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ABSTRAKT

Tématem bakalaiské prace je charakteristika bakterie Listeria monocytogenes a jeji vyznam

V potravinarstvi.

Prvni ¢ast pojednava o baterii samotné a nemoci, kterou tato bakterie zptisobuje. Dale jsou

popsané metody prukazu Listeria monocytogenes a jeji vyskyt v potravinach.

Prace také diskutuje kontrolu mikrobiologickych pozadavka na potraviny a vysledky zjis-
t&né pii analyzach Statni zemd&délské a potravinaiské inspekce CR v roce 2006. Zavérem
je uveden piehled ptislusné legislativy a statistiky vyskytu kontaminaci a onemocnéni zpi-

sobenych bakterii L. monocytogenes v Ceské republice.

Kli¢ova slova: Listeria, metody, potraviny, vyskyt

ABSTRACT

The bachelor thesis is aimed at Listeria monocytogenes bacterium characteristics and its
occurence in food. First of all the bacterium itself was specified as well diseases caused by
this bacterium. Then the methods of its determination and its occurence are described.
After that the control of microbiological requirements is presented and the results based on
the State Agriculture and Food Inspection Authority of the Czech Republic analysis are
given. Finally there is the description of the legislation applied and diseases cause by the

above mentioned bacterium in the Czech Republic.

Kli¢ova slova: Listeria, methods, food, occurence
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UVOD

Listeria monocytogenes je patogennim mikroorganismem vyskytujicim se v potravinach.
Nejcast¢jsi kontaminaci jsou masné a mlééné vyrobky. Onemocnéni, které zptisobuje, jsou
tzv. listeridzy. Jsou to velmi zdvazna onemocnéni a postihuji rizné skupiny populace: staré
lidi, déti a té¢hotné Zeny.

Listeria monocytogenes je jako piivodce alimentarnich onemocnéni znama teprve od roku
1980. Odhaduje se, Ze je pricinou ptiblizné 0,5-1% vSech hromadnych alimentarnich one-
mocnéni. Mezi témito nemocemi ma vSak zcela nesporné prvenstvi v procentu mortality,

které dosahuje az 33% z celkového poétu onemocnéni.[1]

Alimentarni listeriéze podlehne vice pacientli nezZ salmoneldze. Zajem o listerie a zejména
0 jejich rychlou detekci v poslednich letech velmi vzrostl. PFic¢inou jsou epidemie, které se

objevuji od osmdesatych let stale astéji. [2]
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l. TEORETICKA CAST
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1 CHARAKTERISTIKALISTERIAMONOCYTOGENES

Rod Listeria zahrnuje v sou¢asné dob¢ 6 ruznych druhti — L. monocytogenes, L. ivanovii, L.
innocua, L. welshimeri, L. seeligeri, L. grayi. Listeria monocytogenes je podminénym pa-
togenem lidi a zvifat, L. ivanovii vyvolava onemocnéni u ovci a skotu a jen vyjimeéné u

lidi. Ostatni druhy jsou povazovany za nepatogenni.

Listerie jsou grampozitivni bakterie, které jsou tzce piibuzné s rody Bacillus, Clostridium,
Enterococcus, Streptococcus a Staphylococcus. Bunky maji tvar kratkych az kokoidnich
ty¢inek o velikosti 0,4 — 1,5 um. Listerie nejsou acidorezistentni a nevytvareji pouzdra ani

spory. Jsou aerobni nebo fakultativné anaerobni [3].

Bakterie rodu Listeria produkuji enzym katalasu, netvofi oxidasu ani ureasu, hydrolyzuji

eskulin a hippurat sodny, ale mocovinu, kasein ¢i zelatinu nehydrolyzuji.

Obr. 1 Bakterie Listeria monocytogenes [12]
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Listerie jsou aktivné sacharolytické mikroorganismy a pro jejich rist je esencialni D-
glukosa. Na zakladé schopnosti fermentovat rtizné sacharidy (D-xylosa, L-rhamnosa, o-
methyl-D-mannnosid a D-mannitol, D-arabitol, methyl-D-glukosid, ribosa, glukosa-1-
fosfat, D-tagatosa) jsou rozlisovany jednotlivé druhy listerii. Dalsi vyznamnou vlastnosti
nékterych listerii, jez ptispiva k potvrzeni druhu, je jejich hemolyticka aktivita. L. monocy-
togenes tvoii, podobné jako L. seeligeri,diskrétni zonu hemolyzy. Vyraznou zonu tvoii
pouze L. ivanovii, zbylé druhy listerii hemolytickou aktivitu nemaji. Kultivaéné nejsou
listerie naro¢né a jsou znaéné rezistentni ke zménam vnéjsiho prostiedi. Rostou dobfe na
béznych kultivacénich ptidach (zivny agar, krevni agar) a v Sirokém teplotnim rozmezi (1 az
45°C). Optimalni teplota rlstu se pohybuje okolo 37°C. Teplota velmi ovliviluje patogenni
vlastnosti bakterie. Vétsina kment se pomnozuje v rozmezi pH 5,6 — 9,6, pficemz optimal-
ni pH pro rist je 7,0 az 7,5. Listerie se dobie mnozi i pfi vysokych koncentracich soli (10%
NaCl), jsou schopné piezit i v 25% NaCl, 20 dni v suchém prostiedi a v 6 dni v destilované
vodé [3].

Bunécéna sténa a cytoplazmatickda membrana Listeria monocytogenes obsahuji, kromé riz-
nych latek lipidového charakteru, fadu proteinti, které ji umoziuji proniknout do bun¢k
hostitelského organismu, ptezit v nich a dale se Sifit. Takové proteiny, které jsou na preZziti
a roz§ifovani bakterie v hostitelském organismu nepostradatelné, oznacujeme jako Vi-

rulentni [3].
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2 LISTERIOZA

Listerioza je infekéni onemocnéni zvifat a lidi, které mize probihat pod rozmanitym kli-
nickym obrazem. Jeji historie zac¢ina v roce 1926, kdy v Cambridge Murray, Webb a
Swann podrobné popsali vyvolavatele epizoocie u kralikii a morcat v pokusnych stéjich.
Septické onemocnéni téchto zvifat bylo pravidelné provézano vyraznou monocytdézou
v periferni krvi, proto nazvali izolovanou grampozitivni ty¢inku Bacterium monocytoge-
nes. O rok pozdéji Pirie izoloval analogického mikroba z letdlniho onemocnéni pise¢nych
krys v jizni Africe, kterého na pocest lorda Listeria nazval Listerella hepatolytica. V roce
1940 bylo zjisténo, ze oba kmeny bakterii jsou identické a bylo dohodnuto pouzivat pro

tento novy druh dodnes platny nazev Listeria monocytogenes.

Jiz na zacatku tohoto stoleti byla popsana lidska onemocnénti, jejichz klinicka symptomato-
logie nebo patologicko-anatomické projevy odpovidajici obrazu listeriové infekce. Prvni
bakteriologicky ovéfené lidské infekce vyvolané druhem Listeria monocytogenes popsal az
v roce 1929 Nyfeldt u pacientl s anginou, uzlinovym syndromem a vyraznou mononukleod-
zou, u kterych izoloval listerie z krve (hemokultury). U pacientli s meningealnimi pficina-
mi byl mikrob pfitomen i v likvoru. U nas poprvé popsali podobnd onemocnéni Malek a

Sonkova v roce 1944,

v Vv

letech tohoto stoleti. V Evropé doSlo k hromadnému vyskytu adnatnich listerioz a spora-
dickému vyskytu jinych klinickych forem onemocnéni dospélych osob az v padesatych
letech, prakticky sou¢asné v Némecku (1951) a v Ceskoslovensku (1953). V té dobé byla
Vv kraji Praha adnatni listeriéza pti¢inou tmrti u 2,8 % zivé narozenych déti. Od této doby
mnoZzi zpravy o vyskytu €asto fatdlnich listeriovych infekci u lidi 1 zvifat nejen v Evropé a

severni Americe, ale prakticky v celém svéte.

Listeriéza byla dlouho povaZovana za antropozoondzu. Tento nazor byl podloZen Sirokym
okruhem zvifecich hostitelt Listeria monocytogenes Vv piirodé a popisy profesionalnich

infekci u veterinaiu a oSetfovatelu zvirat.

V soucasné dob¢ je prokazano, ze Listeria monocytogenes i jiné druhy listerii jsou ubikvi-
terni. Jsou rozsifené nejen u zvifat, ale i ve volné piirod¢, na rostlinach nebo v produktech,
které jsou z nich vyrabény (silaz). Listerie jako podminéné patogenni mikrobi mohou a

také piechodné osidluji sliznice svych hostiteld (lidi i zvitat), pfedevs§im v zazivacim trak-
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tu. Ten je 1 hlavni branou vstupu infekce u dospé€lych osob. Podle zjisténi pracovni skupiny
Svétové zdravotnické organizace kontaminuji listerie fadu potravin. U epidemického vy-
skytu listeriozy v poslednim desetileti byly potraviny, kontaminované druhem Listeria mo-

nocytogenes, prokazany jako zdroj infekce [2].

Vsechny druhy listerii, véetné L. monocytogenes, jsou V piirodé hojné rozsiteny. Mohou se
vyskytovat ve vod¢, v ptid¢€, na rostlinach, ale také ve stievnim traktu volné Zijicich zvifat.
V souvislosti s pouzivanim nekvalitnich krmiv, obsahujicich velké mnozstvi listerii, 1ze
pozorovat vyskyt L. monocytogenes i u hospodatskych zvifat. Onemocnéni byvaji zpravi-
dla bezpiiznakova, a tedy nelécend. To v koneéném dusledku mize vést az ke kontaminaci
masa pii porazce zvitrete. Primarné kontaminované mize byt rovnéz mléko a syrova zele-
nina (hnojena fekaliemi infikovanych zvitat). Potravinarské suroviny obsahujici listerie
mohou mit za nasledek zne€isténi prostiedi potravinaiskych zavoda v prub&éhu zpracovatel-

ského procesu, coz miize zpusobit sekundarni kontaminaci potravin.

Hlavnim zplisobem pienosu na clovéka je konzumace kontaminovanych potravin. Mezi
potraviny s nejvys$im rizikem patii maso a tepelné neopracované masné vyrobky, syrové
mléko a mlé¢né vyrobky (mékké a plisniové syry), zelenina. K dalsi kontaminaci a pomno-
zeni listerii maze dojit v prabéhu ptipravy pokrmii a uchovavani hotovych jidel pti pokojo-
vé teploté. Velmi nebezpecna je neonatalni infekce, kde je zdrojem nakazy matefsky orga-
nismus (listerie pronikaji placentou a infikuji plodovou vodu). V nemocnicich hrozi nozo-
komialni infekce. Pfi hospitalizaci nemocnych pacientl je tfeba dbat na protiepidemicka

opatieni. Je zaznamenano nékolik pfipadl profesionalniho onemocnéni u veterinari, osSet-
fovatell a feznikd, ktefi byli v pfimém styku s nakazenymi zvitaty [2].

Listerie jsou pfirozenou soucasti pidy a vyskytujici se bézné kolem nas. Zdravy jedinec
S témito bakteriemi v bézném prostiedi nema zadné problémy a nepiedstavuje pro n¢j zad-

né zdravotni riziko. Oslabeny jedinec si s touto bakterii moc neporadi a onemocni.
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Listerigza, ER, 1965-2006, potet hlaZenych onemocnéni
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Obr. 2. Piehled listeriozy od roku 1965-2006 [18]

2.1 Patogenita

Povrchové struktury listerii jsou bohaté na volné i vazané lipidy. Peptidoglykan obsahuje
rezidua glukosaminu s volnymi skupinami aminokyselin, ktery zvySuje rezistenci stény
listerii nad Gc¢inek lysozymu a tim 1 jejich pteziti v makrofagu. Soucasti plasmatické mem-
brany je MPA (monocytosis producing agent), které¢ pod vlivem endogenniho faktoru zvy-
Suje pocet makrofagli v dfeni, krvi a slezing, ale imunitni odpovéd’ neovliviiuje. Vodny
extrakt teplem usmrcenych bakterii mé imunosupresivni u¢inek. Biologické uc¢inky faktoru,
ptitomného ve stén¢ listerii jsou obdobné t¢inktm lipopolysacharidi gramnegativnich mi-
krobu. Je cytopatogenni pro lidské embryonalni fibroblasty a kufeci embrya, ma imunomo-
dulac¢ni ucinky.

Virulence listerii je vdzana na produkci hemolyzinti. Pouze hemolytické kmeny L. monocy-

togenes a L. ivanovii jsou schopny vyvolat onemocnéni. Listeriolysin O je ptibuzny strepto-
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lysinu O. Je termolabilni, aktivuje se redukujicimi ¢inidly. Je leukocidni. U fagocytovanych
listerii se uvoliiuje Zelezo z feritinu a tim urychluje mnozeni bakterii v bunice. Sfingomye-
lindza C L.ivanovii, ktera je pouzivana v identifikacnich testech, nema zadnou biologickou
aktivitu v experimentu na zvifeti. Kromé hemolyzint produkuji listerie i lipazu. L. monocy-

togenes pak i faktor poskozujici krevni desticky [2].

2.2 Patogeneze a imunita

Vlastni rozvoj klinicky manifestniho onemocnéni probihd ve dvou na sebe navazujicich
fazich. V prvni dochazi k priniku listerii do bunék hostitele, kde se mnozi, v druhé, po
predchozi bakteriemii jsou postizeny cilové organy, predevSim centralni nervovy systém a
placenta.

wev

L. monocytogenes a L. ivanovii je fakultativni nitrobunéény parazit. Nejcastéjsi branou
vstupu je sliznice zazivaciho traktu, ale i spojivka, respiracni nebo urogenitélni trakt. U

profesionalnich onemocnéni veterinaie, feznikti apod. pak porusena kuze.

V zaZivacim traktu pronikaji listerie endocytdzou do epitelidlnich bunék tenkého stieva
nebo jsou absorbovany M buiikami v Peyerskych platech. Jsou rychle fagocytovany makro-
fagy. Dalsi rozvoj infekce je ur€ovan schopnosti listerii mnozit se v makrofagu. Listerioly-
sin O zpusobi disrupci fagolysozoému, uvolnéné bakterie se mnozi v cytoplazmé a $iti se

Z bunky na buniku. Z pocatku je infekt kontrolovan rezidentnimi makrofagy a monocyty,
které pronikaji k loZisku z krve. Listeriovy MPA neptimo zvySuje tvorbu novych monocyti
v dfeni a jejich pfiliv do loZiska. Imunita je zprostiedkovana predevsim T buiikami, které
aktivuji makrofagy. Pokud pomér monocyt/parazit ziistane ptiznivy do doby néstupu bu-
nécné imunity, infekeni lozisko se ohrani¢i. V opa¢ném piipad¢ se infikované bunky roz-
padaji, listerie pronikaji do subepitelidlnich tkéni a do krevniho fecisté a infekce se genera-
lizuje. Soub&zné s rozvojem pozdni piecitlivélosti se tvofi v postizenych organech speci-

fické granulomy (listeriony), makroskopicky viditelné jako drobné bélavé uzliky.

Neni-li mnozstvi infikujicich zadrodki velké, rozviji se onemocnéni jen u osob se sniZzenou

rezistenci (napf. nadorové onemocnéni) nebo s fyziologickou zatézi (t€hotenstvi). U vroze-
né listeridzy, kterd tvori zvlastni klinickou jednotku, je zdrojem infekce plodu subklinické

onemocnéni téhotné zeny. Listerie pronikaji placentou a infikuji plodovou vodu. Po jeji

deglutici nebo eventueln¢ aspiraci dojde ke generalizovanému onemocnéni plodu. U ne-
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mocnych 1é¢enych imunosupresivy a kortikoidy (transplantace, nddorové onemocnéni)

stoupa pocet onemocnéni z endogennich zdroji (piitomnost listerii v zazivacim traktu) [2].

2.3 Onemocnéni a epidemiologie

Lidska onemocnéni s vyjimkou listeridzy v téhotenstvi nemayji typické klinické projevy.
Vysokou smrtnost mivaji generalizované formy listeriozy-meningoencephalitis, septikémie
a infekce novorozencu. Méné Casté formy — keratokonjunktivitid, endophthalmitis, lym-
phadenitis, endometritis apod. — maji pti v€asné 1é€bé dobrou prognézu. Lokalizované in-
fekce (absces, panaritium) nebo i kozni listeridza se mohou vyhojit i spontdnné. Spontanni

vyhojeni byva pravidlem i subklinické infekce zeny po porodu infikovaného plodu.

V ptirodé€ jsou velmi rozsifeny vSechny druhy listerii véetné L. monocytogenes. Listeriové
infekce byly prokazany u savci, ptakt i plazi. Néktera zvitata jsou k infekci vnimave;si
(koza, ovce, hovézi dobytek) nez ostatni druhy. U pfezvykavcel je listeridza znama jako
nemoc ze silaze. Pocet zvitecich listeriovych exkretorti i mnozstvi vylu¢ovanych bakterii je
Vv piimé souvislosti s vyskytem listerii v krmivech. V potravinovém fetézci tak dochazi ke
kontaminaci potravin jiz v prub&hu primarni produkce. Fekalni vylu€ovani je pficinou
sekundarniho znecisténi zeleniny, mléka a mlécnych vyrobkd, ve kterych jsou listerie pfi
spravn¢ provadéné pasterizaci niceny. Pfenos infekce potravinami miize byt pozitivné
ovlivnén postupy, pouzivanymi pii vyrob€ nebo uchovavani potravin (tolerance listerii

k vysokému obsahu soli, nizké tenzi kysliku, zvySenému mnozstvi oxidu uhli¢itého, rist i
pti 4°C).

U perinatalnich infekci je zdrojem infekce matefsky organismus. Kontakt oSetiujiciho per-
sondlu s infikovanymi organy nebo tekutinami (plodové voda, krev, o€istky aj.) mize zpQ-
sobit pfechodné nosi¢stvi v oblasti tonsil nebo stfevniho traktu, ptipadné vést dokonce ke
klinicky manifestniho onemocnéni. U hospitalizovanych pacienti je proto nutné dbat na

vSechna protiepidemicka opatieni, aby bylo zabranéno vzniku nozokomialni nakazy.

Profesionalni onemocnéni, ktera vznikaji po ptimém kontaktu s infikovanym zvifetem,
jeho exkrety nebo po inhalaci prachu ze zamotenych staji, nejsou prili§ ¢astd. V soucasné
dobé¢ jsou experimentalné provérovany moznosti aktivni imunizace domadcich zvirat

v chovech [2].
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3 METODY PRUKAZU LISTERIA MONOCYTOGENES

3.1 Kultivace

Kultiva¢ni naroc¢nost listerii neni velka. Rostou dobfe na béznych kultivacnich ptadach
(zivny agar, krevni agar) v neobycejné Sirokém teplotnim rozmezi (4 az 39°C). Kultury
vyrustajici v suboptimalnim teplotach rostou pomaleji, imérné s prodluzovanim generacni
doby mikroba. Listerie jsou zna¢né rezistentni ke zménam zevniho prostiedi, dobfe se po-
mnozuji i pfi vysokych koncentracich soli (10% NaCl). Tato nendro¢nost a rezistentni

umozinuje listeriim dlouhodobé pteziti i mimo hostitelsky organismus.

L. monocytogenes, L. ivanovii a L. seeligeri produkuji do prostedi solubilni hemolyziny.
Jejich pfitomnost je jednim z rozliSovacich znaku listerii. Kolonie L. ivanovii na krevnim
agaru jsou napadné sirokou zonou beta hemolyzy, pro kterou mohou byt zaménény s kolo-
niemi beta hemolytickych streptokokti. Na periferii je beta hemolyza ohrani¢ena zénou

neuplné hemolyzy, podminéné produkci sfingomyelinazy C [2].

3.2 Metoda prikazu Listeria monocytogenes

3.2.1 Podstata zkouSky
Prukaz bakterii rodu Listeria vyzaduje ¢tyfi po sobé nasledujici kroky:

1) Primarni pomnoZeni v polovi¢nim bujonu podle Frasera. Inkubuje se pii 30 °C 24
hodin [4]. Toto primarni pomnoZzeni ¢astecné¢ inhibuje rist doprovodné mikroflory

a souCasné umoziuje resuscitaci poskozenych bunék listerii [6].
2) Sekundarni pomnozeni v bujonu podle Frasera. Inkubuje se pii 37 °C 48 hodin.

3) Naockovani na pevné pudy a zjistovani piitomnosti suspektnich kolonii. Kazda
z kultury se naockuje na dvé tuhé selektivni pidy, a to na agar ALOA (podle Otta-
vianiho a Agostiho) a na volitelny agar (napt. Rapid L. mono agar). Nasleduje in-
kubace tuhych pud pii 37 °C 24 hodin, a je-li tfeba jesté dalSich 24 hodin [4].

4) Potvrzeni: subkultivace charakteristickych kolonii na neselektivnim agarovém mé-
diu a potvrzeni identity vhodnymi morfologickymi, fyziologickymi a biochemic-
kymi testy [6].
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Za L. monocytogenes jsou povazovany bakterie, které vytvareji na tuhych selektivnich pa-
dach charakteristické kolonie a vykazuji typické morfologické, biochemické a fyziologické
vlastnosti. Priikazem L. monocyogenes je urceni piitomnosti nebo nepfitomnosti tohoto

mikroorganismu v konkrétni hmotnosti (objemu) vyrobku.

Bakterie rodu Listeria mohou byt v potravinach pfitomny v nizkych poétech a jsou prova-
zeny pridatnou mikroflorou, proto se provadi selektivni pomnoZzeni. Subletalné poskozené

bunky umozni zachytit tekuta selektivni ptida pro primarni pomnozeni [4].

3.3 Chromogenni média

3.3.1 Rapid L 'mono test (Sanofi Pasteur)

Princip detekce ne médiu Rapid L'mono je zaloZeny na specifickém priukazu aktivity en-
zymu fosfolipasy projevujici se modrym zbarvenim kolonii a na schopnosti vyuzivat xylo-
su, coZ se pozna tak, Ze se okolo bakteridlnich kolonii vytvofi patrna zluta zona. SloZeni
selektivniho média inhibuje rist vétsiny interferujici mikroflory (G+, G- bakterie, kvasinky
i plisn¢) L. monocytogenes vykazuje fosfolipasovou aktivitu a neni schopna vyuzivat xylo-
su, jeji kolonie maji Cist¢ modrou barvou bez doprovodné "halo" zony. Diky fosfolipasové
aktivité a schopnosti vyuzivat xylosu tvofi bunky L. ivanovii modrozelené kolonie se zlu-

tou "halo" zoénou. Kolonie jinych druht rodu Listeria maji barvu bilou [1].

3.3.2 ALOA a COMPASS L. mono Agar (Merck)

ALOA a COMPASS L. mono Agar jsou diagnosticka chromogenni média pro izolaci Lis-
teria spp. a identifikaci Listeria monocytogenes. Jsou zalozeny na prikkazu B-glukosidasy,
obsazené v burnikach vSech druhti rodu Listeria a zpisobuji modré az modrozelené zabar-
veni kolonii. Listeria monocyteneges a Listeria ivanovii navic tvoti piisobenim fosfolipasy
C specifické pro fosfatidylinositol kolem kolonii zlutou "halo" zénu. Soucasti obou agart
je inhibi¢ni systém, ktery znemoznuje v prvnich 24 hodinach inkubace rist jinych bakterii
(napt. Bacillus) a specificky i L. ivanovii. Po 24 h kultivaci pti 37 °C jsou typické kolonie
urceny jako Listeria monocytogenes. Pii jejich absenci kultivace pii 37 °C pokracuje dal-
Sich 12-24 h, kdy tvoii typické kolonie také L. ivanovii. Pfi objeveni téchto kolonii je pro
rozliSeni obou druhti nutno pouzit L. Mono Disk Test. V ném se L. ivanovii, na rozdil od L.

monocytogenes, projevi Zlutym zabarvenim [1].
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Obr. 3. COMPASS® Listeria Agar [23]

3.3.3 ALOA (zivna puda pro selektivni izolaci Listeria monocytogenes)

Zivna ptda ALOA je uréena pro izolaci L. monocytogenes v potravinach. UmozZiiuje také
izolaci a odecitani L. monocytogenes a L. spp v potravindch a vSech dal$ich typech vzorkd.
Na této pid¢ se tvori listerie pravidelné kulaté kolonie, modré az modrozelené (detekce
beta-glukosidazy diky specifickému chromogennimu substratu). Kolonie Listeria monocy-
togenes jsou obklopeny opaktni kruhovou zénou, ktera umoznuje jejich snadné odliseni od
ostatnich druht listerii. Kruhova zéna vznika aktivitou fosfolipazy podilejici se na infekc-
nim procesu této bakterie. Selektivity je dosazeno kombinovanym ucinkem chloridu li-

thného, antibiotik a antifungicidnich latek [15].

U pfterostlych misek je mozné zjednodusit odecitani porovnanim opaktniho vzhledu agaru
ve stiedu misky a na okraji nebo porovnanim s nenaockovanou miskou ALOA. Pfitomnost
kolonii L. monocytogenes, 1 pocetnych, se projevuje intenzivni opacitou na agaru, coZ
umoznuje jednoduché odliseni misek bez L. monocytogenes. V ptipad¢ pochyb opakujte

izolaci na dalsim agaru ALOA [15].

Po 24 hodinach inkubace se u n¢kterych kmenti L. ivanovii mize objevit velmi uzka a ne-
vyrazna haloa zona. Po 48 hodinach inkubace mutize L. ivanovii vypadat stejné jako Listeria
monocytogenes. V obou piipadech je mozné tyto dva druhy rozlisit provedenim konfirmac-
nich test. Misky s pidou ALOA mohou byt po inkubaci umistény do chladici skiin€. Kru-

hova zéna ani barva kolonii se pti nizkych teplotach dale nevyviji [15].
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3.4 Rychlé testy

3.4.1 Imunochromatograficka detekce Listerii

Imunochromatografické testy se staly fenoménem posledni doby pro detekci rozlicnych
analytii 1 kdyz pro detekci bakterii je vyvoj téchto metod stale jesté v pocatcich. Tyto meto-
dy jsou velmi rychlé, jednoduché a nenaro¢né na pfistrojové vybaveni, coz umoziuje jejich

realizaci v provoznich podminkach. Nevyzaduji téméf zadné pracovni zkusenosti.

Imunochromatograficky test se sklada z nitroceluldzové membrany, na které je imobilizo-
van jeden z imunoreaktant (protilatka) a vytvaii tak testovaci zonu. Podobné jako u vétsi-
ny imunoanalyz pro detekci bakterii je vyuzivan piimy nekompetitivni format. Test se
sklada ze tii riznych podlozek: 1) podlozka, na kterou je aplikovan vzorek, 2) podlozka s
konjugatem barevné ¢astice s navazanym imunoreaktantem a 3) absorp¢ni podlozka, ktera
napomahd vzlindni vzorku. VSechny soucasti testu jsou uzavieny do plastového pouzdra.
Hodnoceni je provadéno vizualné pomoci barevnych Castic navdzanych na jeden z imuno-

reaktantll, nejCastéji se pouziva zlato a uhlik.

Testovany vzorek je nanesen na pocatek membrany a zac¢ina postupovat testem. Nejprve se
dostava do kontaktu s barevnym konjugatem s navazanou protilatkou, rozpusti jej a spo-
le¢né s nim vzlind membranou. Pokud je ve vzorku pfitomen antigen, specificky interaguje
s témito protilatkami a vytvaii se imunokomplex, ktery migruje porézni vrstvou nitrocelu-
16zové membrany. Pomoci kapilarnich sil vzlind az k testovaci zoné. Zde interaguje se spe-
cifickymi protilatkami imobilizovanymi na membrané, coz se projevi vznikem barevné
linky v testovaci oblasti. Na membrang je také ptfitomna tzv. kontrolni zona, ktera slouzi ke
kontrole funk¢nosti testu. Je na ni imobilizovana protilatka pfipravend proti imunoreaktan-
tu konjugovaném k barevné Castici. Pfebytek konjugatu vzlina az k této z6né a vaze se na

ni. Vytvotena linka potvrdi spravné provedeni testu.

Na trh jiz bylo uvedeno nékolik imunochromatografickych metod k detekci rodu Listerie:
Listeria Rapid Test, Singlepath Listeria (Merck) [7].
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3.4.2 Singlepath L"mono (Merck)

Singlepath L'mono je imunochromatograficky rychly test, zaloZzeny na protilatkach, znace-
nych zlatem. Testovaci kazeta ma kruhovy otvor pro vzorek a ovalné okno pro test (T) a

kontrolu (C).
e Vzorek je nanesen kruhovym otvorem na chromatograficky papir.

e Vzorek je absorbovan papirovou vycpavkou do reakéni zony, ve které je v koloid-
nim stavu zlatem znacené protilatky, specifické proti antigenu Listeria monocyto-

genes.

e Kazdy antigen Listeria monocytogenes vytvaii se zlatem znacenou protilatkou
komplex a migruje portem tak dlouho, dokud se nesetka s vazebnou zonou v testo-

vacim poli (T).

e Vazebna testovaci zona (T) obsahuje dalsi protilatku proti Listerii monocytogenes,
kterd imobilizuje ptfitomny komplex. V disledku znaceni zlatem dojde k tvorbé
cervene cary.

e Zbytek vzorku pokracuje v migraci ke druhé vazebné zon¢ s kontrolni (C) zénou a
zde vytvaii druhou Cervenou caru (pozitivni kontrola). Bez ohledu na pfitomnost
Listerie monocytogenes se tato ¢ara v kontrolni zoéné (C) vytvaii vzdy a ukazuje

korektni funkci testu.
1) Konfirmacni test

za pouziti selektivnich agarii na listerie (napt. Chromoplate Listeria, Chromocult Listeria
apod.) muze byt na pritomnost Listeria spp. nebo Listeria monocytogenes vysetteno Siroké
spektrum potravin. Singlepath L'mono miize byt pouzit pro konformaci suspektnich kolo-

nii Listeria monocytogenes na téchto agarech.
2) Interpretace vysledki

Test je povazovan za spravné pracujici, pokud se béhem 30 minut objevi v kontrolni zoné
(C) jasné Cervené zbarveny prouzek. Vzorek je vyhodnocen jako pozitivni, objevi-li se do
30 minut jak v testovaci zoné (T), tak i1 kontrolni zon€ (C) jasné Cervené prouzky. Vzorek
je vyhodnocen jako negativni, neobjevi-li se do 30 minut v testovaci zoén¢ (T) zadny prou-

zek a v kontrolni zoné (C) se objevi jasné Cerveny prouzek [8].
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3.5 Horizontalni metoda priukazu a stanoveni poctu L. monocytogenes

3.5.1 Metoda priukazu

Pti zkousSeni provedeném podle ISO 11290 jsou to mikroorganismy, které vytvareji na tu-
hych selektivnich padach typické kolonie a které vykazuji popsané morfologické, fyziolo-
gické a biochemické vlastnosti. Priikaz L. monocytogenes vyzaduje Ctyii po sobé nasleduji-

ci stupné:

e primarni pomnozeni v tekuté selektivni pudé se snizenou koncentraci inhibi¢nich

slozek

Zkusebni vzorek se inokuluje do tekuté selektivni pudy pro primarni pomnozeni, ktera ob-
sahuje jeden objemovy dil roztoku chloridu lithného a polovinu dilt akriflavinu a roztoku
kyseliny nalidixové (tzv. polovicni bujon podle Frasera). Tato ptida se pouziva rovnéz jako
fedici roztok zkuSebniho vzorku. Takto inokulovany zkuSebni vzorek se inokuluje pti 30

°C po dobu 24 hodin.

e sekundarni pomnoZeni v tekuté selektivni ptidé€ s plnou koncentraci inhibic¢nich slo-
zek
Takto ziskanou kulturou se inokuluje tekuta selektivni pida pro sekundarni pomnoZzeni

(bujon podle Frasera). Takto inokulovany bujon podle Frasera se inkubuje pti 35 °C nebo
37 °C po dobu 48 hodin.

e vyockovani a identifikace

Takto ziskané kultury se vyockuji vzdy na dvé tuhé selektivni pidy agar Oxford a agar
PALCAM. Nasleduje inkubace pii 30 °C, 35 °C nebo pii 37 °C a po 24 resp. po 48 hodi-
nach se zjistuje ptitomnost charakteristickych kolonii, které¢ mohou byt podle svych znakt
povazovany za suspektni jako L. monocytogenes. Kolonie takto ziskané se subkultivuji a

konfirmuji pomoci vhodnych morfologickych, fyziologickych a biochemickych testi [13].

3.5.2 Metoda stanoveni poctu

Pti zkousSeni provedeném podle ISO 11290 jsou to mikroorganismy, které vytvareji na tu-

hych selektivnich padach typické kolonie a které vykazuji popsané morfologické, fyziolo-
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gické a biochemické vlastnosti. Stanoveni po¢tu L. monocytogenes vyzaduje Sest po sobé

nasledujicich stupnu:

e Prtiprava vychozi suspenze v jednom ze dvou specifikovanych fedicich roztokt zvo-

lenych podle potieby.
e Resuscitace pii 20 °C po dobu 1 hodiny.

e Inokulace ur¢eného objemu vychozi suspenze na povrch uréené tuhé selektivni pi-
dy, a to paraleln¢ na pidu ve dvou v Petriho miskach. Stejn¢ se postupuje pii oc-

kovani desetinasobnych fedéni vychozi suspenze.

¢ Inkubace naockovanych ploten pii 35 °C nebo 37 °C a jejich posuzovani po 24 a 48
hodinach.

e Konfirmace kolonii, které mohou byt podle svych znakli povazovany za suspektni

jako L. monocytogenes.

e Z poctu konfirmovanych kolonii se vypo¢tem stanovi pocet Listeria monocytogenes

v mililitru nebo gramu vzorku [14].

3.6 Molekularni metody

3.6.1 PCR - polymerazova retézova reakce

Je metoda rychlého a snadného zmnozeni useku DNA zaloZena na principu replikace
nukleovych kyselin. Useky DNA, které se maji namnozit (amplifikovat) musi byt ohrani-
¢eny na zacatku a na konci tzv. primery (kratkymi oligonukleotidy DNA). PCR slouZzi k
vytvofeni az mnoha milionti exaktnich kopii vzorového fragmentu DNA o maximalni délce
10 tisic nukleotidl, coZ umoziiuje proveést analyzu DNA 1 z velmi malého vzorku. K synté-
ze nového vldkna DNA se pouziva nejcastéji termostabilni DNA polymeraza bakterie
Thermus aquaticus, odtud oznaceni Taq polymeraza. PCR probiha v zafizeni zvaném ter-
mocykler, které je zkonstruovano tak, aby dokazalo béhem né¢kolika sekund zvysit nebo

snizit teplotu o n€kolik desitek stupnii Celsia.

Vysledkem PCR je obrovské mnozstvi kopii ptivodni sekvence DNA. Metoda je tak citliva,

7e dokaze odhalit i jedinou molekulu DNA ve vzorku [9].
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Zakladnim principem PCR je opakovana fizena denaturace dvoufetézcové DNA a nasledna
renaturace osamocenych fetézcii se specifickymi oligonukleotidy, které jsou v reakéni sme-
si v nadbytku. Tyto oligonukleotidy slouzi nasledné jako primery pro syntézu nového te-
tézce DNA. Amplifikace DNA probiha v opakovacich cyklech, které maji tii kroky [10]:

e Denaturace

DNA se po dobu 20-30 sekund zahiiva na teplotu 94-98 °C. Pii této teploté dochazi k roz-
ruseni vodikovych mustkti v molekule DNA a k rozvolnéni dvousroubovice. Vznika tak

jednovlaknova DNA, na kterou mohou v dal§im kroku nasednout primery.
e Nasednuti primerti

Teplota se snizi na 50-65 °C, coz umoznuje nasednuti primerd na specifickd mista DNA.

Na dvouvlaknové useky DNA-primer se vaze DNA polymeraza.
e Syntéza DNA

Teplota pouzitd v této fazi zavisi na pouzité DNA polymeraze. Nejbéznéjsi Taq polymera-
za ma optimum aktivity na 75-80 °C. V tomto kroku dochazi k samotné syntéze DNA. Ve
sméru od 5' konce k 3' konci ptirGista vlakno DNA komplementarni k pivodni molekule

DNA [9].

nové syntetizovany fetézec

AN AN

3 5

Obr. 4. Syntéza tetézce DNA zacina na volném 3'-OH konci primeru. Noveé syntetizované

vlakno se tvoii podle matrice na zakladé komplementarity bazi [11].

Polymerazova tetézova reakce, jako jedna z modernich metod tvofi regulérni soucast dia-
gnostiky nejen listerii, ale i dalSich potravinovych patogenti. Specifita amplifikovaného
useku DNA determinuje diagnostikovany druh bakterie a diky jedineCnosti genetického
koédovani je tato metoda jedna z nejvice specifickych viibec. Pravé specifita je velkou vy-

hodou i v piipadé prikazu Listeria monocytogenes, kde je pravé druhova typizace ¢asové
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v

24 hodin. Validaci a navrzenim optimalnich a standardnich metodik PCR diagnostiky po-
travinovych patogent véetné L. monocytogenes se zabyval Projekt 6. Ramcového progra-
mu EU s nazvem Food PCR [25]. Je v8ak i mnoho dalSich studii a literarnich udaji o vyu-
ziti PCR metody v diagnostice Listeria monocytogenes. Naptiklad v praci Holka a kol.
(2002) byla metoda PCR vyuzita k odliSeni kmend Listeria monocytogenes sérotypu 4ab
bez hemolyzy na krevnim agaru od nepatogenni Listeria innocua [34]. V jiné praci autorti
Karpiskova a kol. (2000) byla PCR v kombinaci s chromogennim médiem vyuzita k rychlé
konfirmaci vyskytu Listeria monocytogenes Vv potravinach [35]. V praci Borucki a kol.

(2003) byla navrzena PCR pro sérotypizaci kmend L. monocytogenes [36].
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4 VYSKYT LISTERIA MONOCYTOGENES V POTRAVINACH

4.1 Vyskyt L. monocytogenes v mlékarenské prvovyrobé

V prvovyrobé mohou dojnice vylucovat listerie mlékem v pribehu velmi dlouhé doby, aniz
by se u nich objevily ptiznaky listeriozy [26]. Zakladnim zdrojem infekce piezvykavci
listeriemi je zkazena silaz [27]. K infekci mize dojit i pfes vodu nebo krmivo kontamino-
vané listeriemi, také pii nedostate¢ném odklizeni vykald dojnic nebo prostiedniCtvim ptakia

a hmyzu [28].

Na farméch se listerie mohou dostat do zasobnich tankti na syrové mléko jako kontaminace
z dojiciho zatizeni fekaliemi pii nedodrzeni hygieny, nebo také prostiednictvim mléka kon-
taminovaného bud’ samotnymi listeriemi nebo mastitidnim mlékem [29]. Pfi pfipadné kon-
taminaci syrového mléka v zasobnich tancich byva koncentrace listerii relativné nizka, a to

méné nez 1,0.10" KTJ.ml™ [30].

4.2 Vyskyt L. monocytogenes v mlékarenském priumyslu

Riziko vyskytu L. monocytogenes je spojeno piedevsim s cerstvymi a mékkymi sekundarné
zrajicimi syry. Dilezity je rozdil v pfezivani a riistu L. monocytogenes uvniti a na povrchu
syra. Inhibice L. monocytogenes je ovlivnéna nejen hodnotou pH syra, ale i obsahem L (+)
laktatu [31].

Pastera¢ni proces uéinné inhibuje listerie piipadné obsazené v syrovém mléce [32]. Pfi-
tomnost listerii ve findlnich mlékarenskych vyrobcich je tedy zplisobena sekundarni kon-
taminaci vyrobku listeriemi pochéazejicimi z vnéjsiho prostredi [30]. To platim i pro syry
vyrobené z pasterovaného nebo mikrofiltrovaného mléka [33]. Podle sou¢asnych poznatkt
se vSak riziko vyskytu L. monocytogenes v syrech vyrobené¢ho ze syrového, pasterovaného

a mikrofiltrovaného mléka nelisi [31].

4.3 Vyskyt listerii v potravinach a cesty alimentarnich infekci.

Vyskyt listerii je spojovan s kontaminovanym masem z jatek, kontaminaci na bourarnach,
zranim soleného masa v necistych nadobach, kontaminovanym mlékem, sekundarni kon-
taminaci pfi manipulaci s hotovymi vyrobky v eXpedici, pfi baleni, pfepravé, na prodejnach

apod. Mozna je i kontaminace hlodavci. Jde o infekci alimentarniho pivodu, k niz dochazi
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nejcastéji po konzumaci silné kontaminovanych potravin. K piekonani stfevni bariéry a
proniknuti listerii do organismu je potfebna koncentrace téchto bakterii vyssi nez 10 milio-
nd na gram potraviny. K infekci mize dojit i pfestupem pres kiizi, napt. u veterindid, pfi
kontaktu s infikovanymi porodnimi cestami, dale u feznikl a uzenait pii kontaktu s kon-
taminovanou surovinou. U lidi ma onemocnéni rizné formy. Ne vSechny skupiny populace
jsou vsak stejné citlivé. Postizeni byvaji pfedevsim lidé s poSkozenym imunitnim systé-
mem vlivem drog a alkoholu, vlivem jiného onemocnéni, dale t¢hotné Zeny, novorozenci a
star$i lidé. Protoze vstupni branu infekce ptedstavuje zpravidla zazivaci trakt, objevuji se
pocateéni ptiznaky jako zalude¢ni a stfevni potize s naslednym rozsifenim bakterii do téla.
Vse pak zacina obycejné teplotou a pocitem slabosti. Symptomy u jednotlivych predispo-
novanych skupin jsou variabilni. Krom¢ zanétu mozku a mozkovych blan se objevuje syn-
drom podobny chiipce a infekéni mononukledze a zptisobuje i potraty. Uspéiné je mozné

onemocnéni 1é¢it jeding antibiotiky [5].
Zdroje kontaminace surovin (potravin):
e zneciSténé vstupni suroviny, napi. obsahem stfev jatecnich zvitat

e suroviny nebo potraviny znecisténé hospodaiskymi nebo volné zijicimi zvitaty,

napft. trusem ptakd, hlodavcli a hmyzem
e zelenina a nekteré druhy ovoce zneciSténé napt. ptidou
e nedodrZovani zasad osobni hygieny a spravné vyrobni a hygienické praxe
e nemocnd i zdrava zvitata a lidé-bacilonosici

K potravinam, které by mohly byt pfi nevhodném zachazeni zdrojem rizika, patfi: syrové
maso, syrové nebo nedostate¢né tepelné osetiené mléko, tepelné¢ neopracované masné vy-
robky uréené k ptimé spotiebé, mlécné vyrobky z pasterovaného mléka, mlééné vyrobky z
nepasterované¢ho mléka, vyrobky studené kuchyné, ryby a vyrobky z nich, mrazirenské vy-
robky, ¢erstva neomyta nebo §patn¢ omyta zelenina, zpracovana zelenina, cukraiské vyrob-

ky s vaje¢nou naplni.

Listeria monocytogenes se nachazi v pud¢ a ve vod¢. Zelenina se mize kontaminovat z
pudy nebo z hnojiva pouzitého k hnojeni pidy. Zvifata mohou byt nositeli bakterie, aniz by
jevily zndmky nemoci a mohou kontaminovat potraviny zivo¢isného piivodu jako je maso a

mlécné vyrobky. Bakterie byla zjist€éna v nejriiznéjSich syrovych potravinach, jako jsou
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ruzné druhy nevareného masa a zeleniny, ale také ve vyrobené potraving, u niz doslo ke
kontaminaci az po jeji vyrob¢. Napiiklad n¢které druhy syru a krajené vyrobky z vafeného
masa u pultu s lahtidkami. Tuto bakterii mize obsahovat nepasterizované (syrové) mléko

nebo potraviny vyrobené z nepasterizovaného mléka.

Ohrozené osoby mohou nakazeni listerii zabranit tim, ze se vyhnou nékterym vysoce rizi-

kovym potravinam a tim, ze budou s potravinami spravné zachazet.

Listerie zabiji pasterizace, a zptisoby tepelného zpracovani, které se pouzivaji k pripraveé
hotovych masnych vyrobki. Neni-li v§ak dodrzovadna spravna vyrobni praxe, mize ke kon-

taminaci dojit I po zpracovani [16].

Listeriozou se nakazi tim, Ze se sni potrava kontaminovana listerii. D&ti se mohou s listeri-
6zou narodit, jestlize jejich matky konzumuji béhem té€hotenstvi kontaminované potraviny.
I kdyz zdravé osoby mohou kontaminované potraviny konzumovat, aniz by onemocnély, u
osob se zvysenym rizikem nékazy je pravdépodobné, ze listeriozu dostanou po poziti po-
traviny obsahujici jen maly pocet bakterii. Ohrozené osoby mohou nékaze listerii zabranit
tim, Ze se vyhnou urcitym vysoce rizikovym potravindm a tim, Ze budou s potravinou

spravné zachazet [16].

Osoba s listeriozou ma obvykle horecku, bolest ve svalech, a nékdy ptiznaky onemocnéni
zazivaciho traktu jako Zaludecni nevolnost, zvraceni nebo prijem. Jestlize se ndkaza rozsiri
natolik, Ze zasdhne nervovy systém, mohou se objevit pfiznaky jako bolest hlavy, ztuhly
krk, zmatenost, ztrata rovnovahy nebo nahlé nepravidelné pohyby koncetin. Nakazené t&-
hotné Zeny mohou mit pocit pouze mirného onemocnéni, podobného chiipce. Ale nakaza
beéhem téhotenstvi mize vést k predéasnému porodu, nakaze novorozence, nebo dokonce k

porodu mrtvého ditéte.
Vseobecna doporuceni:

e syrovou potravinu zivo¢iSného pivodu jako hovézi, vepfové nebo dribezi maso

dikladné uvarte
e syrovou zeleninu pied tim, nez ji snite, dukladn¢ omyjte

e neuvarené maso davejte oddélené od zeleniny, uvarenych potravin a zakoupenych

hotovych potravin
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e vyhnéte se konzumaci syrového (nepasterizované¢ho) mléka nebo potravin ze syro-

vého (nepasterizovaného) mléka
¢ po manipulaci s neuvafenymi potravinami si umyjte ruce, omyjte noze a prkénko

e vyhnéte se syriim typu camembert, syrim s plisni uvnitt hmoty a syrim mexického
typu (neni tfeba se vyhybat tvrdym syrim, tavenym syriam, krémovym syriim, syru

cottage, nebo jogurtu)

e zbylé potraviny nebo hotové potraviny jako hot dog, diiv nez je snite, prevaite tak,

az z nich stoupa horka para

e i kdyz je riziko listeridzy spojené s potravinami zakoupenymi u pulti s lahtidkami
pomérné nizké, t€hotné Zeny a osoby se snizenou imunitou se mohou piipadné tém-
to potravindm vyhnout nebo hotové masné vyrobky pted jidlem dikladné prohiat

[16].

4.4 Vysledky laboratornich analyz

V roce 2003 bylo odebrano celkem 3210 vzorkli pro laboratorni rozbory. Kontrolou na
misté 1 v laboratofich bylo zjisténo celkem 933 nevyhovujicich vzorkl potravin (z toho na
misté 249 a v laboratofich 684). Nejvice nevyhovujicich vzorkl bylo detekovano v ramci
komodity cukréaiské vyrobky (pocet 362), studena kuchyné (187), Cerstva zelenina (74),
Cerstvé ovoce (73) a maso - masné vyrobKy (68) [24].

Mikrobiologické analyzy potravin v laboratofi byly provadény podle v CR platnych norem
a metodickych doporuceni. Z celkem 3210 vzorkl potravin odebranych na mikrobiologicka
vySetfeni do laboratofi bylo v roce 2003 zjiSténo 684 (21,3%) nevyhovujicich vzorki. Z
toho 96 (3,0%) vzorkil bylo zdravotné zavadnych, ostatnich 588 vzorkd nevyhovélo poza-

davkim stanovenym pro tolerované hodnoty mikroorganismi v potravinach.

V prubehu roku byly detekovany nejvyssi pocty nevyhovujicich vzorkl v letnich mésicich
(Cerven az zafi). Nejcastéjsi pri¢inou poruSeni mikrobiologickych poZadavkl byly néalezy
koliformnich bakterii, acrobnich mezofilnich mikroorganismi (CPM - celkovy pocet mik-

roorganismu) a kvasinek.

Kromé bézné provadénych kontrol byla soucasti zjistovani urovné mikrobiologické Cistoty

potravin tzv. planovana mikrobiologicka kontrola (monitoring). Monitoring, ktery prob&hl



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 31

v roce 2003, byl sestaven zejména na zaklad¢ vysledkii mimotradnych kontrolnich akci z
minulych let a dale v ndvaznosti na pokracujici trend v ramci koncepce SZPI, kterym je
sledovani patogennich ptivodci alimentarnich infekci (konkrétné mikroorganismu Salmo-
nella spp. a Listeria monocytogenes). Do monitoringu bylo zafazeno i sledovani vyskytu

patogenni bakterie rodu Campylobacter a bakterialnich toxinu.

V ramci planované mikrobiologické kontroly bylo odebrano a v mikrobiologickych labora-
tofich SZPI analyzovano 550 vzorkl. Z tohoto poctu bylo 111 (20,2 %) vzorkd vyhodno-
ceno jako nevyhovujici pozadavkiim stanovenym pro tolerované hodnoty mikroorganismil
v potravinach a u 19 (3,5 %) vzorkl bylo zjisténo prekroceni nejvyssich meznich hodnot,

tzn. 19 vzorki bylo hodnoceno jako zdravotné zavadné [24].

Obr. 5. Druhové zastoupeni mikroorganismil v nevyhovujicich vzorcich potravin (labora-

torni rozbory) [24].

L. monocytogenes Saimonelia spp.

CPM
28 29 0,4% 3.1%

E. coli
2.2%
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S.aursus

1.8% 36,1%

4

plisné
45% kvasinky
21.1%

kolifo rmni bak,
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Tab. 1. Vysledky kontroly mikrobiologickych pozadavki v potravinach. Pocty nevyhovuji-

cich vzorka podle komodit [24].

Celkem odebra- | Po¢et nevyhovujicich | Pocet zdravotné
nych vzorki zavadnych vzorki
Komodita vzorki pro kontro- Na V laborato- | Z laboratornich roz-
lu v laboratorich e ¥i boru
mlééné vyrobky 102 47 16 6
drubez, vejce 21 4 7 2
Mmaso, masné vy- 79 28 40 7
robky
ryby a vodni Zi- 13 0 1 0
vocichové
mlynské a obilné 48 0 5 0
vyrobky
pekaiské vyrob- 126 8 10 3
Ky
¢okolada a cuk- 20 2 0 0
rovinky
cukrarské vy- 1048 1 362 54
robky
téstoviny 44 0 7 0
studena kuchyné 804 2 187 13
lusténiny, olej, 50 2 6 1
Semena
ovoce 287 73 0 0
zelenina 236 74 0 0
houby 68 2 16 6
suché skorapko- 39 6 4 0
vé plody
nealkoholické 36 0 15 4
napoje
ostatni 189 0 8 0
celkem 3210 249 684 96
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5 LEGISLATIVNI RAMEC A MONITORING LISTERII V CR

Statni dozor nad dodrZzovanim povinnosti stanovenych zakonem o potravinach vykonavaji
organy ochrany vefejného zdravi, organy veterinarni spravy, Statni zemédélska a potravi-

nafska inspekce a Ustfedni kontrolni a zkusebni tstav zemédélsky.

Ministerstvo zemédélstvi a Ministerstvo zdravotnictvi v rozsahu své piisobnosti fidi a kont-
roluji vykon statni spravy a monitorovani vyskytu toxikologicky vyznamnych latek v po-

travinach a surovinach, vykonavany organy statniho dozoru [17].

V ramci kontroly nad bezpecnosti uvadénych potravin do obéhu, pfi vyroveé, zpracovani a
skladovani se zabyva Statni zemédélska a potravinarska inspekce, Krajska veterindrni

sprava a Krajska hygienicka stanice.

Dle vymezenych kompetenci provadi tyto dozorové organy kontroly u vyrobcu a
v maloobchodnich sitich. Odebiraji vzorky do laboratofi pro kontrolu jakosti a zdravotni
nezavadnosti na stanoveni mikrobiologickych kritérii, zejména L. monocytogenes. Mikro-
biologicka kritéria pro L. monocytogenes v potravinach jsou stanovena v Nafizeni Komise

(ES) €. 2073/2005 o mikrobiologickych kritérii pro potraviny.

Tab. 2. Kritéria bezpecnosti potravin [19]

Kategorie potravin Limity Faze,

m M na niz se kritérium vztahuje

Potraviny urcené k pifimé | Nepfitomnost ve 25g Produkty uvedené na trh béhem
spoti‘ebé pro kojence a doby udrznosti
potraviny urcené k pirimé
spotirebé pro zvlastni 1é-
¢ebné ucely

Potraviny urcené k piimé 100 KTJ/g Produkty uvedené na trh béhem
spoti‘ebé, které podporuji doby udrznosti

rast L. monocytogenes,
jiné neZ pro kojence a pro
zvlastni 1é¢ebné ucely

Nepfitomnost ve 25g Pfed tim, nez potravina opusti
bezprostiedni kontrolu provozo-
vatele potravinatského podniku,

ktery ji vyrobil
Potraviny urcené k piimé 100 KTJ/g Produkty uvedené na trh béhem
spotiebé, které nepodpo- doby udrznosti

ruji rast L. monocytoge-
nes, jiné nez pro kojence a
pro zvlastni 1é¢ebné ucely




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 34

V Natizeni Komise (ES) ¢. 2073/2005 o mikrobiologickych kritérii pro potraviny v piiloze

1, kapitoly 1 jsou uvedeny limity pro jednotlivé bakterie.

5.1 Vyskyt L. monocytogenes v potravinach v trzni siti CR

V ramci monitoringu Ministerstva zdravotnictvi bylo v letech 2004-2009 vySetieno 3045

vzorkll potravin.

e Potraviny urcené k dal§imu zpracovani — rizné druhy masa (612), mrazené zelenina

(228)
Potraviny urcené k dalSimu zpracovani
20% - 19%

15% 1
10% 1
5% 1
0% -

Driibez a Vepfova Kralici Rybi Mleté MraZena

droby jatra maso maso maso zelenina

e Potraviny k pfimé spotiebé — masné vyrobky (1248), rybi vyrobky (144), mlécné
vyrobky (609), lahtidkaiské vyrobky (96) [20].
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Potraviny k primé spotrebé

6,0% 1
5,0% 1
4,0% 1
3,0% {
2,0% 1

1,0% 17

0,0% -
masné rybi mlééné lahadkarské cukraiské
vyrobky vyrobky vyrobky vyrobky vyrobky

5.2 Listerioza v Ceské republice

Nebyvaly vyskyt listeriozy v Ceské republice a mnoZstvi nakazenych rozpoutalo vinu roz-
ruchu. Ministerstvo zdravotnictvi okamzité vyhlasilo akcei s cilem najit dalSi kontaminova-
né potraviny. Akce odhalila vyskyt listerie pfedevS§im v hermelinovych a lahiidkovych sala-
tech, v syrech Baladur, tvartzkach a dokonce 1 v sekané. V CR se po mnoho let stabilng
vyskytovalo do 20 ptipadi listeriozy rocné, ovsem v roce 2006 tento pocet nahle vzrostl na
78 vcetné 14 smrtelnych piipadd z fad seniorl a novorozenych déti. Vysoky vyskyt listeri-
6zy v CR pokracoval i v roce 2007, kdy bylo hlaseno celkem 54 piipadii a 8 umrti. Pfibliz-
n¢ tietina vSech pacientli udavala konzumaci mékkého zrajiciho syru od stejného vyrobce a

vSechny ptipady imrti zpusobil sérotyp 1/2a [21].

Naptiklad od cervna 2008 do biezna 2009 byl v JihoCeském kraji zaznamendm neobvykly
vyskyt listeriovych onemocnéni. Od 36. KT 2008 do konce roku byly do syst¢ému EPIDAT
hlaseny 4 ptipady onemocnéni listeriozou. Od zac¢atku roku 2009 do biezna 2009 bylo pak
hlaseno 5 pfipadii onemocnéni. Ve vSech 9 piipadech listeriovych infekei, zaznamenanych
od cervna 2008 do biezna 2009 se jednalo o onemocnéni pacientt se zakladni diagnostikou
(onkologickou, neurologickou). V osmi piipadech z deviti bylo onemocnéni zplsobeno

Listeria monocytogenes sérotypu “sa pulsotypu 733 a 735.

Na zékladé Setfeni a vyplnénich dotazniku epidemiologického Setfeni byly, jako mozna

vehikula , vytipované tyto potraviny [37]:
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duSend Sunka, Sunkovy salam
pastiky, Lovecky saldm, saldm Vysocina
o

parky

>
>
>
>
>

Tab. 3 Onemocnéni pacientti vV JihoCeském kraji v obdobi 2008 - 2009 [37]

suSena smetana do kavy

1,a733 23.6.2008 C. Budgjo- 36

vice

neoplasma Sunka, syry

Plicni forma
%a 733 28.9.2008 C. Budgjo- novotvar jater Sunka, syry

vice

%a 733 18.12.2008 C. Budgjo- 53  ulcerosni colitis Krajené pastiky,

vice salam Vysocina

%a 735 30.12.2008 C. Budgjo- 53  camammae Sunka, syry
vice

%a733 15.1.2009 Ledenice 4  Rizikové téhotenstvi Sunka, syry, ry-

by, pomazanky

I 15a735 16.1.2009 C. Krum- 4 RS mozkomisni Syry, lovecky

lov salam

%a 735 23.1.2009 Strakonice 7 Nezhoubny novo- Pastika, Sunka
tvar mozku
%a 733  1.2.2009 Suchdol n. 9 myelodysplasie Parky, susené
LuZnici mléko
%a 748 13.2.2009 Trhové 9 polyareritis s posti-  syry

Sviny zenim plic
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ZAVER
Bakterie rodu Listeria zije vSude kolem a zdravym lidem obvykle neublizi. Problémy mo-
hou zpuisobit imunitné oslabenym jedincim. Listerie je pomémé odolna, rozmnozovat se

prestava pii teploté pod 2 °C nebo nad 45 °C. Jediny zpusob likvidace listerie v potravi-

nach je pasterizace a tepelna tprava az k bodu varu (podobné jako u salmonelézy). [21]

Zajem o listeridzu probouzi nejen ojedinéla onemocnéni téhotnych a novorozenct s po-
meérné vysokou umrtnosti, ale v posledni dob¢ také epidemicky vyskyt této ndkazy a nové
poznatky o jejim rozsifeni. V CR je dlouhodobé evidovana nizka nemocnost listeriézou u
lidi, a to v hodnotach mezi 1-2 onemocnénimi na 1 milion obyvatel (tj. 0,1 — 0,2 na 100
000 obyvatel). V roce 2006 se nemocnost postupné zvySovala a v poslednim ¢tvrtleti bylo
hlaseno 48 onemocnéni. Celkem bylo v roce 2006 zjisténo 80 onemocnéni (5x vice nez v

roce 2005) a 7 dalsich v lednu 2007.

Vsechna onemocnéni byla laboratorné potvrzena. V Kralovéhradeckém kraji byly zazna-
menany Vv roce 2007 (leden — tinor) celkem 3 pfipady této nakazy. Distribuce nemocnych
podle véku dokumentuje 3 hlavni rizikové skupiny: novorozence, t€hotné Zeny a osoby

vys$iho véku s oslabenou imunitou, vétSinou s velmi zavaznym zékladnim onemocnénim.

Lze konstatovat, Ze na vysokém vyskytu listeriéz v CR v roce 2006 se podilela jednak epi-
demie po konzumaci kontaminovaného zrajiciho syru dostupného v distribu¢ni siti, jednak
nahromadéni sporadickych piipada listeriozy u vysoce rizikovych pacientl se snizenou
imunitou spojenou s chemoterapii nadorovych onemocnéni, z nichz nékteti mohli onemoc-

nét i po nizkych infekénich davkach z jinych rizikovych skupin potravin [22].

Pritomnost listerii jeSt€¢ neznamend vzdy bezprostfedni akutni nebezpeci. Listerie neni
mozno z okoli ¢lovéka odstranit. Lze redukovat jejich vyskyt v potravinach a snazit se je
eliminovat. Je zfejmé, Ze ndkaza z potravin je nejvyznamnéjsi. Riziko listeridzy je zvladnu-
telné, ale Casto nezvladané. Proto je velmi dulezité ucit se zit v prostiedi s mikroby s kli-
dem v dusi, s divérou ve veterindrni kontrolu i zodpovédnost vyrobcetl a se stiizlivou opa-

trnosti k vlastnimu zdravi [22].
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
NaCl Chlorid sodny

NaNO, Dusitan sodny

G+ bakterie  Grampozitivni bakterie

DNA Deoxyribonukleova kyselina

PCR Polymeréazova fetézova reakce

SZPI Statni potravinaiska a zemédelska inspekce
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