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SOUHRN

Listeria monocytogenes je plvodcem zavazného alimentarniho
onemocnéni s vysokou mirou mortality. Cilem této prace bylo
posoudit pomoci molekuldrné biologickych metod diverzitu
humannich izolatll L. monocytogenes v Ceské republice v letech
2013-2016. Vétsina listeridz byla vyvolana kmeny sérotypu
1/2a (58 %) klonalniho komplexu CC8 (28 %) a sérotypu 4b
(28 %) komplexu CC6 (16 %). Vysledky makrorestrikéni ana-
lyzy potvrdily vyskyt zejména sporadickych pripadt listerioz.

ABSTRACT

Gelbicova T., Tomastikova Z., Karpiskova R.:
Molecular-epidemiological characteristics and diversity
of Listeria monocytogenes in the human population in the
Czech Republic in 2013-2016

Listeria monocytogenes is the cause of a serious foodborne
infection with a high fatality rate. The aim of this study was to
assess the diversity of human isolates of L. monocytogenes
recovered in the Czech Republic from 2013 to 2016 by mole-
cular biological methods. Most cases of listeriosis were caused
by strains of serotype 1/2a (58 %) from clonal complex CC8

uvob

V soucasnosti je v ¢clenskych statech Evropské unie (EU),
veetné Ceské republiky (CR), zaznamenavan stoupajici
trend ve vyskytu humannich listeriéz. V zemich EU v roce
2015 bylo hlaSeno 2 206 pfipadi listerioz (0,46 piipadu
na 100 000 obyvatel), v Ceské republice byla incidence
0,34 pfipadu na 100 000 obyvatel. Nejvyssi pocet hla-
Senych pfipadi listeri6z v tomto roce byl zaznamenan
ve Spanélsku, na Malté, ve Svédsku, Estonsku a Finsku
(0,99; 0,93; 0,90; 0,84 a 0,84 pripadf na 100 000 obyva-
tel) [1]. Listeri6za je onemocnéni s pfevazneé alimentarni
cestou pfenosu postihujici zejména rizikové skupiny
populace (osoby imunokompromitované, seniory a té-
hotné Zeny).

Kmeny L. monocytogenes 1ze v soucasnosti rozdélit do ¢tyt
evolucnich linii. Do linie I patfi kmeny sérotypu 1/2b, 3b,
4D, 44, 4e, do linie Il kmeny sérotypti 1/2a, 3a, 1/2c a 3c.
Linie III a IV zahrnuje nejen kmeny sérotypu 4a a 4c, ale
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Zvyseny pocet pripadt listerioz v Moravskoslezském kraji byl
zpUsoben epidemii lokalniho charakteru. Pro Setfeni epidemii
listerioz se osvédcilo pouziti molekuldrnich subtypizacnich
metod v redlném cCase.
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(28 %) and serotype 4b (28 %) from CC6 (16 %). The results of
macrorestriction analysis confirmed primarily the occurrence of
sporadic cases of listeriosis. A local outbreak of listeriosis was
reported in the Moravian-Silesian Region. Real-time molecular
subtyping methods have proved helpful in the investigation of
Listeria outbreaks.
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také kmeny sérotypu 4b, které jsou typicky spojovany
s linii I. VétSina humannich listeri6z je vyvolana séro-
typy 1/2a, 4b a 1/2b [2]. Kromé sérotypizace je k typizaci
L. monocytogenes standardné pouzivana makrorestrikéni
analyza s vyuzitim pulzni gelové elektroforézy. Stile
Castéji je vSak mozné se setkat s hodnocenim epidemio-
logickych souvislosti u listeriéz na zakladé sekvenacnich
technik jako MLST (multilocus sequence typing) ¢i WGS
(whole-genome sequencing). Klasicka MLST umoznuje
na zakladé sekvenace sedmi provoznich gend zafazeni
kmenti L. monocytogenes do sekvenacnich typt (ST) a klo-
nalnich komplexti (CC). Technika cgMLST (core genome
multilocus sequence typing) vychazejici z WGS analyzy
je zalozena na srovnani 1701 gend L. monocytogenes [3]. Pro
rychlou a ekonomicky dostupnou identifikaci hlavnich
Klondlnich komplex@ v rdmci séroskupiny Ila/Ilc (CC7,
CC8, CCI21, CC151a CC9), séroskupiny IVb (CC1, CC2, CC4
a CC6) a seroskupiny IIb (CC3 a CC5) byla navrzena metoda
multiplex PCR [4].



MATERIAL A METODIKA

Testované izolaty L. monocytogenes

Typizovano bylo 116 huméannich izolath L. monocytogenes
pochdazejicich z riiznych lokalit CR zasilanych do labora-
tofe Vyzkumného tstavu veterinarniho 1ékafrstvi v letech
2013-2016. Kmeny byly uchovavany v BHI mediu s 20%
glycerolem pfi -75 °C. Pfed typizaci byly kmeny kultivo-
vany na krevnim agaru (LabMediaServis, s. r. 0., CR)
aerobné 24 hodin pfi 37 °C.

Sérotypizace

Sérotyp byl ur¢en metodou sklickové aglutinace za pouziti
komercné dostupnych antisér (Denka Seiken, Japonsko)
v kombinaci s metodou multiplex PCR [5] s pouzitim PPP
polymerazy (Top-Bio, CR) a primerd syntetizovanych
firmou Generi Biotech (CR).

Zarazeni L. monocytogenes do klonalnich komplexti
Testované kmeny sérotypu 1/2a a 4b byly zafazeny meto-
dou multiplex PCR do klonalnich komplext [4] s vyuZitim
Qiagen Multiplex PCR Kit (Dynex, CR) a primertl synte-
tizovanych firmou Generi Biotech (CR).

Makrorestrikéni analyza

Makrorestrikéni analyza s vyuzitim endonukledz Ascl
a Apal (New England BioLabs, USA) byla provedena podle
protokolu EU RL (Reference Laboratory) Anses, Francie
[6]. Restrikéni Stépeni enzymem Apal bylo provedeno
pouze u kment dvou nejc¢astéji detekovanych Ascl profild

oznacenych 798/810 a 203.

VYSLEDKY

Pfi srovnani s hlaSenymi pfipady listeriéz v Epidatu (SZU)
bylo k typizaci kazdorocné zaslano 67-85 % kment L. mo-
nocytogenes. V letech 2013-2016 bylo z celkového poctu 116
testovanych kment L. monocytogenes 72 (62 %) izolovano z lis-
teriovych infekci u muz{ a 44 (38 %) u Zen. Nejcastéji kmeny
pochézely od pacient vékové kategorie 65 let a vice (62 %).
Nejvice testovanych kmenti pochizelo z Moravskoslezského
kraje (36), Prahy (15) a Plzeniského kraje (14), nésledo-
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Graf 1. Pocet testovanych kmenti a zastoupeni sérotypti L. monocytogenes

v letech 2013 - 2016

Figure 1. The number of strains tested and serotype distribution
of L. monocytogenes in 2013-2016

vanych krajem Krdlovehradeckym (11), Jihoceskym
(10), Olomouckym (8), Jihomoravskym (7), Zlinskym
(6), Libereckym (4), Stfedoceskym (2), Karlovarskym
(1), Usteckym (1) a Vysocinou (1). Nejvétsi podil kment
L. monocytogenes byl izolovan z hemokultur (61 %) a z likvoru
(17 %). 15 % kment pochazelo z neonatalnich piipada liste-
riéz. Ojedinéle byly kmeny izolovany také z ascitu (1 kmen),
peritonealniho vypotku (1), punktatu z jaterniho abscesu
(1), ¢i punktatu z kolene (1). U ¢tyf kment nebyl uveden
materidl, ze kterého byla provedena izolace.

Nejvétsi podil na vzniku humannich listeriéz v CR mély
vobdobi let 2013-2016 kmeny sérotypu 1/2a (58 %). Listeriézy
vyvolané kmeny sérotypu 4b tvorily 28 % ptipadli. Kmeny
sérotypu 1/2b se podilely na vzniku onemocnéni jen oje-
dinéle (15 %). Pocty testovanych kment L. monocytogenes
a zastoupeni sérotypl v jednotlivych letech uvadi graf 1.
V nas$i studii byly humanni kmeny nejcastéji zatazeny do
klonalniho komplexu CC8 (28 %) a CC6 (16 %). Velkou he-
terogenitu v ramci sérotypu 1/2a prokazaly nejen vysledky
pulzni gelové elektroforézy, ale také skutecnost, ze 22 %
kment tohoto sérotypu nebylo mozné pomoci pouzité
PCR zatadit do Zddného ze sledovanych klonalnich kom-

Tabulka 1. Zastoupeni sérotypl a klonalnich komplext u humannich kmen( L. monocytogenes dle zdroje izolace

Table 1. Serotype and clonal complex distribution of human strains of L. monocytogenes by isolate source

Poéet kmenti podle druhu materialu

Sérotyp Klonalni komplex Poéet kmeni Potet Ascl : neonatalni : .
profilii hemokultura likvor listeriéza ostatni zdroje
1/2a Ccc7 6 4 3 3 0 0
CC8 32 4 20 7 2 3
CcCi21 3 2 2 0 0 1
CC155 1 1 1 0 0 0
ostatni 25 14 13 2 8 2
4b CCl 8 3 8 0 0 0
CC2 4 2 3 1 0 0
CC4 1 1 1 0 0 0
CCé 19 2 6 5 6 2
1/2b netestovano - n 14 2 1 0
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plexti. Kmeny patfici do CC8 se podilely na 35 % infekcich
CNS, kmeny zafazené do CC6 vyvolaly 25 % infekci CNS.
Neonatalni listeridzy vyvolaly zejména kmeny sérotypu
1/2a nezatrazené pomoci PCR do klonilniho komplexu
(47 %) nebo kmeny patfici do CC8 (12 %), a v mensi mife
(35 %) kmeny sérotypu 4b komplexu CC6 (tabulka 1).
Celkem bylo detekovano 44 riznych pulznich profil@.
Nejvice pulzotyptl bylo zjiSténo u kment sérotypu 1/2a
(25), nasledovaném sérotypem 1/2b (11) a 4b [8]. Na
zakladé vysledkl makrorestrikéni analyzy bylo potvr-
zeno, ze vét§ina kment byla izolovana ze sporadickych
pfipadi listeriéz. Od roku 2013 byl zaznamenan zvy-
Seny pocet pfipadd (21) listeriéz v Moravskoslezském
kraji vyvolanych kmeny sérotypu 1/2a, Ascl pulzotypu
798/810. V jednom pripadé byl identicky klon detekovan
u pacienta z Jihoceského kraje. U kment pulzotypu
798/810 byla potvrzena souvislost s kmeny izolovanymi
z masnych vyrobka pochazejici z vyrobniho podni-
ku ze stejné lokality jako humanni kmeny. Klonalni
shoda téchto kment byla potvrzena také na zakladé
restrikéniho $tépeni endonukleazou Apal (pulzotyp 12).
Druhym nejcastéjsim Ascl profilem byl ve sledovaném
obdobi pulzotyp oznaceny 203 u kment sérotypu 4b.
Listeriézy vyvolané kmeny pulzotypu 203 byly zazna-
menany v celé CR (Ctyfi pfipady v Jiholeském kraji, dva
v Plzeniském, jeden ve StfedoCeském, jeden v Praze,
jeden v Karlovarském, dva v Jihomoravském a sedm
v Moravskoslezském). S ohledem na rozdilné lokality
a vzacné ndlezy v potravinach v CR (data nejsou uve-
dena) nebylo mozné v tomto pripadé dohledat zdroj
infekce. Podobné pulzotypy 717, 816/709, 722/784, 735, 211
a 500, které byly detekovany v letech 2013-2016 u Ctyt az
osmi humannich kment L. monocytogenes nevykazovaly
mistni ani casovou souvislost.

DISKUSE

V posledni dobé jsou listeriové epidemie, zejména
v Evropé a Severni Americe, nejcastéji spojovany s kme-
ny L. monocytogenes sérotypu 1/2a [2]. Podobné v nasi studii
zaujimal sérotyp 1/2a dominantni postaveni.
Nejcastéji detekovanym klonalnim komplexem v hu-
manni populaci CR byl CC8, podobné jako v Dansku
[7] ¢i Kanadé [8]. Podle francouzské studie maji kmeny
L. monocytogenes sérotypu 4b, klonalnich komplext CC1,
CC2, CC4 a CC6 Klinicky ptivod, zatimco kmeny klonal-
nich komplexti CC121 (sérotyp 1/2a) a CC9 (sérotyp 1/2c) je
mozné izolovat predevsim z potravin a potravinatskych
podnikd [9]. Ve sledovaném obdobi nebyl u zddného
zhumdannich kment detekovan sérotyp 1/2ca pouze 2,6 %
kment sérotypu 1/2a patfilo do komplexu CC121. Pfesto
je nutné i kmeny L. monocytogenes téchto klonalnich
komplex@l povaZovat za potencidlné nebezpecné pro
humanni populaci. To dokazuje schopnost kment za-
fazenych do klondlnich skupin CC9 [10] i CC121 (viz ta-
bulka 1) vyvolat onemocnéni u ¢lovéka. Ve Francii byly
kmeny patfici do komplexdi CC1, CC2, CC4 a CC6 Castéji
spojovany s neonatalnimi pripady listeriéz a infekcemi
CNS. Kmeny komplexti CC8 az CC16, CC9 a CC121 byly
spojovany predevsim s bakteriémiemi [9]. Souvislost
mezi vyskytem urcitych klondlnich komplexl ve vztahu
k typu listeriové infekce vysledky této studie nepotvrdily
(viz tabulka 1).
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ZAVER

Listeriézy jsou obvykle hlaseny jako sporadické pripady.
Setfeni epidemickych pfipadi listeriéz je s ohledem na
dlouhou inkubacni dobu a nizkou incidenci onemocnéni
obtiznéjsi. Problematicky je také casty vyskyt geografic-
ky vzdalenych pfipadf. Molekularné epidemiologicky
pristup predstavuje i¢inny nastroj pti Setfeni listerioz,
ma v$ak sva specificka pravidla a klicovym bodem je
spravna interpretace epidemiologickych i molekularné
biologickych dat.
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