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OPIS

[0001] Tento vynalez sa tyka nového spdsobu biologickej ochrany proti Listeria, a osobitne Listeria
monocytogenes, ako aj novej kompozicie uréenej na zabranenie mnozeniu sa Listeria
monocytogenes.

[0002] Listeria monocytogenes je gram-pozitivna baktéria z rodu Listeriaceae. Téato baktéria
zodpovedna za vznik ochorenia ,listeriéza" u fudi, ktoré ma &asto fatalnu prognézu (10). U fudi, ktori
prezili, ¢asto mozZno pozorovat vaZne nasledky. Patogénna baktéria méze preniknut cez &revnu
bariéru a bariéru placenty, &im modZe vyvolat infekciu plodu, novorodenca alebo predEasny
pérod. Listeria monocytogenes je tiez hlavnou priéinou neuroinvazivnej infekcie, ktorej vyskyt sa v
poslednych rokoch prejavuje vzostupnym trendom (5) (10). Kontrola nakaz listeriéziou a jej prevencia
sa stava &oraz vacsou prioritou.

[0003] Listeria monocytogenes je baktéria, ktora sa mdze delit/rozmnozZovat kdekofvek: vyskytuje v
zemi, vode, epifyte na povrchu rastliin atd. Vykazuje velku rezistenciu na dezinfekéné Ccistiace
prostriedky, takze moze prezivat napriklad v prevadzkach agropotravinarskych podnikov alebo vo
vodovodnych &i klimatizaénych sietach.

[0004] V8eobecne, ato i napriek medicinskemu vyznamu tejto baktérie, poznatky o ekoldgii baktérii
Listeria (1) sU eSte obmedzené. Vie sa v§ak, Ze v Zivotnom prostredi sa Listeria monocytogenes mbze
delit v akomkofvek prostredi (15), pretoze tato baktéria bola odizolovana z pody, zo spladkovej vody a
tekutého priemyselného odpadu (4) a vyznacuje sa tym, Ze sa viaze na volne Zijuce améby. Okrem
toho schopnost Listeria monocytogenes odolavat snaham o zni¢enie fudskymi makrofagmi priviedla
niektorych vedcov k hypotéze, ze tato patogénna baktéria moze byt rezistentna voéi amébam vofne
Zijicim v Zivotnom prostredi, pricom vychadzaji z analogickych poznatkov o vztahoch medzi
parazitujicimi baktériami a amébovymi hostitelmi (6). Vedci Ly a Muller prisli s teériou, ze Listeria
moze byt rezistentna vodéi volne Zijucim amébam (6, 9). Tieto hypotézy sa mohli overit vtedy, ked tito
teoretici dokazali, Ze Listeria monocytogenes je schopna sa rozmnoZovat v pritomnosti volne Zijucich
améb z rodu Acanthamoeba (9) (6). Okrem toho bol dokazany cytotoxicky u€inok Listeria
monocytogenes na  hostitelské améby, pretoze bolo moZné pozorovat zapuzdrenie
Acanthamoeba v pripade ich nasadia do spoloéného kultivaéného média s patogénnou baktériou (6,
9). Zhou a kol. sa tieZz podarilo dokazat, ze Listeria monocytogenes ma schopnost rezistencie vodi
volne Zijucim amébam Acanthamoeba castellanii: (16). Takisto sa dokazalo, ze Listeria
monocytogenes je schopna rast v pritomnosti biologického materialu vzniknutého ako produkt
vysolenia amébami pri ich zapuzdrovani alebo lyzy (1). Vyskumnici, ktori dospeli k tomuto zisteniu,
prisli s tedriou, Ze tieto faktory mézu tvorit vhodné prostredie pre Listeria a podporovat ich prezitie,
resp. ich rozmnozovanie v Zivotnom prostredi (1). Dalsie pozorovania, ktoré uskutoénili Pushkareva a
Ermolaeva, umoznili dokazat, Z2e volne 2Zijici prvok (Tetrahymena pyriformis) umoziuje
baktérii Listeria monocytogenes uéinne sa dostat do jeho vnutra (11). Preniknutie parazitu Listeria
monocytogenes do Tetrahymena pyriformis vyvola zapuzdrenie prvoka (11). Udaje ziskané tymito
vyskumnikmi tiez viedli k zaverom, ze baktérie Listeria monocytogenes, ktoré sa dostali do vnutra
tychto zapuzdrenych prvokov, su Zivotaschopné, zachovavaju si svoju nakazlivost a su schopné
sposobovat infekciu u modelovych zvierat (11).

[0005] Jednoznaéne sa teda ukazuje, Ze prvoky a vofne Zijice améby su vyznamnym prvkom
ekoldgie baktérii Listeria monocytogenes tym, ze podporuju ich prezitie, rast v Zivotnom prostredi a
tiez zachovanie ich bakteridinej nakazlivosti. Okrem toho schopnost baktérii Listeria nainfikovat
prvoky a prezivat v zapuzdrenych prvokoch (11) st vyznamnym ukazovatefom toho, Ze prvoky su
faktory, ktoré podporuju rezistenciu baktérii Listeria voci biocidnemu o$etreniu, ktoré sa v sucéasnosti
pouziva. Zapuzdrené améby su totiz vefmi odolné voci chemickému biocidnemu a/alebo fyzikalnemu
osetreniu, ktoré sa v sUéasnosti pouzivaju (7, 8, 14). Biocidne oSetrenia, ktoré sa v sucasnosti
pouzivajd na predchadzanie riziku nakazenia baktériami Listeria, neprinaSaju uspokojivy u¢inok,
pretoZze okrem toho, 2e sa zvySuje samotna odolnost baktérie (12, 13), baktérie pritomné vo vnGtri
prvokov a v biofilmoch (2) si pomerne dobre chranené, takze sa budl dalej rozmnozovat/kolonizovat
prostredie.



[0006] V tomto kontexte vyndlezcovia celkom neCakane dokazali, Ze améby zrodu Willaertia
magna hubia baktérie Listeria monocytogenes. Tento biocidny (¢inok este zdvojnasobuje predatorska
schopnost Willaertia magna, ktora sa u tychto améb uZ preukazala vo vztahu k inym amébovym
nositefom, ktoré mézu prendsat Listeria monocytogenes (3).

[0007] Predmetom predlozeného vynalezu je preto v prvom rade spdsob, ako zabranit mnozeniu sa
baktérii Listeria, a obzvlast Listeria monocytogenes, a to na zaklade vyuzitia prvokov z rodu Willaertia
magna. Postupy podfa vynalezu nezahffiaju spOsoby lieenia aplikovaného na telo &loveka
lebo zvierata. V spbsobe podfa vynalezu sa najéastejSie oSetruju prvokmi z rodu Willaertia magna, a
obvlast druhu Willaertia magna, prady kvapalin a plynov.

[0008] V zmysle predlozeného vyndlezu Lisferia znamena vSetky druhy baktérii Listeria, a najma
Listeria monocytogenes.

[0009] Spdsob podra predloZzeného vynalezu nachadza svoje vyuZitie najmd v oblasti dezinfekcie
rozvodnych sieti Uzitkovej vody, rozvodnych sieti vody na priemyselné pouzitie, chladiacich okruhov
priemyselnych zariadeni alebo klimatizaénych sieti, alebo na povrchovi dezinfekciu. Prvoky mozno
priamo pridat do vody alebo kvapalin prudiacich v potrubiach alebo sietach, ktoré musia prejst
Upravou. Takisto ich mozno rozstrekovat vo forme vodného roztoku aerosélovym rozprasovadom do
sieti, kominov, priemyselnych zariadeni a na priemyselné povrchy, ktoré treba vydezinfikovat.

[0010] Prvoky pouzité v ramci predlozeného vynalezu vyhodne zodpovedaju kmeriu ulozenému 26.
augusta 2006 v ATCC (verejna zbierka typov kultir) pod &islom PTA 7824, alebo kmeiiu ulozenému
26. augusta 2006 v ATCC pod Cislom PTA 7825, pricom oba tieto kmene boli prihlasené v mene
vyskumného Ustavu CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE (CNRS), 3 rue Michel
Ange, 75794 PARIS CEDEX 16/FRANCE (Pariz, Francuzsko) a univerzity UNIVERSITE LYON 1
CLAUDE BERNARD, 43 Boulevard du 11 Novembre 1918, 69622 VILLEURBANNE Cedex / FRANCE
(Villeurbanne, Francuzsko).

[0011] Prvoky z rodu Willaertia zodpovedajuce kmefiu ulozenému v ATCC pod c&islom PTA 7824
alebo kmerfu ulozenému v ATCC pod &islom PTA 7825 su neoddeliteinou sucastou predloZeného
vynalezu. Uvedené kmene PTA 7824 a PTA 7825 ulozené v ATCC sU opisané aj vo zverejnenej
medzinarodnej prihlaske PCT W02008/043969.

[0012] Takéto prvoky sa teda budi méct pouzivat v dezinfekénych prostriedkoch, osobitne v tych,
ktoré su uréené na hubenie baktérii Listeria, a najmé Listeria monocytogenes, a takisto na zabranenie
Sireniu sa listeridzy a nakazeniu sa listeriézou.

[0013]) Dezinfekény prostriedok podfa vynélezu existuje vo forme roztoku alebo vodnej suspenzie,
napriklad v destilovanej vode. Dezinfekény prostriedok bude mozné vyrabat v rozpra§ovacej forme,
napr. ako aerosdl alebo akykolvek iny prostriedok na aplikaciu.

[0014] Aktivitu prvokov rodu Willaertia, a najmé druhu Willaertia magna, ktoré brania mnozeniu sa
baktérii Listeria monocytogenes, objavili vynalezcovia, ked porovnali replikaciu Listeria
monocytogenes u rodov  Acanthamoeba a Hartmannella, pouzitych ako modelové améby,
s replikaciou u rodu améb Willaertia.

[0015] KedZe hlavnou uUlohou améb je rozmnoZovanie a prezitie baktérii Listeria, a najma Listeria
monocytogenes vo vonkajSom prostredi, prvky, ktoré ovplyviiuji epidemioldgiu listeriézy, pretoze
nedochadza k prenosu medzi fudmi, Cize spbsob dezinfekcie a dezinfekény prostriedok podfa
vynalezu, poskytuji mnohé vyhody, najmé z hlfadiska nakladov a Setrnosti vodi Zivotnému prostrediu.

[0016] NizSie uvedené priklady umozfuju objasnit vynalez, ale v Ziadnom pripade nie s
obmedzujuce.
[0017] Obrazok 1 znazorfiuje spontanny vyvoj prisluSnych populacii améb Hartmannella,

Acanthamoeba a Willaertia po tom, ako boli nasadené do spolo¢ného kultivaéného média s Listeria
monocytogenes v potiatoénom pomere 1 améba/10 baktérii.

[0018] Jednotlivé volne zijuce améby s vioZzené do spoloéného kultivaéného média (€as 0 hodin)
s Listeria monocytogenes v pomere 10 (10 baktérii/i améba), ako je opisané v Casti tykajucej sa



materidlov a metod. Po nasadeni do spoloéného kultivaéného média sa nasledne kazdé 3 hodiny
odoberu alikvotné mnozstva bunkovych suspenzii a vyluGovacim MTT testom, teda farbenim
trypanovou modrou a mikroskopickym pozorovanim pouzitim Malassezovej pocitacej komorky, sa zisti
percentualny podiel Zijicich améb. Udaje st vyjadrené v % zijucich buniek, negativnych pri
vylu¢ovacom teste farbenim trypanovou modrou.

[0019] Obrazok 2 znazorfiuje porovnané kinetiky mnozenia sa Listeria monocytogenes vypestovanej
v kultivatnom médiu, obsahujucom rézne druhy améb vratane améb z rodu Willaertia.

[0020] Jednotlivé volne Zzijuice améby sa samostatne nasadia do spolo¢nych kultivaénych roztokov
(6as 0 hodin) spolu s Listeria monocytogenes v pomere 10 (10 baktérii /1 améba). Po nasadeni do
spolo¢ného kultivatného média sa nasledne kazdé 3 hodiny odoberu alikvotné mnozstva bunkovych
suspenzii a koncentracie Listeria monocytogenes sa zistuju tak, ako je opisané v Casti tykajucej sa
materialov a metéd.

[0021] Obrazok 3 znazorfuje biocidny ucinok Willaertia magna na biofilm tvoreny baktériami Listeria
monocytogenes. Tento obrazok naznaéuje aj absenciu Uéinku volne Zijucich améb Acantivameoba
castellanii a Hartmanella vermiformis.

[0022] Baktérie Listeria monocytogenes boli naockované na agar TSA, inkubovali sa 48 hodin pri
teplote 30 °C, aby sa zaistilo vytvorenie hustého biofilmu baktérii na agare. Potom sa 1 x 10° améb
(Acanthamoeba castellanii, panel A; Hartmarzella vermiformis, panel B; Willaertia magna, panely C
a D) opatovne suspendovanych v 100 pl sterilnej deionizovanej vody naockovali do stredu agaru. Po
24 hodinach pri teplote 30 °C sa agary skimali pod mikroskopom, aby sa uréil vzhlad améb a ich
vplyv na biofilm. A: biele Sipky ukazuju vzhlad zhlukov zapuzdrenych améb Acanthamoeba
castellanii v pritomnosti Listeria monocytogenes (L. m.). Treba si vS§imnut absenciu rozsahu lyzy
bakteridineho biofilmu okolo zhlukov zapuzdrenych améb. B: Treba si v8imnut vyskyt mnoZstva
zapuzdrenych foriem Hartmanella vermiformis, z ktorych st niektoré vyznacené bielymi Sipkami.
Treba si tiez vSimnut vefka hustotu Listeria monocytogenes okolo zapuzdrenych Hartmarzella
vermiformis a (plnu absenciu rozsahu lyzy bakteridlneho biofilmu. C: Uginok Willaertia magna na
biofilm tvoreny Listeria monocytogenes. Biele $ipky oznacuju zhluky trofozoidov Willaertia magna,
nachadzajuce sa v okrajovej Casti lyzy biofilmu. Treba si v8imnat bakteridlneho filmu (oblast
ohrani¢ena bielym kruhom v favom dolnom rohu mikrografie) pred zhlukmi Willaertia magna a husty
bakterialny film (vyznaceny pismenami L.m.) za zhlukmi améb (pravy horny roh mikrografie). D: dalSia
mikrografia znazorfiuje rozsah lyzy biofilmu tvoreného Listeria monocytogenes. Treba si vSimnut
zhluky Willaertia magna a okrajovej ¢asti lyzy (vyznacené bielymi klinmi) bakterialneho biofilmu.

1. MATERIALY A SPOSOBY

1. 1. PouZité bakterialne kmene:

[0023] Listeria monocytogenes: pouzil sa bakterialny kmen CL 3870 (Oxoid, Franclizsko).

- Tento kmeiri sa kultivuje na agare TSA (agar trypténovy séjovy) (ref. oznacenie PO 5012, Oxoid,
Francuzsko), pricom sa ockuje vpichmi v tyzdiovych intervaloch. Kmefi sa ockuje vo forme
Sirokych prazkov na agarovu platfiu TSA a inkubuje sa 2 dni pri teplote 30 °C.

- Améby: pouzité kmene patria k trom réznym druhom:
o Hartmannella vermiformis,
o Acanthamoeba castellanii — kmene ulozené v ATCC pod &islom 30010
o Willaertia magna (kmene ulozené v ATCC pod Cislami PTA 7824 a PTA 7825),

[0024] Tieto tri kmene sa kultivuji ako axenicka kultira za pritomnosti 10 % plodového tefacieho séra
v kultivabhom médiu SCGYEM (Serum Casein Glucose Yeast Extract Medium), rozdeleného do
baniek FALCON® (3033) po 3 ml. Na tgely udrziavania vegetativnych foriem sa preokuju vpichom



kazdych 8 ~ 9 dni. V pripade spoloénych kultivaénych médii dochadza k preotkovaniu vpichom kazdé
3 az 4 dni tak, aby boli k dispozicii tifozoidy v plnej faze exponencialneho rastu.

Na vytvorenie média SCGYEM sa pouziju:

> Kazein (MERCK 1.02244.010) 109

> Na,HPO, 1,325 ¢g
> KH,PO, 08g
> Glukoéza 25¢g
> Kvasnicovy extrakt (DIFCO 0127-17-9) 5¢

> Destilovana voda 900 ml
> Plodové tefacie sérum 100 ml

[0025] Do 900 ml destilovanej vody sa prida 2,5 ml NaOH (1N), potom Na,HPO4 a KH,PO,. Mierne sa
zahreje varna platha, potom sa postupne pridava kazein, a to pri magnetickom premieSavani. Po
rozpusteni kazeinu sa zapracuje glukéza a kvasnicovy extrakt.

[0026] Po uplnom rozpusteni sa roztok postupne prefiltruje cez sklenené viakna (SARTORIUS SM
6513400), potom cez membranu 1um (WHATMAN 7190 004). Médium sa nasledne rozdeli na
rovnaké diely a rozdeli sa do sklenenych baniek. Banky sa 20 minut sterilizuji v autoklave pri teplote
120 °C. Pred koneénym pouzitim a rozdelenim média sa za sterilnych podmienok pod digestorom
s laminarnym pradenim prida plodové tefacie sérum v mnozstve 10 % kone¢ného objemu.

1.2. Vypestovanie spoloénej monoamébovej kultury Listeria monocytogenes

1. 2.1. Priprava inokula baktérii:

[0027] Z kultary pestovanej 2 dni na agare TSA sa pripravi suspenzia Listeria monocytogenes v
sterilnej destilovanej vode tak, aby vznikla 1 jednotka s optickou hustotou 550 nm, &ize s
koncentraciou 10° UFC (jednotka tvoriaca koldniu)/mi.

1.2.2. Vypestovanie spoloénych monoamébovych kultir

[0028] Spoloéné kultdry sa vypestujl v bankach pre bunkové kultary (FALCON® 3033) pouzitim 3 ml
vody vysterilizovanej v autoklave. Nao&kovanie do baniek sa uskuto&ni v mnozstve 1 x 10° améb/1 ml
z axenickej suspenzie améb, ktoré boli predtym spocitané pomocou Malassezovho meradla.
Nainfikovanie améb baktériami Listeria monocytogenes sa uskutoéni v pomere 10 Listeria
monocytogenes/améby, &o predstavuje 1 x 10° bakteérii Listeria monocytogenes/1 ml inkubaéného
média. Hned po nainfikovani sa banky so spoloénymi kultirami odstredia pomalou rychlostou (760g
poc¢as 10 min.), aby sa podporil kontakt medzi amébami a baktériami. Po 10 minutach sa obsah
v bankach ruéne suspenduje a banky sa inkubuji v naklonenej polohe v susiacej peci pri teplote 30
°C.

[0029] Postup skimania spoloénych kultivaénych médii s obsahom améb a Listeria monocytogenes je
nasledovny:

Spologne kultivované kultury sa sleduju 9 hodin po nainfikovani baktériou. V pravidelnych ¢asovych
intervaloch (kazdé 3 hodiny) sa vykonaja odbery zo spoloéne kultivovanych kultir a po prudkom
rozvireni, pri ktorom sa améby oddelia od stien, sa skimaji améby aj baktérie. Pri kazdej banke sa
uskutoénia tieto Ukony:



= Spoditanie améb: priamo pouzitim Malassezovej poditacej komérky.

= Uréenie koncentracii Listeria monocytogenes: priamym rozlozenim zivhého média na
agar TSA po rozpusteni v pomere 10/10 v sterilnej destilovanej vode v eppendorfovych
skumavkéach. Tri diely kazdého roztoku sa rozlozia na agar TSA v pomere 100 pl na
misku. Misky sa potom inkubuja minimalne 48 hodin pri teplote 30 °C. Prvé skimanie
agarov TSA sa uskutoéni 24 hodin po rozlozeni, pri€om sa spoéitaju kolénie; druhé
skumanie sa uskutoéni na 2. def s cielom potvrdit zistenia. Koncentracie Listeria
monocytogenes sa vyjadria v UFC/ml inkubaéného média so zretelom na faktor riedenia,
pricom sa vychadza z toho, ze kazda kolénia zodpoveda 1 baktérii pdvodne pritomnej v
zriedenej suspenzii.

[0030] Pri kazdom rode améb su krivky rastu Listeria monocytogenes znazornené vzhfadom na ¢as.

[0031] Okrem toho sa uréi pripadny cytotoxicky ucinok Listeria monocytogenes na rézne druhy améb,
a to takymto spdsobom:

e spocitanim podielu améb s pozitivnym nalezom pri vyluéovacom teste farbenim
trypanovou modrou. Tento test sa uskutoni pomocou mikroskopu tak, Ze sa pouZitim
Malassezovej pocitacej komorky spoéita pomer pozitivnych buniek zafarbenych
trypanovou modrou k celkovému poctu buniek.

e Uréi sa sklon améb zapuzdrit sa v pritomnosti Listeria monocytogenes.
1.3. Uginok Willaertia magna na biofilmy Listeria monocytogenes

[0032] Biofilmy Listeria monocytogenes s tvorené nasledovne: konkrétne mnozstvo Listeria
monocytogenes v 100 pl sterilnej vody sa nasadi na agar TSA, na ktorom sa rozlozi. Agary sa pofas
48 hodin udrziavaju pri teplote 30 °C, aby sa umoznil rast hrubej a rovnomernej vrstvy baktérii na
celom povrchu agaru. Nasledne sa 1 x 10° améb (Acanthamoeba castellanii, Hartmarzella vermiformis
alebo Willaertia magna) nasadi na stred agaru, ktory sa poéas 24 hodin udrziava pri teplote 30 °C.
Agary sa potom preskimaju optickym mikroskopom (zvééSenie x 400), aby sa zistilo pripadné
vytvorenie rozsahov lyzy vo vrstve baktérii.

2. VYSLEDKY
2.1. Willaertia magna vykazuje rezistenciu voci Listeria monocytogenes

[0033] Uginok Listeria monocytogenes na prezitie roznych testovanych druhov améb sa urgil pomocou
vyluéovacieho testu farbenim trypanovou modrou. Velmi rychlo po zadati spoloénej kultivacie
Acanthamoeba castellanii s baktériou sa u tohto druhu améby prejavuje vyrazny cytotoxicky ucinok s
poklesom Zivotaschopnosti po 3 hodinach spolo¢nej kultivacie o ~ 50 % (pozri Obrazok 1). Tento jav
sa naopak nikdy nepozoroval vtedy, ked sa Willaertia magna spolocne kultivovala s Listeria
monocytogenes, a to ani po 9 hodinach inkubéacie pri zivotaschopnosti udrziavanej na Grovni 100
% (Obrazok 1). Rovnako ako  Willaertia  magna, volne  zZijica améba  Hartmanella
vermiformis nevykazuje pokles Zivotaschopnosti uréenej vylu€ovacim testom farbenim trypanovou
modrou (Obrazok 1). Mikroskopickym skimanim spolo¢ne kultivovanych kultir améb s Listeria
monocytogenes sa  preukazal vyrazny sklon k zapuzdreniu v pripade Hartmanella
vermiformis a Zivotaschopnych foriem Acanthamoeba castellanii (pozri Tabulku 1). Tento jav
zapuzdrenia nebol u Willaertia magna nikdy pozorovany v pripade, ak sa spolotne kultivovala
s patogénnou baktériou (Tabufka 1).



Taburka 1. Uginok Listeria monocytogenes na indukciu zapuzdrenych foriem u réznych druhov
volne zijucich améb

Cas spoloénej kultivacie (v hodinach)
0 3 6 9
Harmanella vermiformis NEZIS. + ++ ++
Acanthamoeba castellanii NEZIS. NEZIS. + +++
Willaertia magna NEZIS. NEZIS. NEZIS. NEZIS.

\Volne Zijuce améby sa spoloéne kultivovali (€as 0 hodin) s Listeria monocytogenes v pomere
10 (10 baktérii/1 améba), ako je opisané v éasti tykajucej sa materialov a spésobov. Kazdé 3
hodiny po nasadeni do spoloéného rastového média sa odobrali rovnaké diely bunkovych
suspenzii tak, ako je vyznagené vo vy3sie uvedenej tabulke. Hustota zapuzdrenych améb je
vyjadrena nasledovne: NEZIS: nezistené zapuzdrené améby;

+: vyskyt zapuzdrenych améb (mnozstvo pod 10 % Zivotaschopnych foriem);
++: zapuzdrenych améb (mnozstvo v rozmedzi od 10 % do 30 % zivotaschopnych foriem);
+++: zapuzdrenych améb (mnozstvo presahujuce 30 % zivotaschopnych foriem).

[0034] Vsetky tieto pozorovania (nezapuzdrenie améb a nezistenie Ziadnej toxicity vyvolavanej
Listeria monocytogenes) jednozna&ne dokazuju, 2e Willaertia magna na rozdiel od ostatnych druhov
améb ma mimoriadnu schopnost rezistencie voéi Listeria monocytogenes.

2.2. Schopnost’ hubenia baktérii Listeria monocytogenes amébami Willaertia magna

[0035] Vysledky spoloénych kultivacii Listeria monocyfogenes s amébami 2z rodu
Hartmannella a Acanthamoeba preukazali, ze v pritomnosti tychto rodov améb doslo k vyraznému
mnozZeniu sa baktérie, pretoze za 9 hodin bolo zaznamenané zvySenie koncentracie baktérii
dosahujuce ~ 3 log (pozri Obrazok 2). Naproti tomu, ked sa spoloéna kultivacia uskutoéni v prisne
rovhakych podmienkach, v pritomnosti améby Willaertia magna sa zistuje upIné vyhubenie
zistitelnych Listeria monocytogenes (pozri Obrazok 2). Zmerany pokles koncentracii Listeria
monocytogenesest 0 ~ 6 Log za 3 hodiny dokazuje vyrazni schopnost Willaertia magna hubit
baktérie Listeria monocytogenes.

[0036] Tento u€inok Willaertia magna na Listeria monocytogenes je tiez znazorneny na Obrazku
3. Po 24 hodinach vyskytu v pritomnosti Willaertia magna sa objavuja velmi jasne ohrani¢ené plochy
agaru, kde doSlo k vymiznutiu bakteridlneho filmu (tieto oblasti sa tu nazyvaji rozsahy lyzy
bakterialnej vrstvy/biofilmu). Mikroskopickym skumanim sa zistilo, ze Willaertia magna sa
skoncentrovala na hranici tohto rozsahu lyzy; tento u&inok je znazornena na Obrazku 3, panel
C. Zni€enie bakterialnej vrstvy amébami Willaertia magna je znazornené aj na paneli D na Obrazku
3, kde mozno jasne rozlisit zhluky améb, obklopené zni¢enou alebo ni¢enou vrstvou baktérii. Tento
jav naopak nebol nikdy pozorovany v pritomnosti Acanthamoeba castellanii alebo Hartmarzella
vermiformis. Mikroskopickym skimanim agarov sa zistilo, 2e améby Acanthamoeba
castellanii a Hartmanella vermiformis sa rychlo zapuzdria v pripade, ak sa nasadia na film Listeria
monocytogenes. Tento jav je zndzorneny na paneloch A a Bna Obrazku 3. Takisto bola
zaznamenana Uplna absencia rozsahu lyzy vrstvy baktérii Acanthamoeba castellanii a Hartmanella
vermiformis na rozdiel od toho, &o sa pozorovalo pri Willaertia magna. VSetky tieto udaje
a pozorovania jednoznaéne dokazujt hubiaci GU€inok Willaertia magna na patogénne baktérie Listeria
monocytogenes.
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PATENTOVE NAROKY

1.

Spdsob ochrany proti mnozeniu sa Listeria monocytogenes, s vynimkou spdsobov o$etrenia
aplikovaného na fudské alebo zvieracie telo, vyznacujaci sa tym, ze vyuziva prvoky druhu
Willaertia magna.

Sposob podfa naroku 1, vyznacdujuci sa tym, ze pridy plynov alebo kvapalin alebo tuhy
povrch sa oSetria prvokmi druhu Willaertia magna.

Spoésob podia naroku 1 alebo 2, vyznacujici sa tym, ze tieto prvoky zodpovedaju kmeriu
ulozenému v ATCC pod &islom PTA 7824 alebo kmenu ulozenému v ATCC pod ¢&islom PTA
7825.

Spdsob podfa jedného z narokov 1 az 3, vyznacujlci sa tym, Ze sa pouziva na dezinfekciu
rozvodnych sieti Gzitkovej vody alebo rozvodnych sieti vody na priemyselné pouzitie,
chladiacich okruhov pre priemyselné zariadenia alebo klimatizaénych sieti, alebo akychkolvek
priemyselnych povrchov.

Spasob podfa jedného z narokov 1 az 3, vyznadujlci sa tym, Ze sa pouziva na zamedzenie
vytvarania biofilmov vo vodovodnych potrubiach alebo na plochach, ktoré mézu byt v kontakte
s potravinami alebo krmivami.

Pouzitie dezinfekéného prostriedku s obsahom prvokov druhu Willaertia magna ako
biocidneho prostriedku na likvidaciu Listeria, s vynimkou pouzitia na oSetrenie aplikované na
fudské alebo zvieracie telo.

Pouzitie podfa naroku 6, vyznacujlice sa tym, ze prvoky zodpovedaju kmefiu ulozenému
v ATCC pod cislom PTA 7824 alebo kmefiu ulozenému v ATCC pod Cislom PTA 7825.

Pouzitie podfa naroku 6 alebo 7, vyznadujlce sa tym, Ze je vo forme vodného roztoku alebo
suspenzie.
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