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abstrakt

Bakterie Listeria monocytogenes se vyznačují roz-
sáhlou schopností environmentální adaptace, která 
přispívá k jejich přežívání v prostředí potravinářských 
provozů, šíření v potravinovém řetězci a vzniku listerióz 
u spotřebitelů. Cílem této studie bylo srovnání diverzity 
genomu suspektně perzistentních kmenů L. monocy-
togenes ze sýrařských podniků za využití metody ce-
logenomového sekvenování (WGS). Výsledky studie  
potvrdily, že metoda WGS je vhodným nástrojem 
umožňujícím poskytnout manažerům potravinářských 
podniků informace o výskytu perzistentních kmenů bak-
terií dlouhodobě znehodnocujících kvalitu a bezpečnost 
jejich výrobků.

Klíčová slova: perzistence, sýry, celogenomové sek-
venování, prostředí potravinářských podniků

abstract

Listeria monocytogenes are characterized by an 
 extensive ability of environmental adaptation, which 
contributes to their survival in the environment of food 
processing plants, spread in the food chain and the de-
velopment of listeriosis in consumers. The aim of this 
study was to compare the genome diversity of suspected 
persistent L. monocytogenes strains from cheese proces-
sing plants using whole genome sequencing (WGS). The 
results of the study confirmed that the WGS method is 
a suitable tool to provide food business managers with 
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 information on the presence of persistent strains of bacte-
ria that in long term decrease the quality and food safety 
of their products.

Key words: persistence, cheeses, whole genome se-
quencing, environment of food processing plants

Úvod

Schopnost bakterií přežívat a růst delší období v konk-
rétním prostředí se označuje jako perzistence a je de-
terminována na základě opakované izolace klonálně 
příbuzných kmenů nalezených např. v nemocnicích 
nebo potravinářských provozech (Carpentier a Cerf, 
2011; Ferreira a kol., 2014). V praxi je však obtížné 
rozlišit, zda se jedná o opakovaný výskyt sledovaného 
bakteriálního kmene (vstupujícího do potravinářského 
podniku se surovinami), nebo se jedná o perzistentní 
kmen dlouhodobě přizpůsobený podmínkám daného 
provozu a vykazující klonální podobnost (Ferreira a kol., 
2014). Molekulární mechanismy perzistence bakterií 
stále nejsou dobře prozkoumány. Dlouhodobé přežívání 
specifických klonů bakterií v prostředí potravinářských 
podniků však může podporovat jejich vyšší tolerance 
k podmínkám vnějšího prostředí, jako je nedostatek živin, 
nízké pH, vysoká osmolarita, teplotní šok, přítomnost 
konkurenčních mikroorganismů nebo schopnost tvorby 
biofilmu.

Listeria monocytogenes je známá svojí schopností per-
zistovat v prostředí potravinářských podniků i po dobu 
několika let (Stessl a kol., 2014), což může vést ke kon-
taminaci finálních výrobků a následně i vzniku listerióz 
u rizikových skupin spotřebitelů (gravidní ženy, imu-
nokompromitovaní jedinci, senioři). L. monocytogenes 
u těchto rizikových skupin populace vyvolává závažné 
onemocnění s převážně alimentární cestou přenosu, 
zahr nující septikémie a neurologické, či neonatální in-
fekce. Listeriózou v České republice ročně onemocní asi  
30-40 osob, závažná je však vysoká smrtnost pacientů 
(20-35 %).

L. monocytogenes je možné považovat za ge-
neticky heterogenní druh, jenž se dělí do řady klonál-
ních komplexů (CCs). Ty zahrnují skupiny blízce 
příbuzných sekvenačních typů (STs) se specifickým 
výskytem a charakteristikou. V současnosti se lze set-
kat s rozdělením L. monocytogenes na hypervirulentní 
klony, kam patří kmeny klonálního komplexu 1 (CC1), 
CC2, CC4 a CC6, s tropismem zejména k humánním 
a animálním hostitelským buňkám, a na hypoviruletní 
klony CC121 a CC9 spojované především s výskytem 
v potravinách a perzistencí v potravinářských podnicích 
(Maury a kol., 2019).

Pro provozovatele potravinářských provozů je nezbyt-
né provádění monitoringu výrobního prostředí za účelem 
sledování zdrojů a cest šíření nežádoucích bakterií 
a omezení možných rizik plynoucích z kontaminace 
finálních výrobků. Nedílnou součástí sledování výskytu 
L. monocytogenes v prostředí výroby je využívání vhod-

ných typizačních metod umožňujících odhalení kmenů 
adaptovaných na specifické podmínky potravinářských 
provozů. Určení CCs a STs metodou MLST (multilo-
cus sequence typing) může poskytnout prvotní infor-
maci o výskytu suspektně perzistentních kmenů, ale 
neumožňuje analýzu klonální příbuznosti kvůli nízké 
diskriminační síle. Metoda celogenomového sekveno-
vání (WGS) umožňuje současně identifikaci identic-
kých klonů L. monocytogenes perzistujících ve výrobě  
a detekci genetických determinant podílejících se na 
jejich adaptaci a schopnosti dlouhodobého přežití 
v potravinářských provozech. V současnosti neexistují 
žádná pravidla týkající se diferenciace perzistentních 
a neperzistentních kmenů na základě analýzy dat WGS. 
K potvrzení výskytu perzistentních kmenů L. monocy-
togenes v potravinářských provozech je využívána SNPs 
(single nucleotide polymorphisms) analýza (Fagerlund 
a kol., 2016; Knudsen a kol., 2017), ale také core genome 
(cg)MLST (Palma a kol., 2017).

V naší studii jsme se zaměřili na porovnání charakteris-
tik kmenů L. monocytogenes izolovaných ve třech mléká-
renských podnicích po dobu několika let. S použitím 
metody celogenomového sekvenování byly charakteri-
zovány genomy bakterií a byla provedena analýza jejich 
příbuznosti.

materiál�a�metody

Testované kmeny L. monocytogenes
Celkem bylo analyzováno 41 perzistentních kmenů 

L. monocytogenes pocházejících z výroby zrajících 
sýrů s plísní (n=28), sýrů zrajících pod mazem (n=8) 
a pařených sýrů (n=5). Období, ve kterém byly per-
zistentní kmeny jednotlivých potravinářských podniků 
získány, uvádí Tabulka 1. Kmeny byly uchovávány 
v hlubokomrazícím boxu (-75 °C) a před extrakcí DNA 
pro celogenomové sekvenování byly kultivovány na 
krevním agaru při 37 °C 24 ± 2 h za aerobních pod-
mínek.

Celogenomové sekvenování (whole genome  
sequencing - WGS)

Genomická DNA byla izolována pomocí kitu Blood 
and Tissue dle instrukcí výrobce (Qiagen, Hilden, 
Německo). Příprava DNA knihoven a samotná sekvenace 
na platformě Illumina (San Diego, Kalifornie, USA) byla 
provedena externě s využitím sekvenátorů MiSeq (n=27) 
a NextSeq (n=14).

Analýza genomu
Hrubá sekvenanční data byla asemblována pomocí 

Velvet verze 1.1.04 softwaru Ridom SeqSphere+ (ver-
ze 6.0.2; Ridom GmbH, Münster, Germany). Klonální 
příbuznost testovaných kmenů byla porovnána po-
mocí softwaru Ridom SeqSphere+ na základě cgMLST 
s využitím schématu (1701 cílových alel) dle studie Rup-
pitsch a kol., (2015).
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výsledky�a�diskuze

Zařazení perzistentních kmenů L. monocytogenes 
k sekvenačnímu typu

V průběhu let 2004 až 2020 byly získány perzistent-
ní kmeny L. monocytogenes (n=41) ze tří sýrařských 
podniků. U výrobce A zaměřeného na výrobu zrajících 
sýrů s plísní byla prokázána perzistence L. monocy-
togenes po dobu až 16 let. Rovněž v dlouhodobě sle-
dovaném potravinářském podniku B vyrábějícím sýry 
 zrající pod mazem L. monocytogenes perzistovala více 
jak 10 let. U obou výrobců zrajících sýrů (A, B) byly 
získané kmeny L. monocytogenes serotypu 1/2a zařazeny 
ke stej nému sekvenačnímu typu (ST204). U výrobce 
pařených sýrů patřily kmeny L. monocytogenes k sero-
typu 1/2b a sekvenačnímu typu ST3 (Tabulka 1).

Korelace mezi perzistencí L. monocytogenes a spe-
ci fickými sekvenačními typy není jednoznačná a může  
být geograficky značně rozdílná, přestože jsou v potravi-
nářských podnicích často popisovány zejména per-
zistentní kmeny ST121 a ST9 (Stessl a kol., 2014). 
V Rakousku byly identifikovány jako nejlépe adaptované 
kmeny L. monocytogenes schopné perzistovat v mléká-
renských podnicích po dobu až několika let kmeny 
ST14 a ST121 (Kaszoni-Rückerl a kol., 2020). V Dán-
sku byly v různých potravinářských podnicích nejčastěji 

detekovány perzistentní kmeny ST7, ST8 a ST121 
(Knudsen a kol., 2017). Sekvenační typ ST204, který 
byl v této studii detekován u dlouhodobě perzistujících 
kmenů L. monocytogenes dvou českých mlékárenských 
podniků, patří v Austrálii mezi nejčastější skupinu listerií 
izolovaných z různých typů potravinářských prostředí, 
potravin, ale i klinických případů humánních listerióz 
(Fox a kol., 2016).

Určení klonální příbuznosti perzistentních kmenů 
na základě cgMLST

Na základě cgMLST byla potvrzena klonální pří buz- 
nost mezi kmeny L. monocytogenes izolovanými v rámci 
specifických potravinářských podniků (Obr. 1). U kmenů 
ST204 perzistujících v potravinářských podnicích po 
dobu více jak deseti let byly kmeny L. monocytogenes 
navzájem rozdílné maximálně v 19 alelách u výrobce 
A a v rozmezí 4 až 18 rozdílných alel u výrobce B. 
U kmenů ST3 izolovaných z pařených sýrů různých šarží 
balených u výrobce C byly během pěti let zjištěny rozdíly 
mezi kmeny jen v rozmezí 4 až 14 alel. Zatímco při epi-
demiologických šetřeních hromadných případů listerióz 
se při hodnocení příslušnosti kmene L. monocytogenes 
do epidemického klastru na základě cgMLST využívá 
mezní hodnota ≤ 10 rozdílných alel (Ruppitsch a kol., 
2015) nebo ≤ 7 rozdílných alel (Moura a kol., 2016) dle 

Obr. 1   Klonální příbuznost perzistentních kmenů L. monocytogenes na základě cgMLST analýzy (Ridom SeqSphere+ MST 
(Minimum Spanning Tree) based on 1701 columns, pairwise ignoring missing values)

Čísla na spojovacích čarách zobrazují počet cílových genů s odlišnými alelami; tmavě modrý kruh – kmeny ST204 výrobce A,  
světle modrý kruh – kmeny ST204 výrobce B, bílý kruh – kmeny ST3 výrobce C, pod označením sekvenačního typu je uvedeno 
období perzistence L. monocytogenes v daném podniku
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použitého schématu, pro hodnocení perzistentního klas-
tru listerií toto kritérium nelze využít. Ani při šetření epi-
demií jediná mezní hodnota nemůže striktně predikovat, 
zda jsou izoláty epidemiologicky příbuzné a WGS data 
nemohou být interpretována izolovaně od dat epidemio-
logických (Jackson a kol., 2016). Rozdíly v počtu alel 
mezi jednotlivými kmeny L. monocytogenes v této stu-
dii mohly být ovlivněny jednak metodickým přístupem 
(např. dlouhodobým skladováním kmenů, podmínkami 
vlastní sekvenace na různých platformách a metodami 
analýzy dat), ale také evolucí bakterií v prostředí daného 
potravinářského podniku v průběhu několika let.

Kmeny L. monocytogenes ST204 výrobce A i B vy-
kazovaly na základě cgMLST vysokou podobnost, oba 
klastry se od sebe lišily pouze 16 alelami (Obr. 1). To 
potvr zuje fakt, že stabilita genomu L. monocytogenes 
může vést k vysoké klonální příbuznosti mezi izoláty 
z různých zpracovatelských závodů a regionů, díky 
čemuž se obtížně dohledává zdroj těchto kmenů (Knud-
sen a kol., 2017). Australská studie prokázala analýzou 
genomu kmenů L. monocytogenes ST204 z různých 
zdrojů vysoce konzervovaný „core genome“. Diverzitu 
mezi kmeny představovala zejména přítomnost mobil-
ních genetic kých elementů, jako jsou plasmidy, transpo-
zony a fágové inzerce (Fox a kol., 2016).

závěr

Poprvé byly v ČR metodou celogenomového sekveno-
vání analyzovány kmeny L. monocytogenes z prostředí 
potravinářských provozů, finálních výrobků odebraných 
u výrobce a výrobků po expedici v tržní síti. Analýza 
sekvenačních dat potvrdila klonální příbuznost mezi kme-
ny L. monocytogenes vždy v rámci daného provozu výro-
by zrajících a pařených sýrů. Jednotlivé kmeny se v rámci 
jednoho podniku mohou v čase měnit, na základě cgMLST 
však nevykazovaly větší rozdíly než 19 alel. Kritéria pro 
hodnocení příbuznosti bakteriálních kmenů používaná při 
šetření epidemií jsou při hodnocení příbuznosti persistent-
ních kmenů z potravin příliš přísná a pro hodnocení situace 
v potravinářských podnicích a potravinách je nutné stano-
vit volnější rozpětí. Studie přinesla nové poznatky v oblas-
ti potravinářské výroby a mikrobiologické bezpečnosti 
potravin využitelné pro výrobce potravin i orgány státní 
správy, zabezpečující dozor nad potravinami.
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Tab. 1   Původ a charakteristika testovaných perzistentních 
kmenů L. monocytogenes

Výrobce Typ výroby Období 
izolace

Zdroj 
izolace

n Sérotyp MLST

A zrající sýry 
s plísní 2004 - 2020

prostředí 
výroby 23 1/2a ST204

finální 
výrobky 5 1/2a ST204

B zrající sýry 
pod mazem 2004 - 2015

prostředí 
výroby 1 1/2a ST204

finální 
výrobky 7 1/2a ST204

C pařené sýry 2014 - 2019 finální 
výrobky 5 1/2b ST3

n = počet testovaných kmenů
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enzymatic�synthesis�of�galactooligosaccharides�
from�lactose

abstrakt

Enzymová syntéza galaktooligosacharidů (GOS) z lak -
tosy je založena na transgalaktosylační aktivitě b-ga-
laktosidasy. V článku jsou shrnuty dosavadní poznatky 
o enzymové přípravě GOS. Kromě podmínek reakce 
je pozornost zaměřena především na způsoby aplikace 
 enzymu (volný a imobilizovaný enzym, celé a permea-
bilizované buňky, hrubé buněčné extrakty, membránové 
reaktory). Stručně jsou popsány kroky průmyslové výro-
by a možnosti aplikace GOS.

Klíčová slova: galaktooligosacharidy, βb-galaktosidasa, 
laktosa, prebiotika, transgalaktosylace

abstract

The enzymatic synthesis of galactooligosaccharides 
(GOS) from lactose is based on the transgalactosylation 
activity of b-galactosidase. The paper summarizes the 
existing knowledge about the enzymatic preparation of 
GOS. In addition to the reaction conditions, attention is 
focused mainly on the methods of enzyme application 
(free and immobilized enzyme, whole and permeabilized 
cells, crude cell extracts, membrane reactors). The steps 
of industrial production and the possibilities of GOS 
 application are briefly described.

Keywords: galactooligosaccharides, b-galactosidase, 
lactose, prebiotics, transgalactosylation

Úvod

Galaktooligosacharidy (GOS) jsou nestravitelné oli-
gosacharidy s význačnými prebiotickými vlastnostmi. 
Galaktooligosacharidy jsou obvykle definovány jako 

směs látek získaných z laktosy, které obsahují 3 až 
10 mo nosacharidových jednotek. Jedna z těchto jednotek 
je obvykle terminální glukosa a zbývající jednotky tvoří 
galaktosa, ke GOS patří i disacharidy tvořené dvěma jed-
notkami galaktosy. Stavební monosacharidy jsou v GOS 
vázané obvykle vazbami b 1-6 a b 1-4, méně často b 1-3 
a b 1-2. Kromě prebiotické funkce je známa stimulace 
absorpce vápníku a dalších minerálních látek (Whisner 
a kol., 2013), z dalších fyziologických funkcí je často 
uváděna prevence zácpy, rakoviny tlustého střeva nebo 
ovlivnění imunity. GOS jsou bezbarvé, mírně sladké 
(30 – 40 % sladivosti sacharosy). Jsou stálé při vysokých 
teplotách i v kyselém prostředí. S aplikačními možnostmi 
GOS ve funkčních potravinách souvisí setrvale rostoucí 
zájem v oblasti výzkumu. Podle databáze Web of Scien-
ce byly v 90. letech až do r. 2008 jen jednotlivé práce 
věnované GOS, v dalších letech se počet prací pohyboval 
kolem 15 a od r. 2017 je to 25 – 30 publikovaných článků. 
Roste také objem výroby GOS – v. r. 2020 se očekává 
produkce kolem 176 000 t s ročním růstem 6,1 % v letech 
2021 – 2026 (More, 2020). 

enzymy�a�substráty�používané�pro�syntézu�gos

Galaktooligosacharidy lze sice připravit i chemickou 
syntézou, mnohem výhodnější je však využití enzymové 
katalýzy. Pro enzymovou syntézu GOS je teoreticky 
možné využít enzymy ze skupiny glykosyltransferas 
(EC 2.4), ale jejich praktickému využití brání omezená 
dostupnost enzymu a potřeba aktivace galaktosy na 
UDP galaktosu. Z těchto důvodů se pro přípravu GOS 
využívá prakticky výhradně transgalaktosylační akti-
vita b-galaktosidas (E.C. 3.2.1.), která byla zjištěna 
v 50. letech minulého století. GOS tohoto typu jsou 
někdy také označovány jako transgalaktooligosacha-
ridy (TOS) pro odlišení od přirozeně se vyskytujících 
galaktooligosacharidů, např. v mléce. Pro výrobu GOS 
v průmyslovém měřítku je dostupný jen omezený počet 
komerčních b-galaktosidas. Pro neutrální oblast pH jsou 
využívány enzymy z kvasinek Kluyveromyces sp. (Maxi-
lact, Lactozym, Ha-lactase, Godo, Amano), z bakterie 
Bacillus circulans (Biolactase), v kyselé oblasti enzym 
z plísní Aspergillus niger (Maxilact A4) nebo z A. oryzae 
(Lactaid, Validase), v širším rozmezí pH jsou použitelné 
geneticky modifikované enzymy z bifidobakterií (Saphe-
ra, Nola Fit). Uvedené enzymy se však využívají přede-
vším v technologii výrobků s hydrolyzovanou laktosou 
a jsou k dispozici v různé aktivitě a čistotě. Použitý 
 enzym je pak hlavním faktorem, který určuje jaké GOS 
a v jakém množství budou vznikat. 

Pro laboratorní přípravu je nejvhodnějším substrátem 
koncentrovaný roztok laktosy v pufru, lze tak snadno kon-
trolovat přítomné ionty. V jiných substrátech může totiž 
být aktivita enzymu těmito ionty pozitivně i negativně 
ovlivněna. V průmyslovém měřítku lze využít permeát 
po ultrafiltraci syrovátky, syrovátku i mléko nebo pod-
máslí (Čurda a kol., 2006). 


