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1. Uvod

VSudygitomna bakterid.isteria monocytogenes se na pelomu roku 2006 a 2007 &a
objevovat pedevSim na titulnich strdnkdc&eskych periodik. V tomto obdobi doSlo
ke zvySenému vyskytu listerioz a v mediichibpvalo informaci nejen o této nemoci
a bakterii, ale fedevSim o ndistajicim pdétu nemocnych a zemlych. U mnoha
obyvatel pak tyto zpravy vyvolaly zbyteou paniku - nebezprost této bakterie je totiz
u zdravych jediné minimalni. ZvlastnostiListeria monocytogenes je predevsim
schopnost feZivat a @st v Sirokém rozti negiznivych podminek. Tato vlastnost
napomaha roz&ni bakterie do potravin, ptipadt i do celého organismu. Na ce&sd
kolonizace potravin ke vzniku infekce $ésteria monocytogenes setkava s velkym
poétem stred. Mechanismy adaptace & nejzasad¥)Sim jsou popsany v této praci.
Jednotlivé kapitoly jsou uspédany do piadi, vjakém jsou jednotlivé stresy, se
kterymi se patogen cestou travicim traktem setk&ygimkou je kapitola prvni, ve
které popisuji adaptaci k nizkym teplotam, tedyrésedi, ve kterém sd.isteria
monocytogenes nachaziasto ped transportem lidskym organismem. Pochopsstito
systéni je nesmira dileZité, nebé se da vyuzit fp vyrobe, skladovani a zpracovavani
potravin. Tato prace by dale¢ta identifikovat progedi, které je pro tohoto patogena
nejmeér priznivé, a také odp@dét na otadzku, jaké nebezpehrozi zdravémuloveku

pii konzumaci kontaminovanych potravin.

2. Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes je mal&, grampozitivni, ynkovita bakterie s malym obsahem
G+C (36-42%), kterou Ize objevit v Siroké paletist. Mizeme ji nalézt napv pade,
hnijicich rostlinach, va#l mléku, krmivu zuiat a potravinackloveka. Tyto bakterie
mohou také kolonizovat inertni povrchy a vy@biofiimy (Roberts and Wiedman,
2003). Listeria monocytogenes je fakultativieé anaerobni bakterie, net¥gouzdra ani
spory. Ri teplotach okolo 20°C tud biciky a stava se pohyblivou. (Khelef et al., 2006).
Pro jeji fist jsou patebné cukry, aminokyseliny (cystein, glutamin, is@i@, leucin

a valin) a vitaminy (biotin, riboflavin a thiamirfBeelinger and Jones, 1986). Zelezo

a ostatni aminokyseliny (arginin, histidin, methioa tryptofan) stimulujitst bakterie.



Listeria monocytogenes je fakultativnim intracelularnim patogenem. VyJausi
spoustu virulentnich faktor které vyuziva kdleZitym burg¢nym procedm bihem
infekce. Jsou jimi nagklad adaptace k prasdi lidského dla bshem transportu
organismem, syntéza listeriolyzinuti plyze fagozému,¢i schopnost pouzit aktin
lyzovaného fagozému k vlastnimu transportu hoskth bukou. (Cossart et al.,
2003). Bakterie vyvolava nemoc listeriozu, o ktse2\dci dlouho domnivali, Ze je
pienosna ze ziat naclovéka. Az v 80. letech 20. stoleti bylo zfigb, Ze se jedna o
nemoc alimentarni, #sobenou kontaminovanymi potravinami. Izolace lister
a identifikace z klinického materialu nebyva zvl@btiZzné.Listeria monocytogenes je
na krevnim agaru obklopena zénou hemolyzy. Produkajalazu, hydrolyzuje eskulin,
ma pozitivni CAMP test a pattedy do skupiny B streptokak Podle typu dlovych
O-antigeri a H- antigefi délime tuto bakterii do sérotyp 90% listerioz wlovéka je
vyvoléano sérotypy 1/2a, 1/2b a 4b (3ewé and Skapova, 2007). Jednou z hlavnich
vlastnosti této bakterie je ovSem schopno#tZivat v extrémnich podminkach.
Mechanismy adaptace k nizkym teplotdm, kyselym tpedém, Zl&i, zvySené

osmolarit a antibiotikim jsou popséany v této praci.

3. Adaptace ke stra@m

3.1. Fezivéani v nizkych teplotach

Chlazeni je &Zr¢ pouzivanou metodou, jak prodlouzit dobu trvanlivgsotravin.
Listeria monocytogenes dokaze iist v teplotdch od 2 do 45°C. Jélekité porozunit
mechanistim vedoucim k této schopnosti, abychom mohli vyvinpsi strategie
ochrany ped timto patogeneniListeria monocytogenes dokaze tist az do teploty 45°C,
coz ji umoduje byt patogenem i teplokrevnych ati (Seeliger et al., 1986).aRni
vzorki v kurecim bujénu byla bakterie schopn@Zivat i teploty niz8i nez 0°C (Walker
et al.,, 1990). Mezi dva nejbrgjSi typy adaptace k nizkym teplotam ipafiprava

membranové fluidity diky zgmdm ve sloZzeni membranovych mastnych kyselin



(Annous et al.,, 1997) a akumulace osmilykterymi jsou glycin betain, karnitin
a prolin, z prosedi (Beumer et al., 1994). Akumulace osmblg b3Znou odpowdi na
narst osmolarity. B nizkych teplotach je také syntetizovano velké #stei novych,

chladem indukovanych, protéiriBayles et al., 1996).

3.1.1. Znmény membranové fluidity

Mastnym kyselinAm v membrdristeria monocytogenes dominuji rozétvené mastné
kyseliny. Hlavnimi jsou anteiso1€o, anteiso-Gro a iso-Gs.o (Annous et al., 1997).
Pokud bakterie prat chladovy Sok, potom se fosfolipidy k@né membrany stanou
rigidnéjSimi a neéni tak normalni funkci buftné membrany a protainkteré jsou s ni
spojeny. B chladové adaptaci modifikujeisteria monocytogenes svou plazmatickou
membranu, aby tak udrZela jeji tekutostii pizkych teplotach (Tasara et al., 2006).
Tento proces je nazyvan homeovisk6zni adaptaceeriSky, M., 1974). Bst [
nizkych teplotdch navozuje mnoho adaptaci wboé membradr Nizka teplota
zpasobuje néist mnoZstvi mastnych kyselin s lichymépam uhliki a rozétvenych
mastnych kyselin, dale #pobuje zvySenou syntézu anteiso forestveni a také
zkracovani délky rozstvenych mastnych kyselin (Annous et al., 1997; Mastolis et
al.,, 2005; Mazzotta and Montville, 1997fitfnann and Hof, 1992). &olik studii
pouZzilo pro lepSi pochopeni 2m mutanty, kt& byli senzitivni k nizkym teplotdm
(Annous et al., 1997, Farber et al., 1991), a muytegzistentni k nisinu (Crandall et al.,
1998, Vadyvaloo., 2002). Nisin je bakteriocin pmakiy v potravingsském pamyslu.
Pisobi zejména na grampozitivni bakterie, coz jesepeno dostat@ou propustnosti
burg¢né stény pro nisin. BuBéné membrany mutaint ktefi byli senzitivni k chladu,
postradaly rozétvené mastné kyseliny, kyseliny s lichym¢pam uhliki i anteiso formy
mastnych kyselin. Membrany nisin-rezistentnich mtitanély vice rovnychietzci

a mér vétveni.

Annous et al., (1997) studoval efelistové teploty na sloZzeni mastnych kyselin kinen
Listeria monocytogenes 10403S a SLCC 53.iPteplo€ 5°C byl hlavni zninou velky
pokles obsahu anteisorfe a vyznamny ndist anteiso-Gs.o mastnych kyselin. Také
bylo béZné zkracovani mastnych kyselirfi #plott 5°C vzrostlo mnozstvi o a Gs:o
na ukor Ggo a Ggo mastnych kyselin. Zegmy u i hlavnich mastnych kyselin
v zavislosti na teplétjsou vickt na grafu¢. 1. Ri poklesu teploty ze 45°C na 20°C,
vzrostlo mnoZstvi iso-fso a mnoZstvi anteisoq€o mastnych kyselin se s

neznenilo. Nicméreé procentudlni zastoupeni anteisg-gse i poklesu teploty pod



20°C vyznama z\&tSilo a mnoZstvi iso-(s.o mirné kleslo. Tudiz v teplotnim rozmezi
od 45°C do 5°C se objevily dva typy #mmastnych kyselin. Od 45°C do 20°C to bylo
zkracovani mastnych kyselin, ale od 20°C do 5°Cbyt zkracovani nasledované
prevaZzujici syntézou anteiso forem mastnych kyselkracovanitetzci mastnych
kyselin sniZuje interakce mezi uhliky sousednfeltzci buré¢né membrany, coz
pomah& udrZovat optimélni stupéekutosti membranyip rastu v nizkych teplotach
(Beales 2004).
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Graf¢. 1. Zavislost zastoupeni jednotlivych mastnychekiysna teplat u kmerit Listeria monocytogenes
10403S (a) a SLCC 53 (b).rd¥zato z Annous et al., (1997).

3.1.2. Role osmolyit v toleranci k nizkym teplotam

Kromé funkce v osmotoleranci funguji glycin betain a riktin také jako efektivni
kryoprotektanty, které usnadiji rast @i nizkych teplotach. Ko and Smith et al., (1994)
zaznamenali dvojnasobné zvySeni miry bakteridlnitistu, pokud bylaListeria
monocytogenes péstovana v definovaném mediu s glycin betainefn tpplog 4°C

a redukci doby zdvojeni populace #ftpmnosti 1mM karnitinu a teploty 7°C z 51 hodin
na 38 hodin.

V Listeria monocytogenes operuji ti systémy transportu kompatibilnich osmatyt

transportér glycin betainu | (BetL), transportéyajh betainu Il (Gbu) a transportér



karnitinu (OpuC). Transport betainu je za nizkyeplot primarg zprostedkovan Gbu.
BetL a OpuC mohou slouzit jako m&myznamné transportni systémy, jeji&ihnost je
zodpowdna za zajigni malého stuphkryotolerance. Karnitin se v Boe za nizkych
teplot objevuje primamh diky OpuC a jeho fftomnost vede k velkému stupni
kryoprotekce. Slaby transport sgaltaké pomoci Gbu a BetL. Ten aledluge bakterii
pouze slabou kryoprotekci (Angelidis and Smith, 200Angelidis a Smith (2003)
peéstovali @t kmeni Listeria monocytogenes v definovaném mediu ip 7°C

a pritomnosti 0.5mM koncentrace glycin betainu a kamnit Studovanymi kmeny byly
Listeria monocytogenes 10403S a z ni odvozeni niutaBA4, ASA5, ASA6 a ASAT.
Kmen ASA4 vlastnil OpuC, ale neiinBetL a Gbu. ASA5 vlastnil pouze Gbu, ASA6
BetL a ASA7 nerdl ani jeden zdchto systém. Akumulace osmolyit véetng glycinu u

téchto kmeri je znazorana v grafe. 2.
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Graf¢. 2. Zavislost akumulace osmaiyha druhu kmenuisteria monocytogenes. Kmeny gstovany pi
teplot€ 7°C a 0.5mM glycin betainu a karnitinute®zato z Angelidis and Smith (2003).

Wemekamp-Kamphuis et al. (2004) dokazali, Ze ales@ohto transportér osmolyf,

snizila fst Listeria monocytogenes v nizkych teplotach.



3.1.3. Indukce proteini p¥i nizkych teplotach

Jako odpowd’ na chladovy Sok jsou ve velkém mnoZstvi syntetingvproteiny, které
ulehtuji tento stres. Bayles et al., (1996) je studowalrozélili do dvou skupin.
Proteiny produkované jako odpmi na Sok z ochlazeni nazvali Csps (Cold shock
proteins). Proteiny, které vykazovaly zvySenou éguat lEhem vyvaZzenéhoustu

v nizkych teplotach, byly nazvany Caps (Cold acation proteins). Kdyz byly kultury
Listeria monocytogenes 10403S vystaveny Soku ze sniZeni teploty z 37°CLOfLC,
vstoupily ged pokrgovanim fistu do piblizné dvouhodinové lag faze. Pokud byly
kultury vystaveny Soku ze sniZeni teploty z 37°C5A@, byla lag faze prodlouzena a
rychlost fistu byla nizZsi. B tomto druhém sniZeni teploty bylo nalezeno 12sCgferé
vykazovali zvySenou syntézuéBem sniZzovani teploty, byla syntéz&sdmy buréénych
proteimi nizSi, nez fi teplo& 37°C. Ri vyvazeném istu v teplot 5°C byly
produkovany 4 Caps. Pet dvanacti Csps byl podobny gam identifikovanym u
jinych bakterii. Identita a funkceétdiny z proteii vSak #Aistdvd nejasnd. Podobné
proteiny byly studovany LE.coli a B.subtilis a zjistilo se, Ze funguji jako RNA
chaperony, antiterminatory transkripcéi, aktivatory transkripce (Etchegaray and
Inouye, 1999; Graumann et al., 1996; Grauman £1897; Jiang and Inouye, 1997).

MnoZstvi mechanisf které siListeria monocytogenes osvojila, jast swdci o jeji
schopnosti fezivat v nizkych teplotach. Tyto vlohy jielba mit na pasti zvlase pri
konzumaci jidel, které nejsou déle tegelrpracovavany. Tyto bakterie rrepivaji
pasterizani ani steriliz&ni teploty a bezpma teplota k jejich likvidaci je 72°C po dobu
10 minut. Nebezp# nakazeni listerii tak hrozi ndklad u nmékkych syfi, zrajicich
syni, uzenych ryb a samigmé u potravin, které byly sekundé@rrkontaminovany

a nebudou jiZ tepetnupraveny.



3.2.Mechanismy tolerance kyselych strés

Schopnost bakteridListeria monocytogenes tolerovat nizkd pH mé& miniédnou
dulezitost, nebd kysela prosedi pati mezi nepiznivé podminky, se kterymi se tato
bakterie setkdva n&stji. S nizkym pH se rive setkat &jiz ve volné pirodk (kyselé
des¢, hnjj, silaz, krmiva), nebo v systémech, které samaadap(Zaludéni sekrety,
vakuoly fagocyt). Potravinovi vyrobci pouZivaji jako jednu z hlésimbariér, kterd
zabraiuje bakteridlnimu Ustu v potravinach, organické kyselinyListeria
monocytogenes v3ak reaguje aipziva i g nizkych hodnotach pH. K tomu vyuZiva

mnoho adaptaich mechanisin

3.2.1. Adaptace k nizkému pH (ATR, acid toleranceasponse)

Jednotlivé studie prezentuji rozdilna rozmezi hodpbl, ve kterych jeListeria
na sloZeni média, na druhu bakterie, na jejim fggickém stavu a na druhu pouZzité
kyseliny. Tolerance ke kyselindm je r@&nzavisla natrstové fazi (Phan-Thanh et al.,
2000). Phan-Thanh et al., (2000) studovali, v jak@mizSim pH peZivaji dva kmeny
Listeria monocytogenes (LO28 a EDG). Nejnizsi pH limit u druhu LO28 b4l0, u
druhu EGD pak 3.5.iPtéchto hodnotach pozastavily bakterigijssist. Hustota bugk
byla po rkolik hodin konstantni. Pot€, co byly jednotlivedmoty pH dale sniZzeny pod
vySe uvedenou hladinu, &y bakterie umirat. Pokud jsou vSak bakterigedp
pusobenim letalniho pH vystavenyedre kyselému, neletalnimu stresu (pH 4.8 pro
EDG a pH 5.5 pro LO28), jejich rezistence Kk let&lni stresu vyznangnvzroste.
Tolerance k nizkému pH tedytde byt uListeria monocytogenes indukovana diky
piredchazejicimu vystaveni tohoto organismu subletéalrpH (Kroll et al., 1992). Tento
fenomén je znam jako ATR (acid tolerance respori®ezsah ATR je zavisly na délce
adaptace k prvotnimu kyselému presli. Maximalni tolerance ke kyselinam byla
ziskdna po 2-3 hodinové adaptaci (pH 4.8 u EDG5au5L028). ProdlouZzeni doby
adaptace na 24 hodin vyustilo ve slabSi tolerafiskand tolerance vydrzela u bakterie
uchovavaneé v teplétd°C po dobu &kolika tydni (Phan-Thanh et al., 2000).
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Graf ¢.3. Zavislost doby {wsobeni letalniho pH 3.5 na procentefivSich busk. Pred pisobenim pH 3.5
byly jednotlivé vzorky vystaveny rozdilnym hodnotgm (hodnoty uvedeny v pravéasti grafu u
jednotlivych vzork) pii teplot 30°C po dobu 90min.iBvzato z Koutsoumanis et al., (2003)

Schopnost navozeni ATR jeildZitd v mnoha bodechtbem infekniho cykluListeria
monocytogenes - nagiklad @i okyselovani potravin dhem jejich zpracovani, ip
transportu bakterie Zaludkerd, ve fagozOmu makrofagu. Krafhtoho, indukce ATR
vede ke vzniku rezistenci proti jinym sthes (cross-protection) - proti stresu
vyvolanému vysokymi teplotami, ethanole#nproti osmotickému stresu (O’Driscol et
al., 1996), coz budi zidaé znepokojeni. Gahan et al., (1996) zkoumali scbsid
pieZiti Listeria monocytogenes v Siroké palet kyselych potravinovych produkt
Vyuzili ktomu ke kyselindAm neadaptovany kmen, dddak adaptovany kmen
a mutantni kmen, ktery byl tolerantni ke kyselindalaptovany kmen a tolerantni
mutant vykazovali lepSi schopnostepiti v girodnim jogurtu a také v domacim syru.
Kmen tolerantni ke kyselinam pak vykazoval lep&Zfvani Bhem zrani tvrdych syr
(Cedar). Autei dale zkoumali peZziti #chto kmeri Listeria monocytogenes béhem
mlééného kvaSeni, bakterieSreptococcus thermophilus. Adaptované kmeny
vykazovaly zvySenou schopnostepiti ve srovnani s kmeny neadaptovanymi. Ke

kyselinam tolerantni mutantébem prvnich 4 hodin fermentacgepivali podob# jako



ke kyselinAm adaptované iiky. Je tedy #ejmé, Ze navozeni ATREhem zpracovani
surovin v potravingském péimyslu zvySuje schopnodtisteria monocytogenes preZzit

nasledné acidické stresy, cotiza mit nebezpmy dopad pr@loveéka.

3.2.2. Indukce proteini v nizkém pH

Odpowd bakterie na nizké pH zahrnuje mnoZzstviéanuvnitt buiky. Phan-Thanh et
al., (2000) zkoumali proteiny, které jsou teay, pokud je btka vystavena kyselému
prostedi. Ri pH 3.5 a 5.5 bylo indukovano 47, respektive 3@t@ini, z nichz 23 bylo
spole&nych pro ok hodnoty pH. Tyto bilkoviny zahrnovaly zakladni fioy, u nichz
byla zvySena jejich exprese, a nové proteiny, kbetgyly syntetizovanyip neutralnim
pH. Tyto vysledky nazriaji, Ze sd.isteria monocytogenes, ¢elici kyselym podminkam,
brani zvySenou syntézou proteinMezi nimi byly identifikovany ATP syntaza,
thioredoxin reduktaza, alkohol dehydrogenaza, cofwaye, GroEL, ¢i regulatory
transkripce. Protein GroEL se taktéZ objevujé mistu Listeria monocytogenes v
nizkych teplotach (Foster and Hall, 1992).

3.2.3. GAD systém

Listeria monocytogenes je jednou z mala bakterii, o nichZ je zndmo, Zswii GAD
systém (glutamate decarboxylase acid resistantersysle prokazano, Ze tento systém
vyznamm prispiva k geziti v nizkém pH (Cotter et al., 2001). GAD syst@nsloZen ze
tii geni gadA, gadB a gadC. GadA a gadB koduji dw glutamét-dekarboxylazy gadC
koduje antiport glutamat /y-aminobutyrat. Glutamat prochazi antiportem
a vcytoplasma je dekarboxylovan. Touto reakci je glutaméterpinén na v-
aminobutyrat (GABA). Dekarboxylace ma& za nasledgdotiebu intracelularniho
protonu. y-aminobutyrat je pak exportovan zitky opst antiportem. Konénym
vysledkem je zvySeni pH cytoplazmy (diky z&rdprotori) a maly néist
extracelularniho pH (diky vysme¢ extracelularniho glutamatu za vice alkalicky GABA)
Cotter et al., (2001) studovali roli GAD systémuexistenci ke kyselinAméhem
tranzitu bakterie Zaludkem. PouZili dla pripravenou lidskou a pra&ieZaludeéni
stavu a zjistili, Ze po fidani glutamatu vasta u nekultivovaného druhu schopnost
pieZziti v Zaludénich $avach. To nazraije, Ze pitomnost velkého mnozstvi glutamatu
v potravinach miZze zvySovat tolerandiisteria monocytogenes ke kyselym progedim.
Dale byly sledovany vysledky deleci v gengedA, gadB a gadC. Relativni rezistence
ke kyselym prosedim u &chto mutani pak byla stazena v ptadi: nekultivovany druh



> AgadA > AgadB = AgadC >AgadAB. Dokazuje to, Ze furtni GAD systém je u
Listeria monocytogenes nepostradatelny pro rezistenci ke kyselindm, psmp&né
ptekonani nefiznivého prosedi v Zaludku a pro nésledné infikovani tenkétrevst
(Cotter et al., 2001).

3.2.4. RFo-ATPé&za

Nizké pH slabych organickych kyselin je prosteria monocytogenes SkodliwjSi nez
stejné pH silnych anorganickych kyselin, hadCl. Fi pisobeni pH 3.8 po dobu 30
minut preZivalo 96% buk v pritomnosti HCI, v pitomnosti snisi mastnych kyselin,
které napodobovaly prdsdi lidského seva geZivalo 42% bukk (90mM kyselina
octova, 30mM n-maselna kyselina a 37mM propionoyéekna a HCI, které bylo
pouZzito pro Upravu pH) a wipomnosti kyseliny octové ipZivalo 31% bu¥k. Fi
pasobeni pH 3.8 byly taktéZ n&ieny rozdilné hodnoty pH uviitytoplazmy busk
(pHi). V pritomnosti HCI to bylo pH 4.46, viftomnosti smisi mastnych kyselin 3.75
a 3.58 pi pasobeni kyseliny octové. Tyto vysledky potvrzuji loséi o rozdilnych
zpasobech pichodu kyselin bustnou membranu. Slabé organické kyseliny pronikaji
do buiky jako nedisociované molekuly skrz permeézy. Jékijsou uvnit buiky
disociovany, nemohou difundovat ven a snizuji takaicelularni piHaz k dramatickym
hodnotam,¢imz naruSuji metabolismus itky. Silné mineralni kyseliny jsou Ugin
disociovany na Ha anionty. Bui&né membrany maji velmi nizkou permeabilitu k H
Protony vstupuji a vystupuji z bky diky interakcim s buftnymi systémy, které
zprostedkuiji transport H Timto systémem je napFF,-ATPaza (Phan-Thanh et al.,
2000).

Mikroorganismy udrZuji své pHiliky pH homeostaze, které je dosahovano transporte
protoni pres bukénou membranu. U aerobnich organisne aktivni transport Hdo
buiky spojen s elektronovym transportem v dychat@tizci. Naproti tomu anaerobni
bakterie uskui#uji transport H z buiky pres molekuly B-ATPazy vyuZivaje energie
z hydrolyzy ATP Listeria monocytogenes je fakultativrié anaerobni bakterie atire tak
vyuZzit oba procesy (Shabala et al., 2002} fATP4za je enzym sloZzeny z mnoha
podjednotek, ktery slouzi jako kanal priemistni protori skrz bug¢nou membranu.
Cast F je katalytickoucasti tohoto enzymu a sklada se z 5 podjednatglfs, v, §, «.
Tyto podjednotky mohou syntetizovat nebo hydroly#olTP. Cast k je integralni
membranovou jednotkou a skldda se z podjednotel, & Go, které funguji jako

membranovy kanal proigmiseni protoni. Roli FF-ATPazy v organismu, ktery je
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schopny oxidativni fosforylace, je syntéza ATP zxoanich podminek. Proéci
protoni do buiky zpisobuje otéivy pohyb kb coZ nasled& u ¢asti R vede k syntéze
ATP. Hi anaerobnich podminkach se ATP naopak hydrolyzaijgrotony jsou
vylucovany ven z biiky. V disledku toho mize RFy-ATPaza zvySit intracelularni pH
predevsim v situacich, kdy se bakterie dostava delkgl prostedi. Kmeny s mutaci
v tomto komplexu byli citlivi ke kyselinam a nebydichopni istu @i nizkych pH
(Suzuki et al., 2003). Cotter et al., (2000) prdvegperiment, g némz pouzili N,N” -
dicyklohexylkarbodiimid (DCCD), ktery inhibuje traport protof F,Fy-ATPazou, aby
tak zjistili roli enzymu v ATR Wisteria monocytogenes. Pisobeni DCCD inhibitoru na
bakterie ped a Bhem acidické zé¥e vyustilo ve zvySenou senzitivitu ke kyselindm u
burgk, které jiz byly dive ke kyselinam adaptované. Snizeni schopngestitpukazuje

na zapojeni fF-ATPazy do adaptace ke kyselinam. (Cotter et D02

3.3. Rezistence ke ziti

Bakterie, které feZily negiznivé prostedi Zaludku, putuji déle zaZivacim traktem do
tenkého seva. Zde se setkavaji s dalSimi stresy, kterégpadsobeny nafiklad nizkym
obsahem kysliku, zvySenou osmolaritou, kompetmirezenou stevni mikroflérou,¢i
kolisanim hodnot pH. Jatra navic kazdy den sekrdtugazivaciho traktu 500-1000ml
Zluei, ktera se tak pro listerie stava dalSim stresBakterie dokaze tolerovat vysoké
koncentrace Ziti, o ¢emz s¥dci i jeji schopnost kolonizovat lidsky Znik
(Allerberger et al., 1989).

3.3.1. Efekt ZIWi a Zlu¢ovych kyselin

ZIug je syntetizovana v jatrech, ale v intervalu magjirpanim potravy je skladovana
a koncentrovana ve Hoiku. ZIw je sloZzena ze sodnych soli &wych kyselin.
Zlu¢ové soli redukuji povrchové nétp a ve spojeni s fosfolipidy a monoglyceridy
umo#iuji emulgaci tuk, ¢imz je gipravuji k trAdveni a veebavani v tenkém igwe.
Tyto biologické detergenty jsou syntetizovany zlekterolu tak, Ze je ke steroidnimu
jadru gipojen bul’ glycin, nebo taurin (konjugované kyseliny). Zwé kyseliny maji
silnou antimikrobialni aktivitu a jejich schopnosizpoust fosfolipidy, cholesterol

a proteiny bu&né membréany, i¥e vézt a7z k lyzi.
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Begley et al., (2002) studovali efekt &lua Zlwovych kyselin na fezivani a ist
bakterie druhiListeria monocytogenes LO28. Bakterie byla schopnéstu v hoezi,
veprové i lidské Zldi a to v koncentracich 4y které gekonévaji tyin vivo. V
pritomnosti 0.3% hawzi Zlwi nebyla postihnuta, kultury dokézaly tolerovat i
pritomnost 30% hawzi Zlwi a dokonce vni byly schopné iustu. Listeria
monocytogenes rostla také v fitomnosti 0.3% lidské zi a ani gidani 10% lidské

Zlugi k bujonu neovlivnilo jeji @ist.
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Graf ¢. 4. Zavislost doby {sobeni hovzi Zlwi na p@et burk Listeria monocytogenes LO28. Kultury

byly nagkovany do BHI bujonu, ktery obsahoval rozdilné kemicace ZIti (hodnoty jsou uvedeny
v pravé ¢asti grafu. Kultury byly inkubovany za anaerobnipbdminek pi teplog 37°C. Revzato z

Begley et al., (2002).

Lidska ZI& je snmesi konjugovanych a nekonjugovanychéduych kyselin, ktera je
v tenkém gew piitomna v koncentraci 5mM (De Boever et al., 199Bggley et al.,
(2002) studoval vliv vybranych 5mM kyselin nist bakterie. Tmito kyselinami byly:
TCA - taurocholovd kyselina, GCA - glykocholovd é&lisa, TDCA -
taurodeoxycholova kyselina, GDCA - glykodeoxychadlov kyselina,
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taurochenodeoxycholova kyselina a glykochenodewdgwa kyselina. Bylo zjignho,

Ze fist Listeria monocytogenes LO28 na agaru, ktery obsahoval jakoukoli¢ahto
kyselin, nebyl inhibovan. Nekonjugované &wé kyseliny (kyselina cholova), narozdil
od testovanych konjugovanych &avych kyselin, vyznamhomezovaly ist Listeria
monocytogenes LO28. Dale bylo zkouméano, zda-li je efekigobeni 5mM GDCA
a TDCA zavisly na hodnétpH. Tato otdzka jetdezita4, nebé bakterie se v travicim
traktu setkavaji s Sirokym ro&pm hodnot pH. Bakterie byly v rozmezi pH 4.5-7.5
rezistentni k TDCA. Naopak kultury jiz nebyly scimé@piiistu v gitomnosti GDCA pi

pH 4.5 To je dkaz toho, Ze je inhibice @dhto glykokonjugovanych Ztwvych kyselin

zavisla na pH.
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101 T
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Graf¢. 5. Zavislost psobeni TDCA (bilé sloupce) a GDCAefné sloupce)ipriznych hodnotach pH na
pccet burgk. Builky byly po 18hodinové anaerobni inkubaci v BHI bujévystaveny 5mM TDCA a
GDCA pii rozdilnych hodnotach pH. ND-not detecteéeWato z Begley et al., (2002).
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3.3.2. Geny v toleranci ke Zl&i

Vysoké schopnost rezistence ke ¢Zlu Listeria monocytogenes je funkci Sirokého
mnoZstvi protei. Begley et al., (2002) identifikovali 12 genkteré maji Glohu
v toleranci Listeria monocytogenes ke ZIwi. VétSina z échto geri kdduje proteiny,
které maji roli v rezistenci ke stifem a v udrzb integrity burg¢ného obalu a proteiny,
které jsou regulatory transkripceii Rystaveni bakterie stresu #tomnosti Zldi byla
napiklad zjiS€na zvySend transkripce operognoESL. Ten je zodposdny za syntézu
proteinu GroEL, coZ je protein, ktery se objevujetpplotnich Socich (Gahan et al.,
2001). DalSim genem byl homolog ke geBeacillus anthracis calA, ktery koduje
membranovy enzym, ktery zpréstikovava polymeraci D-glutamové kyseliny a je tak
nezbytny pro tvorbu pouzdra itky (Makino et al., 1989). Ulohu v rezistenci ma gen
gadA, ktery je sodasti GAD systému (Cotter et al.,, 2000). Tento syst&aje roli

v boji s nizkym pH, které vznika intracelularni atsaci Zlkovych soli. ZurR je pak
proteinem, ktery je kodovany genermurR, a ktery hraje ulohu v rezistenci
k bakteriocirim (Dalet et al., 1999). GelytB hraje Glohu v biosyntéze isoprenbid
(Rohdich et al., 2002), které s¢adtni metabolismu peptidoglykanPorucha \ytB
vétSinou nEni syntézu bukené sény, coZ niize ovlivnit rezistenci ke Zti (Rohdich et
al., 2002). Je zajimave, Zé&t§ina z échto geti muZe byt nalezena uviiisamostatného
50kb regionu genomuisteria monocytogenes, ktery obsahuje taképuC ¢i bilE geny.
Tento region tudiZ fiZe gedstavovat shluk gén které jsou zapojeny do mechanism
rezistence proti podminkadm, se kterymi se bakwgikava v gastrointestindlnim traktu
(Gahan and Hill, 2004).

3.3.3. Protein BSH

Jednim z mechanigirezistence ke Zdi je schopnost bakterie transformovatcziué
kyseliny. Tato transformace the byt uskuténéna modifikaci steroidniho jadra
Zlucovych kyselin, ¢i hydrolyzou konjugovanych Zéevych soli. Tato reakce je
katalyzovana hydrolazou #avych soli (BSH — bile salt hydrolase)edpoklada se, Zze
BSH chrani komenzalni bakterigep toxicitou Zldovych soli a fispiva tak k peziti
bakterii a kolonizaci #tv (De Boever et al., 2000). BSH bakterigsteria
monocytogenes je virulertnim faktorem, ktery umdilije peZivani bakterie v lumen
streva a jater. Gen pro BSHbsh je regulovan aktivatorem transkribBefA. Aktivita
BSH vziista i nizké koncentraci kysliku, tedy uZ p#&jmuti kontaminované potravy.

Delece v gentbsh zpisobujein vitro snizenou rezistenci ke Ziu sniZzuje transport
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bakterie stvem po naigkovani pokusnych kraltka sniZuje virulenci a kolonizaci jater
po intravendznim naiovani mysi. To vSechno &ki o tom, Ze BSH je virulentnim

faktorem, ktery je zapojen do intestinélni a hepatifaze listeri6zy (Dussurget, et al.,
2002).

3.3.4. BIlE systém

V genomulListeria monocytogenes byl identifikovan operon s vyznamnou homologii
k osmoprote&nimu absorpnimu systému (Opu-osmoprotectant uptake systenm-gra
pozitivnich bakterii (Glaser et al., 2001). Lokesumisén ~2.4 kb srmrem odopuC,
nicmére produkty tohoto systému sedwa geny (Imol1421 a Imo 1422) nefunguiji jako
systém absorbujici osmolyty, ale spiSe jako systduotujici ZIw. Proto byl tento lokus
piejmenovan ndilE (bile exclusion). Bylo dokazano, Ze mutace v togeau vedlain
vitro, k redukci rezistence Kk lidské Ziu V porovnani s nekultivovanym druhem
vykazoval mutant mensi schopnost kolonizovat zaZitrakt mySi a napadat hlatjb
uloZené tkd& BIIE je tak mechanismem rezistence kecglktery je zapdebi pro

Uplny potencial virulence. (Sleator et al., 2005).

3.3.5. Kolonizace Zldniku

Listeria monocytogenes je z velkécasti intracelularnim patogenem. Bylo zji%b, Ze
tento patogen f¥e fist také extracelulagn vlumen Zlgniku. Vyznam tohoto
extracelularniho tustu, s ohledem na patogenezi, z&visédevSim na schopnosti
bakterie opustit tento organ, aby se pak dale mablsfit do ostatnich tkani
a prostedi. Listeria monocytogenes nebyla ve Zltniku asociovana ani s tkemi
Zluénikové sEny ani nebyla objevena uvhiburek (Hardy et al., 2005). Jejitfpomnost
mimo buiky nebyla @ekavana, nehb klicovou roli v patogenezi listeriGzy ma
intracelularni vyskyt. Rst Listeria monocytogenes ve Zlwniku miZze mit rekolik
podob. Ritomnost listerii miZe vyvolat pouze malé nebo Zadné&mg) ovSem bakterie
také mohou, zadglem rychlejSiho mnoZeni, modifikovat struktururtk&Hardy et al.,
2005). Zlknik maze, diky vytrvalosti bakterie vtomto presti, slouZit jako
nebezpeény rezervodrListeria monocytogenes vyuziva Zlknik také jako ochranuied

imunitni odpo¥di, neb@ v koncentrované Ztinejsou Zadne hiky.
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3.4. Osmotolerance

PouZivani soli pro sniZzeni vodni aktivity je jednoa metod ochrany
potravin v potravingském pamyslu. Kron& toho, lumen gastrointestinalniho traktu mé
vysokou koncentraci soli (0.3M NaCl) (Chowdhuryatt 1996). FitomnostListeria
monocytogenes ve slanych potravindchii prichod této bakterie tenkymiszem spousti
fadu proces diky kterym se vyp@d@dava sdmito negiznivymi podminkami.
Schopnost fezivani ve vysokych koncentracich soli tak?afe ochranu potravinipd

timto patogenem a napomaha rési v organizmu.

3.4.1. Akumulace osmolyi

VétSina bakterii se vygadava se zvysenou osmolaritou v pfedi akumulaci osmoligt
(Sleator and Hill, 2002). Osmolyty jsou malé vysocepustné molekuly, které nemaji
za fyziologického pH Zadny naboj. Mohou byt ibe nahromathy ve velkych
koncentracich, aniz byipobily negiznivé na nezbytné buiné procesy (Galinski and
Trdper, 1994). Zpgatku byly za osmolyty ziastréné v toleranci k solim povaZovany
pouze glycin betain, karnitin a prolin (nebo peyptidbsahujici prolin). Nicmé&nseznam
osmolyti, které kron¢ osmotolerance podporuji také toleranci k nizkyplad&m, se
rozStil o prolin betain, acetylkarnitiny-butyrobetain a 3-dimethylsulfoniopropionat
(Bayles and Wilkinson, 2000). Nejprostudowgiimi systémy vSak staleugtava
absorpce glycin betainu, karnitinu a prolinu. Cpipces akumulace osmalymé dva
stupré. Vtom prvnim, mé& prostudovaném, ktery i@dchazi samotné absorpci
osmolyt;, dochazi k poklesu hladiny *Kv buice. Tento proces je nésledovan
dramatickym nérstem koncentrace mnoha osm@lyt cytoplaznd (>1mol/kg vody
[Galinski and Truper, 1994]). Ty slouZi jakdiiné stabilizatory enzymovych funkci,
vyvazuji turgor a fedchéazeji ztratam vody z cytoplazmy (Sleator ant, 2D02).
Genetickou analyzou bylo zj&to, Ze membranové transportéry BetL (Sleator et al.
1999) a Gbu (Ko and Smith, 1999) jsou zodfné za transport glycin betainu. DalSi
transportni systém OpuC je také schopny transpatainu, ale jeho primarni funkci je
transport karnitinu (Fraser et al., 2000; Sleataale 2001a). U mutafitv genechbetL

a gbu byla vyznamg ovlivnéna schopnost akumulace glycin betainu a tito mutant
nebyli schopni snaSet takové koncentrace solijgjlah rodicovské kmeny, kter&mto
koncentracim odolavaly (Ko and Smith, 1999; Sleabrl, 1999). Podonmutant

s inaktivaciopuC byl defektni v transportu karnitinu aémnaruSeny ist ve vysoke
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osmolari¢ (Fraser et al.,2000; Sleator et al., 2001a). Meishaus transportu prolinu
zistava nejasny, ¢aoli byl identifikovan operonproBA, ktery koduje enzymy
katalyzujici dva prvni kroky biosyntézy prolinu. MN&eni tohoto operonu vyznamn
redukuje st €chto mutani ve vysokych koncentracich soli (Sleator et alQ1).
V osmotoleranci také pomahé absorpce kratkych epiidi. Uk4zalo se, Ze produkt
genu oppA funguje jako peptidovy transportni systém a jeoti@bi pro efektivni
systémovou infekci mySi (Borezee et al., 2000). jgakidkt, k akumulaci osmolyit
vyuZziva Listeria monocytogenes p&meé mnoho mechanisim VSechny vSak umakiji
zvlddnout osmoticky stres za podminek, Ze jsou dbggneolné k dispozici v prosedi,

ve kterém se bakterie momentihmléza.

3.4.2. Indukce proteini v disledku osmotického stresu

DalSim mechanismem tolerance ke slanym &tnesListeria monocytogenes je syntéza
proteinm. Duché et al., (2002) identifikovali 12 takovyctoteini a rozélili je do dvou
skupin: Ssp (Salt shock proteins) a Sap (StresBnaton proteins). Experimenty
Duché et al., (2002) odhalily, Ze jelListeria monocytogenes indukovano Sest protein
Ssp. Mezi &mito proteiny byly identifikovany dva vSeobecnéestvé proteiny DnaK
a Ctc. DnaK je protein objevujici se u 8akvysokych teplot. Roli Ctc v osmotoleranci
studoval Gardan et al. v roce 2002. Zjistili, zetgato protein zapojen do rezistence
k vysoké osmolaret pii absenci osmolyit v prostedi. Mutantctc rostl v kondicich
vysoké osmolarity (0.6M NaCl nebo xyl6zy) dvakranmleji, nez kmen LO28.iP
tomto ristu byla také poSkozena morfologie mutovaného kmBalterie ziskaly tvar
ohnutych a zakroucenyche¢gk. KdyZz byl do médiaijan glycin betain, nebo karnitin,
zaal mutant @ist a prospivat stejnjako nepozrénény rodicovsky kmen. DalSimi
proteiny byly alanin dehydrogenaza, u které sedpoklada, Ze neni zapojena do
Zadnych dalSich stresovych odpdv (Siranosian et al., 1993), protein CyskK, ktezy |
tteba pro biosyntézu cysteinu a poslednim identifikgyn proteinem byl
glyceraldehyd-3-fosfat-dehydrogenaza (Gap), ktezy enzymem glykolyzy. Z 20
objevenych proteiin Sap jich bylo identifikovdno pouze 7. Prvnim byua, ktery je
podjednotkou glycin betainového transportniho systé GbuABC. Druhym byl
elong&ni faktor EF-Tu. Stres vyvolany soli také navozsjntézu vySSich hladin
GuaB, Sap, CcpA, IIAB a dvou pyruvat-dehydrogengzbvpodjednotek. Je zajimave,
Ze mezi proteiny, které byly indukovany stresenslamého prosédi, sectyti proteiny

(DnakK, CysK,, CcpA a Gap) objevuji také u ostatnidetkterii g stresu vyvolaném
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nizkymi teplotami (Salotra et al., 1995). Tyto \gaky podporuji hypotézu podobnych
mechanism regulace v adaptacich na slana a studen&rpdbst

Faleiro et al, (2003) dok&azal, 7e ke kyselinAm pamleané kmeny Listeria
monocytogenes izolované ze syir vykazovali ve srovnani s neadaptovanymi kmeny
zvySené pezivani ve slaném stresu (20% NacCl). Adaptaceskkgm koncentracim
soli naopak vyustila vindukci ATR a tky byly schopné fezit i letélni kyselé
podminky. Je tedyiejmé, Ze hlavni nebezfieadaptace k solim spiwa v schopnosti

navozeni dalSich adaptaci a toleranci.

3.5. Rezistence k antibiotikm

Pokud bakterielisteria monocytogenes preZije vSechny néastrahy, které potkava p
cest travicim traktem, zme se mnozit a roz€ivat v organismu, coZ vede ke vzniku
nemoci, zvané listeri6za. Ta je potomidda antibiotiky. VSeobeénje Listeria

monocytogenes citliva na Siroké rozgi antibiotik, ovSem i u ni se vyvinula rezistence

k nékterym drulim Iéki.

3.5.1. Listeri6za a jeji projevy

Listeria monocytogenes infikuje ¢lovéka konzumaci kontaminované potraviny. Bakterie
doputuje aZ do &V, kde pekona intestinalni bariéru, a rad&e dale z mezenterickych
lymfatickych uzlin do sleziny a jater. Odtud se palZe roz§iit dale do mozkugi
placenty, coZz u osob s oslabenou imunitou vede keiku zartu mozkovych
blan, encefalitid, u €hotnych Zen k potram a u novorozerick celkové infekci. Pokud
neni nakaza patné regulovana imunitnim systémem.ibe Listeria monocytogenes
zpasobit i sepsi. Potraviny, které jsou vysoce kontamwané, mohou u zdravych
jedinal zpisobit gastroenteritidu (Aureli, et al 2000).

Prvni krok procesu infekce, tedy konzumace potrakiaré obsahuji bakteriiisteria
monocytogenes, obvykle vede ke vzniku gastroenteritid ($izpaky jakymi jsou:
nevolnost, vodnatyi krvavy prijem, abdominalni bolesti a hake). Tyto klinické
piiznaky jsou zfisobeny bd’ toxickym efektem bakterie naievni tkd&, nebo
praichodem a invazifps mukdzni bariéru. Tytafiznaky v zaZivani obvykle spontann
mizi (Khelef et al., 2006).
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V populacich, které jsou ohrozené listeri6zou, seky, povaZzované za celkovou
infekci, objevuji nejastji po inkubani dok, ktera niiZze byt velice dlouha (10-70 dni).
Naslednd septikémie thke byt zodpo¥dnd za hor&ky, podobné clipkovym,
doprovadzené bolestmi swial kloubi, hlavy a zad. Klinicky se také nemusibec
projevit. (Goulet and Marchetti, 1996).

Béhem thotenstvi, obzvla&tv tretim trimestru, kdy je imunosuprese nejintenzj$i
mohou byt BZn¢ neSkodné symptomy nachlazeriidBy jako listeri6za kidi zavaznosti
moznych porodnich a novorozeneckych komplikaci. ddpki listeriozy kEhem
t¢hotenstvi sp&ivd ve schopnostlListeria monocytogenes prekonat maternofetalni
bariéru, coz miZze vyustit v placentarni abscesy, chorioamnionit@ynakonec i
v infekce plodu. Tyto infekce jsou pak zodpdué za pedasné porodni bolesti, za
narozeni mrtvého dite, potraty a infekce novorozendkteré jsou spojeny s vysokou
mortalitou. Roz&enda infekce u plad je nazyvana granulomatosis infantiseptica a je
charakteristickd ftomnosti mikroabscésa granuloni v jatrech, sleziéh a kizi. S
nejvySsi koncentracListeria monocytogenes se setkavame ve fetrech a v plicich
a infekce se iive Sfit spiSe polknutim kontaminované amniové tekutingZ jako
dusledek cesty krvi iigs placentu (Lorber, 1997; Schlech, 2000). Ke kuomaci
novorozence five také dojit § porodu a infekce fi¥e vyustit v hnisavy z&n
spojivek, pupinkovitou vyraZzkwi meningitidu. Meningitida zfsobend Listeria
monocytogenes je jednou zeit nejbizngjSich meningitid u novorozengLorber et al
1997).

Kromé schopnosti fekonat intestinalni a maternofetalni bariéru, dekésteria
monocytogenes piekonat bariéru krev-mozek aude se tak dostat do CNS (centralni
nervovy systém). Bakterie ide zpisobit akutni meningitidyi infekci mozkového
parenchymu. Mezi vSemi bakteriemi, kter&igpbuji meningitidu, ma préwListeria
monocytogenes nejwtsi miru mortality (22%). Meningitida apobena touto bakterii se
objevuje v 11% vSech bakterialnich meningitid a acipni nad 50 let je po
Streptococcus pneumoniae  druhou  nejbzngjSi  bakterii, kter4 zjsobuje toto
onemocgni (Lecuit and Cossart, 2001). Meningitidesteria monocytogenes se lisi od
ostatnich bakterialnich meningitid. Objevuji seétalva rozdilné typy rozZ&ni bakterie
v mozkovém parenchymu. Prvnim je encefalitida ahfinu jsou intraparenchymalni
mozkové abscesy. Oba jsou spojeny s vysokou negicBlou nemocnosti a mirou
mortality. (Khelef et al., 2006).
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Byly zaznamenany také vzacné&igady infekci v dalSichéastech dla. Listeria
monocytogenes tak niZze zpmisobit zamt endokardu, spojivek, infekciuke, zawt
lymfatickych uzlin, za#t pokriSnice, Zlgniku. Déle byly nalezeny abscesy v jatrech,

slezirg, kloubech, perikardu, myokar@uv tepnach tepnéch.
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potrava
imunitni odpovéd' V
r
¢ I
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pyogranulomatozni hepatitida |
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/ translokace
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W J\ placentitida
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\\\\ \ !‘i el ini
NN\ R ’.I aastroenteritida
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="

Obr.&. 1. Schéma moznéhotihu listeriové infekce. fevzato z (Jarova and Skapové, 2007)

3.5.2. Rezistence k antibiotitm

Diky velkému rozpti druhi antibiotik nepedstavovaly infekce Zigobené bakteriemi,
které byli na léky rezistentni, az do 80. let 20leti Zadny lékésky problém. Nicméh
evoluce rezistentnich bakterii byla Zn& urychlena pedevSim diky nad#&mnému a
nékdy neopodstatmému gedepisovani antibiotik v klinickych prdstlich a také diky
jejich uzivani v zerdélstvi, kde slouzi jako urychlova ristu hospod&kych zvfat.
A jelikoz maji bakterie pozoruhodnou schopnost wgut si rezistenci ke vSem

antibiotikim, da se &ekavat, Ze si i druhyisteria, které jsou stale povaZzovany za
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druhy nachylné kisobeni antibiotik, vyvinou silnou multirezisten&Harpentier and
Courvalin, 1999).

Listeribza se & ampiciinem (Omnipen) nebo penicilinem G v kondin
s aminoglykosidy, fedevSim gentamicinem (Gellin and Broome, 1999).
Chemoterapeutikem druhé volby je pak sulfamethdxairnethoprim (Bactrim,
léceni se mzZe liSit. Téhotné Zeny jsou obvykledény dva tydny, novorozenci od dvou
do ftech tydri, dosgli s mirnymi giznaky od dvou dodétytr tydni, osoby

s meningitidouii tydny, osoby s abscesy na mozku Sestiyaldityti az Sest tyd se

|&Ci pacienti se zamem endokardu (www.healthatoz.chm

Prvni kmenListeria monocytogenes, ktery byl rezistentni k antibiotikn byl objeven
vroce 1988. Tento druh byl rezistentni k >pdOtetracyklinu na ml. Prvni
multirezistentni kmen byl objeven v témze roce x@nEii. Mnohonasobnd rezistence je
spojovana siftomnosti konjugativniho plasmidu, o kterém gedpoklada, Ze vznikl u
Enterococcus a Streptococus (Poyart-Salmeron,. 1990). Rezistence k tetracyhiin
vznikla ziskdnim gah pienesenych konjugativnim plasmidem nebo konjugativni
transpozonem, ktery také pochazelEmterococcus a Streptococus. Enterococcus

a Streptococus tak tvai rezervoar gel pro rezistenci k antibiotikm. Tetracyklin se
uziva v I&b¢ a jeho pouZiti jako dopku stravy u zwviat Zejmé¢ napomohlo rozgéni
rezistence k tomuto antibiotiku. Byl také objevendn Listeria monocytogenes, ktery

je rezistentni k trimethoprimu, coZ budi zvlaStozprnost, nebd pacienti, kt#& jsou
alergiti  k penicilinim se Iéi sulfamethoxazol-trimethoprimem. Také jiz byla
zaznamenana rezistence ke gentamicinu. RoESiEchto rezistenci by mohlo mit
zavazné terapeutické nasledky. Byla téZz zaznamem@natence k streptomycinu,
erytromycinu, kanamycinu, sulfamethoxazoldi, rifampinu. Tyto gipady jass
demonstruji, Zze jsou druhiisteria schopné fjimat geny antibiotické rezistence
z cizich zdroj.
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4. Statistickd hodnoceni vyskytu listeriézy ¥R

Statni instituce a zdravotnické organizace kaZtt@rgprezentuji vyroni zpravy o
alimentarnich onemoe¢nich za uplynuly rok. Jejich prostudovanim se dangroé
dolre odhadnout nebezgiejednotlivych nemoci. V této pracirgkladam statistické
Gdaje ze zprav Statniho zdravotnického Gstavu aiskdirstva zdravotnictviCeské
republiky. Zpravy pro rok 2007 nebylyipvypracovani mé prace k dispozici, a proto
zde prezentuji data z roku 2006. Nicragoraw rok 2006 byl rokem, kdy na uzemi
Ceské republiky po mnoha letechdpropukla epidemie listeriézy. Ta probihala na
pielomu roku 2006 a 2007.

V roce 2006 bylo hlaSeno 78 onem&ech listeribzou. \étSina vySetenych kmen
Listeria monocytogenes od nemocnych osob vykazovaldi paboratornim vySeeni

shodné genetické znaky jako listerie zachycené&ajéecim syru z obchodni sit

pokles vzestup

Listerioza

Wirowve sthevni infekos

Yesiniozy

E. Cali enteritida

Kampylobakterioza

shigeloza

Salmonelozy

Virova hepatitida A

Jiné bakterialni intoxikace
|

0 1 10

Obr.¢. 2. Porovnani hlasené nemocnosti alimentarniminaeeEnimi v rove 2006 s gmeérnym rokem
(obdobi 2001-2005)ievzato od SZU
(www.szu.cz/uploads/documents/chzp/souhrnna_zpawad7cz.pdf).
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Epidemie vyvrcholila v listopadu a v prosinci. 18mocnych v pibéhu roku zenelo,

z toho 2 novorozenci a 11 osob drpérnym wkem 71 let. Smrtnost v roce 2006 byla
16.3%, tj. polovini pii srovnani s lety 2002-2003, kdygsahla 30%. Novorozenecka
listerioza byla diagnostikovana v lilipadech (v lednu 2007 zj&ty 3 dalSi), u dvou
Zen doslo v dsledku infekce k fedcasnému ukateni g€hotenstvi

(www.mzcr.cz/file.aspx?id=233&name=predbezna zpriya

Obr.¢. 5.0kresy s vyskytem listeriéz¢R, leden 2006- leden 2007eRzato od MZR
(www. mzcr.cz/file.aspx?id=233&name=listerioza ptk)

Z hlediska roku 2006 Ize konstatovat, Ze postizégk prakticky cela polovina
republiky, konkrétd osoby ve 39 okresech ze vSech 14kradjemocnost na Morav
pievySila ve 4. c&turtleti nemocnost Cechédch dvoj aZ trojnasofan

(www.mzcr.cz/file.aspx?id=233&name=predbezna_zpriya
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Obr.&. 6. Listeridza, leden 2006 - leden 2007 giqxipad: podle kraj. Prevzato od MZR (www.
mzcr.cz/file.aspx?id=233&name-=listerioza_tk.pdf).

PritomnostListeria monocytogenes v potravinach jegtneznamendé bezprostini akutni
nebezp&. Onemoctini vznikaji aZz p velkém vyskytu bakterie a toigdevSim u
ohroZzenych osob. Naiglomu roku 2006 a 2007 vznikla diky epidemii lighey
medialni panika, ki které se timto onemoénim citila byt ohroZena velkéast
populace. Ukolem odbornika novin&i by v @chto gipadech milo byt wcné

informovani o moznych nebezpeh a zvySovaniiwéry v prisné veterinarni kontroly.

5. Zawr

Nebezpénost Listeria monocytogenes je neoddiskutovatelna. dRazem je pedevsim
mira mortality, ktera se pohybuje mezi 20-40%. pohledu na tat@isla si je teba
uveédomit, Ze vyskyt listeridzy je velmi nizky (2 -15ipadi na milion) a Ze touto
nemoci jsou ohroZenyiedevsim lidé s oslabenou imunitou (starSi lidés KJAIDS,

rakovinou, novorozenci) (www.mzcr.cz). Wchto osob je snizend schopnost T-
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lymfocytd zprostedkovavat zabijeni bakterii pomoci neutfofdh makrofa§. Pro
tehotné Zeny je nebezfen predevsim schopnost bakterie prochazespnaternofetalni
bariéru. Zdravi lidé vSak nemusi mitListeria monocytogenes Z&dné obavy.
Konzumace kontaminovanych potraviétdinou koii pouze travicimi problémy.
Epidemie listeriozy réla také ekonomicky dopad. Z finawich vysledku vyplynulo, Ze
obava z pitomnosti Listeria monocytogenes v potravinach snizila zisky vyrobc
potravin na pelomu roku 2006 a 2007 aZ étipu. Nastal i mezindrodni konflikt mezi
slovenskymi odérateli syi a firmou Madeta a.s. Slovenska strana tvrdilaji Zeyly

z této firmy distribuovany kontaminované syry Nivgontroly pred exportem vSak
Zadné pekrateni limitd neobjevily. | kuli vyvarovani se podobnymudledkim je
dulezité porozumdt schopnostem adaptaceisteria monocytogenes k negiznivym
podminkdm, kterym je vystavované pyrob¢ potravin. Je nefjemnym zjiSénim, Ze
je ve vyrobnach potravin neumyslmavozovana adaptivni odpsak ke streém, které
by neadaptovana bakterie iefila. Bylo napiklad dok&dzano, Zze GAD systém zvySuje
schopnost fezivani v kyselych potravinach. Pokud seichto potravinach nachazi
glutamat, je schopnost tolerance nizkych pHgjestySena a je pra¥godobrjsi, Zze
bakterie peZzije transport Zaludkem. Je tedy nutné inhibogaty glutamatu do Hhiky,
nebo sniZit na minimum obsah glutamétu v potraindeko preventivni kontrola nad
rastem mikroorganisiin  se pouZiva ndiklad nisin. http://eur-

lex.europa.eu/LexUriServ/site/cs/com/2007/com20d188s01.pdf  VhodrgjSi  je

kombinace nisinu s dalSinginidly, nagiklad s oxidem uhtitym (Claveland et al.,
2001), s thymolem (Ettayebi, et al., 2000),s teplem (Modi et al., 2000). &dci se
shazi snizit mnoZstvi nisinutipzpracovavani potravin, netokvili nadnmérnému
pouzivani by se mohla vyvinout rezistence proti uton bakteriocinu. DalSimi
mechanismy na poli ochrany potravin by mohlo bytebapotravin do félii, které jsou
napustny latkami, které zabijejListeria monocytogenes, a v USA se jiZ pouziva
postik s bakteriofagy proti této bakterii. Zakladnim atenim v potravingkych
provozech je vSak dostétg prevence. Tedy dodrZzovani hygieny v mistech bgjro
bezpé&né manipulace s potravinami a zal#rdirkiizové kontaminaci.

Které podminky jsou tedy pro bakterii nejmépiiznivé? Na tuto otdzku se neda
s presnosti odpasdét, neba’ klicovou roli v toleranci nefiznivych podminek hraje
piredevsim pedchozi adaptace. Velmi Spatrbakterie snaSi organické kyseliny
a kyseliny anorganické, ke kterym nebyly adaptovddgopak pi nizkych teplotach

prospiva bakterie velmi ded. Je pozitivni zpravou, Ze rezistence k antibiotikneni
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¢asta a Sance na vykni je tak velmi vysoka. DalSi studium mecharisiwlerance a
predevsim gein které jsou do ni zapojeny, by mohlo pomoci naééektivrejSi metody

ochrany potravin a dalSid&a pro gipad vzniku multirezistenci proti antibiotiin.
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