meningitida,
zvraceni prijem, drazdivost,
hepatosplenomegalie, |nechutenstvi,
znaky/ptiznaky exantém horeCka
leukocytoza a leukocytoza, rtg
leukopenie, zmény, mozkomi$ni
trombocytopenie, mok: bilkoviny a
stiny na rtg snimku, leukocyty zvyseny,
laboratorni nalezy zvySeny fibrinogen glukoza sniZena
obvykle krev, povrch
téla, amniova
tekutina, méné€ ¢asto | bézn€ mozkomisni
aspirat zaludku mok,
misto izolace a mozkomi$ni mok méné Casto krev
mortalita 30-60 % 10-12 %

8.5.3 Infekce dospélych — meningitida a po§kozeni CNS

Meningitida a dal$i projevy L. monocytogenes v centralnim nervovém systému se u

dospélych jedincti vykytuji spiSe ojedinéle a primarné ovliviiuji predisponované jedince.

v v

V soucasné dobé je L. monocytogenes tfetim nejcastéjSim zdrojem bakteridlni meningitidy

hned po Streptococcus pneumoniae a Neisseria meningitidis. Pfedpoklada se, ze v budoucnu

bude veétsi narGist nemocnych listerii

kvali

starnuti

imunokompromitovanych osob (Dzupova, 2013).
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Meningitida je nejCastéjSim projevem listeriozy u lidi. V porovnani s meningitidami
zpusobenymi streptokoky a meningokoky se listeriovd meningitida projevuje odlisné. Pro
listeriovou meningitidu je typicky niz8i vyskyt ztuhlého krku, ktery je pouze u 25 %
nemocnych. Vice Casté jsou poruchy pohybu jako je ataxie, ties a myoklonus. Vice Casté jsou
taky zachvaty, u 10-25 % nemocnych. U vSech v€kovych skupin je klinicky obraz stejny, ale
u pacientl s oslabenou imunitou mé nemoc rychlejsi prubéh. V periferni krvi nemocného je
patrnd leukocytéza, v mozkomisnim moku je zvySeny pocet bilych krvinek, koncentrace
glukodzy je snizend a koncentrace bilkovin zvySena. Bakterioskopicky nalez je ¢asto negativni,
a proto nelze listeriovou meningitidu klinicky odliSit od meningitidy zptisobené pneumokoky

nebo meningokoky (Greenwood, 1999; Clauss, 2008).

Infekce muze pokroCit a rozsifit se do mozkového kmene (napf.
rhombencefalitida) a zobrazovaci metody mohou ukazat mikroabscesy v oblasti mezimozku a
mozeCku. Rhombencefalitida se typicky objevuje u zdravych dospélych jedinct, na rozdil od
jinych forem onemocnéni CNS zptsobenych listerii. Probihd symptomaticky ve dvou fazich.
Prvni faze trva pfiblizné 4 dny a doprovazi ji horecka, bolesti hlavy, nevolnost, zvraceni.
V pribéhu rychle nastupujici druhé faze se rozviji cerebelarni znaky, hemiparéza nebo
hemisenzorie a mohou se objevit meningealni priznaky. Komplikaci spojenou s listeriovou
meningoencefalitidou a rhombencefalitidou ptedstavuji mozkové abscesy. Abscesy jsou ¢asto
nalezeny v oblasti podkorové oblasti mozku. Pfi abscesech, encefalitidé nebo cerebritidé
mize byt ndlez v mozkomisnim moku normalni, bilé krvinky mohou byt mirné zvySené.
Koncentrace glukozy je snizend a koncentrace bilkovin mirné zvySend. Kultivacni i
mikroskopicky nalez je negativni. K ur€eni spravné diagnodzy se provadi izolace Listerie
monocytogenes z krve nebo mozkomisniho moku. Dale se provadéji klasické mikrobiologické

vySetfeni (Greenwood, 1999; Clauss, 2008).

8.5.4 Infekce dospélych — onemocnéni gastrointestinalniho traktu

Jako prvni pfijde do kontaktu s patogenem stfevo. Prvnimi pfiznaky, které se na
cloveéku projevi jsou proto potize se zazivanim. Onemocnéni stiev zplsobené listérii se
typicky projevi do 24 hodin od pozieni siln¢ kontaminované potravy a trva obvykle dva dny.
Nejcastéjsimi piiznaky je tinava, ospalost, horecka a bolest hlavy. Ve vétSin¢ piipadi je
pfitomny alesponi jeden ze symptomll nemoci gastrointestindlniho traktu jako je nevolnost,
zvraceni, prijem a bolest podbfisku. Stolice je vétSinou vodovitd a bez pfitomnosti krve. Krev

ve stolici je pouze v minimalnim poctu ptipadld cca 3 %. Ve vyjimeénych piipadech muize
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dojit ke komplikaci nemoci a pfenosu bakterie do krve coz miize vést k sepsi a nasledné ke

smrti (Ooi, 2005; Greenwood, 2007; Mahmood, 2017).

8.5.5 Infekce dospélych — bakteriémie

Incidence primarni bakteriémie je vyssi u muzi nez u zen. NejCastéji se vyskytuje u
pacientii s krevnimi naddory anebo po transplantaci ledviny. Bakteriémie mize u nékterych
jedinci vést krozvoji nemoci centrdlniho nervového systému se Spatnou prognodzou

(Greenwood, 2007).

8.6 Terapie

Listeria monocytogenes je citlivda k Sirokému spektru antibiotik. Mezi né patii
penicilin, ampicilin, vankomycin, tetracykliny, chlorafenikol, aminoglykosidy, erytromycin,
trimethoprim-sulfamethoxazol (TMP/SMX) a imipenem. V 1écb¢ listeriozy se velmi dobie
osvédcuji fluorované chinolony a azithromycin, obé dvé 1éCiva jsou schopna skvéle
proniknout do buniky a piedstavuji moZnou budoucnost v 1é¢bé listeriozy. Stale se ovSem
neupustilo od 1é¢by vysokymi davkami ampicilinu, ktery je hlavnim Iékem v piipad¢ nakazy.
V ptipadé potieby se ampicilin kombinuje pro zvyseni efektivity s dalSim antibiotikem napf.
gentamicinem. Pokud je pacient alergicky na penicilinovéa antibiotika miize mu byt podan
TMP/SMX s amoxicilinem. Kvili vyssi u€innosti ampicilinu va¢i TMP/SMX musi dojit
k definitivnimu potvrzeni alergie. Listérie jsou primarné rezistentni na v§echny cefalosporiny.
U novorozenct s meningitidou se ampicilin podava empiricky kvuli likvidaci piipadnému
vyskytu listérie nebo Streptococcus agalactiae (Temple, 2000; Votava, 2003; Greenwood,
2007; Votava 2010; Procop, 2017).

Dé¢lka 1é¢by se odviji od mista postizeni a mnozstvi postizenych organii. V ptipadé
bakteriémie a bakteriémie v té¢hotenstvi probiha lécba dva tydny. U nemocnych s akutni
meningitidou probiha 1é€ba po dobu jednadvaceti dni. Dal§i onemocnéni jako je infekéni
endokarditida, mozkovy absces nebo infekce kloubli vyzaduji 1écbu cely mésic az dva.

V ptipadé€ infekce kloubt je potieba brat TMP/SMX azZ do konce Zivota (Temple, 2000).

Dulezitou roli v 1é€bé také hraje imunitni stav pacienta. Lidé postizeni virem HIV

mohou potiebovat celozivotni 1€cbu z divodii rizika ndvratnosti nemoci. (Procop, 2017).

8.7 Prevence

Specificky zptsob prevence vici bakterii neexistuje. Existuji ovSem urcita doporuceni
a postupy, kterymi se mtize ¢lovek chranit, a kterymi chrani potravinaiské spolecnosti své
zakazniky. Vzhledem k vSudypfitomnosti patogenu je hlavnim krokem pfi prevenci spravné
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zpracovani potravin uz na vyrobni lince pfed dodanim do obchodii. Musi byt dodrzovany
pfisné zasady vyrobni praxe, hygienické postupy a ucinna kontrola teploty béhem celého
procesu vyroby. Jakym zplsobem je s potravinou zachazeno, jak je distribuovdna a
skladovana muze omezit rist bakterie. V potravinarském primyslu probihaji pravidelné
kontroly vyskytu bakterie. Je nutné dodrzovat systém analyzy rizika a stanoveni kritickych
kontrolnich bodii tzv. HACCP (Hazard Analysis and Critical Control Points). Zvysena
pozornost se vénuje potravindm, které pied konzumaci nepotiebuji projit tepelnou tpravou

(Slutsker, 1999; Votava, 2003; Brychta, 2018).

Stejn€ jako u jinych onemocnéni z potravy, salmoneléza nebo kampylobakteridza, i
zde jsou urcitd doporuceni, kterd by mél kazdy ¢loveék dodrzovat, aby piedesel nakaze. Mezi
preventivni opatfeni se fadi pofddné umyti syrové zeleniny. Déle se doporucuje oddé€lovat
syrové¢ jidlo od uvateného, pii ptipravé masa jej poradné uvaftit a nejist ho syrové, vyhybat se
nepasterizovanému mléku nebo potravinam z tohoto typu mléka a v neposledni fadé umyvat
si ruce, noze a pracovni plochu, na které se jidlo pfipravuje. Divod potieby separace potravin
uvatfenych od neuvarenych a diiraz na dostate¢nou tepelnou upravu je dulezity kvuli teplotni

rezistenci bakterie (Slutsker, 1999; Brychta, 2018).

T¢hotné Zeny a lidé s poruchou imunity by méli podstoupit jistd omezeni v jidelnicku
kvtli snizeni riziku ndkazy. M¢li by se vyhnout kontaktu s lidmi trpicimi listeriézou, dale pak
vynechat nékterd jidla jako je m&kky syr napf. camembert, mexicky syr nebo niva. Jidla, ktera
jsou kupovana jako ptedpfipravena, by méla byt pfed konzumaci zahtdta na co nejvyssi
teplotu. Tito lidé by se také méli vyhnout potravinam z lahiidek a ptipadné uzeniny by mély

byt zahtaté na vysokou teplotu (Faber, 1991; Slutsker, 1999; Janakiraman, 2008).

Pokud jiz k rozsifeni infekce doSlo musi dojit k zavedeni represivnich
protiepidemickych opatieni. Ta zahrnuji v prvni fadé¢ nahlaSeni onemocnéni a nasledné
patrani po zdroji nakazy. Hleddni zdroje nakazy v Ceské republice provadi veterinaii ve

spolupraci se statni zemé&d¢lskou a potravinaiskou inspekci (SZPI) (Hamplova, 2015).

9. DIAGNOSTIKA

Standartni metody k detekci a izolaci bakterie jsou metody zalozené na kultivaci na
pudach obohacenych o slozky, které podporuji rist Listeria spp. Jednotlivé druhy jsou poté od
sebe odliSovany na zakladé rizné morfologie kolonii, fermentace cukrii a hemolytickych
vlastnosti. Tyto metody jsou spolehlivé, ale také casové naro¢né a nemusi byt vhodné pro

testovani potravin s kratkou zivotnosti. Z téchto diivodi se 1 v praxi zacinaji vyuZzivat metody
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rychlejsi se stejnou citlivosti jako kultivace. Hlavni metodou, ktera se v dneSni dobé pouziva,
je metoda MALDI-TOF. Dalsi novodobé metody, které se vyuzivaji ke stanoveni ptfitomnosti
bakterie jsou metody zalozené na protilatkdch (ELISA) nebo na molekularnich technikach
(PCR, hybridizace DNA). Dalsim zptsobem detekce je vyuziti metod cilicich na RNA spise
nez na DNA. Tohoto zptisobu detekce vyuzivd metoda real-time PCR (RT-PCR) nebo
amplifikace sekvenci na bazi nukleové kyseliny (NASBA). Tyto testy poskytuji informace o
zivotaschopnosti buné€k a mohou byt vyuzity k podavani informaci o mnozstvi bakterie ve
vzorku, kvantité. Dale se vyuzivaji testy, které dokazi urcit jednotlivé sérotypy bakterie coz je
dalezité u feseni piivodu onemocnéni. Vcéasné metody typizace rozliSuji izolaty na zaklad¢
fenotypovych markerti jako je multilokusova enzymova elektroforéza, fagova typizace a
sérotypizace. Tyto metody ovSem byvaji nahrazeny molekuldrnimi testy, které dokazi urcit i
genetické vztahy mezi izolaty a jsou v mnohém piesnéjSi. Nejnovejsi metody, které se
vyuzivaji jak v urCovani bakterie, tak i v sérotypizaci jsou prozatim vyuzivany primarné ve

vyzkumnych zatizenich (Gasanov, 2005).

Listérie izolovana z biologického materialu mize byt nalezena v krvi, mozkomisnim
moku, plodové vodé a biopsii tkané plodu nebo matky. Pfimym nanesenim vzorku na plotnu
dojde pii pozitivit¢ pfes noc k narustu kolonie. Listerie se mohou po Gramové barveni
projevovat rizn¢, mohou byt rizné morfotypy Listeria monocytogenes. Muze dojit k zaméné
za difteroidy nebo za urcité typy streptokokl, nejCastéji Streptococcus pneumoniae,

enterokoky a Streptococcus viridans (Procop, 2017).

Izolace a detekce listerii v potravinach se fidi metodami schvalenymi Mezinarodni
organizaci pro normalizaci (ISO) (ISO 112090), Evropskou komisi, Evropskym parlamentem,
EFSA (European Food Safety Authority) a ECDC (European Center for Disease Prevention
and Control). Dilezitou roli v detekci a vybéru metody hraje matrix potraviny, kterou je tfeba
analyzovat. Zpusob izolace a detekce Listeria monocytogenes z jiného nez biologického
materidlu (napf. z potravin, zivotniho prostiedi) se 1i$i od metod pouzivanych pro izolaci z
lidskych klinickych vzorkd. Metoda ISO 112090 se skladd ze dvou krokti. V prvnim kroku
dojde k pteneseni vzorku z potravin do Fraserova bujonu na dobu 24 hodin. Poté se alikvotni
podil pfevede do plného Fraserova bujonu pro dalsi zkoncentrovani. Fraseriiv bujon obsahuje
selektivni ¢inidla akriflavin, kyselinu nalidixovou a eskulin, coZ umoziuje detekci aktivity -
D-glukosidazy listérie. V pfipad¢é aktivity dojde k z€ernani média. Primarni i sekunddrni

obohaceny bujon se prenesou na agary Oxford a PALCAM (Gasanov, 2005; Brychta, 2018).
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9.1 Mikroskopie

Dulezitou roli ve spravném stanoveni a urceni ptitomnosti bakterie hraje mikroskopie.
Ve vétsi mife se provadi mikroskopie fixovaného a barveného preparatu. Provadi se u témér
vSech vzorka. Mikroskopie hraje dilezitou roli u diagnostiky likvoru. V pfitomnosti malého

mnozstvi bakterie mize dojit k faleSné negativnimu uréeni (Votava 2003).

V pfipadé¢ mikroskopického pozorovani nativniho preparatu je mozné vidét pod
mikroskopem typicky kotrmelcovy pohyb, ktery listérie vykonavaji. Podminkou k tomu, aby
se listérie hybali, je inkubace pii pokojové teploté. Jestlize bakterie ptijde do teploty kolem
37 °C stava se nepohyblivou (Votava 2010; Greenwood, 2012).

V piipad¢ barveni preparatu se vyuziva barveni dle Grama, které rozdéluje bakterie na
dvé zakladni taxonomické skupiny, Gram pozitivni a Gram negativni. Listérie se fadi mezi
bakterie Gram pozitivni coz se mikroskopicky projevuje modrofialovym zbarvenim mikroba

(Votava 2010).

9.2 Kultivace

Dulezitou roli hraje i kultivace, kterd ma nezastupitelnou roli pfedevsim pro dalsi praci

s kmenem. Timto zplisobem Ize také stanovit rezistence na antibiotika (Votava,2005).

Pro spravny rist bakterie je dilezit¢ dodrZeni podminek, pifi kterych dochazi k
idedlnimu ristu. Podminky, které je tfeba dodrzet jsou dostatek vody, Zivin, spravné pH a
teplota, vhodny osmoticky tlak, ochrana pted zafenim a sterilita prostiedi. Obvykle dochazi k
inkubaci pti 37 °C a po dobu jednoho az dvou dnu, zalezi na typu zvolené plotny (Votava

2010).

Listeria monocytogenes dobie roste na ovéim krevnim agaru (SBA), na kterém tvofti
Sedivo-bilé kolonie, které jsou velmi podobné koloniim tvofenym [ — hemolytickymi
streptokoky skupiny B. Kvuli podobnosti chovani listérie a streptokokd na agaru je potieba
vzdy provést katalazovy test, ktery maji listerie na rozdil od streptokokli pozitivni. Po 12 az
24hodinové inkubaci se muze u jednotlivych kolonii objevit omezena B-hemolyza, kterad
nepiesahuje okraje kolonie. Pfi delsi inkubaci, pfipadné naockovani pomoci roztéru velkého
mnozstvi inokula, dojde ke zvyraznéni hemolyzy. Riizné druhy listérii se vykazuji riznou
urovni hemolyzy. L. ivanovii na SBA nebo na krevnim agaru s konskou krvi produkuje také
B-hemolyzu, kterd je mnohem vyraznéjsi nez u Listeria monocytogenes. Kdezto L. seeligeri
prokazuje jest¢ méné vyraznou hemolyzu nez L. monocytogenes (Donnelly, 1999; Procop,

2017).
34



Prvni specializovany agar, na kterém se provadi separovana kultivace Listeria
monocytogenes, byl pfipraven v roce 1960 McBridem a Girardem. Je vyroben z
fenylethanolového agaru, do které se ptida kombinace chloridu lithného, glycinu a ov¢i krve.
MLA agar mtize byt modifikovany a upraveny na specialni pozadavky kultivace. Ptikladem
modifikace agaru je piidani vétStho mnozstvi ov¢i krve coz zapficini ¢asteCnou rozliSovaci
schopnost a schopnost inhibovat pozadi mikroflory. V prabéhu dalSich let doslo k dal§im
modifikacim jako ptidani vétSiho mnozstvi chloridu lithného. Tento typ agaru a jeho
modifikace se vyuziva k detekci Listeria monocytogenes z fety, modrého syru, cihlového syru

a za studena balenych syrovych jidel (Donnelly, 1999).

Dalsim typem agaru vyuzivaného na detekci bakterie v potravinach je Oxford/MOX
Agar, kdy je eliminovdna potfeba Sikmého osvétleni agaru. Agar byl vyroben z krevniho
agaru pfidanim nékolika dalSich slozek, mezi které patii fosfomycin, cefotetan, chlorid lithny,
cykloheximid, akriflavin a sulfat kolistinu. Pfidan byl i eskulin a citronan Zelezito-amonny.
Eskulin se pfi pozitivnim rustu bakterie hydrolyzuje a dochdzi k ¢ernému zbarveni kolonii

(Donnelly, 1999).

PALCAM agar je agar vyuzivajici se k selektivni kultivaci Listeria monocytogenes.
Na tomto agaru je zcela inhibovan rlst Escherichia coli a ¢astecné inhibovéna kultivace
Staphylococcus aureus. V ptipadé€ pozitivniho ristu se listérie projevuje Cernym zbarvenim. V
pfipad¢ kultivace na tomto agaru je potfeba dodrZovat specidlni podminky. Zakladem je
udrzovat piesné stanovené slozeni ovzdus$i tzv. mikroaerobni podminky. Doporucuje se

upravit vzduch na 5 % O:, 10 % CO:, 85 % N:. Tato Uprava ovzdusi se provadi pouze u

PALCAM agaru (Donnelly, 1999).

Byla vyvinuta spousta dalSich agart, které jsou néjakym zptisobem modifikovany na
lepsi zobrazeni listerii. Ve vétSin€ piipadl se jedna o agary, u kterych dojde k biochemické
reakci a kolonie se zabarvi jinou barvou a dojde k usnadnéni detekce. Jejich modifikace a
rizné upravy umoziuji detekovat listérie jak v mléce a mase, tak 1 v motskych plodech a
zelening. Bylo prokédzéano, ze vSechny tfi specializované agary ptipadné jejich modifikace jsou

si rovnocenné v detekci bakterie (Donnelly, 1999).

Ke spravnému zhodnoceni agarii a ristu kolonii se miZe pouzit Henryho technika
Sikmého osvétleni agaru. Pfi tomto postupu jsou plotny pozorovany Sikmo prenaSenym bilym
svétlem v Ghlu 45° a druhy thel odrazu svétla je 135°. Tento zpiisob napomahd snadnéjSimu

pozorovani malych kolonii pod mikroskopem a jejich snadnému vyhodnoceni. Pii tomto
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zpusobu pozorovani Henry zjistil, ze kolonie maji namodralou ¢i zelenou barvu, jsou malé,
kulaté, jemné textury. Metoda byla upravena Lachicou, ktery si v§iml, ze pokud zaméni uhly,
pod kterymi plotnu pozoruje a piida zvétSeni kolonie se daji mnohem lépe rozeznat a
pozorovat. Ackoliv se jednd o tcinnou metodu pozorovani z divodu casové narocnost neni

jeji vyuziti v rutinni praxi mozné a vyuziva se pouze ve vyzkumu (Donnelly, 1999).

Inkubace se provadi pii 30-37 °C, plotny jako MOX agar jsou inkubovany po dobu 48
hodin. Agary, které nejsou selektivni po listérie mohou byt vyhodnocovéany jiz po 24
hodinach. Vzhledem k lepSimu rtstu bakterie pfi omezeném piisunu kysliku je regulovano i

ovzdusi, ve kterém se nechavaji plotny inkubovat (Donnelly, 1999).

Bakterie je schopna specifického pohybu, ktery mizeme pozorovat v kultivaénim
médiu. V pfipadé pozitivity vyskytu se ve zkumavce se specidlnim agarem a naockovanou
bakterii objevi desStnikovity tvar poruchy agaru. Typicky pohyb bakterie je pouzivan k
diferenciaci od Corynebacterium spp. Byvaly druh corynobakterii Leifsonia aquatica, diive
Corynebacterium aquaticum, je také pohyblivy, kataldza pozitivni a gram pozitivni bakterie,
ale neni schopna hemolyzy. Dnes tento druh fadime do jiné taxonomické skupiny (Procop,

2017).

Umbrella
L0ne
|:|l

growith

Obrazek 4 Destnikova zona riistu
listérie v SIM médiu (prevzato z
Thistle QA)
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9.3 Biochemické testy
9.3.1 CAMP test

Dalsim zpusobem identifikace listérie je CAMP test. Test je zalozeny na principu
ktizového naockovani zkoumaného kmene pies stafylokokovou caru (Staphylococcus
aureus). Pozoruji se hemolytické zmény na krevnim agaru. K zméndm v hemolyze dochazi v
misté prekiizeni. Riznymi zménami a jejich interpretaci mizeme od sebe rozeznat kolonie
Streptococcus agalactiae, Arcanobacterium heamolyticum a Listeria monocytogenes. CAMP
test se muze také vyuzit na rozliSeni jednotlivych druhti listérii od sebe. Konkrétné se jedna o
odliSeni L. monocytogenes od L. ivanovii. V ptipadé¢ naockovani L. ivanovii pies
Staphylococcus aureus nedojde k tvorbé hemolyzy a test hodnotime jako negativni. Pokud se
ovSem pouzije misto Streptococcus aureus bakterie Rhodococcus equi CAMP test vyjde pro

L. ivanovii pozitivné (Votava, 2005; Votava 2010; Procop, 2017).

9.3.2 Katalazovy test

Kataldzovy test je test na stanoveni biochemické aktivity a zjiSténi piitomnosti
peroxidazy v bakterii. Bakteridlni kolonie se rozmicha v kapce peroxidu vodiku a v piipadé
pozitivity dojde k tvorbé bublinek O:. Listeria monocytogenes je kataldza pozitivni,
fakultativni, Gram pozitivni mikrob. Na zdklad¢ pozitivniho kataldzového testu lze listérie

odlisit od streptokoki skupiny B (Procop, 2017).

9.3.3 Fermentace cukru

DalS$im biochemickym testem, kterym lze odliSit listérie od jinych bakterii, ale 1 odliSit
listérie mezidruhové, je test fermentace cukri. Jedna se o fermentaci D-xylozy a D-manitolu.
V obou ptipadech je Listeria monocytogenes negativni a cukry nefermentuje. Dokaze ovSem
fermentovat L-rhamndézu a o-methyl-D-manosid a v tomto piipadé reakce vychazi jako

pozitivni (Geeenwoood, 1999).

9.3.4 API® Listeria test

Jednd se o semikvantitativni metodu vyuZivanou k ureni enzymatickych aktivit
bakterie. Enzymatickd aktivita je testovdna v standardizovanych a miniaturnich testovacich
prouZzcich, které jsou vyhodnocovany pomoci komplexnich identifika¢nich databazi. Nejdiive
se z n¢kolika kolonii bakterii, sebranych z agaru, vytvoii suspenze, ktera se prenese do kapsli,
ve kterych se vyskytuji jednotlivé reagencie. U téchto reagencii se poté zjist'uje pozitivita ¢i
negativita reakce. Testovaci kit na detekci listérie se sestava z deseti testi. Diferenciace L.

innocua a L. monocytogenes zaloZena na piitomnosti ¢i nepfitomnosti arylamidazy (DIM
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test), hydrolyza eskulinu, pfitomnost ox-mannosidazy a produkce kyseliny z D-arabitolu, D-
xylozy, L-ramnozy, a-methyl-D-glukosidu, D-ribézy, glukdzy-1-fosfatu a D-tagatozy. Podle
jednotlivych pozitivnich vysledkll od sebe jsme schopni odlisit riizné druhy listerii, vysledky

pozitivity ¢i negativity jsou uvedeny na obratku nize (Bille, 1992; Anonym, 2019).

TABLE 1. Identification scheme of Listeria species on the API Listeria system as provided by the manufacturer

Test results” with:

Test L. ivanovii L. ivanowii
L. monocytogenes L. innocua L. seeligeri subsp. subsp. L. welshimeri L. grayi
vanovii londoniensis

DIM - + + Vv \Y Vv +

Esculin hydrolysis + + + + + + +

a-Mannosidase + + - - . +

Acidification of:
p-Arabitol + + + + + + +
Dp-Xylose - - + + + + -
L-Rhamnose + A4 - - - A% -
a-Methyl-D-glucoside + + + + + + A
D-Ribose = = - + - = +
Glucose-1-phosphate = = = + v = =
p-Tagatose - = - _ 3 + a

“ +, positive reaction; —, negative reaction; V, variable reaction.

Obrazek 5 Identifikacni schéma Listeria spp pomoci API® Listeria systému (pievzato z Bille, 1992)

9.4 Sérologické testy

Imunoanalytické metody zalozené na reakci protilatka antigen specifickych pro listerii
se vyuzivaji primarn¢ v potravinaiském testovani. Metody jsou atraktivni hlavné pro svou
jednoduchost, citlivost, pfesnost a moznost provést testovani piimo z obohaceného média bez

ptipravy vzorku. Metody, které se provadi v praxi jsou ELISA nebo aglutinace (Gasanov,

2005).

9.4.1 Immuno-capture

Immuno-capture je elegantni metoda, pifi které se vyuZivaji magnetické perlicky nebo
dipové tyCky obalené specifickymi protilatkami. Tyto Castice se vyuzivaji k separaci listérie
od kompetitivni mikroflory a inhibicnich slozek potravin. Dojde ke zkoncentrovani
mikroorganismu a zvySeni senzitivity testu. Spojenim zachycovaci metody a metody
molekularni miZeme sndze rozpoznat jednotlivé podtypy bakterie. Zakladnim principem
metody je odliSeni Listeria monocytogenes od ostatnich druhii. RozliSeni je zalozeno na
protilatkach specifickych proti virulentnim faktorim, které jsou produkované Listeria

monocytogenes. Toto vyuziti metody je znané Uspésné a zatazuje se do laboratorni praxe

(Gasanov, 2005).
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9.5 Molekuldarni metody

K typizaci kmenl se pouzivaji molekuldrné epidemiologické metody, které jsou
zalozené na vySetieni DNA. DNA je rozstépena restrikénimi endonukledzami na fragmenty,
které jsou nasledné rozdéleny v elektrickém poli. Kazdy organismus ma jedine¢ny profil

DNA. Nejlevnéjsi a nejsnadnéjsi je restrikéni a endonukleazova analyza plazmidové DNA a

restrikéni endonukledzova analyza chromozomalni DNA (Votava, 2005).

9.5.1 PCR

Jedna se o metodu zaloZenou na rychlém zmnozeni tseku DNA a na replikaci novych
nukleovych kyselin. Useky DNA, které je tieba amplifikovat, se oznaéi kratkymi sekvencemi
tzv. primery, podle kterych jsou rozeznavany jako cilové. K syntéze nového vldkna DNA se
nejCastéji pouzivd termostabilni DNA polymerdza bakterie Thermus aquaticus, Taq
polymeraza. Cela reakce probiha v zafizeni zvaném termocykler, které dokaze ménit teploty
behem nékolika sekund. Dokaze teplotu, jak zvySovat, tak i snizovat o n¢kolik desitek stupni
Celsia. Metoda je natolik citliva, Zze dokaze odhalit i jedinou molekulu DNA ve vzorku

(Votava 2005).

Polymerazova tfetézova reakce probiha ve tiech krocich. Nejdiive dochazi k denaturaci
hledané DNA na dv¢ izolované vldkna. Po ochlazeni se na vlakna pfipojuji primery, coz jsou
dva kratké syntetické nukleotidy, které oznaci hledany usek DNA. Poté se do rekce pfipoji
Taq polymeraza, kterd prodluZuje primery a vznika na kazdém vlakné DNA kopie jeji hledané
sekvence. Po nalezeni potfebné sekvence dojde k amplifikaci. Amplifikovand DNA se
nasledné prokazuje elektroforézou a naslednym barvenim. K priikazu urcitého agens lze patrat
po jakémkoliv mikroorganismu. Jsou k tomu potifeba univerzalni primery, které umozuji

amplifikaci kterékoliv bakterie ¢i kvasinky (Votava 2005).

V ptipadé detekce Listeria monocytogenes v likvoru vyuzivame metody real-time
PCR. Primer je navrZeny k detekci genu Aly, ktery koduje listeriolysin O. Metoda je velmi

citliva a je mozné detekovat jedinou kopii genu v mililitru vzorku (Le Monnier, 2011).

Metoda vyuziva k detekci Listeria monocytogenes charakteristické sekvence jejiho

genomu. Nalez sekvence potvrzuje vyskyt bakterie ve vzorku (Gasanov, 2005).

Molekuldrné-genetické metody jsou velmi dobfe citlivé v piipadé Cistych bakteridlnich
kultur, ovS§em pii stanovovani slozitéjSich matric dochazi ke sniZeni citlivosti. Dulezitou roli
hraje spravna separace mikroorganismu pifed samotnou analyzou pomoci metod fyzikalng-

chemickych nebo imunochemickych (Gasanov, 2005; Procop, 2017).
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9.6 Druhova identifikace mikroorganismit hmotnostni spektrometrii MALDI —
TOF

MALDI - TOF je zkratka zanglického nazvu — Matrix Assisted Laser
Desorption/Ionization, s analyzatorem doby letu Time of Flight. Jednd se o metodu, pomoci
které jsme schopni rychle a velmi piesné identifikovat bakterii, plisei ¢i kvasinku izolovanou
z biologického materidlu, ze zvitat, potravin a ze vzorka prostiedi. Hlavnimi vyhodami této
metody je vysoka piesnost a aplikovatelnost na Siroké spektrum mikroorganismi. Z
ekonomického hlediska se jedna o efektivni metodu, kterd je rychlejsi nez tradi¢ni metody

vyuzivané k analyze vzorku.

Vzorek pro analyzu se pfipravi pienosem individudlni kolonie mikroorganismu na
urcitou pozici nosic¢e — ter¢iku MALDI target. Vzorek je oSetfen specialni matrici a ususen.
piipravy vzorku, extrakci bilkovin. Smés matrice a vzorku je poté ozarena nanosekundovym
pulsem z laseru hmotnostniho spektrometru MALDI-TOF. Po ozéafeni matrice absorbuje
energii pulsu a jeji rozklad ionizuje molekuly vzorku, hlavné ribosoméalni proteiny. Pozitivné
nabité¢ ionty jsou urychleny silnym elektrickym polem a pfestupuji do vakua v trubici
detektoru. Zde se pohybuji rychlosti, kterd je imérné jejich hmotnosti a naboji. Doba letu

iontll se mé&fi a poté se prepocita na pomér molekulové hmotnosti a naboje.

Zaznam ziskany z této analyzy se nazyva hmotnostni spektrum. Tato spektra jsou pro
velky pocet mikroorganismii druhové specifickd. Diky tomu se milZze metoda vyuzit
k potvrzeni ¢i vyvraceni pritomnosti bakterie. Vysledky jsou interpretovany pomoci databazi,
ve kterych se nachdzi referen¢ni hmotnostni spektra identifikdtord pro jednotlivé kmeny
mikroorganismi ziskana opakovanou analyzou referenc¢nich kment. Srovnavaci algoritmus
po porovnani jednotlivych spekter mezi sebou vyda vysledek v podobé skore, které vyjadiuje
shodu hmotnostniho spektra vySetfovaného materialu s hodnotami referen¢niho
molekularniho indikatoru v databazi. Vlastni interpretaci vysledku musi provést mikrobiolog.
V nékterych piipadech je potfeba provést dalsi konfirmacni vySetfeni pro potvrzeni ¢i

vylouceni pfitomnosti bakterie (Jurinke, 2004; Patel, 2014; SVU Jihlava, 2019).
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10. DISKUZE

Cilem této prace bylo shrnout zakladni informace o Listeria spp. V prubéhu minulého
1 soucasné¢ho stoleti bylo vydano nékolik publikaci zabirajicich se touto problematikou.
Jednou z prvnich téchto publikaci byla kniha vydand vroce 1961 od H. P. R. Seeligera
s titulem Listeriosis. Aktualni ¢eska kniha, kterd se této problematice vénuje, byla vydana
vroce 2018 narodni referenéni laboratofi pro Listeria monocytogenes, pii SVU Jihlava
s titulem Vyskyt Listeria monocytogenes v potravinach a riziko onemocnéni pro c¢loveka.
Z Casového rozpéti, ve kterém byly obé knihy napsany, lze usuzovat ze listeridza je stale

aktualnim a probiranym tématem.

Vyskyt Listeria spp. je z historického hlediska potvrzeny jiz v pocatcich minulého
stoleti. Prvni bakterii, u které byla z rodu Listeria spp. potvrzena jako patogenita je Listeria
monocytogenes. Jedind dalsi bakterie, kterda méa schopnost u ¢lovéka vyvolat listeriézu je
Listeria ivanovii. Ostatni druhy Listeria spp. jsou pro clovéka nepatogenni a mohou se
vyskytovat v lidském téle bez rizika projevu nemoci. Zpiisob ptenosu bakterie na ¢loveka je
mozny ze zvifete nebo z potravin. Pfenos z ¢lovéka na ¢lovéka je mozny pouze v pripadé
téhotnych Zen, kdy se nakaZzenym zenam narodi nemocné dité. Piipadné je mozny ptenos v
ptipadé novorozence kojeného matkou, kterd ma v matefském mléce listérie (Bednat, 1996;

Votava, 2003; Hof, 2003).

Listeridéza je onemocnéni, kterym priméarné trpi lidé s kompromitovanou imunitou.
z jakychkoliv diivodi porusenou stfevni mikrofléru ptipadné narusenou obranyschopnost.
Diivod, pro¢ bakterie napada tyto skupiny lidi snéz, je diky jejimu prostupu do téla hostitele.
Po prostupu bakterie pfes sténu stieva dojde k jejimu transportu do krve, kde v ptipadé
snizeného mnoZstvi slozek imunitniho systému (napf. lymfocyty, neutrofily) nedojde
k rozeznani antigenu protildtkami a bunika se mizZe snadno mnozit dal a rozsifit se vice do
téla, napadat dal$i organy. Jak uz bylo vySe zminéno listérie je schopna infikovat i zdravé
jedince, dochazi k tomu ovSem ojedinéle a ve v&tSim mnozZstvi pifipadd ani ¢lovék nemusi

védet, ze prijem, kterym trpi, je zplisobeny listerii.

V praci byla uvedena data, tykajici se incidence vyskytu v Ceské republice mezi lety
2008-2017. V tomto obdobi nedoslo k zadné velké epidemii a vyskyt nemoci byl sporadicky,
a ne neobvykly v porovnani se svétem, kde v uplynulych letech doslo k n€kolika epidemiim.

Nejdéle datovany ptipad vyskytu listeriozy na nasem Uzemi pochdzi z obdobi poloviny
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minulého stoleti, kdy u nas stejné jako v Némecku, doslo ke zvySené umrtnosti novorozencti
(Bednaft, 1996). V minulych dvou letech doslo k velké epidemii na uzemi Afriky. Dle udaji
uvedenych na SZU a NICD se jednalo o jednu z nejvétsich epidemii zptsobenou Listeria
monocytogenes. Hlavnim diivodem propuknuti takto velké epidemie byly Spatné zpracované
uzeniny v tovarné na uzemi Afriky. Vék nemocnych se pohyboval od cerstvé narozenych az
po 93leté lidi (vékovy median 18 let) ze vSech nemocnych (999) nejvétsi procentudlni Cast
zaobirali novorozenci mladsi nebo staii 28 dni s 42 % vyskytem nemoci. 96 % nemocnych
novorozencu (396/412) mélo ¢asny nastup nemoci. Nejvice piipadil vyskytu listeriozy bylo
nahldSeno v provincii Gauteng v JAR. Jedna se o vice nez polovinu vSech ptipadi (59 %).
Listerie byla nejvice detekovand pomoci hemokultury na krevnim agaru, kde se projevuje
hemolyzou. Nasledné se provedli testy na odliSeni Listeria monocytogenes od jinych bakterii,
které jsou schopné hemolyzovat. Z informaci uvedenych v této praci lze predpokladat, ze
vSechny vétsi epidemie, ke kterym v uplynulych letech doslo, mély né&jakou spojitost
s potravinami, u kterych doslo v pochybeni jiz v piipravné fazi v tovarnach (Home — NICD,

2018).

K diagnostice listerii se vyuzivaji zdkladni metody od mikroskopie ptes kultivaci az po
biochemické testy. V pfipadé kultivace se vyuziva specialné modifikovanych agarii, které
maji schopnost na zaklad¢ rozdilnych biochemickych reakci, kterych je bakterie schopna,
urcit pozitivni vyskyt bakterie ve vzorku. Diky témto pliddm jsme schopni rozlisit 1 nékteré
druhy listerii mezi sebou. Cast&jsi metodou na rozlideni dvou riznych druhii od sebe jsou
biochemické testy jako naptiklad API® Listeria test ¢i molekuldrni metody jako je PCR nebo
real-time PCR. PCR je metoda, ktera se nové zatfazuje do praxe v diagnostice této bakterie.
Dtlezitou roli v diagnostice hraje metoda MALDI-TOF, kterd se vyuzivad k potvrzeni

piitomnosti bakterie ve vzorku a je schopna rozlisit jednotlivé druhy bakterii mezi sebou.

Jak je uvedeno v kapitole 7.7. hlavnim zplsobem, kterym se ¢lovék mlze branit proti
nakaze je prevence. Clovék by mé&l dbat na zvysenou opatrnost u nékterych typtl potravin,
jako jsou zrajici syry, nepasterizované mléko, jidlo pfipravené k okamzité konzumaci nebo
uzené ryby. VSechny tyto potraviny v minulosti byly zdrojem nakazy a je u nich
ptedpokladany vyssi vyskyt listerii neZ u jinych potravin. OvSem ani tak by nemélo mnoZzstvi
bakterie prekrocit stanovené hodnoty. Ochrana proti ndkaze spociva ve spravné tepelné
Upravé potravin, pied pozienim, dale by se mél klast diraz oplachovani zeleniny pied

ptipravou.
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V piipadé ndkazy je povinnosti laboratofe a I¢kaie ndkazu hlasit. DalSim krokem je
hledani zdroje ndkazy a zabranéni dalSim ndkazam. V piipad€¢ propuknuti epidemie je
hlavnim krokem zabranéni dalSimu S$ifeni a stazeni kontaminované potraviny z trhu.
V ptipad¢ globalniho problému je dulezité informovat obyvatele a pfipadné konzumenty

produktu, pfed moznou nakazou a nebezpecim.

V piipadé potvrzeni listeridzy se nasazuje 1éCba antibiotiky. Hlavnim antibiotikem,
které se pouziva, je ampicilin v kombinaci s néjakym dalSim antibiotikem, kupiikladu
gentamicinem. Pokud pacient trpi alergii na penicilin je u né) nasazena lécba
nepenicilinovymi antibiotiky jako je TMP/SMX nebo amoxicilin. Doba trvani terapie se
odviji od mnozstvi mikroba v téle a jeho rozsiteni do dulezitych organii. Lécba mize probihat
dva tydny nebo klidné i cely rok a u nckterych pacientil je nutné nasadit celozivotni 1écbu

antibiotiky.
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11. ZAVER

Bakalatskéa prace se zaobira bakteriemi rodu Listeria. V praci byla popsana historie
vyskytu, obecnd charakteristika rodu, morfologie, kultivace a antigenni struktura. VéEtsi
pozornost jsem vénovala druhu Listeria monocytogenes, ktery je hlavnim patogenem u lidi. U
tohoto druhu jsem popsala mechanismus, kterym bakterie napada svého hostitele, faktory
virulence, patogenitu, patogenezi a klinické projevy listeriézy u Clovéka. V praci se vénuji
epidemiologii a historickym okamzikiim, kdy doSlo ke zvySenému vyskytu bakterie

v potravinach.

Déle jsem se zaméfila na zplsoby detekce a diagnostiky bakterie v biologickém
materidlu a potravinach, které jsou hlavnim zdrojem ndkazy. V biologickém materidlu se
pritomnost bakterie detekuje snadno diky B-hemolyze, kterou tvofi na krevnim agaru. Poté se
jen provedou selektivni testy, aby doslo k rozliSeni od jinych druht. Provadi se i testy na
rozliSeni jednotlivych sérotypl ¢i druht listerii mezi sebou. U potravin zaleZi na matrix, ze
které je potieba bakterii izoloval a néasledné se vétSinou provadi kultivace na selektivnich

agarech, pro kultivaci Listeria spp.

V neposledni tfad€ se také prace vénuje terapii a zplisoby prevence proti nakaze.
Vyskyt listeriozy je v Ceské republice sporadicky a v priméru dochazi k hlaseni piiblizné 37
ptipadt za rok. K poslednimu velkému vyskytu nemoci u nas doslo v roce 2006. Ve svéte
k nému doslo v letech 2017-2018 a to konkrétn€ v jiZni Africe. Hlavnim zplGsobem obrany
proti nakaze je prevence, ktera je regulovana a kontrolovana statnimi organy. V piipadé
rizikovych skupin je diileZité preventivné vytadit potraviny, u kterych je predpokladany vyssi
vyskyt bakterie, z jidelnicku. ZvySenou pozornost musi vénovat 1 lidé, ktefi se dostanou do
kontaktu se zvifaty, u kterych je potvrzeny ptirozeny vyssi vyskyt bakterie v pfirozené stievni

mikroflofe.
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12. SEZNAM ZKRATEK

ActA

Arp 2/3

Clq
CA

Cfu/ml

CNS
DNA
ECDC
EFSA
ELISA

HACCP

HIV
hly

inl4
inlB
inlC

ISO

JAR

membranovy protein aktivujici polymerizaci aktinu
actin-related protein 2/3

(protein souvisejici s aktinem 2/3)

komponenta komplementu 1q

homologie kofilinu

Colony forming unit/mililiter

(kolonie tvofici jednotky/mililitr)

centrdlni nervova soustava

Deoxyribonukleové kyselina

Evropské stiedisko pro prevenci a kontrolu nemoci
Evropsky ufad pro bezpecnost potravin
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

Hazard Analysis and Critical Control Points

(Systém analyzy rizika a stanoveni kritickych

kontrolnich bodit)

Human imunodefficiency virus

gen kodujici listerolysin O

insternalin A

internalin B

internalin C

International Organization for Standardization
(Mezinérodni organizace pro normalizaci)

Jihoafricka republika
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LLO
LRR

MALDI - TOF

MLA

MOX agar

MPA

NaCl

NASBA

NICD

N-WASP

PCR

plcA

plcB

PrfA

Real — time PCR
RNA

RTG snimek

Listeriolysin O

proteiny bohaté na leucinové repetice

Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time-of-

Flight Mass Spectrometry

(Hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a

ionizaci za ucasti matrice s priletovym analyzatorem)

Modified Letheen Agar

(modifikovany Letheentiv agar)

Modified Oxford agar

(modifikovany Oxfordsky agar)
Monocytosis producing agent

gen kodujici metalloprotedzu

chlorid sodny

Nucleic acid sequence based amplification

(Amplifikace zalozena na sekvenovani

kyseliny)
Narodni ustav pro pfenosné nemoci
protein regulujici polymerizaci aktinu

Polymerazova tetézova reakce

nukleové

gen kodujici fosfatidylinositol-specifickou fospolipazu C

gen kodujici fosfatidylcholin-specifickou fosfolipazu C

pozitivni regulaéni faktor
kvantitativni polymerazova fetézova reakce
Ribonukleova kyselina

rentgenovy snimek
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RT-PCR

SBA agar

SIM médium

SvU
SZPI
TMP/SMX
TMR

USA

polymerazova fetézova reakce s reverzni transkriptazou
Sheep blood agar

(agar s ov¢i krvi)

Sulfide, indol, motility medium

(Sulfid, indol, pohyblivost médium)

Statni veterindrni Gstav

Statni zemédélska a potravinaiské inspekce
trimethoprim-sulfamethoxazol

tetramethylrhodamine

Spojené staty americké
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