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Investigation of Listeria spread on model
rennet curd

Abstrakt

Siteni listerii je usnadfiovano schopnosti bungk listerii
tvorit flagelinové biciky jako organy pohybu. V uvedené
praci byla testovana pohyblivost 6 izolovanych kment
Listeria monocytogenes a dvou kmenu Listeria innocua.
Byla konstatovana shodnd pohyblivost v neutrdlnim
prostredi pri teploté 22-25 °C, v kyselém prostiedi (pH 4,5)
pri téZe teploté pohyblivost u jednoho kmene Listeria mono-
cytogenes a u jednoho kmene Listeria innocua pouze za
plné aerobnich podminek. Na modelové syrové hmoté byly
k testovani pouZity kmeny Listeria innocua a $iteni listerii
bylo dokumentovano odbérem vzorkl z urcené vzdalenosti
na povrchu a do hmoty od plochy naockované zndmym
poctem bungk listerii. Sifeni listerii neni funkci pouze jejich
aktivniho pohybu, ale soucasné i dalSich faktora.

Klicova slova: listerie, pohyblivost, biciky, flagelin,
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Abstract

Listerias spread is facilitated with cell ability to make fla-
gellum as the organ of motility. Activity of 6 isolated strains
of Listeria monocytogenes and two strains of Listeria
innocua was tested in this work. According to motility at
temperature 22 to 25 °C was finding in neutral medium and
for one strain of Listeria monocytogenes and one strain of
Listeria innocua in acidic medium only under fully anaerobic
conditions. Strains of Listeria innocua were used to testing on
the model rennet curd. Listerias spread was documented by
sampling from fixed distance (space) on the surface and into
the rennet curd from the surface inoculated with known cell
count. Listerias spread is not only the function of their
active motility, but also of the other factors.
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Uvod

Pfimy cilevédomy pohyb je jedna z kvalit, spojovana
s Zivymi organismy, a v§echny znamé formy Zivota na Zemi
vykazuji néjaky druh pohybu. U bakterii jde predevSim
o prevod chemické energie na mechanickou na bunécné
urovni. Takto ziskand energie umoZiuje bakteriim lepsi
pristup k Zivinam anebo, coZ je ptipad listerii, pfesun k hos-
titelskym buiikdm Zivych mikroorganismi; po vniknuti do
jejich bun€k a vyuziti jejich obsahu dochazi k rychlému
pronikéani do dalSich bunék (Tilney et al., 1989).

Listerie zpusobuji tzv. saprozoondzy, cozZ jsou onemoc-
néni zpusobena listeriemi pfenesenymi z nezivého orga-
nického substritu nebo zvirete na ¢lovéka. Rozmnozuji se
a rostou za podminek, kdy vétSina ostatnich bakterii pouze
preziva. Jako miniméalni pH se uvadi az hodnota 4,4, ma-
ximalni obsah soli 10 %, minimélni teplota - 0,4 °C. To
znamend, Ze jsou schopné rlstu a rozmnoZovani pfi
teplotach a podminkach uchovavani a konzervace potravin.
Jsou aerobni, osidluji pfedev§im povrchy potravin a vy-
hovuje jim vyssi vlhkost - jako minimalni aw se uvadi hod-
nota 0,92 (Bednar a kol.,1996).

Listerie jsou schopny pohybu dvéma zptsoby. Prvni zpu-
sob je pohyb pomoci peritrichidlnich biéikd, tvofenych
bilkovinou flagelinem. Tuto bilkovinu si tvofi listerie samy
(Jacchieri et al., 2003) a premistovani pomoci bicikl
vyuzivaji pfedevSim pii teplotach nizSich neZz je teplota
bunék teplokrevnych Zzivocichul. Listeriim tento zpusob
pohybu slouzi ptedevsim k premistovani smérem k cilovym
bunikam infekce (O'Neil et al., 2006) a tak pfispiva k rych-
lému Sifeni nadkazy mimo Zivé tkané. Vyznamné se uplatiiu-
je pfi tvorbé biofilmii (Done et al., 2004), které jsou
moznym zdrojem kontaminace potravinaiskych vyrobku
listeriemi. Pfi velmi nizkych teplotich se uvadi, Ze se lis-
terie prakticky nepohybuji, ale Ze jsou schopny
rozmnozovani a rastu.

Druhy zpusob je pomoci asymetricky umisténych
dlouhych vlaken, tvorenych bilkovinou aktinem (Tilney et
al.,1989). Po priniku do organismu listerie adheruje na
hostitelskou buniku a indukuje fagocytézu. Pomoci
hemolysinu- listeriolysinu se dostane do protoplazmy a na
svém povrchu vyloudi protein ActA, na ktery se vazi akti-
nové monomery z protoplazmy hostitelské buriky Zivych
organismd, tzn. pfi teploté 37 °C, a vytvari dlouha vlakna -
filamenta. Kontinudlni polymerizace aktinu posunuje bak-
terii dopfedu ve sméru uréeném asymetrickym vyskytem
bilkoviny aktinu A na povrchu buriky listerii. Pro popis
tohoto pohybu se pouzivd vétSinou termin "raketovy
pohyb". Aktinové biciky umoziiuji pomnozZenym bunikam
listerii rychly prunik fagocytézou do sousednich bunck
hostitele a tim velmi rychlé Sifeni infekce v napadeném
organismu. Pri tvorbé aktinovych bic¢ika pii 37 °C je
blokovana tvorba flagelinovych peritrichidlnich biciku, tzn.
7e burika listerii se tedy pohybuje bud jednim nebo druhym
zpusobem (Kathariou et al., 1995; Shen et al., 2006).
U nepatogenniho druhu Listeria innocua neni pfi 37 °C
blokovana tvorba flagelinovych bicikl, prficemzZ se netvori
aktinové biciky, tudiZ druh neni patogenni a 1ze ho pouZzivat
jako modelovy mikroorganismus misto patogenniho druhu
Listeria monocytogenes (Gleeson, 2005).

Pohyb pomoci peritichidlnich flagelinovych bi¢iku je pro
vyhledavani rizika kontaminace potravin, Sifeni a prenosu
infekce vyznamny, a proto je sledovani pohybu listerii
v syrech cilem nasi prace. Po¢ate¢nim krokem bylo ovéreni
pohyblivosti listerii za riznych teplot a podminek.

Metody stanoveni pohyblivosti jsou zaloZeny bud na
pfimém mikroskopickém pozorovéani ve visuté kapce nebo
na vpichu do specialniho média a sledovani rstu podél né;.
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Vytvafi-li se typicky deStnikovity tvar, je bakterie pohy-
bliva (Siegrist,2006).

Dalsi experimentalni metoda je popsana v literature
(Kathariou, 1995). Na mirné ztuZeny agar (TSB s 0,25 %
agaru) v Petriho misce bylo bodové naockovano inokulum,
u pohyblivych bakterii se po kultivaci kolem kolonii vytvo-
filo "halo", u nepohyblivych ziistavaly kolonie kompaktni.

Metody a material

BBL ™ Motility Test Medium (BD-Diagnostic, USA, kat.
¢. 211435)

Izolaty Listeria monocytogenes ¢. 1 - 6 (tabulka ¢. 1)

Listeria innocua (CCM Brno, CR, sb. &. 4030 a NCTC,
UK, sb. ¢. 11288, ozn. Ln 07)

Listeria innocua (izolat ozn. Ln 08)

Brain Heart Infusion (OXOID, UK, CM0225)

Brilliance™ Listeria Agar Base (OXOID, UK, CM1080)

Brilliance™ Listeria Selective Supplement (OXOID, UK,
SR0227E)

Brilliance™ Listeria Differential Supplement (OXOID,
UK, SR0228E)

Syrova hmota "cheese slurry" (chranény uZitny vzor MIL-
COM as., CR)

Tab. 1 [zoldty kmen( Listeria monocytogenes

Arch. éislo  Pracovni oznaceni Komodita
L1225 L1 zrajici syr LM
12023 L-2 stér LM
L2175 L-3 plisiovy syr LM
12182 L-4 stér LM
L2219 L-5 zelenina kostal LM
12002 L-6 saldm LM

Pro vlastni sledovani pohyblivosti byla pouzita metodu
vpichu a sledovani rastu podél néj. U komerc¢niho média
BBL™" Motility Test Medium bylo upraveno pH na hodnotu
4,5 (HCI) a bylo naockovéano vpichem jednotlivymi izolaty
Listeria monocytogenes a kmeny Listeria innocua nakul-

Tab. 2 Porovnani pohyblivosti listerii v médiu BBL pri
riznych teplotach a pH (vpichova metoda)

Teplota (°C) Teplota (°C) Teplota (°C)
34-37 22-25 6
aktivni aktivni aktivni
kyselost pH  kyselost pH  kyselost pH
7 4,5 7 4,5 7 4,5
Listeria monocytogenes
L1 - +
L-2 +/- + +
L-3 +
L4 - +
L-5 +/- +
L-6 +
Listeria innocua
Ln 07 + +* + +*
Ln 08 + +* + +*
* pozitivni jen v horni ¢dsti vpichu

+ pozitivni - negativni +/- dubicdzni

tivovanymi v BHI bujénu. TotéZ bylo provedeno u média
s pivodnim neutrdlnim pH. Naockované zkumavky byly
kultivovany pfi teploté 22-25 a 34-37 °C po dobu 24 hodin
a pri teploté 6 °C po dobu 5 dni, pak byl vizualné vyhodno-
cen rast. Vysledky jsou uvedeny v tabulce ¢. 2.

Dalsi sledovani pohybu na modelovém materidlu bylo
provadéno s kmeny Listeria innocua, které pri teploté
22-25°C a neutralnim pH vykazuji stejnou pohyblivost jako
patogenni kmeny Listeria monocytogenes (tabulka €. 2).
Poéty KTJ.ml" byly stanovovény na Brilliance Listeria
Agaru s dopliiky.

Na Petriho misky s termizovanou syrovou hmotou (pH
6,25, ay 0,941) o vysce vrstvy 1 cm byla naockovana do
sttedu vyznaceného sterilnim nebozezem o praméru
15 mm 0,1 ml inokula o zndmém poctu listerii a misky byly
kultivovany v termostatu pfi teploté 25 °C po dobu 5 dnu.
Po této dobé byl odebran vzorek povrchové vrstvy o defi-
nované ploSe a tloustce vrstvy z urcité vzdalenosti stredd
naockované a odebirané plochy. V takto odebraném vzorku
byl stanoven podcet listerii. Vysledky pfepocitané na jed-
notku plochy jsou uvedeny v tabulce €. 3.

Tab. 3 Siteni listerii po povrchu syrové hmoty pfi teploté
25°C za 5 dni

Kmen A B (H
log (KTJ.cm?) log (KTJ.cm?) log (KTJ.cm?)
Ln 07 1,63 417 5,23
0,60 nezjistén rist 7,05
Ln 08 2,40 5,48 6,20
1,40 nezjistén rlist 7,57

A - pocet listerii na kruhové kontaminované plose o priméru 15 mm.

B - pocet listerii po kultivaci na kruhové plose o priméru 15 mm, jejiz stfed byl ve
vzddlenosti 38 mm od stfedu kontaminované kruhové plochy

C - pocet listerii po kultivaci na ptivodné kontaminované kruhové plose o priméru 15 mm

Stejny postup byl aplikovan pfi stanoveni migrace listerii
hmotou. Ze spodni strany syrové hmoty byly odebrany
vzorky pod naockovanou plochou a v rizné vzdalenosti
a zpracovany stejné jako v predchozim pripadé. Vysledky
jsou uvedeny v tabulce €. 4.

Tab. 3 Siteni listerii po povrchu syrové hmoty pii teploté
25°C za 5 dni

Kmen (H D E
log (KTJ.cm?) log (KTJ.cm?) log (KTJ.cm?)
Ln 07 1,36 7,12 6,23
0,30 7,12 5,48
Ln 08 2,89 8,16 6,98
1,89 7,10 6,26

C - pocateéni pocet listeril na kruhové kontaminované plose o priméru 15 mm

D - pocet listerif na téZe kruhové ploSe po kultivaci

E - pocet listerii na kruhové plose o priméru 15 mm 1 cm pod kontaminovanou plochou
(na spodni strané syrové plotny)

Dale bylo sledovano §ifeni listerii na syrové hmoté modi-
fikované pridavkem chromogenniho média tak, aby nebyla
zménéna hodnota aktivity vody, pH a konzistence. Sifeni
listerii bylo moZno sledovat i pouhym okem, protoze
kolonie listerii byly diky reakci chromogennich soli
s enzymy produkovanymi listeriemi tyrkysové zelené a na
pozadi svétlé syrové hmoty zfetelné viditelné. Do vy-
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Obr. 1: Syrova hmota kontaminovand kmenem Listeria
innocua Ln 07 pfi teploté kultivace 25 °C po dobu 5 dni;

« kruhova plocha o priméru 15 mm zao¢kovand listeriemi
o denzité 64 KTJ.cm?.

Obr. 2: Syrova hmota kontaminovana kmenem Listeria
innocua Ln 08 pfi teploté kultivace 25 °C po dobu 5 dni;

« kruhovd plocha o praméru 15 mm, zaockovana listeriemi
o denzité 70 KTJ.cm?.

znaceného stfedu misek byl nao¢kovéan znamy pocet bunék
listerii, a misky byly po kultivaci pfi teploté 25 °C po dobu
5 dni dokumentovany fotograficky (obr. 1 a 2).

Vysledky

U obou testovanych kmenti Listeria innocua byla pri
teploté 22-25 °C zjisténa stejnd pohyblivost, jakou vykazo-
valo Sest testovanych izolatd Listeria monocytogenes. Pri
pH 4,5 byla pii této teploté konstatovana pohyblivost u jed-
noho kmene Listeria monocytogenes a omezena pohy-
blivost obou kmeni Listeria innocua, a to pouze za plné
aerobnich podminek. Pfi nizké teploté odpovidajici teploté
skladovani potravin nebyly pfi obou hodnotiach pH pohy-
blivé ani kmeny Listeria monocytogenes ani Listeria
innocua. Pri teploté 34-37 °C a neutrdlnim pH byla u dvou
kment Listeria monocytogenes zjisténa dubi6ézni pohy-
blivost, pfi pH 4,5 u zddného. Oba kmeny Listeria innocua
naopak pfi téchto teplotich pohyblivé byly pfi neutrdlnim
pH, pfi pH 4,5 pak pouze za plné aerobnich podminek (jen
horni ¢ast deStnikovitého tvaru).

U obou kmenu Listeria innocua bylo pri sledovani
plo$né kontaminace (tabulka ¢&. 3) zjiSt€no, Ze pfi nizsi
drovni kontaminace (4 KTJ.cm® u kmene Ln 07
a 25 KTJ.cm™ u kmene Ln 08) nebyly listerie zjistény ve
stejné vzdalenosti jako pii desetindsobné vysSSim poctu
kontaminujicich bunék, pfi némz byl zjiStén nartst listerii
v méfené vzdalenosti, a to na drovni pfiblizné o tfi fady

vys$i nez byla ptivodni kontaminace. V samotném misté
kontaminace doslo o nardst zhruba o ¢tyfi fady.

Pti sledovani Siteni listerii do hloubky 1 cm syrové
hmoty (tabulka ¢. 4) byl zjiStén kvantitativné témét shodny
narust listerii po kultivaci v misté kontaminovaném v jed-
notkéch i desitkdch KTJ.cm™ a byly zjistény pfiblizné o fad
nizsi pocty listerii na ploSe jednoho centimetru ¢tverecniho
v hloubce 1 cm pod kontaminovanou plochou.

Zaver

Porovnanim kment Listeria monocytogenes a Listeria inno-
cua bylo ovéfeno, Ze pri neutrdlnim pH a teploté 22-25 °C
byla pohyblivost listerii srovnatelna, a Ze pii bézné teploté
skladovani potravin 6 °C a neutrdlnim pH listerie pohyblivé
nebyly. Pfi snizeném pH a teploté¢ 22-25 °C byl ze Sesti
kmenil Listeria monocytogenes pohyblivy jeden kmen a oba
kmeny Listeria innocua byly pohyblivé jen za plné aecrobnich
podminek, tzn. na povrchu agaru ve zkumavce a nerostly
podél vpichu. Kmeny Listeria innocua byly schopny pohybu
v souladu s udaji v literatufe i pri teploté 37 °C pfi neutralnim
pH, prfi snizeném pH jen za plné aerobnich podminek.

V syrové hmoté modelujici podminky mékkych
plistiovych syri nebo syrt zrajicich pod mazem se listerie
Sifily rychle. Je ovSem nutné brat v tivahu, Ze Sifeni listerii
na povrchu i v modelové hmoté syra neni jen disledkem
jejich schopnosti premistovat se pomoci flagelinovych
bicika, ale Ze vysledek zahrnuje fadu faktora véetné jejich
rozmnozovani, fyzikdlnich zmén syrové hmoty pfi zrani,
diftznich pochodii, a v neposledni fadé i vzajemnych
vztahi listerii a vlastni mikroflory syra.

Literatura o 5 )

BEDNAR, M., FRANKQOVA V., SCHINDLER J., SOUCEK A., VAVRA J.,
Lékarskd mikrobiologie, Marvil, Praha 1996 :221-4.

O'NEIL H. S., MARQUIS H.: Listeria mocytogenes flagella are used for
motility, not as adhesin, to increase host cell invasion. Infect Immun.
2006 Dec; 74(12): 6675-81.

JACCHIERI S. G., TORQUATO R., BRENTANI R. R.: Structural study of bind-
ing of flagellin by toll-like receptor 5. J. Bacteriol. 2003, 185: 4243-4247.

DONE L., ERICSSON E., JIN X., ROTTENBERG M. E., KRISTENSSON K.,
LARSEN CH. N., BRESCIANI J., OLSEN J. O.: Role of flagellin and two-com-
ponent CheA/CheY system of Listeria monocytogenes in host cell invasion
and virulence. Infection and immunity, 2004 Jun; 79(6): 3237-3244.

TILNEY L. G., PORTNQY D. A.: Actin filaments and the growth, movement
and spread of the intracellular bacterial parasite, Listeria monocyto-
genes. J. Cell Biol. 1989, 109: 1597-1608.

KATHARIOU S., KANENAKA R., ALLEN R. D., FOK A. K., MIZUMOQTO C. :
Repression of motility and flagellin production at 37°C is stronger in
Listeria monocytogenes than in the nonpathogenic species Listeria
innocua. Can J. Microbiol. 1995 Jul; 41(7): 572-7.

SHEN, A., HIGGINS D. E.: The MogR transcriptional repressor regulates
nonhierarchal expression of flagellar motility genes and virulence in
Listeria monocytogenes. PloS Pathog. 2006, Apr; 2(4): €30.

GLEESON E., O'BEIRNE D.: Effect of process severity on survival and
growth of Escherichia coli and Listeria innocua on minimally processed
vegetables. Food Control, 2005 Oct.; 16(8): 677-685.

SIEGRIST J.: Diagnostic Media and Supplements for Listeria monocyto-
genes, The Analytix, Sigma-Aldrich Co., 2006, issue 4,:20-22

Podékovdni:
Tato prace probihala diky podpofe MSMT pfi feSeni
grantu 2B08050.

v

MLEKARSKE LISTY é. 121



