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Uvod

Listeria monocytogenes je ubikvitarné se vyskytujici
oportunni intraceluldrni bakterie schopné vyvolat onemoc-
néni lidi i zvitat'?. L. monocytogenes je adaptovana nejen
na intracelularni Zivotni cyklus, ale také na saprofyticky
zpiisob Zivota v pidé a rozkladajici se vegetaci®. Bakterie
L. monocytogenes je mozné izolovat jak z vné&jsiho pro-
stiedi, tak z prostiedi potravinarskych podnikt a Sirokého
spektra potravin®’.

Patogenita bakterii L. monocytogenes je dana jejich
schopnosti infikovat a mnoZit se v rliznych typech hostitel-
skych bunék, véetné makrofagh a nefagocytujicich bunék.
Pro intracelularni cyklus L. monocytogenes jsou zékladni-
mi a v soucasnosti nejvice prostudovanymi faktory viru-
lence pozitivné regulacni faktor A (prf4), internaliny A
a B (inlA, inlB), listeriolysin O (hlyA), fosfatidylinositol
fosfolipasa C (plcA), fosfatidylcholin fosfolipasa C (plcB)
a aktin polymerizujici protein (act4). Tyto povrchové pro-
teiny odpovidaji za adhezi a penetraci do hostitelskych
bunék, Gnik z fagolysozomti umoznujici naslednou repli-
kaci v cytosolu, a dale intracelularni motilitu a Sifeni
z buitky do buiiky®. Soubor zakladnich gent virulence je
obvykle detegovan u viech kmenti L. monocytogenes®™'’.
Delece jednoho ¢i vice genl kodujicich klicové faktory
virulence mize vést k rozdilim v patogenité. Mutanty
L. monocytogenes s deleci genll prfd, hlyA ¢i actd se
v modelovych pokusech na mysich vyznacuji avirulenci®.

Zmény v patogennim potencidlu L. monocytogenes
1ze vysvétlit i bodovymi mutacemi gent virulence. Pro
prostup L. monocytogenes intestindlni bariérou béhem
pocatecni faze infekce je klicovy povrchovy protein inter-
nalin A, ktery zprostfedkovava interakci s E-kadherinem
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epitelialnich bun&k'!. Celosvétové bylo, napt. v USA"
nebo ve Francii'*', popsano nékolik bodovych mutaci
vedoucich ke vzniku pfed¢asného terminac¢niho kodonu v
genu inld, PMSC (premature stop codon), vedouciho
k netplné syntéze internalinu A. V soucasnosti bylo identi-
fikovano 18 prirozené se vyskytujicich mutaci majicich za
nasledek vznik PMSC v genu inld (cit."’). Kmeny
L. monocytogenes s produkci zkracené formy internalinu
A, v disledku bodovych mutaci, maji snizenou schopnost
napadat epitelialni buiiky tkanovych kultur a vykazuji nizsi
virulenci u savéich hostiteld'>™'*'°. Pro rychly screening
téchto potencialné neinvazivnich kment L. monocytogenes
je mozné vyuzit metodu RFLP (restriction fragment length
polymorphism), umoziujici rychlou detekci polymorfismu
genu inld (cit.'>").

r wvr

Experimentalni ¢ast
VysSetfované kmeny L. monocytogenes

Kmeny pochazely ze sbirky Narodni referen¢ni labo-
ratofe pro listérie (Statniho zdravotniho ustavu — Odboru
laboratofi hygieny vyZzivy a bezpecnosti potravin, Brno).
Byly uchovavany v glycerinovém médiu pii —80 °C. Cel-
kem bylo vySetieno 151 kmend L. monocytogenes. Testo-
véano bylo 38 humadnnich, 101 potravinovych a 12 kment
pochézejicich z vnéjsiho prostiedi. Pied provedenim typi-
zace byly kmeny oziveny vyockovanim na krevni agar
(Bio-Rad, Francie) a inkubovany pii 37 °C po dobu
24 hodin za aerobnich podminek.

Sérotypizace

Sérotyp byl uréen metodou sklickové aglutinace za
pouziti komerén€ dostupnych antisér (Denka Seiken, Ja-
ponsko) a nasledné potvrzen metodou PCR (polymerasové
fetézové reakce)'™"” s pouzitim PPP polymerasy (Top-Bio,
(VJVR) a primerQ syntetizovanych firmou Generi Biotech
(CR).

Detekce gent virulence

K detekei genti virulence byla pouzita kombinace ¢tyt
PCR: 1. detekce prfd a plcA, 2. hlyA a actA, 3. plcB a 4.
inlA, inlC, inlJ a inlB (tabulka I). Pro vSechny reakce byly
pouzity primery syntetizované firmou Generi Biotech
(CR), PPP polymerasa (Top-Bio, CR) nebo Qiagen Multi-
plex PCR Kit (Bio-Consult, CR).

PCR-RFLP (restriction fragment length polymorphism)

Polymorfismus genu inl4 u kmenl L. monocytogenes
byl sledovan metodou PCR-RFLP s vyuzitim primert
seq01 a seq02 (Generi Biotech, CR)'”. Amplifikovany
produkt inlA4 (733 bp) byl stépen restrikéni endonukleasou
Alul (BioLabs, UK). Detekce produkti a fragmentt re-
strik¢éniho $tépeni byla provedena elektroforeticky v 1,5 az
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Tabulka I

Prehled primerti pouzitych pfi stanoveni sérotypu, detekci gend virulence a uréeni RFLP profilu (polymorfismus délky

restrik¢énich fragment)
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Gen Velikost produktu Zdroj PCR?

Imo0737 691 bp Doumith a spol."”

Imoll18 906 bp Doumith a spol."

ORF2819 471 bp Doumith a spol." ) ,
ORF2110 597 bp Doumith a spol."” scrotypizace

prs 370 bp Doumith a spol."”

flaA 538 bp Borucki a Call'®

prfd 274 bp D’Agostino a spol.* .

plcA 129 bp Jaradat a spol.’ virulence-1. PCR
hlyA 456 bp Aurora a spol.”* .

actA 385/268 bp Jaradat a spol.’ virulence-2. PCR
plcB 261 bp Jaradat a spol.’ virulence-3. PCR
inlA 800 bp Liu a spol.”’

inlC 517 bp Liu a spol.”! .

inlJ 238 bp Liu a spol.”! virulence-4. PCR
inlB 146 bp Jaradat a spol.’

inl4 733 bp Rousseaux a spol.'’ RFLP

*PCR - polymerasova fetézova reakce

3,5% gelu (SERVA Electrophoresis GmbH, Némecko)
s naslednym obarvenim v roztoku ethidiumbromidu a vi-
zualizaci pod UV svétlem.

Vysledky a diskuse

Na zaklad¢ fylogenetickych studii lze L. mono-
cytogenes rozdélit do tif genetickych linii. Linie I zahrnuje
sérotypy 1/2b, 3b, 4b, 4d, 4e, 4ab a 7, linie II zahrnuje
sérotypy 1/2a, 3a, 1/2c a 3c a do linie III patii sérotypy 4a
a 4c¢ (cit.***"). S humannimi p¥ipady listerioz podle fady
autorti souvisi zejména kmeny zatazené do linii I a II, jed-
na se predeviim o sérotypy 1/2a, 1/2b a 4b (cit.'"*?). Na-
proti tomu kmeny zatazené do linie III jsou oznacovany za
patogenni zejména pro zvifata a na vzniku onemocnéni lidi
se podileji jen ojedingle'™*. V Ceské republice patfi mezi
nejroziifen&jsi sérotyp 1/2a, a to nejen v potravinich™, ale
také v humanni populaci®®. Doposud u nés nebyl zazname-
nan jediny piipad listeriézy vyvolany sérotypem 1/2c,
prestoze v potravinach se kmeny tohoto sérotypu vyskytu-
ji. Vzhledem k témto rozdilim byva casto diskutovana
otazka rizného patogenniho potencialu jednotlivych gene-
tickych linii a sérotypt L. monocytogenes.

V souboru 151 testovanych kment L. monocytogenes
ziskanych z klinickych ptipadt listeridoz i kmend pochéaze-
jicich z potravin a vné&jsiho prostiedi byly detegovany
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vSechny geny vyznamné v patogenezi L. monocytogenes
(prfA, hiyA, plcA, plcB, actA, inl4, inlB). Rozdily ve vy-
skytu testovanych genti virulence nebyly zaznamenany ani
mezi zastoupenymi sérotypy. Geny patfici do ostrivku
patogenity LIPI-1 (Listeria pathogenicity island 1) a geny
inlA a inlB jsou podle vysledki fady studii”'” stabilni sou-
¢asti genomu L. monocytogenes. Kromé vySe uvedenych
gentl byl sledovan také vyskyt genti inlC a inlJ, kodujicich
internaliny C a J, jejichz funkce ve virulenci zatim neni
zcela znama'!, agkoli jsou obvykle detegovany u viech
kmentl L. monocytogenes™®*’. Absence genti inlC a inlJ by
mohla byt jednou z pfi¢in nizké patogenity kment
L. monocytogenes sérotypu 4a. Bylo zjisténo, ze kmeny
tohoto sérotypu vykazuji vyS$i genetickou piibuznost
s nepatogennim druhem L. innocua, ktery také neproduku-
je internaliny C a J (cit.>?%). V této studii byly geny in/C
a inlJ prokdzany u vSech nami testovanych kmend
L. monocytogenes.

Ke sledovani virulence L. monocytogenes je mozné
vyuzit napt. zkousky in vivo na mysich, ¢i techniky in
vitro na tkanovych kulturach nebo molekuladrné biologické
metody: PCR, Western blot analyzu & sekvenaci'*?"**. Za
rychlou a finanéné dostupnou variantu monitorovani pato-
genniho potencialu L. monocytogenes lze povazovat i tech-
niku RFLP (polymorfismus délky restrikénich fragmenti).
V této studii byla vyuzita metoda PCR-RFLP umoziujici
detekci polymorfismu genu inl4 pro screening kmeni
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Tabulka II
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Puvod testovanych kment s uvedenim jejich sérotypu a RFLP profilu (polymorfismus délky restrikénich fragmentit)

Typ kmene RFLP profil Geneticka linie Sérotyp Plvod Pocet kmentl
humanni 8
2 1 1/2b potraviny 28
prostredi 0
humanni 8
2 1 4b potraviny 17
prostiedi 2
humanni 0
Invazivni 2 1 4d potraviny 3
prostiedi 0
humanni 5
3 I 1/2a potraviny 6
prostiedi 2
humanni 1
5 II 12a potraviny 3
prostiedi 0
humanni 11
1 II 1/2a potraviny 11
prostredi 6
o humanni 5
Eﬁfﬁﬁﬁiﬂﬁ 4 1l 12a potraviny 1
prostiedi 2
humanni 0
4 II 1/2¢ potraviny 22
prostiedi 0

L. monocytogenes s ruznou schopnosti vnikat do epitelial-
nich bun€k. Ve shodé s vysledky publikovanymi ve studii
Lyautey a spol.?’ jsme prokazali souvislost mezi jednotli-
vymi RFLP profily a sérovymi skupinami. U kmenti linie I
(sérotyp 1/2b, 4b a 4d) byl detegovan pouze RFLP profil
2. Kmeny L. monocytogenes linie 11 (sérotyp 1/2a a 1/2c)
pattily k RFLP profilim 1, 3,4 a 5.

Z celého souboru testovanych kmenti pfedstavovalo
52,3 % invazivni kmeny profilu 2 a 3, u kterych byl podle
studie, kterou zveiejnil Rousseaux a spol.", vzdy prokazan
funkéni internalin A o molekulové hmotnosti 80 kDa.
RFLP profil 5, ktery je rovnéZ spojovéan s produkei funké-
niho internalinu A, jsme detegovali pouze ojedinéle
(6,3 %) podobné& jako v jinych studiich'’?. Potencialné
patogenni byly i izolaty L. monocytogenes pochazejici
z environmentalnich zdroji, shodné vysledky potvrzuje
i studie z Kanady®.

K RFLP profilu 1 a 4, které jsou spojovany s produkeci
zkracené formy internalinu A a sniZenou schopnosti inva-
dovat do epitelialnich bun&k tkanovych kultur'’, pattilo
43,6 % potravinovych kment L. monocytogenes a 66,7 %
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kmenti z vnéjsiho prostfedi. Toto procentudlni rozlozeni
pravdépodobné nesouvisi s niz§i virulenci vySetfovanych
environmentalnich kment, ale spiSe s dominantnim za-
stoupenim sérotypu 1/2a v této skupiné (83,3 %). Kmeny
s profilem 1 a 4 mohou také produkovat funkéni formu
internalinu A (cit."*). Tomu odpovidd skutetnost, Ze
u 42,1 % humannich kmenti, ziskanych z klinickych ptipa-
da listerioz, byly rovnéz detegovany RFLP profily 1 a 4.
Zajimavé bylo zjisténi, Ze vSechny kmeny sérotypu 1/2c
pattily vyhradné k restrikénimu profilu 4, ale zadny kmen
se shodnym sérotypem se nepodilel na invazivni formé
listeriozy u lidi.

Pouze na zéklad¢ vysledkti RFLP nelze uzaviit, zda
maji kmeny L. monocytogenes pattici k profilim 1 a 4
snizenou invazivni schopnost. Rousseaux a spol.'” sek-
venéni analyzou fragmentu inlA (733 bp) prokazal, ze
amplifikovany produkt neni nositelem vSech bodovych
mutaci odpovédnych za produkci zkraceného internalinu
A. U kmeni sérotypu 1/2a a 1/2c, u kterych byvaji detego-
vany  profily  spojované s  niz§i  invazivitou
L. monocytogenes, je k prokazani virulence nutna kombi-



Chem. Listy 105, 702-706 (2011)

nace metody RFLP s dal§imi technikami, pfipadné jeji
optimalizace. Optimalizace je moznd amplifikaci delSiho
fragmentu inl4 s vy$sim obsahem bodovych mutaci Ci
pouzitim dal3ich restrikénich endonukleas'’. Ke zvyseni
rozliSovaci schopnosti pouzité metody by mohla vést
u kmenl L. monocytogenes linie II také jeji kombinace
s RFLP technikou umoziujici detekci PMSC mutace typu
3 v genu inlA. Tento typ mutace je u kment linie II nejcas-
t&j3i'>'°. Podle vysledkd fady studii jsou nositeli mutaci
vedoucich ke vzniku zkrdceného internalinu A castéji
kmeny L. monocytogenes pochazejici z potravin nez od
lidi'"*"*"*. Na vzniku huménnich listeriéz se vsak mohou
podilet i kmeny L. monocytogenes sérotypu 1/2a a 1/2¢
s bodovymi mutacemi genu inlA (cit."*). P¥i hodnoceni viru-
lence L. monocytogenes je nutné brat v ivahu, Ze na patoge-
nit¢ té€chto bakterii se podili cela fada dalsich faktora.

Zavér

Dosazené vysledky potvrdily, Ze technika RFLP genu
inlA je dostupnd a casové nendro¢na typizacni metoda,
kterd umoZiluje orientacni screening potencidlné invaziv-
nich kment L. monocytogenes.

Prdce vznikla za financni podpory projektu MSMT
NPV 2B08050 a VZ MSM 6215712402.
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T. Gelbi¢ova® and R. KarpiSkova™® (“ National In-
stitute of Public Health Prague, " University of Veterinary
and Pharmaceutical Sciences Brno): Use of PCR-RFLP
for the Detection of Potentially Invasive Strains of
L. monocytogenes

Internalin A, encoded by the gene inld4, is the key
virulence factor, which allows crossing the intestinal barri-
er during the initial stages of an infection. The aim of this
study was to evaluate the potential of RFLP (restriction
fragment length polymorphism) technique of inl4 for mo-
nitoring the occurrence of potentially invasive strains of
L. monocytogenes from different sources. The ability to
invade the epithelial host cells of the intestinal barrier was
detected in 52.3 % of the investigated strains. RFLP pro-
files (1and 4) associated with the production of truncated
form of the internalin A and with the decreased invasive-
ness was detected only in serotype 1/2a and 1/2c. These
RFLP profiles were found in strains isolated from food
(43.6 %) and the external environment (66.7 %), but also
in some human strains (42.1 %). Following the in/A4 poly-
morphism by PCR-RFLP is a fast screening technique for
evaluation of alteration in pathogenic potential of
L. monocytogenes.
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