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1. Uvod

Listeria monocytogenes je obavanym patogennim
mikroorganismem vyskytujicim se v potravinach. Nejcas-
t&ji kontaminuje mlékarenské a masné vyrobky. Onemoc-
néni vyvoland touto bakterii, tzv. listeridzy, jsou velmi
zavazna a zasahuji specifické skupiny populace: staré lidi,
deéti, t€hotné Zeny a osoby s oslabenou imunitou. Zptisobu-
ji zanéty mozkovych blan, septikémie a potraty. Listeria
monocytogenes je jako ptivodce alimentarnich onemocnéni
(souvisejicich s pfijmem potravy) zndma teprve od roku
1980. Odhaduje se, Ze je pficinou pfiblizné 0,5-1 % vSech
hromadnych alimentdrnich onemocnéni. Mezi témito ne-
mocemi ma vSak zcela nesporné prvenstvi v procentu mor-
tality, které dosahuje az 33 % z celkového poctu onemoc-
néni. Alimentarni listeridze podlehne vice pacientli nez
salmoneldze. Zajem o listerie a zejména o jejich rychlou
detekci v poslednich letech velmi vzrostl. Pfi¢inou jsou
epidemie, které se objevuji od osmdesatych let stale casté-

ji.
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2. Charakteristika Listeria monocytogenes

Rod Listeria zahrnuje v soucasné dobé 6 riiznych
druhd! — L. monocytogenes, L. ivanovii, L. innocua, L.
welshimeri, L. seeligeri a L. grayi. L. monocytogenes je
podminénym patogenem lidi i zvifat, L. ivanovii vyvolava
onemocnéni zejména u ovci a skotu” a jen velmi vyjimeé-
n& u lidi**. Ostatni druhy jsou povazovany za nepatogen-
ni’.

Listerie jsou grampozitivni bakterie, které jsou uzce
ptibuzné s rody Bacillus, Clostridium, Enterococcus,
Streptococcus a Staphyloccocus'. Buiiky maji tvar krat-
kych az kokoidnich ty€inek o velikosti 0,4—1,5 um. Liste-
rie nejsou acidorezistentni a nevytvateji pouzdra ani spory.
Jsou aerobni nebo fakultativng anaerobni®’.

Bakterie rodu Listeria produkuji enzym katalasu,
netvofi oxidasu ani ureasu, hydrolyzuji eskulin a hippurat
sodny, ale mocovinu, kasein &i Zelatinu nehydrolyzuji®.
Listerie jsou aktivné sacharolytické mikroorganismy
a pro jejich riist je esencidlni D-glukosa. Na zaklad¢ schop-
nosti fermentovat rizné sacharidy (D-xylosa, L-thamnosa,
o-methyl-D-mannosid a D-mannitol, D-arabitol, methyl-D-
-glukosid, ribosa, glukosa-1-fosfat, D-tagatosa) jsou rozli-
Sovéany jednotlivé druhy listerii. DalSi vyznamnou vlast-
nosti nékterych listerii, jez pfispiva k potvrzeni druhu, je
jejich hemolytickd aktivita. L. monocytogenes tvoti, po-
dobné jako L. seeligeri, diskrétni zonu hemolyzy. Vyraz-
nou zoénu tvoii pouze L. ivanovii, zbylé druhy listerii he-
molytickou aktivitu nemaji.

Kultivacné nejsou listerie naro¢né a jsou znacné re-
zistentni ke zménam vnéjsiho prostiedi. Rostou dobie na
b&znych kultivatnich pidach (Zivny agar, krevni agar)’
a v §irokém teplotnim rozmezi (1 az 45 °C). Optimalni
teplota ristu se pohybuje okolo 37 °C (cit.'’). Teplota vel-
mi ovliviiuje patogenni vlastnosti bakterie. VEtSina kmend
se pomnozuje vrozmezi pH 5,6-9,6, pficemz optimalni
pH pro rist je 7,0 az 7,5 (cit.'"). Listerie se dobfe mnozi
ipii vysokych koncentracich soli (10% NaCl)’, jsou
schopné prezit i v 25% NaCl, 20 dni v suchém prostiedi
a 6 dni v destilované vodg''.

Bunééna sténa a cytoplazmatickd membrana Listeria
monocytogenes obsahuji, kromé¢ riznych latek lipidového
charakteru, fadu proteind, které ji umoznuji proniknout
do bunék hostitelského organismu, pfezit v nich a dale se
Sifit. Takové proteiny, které jsou pro preZziti a rozSifovani
bakterie v hostitelském organismu nepostradatelné, ozna-
cujeme jako virulentni.

3. Listerioza

Vsechny druhy listerii, véetné L. monocytogenes, jsou
v pfirodé hojné rozsifeny. Mohou se vyskytovat ve vode,
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v pidé, na rostlinach, ale také ve stfevnim traktu volné
zijicich zvifat. V souvislosti s pouzivanim nekvalitnich
krmiv, obsahujicich velké mnozstvi listerii, 1ze pozorovat
vyskyt L. monocytogenes i u hospodaiskych zvitat. One-
mocnéni byvaji zpravidla bezptiznakova, a tedy nelécena.
To v koneéném disledku mize vést az ke kontaminaci
masa pii porazce zvirete. Primarné kontaminované muze
byt rovnéz mléko a syrova zelenina (hnojend fekaliemi
infikovanych zvitat). Potravinaiské suroviny obsahujici
listerie mohou mit za nasledek znecisténi prostiedi potravi-
natskych zavoda v prib&hu zpracovatelského procesu, coz
miZze zpusobit sekundarni kontaminaci potravin.

Hlavnim zpiisobem ptenosu na ¢lovéka je konzumace
kontaminovanych potravin. Mezi potraviny s nejvy$$im
rizikem patfi maso a tepelné neopracované masné vyrob-
ky, syrové mléko a mlécné vyrobky (mekké a plisnové
syry), zelenina. K dal§i kontaminaci a pomnoZzeni listerii
muze dojit v prubchu pfipravy pokrmui a uchovavani hoto-
vych jidel pii pokojové teploté'®. Velmi nebezpetna je
neonatalni infekce, kde je zdrojem nakazy matefsky orga-
nismus (listerie pronikaji placentou a infikuji plodovou
vodu). V nemocnicich hrozi nozokomialni infekce, pfi
hospitalizaci nemocnych pacientl je tfeba dbat na protiepi-
demicka opatieni. Je zaznamenano nékolik piipadl profe-
sionalniho onemocnéni u veterinail, oSetfovateli a fezni-
ki1, kteti byli v pfimém styku s nakazenymi zvifaty”'?.

4. Virulentni proteiny Listeria monocytogenes

Listerioza ma vétSinou velmi progresivni a tézky pru-
béh. Hlavni pficinou jsou ucinné mechanismy, kterymi
Listeria monocytogenes infikuje savéiho hostitele. Je
schopna pronikat pfes rtizné té€lni bariéry (intestinalni,
hematoencefalitickou, placentarni) a rychle se rozsituje po
celém téle. K tomuto zpisobu Zivota je dobfe vybavena
celou fadou virulentnich proteind. Cely proces lze rozdélit
do nékolika fazi, z nichz nékteré jsou jiz znamé, ale nékte-

Infekce hostitelské buiiky je zahajena internalizaci
bakterie. Pro vstup listerii do nefagocytujicich hostitel-
skych bunék je nezbytna pfitomnost specidlnich proteint,
které jsou schopné fagocytosu indukovat. Jde predevsim
o povrchové proteiny tzv. internaliny — internalin A (InlA,
800 aminokyselin, 88 kDa) a internalin B (InlB, 630 ami-
nokyselin, 65 kDa). Dal§im vyznamnym proteinem podile-
jicim se na internalizaci bakterie je p60 (484 aminokyselin,
60 kDa), ktery je dominantnim extracelularnim proteinem
listerii a je Casto vyuzivan k diagnostice Listeria monocy-
togenes.

Poté, co je bakterie pohlcena, musi rychle uniknout
z fagocytické vakuoly (fagosomu), ktera ji obklopuje, aby
se mohla dale mnozit. Na uvolnéni z vakuoly se podili
virulentni protein zvany listeriolysin O (LLO, 529 amino-
kyselin, 58 kDa), ktery je schopen tvofit v membrané fago-
somu pory. Celého dé€je se v nékterych typech hostitel-

468

Referaty

skych bunék ucastni jesté¢ fosfolipasa C specificka pro
fosfatidylinositol (PI-PLC, 317 aminokyselin, 35 kDa, EC
4.6.1.13). Po uniku z fagosomu se bakterie v hostitelské
butice mnozi. Aby mohly bakterie po pomnoZeni z buiiky
uniknout, musi se premistit k jeji cytoplazmatické mem-
brané. Jejich pohyb je zprostiedkovan proteinem ActA
(actin assembly protein, 639 aminokyselin, 97 kDa). Tento
protein polymerizuje bunécny aktin a vytvaii za bakterii
jakysi chvost. Tim, jak se tato struktura prodluzuje, je bak-
terie pfemistovana az k membrané. Vysledné se vytvori
vycénélek, ktery interaguje se sousedni buiikou a je ji na-
sledn¢ pohlcen. V nové hostitelské bunce je tedy bakterie
obalena fagosomem se dvéma membranami, k jehoz rozru-
Seni bakterie pouziva své dva dalsi virulentni proteiny —
lecitinasu (PlcB, 264 aminokyselin, 29 kDa) a metalopro-
teasu (Mpl, 510 aminokyselin, 57 kDa). Po uvolnéni
do cytosolu se bakterie za¢ina mnozit a vySe popsané déje
se opakuji.

5. Metody detekce Listeria monocytogenes
v potravinach

Stale nejéastéjSim zpisobem stanoveni Listeria mono-
cytogenes v potravinach je pouziti klasickych kultivac¢nich
metod. Na jejich zakladé je zaloZena i metoda popsana
v CSN EN ISO 11290-1:1999 (cit." ). Jelikoz jde viak
o metody znacné ¢asové narocné (5—8 dnti) a v€asna dia-
gnostika je vzhledem k progresivnimu prib&hu onemocné-
ni listeri6zou velmi dilezita, je v poslednich letech vyvijen
znaény tlak na vyvoj novych, rychlych metod. Tyto meto-
dy je mozno rozdélit podle principu stanoveni na moderni
kultivaéni techniky, metody molekularné-genetické a tech-
niky imunochemické.

5.1.Klasické kultivac¢ni metody
CSN ISO 11290-1:1999
Prvnim krokem je primarni pomnozeni listerii

v selektivnim médiu Fraser se snizenou koncentraci antibi-
otik. Toto pomnozeni ¢astecné inhibuje rust doprovodné
mikroflory asouCasné¢ umoziiuje oziveni poskozenych
bunék listerii. Potom nasleduje selektivni sekundarni po-
mnoZeni bunék v médiu Fraser s plnou koncentraci antibi-
otik. Vysledné pomnozena kultura je vzdy naockovéana na
dvé selektivné-diagnosticka agarova média (Oxford
a PALCAM). Po inkubaci pfi teploté 30, 35 nebo 37 °C se
po 24 h (popt. 48 h) zjisStuje pritomnost kolonii Listeria
monocytogenes. Kazda z vybranych kolonii se ockuje na
povrch neselektivniho tuhého média TSYEA. Nasleduje
kultivace 1824 h pti 35 nebo 37 °C. Potvrzeni identity se
provadi vhodnymi morfologickymi, fyziologickymi a bio-
chemickymi testy (hemolyza, fermentace sacharidt). Cel-
kovéa doba stanoveni se pohybuje mezi 5—8 dny a vzhle-
dem k vyhledavani suspektnich kolonii po sekundarnim
pomnozeni vyZaduje zkusené pracovniky.
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5.2.Moderni kultivaé¢ni metody

Nasledujici testy vyuzivaji k potvrzeni piislusnosti
k jednotlivym druhtim listerii jejich biochemické vlastnos-
ti. Jsou vétSinou zalozeny na prukazu charakteristického
enzymu zpusobujiciho pfeménu substratu, kterd je pfimo
¢i nepfimo doprovazena zménou zabarveni média. Sub-
straty jsou bud obsazeny v sérii tekutych kultivacnich
médii (API Listeria test) nebo jsou soucasti specialnich
tuhych pid (Rapid L. mono test, ALOA™ a COMPASS
L. mono agar).

API Listeria test'

Tento test firmy bioMérieux rozliSuje vSechny druhy
listerii béznymi biochemickymi testy. Soucasti komercné
dodavané sady je 10 mikrozkumavek. Kazda obsahuje
dehydratovany chromogenni substrat pro testovani enzy-
movych reakci nebo fermentace sacharidi, které jsou cha-
rakteristické pro jednotlivé druhy listerii.

Jednotlivé testy sleduji bud pfitomnost enzymi
(arylamidasy, mannosidasy, glukosidasy), nebo fermentaci
nasledujicich sacharidi: D-arabitolu, D-xylosy, rhamnosy,
a-methyl-D-glukosidu, ribosy, glukosa-1-fosfatu, D-tagato-
sy.

Ockuje se Cista bakterialni kultura, jeZ se nechd 18 az
24 h kultivovat pti 37 °C. Vyhodnoceni se provadi vizual-
né, porovninim barev v jednotlivych mikrozkumavkach
s interpretacni tabulkou, ktera je k testu prilozena. Listerie
se nakonec identifikuji s pomoci ,,seznamu profilti“, nebo
s identifika¢nim softwarem.

RAPID L. mono test

Princip detekce na médiu Rapid L. mono (Sanofi
Diagnostics Pasteur) je zalozeny na specifickém prukazu
aktivity enzymu fosfolipasy (projevujici se modrym zbar-
venim kolonii) a na schopnosti vyuzivat xylosu, coz se
pozna tak, Ze se okolo bakteridlnich kolonii vytvoii patrna
zluta zdna. SloZeni selektivniho média inhibuje rust veétsi-
ny interferujici mikroflory (G, G~ bakterie, kvasinky
i plisn€). L. monocytogenes vykazuje fosfolipasovou akti-
vitu a neni schopné vyuzivat xylosu, jeji kolonie maji pro-
to ¢isté modrou barvu bez doprovodné ,halo“ zony. Diky
fosfolipasové aktivit¢ a schopnosti vyuzivat xylosu tvoii
bunky L. ivanovii modrozelené kolonie se zlutou ,halo*
zonou. Kolonie jinych druhil rodu Listeria maji barvu bi-
lou; L. seeligeri a L. welshimeri s ,,halo* zonou, L. innocua
a L. grayi ,,halo* zénu netvori.

ALOA a COMPASS L. mono Agar

ALOA (AES Laboratoire) a COMPASS L. mono
Agar (Solabia) jsou diagnostickd chromogenni média pro
izolaci Listeria spp. a identifikaci Listeria monocytogenes.
Jsou zalozeny na prikazu B-glukosidasy, obsazené
v bunkach vsech druhti rodu Listeria a zpusobujici modré
az modrozelené zabarveni kolonii. Listeria monocytogenes
a Listeria ivanovii navic tvoii pusobenim fosfolipasy C
specifické pro fosfatidylinositol (PI-PLC) kolem kolonii
zlutou ,,halo“ zénu. Soucasti obou agaril je i inhibi¢ni sys-
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tém, ktery znemoziuje v prvnich 24 hodinach inkubace
rast jinych bakterii (napf. Bacillus) a specificky i L. ivano-
vii. Po 24 h kultivaci pti 37 °C jsou typické kolonie
(modré se Zlutou ,.halo* zénou) urCeny jako Listeria mo-
nocytogenes. Pii jejich absenci kultivace pii 37 °C pokra-
Cuje dalSich 12-24 h, kdy tvoii typické kolonie také
L. ivanovii. Pti objeveni téchto kolonii je pro rozliSeni
obou druhii nutno pouzit L. Monodisk test (AES Laborato-
rie, Francie). V ném se L. ivanovii, na rozdil od L. mono-
cytogenes, projevi zlutym zabarvenim.

5.3.Molekuldrné-genetické
metody

Molekularné-genetické metody umoznuji urcit mikro-
organismus na zéklad¢é jeho genetické informace. K tomu
jsou vyuzivany ruzné molekularné-genetické techniky,
fetézova reakce (PCR). Tyto metody jsou zaloZeny na
specifické komplementaci (hybridizaci) mezi hledanym
usekem jednovldknové nukleové kyseliny z lyzovanych
bun€k bakterie a sondou. Sondou rozumime synteticky
pripravenou kratkou sekvenci nukleotid komplementarni
k hledanému useku. Tyto metody vyuzivaji pro specific-
kou detekci L. monocytogenes charakteristické sekvence
jejiho genomu. Nalez takové sekvence ve zkoumaném
materidlu indikuje ptitomnost L. monocytogenes.

Molekularné-genetické metody jsou vysoce citlivé
v ptipadé pouziti Cistych bakteridlnich kultur, ale pfi stano-
veni ve slozitych matricich (napf. v nékterych potravinach)
se citlivost vyrazné sniZuje. Proto je ¢asto nezbytné mikro-
organismy pred vlastni analyzou separovat. Lze pii tom
vyuzit jak metody fyzikdlné-chemické (napf. filtrace, ex-
trakce), tak metody bioafinitni (napf. imunochemické).

Hybridizace

Jak jiz bylo uvedeno, zdkladem metody je hybridizace
mezi hledanym tsekem jednovlaknové nukleové kyseliny
(DNA nebo RNA) a sondou. Sonda, komplementarni
k hledanému useku, byva znafena napf. chemiluminis-
cen¢ni znackou, jezZ umozni finalni detekci. Po hybridizaci
je ptidano selekéni Cinidlo, které slouzi k rozliseni hybridi-
zované a volné sondy, pfipadné mize byt nenavazana son-
da separovana'’.

Polymerasova retézova reakce (PCR)

Polymerasova fetézova reakce (z angl. polymerase
chain reaction — PCR) je enzymova metoda umoziujici
namnozeni definovaného useku DNA in vitro. Vlastni
PCR ptedchazi izolace bakterie ze zkoumaného vzorku
(matrice miize sniZovat citlivost stanoveni), jeji pomnozeni
v tekutém médiu a lyza. Lyzované buiniky (popt. DNA
izolovana z téchto bunék) jsou pak analyzovany PCR.
Prvnim krokem metody je oddé€leni vldkna dvouSroubovi-
ce DNA teplotni denaturaci (pfi teploté ptresahujici 90 °C).
Nasleduje hybridizace primeru (kratk4 sekvence nukleoti-
di) ke komplementarnimu tiseku DNA (45-65 °C) a ex-
tense pfipojené¢ho primeru termostabilni DNA polymera-
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sou (vétsinou pii 72 °C), kdy probihd syntéza druhého
fetdzce DNA (cit.'®).

Produkty PCR byvaji nejcastéji detegovany elektrofo-
rézou v agarosovém gelu v horizontalnim usporadani
v pritomnosti ethidiumbromidu. Po rozdéleni je elektrofo-
reogram vyvolan UV svétlem. Lze také pouzit radioaktiv-
né nebo fluorescencné znacené primery a po elektrofore-
tickém déleni 1ze vysledek PCR detegovat autoradiografic-
ky, nebo métenim fluorescence. Dalsi moznosti je pouziti
hybridiza¢nich sond, znacenych na konci 5° kfenovou
peroxidasou.

Amplifikace specifickych usekit RNA

Tato metoda (angl. nucleic acid sequence-based am-
plification — NASBA) vyuziva k amplifikaci specificky
usek bakteridlni RNA. Tento Gsek RNA je v prvnim kroku
prepsan do komplementarni DNA (cDNA) reverzni trans-
kriptasou. Ribonukleasa H z Escherichia coli (RNAasa H)
uvolni cDNA z hybridu DNA-RNA. Po syntéze komple-
mentarniho fetézce je cDNA DNA-dependentni RNA-
polymerasou prepsana zpét do molekul RNA. Nékolikana-
sobnym opakovanim téchto krokd dochazi k namnozeni
cilového useku. Jako sondy jsou vyuzivany kratké oligo-
nukleotidové sekvence komplementarni ke specifickym sek-
vencim bakteridlni RNA. PouZivaji se dva typy primert —
prvni obsahuje ,,zachytnou“ sekvenci komplementarni
k RNA a sekvenci promotoru pro polymerasu RNA, druhy
pak obsahuje pouze ,,zachytnou“ sekvenci. Detekce se
provadi napf. elektroforézou v agarosovém gelu'”.

Ligasova retézova reakce (LCR)

Tato metoda je zalozena na podobném principu jako
PCR. Hlavni rozdil spo¢iva ve vyuziti dvou parti primert
(PCR vyuziva dvou primeri). Primery, které tvoii par, jsou
komplementarni ke dvéma sousednim oblastem stejného
vlakna DNA. Dvojice primert nepiekryva cely hledany
usek DNA, na jejich styku je ponechdna mezera, kterd je
termostabilni polymerasou DNA doplnéna. Po tomto kro-
ku nasleduje spojeni obou usekll termostabilni ligasou.
Mnohonasobnym opakovanim tohoto postupu se mnozstvi
hledaného useku DNA ve vzorku zvétiuje'®.

5.4. Imunochemické techniky

Mezi nejveétsi prednosti imunochemickych stanoveni
patii rychlost, jednoduchost provedeni, moznost stanoveni
velkého poctu vzorkll soucasné a predevS§im mozZnost de-
tekce ve slozitych matricich. Rozsiteni téchto technik pod-
poruje také nendaroCnost na laboratorni vybaveni
a relativné nizka cena. Zakladem vSech imunochemickych
metod je interakce protilatek s antigenem. Pfi t€chto meto-
dach jsou pouzivany in vitro polyklonalni, monoklonalni
nebo rekombinantni protilatky vytvorené proti antigennim
strukturam, které jsou charakteristické pouze pro bakterie
rodu Listeria". Pied vlastni imunodetekci je nutné bakte-
rie namnoZit ve vzorcich potravin béZnymi kultiva¢nimi
metodami.
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Enzymova imunoanalyza

P1i této metod€ (angl. Enzyme linked immunosorbent
assay — ELISA) je jeden z imunoreaktantti vazan na tuhou
fazi a druhy je znaCeny enzymem. Detekce je provadéna
prostiednictvim enzymové reakce.

V souCasné dobé je pro detekci bakterii nejcastéji
vyuzivan piimy nekompetitivni (tzv. sendvi¢ovy) postup®’.
Ten se sklada z n¢kolika po sob€ jdoucich krokfi:

V prvnim kroku jsou na tuhou fazi (nejéastéji sténu
jamky v mikrotitracni desti¢ce) imobilizovany protilatky.
Poté je ptidan vzorek obsahujici bakterie. Bunky Listeria
monocytogenes interaguji s protilatkou. Po odstranéni ne-
navazanych slozek nasleduje aplikace protilatky znacené
enzymem. K detekci je vyuzita enzymova reakce, kdy je
bezbarvy substrat pfeménén na barevny produkt.

Imunochromatografickad technika na membrané

Tato metoda (angl. lateral flow immunoassay) je vel-
mi oblibena pro svoji rychlost a technickou jednoduchost
provedeni®’.

Nejcastéji je opét vyuzivano sendvi¢ové uspofadani.
Prvni typ protilatky je imobilizovan na povrch membrany,
druha protilatka je konjugovana s barevnymi latexovymi
Casticemi a je nanesena spolu se vzorkem na pocatek
membrany. Tato smés se pohybuje membranou ptisobenim
kapilarnich sil. Pokud je ve vzorku pfitomen antigen, spe-
cificky interaguje s oznacenou protilatkou. Vznikly imuno-
komplex se nasledné navaze na imobilizovanou protilatku,
coz se projevi vznikem barevné linky v testovaci oblasti.

Imunosenzor

V poslednich letech se objevuji snahy o vyuziti imu-
nochemickych biosenzord (imunosenzort). Jde o rozmani-
ta bioelektronicka zafizeni umoziujici sledovat piimo ¢i
nepfimo interakce mezi specifickymi protilatkami a anti-
genem. Jeden z imunoreaktantll je imobilizovan na po-
vrchu vhodného nosi¢e a néasledné¢ jsou monitorovany
zmény jeho elektrickych, optickych ¢i piezoelektrickych
vlastnosti v zavislosti na pribéhu imunochemického déje.
Prestoze jiz n€kolik imunosenzori naslo v praxi uplatnéni
pfi stanoveni riznych latek, vzhledem k problémiim pii
vyvoji a pouziti imunosenzorll pro detekci bakterii jsou
tyto techniky stale spise otdzkou budoucnosti®'.

5.5. Komerc¢ni
listerii

testy pro detekci
v potravinach

Na zakladé vyse uvedenych rychlych metod detekce
byly sestaveny komercni soupravy pro stanoveni listerii
v potravinach. Soupravy dostupné v souc¢asné dob¢ na trhu
jsou uvedeny v tab. I. Jsou rozd€leny podle principu stano-
veni na molekularné-genetické a imunochemické. U kaz-
dého testu je uvedeno, zda slouzi k prikazu celého rodu
Listeria, nebo zda lze specificky odliSit Listeria monocyto-
genes od ostatnich, nepatogennich druhu listerii.

Dalsim dulezitym parametrem pii vybéru metody je
jeji celkova casova naro¢nost. Mezinarodné uznavanym
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Tabulka I
Piehled komer¢né dostupnych diagnostickych souprav k detekci Listeria monocytogenes
Test Princip Doba Specifita Vyrobce
stanoveni detekce®
molekuliarné-geneticky
AccuProbe Listeria mono-  hybridizace a chemiluminiscenéni 37 h L. mono- GeneProbe, Inc
cytogenes detekce cytogenes
BAX for L. monocytogenes  PCR 45h L. mono- Qualicon, Inc.
cytogenes
Gene-Trak Listeria Assay°  hybridizace a spektrofotometrickd  42-50 h Listeria Neogen Corp.
detekce
Gene-Trak Listeria mono-  hybridizace a spektrofotometricka 48 h L. mono- Neogen Corp.
cytogenes Assay® detekce cytogenes
Probelia PCR System PCR a spektrofotometricka detekce 28 h L. mono- Sanofi Diagnostics Pasteur
cytogenes
imunochemicky
Assurance Listeria EIA nepiima sendvicova ELISA 50h Listeria BioControl Systems, Inc.
EIA-Foss for Listeria imunomagneticka separace a pifimd 50 h Listeria Foss North America, Inc.
sendvicova ELISA
Listeria Rapid Test® imunochromatograficka detekce 43 h Listeria OXOID, Inc.
Listeria-Tek® pfima sendvicova ELISA 50h Listeria Organon Teknika Corp.
ListerTest® imunomagneticka separace a pfima 24 h Listeria Vicam
sendvicova ELISA
Pathalert Listeria mono- nepiima sendvicova ELISA 42-52h Listeria Diagnostica, Merck
cytogenes
Reveal for Listeria imunochromatograficka detekce 43 h Listeria Neogen Corp.
Singlepath Listeria imunochromatograficka detekce 37-49 h Listeria Merck
Transia Plate Listeria pfima sendvi¢ova ELISA 46 h Listeria Diffchamb
Transia Plate Listeria mo-  ptima sendviova 46 h L. mono- Diffchamb
nocytogenes ELISA cytogenes
TECRA Listeria Visual Im-  pfima sendvicova 48-50 h Listeria Tecra Diagnostic
muno Assayb ELISA
TECRA Unique Listeria dipstick 32h Listeria Tecra Diagnostic
Vidas LIS pfima sendvicova 50-54 h Listeria BioMérieux Vitek
ELISA
Vidas LMO" pfima sendvicova 50-54 h L. mono- BioM¢érieux Vitek
ELISA cytogenes
Visual immunoprecipitate  imunochromatografické detekce 48 h BioControl Systems, Inc.
(VIP) for Listeria®
ostatni
Dynabeads anti-Listeria imunomagneticka separace a kulti- 24 h Listeria Dynal Biotech ASA

vace a standardni ovéfeni

“ Doba detekce zahrnuje i pomnozeni mikroorganismi pied vlastni detekei, ° metody schvalené AOAC (Asociace analytic-

kych chemik)

standardem pro patogeny (zallenénym i v CSN ISO
10560:1996 — Mléko a mlécné vyrobky) je prukaz jediné
butiky Listeria monocytogenes ve 25 g (popf. 25 ml) vzor-
ku potravin. JelikoZ je velmi obtizné zachytit jedinou bun-
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ku v tak velkém objemu vzorku, pfedchazi obvykle kazdé-
mu stanoveni selektivni pomnoZeni bun¢k na Groven, ktera
umozni jednoduss$i detekci. Tento postup je zahrnut ve

veétsing€ uvadénych souprav.
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Zde se prednostné soustiedime na metody, u kterych
bylo uvedeno, Ze jsou ovéfeny organizaci Association of
Analytical Chemists (AOAC).

Souprav ke specifické detekci L. monocytogenes bylo
az dosud vyvinuto est. Ctyfi jsou zaloZzeny na molekular-
né-genetickém principu. AccuProbe Listeria monocytoge-
nes (GeneProbe) a Gene-Track Listeria monocytogenes
Assay (Neogene) vyuzivaji hybridizace s chemilumi-
niscenc¢ni ¢i spektrofotometrickou koncovou detekci. BAX
assay (Qualicon) a Probelia PCR System (Sanofi Diagnos-
tics Pasteur ) jsou metody zalozené na PCR. Dalsi dvé
soupravy vyuzivaji imunochemické detekce. VIDAS LMO
vyuzivajici protilatky je soucasti poloautomatizovanych imu-
nochemickych stanoveni série VITEK firmy BioMeriéux.
Testovany vzorek je nejprve pomnoZzen v tekutém médiu
a vzorek tohoto média je poté aplikovan na reagencni
prouzek s imobilizovanou protilatkou. Analyza je automa-
tizovana pomoci piistroje VITEK s fluorescencni konco-
vou detekci. Druhou je souprava Transia Plate Listeria
monocytogenes (Diffchamb), kterd je zaloZend na piimé
metodé sendvicové ELISA s protilatkami proti specific-
kym peptidovym sekvencim extracelularniho proteinu p60.
Protilatky tedy neinteraguji pifimo s builkou, ale s protei-
nem piitomnym v roztoku.

Soupravy, které umoziiuji detegovat cely rod Listeria
jsou mnohem pocetnéjsi. Dvé z nich, Gene-Track Listeria
Assay (Neogene) a Probelia PCR system (Sanofi Diagnos-
tics Pasteur) jsou zalozeny na molekularné-genetickych
metodach. Ostatni soupravy vyuZivaji imunochemicky
princip. VIDAS pro cely rod Listeria (VIDAS LIS) je rov-
néz dostupny pro piistroj VITEK, zalozeny na stejném
principu jako vyse uvedeny specificky test na L. monocy-
togenes. Ten v8ak ziskal od AOAC osvédceni PTM
(performance tested method, Cislo licence 981202). Jiny
automatizovany imunodiagnosticky systém, EIAFoss od
Foss Electric, ma modul pro detekci Listeria monocytoge-
nes a je od AOAC certifikovany pro maso a mléko pod
oznacenim PTM 980801. Ostatni, neautomatizované testy
1ze rozdélit mezi ELISA testy (s vizualni nebo pfistrojovou
koncovkou) a ostatni formaty, jako jsou magnetické casti-
ce a tyCinky ze syntetickych polymera (dipsticks). Tecra
Listeria Visual Immunoassay (Tecra Diagnostics) je upra-
vena jako ELISA v mikrotitracnich  destickach
(rozdélenych na jednotlivé fadky), zalozena na polyklonal-
nich protilatkdch s vizudlni nebo spektrofotometrickou
detekci. Tato souprava ziskala od AOAC osvédéeni OM
(official method) pro detekci rodu Listeria v potravinach
s Cislem licence 995.02. Assurance EIA (BioControl) je
podobna metoda, ktera je AOAC certifikovana jako OM
995.02. Listeria-Tek (Organon-Teknika) je zaloZena na
ELISA v mikrotitracnich destickach s monoklonalnimi
protilatkami, opét s fotometrickou detekci. M4 licenci
AOAC (OM 994.03) pro pouziti pfi analyze mlécnych,
mofskych a masnych produkti. Komeréné dostupné jsou
i dalsi testy, nez je ELISA. Napf. v testu Unique (Tecra) se
pouzivaji plastikové tyCinky ze syntetickych polymert
s imobilizovanymi protilatkami, které jsou schopny zachy-
tit antigen z média obsahujiciho namnoZené butiky listerii.
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Barevné linky na povrchu téchto ty¢inek znamenaji prikaz
listerii v analyzovaném vzorku. Pfikladem imunochroma-
tografického testu jsou Listeria Rapid Test od firmy Oxoid
a Visual Immunoprecipitate Assay (BioControl). Oba maji
AOAC licenci: Oxoid PTM 960701 a BioControl
OM 997.03.

Na zavér je nutno zminit ListerTest (Vicam) a Dyna-
beads anti-Listeria (Dynal Biotech ASA) pracujici na od-
lisném principu: protilatky imobilizované na magnetickych
Casticich zachyti buniky listerii z upraveného potravinové-
ho vzorku (princip imunomagnetické separace — IMS).
Magnetické castice se zachycenymi buiikami jsou poté
pfeneseny na povrch pevné pudy. Pii pouziti ListerTest
nasleduje po inkubaci imunochemické detekce. U Dynabe-
ads anti-Listeria jsou po inkubaci vyhledavany kolonie
charakteristické pro listerie, které jsou ovéfovany stan-
dardnimi biochemickymi a serologickymi metodami. Tyto
testy jsou dobrou ukdzkou flexibility vyuziti protilatek
v rychlych mikrobiologickych testech.

6. Zavér

Mikroorganismy jsou stalym a trvalym nebezpec¢im
ohroZujicim zdravi obyvatelstva a patii dle kaZzdorocnich
zprav. WHO k nejrizikovéjsim faktorim i ve srovnani
s takovymi civiliza¢cnimi chorobami jako je rakovina
a AIDS. Zavedeni systému kritickych kontrolnich bodd
(angl. hazardous analysis critical control points — HACCP)
systému) do potravinatskych technologii (v CR pro vyrobu
povinné od 1.1.2000) vyvolalo tlak na urychleny vyvoj
metod pro rychlé a specifické stanoveni sledovanych para-
metrl. V oblasti mikrobiologie se pozornost soustiedila na
potravni patogeny, jejichz stanoveni klasickymi kultivac-
nimi normovanymi metodami trva bézné¢ 5-8 dni (dle na-
ro¢nosti vySetfeni). Z modernich metod, které mohou vy-
razné snizit dobu stanoveni, jsou perspektivni imunoche-
mické a molekularné-genetické metody, které maji vyso-
kou specificitu. Jejich vyuzivani bylo ovéfeno v fadé¢ labo-
ratofi a v souCasné dobé jsou ve fazi konecné piipravy
navrhy norem zaloZenych na téchto stanovenich. Pro snad-
né a pohodIné pouzivani téchto metod ptimo ve vyrobnich
zavodech se firmy zabyvajici mikrobidlni detekci soustie-
dily na ptipravu komer¢nich souprav na principu moleku-
larné-genetickém nebo imunochemickém a déle na vyrobu
selektivnich specifickych chromogennich medii. Vyvoj
mikrobiologické diagnostiky jde jednoznaéné touto cestou.

Prace vznikla s podporou GA CR (Cislo grantu
525/03/0350) a grantem MSMT (MSM 6046137305).
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