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Long-term survival of Listeria monocytogenes
in dairy plants

Abstrakt

Bakterie Listeria monocytogenes se vyznacuji roz-
sahlou schopnosti environmentdlni adaptace, ktera
prispiva k jejich pfezivani v prostfedi potravinarskych
provozi, Sifeni v potravinovém fetézci a vzniku listeriéz
u spotiebiteli. Cilem této studie bylo srovnéani diverzity
genomu suspektné perzistentnich kmend L. monocy-
togenes ze syrarskych podnikldl za vyuZziti metody ce-
logenomového sekvenovani (WGS). Vysledky studie
potvrdily, Ze metoda WGS je vhodnym nastrojem
umoziujicim poskytnout manaZerim potravinarskych
podniki informace o vyskytu perzistentnich kmenta bak-
terii dlouhodobé znehodnocujicich kvalitu a bezpecnost
jejich vyrobkii.

Klic¢ova slova: perzistence, syry, celogenomové sek-
venovani, prostredi potravinarskych podniki

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

Uvod

Schopnost bakterii prezivat a rist del§i obdobi v konk-
rétnim prostfedi se oznacuje jako perzistence a je de-
terminovdna na zdkladé opakované izolace klondlné
pfibuznych kmenii nalezenych napf. v nemocnicich
nebo potravinarskych provozech (Carpentier a Cerf,
2011; Ferreira a kol., 2014). V praxi je vSak obtizné
rozliSit, zda se jedna o opakovany vyskyt sledovaného
bakteridlniho kmene (vstupujicitho do potravinarského
podniku se surovinami), nebo se jednd o perzistentni
kmen dlouhodobé prizpisobeny podminkdm daného
provozu a vykazujici klonalni podobnost (Ferreira a kol.,
2014). Molekularni mechanismy perzistence bakterii
stile nejsou dobre prozkoumany. Dlouhodobé prezivani
specifickych klona bakterii v prostredi potravinarskych
podnikd vSak muZe podporovat jejich vyssi tolerance
k podminkdm vnéjsiho prostredi, jako je nedostatek Zivin,
nizké pH, vysoka osmolarita, teplotni Sok, pritomnost
konkurenénich mikroorganismil nebo schopnost tvorby
biofilmu.

Listeria monocytogenes je znama svoji schopnosti per-
zistovat v prostiedi potravinarskych podnikd i po dobu
nékolika let (Stessl a kol., 2014), coz muze vést ke kon-
taminaci findlnich vyrobkil a nasledné i vzniku listerioz
u rizikovych skupin spotfebitelt (gravidni Zeny, imu-
nokompromitovani jedinci, seniofi). L. monocytogenes
u téchto rizikovych skupin populace vyvolava zavazné
onemocnéni s prevazné alimentarni cestou prenosu,
zahrnujici septikémie a neurologické, ¢i neonatalni in-
fekce. Listeriézou v Ceské republice ro¢n& onemocni asi
30-40 osob, zdavazna je vSak vysoka smrtnost pacientl
(20-35 %).

L. monocytogenes je mozné povazovat za ge-
neticky heterogenni druh, jenZ se déli do tfady klonal-
nich komplexit (CCs). Ty zahrnuji skupiny blizce
pribuznych sekvenacnich typt (STs) se specifickym
vyskytem a charakteristikou. V soucasnosti se lze set-
kat s rozdélenim L. monocytogenes na hypervirulentni
klony, kam patii kmeny klondlniho komplexu 1 (CC1),
CC2, CC4 a CC6, s tropismem zejména k humannim
a animalnim hostitelskym bunikdm, a na hypoviruletni
klony CC121 a CC9 spojované predevSim s vyskytem
v potravinach a perzistenci v potravinarskych podnicich
(Maury a kol., 2019).

Pro provozovatele potravinarskych provozu je nezbyt-
né provadéni monitoringu vyrobniho prostredi za ticelem
sledovani zdroji a cest Sifeni nezadoucich bakterii
a omezeni moznych rizik plynoucich z kontaminace
findlnich vyrobki. Nedilnou soucésti sledovani vyskytu
L. monocytogenes v prostiedi vyroby je vyuZzivani vhod-

nych typiza¢nich metod umoziujicich odhaleni kment
adaptovanych na specifické podminky potravinarskych
provozi. Uréeni CCs a STs metodou MLST (multilo-
cus sequence typing) muze poskytnout prvotni infor-
maci o vyskytu suspektné perzistentnich kment, ale
neumoznuje analyzu klonalni pribuznosti kvili nizké
diskriminacni sile. Metoda celogenomového sekveno-
vani (WGS) umozinuje soucasn¢ identifikaci identic-
kych klonti L. monocytogenes perzistujicich ve vyrobé
a detekci genetickych determinant podilejicich se na
jejich adaptaci a schopnosti dlouhodobého preziti
v potravinarskych provozech. V soucasnosti neexistuji
7zadna pravidla tykajici se diferenciace perzistentnich
a neperzistentnich kment na zdklad€ analyzy dat WGS.
K potvrzeni vyskytu perzistentnich kmenii L. monocy-
togenes v potravinarskych provozech je vyuZivana SNPs
(single nucleotide polymorphisms) analyza (Fagerlund
akol., 2016; Knudsen a kol., 2017), ale také core genome
(cg)MLST (Palma a kol., 2017).

V nasi studii jsme se zaméfili na porovnani charakteris-
tik kmentl L. monocytogenes izolovanych ve tfech mléka-
renskych podnicich po dobu nékolika let. S pouzitim
metody celogenomového sekvenovani byly charakteri-
zovany genomy bakterii a byla provedena analyza jejich
pribuznosti.

Material a metody

Testované kmeny L. monocytogenes

Celkem bylo analyzovano 41 perzistentnich kment
L. monocytogenes pochazejicich z vyroby zrajicich
syrd s plisni (n=28), syrd zrajicich pod mazem (n==8)
a pafenych syri (n=5). Obdobi, ve kterém byly per-
zistentni kmeny jednotlivych potravinarskych podniki
ziskany, uvadi Tabulka 1. Kmeny byly uchovivéany
v hlubokomrazicim boxu (-75 °C) a pred extrakci DNA
pro celogenomové sekvenovani byly kultivovany na
krevnim agaru pii 37 °C 24 + 2 h za aerobnich pod-
minek.

Celogenomové sekvenovdni (whole genome
sequencing - WGS)

Genomicka DNA byla izolovdna pomoci kitu Blood
and Tissue dle instrukci vyrobce (Qiagen, Hilden,
Némecko). Priprava DNA knihoven a samotnd sekvenace
na platformé Illumina (San Diego, Kalifornie, USA) byla
provedena externé s vyuzitim sekvenatord MiSeq (n=27)
a NextSeq (n=14).

Analyza genomu

Hrubéd sekvenancni data byla asemblovana pomoci
Velvet verze 1.1.04 softwaru Ridom SeqSphere+ (ver-
ze 6.0.2; Ridom GmbH, Miinster, Germany). Klonalni
pribuznost testovanych kment byla porovnana po-
moci softwaru Ridom SeqSphere+ na zdkladé cgMLST
s vyuZzitim schématu (1701 cilovych alel) dle studie Rup-
pitsch a kol., (2015).
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Obr. 1 Klonalni pfibuznost perzistentnich kment L. monocytogenes na zakladé cgMLST analyzy (Ridom SeqSphere+ MST
(Minimum Spanning Tree) based on 1701 columns, pairwise ignoring missing values)

Vysledky a diskuze

Zarazeni perzistentnich kmenut L. monocytogenes
k sekvenacnimu typu

V prubéhu let 2004 az 2020 byly ziskany perzistent-
ni kmeny L. monocytogenes (n=41) ze tii syrarskych
podnikd. U vyrobce A zaméfeného na vyrobu zrajicich
syru s plisni byla prokazéna perzistence L. monocy-
togenes po dobu az 16 let. Rovnéz v dlouhodobé sle-
dovaném potravinarském podniku B vyrabéjicim syry
zrajici pod mazem L. monocytogenes perzistovala vice
jak 10 let. U obou vyrobct zrajicich syrt (A, B) byly
ziskané kmeny L. monocytogenes serotypu 1/2a zarazeny
ke stejnému sekvena¢nimu typu (ST204). U vyrobce
parenych syrd patfily kmeny L. monocytogenes k sero-
typu 1/2b a sekvena¢nimu typu ST3 (Tabulka 1).

Korelace mezi perzistenci L. monocytogenes a spe-
cifickymi sekvenacnimi typy neni jednoznacnd a miize
byt geograficky znacné rozdilnd, prestoze jsou v potravi-
narskych podnicich c¢asto popisovdny zejména per-
zistentni kmeny ST121 a ST9 (Stessl a kol., 2014).
V Rakousku byly identifikovany jako nejlépe adaptované
kmeny L. monocytogenes schopné perzistovat v mléka-
renskych podnicich po dobu az nékolika let kmeny
ST14 a ST121 (Kaszoni-Riickerl a kol., 2020). V Dan-
sku byly v raznych potravinarskych podnicich nejcastéji

detekovany perzistentni kmeny ST7, ST8 a STI121
(Knudsen a kol., 2017). Sekvenacni typ ST204, ktery
byl v této studii detekovan u dlouhodobé perzistujicich
kment L. monocytogenes dvou Ceskych mlékarenskych
podniki, patfi v Australii mezi nejcastéjsi skupinu listerii
izolovanych z riiznych typd potravinarskych prostredi,
potravin, ale i klinickych pfipadii huménnich listeri6z
(Fox a kol., 2016).

Urceni klondlni pribuznosti perzistentnich kmenii
na zdakladeé cgMLST

Na zdkladé cgMLST byla potvrzena klondlni pfibuz-
nost mezi kmeny L. monocytogenes izolovanymi v ramci
specifickych potravinafskych podnikd (Obr. 1). U kmeni
ST204 perzistujicich v potravinarskych podnicich po
dobu vice jak deseti let byly kmeny L. monocytogenes
navzdjem rozdilné maximélné v 19 alelach u vyrobce
A a v rozmezi 4 az 18 rozdilnych alel u vyrobce B.
U kment1 ST3 izolovanych z parenych syrii riznych Sarzi
balenych u vyrobce C byly béhem péti let zjistény rozdily
mezi kmeny jen v rozmezi 4 az 14 alel. Zatimco pfi epi-
demiologickych Setfenich hromadnych pfipadu listerioz
se pri hodnoceni pfisluSnosti kmene L. monocytogenes
do epidemického klastru na zékladé cgMLST vyuziva
mezni hodnota < 10 rozdilnych alel (Ruppitsch a kol.,
2015) nebo < 7 rozdilnych alel (Moura a kol., 2016) dle
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pouZzitého schématu, pro hodnoceni perzistentniho klas-
tru listerii toto kritérium nelze vyuzit. Ani pfi Setfeni epi-
demii jedind mezni hodnota nemuze striktné predikovat,
zda jsou izolaty epidemiologicky ptibuzné a WGS data
nemohou byt interpretovana izolované od dat epidemio-
logickych (Jackson a kol., 2016). Rozdily v poctu alel
mezi jednotlivymi kmeny L. monocytogenes v této stu-
dii mohly byt ovlivnény jednak metodickym pristupem
(napt. dlouhodobym skladovanim kmend, podminkami
vlastni sekvenace na rdznych platforméich a metodami
analyzy dat), ale také evoluci bakterii v prostfedi daného
potravinarského podniku v pribéhu nékolika let.

Kmeny L. monocytogenes ST204 vyrobce A i B vy-
kazovaly na zakladé cgMLST vysokou podobnost, oba
klastry se od sebe lisily pouze 16 alelami (Obr. 1). To
potvrzuje fakt, Ze stabilita genomu L. monocytogenes
muze vést k vysoké klondlni pribuznosti mezi izolaty
z raznych zpracovatelskych zavodi a regionu, diky
¢emuz se obtizné dohledava zdroj téchto kment (Knud-
sen a kol., 2017). Australska studie prokazala analyzou
genomu kmentt L. monocytogenes ST204 z ruznych
zdrojii vysoce konzervovany ,,core genome‘. Diverzitu
mezi kmeny predstavovala zejména pritomnost mobil-
nich genetickych elementt, jako jsou plasmidy, transpo-
zony a fagové inzerce (Fox a kol., 2016).

Zaver

Poprvé byly v CR metodou celogenomového sekveno-
vani analyzovany kmeny L. monocytogenes z prostredi
potravinarskych provozi, findlnich vyrobki odebranych
u vyrobce a vyrobkll po expedici v trzni siti. Analyza
sekvenacnich dat potvrdila klonalni pfibuznost mezi kme-
ny L. monocytogenes vidy v ramci daného provozu vyro-
by zrajicich a parenych syrd. Jednotlivé kmeny se v rdmci
jednoho podniku mohou v ¢ase ménit, na zdkladé¢ cgMLST
vSak nevykazovaly vétsi rozdily nez 19 alel. Kritéria pro
hodnoceni pribuznosti bakteridlnich kment pouZivana pri
Setfeni epidemii jsou pfi hodnoceni pfibuznosti persistent-
nich kmen z potravin piili§ pfisna a pro hodnoceni situace
v potravinarskych podnicich a potravinach je nutné stano-
vit volnéjsi rozpéti. Studie prinesla nové poznatky v oblas-
ti potravinifské vyroby a mikrobiologické bezpecnosti
potravin vyuZitelné pro vyrobce potravin i orgdny stitni
spravy, zabezpecujici dozor nad potravinami.
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Prace vznikla za financni podpory projekti MZe
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ENZYMOVA SYNTEZA
GALAKTOOLIGOSACHARIDU
Z LAKTOSY

Ladislav Curda, Monika Kumherova, Jifi Stétina
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Enzymatic synthesis of galactooligosaccharides
from lactose

Abstrakt

Enzymova syntéza galaktooligosacharidia (GOS) z lak-
tosy je zaloZena na transgalaktosylacni aktivité B-ga-
laktosidasy. V ¢lanku jsou shrnuty dosavadni poznatky
o enzymové pripravé GOS. Kromé podminek reakce
je pozornost zaméfena predevSim na zpusoby aplikace
enzymu (volny a imobilizovany enzym, celé a permea-
bilizované bunky, hrubé bunécné extrakty, membranové
reaktory). Stru¢né jsou popsany kroky primyslové vyro-
by a moZnosti aplikace GOS.

Klic¢ovaslova: galaktooligosacharidy, [3-galaktosidasa,
laktosa, prebiotika, transgalaktosylace

Abstract

The enzymatic synthesis of galactooligosaccharides
(GOS) from lactose is based on the transgalactosylation
activity of PB-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

Uvod

Galaktooligosacharidy (GOS) jsou nestravitelné oli-
gosacharidy s vyznacnymi prebiotickymi vlastnostmi.
Galaktooligosacharidy jsou obvykle definovany jako

smés latek ziskanych z laktosy, které obsahuji 3 az
10 monosacharidovych jednotek. Jedna z téchto jednotek
je obvykle terminalni glukosa a zbyvajici jednotky tvori
galaktosa, ke GOS patii i disacharidy tvorené dvéma jed-
notkami galaktosy. Stavebni monosacharidy jsou v GOS
vazané obvykle vazbami 3 1-6 a B 1-4, méné Casto 3 1-3
a B 1-2. Kromé prebiotické funkce je zndma stimulace
absorpce véapniku a dalSich mineralnich latek (Whisner
a kol., 2013), z dalSich fyziologickych funkci je casto
uvadéna prevence zacpy, rakoviny tlustého stfeva nebo
ovlivnéni imunity. GOS jsou bezbarvé, mirné sladké
(30 — 40 % sladivosti sacharosy). Jsou stalé pfi vysokych
teplotach i v kyselém prostredi. S aplikacnimi moZnostmi
GOS ve funkcnich potravinach souvisi setrvale rostouci
zdjem v oblasti vyzkumu. Podle databidze Web of Scien-
ce byly v 90. letech az do r. 2008 jen jednotlivé prace
vénované GOS, v dalSich letech se pocet praci pohyboval
kolem 15 a od . 2017 je to 25 — 30 publikovanych ¢lank.
Roste také objem vyroby GOS — v. r. 2020 se ocekava
produkce kolem 176 000 t s rocnim rastem 6,1 % v letech
2021 — 2026 (More, 2020).

Enzymy a substraty pouzivané pro syntézu GOS

Galaktooligosacharidy 1ze sice pfipravit i chemickou
syntézou, mnohem vyhodnéjsi je vSak vyuziti enzymové
katalyzy. Pro enzymovou syntézu GOS je teoreticky
mozné vyuzit enzymy ze skupiny glykosyltransferas
(EC 2.4), ale jejich praktickému vyuziti brani omezena
dostupnost enzymu a potfeba aktivace galaktosy na
UDP galaktosu. Z téchto diivoda se pro pripravu GOS
vyuziva prakticky vyhradné transgalaktosylacni akti-
vita [-galaktosidas (E.C. 3.2.1.), kterd byla zjiSténa
v 50. letech minulého stoleti. GOS tohoto typu jsou
nékdy také oznaCovany jako transgalaktooligosacha-
ridy (TOS) pro odliSeni od prirozené se vyskytujicich
galaktooligosacharidii, napf. v mléce. Pro vyrobu GOS
v prumyslovém méfitku je dostupny jen omezeny pocet
komerc¢nich B-galaktosidas. Pro neutrdlni oblast pH jsou
vyuzivany enzymy z kvasinek Kluyveromyces sp. (Maxi-
lact, Lactozym, Ha-lactase, Godo, Amano), z bakterie
Bacillus circulans (Biolactase), v kyselé oblasti enzym
z plisni Aspergillus niger (Maxilact A4) nebo z A. oryzae
(Lactaid, Validase), v SirSim rozmezi pH jsou pouzitelné
geneticky modifikované enzymy z bifidobakterii (Saphe-
ra, Nola Fit). Uvedené enzymy se vSak vyuzivaji prede-
v§im v technologii vyrobki s hydrolyzovanou laktosou
a jsou k dispozici v rizné aktivité a Cistoté. Pouzity
enzym je pak hlavnim faktorem, ktery urcuje jaké GOS
a v jakém mnozstvi budou vznikat.

Pro laboratorni pfipravu je nejvhodnéjSim substratem
koncentrovany roztok laktosy v pufru, 1ze tak snadno kon-
trolovat pritomné ionty. V jinych substratech miZe totiz
byt aktivita enzymu témito ionty pozitivné i negativné
ovlivnéna. V primyslovém méfitku lze vyuzit permeat
po ultrafiltraci syrovatky, syrovatku i mléko nebo pod-
mésli (Curda a kol., 2006).
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