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Souhrn

Cil: Cilem prace bylo charakterizovat humanni izolaty Listera monocytogenes pomoci vybranych
typizaénich metod a ovérit mozZnosti jejich vyuziti pii epidemiologickych Setienich.

Metodika: Typizovano bylo 78 humannich izolata ziskanych v letech 2001-2008. Sérotypizace byla
provadéna skli¢kovou aglutinaci a multiplex PCR a dale byla provedena makrorestrikéni analyza
bakterialniho genomu analyzovanych kmenu.

Vysledky: Sérotyp 1/2a patiil k dominantnim, dale byly detekovany sérotypy 1/2b a 4b, které byly
zastoupeny jen ojedinéle. Metoda makrorestrikéni analyzy umoznila odlisit 20 odlisnych pulzoty-
pu. Porovnanim téchto vysledku s pulzotypy detekovanymi u potravinovych izolata byly nazna-
¢eny mozné souvislosti mezi sporadickymi vyskyty onemocnéni a suspektni vehikula nékterych
listerioz.

Zavér: Z dosazenych vysledku vyplyva, Ze by na narodni urovni mély byt vSechny humanni izola-
ty typizovany a analyzovany. Tim by se mohlo piedejit pozdnimu odhaleni hromadného vyskytu
listerioz, rychleji odhalit moZné zdroje infekce a sniZit pocet postiZenych osob.

Klic¢ova slova: Sérotypizace - makrorestrikéni analyza - Listeria monocytogenes - humanni
a potravinové izolaty.

Summary

Karpiskova R., Gelbicova T.: Characterization and Prevalence of Clones of
Listeria monocytogenes Isolated from Patients in 2001-2008 in the Czech
Republic

Objectives: To characterize human isolates of Listeria monocytogenes by typing methods and to
test them for use in epidemiological investigations.

Methods: Typing was carried out in 78 human isolates obtained in 2001-2008. Slide agglutination
and multiplex PCR were used for serotyping. Genome macrorestriction analysis of the analyzed
strains was performed.

Results: Serotype 1/2a was predominant, serotypes 1/2b and 4b were detected sporadically. DNA
macrorestriction analysis yielded 20 pulsotypes. The comparison of these results with the data
obtained for food isolates suggested possible linkage between sporadic cases of listeriosis and
suspected vehicles of infection.

Conclusion: Based on the obtained results, all human isolates should be typed and analyzed at the
national level. It would be helpful in preventing late detection of listeriosis outbreaks, rapidly
detecting sources of infection and reducing the number of cases.

Key words: serotyping — macrorestriction analysis — Listeria monocytogenes - human and food
isolates.

Listeria monocytogenes je fakultativné
intracelularni bakterie, schopna vyvolat one-
mocnéni u lidi i zvitat. V humanni populaci je
prevalence listeri6z relativné nizka, ale
zavaznost onemocnéni je vysoka, smrtnost se
obvykle pohybuje od 20 do 30 %. Listeriéza

postihuje zejména rizikové skupiny populace,
kam radime osoby se sniZzenou imunitou,
starsi 65 let nebo téhotné Zeny a novorozence
[13]. Listeriozy jsou vétSinou hlaseny jako
sporadické piipady, vzacnéji pak jako ptipady
s epidemiologickou souvislosti. Zatimco
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u hromadnych onemocnéni se obvykle daii
vyhledat spoleény zdroj infekce, u sporadic-
kych p#ipadt tomu tak neni a jejich zdroj
ztstava neobjasnén. Setieni téchto piipadi
je v porovnini s ostatnimi alimentarnimi
dtvodd dlouhé inkubaéni doby (od nékolika
dnt az po nékolik mésict), nizké incidence
onemocnéni a vyskytu geograficky oddéle-
nych pripadua.

Z vyroéni zpravy o zoonézach Evropského
aradu pro bezpecnost potravin (EFSA) za rok
2006 [1] vyplyva, Ze pocet hlasenych onemocné-
ni listeriézou se v zemich EU zvysil o 8,6 %,
z 1427 p¥ipadt v roce 2005 na 1 583 v roce 2006.
Roéni incidence €inila v roce 2006 0,3 pripada
na 100 000 obyvatel, 56 % listeriovych infekci
bylo hlaseno u osob starsich 65 let. Nejvyssi
nemocnost byla hlaSsena v Dansku, Finsku
a Lucembursku, zvySeny vyskyt byl zazname-
nan i ve Francii a Ceské republice, kde byl zpii-
soben hromadnym onemocnénim probihajicim
na pielomu let 2006 a 2007.

V souvislosti se vznikem listeriézy byva uvadé-
na konzumace Sirokého spektra potravin zahrnu-
jicitho masné, mlécné, rybi, lahtudkaiské a cukrai-
ské vyrobky, motské plody a zeleninu [4, 6]. Mezi
potencialné nebezpecéné patii zejména potraviny
uréené k piimé spotiebé, skladované pii chladi-
renskych teplotach.

Pti epidemiologickych Setienich se v posledni
dobé stale vice uplatniuji razné molekularni
metody, které umoznuji zjistit klonalni identitu
nebo piibuznost jednotlivych izolata. To se tyka
nejen doSetiovani epidemiologickych souvislos-
ti v humanni populaci, ale také sledovani zdro-
ju a cest Siteni listerii v prostiedi farem potra-
vinovych zvirat, potravinaiskych podniku
a trzni sité.

Zakladni typiza¢ni metodou je u L. monocy-
togenes obvykle sérotypizace [7, 11]. V soucas-
nosti se u L. monocytogenes rozliSuje tiinact
sérotypt. Na vzniku humannich listeri6z se
vSak podileji piredevsim sérotypy 1/2a, 1/2b
a 4b [4]. Vzhledem k dominantnimu vyskytu
téchto t#i sérotypu je vyuziti této metody
v praxi omezené [11]. Z mezinarodné stan-
dardizovanych molekularnich metod je k typi-
zaci vyuZividna metoda makrorestrikéni ana-
lyzy, zalozena na §tépeni bakterialniho
genomu restrikénimi endonukledzami
a nasledné separaci fragmentt v pulznim poli
[7, 11].

Cilem nasi studie bylo charakterizovat human-
ni izolaty L. monocytogenes pomoci vybranych
typizacnich metod (sérotypizace a makrorestriké-
ni analyza) a ovéfit moznosti jejich vyuziti p¥i
epidemiologickych Setienich.

Ao

Material a metodika

Vysetiované izoldty

Izolaty L. monocytogenes pochazely ze sbirky Narodni refe-
ren¢ni laboratoie pro listerie (Statniho zdravotniho ustavu —
Centra hygieny potravinovych fetézct), byly skladovany v gly-
cerinovém médiu pti -80 °C. Celkem bylo v obdobi let 2001 az
2008 shroméazdéno 78 humannich izolatu L. monocytogenes
(do studie byl od kazdého pacienta zafazen jen jeden izolat).
Pied provedenim typizace byly kmeny oziveny vyockovanim
na krevni agar (Bio-Rad, USA) a inkubovany pi#i 37 °C po
dobu 24 hodin za aerobnich podminek.

Sérotypizace

U vsech izolatt byl uréen sérotyp metodou sklickové aglu-
tinace za pouziti antisér firmy Denka Seiken (Japonsko)
a nasledné potvrzen pomoci multiplex PCR [3] s pouzitim PPP
polymerazy (Top-Bio, CR) a primerti syntetizovanych firmou
Generi Biotech (CR).

Makrorestrikéni analyza (PFGE)

Makrorestrikéni analyza s pouzitim endonukleazy Ascl
(BioLabs, UK) byla provedena podle protokolu PulseNet Euro-
pe [9].

Vysledky a diskuse

Na zakladé fylogenetickych studii jsou L. mono-
cytogenes déleny do 3 linii. Linie I zahrnuje kme-
ny sérotypu 4b, 1/2b, a 3b [2], linie II sérotypt
1/2a, 1/2¢, a 3c [5, 14]. Linie III byla charakterizo-
vana pozdéji a zahrnuje sérotypy 4a a 4c, které se
v8ak na onemocnéni lidi podileji minimalné [14].
Na vzniku humannich listeri6z se z vice nez 90 %
podili sérotypy 1/2a, 1/2b a 4b, ackoli klastr gent
virulence je obvykle detekovan u vsech
sérotypa L. monocytogenes [4, 10].

Huméanni kmeny analyzované v nasi studii
pochazely od pacientt se sporadickym onemocné-
nim (28 pripada) i z pripadta s epidemiologickou
souvislosti (50 ptipadu, jedna epidemie). Sérotyp
1/2a patii v Ceské republice k dominantnim. Byl
potvrzen u 66 piipada (84,6 %), pokud by nebyly
zapocitany epidemické pripady, jednalo by se o 16
pripadu (57,1 %). Podobné jako v ostatnich vyspé-
Iych statech svéta se na vzniku humannich liste-
ri6z podilely i sérotypy 1/2b a 4b, které vsak byly
detekovany jen ojedinéle. Detailni vysledky séro-
typizace uvadi tabulka 1.

Neéktetri zahraniéni autori uvadéji, Zze sérotyp
4b je nejvice virulentni a podili se zejména na epi-
demickych vyskytech listeriéz a to presto, Ze je
z potravin izolovan v porovnani s ostatnimi séro-
typy vzacné [4, 5, 8]. Z vysledku nasi studie ale
vyplyva, ze prevalence L. monocytogenes sérotypu
4b je v CR nizka, a to jak u humannich p¥ipadda,
tak v potravinach.

Detailni vysledky makrorestrikéni analyzy izo-
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lata L. monocytogenes vSech tii sérotypt uvadi
tabulka 2. U sérotypu 1/2a bylo zjisténo 11 pulz-
nich profild, u sérotypu 1/2b bylo potvrzeno 5 pro-
fila, u sérotypu 4b byly zjistény jen 4 profily. To

Ao

Tab. 1. Rok izolace, pocet a sérotyp vySetfovanych kment L.
monocytogenes

Table 1. Years of isolation, numbers and serotypes of tested
strains of L. monocytogenes

ukazuje na velkou heterogenitu kment domi- Rok Podet izolata Sérotyp
nantniho sérotypu 1/2a. Kmeny naleZejici k séro- 1/2a 1/2b 4b
typu 4b jsou naopak vice homogenni, neZ jiné 2001 1 1 0 0
sérotypy [121. 2004 1 1 0 0

Vyskyt shodnych klont L. monocytogenes izolo- ;882 227 55 (123) (2) é
vanych od pacientiu v prubéhu nékolika mésicu 5007 39 32 (°27) 1 3
naznacuje mozné epidemiologické souvislosti 5008 3 6 0 D)
mezi jednotlivymi piipady. Naptiklad v srpnu celkem 78 66 (*50) 6 6
roku 2007 byly do NRL pro listerie odeslany dva o o
humanni izolaty sérotypu 1/2b, shodného pulzoty- 1;;?3213;1 o lgi‘;ﬁ;olliofﬁ‘;ﬁesifﬁgzlom
Tab. 2. Oznaceni a pocet pulzotypt L. monocytogenes podle sérotypu
Table 2. L. monocytogenes pulsotypes and numbers of isolates by serotype

Sérotyp
1/2a 1/2b 4b

Oznaceni pulzotypu Pocet izolatu Oznaceni pulzotypu Pocet izolatu Oznaceni pulzotypu Pocet izolatu

L700 *50 L506 1 L200 2

L702 1 L508 1 1203 2

L711 1 L511 1 L204 1

L712 1 L514 2 L205 1

L713 1 L515 1

L716 3

L717 5

L719 1

L721 1

L731 2

L733 1

* kmeny v epidemiologické souvislosti
* epidemiologically linked strains

pu L514. Jednalo se o Zenu narozenou v roce 1934
a muze narozeného v roce 1946. Zpétnym Setie-
nim bylo dohledano, Ze muZ pochazel z okresu
Zdar nad Sazavou a piipad byl oznaéen jako spo-
radicky, bez epidemiologické souvislosti. Onemoc-
néni Zeny z jihomoravského kraje nebylo v Epida-
tu vykazano, souvislosti nebyly zjistovany.

Dalsi mozna epidemiologick4 souvislost byla
zjisténa mezi piipady onemocnéni dvou muza
vyvolanymi klonem L731 sérotypu 1/2a. Prvni
muz narozeny v roce 1983, onemocnél v prosin-
ci roku 2007 na Plzensku, druhy narozeny
v roce 1936, onemocnél v lednu 2008 na Chru-
dimsku. Oba piipady byly hlaseny jako spora-
dické.

Klon L717 (sérotyp 1/2a) byl v roce 2007 a 2008
potvrzen u 5 pacientt. Jednalo se o muZe naroze-
ného v roce 1942, ktery onemocnél na Frydecko-
Mistecku v bieznu 2007, téhotnou Zenu z Prahy,
narozenou v roce 1976 a jejiho novorozeného
syna, oba piipady byly hlaseny v srpnu 2007, dal-

§i Zzenu z Prahy narozenou v roce 1949, ktera one-
mocnéla v zati roku 2007 a dale muze z Plzeniska
narozeného v roce 1945, ktery onemocnél v Cer-
vnu roku 2008.

Typiza¢ni metody mohou také pomoci pti hle-
dani mozného vehikula infekce. Potravina, ktera
vyvolala na pielomu let 2006 a 2007 epidemii lis-
teridzy, byla odhalena pravé za pouZiti typizac-
nich metod. Jednalo se o zrajici syr obsahujici
vysoké poCty L. monocytogenes sérotypu 1/2a, pul-
zotypu L700. Souvislost mezi konzumaci téchto
syra a vznikem onemocnéni byla u nékterych
pacientt potvrzena i pii epidemiologickém Setie-
ni.

Dlouhodobé provadéna typizace potravinovych
izolatt umozniuje vytvoieni databaze obsahujici
detailni informace o charakteristice jednotlivych
klont L. monocytogenes a déle o ¢ase, misté, typu
potravinaiského vyrobku, ze kterého byl kmen
izolovan, a o jeho vyrobci. Tyto informace pak
mohou vyznamné napomoci pri epidemiologickém
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Setfeni. Tento fakt dokazuji v sou¢asnosti dosaze-
né vysledky typizace humannich a potravinovych
izolatu. U vyrobce (A) vyrabéjiciho zrajici syr pod
mazem je po dobu nékolika let detekovan klon
sérotypu 1/2a pulzotypu L713, ktery doposud
nebyl izolovan z Zadné jiné potraviny. U vyrobce
(B) vyrabéjiciho plistiovy zrajici syr je dlouhodobé
detekovan klon sérotypu 1/2a pulzotypu L719.
V roce 2007 byl shodny klon, jenZ se vyskytuje
v syrech vyrobce A, zjistén u pacienta narozeného
v roce 1944, ktery onemocnél na Karvinsku.
U pacienta narozeného v roce 1922 byl v roce
2008 potvrzen klon opakované detekovany
vyhradné v syrech vyrobce B. Je vysoce pravdépo-
dobné, Ze k onemocnéni doslo u obou muzia po
konzumaci specifického druhu syra.

Zavér

Typizaéni metody prispivaji k odhalovani zdro-
ja L. monocytogenes a cest jejich §iteni. Kontinu-
alni analyza potravinovych a huméannich
izolata L. monocytogenes umoznuje sledovat
aktualni situaci na narodni turovni, odhalovat
mozné epidemiologické souvislosti mezi piipady
a poskytovat epidemiologiim informace o moz-
nych vehikulech infekce. Zavedeni uvedenych
postupt by snizilo moZnost opakovani nepiiznivé
epidemiologické situace v CR na pielomu let 2006
a 2007.

Prdce vznikla za financéni podpory Vyzkumného
zdaméru Veterindrni aspekty bezpedénosti a kvality
potravin MSM6215712402, projektu Ministerstva
$kolstvi, mlddeze a télovychovy CR NPV 2B08050.
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