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SANTRAUKA
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LISTERIA MONOCYTOGENES BAKTERIJ U APTIKIMAS MAISTO ZALIAVOSE
IR PRODUKTUOSE BEI RIZIKOS ZMON EMS JVERTINIMAS
Baigiamasis magistro darbas
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Vilniaus Universitetas
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Darbo apimtis 57 lapai, 4 lenteds ir 24 paveikslai

Listeria  monocytogenedakterijos yra vienos iS pavojingiausimaiste aptinkam
patogemn. Patekusiog maisto Zaliavas ir produktus jos gali sukelti isiZmoni apsinuodijimus
ir pridaryti didelius ekonominius nuostolius.

Siuo metu pasaulyje, taip pat ir Lietuvoje daugndsio skiriama per maisplintartiy
patogeninig mikroorganizmy sukelty uzkretiamujy ligy protriikiams tirti.

Vienas iSListeria monocytogeneasustatymo maistedoly yra mikrobiologinis kokybinis
aptikimo metodas. Kuris plai taikomas pasaulyje, nes yra nebrangus, efektywunedaro
poveikio aplinkai.

Listerioze — gyunu ir Zzmoni uzkre&iama liga, kura sukelia gramteigiamokisteria
monocytogenetazdeks. UZsiketimui Sia liga jtakos turi Zmoni amzius, nusilpusi imunén
sistema, &Ciyjuy imlumas bakterijoms, netinkamas maisto paruoSineasartojimas ir kita.

Sio baigiamojo darbo tikslas yiaertinti listerijy (Listeria monocytogeneg)aplitimg
maisto Zaliavose ir produktuose 2001-2008 metaiaistd zaliav ir produkiy méginiai buvo
imami bei tyrimai atliekami Nacionakje visuomens sveikatos prie#iros laboratorijoje
(NVSPL) Klaipedos skyriuje. Uzdaviniai: taikant akreditgahonocitogenini listerijy (Listeria
monocytogenesaptikimo metod [LST EN ISO 11290-1:2003, LST EN ISO 11290-1:2003/
A1:2005] isskirti ir identifikuotiListeria monocytogenesaisto zaliavose ir produktuose, taip
pat nustatytiListeria monocytogenepaplitimo dinamily maisto Zaliavose ir produktuose.
Tyrimo analizei dl 2003-2008 m. sergamumo listerioze Lietuvoje duwmysesurinkti i
Uzkretiamyju ligy ir profilaktikos kontro¢s centro (ULPKC).

Gauti tyrimy rezultatai rodo, kad Lietuvoje, kaip ir pasaulyje, monocytogenes

daugiausiai aptinkama Zuvyje,ésoje ir u produktuose. Lietuvoje sergamumas listerioze vis

daZniau diagnozuojamas, pagal amdaugiausiai serga vidutinio amziaus asméry. nuo 45
iki 64 m.). Taip pat nustatyta, kad listeriozgidngas sezoniSkumas — daugiausiai susiggim

registruojama gruodzio ir rug® meénesiais.
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Listeria monocytogenesacteria are one of the most dangerous pathogemsl fin the
food. Introduced into the raw food materials anddpicts they can cause serious people
poisoning and make some substantial economic losses

Currently the world, as well and Lithuania areused on investigation outbreaks of
food-borne pathogen causes on infectious diseases.

One of Listeria monocytogenesletection methods in the microbiological food is
qualitative detection method. It is widely usedhe world, because it is inexpensive, effective
and does not affect the environment.

Listeriosis - animal and human infectious diseasgsed byL.. monocytogene&ram-
rods. Infected with this disease have an impacpexple's age, weakened immune systems,
pregnant susceptibility to bacteria, improper fpoeparation and consumption, or others.

The Graduation Dissertation for Master's Degreetdsassess the listerid igteria
monocytogengshe prevalence of food materials and producthényear of 2001-2008. The raw
food materials and product samples were taken asted on the National Public Health
Laboratory (NPHL) of Klaipeda Department. Objectivéhe application of the accreditéd
monocytogenesdetection method [LST EN ISO 11290-1:2003, LST HSIO 11290-
1:2003/A1:2005] to distinguish and identiy. monocytogenesn the food materials and
products, as well to find out the dynamics of thhevalenceL. monocytogenes the food
materials and products. The study on the analysis2003-2008 incidence of listeriosis
Lithuania Material collected from the Infectious sBase Prevention and Control Center
(IDPCC).

The obtained results are showing that in Lithuati&, same and the worldsteria
monocytogeneare found mainly in the fish, meat and their prduln Lithuania the incidence
of listeriosis is increasingly being diagnosed urttie age of the most illness of the middle-aged
persons (from 45 to 64). We also found that liss is characterized by seasonal - mostly
recorded in the December and September.



IVADAS

Maisto uzterStumas patogenais yra infekcijos rigikarba apsinuodijimo maistu
prielaida, kura salygoja suvartotas maistas. Pasadiveikatos organizacija (PSO) (angiHO)
apskafiavo, kad pasaulyje kiekvienais metais 1/3 dalisegyon gali biti paveikti maisto
sukelt; apsinuodijiny, kurie sukeligivairias ligas ir siekia milijardinius ekonominiusigstolius
[10].

Listeria monocytogenesarp 7 dazniausiai maiste aptinkanpatogen Salmonella
Campylobacter verotoksiskosEsherichia colji Cryptosporidium Echinococcus granulosuis
Trichinella spiralis pripazinta svarbia visuomés sveikatos problema daugelyje pasaulioySali
[1].

Listeriozz — gyvinu ir Zmony uzkretiama liga, kura sukeliaListeria monocytogenes
bakterijos. Liga gali pasireiksti kafigvimu, raumen skausmais, angina, akijunginés
uzdegimo pozymiais, limfmaagiuzdegimu, kartaisémimu ar viduriavimu, pakenkti daugeliui
organy, nenu sistemai, kas sukelia stiprius galvos skausmusnsio sustingimy pusiausvyros
sutrikima, traukulius ir kt., negydant gali baigtis mirtimi.

Uzsikretimui listerijomis jtakos turi Zmonj amzius, nusilpusi imunénsistema, mityba,
listerijy paplitimas tarp naminiir laukiniy gyviiny, ir atitinkamas kontaktas su jaiséStiuju
imlumas bakterijoms ir kita.

Darbe apzvelgtos aptinkampatogenini bakterip Listeria monocytogenesavyles,
paplitimas, diagnostika, Sio mikroorganizmo sukel& pavojus Zmounisveikatai ir kita.

Lietuvoje Listeria monocytogeneis jos sukeliama liga nustatoma retai. Galétpdad
netiriami (nezinomi) kai kurie galimuzsikitimy atvejai? Zinant $io mikroorganizmo sukeltos
uzkretiamosios ligos maistinkilme, baty galima taikyti atitinkamas priemones, padeiias
iSvengti uzsikétimo Listeria monocytogendsakterijomis rizikos ir sukeliamos Zalos.

Sio darbo tikslas jvertinti listerijy (Listeria monocytogenegaplitima maisto Zaliavose
ir produktuose 2001-2008 metais.

Darbo uzdaviniai:

1. Taikant akredituat monocitogeninj listerijy (Listeria monocytogenesaptikimo
metody [LST EN I1SO 11290-1:2003, LST EN ISO 11290-1:2083/2005] iSskirti
ir identifikuoti Listeria monocytogenemaisto zaliavose ir produktuose, tyrimus
atliekant Nacionaligje visuome#s sveikatos prie#iros laboratorijoje (NVSPL).

2. Nustatyti Listeria monocytogenespaplitimo dinamilfy maisto Zaliavose ir
produktuose.

3. ISanalizuoti sergamudristerioze Lietuvoje 2003-2008 metais.



1. LITERAT UROS APZVALGA

1.1.Listeria monocytogenes sistematika, morfologija ir fiziologija

Listeria monocytogenesstematia packtis [12, 55, 56]:
Domenagubacteria(Eubakterijos)
Karalyst Bacteria(Bakterijos)
TipasFirmicutes
Klag: Bacilli (Bacilos)
Eie Bacillales
SeimaCorynebacteriaceae (Listeriaceae)
GentisListeria (J. H. Harvey Pirie 1940)
Listeria monocytogend&.G.D. Murray et al. 1926),
«Listeriadenitrificans(Prévot 1961),
sListeria grayi subsp. grayErrebo Larsen and Seeliger 1966)
sListeria grayi subsp. murrayWelshimer and Meredith 1971)
sListeria innocug(ex Seeliger and Schoofs 1979), Seeliger 1983)
* Listeria seeliger{(Rocourt and Grimont 1983)
* Listeria welshimer{Rocourt and Grimont 1983)
disteria ivanovii subsp. ivanoibeeligeretal. 1984)
Listeria ivanovii subsp. londoniengBoerlinetal. 1992)
Listeria monocytogenestai gramteigiamos, smulkios (0,5 — 24t ilgio, 0,4 — 0,5um
plocio) patogeniis bakterijos (1 pav). Spoir kapsuliy nesudaro, bet yra pakankamai atsparios

iSoriniams aplinkos veiksniams (sausrai¢isal aukStai temperatai).

1 Pav.Gramteigiamos lazdéd formosL. monocytogendsakterijos [60].



Gali augti nuo - 4° iki 45° C tempeitabje [9]. Optimali augimo temperata nuo 30° iki
37° C [43]. Dides#ie nei 70° C temperatoje greitai inaktyvuojama [2].
100° C temperatoje Ziva per 3 min.62° C temperatoje — per 35 min[18, 51]. Jos gali tarpti
ir daugintis 4 — 6° C tempeimbje dirvoZzemyje (iSsilaiko 3 - 6 én.), ant augal, maiste.
Aptinkama upi, Kkity gélo vandens telkinj, jary vandenyje [3, 15]. Minimalus vandens
aktyvumas @ = 0,92 [36].

Priklausomai nuotgsties tipo, gali augti teépe, kurios pH yra nuo 4,0 iki 9,5 [36].
ISgyvena terge, kurios NaCl koncentracija 6 — 20 % [51].

Veikiamos tiesiogini saués spinduly Ziva per 2 — 15 par Jas inaktyvuoja chloro
turincios dezinfekcias medziagos [51]. Lazdeles greitai sunaikina Ofofmalinas, 5 % fenolis
ir lizuoja specifiniai fagai. Tarpifge aplinkoje listerijos labai greitai kinta [56,]18

Listerijos — judrios lazdes (2 pav.) Turi 1 ilg subterminalin Ziuzej ir 4 trumpus

Soninius ZiuZelius. Preparate i&sitb pavieniui, po dvi, raide V arba Y, ar graritin56, 18].

2 pav.JudantiListeria monocytogendsakterija.Vaizdas matomaslektroninio mikrografo pagalba. Padidinta
41,250X [56].

Tiesiogires medziagos tepétyje gramteigiami mikroorganizmai galiab kokai, toctl
daznai painiojami subStreptococcus sppligesres lasteks — su Korynebakterijomis [25]..
monocytogeneiiuzeliai atsiranda neiko (37° C), o kambario tempeiiadje (20° - 25° C). [48].

Listeriju identifikavime svarbus hemotig nustatymas. PanaSiai kdip monocytogenes
kraujo agad hemolizuojal. ivanoviiir L. seeligeri.Norint nustatytiL. monocytogenesemoliz
reikia uzsti |¢kStek su avies kraujo agaru. Testas teigiamas, kaiigraa Sviesi, skaidri zona -
B-hemoliz (tai aiSkiai matoma nuslopinus bet kuaplink tiriamy pagli esaiia kultiira). L.
innocua paglio vietoje skaidrios zonosém, L. seeligeri hemoliz silpna. L. ivanovii B-

hemolizs zona plati ir aiski [20, 30, 31].



Mikrobiologinio kultivavimo metuL. monocytogenegra fakultatyvinis anaerobas,
geriausiai augantis mikroaerofiimis slygomis, bet gerai auga ir aerobmis, ir
anaerobiamis silygomis [36].

Paglis ant Palkamo agaro galiath inkubuojamas mikroaerobimis slygomis
stikliniame inde, uzpildziug jspecialios sugies duj misiniu (nuo 5 % iki 12 % C&Qnuo 5 %
iki 15 % O ir 75 % N). Taip inkubuotoséksteks turi kiti paliekamos 1 h ore, kad atgaut
rozing-purpurirg spalg [30].

Selektyvioje PALKAM’'0 agaro terge listeriju kolonijos yra mazos (nuo 1,5 mm iki 2
mm skersmens), apvaliosglynai Zalios, pilkos kolonijos kartais su juodaentrais, sidubimu

ar be jo, visada apjuostos juoda zona (3 pav.)3B6p,

e

3 pav.Listeria spp.ant PALCAM agaro ters [57].
Listeria agare pagal Ottaviani ir Agosti (ALOA)L- monocytogenelsolonijos yra Zaliai

meélynos spalvos, apsuptos nepermatoma zoadirfigos kolonijos) [30, 31] (4 pav.).

4 pav.L. monocytogendsolonijos ant ALOA agaro [58].



Ant Oksfordo agaro iSaugusiisterijy kolonijos yra mazos (1 mm), pilkSvos spalvos,
apsuptos tamsia zona. Po 48 val. kolonijos patmngali zalsvai Svyti, skersmuo 2 mm,

aureots juodos, centradulx, [30, 31] (5 pav.).

_

5 pavlisteria monocytogenesigimas ant Oksfordo agaro tesg59].

Ant triptono sojos mieli ekstrakto agaro (TSMEA) identifikuojamos pavigtkolonijos.
Badingos nuo 1 mm iki 2 mm skersmens, iSgaubtos,dd&spy nepermatomais krastais kolonijos
[30, 31].

Listerijos iki ig&iy, nesudarydamos dyjskaido gliukog, maltoz, laktoz, sacharog,
krakmohk. Neskaido manito, Slapalo, neskystina Zelatinesudaro indolo, sieros vandenilio.
Neredukuoja nitrati nitritus. Katalazs testas — teigiamas, oksidaz neigiamas [56, 18].

Epidemiologijos tikslais listerijos serotipuojamo¥ra du pagrindiniai pavirsini
antigeny tipai, kuriy vienas buvo isskirtas i$ grauijlko kitas — i$ galvij. Sie tipai turi somatini
O (teichoires mgsties) ir ZiuZzelini H antigem (baltymy). O antigenas susideda iS 5 antigéh
I, 11, 1V, V), H antigenas — i$ 4 formalinui jatt;, antigem (A, B, C, D)[18, 20].

Yra zinoma 13.. monocytogeneserotipi: 1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4ab, 4b, 4c,
4d, 4e ir 7. Serotipai 1/2a, 1/2b ir 4b sudaro 9% iS Zmonj ir gyviny iSskirty L.
monocytogeneshakterij. 4b yra Europoje, Kanadoje, bei JAV dominuojansisrotipas,

sukeliantis didzija dal listeriozs susirgina [13, 21].
1.2. Listeriozés epidemiologija ir patologija
1920 - aisiais metais epidemija pragidtarp jiry kiaulyCiy ir triuSiy. Tai suglumino

veterinarus. 1926 metais mokslininkomanda, kuriems vadovavo daktaras Everitt G.D.

Murray, atrado baktedj kuria pavadinoBacterium monocytogene¥¢éliau J.H. Harvey Pirie



(1940 m.) suteik Listeria genties pavadinim[40], kuris buvo suteiktas daktaro Joseph Lister
garbei ir bakterija pervadintaListeria monocytogened.iga, kura sukelialListeria pavadinta
listerioze. J. Lister - gydytojas, kuris supratargtginiy instrumend sterilizavimo reikSra pries
operacijas infekcij sustabdymui [44, 54].

Atradus listerij, mokslininkai maa, kad ji sukelia lig tik gyviinams, nes jokie Zmogaus
susirgimo atvejai tuo metu nebuvo zinomi. Situapigesikei¢, kai 1929 metais buvo nustatytas
pirmas zmogaus listeriég atvejis. Per 1930-uosius, pasiréigkbai didelis zmogaus listeriéz
atvep padictjimas. Tuo pd&iu metu pagaugo ir gyvany listeriozs atvey, kas priver
mokslininkus manyti, kad gywai perduoda ligZmorems [44].

Listeriozs infekcija tarp laukinj ir naminy gyviiny bei grauzik yra paplitusi visame
pasaulyje (17 paukg;, 42 zinduoly raSyse, Zuvyse, net iSskirta iS erki musiy [48]. Jie yra
infekcijos rezervuaras ir Saltinis [8].

Su gyviny ekskrementais patekusios listerijos galitibrandamos dirvoZzemyje,
vandenyje, nuotekose, ant &l nesle, silose ir kt. [48]. Dirvozemisidamas kietas ir dgnas
yra puiki terg augti ir daugintis listerijoms, jame taip pat audaug augal, kurie teikia
maistines medziagas [14].

llgai nebuvo nustatyta, kad tai svarbus patogenmikroorganizmas, kuriuo galima
uzsikesti per maisto produktus. Nuo 1980 iwykusiy keliy dideliy listeriozs protiikiy Siaugs
Amerikoje bei Europoje paai§jo maisto produkt, kaip L. monocytogenemfekcijos Saltinio,
svarba [4].

Pastaraisiais metais infekcija, kusukeliaListeria monocytogendsakterijg pripazinta
svarbia visuomess sveikatos problema daugelyje pasauliajSali

JAV L. monocytogenemfekcijos daznumas sumgd nuo 0,5 iki 0,3:100 000 Zmani
per 1996-2001 m. 11 % mirtingumas yra tarp 40 wgiau med turinciy Zmony, 63 % -
daugiau kaip 60 metturinciyju [28].

Pagal Dharmarha listeri®d AV nuo 1996 iki 2006 metsumazjo 36 % [8].

Bet 2002 metais Amerikoje listeriez protikis agmé kelet valstiju. Protiikio metu
miré 7 Zmors, uzregistruoti priesSlaikiniai gimdymai [17].

2007 metais Masausetso valstijoje (JAV) uzregistrudii susirgimo atvejaid uztersto
pasterizuoto pieno. Mir3 zmorgs [5].

42 susirgimo listerioze atvejai (i% j15 mirtini) Zinomi nuo 2008 m. rug® meén.
Kanadoje (Toronte),dl paruoStos vartojimui §80s uzkrato patogerimis bakterijomis [34].

Europoje 2005 metais pranesSti 1439 zinomi listésoatvejai. Europos afuingoje
infekcijy daznumas buvo 0,3:100 000 zmpmiopuliacijoje, kuris buvo panasus nuo 2004 ir

2003. Vokietija praneéSmazdaug 72 % padifima, palyginti su 2004 m.. Daugiausiai listerész

10



atvep Zinoma Danijos, Belgijos, Suomijos, Vokietijos Myderland, valstylese. Listerioz
daugiausia sirgo vyresnio amziaus ir pagyvenasnoni; (53 % atvey asmen buvo virS 65
amziaus) (6 pav.) [53] .

8001
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6 pav. Listeriozs atvejai EU pagal zmopamziaus grupes, 2005 metais [53].

2002 metais Turkijoje uzfiksuotas prighrs, kuris pasizyr@o dideliu uzterStumu
Listeria monocyogengsaruostoje vartoti #soje. Sio proiikio metu uzregistruoti 54 susirgimo
listerioze atvejai, IS kugi 14 baigsi mirtimi (iS ju 3 vaisiaus) [6].

Lietuvoje 2002-2006 metais oficialiai uzregistruoid listerio2zs atvey, bendras
sergamumas 0,1:100 000 gyventger metus. 2001-2007 m. ge@sizren. 4 d. Lietuvoje
medicininp gimimy duomem bazje uZregistruota 10 naujagimilisteriozs atvej.. NésCiy
moter — 12:100 000 gyventgjper metus. Naujagimi- 4,36:100 000 gimugjiu [33].

Pagrindinis infekcijos Saltinis yra gyminis maistas, vartojamas netinkamai paruosus.
Taip pat infekcija gali plisti per uztesStirang, grindis, stovint kanalizacijos vanden
darbuotoy uzterStas rankasibus [51, 36, 8]Epidemiologiniu po4iriu svarbi listerijos savyb
yra ta, kadL. monocytogeneant neiidijancio plieno jrengimy pavirSiaus gali sudaryti taip
vadinam, ,bioplévele”, dél ko mikroorganizmas tampa daug atsparesnis plovibe
dezinfekavimo medziagoms [8]

Aprasyti uzsikétimo atvejai oro laSiniu idu apdorojant gysnines Zaliavas — vilp
Serius, plunksnas. Galimas uzstknas ir per pazeistranky oda [51].

Imlesni nei bendra populiacija Siai infekcijai yra:

e Néscios moterys. JAV Lig kontroks centro duomenimis, jos yra 20 kamnlesres

infekcijai, nei kiti sveiki suaugasmenys [39, 47].

11



e Naujagimiai. Jiems infekcijos pozymiai pasireiSkigreciau, nei paoms
nésciosioms.

e Asmenys su silpnesne imunine sistema [47].

e Asmenys, sergantys¥iu, cukriniu diabetu, kepearciroze, inkst ligomis [35].

e Sergantys AIDS asmenys. Jie beveik 300 kartlesni infekcijai, nei asmenys su
normalia imunine sistema

[7, 8, 20, 47, 49, 51, 55].

Néra tiksliai nustatyta, kokid. monocytogenekoncentracija yra pavojinga zmogui ir
sukelia susirgima [42]. Manoma, kad minimali zZmogui pavojingd. monocytogenes
koncentracija yra nuo 100 iki 1000 KSV/ 1 g ar 1produkto [13, 27, 37].

Listerijos gali prasiskverbti pro virSkinamojo ttak sistemos epitelinesadteles.
Imunitetas prieS listerjas daugiausia priklauso o nd-lasteliy limfokiny aktyvinimo
makrofaguose. Apsaugoje nuo bakiedplyvauja interleukinas (IL) —18.

Bakterijos patenkd Zmogaus monocitus, makrofagus arba granulocitugrnrauga.
Epiteloidirnes lasteks bei limfocitai sudaro granulomas (listeriomasuk&ejui dauginantis
prasideda antrinnekroz (7 pav.). Bakterijos, imlamos fagocit viduje, patenka smegenis if

nés¢iy moten vaisiy [17, 22].

1a®

7 pav. Antriné kepem, listeriomos nekroz[22].

Yra zinoma, kad net nedidelis lazdelkiekis, pateks i nésios moters organiza
prasiskverbia pro placeni vaisiy ir sukelia seps vaisius fiva &l centrines nery; sistemos
pazeidimo arba gimsta jau sergantislikis [18].

Listeriju bakterijosi organizm patenka éka lastelinio mechanizmo ir baktegijpaltymy
(internalino) ir e-kadherino (CDH1). Mikroorganizealinta iS dsteks | lastek dalyvaujant
baltymui aktinui, jo polimerizacijos metu. Aktincalaikymui Seimininko dsteliy citoplazmoje
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batini - profilinas, kuris priima aktino monomero &aniji baltymy ir bakteriy pavirSiaus

baltymas (vadinamas ActA) [16].

1.3. Klinika

Patekusios Zzmogaus organizgnbakterijos gali pakenkti daugebrgan, todl ligos
simptomai gali bti labaijvairis. Liga gali pasireiksti ka¢g&avimu (iki 39°C), raumeinir sanariy
skausmais, angina, akjunginés uzdegimo pozymiais, limfmazguzdegimu, kartaisémimu ar
viduriavimu. Jei pakenkiama nensistema, liga pasireiSkia stipriais galvos skausnsprando
sustingimu, pusiausvyros sutrikimu, net traukuligsli kankinti nemiga, veido srityje kartais
atsiranda ,drugelio” formos ig$bimas. Liga gali pazeisti kepenis, bluzimkstus, nery ir Sirdies
— kraujagysh sistemas [32, 36, 51].

Inkubacinis ligos periodas galestis nuo 3 iki 70 diey dazniausiai apie 3 savaites.
Néscioms listerio2z paprastai pasireiSkia per FStumo trimesty [8, 25] Gamiy virSutiniy
kvépavimo takk infekcijos ar gripo pozymiais, d@mu dazniausiai gali Ui persileidimo,
naujagimio listeriogs ar vaisiaus mirties priezastimi [25, 26].

UzZsikretusiems naujagimiams listeriéz pozymiai pasireiSkia po 3-5 dien[51].
Naujagimi; listeriozs infekcija vadinam&ranuloma infantisepticumlai kidingi granuliomos
irfar abscesai kepenyse, bluznyje, plaase, smegenyse bei odoje; listerijos pereina per
placen ir paZeidzia vaisi; placenta — pagrindinis pirminis infekcijos Zidéngotinos ir vaisiaus
vidaus organams; MirSta apie 50 % naujagimsusirgusi Sia listeriozs forma [33].

Naujagimiy uzsikitimo kelias -vertikalus (transplacentinis, slenkant gimdymo itska
kontaktinis (nuo uztergtranky, nuo medicinograngos), transmisinis [33, 51].

Skiriamos ankstyvoji ir #yvoji naujagimiy listeriozs formos. Ankstyvoji naujagimi
listerioz turi 20-30 % mirtingumo koeficiemt jai bidingi Sie pozymiai: vaisius infekuotas
gimdoje, neiSneSiotas, hipotrofiskas, sepsis, proelm iSplie mikroabscesai, eritematozinis
bérimas. \&lyvosios formos (0—30 % mirtingumo koeficientasypmiai — uzsikétimas gimimo
metu, pilingas meningitas, kati&vimas, hipotrofija, prastas apetitas, dirglumaduriavimas,
vémimas, gelta, iSneSiotas, gimimo metu sveikas. $fyigevaiky mirtingumo koeficientas yra
maziau kaip 10 % [24, 33, 46].

Dazniausiai ligos komplikacijostbba labai sunkios: pasireiSkia bendra kraujo infekci
(septicemija) ar galvos smegenzdegimais (meningitas, encefalitas) (8 p#20Q]. Kartais liga

gali baigtis net mirtimi. [25, 36].
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8 pav.L .monocytogeneasfekcijos plitimo keliai [20].

=

Listeriozz gydoma antibiotilf grupes preparatais: penicilinu G, ampicilinu, gentamigin
chloramfenikoliu. Ampicilinas vartojamas kartu sengamicinu arba atskirai. Tiems, kurie
alergiski ank&au mirctiems antibiotikams ir kurie serga tam tikromisolgis, gali bati
vartojama trimetoprimas/sulfametoksazolis, eritr@mas, vankomicinas ir fluorchinolonai.

Cefalosporinai neefektys prieSL. monocytogene&kiem nuo listeriozs rera [45].

1.4. Diagnostika

Esant tipiSkai klinikai pacientui atliekami Sie @ahtoriniai ir instrumentiniai tyrimai:
bendras kraujo tyrimas, citologinis smegesky<io tyrimas, bakteriologinis kraujo (arbacirau
- IS gnariy, pleuros ar perikardo skis) [49], nosiarykés, odos absces iSmat; tyrimas.
Ankstyvai infekcijos diagnostikai galithi taikomas granuliocii-makrofagr (GM-CSF) arba
granuliociy (G-CSF) (i5 Zmogaus limfoa} koncentracijos tyrimas, kuriam reikalingas
kolonijas stimuliuojantis faktorius KSF —{23].

Listerinio meningito metu kraujo kuitos teigiamos 60—-75 % atugjo smegen skysio
tyrimy pagliai teigiami beveik 100 % atve] ISmat; kultiros — nepakankamai jautrus ir
specifiSskas tyrimas [33].

Visame pasaulyje dazniausiai naudojamas mikrobioisdisterijy nustatymo metodas
maiste yra ISO 11290 standartas [23]cida tyrimas pagalidnetod, trunka beveik savait nes
apima gausinimo procesus,dgsa i terpes ir auginimy bei biocheminius identifikavimo testus.
Todkl pasaulyje naudojami ir kiti zymiai greitesni meé#n, bet dl savo brangumo nelabai
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populiafs Lietuvoje. Sie tyrimai turi gan auks$tas aptikintmas, t&iau yra nelabai jauls tiriant
tiesiogiai, to@dl maisto produki méginiai pries tai taip pat turiti pagausinamfi23].

Greiti tyrimy metodai:

¢ Imunofermentiniai metodai, tokie kaip kolorimetsni (angl. Colorimetric
Monoclonal Enzyme-linked Immunosorbent Asdasteria Tek) ir imunofluorescencinis (angl.
Enzyme Linked Immunofluorescent ASS8APAS LIS) ;

¢ Nukleomig&iy nustatymu paremti metodai (andlucleic Acid-based Methods-
labai specifiniai, tokie kaip DNR hibridizacijos raudojami zondai konkretiems genams
(GeneTraR ir GeneQuenck testai) ir polimerazs grandinié reakcija (PGR) — jauls,
nukleofig&iy ir imunofermentine analize paremti metodai (BAXightCycleF, GeneVisioft
ir TagMarf sistemos).

e Tipavimo metodai (serotipavimas, multilokus ferneeeiektroforez, chromosom

DNR endonukleass, nukleotig&iy sek; tipavimas) — tokie metodai naudingi pidio metu

[8].
1.5. Listeria monocytogenes maisto produktuose

UzZsikrétimas Listeria monocytogenebakterijomis glaudziai sugg su maistu bei jo
paruoSimu vartojimui. Susirgimai listerioze prikémunuo i mikroorganizmy skatiaus esagio
paruoStame valgyti maiste. Nustatyta, kad maiséeas L. monocytogenebakterij; skatius
kinta jtakojant keletui faktor. Dazniausiai listerijomis uzZzsiktfiama suvalgius jau paruostus
vartoti maisto produktus, kurie:

e palaikoL. monocytogenesugimn;

e rekomenduojami laikyti atSaldyti ildaika;

e vartojami papildomai listericidiSkai neapdoroti gpwevirti) [36].

IS ju galima pamigti sarius, yp& minkStus ir peisinius, deSrainius, paStetusgsos
vyniotinius, saliami, miSraines, nepasterizudt pasterizuat piem, ledus, sviest rukytus
zuvies produktus, darzoves.

Pagal Europos maisto saugos tarnybos (dflgbA pateiktus duomenis 2005 methis
monocytogenesSskirta iSjvairiy maisto produkt, daugiausiai iS jau paruaSwartoti (angl.
ready-to-eat maisto produkt. Juose aptikta iki 39 % wisiSskirty L. monocytogenelsakteriy.
Daugiausiai teigiamp méginiy ir meéginiy, turintiy daugiau kaip 100 baktegigp buvo
uzregistruota paruoStuose vartoti Zuvies produldudgeginiy, kurie virSijo 100 baktenyg

koncentracy, taip pat rasta paruoStuose vartoésws produktuose ifisuose (9 pav.) [53].
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Tirt y méginiy skai¢ius

9 pav. Listeria monocytogengsaplitimas maisto produktuose, 2005 metais [53].

Daugelyje Salj, tarp ju ir Lietuvoje, yra priimtas reikalavimas, kad 25mg/produkto
nekity aptinkamal.. monocytogenelsakterij (taip vadinamas ,nuligs tolerancijos” kriterijus).
Bet, kai kuriy autoriy duomenimis, ngnanoma pagaminti produktkuriuose visiSkai nety L.
monocytogeneses ne visi gamybos procesai pakankamai efaktyigtericidiniu poziriu, o
mikroorganizmas yra nepaprastai gyvybingas, gatjtiagamybos aplinkoje bei pakartotinai
uzkresti produkt [36]. Net perdirbant Zaliavbe L. monocytogenegproceso metu ji galitii
uzkrésta Siuo mikroorganizmu.

Maisto gamybos proceso metuim@noma visiSkai inaktyvuotlL. monocytogenes
bakterip, tockl yra kontroliuojamasy augimas produkte. Rizika susirgti listerioze yealidet,
jei produktel.. monocytogenega maziau nei 100 KSV/g [19, 27].

Pagrindis maisto paruoSimo proceso operacijos @as turti jtakos L.
monocytogeneaugimui yra susaldymasjdymas, tikymas, nitritai ir kt..

Zinoma, kad gramteigiamos bakterijos yra atspasesm3aldymui nei gramneigiamos
bakterijos [11]daugiau mikroorganizmiSlieka gyvybingais greitai suSaldant maisto pidads
[36].

Nustatyta, kad Saldaht monocytogeneki -18°C buferyje, jos koncentracija sunég
10 karty, kai tuo tarpu Saldant mitybos té sumaija tik 50 % [36]. Tatiau duomen apie
suSaldymoijtaka Siam mikroorganizmui éra daug. Toé tiriant produks, batina laikytis
aseptinip salygu. Jeigu reikia paimti tiriag)i mégini iS suSaldyto rginio, jis atSildomas
prekirgje taroje arba taroje, kurioje jis buvo atveztdaboratorigp. Méginys turi luti atSildomas
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per 18 h nuo 0° iki 4° C tempetabje. Kai reikia atSildyti greitai, gginys laikomas ne ilgiau
kaip 15 mindiy ne aukstesije kaip 45° C temperatoje. AtSildant négini nuo 35° iki 45° C
temperairoje, jis nuolat purtant atSildomas vandens vgeelkurios temperata reguliuojama
[29].

Druskos koncentracija produkte vandensij@azuri siekti 6 %, kad ity sustabdytas.
monocytogeneaugimas 5° C tempefabje [38]. Bet taijtakot; produkto skonines savybes.

Produkto fikymas taip pat neuztikrina patogenminbakterijy zuvimo, nes listenj
lasteks gali augti ir ikymo proceso metu [36}ockl tiriant produks labai svarbu tiriangi
méginj imti ir iS produkto vidirgs dalies.

Nitritai, natrio laktatas slopina. monocytogenesuging 5° C temperairoje, nors 10° C
temperairoje nitritai jtakos beveik netufB6].

L. monocytogeneaugimas slopinamagigXioje aplinkoje (esant mazam tégypH),
todkl kai kurios Ggstys (acto, pieno, citri) naudojamos mikroorganizmo augirpeevencijai
mésos produkf gamybojg41, 50].

Bakteriocinai - tai baktery riSiy produkuojami biologisSkai aktys baltymai, turintys
antimikrobin poveili, tokie kaip laktocinas 705, lizinas, pediocinasHAceuterinas, sakacinas,
divercinas ir kt. 4 poveikis listerijp augimui gali ne tik padi, t.y. mazinti patogenini bakterij
augima, bet ir pakenkti. Jie éna pakankamai stalos, o p aktyvumas priklauso nuo daugelio
faktoriy [36].

I visa tai reikty atsizvelgti tiriant produldt dél monocitogenini listerijy buvimg,
kadangiijvairiy priedy buvimas gali trukdyti 25 gramuose ar mililitruosgginio aptikti L.
monocytogenes.

Taigi, dauguma rinkoje tiekiamprodukt; atitinka mikrobiologinius reikalavimusétL.
monocytogengsnes Visi gamintojamaziau ar daugiau naudoja adilksl mirctas priemones
stabdatias Si bakteriy dauginimasi. T&liau, tai neapsaugo nuo pavojaus uZsitirrizikos
grupés asmenims - a&ioms moterims, vaikams, ir senyvo amziaus zénom Toct
rekomenduojama atsargiai rinktis vartojamus maigtoduktus, o gal net kai Kkurivisai
atsisakyti.

Pagal PSO listeri@s susirgimo rizikajvertinus produkto vartojimo dagnyra tokia:
tikimybé susirgti listerioze suvalgius Saltaikytos zuvies yra 4,2 karto didesmei iSgrus
pasterizuoto pieno ir, atitinkamai, 1500 ir 1840tkalidesr nei suvalgius legar fermentuotos
mésos [36, 42].
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2. TYRIMO MEDZIAGA IR METODAI
2.1 Tyrimo objektas ir eiga

Eminiai tyrimui i$ jvairiy uzsakow buvo pristatomi Nacionalir visuome®s sveikatos
prieziaros laboratorg (NVSPL), Klaipzdos skyriaus mikrobiologini tyrimy poskyi. Tirti tik
tinkami tyrimui (t.y. reprezentatys, kurie buvo nesugadinti ir nepasikedel kt. priezasgiy)
éminiai. Siame darbe neaprasonasiniy ¢émimas. Kaip paimtéminj, nurodoma produktui tirti
skirtame standarte. Jei tokio standar¢écan suinteresuotos Salys Siuo klausimu susitarddig.
éminiai buvo analizuojamitp&ia diem.

Tirtos maisto zaliavos ir produktai skirstojrgrupes:

e pienas ir pieno produktai,

e Mmésa ir nesos gaminiai ir desros,

e kulinarijos gaminiai, patiekalai ir pusgaminiai,
e Zuvis ir ju produktai,

e zali kiauSiniai,

e zalios darzows ir vaisiali,

e gaivieji gerimai ir alus,

¢ konditerijos gaminiai,

e Kkiti gaminiai.

Maisto zaliaw ir produkiy mikrobiologiniai tyrimai L. monocytogenesaptikimui
laboratorijoje atliekami pagal galiojéins standartizuotus metodus nuo 2001ynet

L. monocytogeneaptikimui taikytas akredituotas standartas LSTIE® 11290-1:2003
Maisto ir paSar mikrobiologija. Monocitogenini listeriju (Listeria monocytogengaptikimas ir
skatiavimas. Bendrasis metodas. 1 dalis. Aptikimo masodangl.Microbiology of food and
animal feeding stuffs — Horizontal method for thetedtion and enumeration of Listeria
monocytogenes — Part 1. Detection method (ISO 1-129896) bei jo keitinys LST EN ISO
11290-1:2003/A1:2009Maisto ir paSar mikrobiologija. Monocitogenimi listerijy (Listeria
monocytogengsaptikimas ir skaiavimas. Bendrasis metodas. 1 dalis. Aptikimo masodL
keitinys. ISskiriamosios teég ir hemolizs tyrimo pakeitimas, glaudumo duomepateikimas.
(angl.Microbiology of food and animal feeding stuffs —ridontal method for the detection and
enumeration of Listeria monocytogenes — Part 1.ebebn method. Amendment 1. Modification
of the isolation medium and the hemolysis testlugien of precision data (ISO 11290-
1:1996/AM 1:200%).
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Analizé apie laboratorijoje 2001-2008 metais tirtas maigatiavas ir produktus bei

iISskirtasL. monocytogendsakterijas atlikta 2007—-2009 mdaikotarpyje (1 lenteél 1 priedas).

1 lentek. NVSPL istirty maisto Zaliay ir produki; kiekis.

Tyrimo data Eminiy kiekis
2001 1754
2002 4090
2003 7177
2004 9071
2005 10437
2006 8956
2007 8425
2008 6786

Darbo metu, kartu su mikrobiologiniaigisteria monocytogenegyrimais buvo
iISanalizuotas Lietuvos gyventpj sergamumas listerioze 2003—-2008 metais naudojantis

Uzkretiamuju ligy profilaktikos ir kontrots centro (ULPKC) duomenimis (2 priedas).

2 lentek. ULPKC uzregistruoti uzsiktusiyju atvejai.

Data Uzregistruoti atvejai
2003 2

2004
2005
2006
2007
2008

Viso per analizuat 20
laikotarp

N BB DN e

2.2. Tyrimui naudotos mitybinés terpeés ir reagentai

Terpcms ruosti naudotos vienodos kokgbsudedamosios dalys ir tokio pat analizinio
grynumo klags chemigs medziagos; arbparuostos dehidratuotos téspVisu aprasyi terpiy

sucktis, paruoSimas, iSpilstymas, sterilizacija, lailagnr kontroé nurodyti darbo 3 priede.
PASTABA: gaminang mitybiniy terpiy kokybés kontroé buvo atliekama remiantis patvirtinta darbo instijek
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1. Selektyvioji pirminio pagausinimo te¢p(puss stiprumo Frazerio sultinys) - esant
sumazintai selektyyju medziag koncentracijai;
2. Selektyvioji antrinio pagausinimo terp (Frazerio sultinys) - esant didelei
selektyvijju medziag koncentracijai;
3. Pirmoji selektyvi standi ¢gimo terpe - Listeria agaras pagal Ottaviani ir Agosti
(ALOA) (arba Oksfordo agaras (Oxford));
4. Antroji selektyvi standi gimo terpe - PALKAM’0 agaras (arbd.isteria agaras pagal
Ottaviani ir Agosti (ALOA) (arba Oksfordo agarasxford));
5. Triptono sojos mielj ekstrakto agaras (TSMEA) - standZioji mitybos &erp
Avies kraujo agaras;
Angliavandeny (ramnozs ir ksilozs) testas;

Agaras judrumui nustatyti;

© © N o

CAMP (Christie, Atkins, Munch - Petersen) testasriamos kulfiros (pvz.S. aureus
ATCC 25923, L.monocytogenes ATCC 19117, L. innoAT&C 3309)
10. Vandenilio peroksido tirpalas;

2.3. Tyrimui naudota jranga ir indai

Naudota jprasta ir speciali mikrobiologijos laboratorijai it& jranga ir indai. J
naudojimas, priedra, valymas, sterilizavimas ir kalibravimas apradgboratorijos darbo
instrukcijose PASTABA: Vietoj daugkartini stikliniy indy gali biti naudojami vienkartiniai, panas indai.

e Sausojo sterilizavimaranga (dziovinimo spinta) galinti palaikyti 170-17% C
temperaira ir uzZmusanti mikroorganizmus sausu Kars Joje sterilizuojami tik metaliniai ir
stikliniai indai;

e Drégnojo sterilizavimdranga (autoklavas) - galintis palaikyti 122€1temperaira;

e Termostatai - palaikantys 25%130+1°, 37£1° C temperatra;

e Svarstykes - sveriatios £ 0,01g tikslumu naudojamoseginio porcijos serimuli;

e Peristaltinis homogenizatorius;

e Vandens vonél- palaikanti nuo 47+2C temperatra;

e Laminaras — su horizontalia laminarine srove, Hépais;

e PH-metras kurio kalibravimo tikslumas +0,1 pH viengésant 25 C temperatrai, o
minimali matavimo riba 0,01 pH vieneto;

e Mikroskopas — didinantis 500X;
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o Petri kkSteks — naudojamos stikléis arba plastikies Petri ékSteks 90-100 mm
skersmens;

e Graduotos pipés — 1 +0,01 ml iki 10 ml, graduotos po 0,1 ml i @gl;

e Vienkartirés kilpeks;

e Buteliukai ir kolbugs — 500 ml talpos, mitybés tergs laikymui;

e Meégintuwliai — 15 ml talpos;

e Stikliniai matavimo cilindrai ir kolbos;

e Homogenizavimo maiSeliai;

e Objektiniai mikroskopavimo stikliukai.

2.4. Méginiy paruoSimas tyrimui ir tyrimo eiga

Zaliavos ar produkto standart

Monocitogenini listeriju aptikimo tyrimo schema pavaizduoi® paveiksle.

Pradinés suspensijos ruoSimasSkiediklis yra selektyvioji pirminio pagausinimerps
(puses stiprumo Fraserio sultinys). 25 g arba 25 mdimojo neginio dedama 225 ml arba 225
g selektyvios pagausinimo teég Meginio ir terpes santykis turi dti 1:10 (mas ir taris arba
taris ir taris). Homogenizuojama peristaltiniame homogeniza@30 — 60 sekundii

Pirminis pagausinimas. ParuoSta pradin suspensija laikoma 24 + 2 h, 3@
temperairoje.

PASTABA Inkubuojant medzZiaga gali nusidazyti juodai.

Antrinis pagausinimas. Po pirminio pagausinimo inkubavimo 0,1 ml gautostikos
(neatsizvelgiant; spaha) pagjamai 10 ml antrojo pagausinimo teip (Fraserio sultinio).
Inkubuojama 48 + 2 h, 37 °C tempaerraie.

S¢jimas. Sterilia kilpele paimama pirminio pagausinimo kulis (pugs stiprumo
Fraserio sultinio) ir uzZgama ant pirmos selektyvios agaro texplisteria agaro pagal Ottaviani
ir Agosti (ALOA)) pavirSiaus taip, kad uZauwgtskiros kolonijos.

Tokiu pat ldu uzgjama antroji selektyvioji tep (PALKAM'o agaras arba Oxfordo
agaras).

Tokia pat procedra atliekama ir su antrojo pagausinimo terpe (Frassultinio), kuri
buvo inkubuota 48 £ 2 h, 37 °C tempéraje.

Inkubavimas. Visos uzsttos kkSteks apvetiamos ir dedamos 37° C temperatos
termostad 24 £ 3 h.PASTABA Papildomai inkubuojama 24 + 3 h, kai augimasnsiparba kaidra kolonij.

21



Tiriamasis néginys 25 g arba 25 ml (arbxag arbax ml)

+

225 ml pirminio pagausinimo selektyvi térfpusss stiprumo Fraserio sultinys)
(Méginio ir tepes santykis turi bti 1:10 (mas ir taris arba diris ir tiris))

Inkubuojama 24 h + 2 h, 30%C temperatroje

0,1 ml kuirosipilamaj Uzgjama ant
10 ml Fraserio tég
(petgmas)
v Listeria agaro pagal Ottaviani ir Agosti (ALOA)

ir PALKANBIrba OXFORD terp
Inkubacija 48 h £ 2 h, 37 °C

v

v
UZssjama ant Listeria agaro pagal Ottaviani ir AgosiiQA) Inkubacija 24 £ 3 h, 37 °C
ir PALKAM arba OXFORD teip

4
l Identifikavimas ir vertinimas

Inkubacija 24 + 3 h, 37 °C

|

Identifikavimas ir vertinas

10 pavMonocitogenini listerijy (Listeria monocytogengaptikimo schema [paruosSta remiantis 30, 31].

2.5. Tyrimo rezultaty identifikavimas ir vertinimas

Po inkubavimo ap#rima, ar yratariamy Listeria spp.koloniju:

e Listeria agare pagal Ottaviani ir Agosti (ALOA) listaerikolonijos - zalsvai zydros
spalvos, apsuptos nepermatoma zondifigos kolonijos).

PASTABA Kai kuriy L. monocytogenepadermi, kolonijos hina apsuptos labai silpna zona (net gi be
zonos) Soko atveju, yparugSties Soko. Kitos patogeniniL. monocytogenegadermgs, pasizymi Zemu
fosfatidilinzitolfosfolipazs C @ngl. k.PIPLC) aktyvumu, aptinkamu, kai inkubavimo trukgra ilges®, pvz. kaip
4 paros.

e PALKAM’0 agare kolonijos yra mazos arba net labaizawos, pilkSvai zalios spalvos,
kartais su juodais centrais ir visada apsuptos itaz@na. Po 48 h inkubavimlasteria spp.
kolonijos tampa nuo 1,5 mm iki 2 mm skersmens,osadipalvosjdubusiu centru ir juosiamos

juodos zonos.
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e Oksforo agare po 24 h iSaugusios kolonijos mazosnfi skersmens), pilkSvos
spalvos, apsuptos tamsia zona. Po 48 h kolonij@srsga, gali Zalsvai Svyti, skersmuo 2 mm,
aureoés juodos, centraduby.

Listeria spp. patvirtinimas. IS kiekvienos selektyvios agarékbteks (ALOA, PAL-
KAM’0) paimamos 5jtariamosListeria spp. kolonijos. Jei vienojeékStekje yra maziau negu
penkios, patvirtinimui imamos visos. Pasirinktoddkigjos sjamos biikSniais ant padziovinto
triptono sojos mielj ekstrakto agaro (TSMEA), kad gerai iSaugavieres kolonijos. lekSteks
sudedamos 18 — 24jIB7+1° C temperatros termostat ISaugusios idingos kolonijos yra nuo
1 mm iki 2 mm skersmens, iSgaubtos, besgmalnepermatomais krastais. ISaugusios kolonijos
vertinamos kaip apraSyta Zzemiau.

Katalazés testas -ant objektinio stiklelio uzlasinamas laSas vandemkroksido tirpalo
ir sterilia kilpele jdedama gauta kuita. Katalazs testas teigiamas (+), jei laSas intensyviai
putoja.

Dazymas Gramo lidu —imama atskiros kolonijos ir dazoma Granalb. Listeria spp.
yra gramteigiamos, smulkios (0,5 — @y& x 0,4 — 0,5um) polimorfiSkos lazdék.

Judrumo testas (jeigu reikalingas)- i TSMEA hidingos kolonijos paimta kuita
ismeigiamaj agas judrumui nustatyti. Inkubuojama 48 h, 25+C temperatroje. Vertinamas
augimas smeigimo vietoj&isteria spp.auga po agaro virsutiniu sluoksniu ir yra judrisigcio
formos kolonijos. Jeigu auga nepakankamaig¢lpagalima inkubuoti dar 5 paras ir vertinti
smeigimo vietoje.

Listeria monocytogenes patvirtinimas (2 lentet)

Hemolizé — jeigu morfologires, fiziologints savyls ir katalags testas yra twingi
Listeria spp. norint nustatyti hemolig reikia uzsti [¢kStek su avies kraujo agaru¢ksSteliy su
avies kraujo agaru pavirSius padziovinamas. Kilgelenamos atskiros kolonijos nuo TSMEA
terpes ir uzgjamos sektoriais. Baigiantts kiekviem sektori, kilpele jsmeigiama giliai terpe.
Taip lygiagreiai ant EkSteks uzgjamos teigiamal(. monocytogeneATCC 1911Yir neigiama
(L. innocuaATCC 3309pkontrolines kultiros. Inkubuojama 24 h + 2 h 8Z temperatroje.

Tiriamos ir kontrolires kultiros L. monocytogenepatvirtinama, kai yra siaura Sviesi,
skaidri zona §-hemoliz). L. innocuapasglio vietoje skaidrios zonoséma (11 pav., 3 lenté) L.
seeligeri hemoliz pilna. L. ivanovii B-hemolizs zona plati ir aiski. ¢kSteks apzirimos

ryskioje Sviesoje, lyginant tiriamasias ir kontras kulfiras.
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11 pav.L. monocytogeneis L. innocuapagliy hemolizs zonos.

Angliavandeniy skaidymas —ant TSMEA iSaugusi kuitra kilpele iSgjamai ramnozs
ir ksilozés sultinius. Padiai inkubuojami 37° C temper@oje nuo 24 h iki 48 h. Geltona

ramnozs, raudona ksilas spalvos — teigiama reakcija (gaminamgstis) (3 lented).

3 lentek. Listeria spp.identifikavimo reakcijos [30, 31].

Rasis Hemoli2 Angliavandeny CAMP testas
skaidymas
Ramnoz Ksilozé S.aureus | R.equ

L. monocytogenes + + - + -
L. innocua - V - - -
L. ivanovii + - + - +
L .seeligeri (+) - + (+) -
L. welshimeri - V + - -
L. grayi subsp. grayi - - - - -
L grayi  subsp - Vv - - -
murrayi

V — kintanti reakcija

(+) — silpna teigiama reakcija

+ — teigiama reakcija daugiau kaip 90 %
— neigiama reakcija

PASTABA Yra retosL. monocytogenesultaros, kurios Sioje 1ISO 11290 dalyje
apraSytomis gygomis nerod@-hemolizs ar teigiamo CAMP testo.

CAMP testas —skersai avies kraujo agaréksteks uzgjama linija Staphylococcus
aureus (ATCC 25923yulturos. Padlis turi bati siauras ir lygus. ant kilpek reikia laikyti
tinkamu kampu. Tokiu pattolu st&iu kampu Siai kulirai uzgjama iSskirta tiriamoji kuftra.
Tiriamoji kultira negali liestis sibtaphylococcus aureymaziausias atstumas tanpturi bati
nuo 1 mm iki 2 mm)] ta p&ia IékStek galima sti keletq tiriamyjuy kultiry. Taip pat st&u
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kampu horizontaliai gamos kontroligs L. monocytogenes(pvz. L. monocytogenes ATCC
191179 ir L. innocua (pvz.L. innocua ATCC 3309ultaros.

LékSteks inkubuojamos 37C temperatroje nuo 18 h iki 24 h.

Maza padidjusios p-hemolizs (nuo 2 iki 4 mmm) zona tarp tiriamosios kudts ir S.
aureusvertinama kaip teigiama reakcifa. aureusr L. innocuasrityje hemolizs zonos éra (12

pav.).

L.monocytogene&ontrok) Teigiampx
hemolizs zona

Tiriama
L.monocytogenes

kultira T

(+ reakcija)

L. innocua — Hemolizs réra
(kontrok)

12 pav.S¢jimo i lekSteles, atliekant CAMP tesir vertinima, schema.

Tyrimy rezultaty vertinimas. L. monocytogenegra mazos, gramteigiamos, judrios
lazdebs. Katalazs testas — teigiamas, heméliz teigiama, skaldo ramn@zksilozs neskaldo,
CAMP testas s&. aureugeigiamas.

Rezultatas pateikiamasisteria monocytogeneaptikta / neaptikta tiriamojo neginio
kiekyje (25 g (ml)).

2.6. Duomem analizé

Statistit duomem analiz atlikta naudojant statistirpprograny Statgraphics plus (angl.
StatGraphics v2.1+ for Windowpaket ir Microsoft Office Excel 2003 metprogram.

Duomenys apskauoti vidurkiu ir standartiniu nuokrypiu.

RysSiui tarp kintamjuy jvertinti naudota regresinduomem analiz. Ar regresig kreive
atitinka duomenis parodo apskatas determinacijos koeficientdsyris yra lygus koreliacijos
koeficiento kvadratui ir parodo, kiek procennagrirejamojo veiksnio reikSmui iSsibarstymo
paaiskina regresijos lygtieterminacijos koeficientafymimas R ir apibrZziamassantykiu:
regresinio nuokrypio kvadmat suma (KSR)/ bendro nuokrypio kvadratsuma (KSB).

Determinacijos koeficientasinta nuo 0 iki 1. Kuo Rariau vieneto, tuo regresirkreivé geriau
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tinka eksperimentiniams duomenims. PavyzdZiui, KaiGR7, galima teigti, kad 70%variacijos
yra paaiskinama nepriklausomu kintamuaju

Patikimam skirtumui tarp iffiy jvertinti taikyti neparametriniai Kriterijai.Dviem
nepriklausomoms imtims palyginti buvo naudotas M#iitaio (Mann-Whitney, U) kriterijus.

Skirtumai laikyti statistiSkai reikSmingais, jeigaklaidos tikimyks reikSn¢ p < 0,01.
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3. TYRIMO REZULTATAIIRJ U APTARIMAS
3.1.Listeria monocytogenes dinamika maisto zaliavose ir produktuose

2001-2008 metais iStyrus 56 696 maisto zaliav produkyy 25 g (ml) ngginius
mikrobiologiniu listerijp aptikimo metodu buvo nustatyta, khasteria monocytogendsakterij
buvo aptikta kiekvienais tyrimo metais (13 pav.gr Pnetus vidutiniSkai iStirta 7087+2877,59
maisto Zzaliay ir produkiy méginiy, kuriuose vidutiniSkai aptikta 459,5+300,3k.

monocytogenesakterij (zr. 14 pav.).

12000 900
- 800
10000
%) - 700 §
2 & | EEEE IStirta méginiy
= 8000 - 600 2
4 =
%) 8 _
= -500 = €
€ 6000 - £ B —o— Aptikta Listeria
2 - 400 © monocytogenes
£ o)
3' 4000 - - 300 3
£ 200 £
2000 =3
L 100 <
0 - -0
2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008
Metai
13 pav. IStirty meginiy ir aptikty listeriju skatius nuo 2001 iki 2008 met
11000
10000 o [Stirti méginiai
9000 O Aptikta
.g 8000 L.monocytogenes
2
c 7000 -
£ 6000 -
(@)}
& 5000 -
g
® 4000
3
]
3 3000 -
>
2000 -
1000
T
0 |
Per 1 metus

14 pav.Vidutinis per metus istint meginiy, kuriuose aptiktd.. monocytogendsakterij, skatius.
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Nustatyta, kad didZiausias maisto produkt Zaliaw, uzkrstumasL. monocytogenes
bakterijomis buvo 2005 metais (13 pav).

Analizuojant tiriamji laikotarp daugiausiai (18%) iStirta éginiy 2008 metais, 2006 ir
2004 metais titt meginiu skatius buvo panasus — 16%, kitais metais istirta - 1i5taziau viso

méginiy skatiaus.

705 SN 12%

02008
T 2007
0 2006
02005
m 2004
@ 2003
16% m 2002

16% | m2001

13%
15%

18%

15 pav.Istirty meginiy skatius (%) nuo 2001 - 2008 met

Palyginus tirto laikotarpio duomenisitn galima manyti, jog augant tyrimskatiui
daugja ir aptikiy listerijy skatius, ta&iau nustatyta, kad nuo 2002 iki 2003 metadictjus
tyrimy skatiui nuo 7% iki 13% listerip buvo aptikta 2%-ais maziau — atitinkamai 6% ir 4%.
2006 ir 2007 met duomenimis iStitg méginiy skatius sumagjo 1%, ta&iau L. monocytogenes
aptikimas padié€jo nuo 17% iki 21% (15-16 pav.).

2004, 2006 ir 2007 metais istirtmeéginiy skatius buvo panasSus (15 pav.)citu
méginiy, kuriuose aptikta patogeninbakteriy skatius ryskiai svyruoja nuo 10 % iki 17 % ir
21% (16 pav.).

6% 2%

02008
O 2007
O 2006
0O 2005
002004
219 |@2003
W 2002
W 2001

17%

16 pav.Neatitikusiy higienos norm dél iSaugint; L. monocytogeneaseéginiu skatius (%) nuo 2001-2008 met
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Kaip matyti iS 4 lentéls daugiausial.. monocytogenesptikta (433,5+286,18) Zuvyje ir

Zuvies produktuose. Maziausiai listgrijasta buvo zaliose darzsse ir vaisiuose, kulinarijos

gaminiuose, patiekaluose, pusgaminiuose bei kitgas@niuose.

Per & pai minima laikotarp, t.y. 2001-2008 metais, nemazai listeripgip pat aptikta
mésoje ir jos gaminiuose — vidutiniSkai per metus 4649, beijvairiuose kulinarijos
gaminiuose ir pusgaminiuose — 5x14,14¢ri@uose, konditerijos gaminiuose, piene i |

produktuose bei zaliuose kiauSiniudssteria monocytogenaseaptikta.

4 lentek. VidutiniSkai per metus iStigt maisto zaliay ir produkiy bei juose aptikt Listeria

monocytogeneskatius.

Maisto zaliavy ir produkt gy

Vidutinis iStirt y maisto
zaliavy ir produkt y

Vidutinis, neatitikusi gy
higienos normy dél

grupés skaicius iSauginty listerij y,
25 g/ml skaicius 25 g/ml
Gaivieji gerimai ir alus
15,88 £ 12,99 0
Kitl gaminial 356,13 + 173,62 3,25 +5,34
Konditerijos gaminiai 123,5 + 73,65 0
Kulinarijos gaminiai,
patiekalai ir pusgaminiai 198,25 + 193,21 5+14,14
Mésa ir nésos gaminiai ir
desSros 424 + 289,57 17 + 46,49
Pienas ir pieno produktai 41,75 + 26,26 0
Za“ kiauSiniai 2338+ 11.39 0
Zalios darzo¥s ir vaisiai 158,63 + 99,97 0,75+ 1,39

Zuvis ir Zuvies produktai

5745,5 + 2641,82

433,5 + 286,18

Visa tyrimo laikotarp listerijy paplitimas zuvyje bei jos produktuose buvo inteesyis
(7,5 %) nei kituose produkigrupsse. Antroje vietoje - #sa bei ndsos gaminiai (4,0 %). 2,5 %

patogenini bakterijy rasta kulinarijos gaminiuose, patiekaluose ir pmsigiuose. Zaliose

darZowse, vaisiuose ir kituose gaminiuose aptilisteriju skatius nesieke 1% (19 pav.).
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Konditerijos gaminiai N=
988

Vaiky mitybos produktai
N=0

Gaivieji g érimai ir alus N=
127
Zali kiauSiniai N= 187
Pienas ir pieno produktai
N= 334
Mésa ir m ésos gaminiai ir
deSros N= 3392

Zalios darzov és ir vaisiai
N= 1268

Kulinarijos gam., patiek. ir
pusgam. N= 1586

Zuvis ir Zuvies produktai
N= 45964

Kiti gaminiai N= 2849

W teigiam y listerij y skai€ius

0%
0%
0%
0%
0%
136
6 (0,5%)
40 (2,5%)

26 (0,9%)

(4,0%)

3468 (7,5%)

1 2 3 4
Procentai,%

17 pav.Listeria monocytogengsaplitimas maisto produktuose (%), 2001-2008 m.

NubraizZius tiesias regresijos krety ir apskatiavus determinacijos koeficientnatyti,

kad labiausiai uzksty listerijomis produkid (t.y. Zuvies ir jos produly) skatius kasmet digja
beveik 39% (18 pav.).

Grafikas taip pat parodo, kad008-aisiais metais ypaiSaugo listeriy aptikimas

20 - -
18 1+ — Kulinarijos gaminiai, patiekalai
ir pusgaminiai y=0,7118x + 4,2215
16 1 ——= mesa ir mesos gaminiai bei R°=0,388
deSros
14 7 o Zuvis ir ju produktai
N . .
° 12 Zuvies produkty tiesiné
® regresija
=2 10 H -
[}
&)
O s
o
6 -
4 -
2 I
0 T T
2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008

Metai

18 pav.Zuvies ir j produki; tiesire regresijos kreiy su apskaiuotu determinacijos koeficientu?’R

uzkrésti L. monocytogendsakterijomis.

kulinarijos gaminiuose, patiekaluose bei pusganuiséuir nésos bei jos gaminiuose. Zuvyje bei

jos produktuosé. monocytogenesptikimas per tiriangi laikotarp nuolat svyravo (18 pav.).
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3.2. 2003-2008 metsergamumo listerioze Lietuvoje anali

Uzkretiamyju ligu profilaktikos ir kontroés centro duomenimis 2003-2008 metais
listerioze uzsikéte 20 Zmoni, (2 priedas). 15y 8 vyrai ir 9 moterys, 3 asmeihytis (2003 ir 2004
metais) nezinoma.

Nustatytas bendras sergamumo daznis Lietuvoje B16:6400 000 gyventajper SeSerius
metus.

Palyginus uZsildtusiuosius pagal amzZiaus grupes, nustatyta, kagiaagiai - 9 Zmoés
(47%) yra 45-64 metamziaus gruige. IS p didZiausiy dali sudaé miesto gyventojai - 7
zmores (20 pav.). Sergé&nyjuy skatius nuo 0-17 metir daugiau kaip 64 metamziaus Zzmomni
grupese buvo beveik 169%25-44 met amziaus pacientai sudal1% vis; susirgusiju. Per
penkerius metus (t.y. nuo 2003 iki 2008 m.) asmemmo 18 iki 24 metamziaus ligos atvej
neuzfiksuota (19 pav.).

Skirtumas tarp sergém miesto ir kaimo vietoésejvertintintas taikant Mann-Whitney U
test buvo statistiSkai reikSmingas. Mieste uzéilisiy Zzmoniy daugiau nei kaime (p<0,01) (20

pav.).

50
45
40 -
35
30 -
X 25
20
15
10
5
0
0-17 18-24 25-44 45-64 >64
AmZiaus grup é

19 pav.Zinomi listeriozs atvejai (%) LTU pagal Zmopamziaus grupes, 2003-2008 m.
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O Kaimo gyventojai

m Miesto gyventojai

UzZsikr étusi yjy skai €ius, vnt.

0-17 18-24 25-44 45-64 >64
Amzius

20 pav. Zinomi listeriozs atvejai LTU pagal ZmoniamzZiaus grupes ir gyvenimo we2003-2008 m.

Kaip matyti grafike (21 pav.), bendras sergamunserioze nuo 2003 met(10%) iki
2008 met iSaugo iki 35%. Maziausiai listerioze sirgo 2004tais — 5% gyventqj Per tuos

metus mié 4 Zmorgs.

40% ~

35% /
30%

X
=]
0
2 25% /
X
(7]
2 20%
E
o 15%
=
(2]
N 10%
5%
0% ‘ ‘
2003 2004 2005 2006 2007 2008
Metai

21 pav.Sergamumabtsterioze (%) LTU nuo 2003-2008 m.
Apskatiuotas determinacijos koeficientas®f®,75) rodo, kad sergamumas kas metai

didéjo 75%. 2004 metais susirgushuvo 1, 2003 ir 2005 metais — po 2, 2006 ir 20G3 4, o
2008 — 7 zmots (22 pav.).
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mm UZsikrétusieji listerijomis
y =1,1143x - 0,7333
R? = 0,7536

6 Tiesinés regresijos kreivé

UZsikr étusi yjy skai €ius, vnt

2003 2004 2005 2006 2007 2008

Metai

22 pav.Segamumo listerioze tiegimegresijos kreiv ir apskatiuotas determinacijos koeficientad. R

Listeriozei Lietuvoje hdingas sezoniSkumas. Daugiausiai susitginegistruojama
gruodzio (30%) ir ruggo (15%) nenesiais. Maziausiai — nuo vasario iki gegaiirenesiy (5%)
(23 pav). Vis dlto dazniausiai sergama ziganf9 zmorts), kiek maziau vasar ruden (po 4
Zmones), pavasgt 3 (24 pav.).

35%
30%

25% /
20% /
15% /
N
N/ \ ]

sausis vasaris lovas balandis gegdiz birzelis liepa rugpjatis rugsejis spalis lapkitis gruodis

Uzsikr étusi yjy skai €ius, %

Ménesiai

23 pav.Sergamumadisterioze (%) LTU sezoniSkumas 2003-2008 m.
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10 T m Ussikrétusiujy skaicius |

Ziema Pavasaris Vasara Ruduo

24 pav.Sergamumdisterioze LTU sezoniSkumas 2003-2008 m.

3.3.Tyrim y rezultaty aptarimas

Atlikus tyrimus galima nusakytListeria monocytogenepaplitimo dinamilg maisto
Zaliavose ir produktuose bei gpti apie j; kokyke ir saugum.

Lyginant atlikiy tyrimy rezultatus su kit autoryy atliktais darbais, galima teigti, kad
tirtose maisto zaliavose ir produktuose NVSPL Kddips skyriuje, kaip ir kitose valstybe, L.
monocytogenesiazniausiai aptinkama Zuvyje ir jos produktuosagd® 2005 met Europos
maisto saugos tarnybos duomenis (Zr. 9 pav.) Zymiedukt; uzkrestumas listerijomis sudaro
lygiai tokia pat dai kaip ir ntisy laboratorijoje - 7,5%. Taigi, galima teigti, kadvis ir Zuvies
produktai yra vieni i§ pavojingiaugsimaisto produkt, galintiy sukelti listerioz. Si Zaliava
daZznai yra uZlssta L. monocytogenesgallit todél gamybos procese éra listericidini
operacij, o produkto laikymo #ygos (Zema t° bei ilga trukéh yra tinkamos Siam
mikroorganizmui augti.

Analizuojant kity produkty bei zaliaw tyrimus nusy laboratorijoje nésa ir jos gaminiai
buvo uzkesti listerijomis kiek daugiau nei 4%, Europoje Ssliklis nesiekia 3%. Lietuvoje taip
pat gan didelprocen sudaro kulinarijos gaminj patiekal ir pusgamini uzkrestumas — 2,5%.
Europoje &i konkretiy produkty; uzkrestumas listerijomis éra aisSkus. Pieno produktaijr&ai bei
vaisiai ir darzoes Europoje sudaro beveik vierproceni (0,8%) teigiam éminiy dél L.
monocytogenebakterij uzkretimo, tuo tarpu Klaigdoje esatioje laboratorijoje tirtose zaliose
darzo\se ir vaisiuose, listerjjaptinkama apie pggrocentoéminiy, o0 piene iry produktuose

nenustatyta visai.
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Atlikta sergamumo listerioze Lietuvoje an&lizparod, kad Lietuvoje daugiausiai
sergadiyjuy buvo 45-64 met amziaus gruge (47%), kai tuo tarpu Europoje (6 pav.) daugiausi
sirgo vyresni ir pagyvenusio amziaus zre®153% atvej asmen buvo virS 65 met amziaus).
Galima manyti, kad tariftakos Europoje gali tati ilgesre ir geresg vidutiné tikétina gyvenimo
trukme, kuri Lietuvoje 2007 metais siekmoten 77,2, o vyn 64,9 Kai kitose ES valstybe
narse vidutirt gyvenimo trukné — 78 metai [61].

Siy rezultatp negalima sieti vien su vidutine gyvenimo trukmeipkaergamung
apsprendziatiu veiksniu. Tamitakos gali tukti mityba bei maisto paruoSimas, é&ntis
mirtiny apsinuodijimy alkoholiu skatius ir kitos priezastys. Stebima sergamumogéjditb
tendencija kraujo apytakos ir virSkinimo orgdigomis [62].

Kasmet vis didjantis sergamumas listerioze Lietuvoje (2003 - 2008y iSaugo nuo
10% iki 35%) rodo, kad.. monocytogenebakterijos yra vis tiksliau identifikuojamos ir
diagnozuojamos apsidusiems Zmoéms.

Sergamumas listerioze kasmet pagidbeveik 75%, ypatai bhidinga ziemos gnesiais.
Tatiau bendras sergamumas Lietuvoje yra mazesnisitosiekSalyse tik 0,1:100 000 zmani
populiacijos. Europoje 2005 metais buvo 0,3:100 §@@entoj;, JAV 1996-2001 m. sumép
nuo 0,5 iki 0,3:100 000 Zmanpopuliacijos.

ISVADOS

Apibendrinant atliktus tyrim rezultatus ir analizgalima teigti:

1. L. monocytogenesaugiausiai aptikta Zuvyje ir jos produktuose.

2. Nustatyta, kad #sa ar kulinarijos gaminiai, patiekalai ir pusgarairtiaip pat gali
buti uzkresti listerijomis irieinai galima uzsikeétimo maistu rizikos grug

3. Nustatyta, kad.. monocytogenebakterip aptikimas nepriklausnuo istirty maisto
zaliaw ir produkty kiekio.

4. Didziausia sergamumo rizika Lietuvoje pasireiSkizo M5 iki 64 mei amziaus
asmenims.

5. Mieste gyvenantys Zmeéa sirgo dazniau nei kaimo gyventojai.

6. Pastebtas spafiai augantis susirgimskatius nuo 2003 iki 2008 met

7. Nustatyta, kad listeriozei tdingas sezoniSkumas - daugiausiai susigim

registruojama gruodzio ir rugj® meénesiais.
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PRIEDAI

1 priedas

Zinios apie Nacionaliss visuomess sveikatos priefiros laboratorijoje (NVSPL), Klailos
skyriaus mikrobiologinj tyrimuy poskyryje tirtus maisto produktus 2001 -2008 ngetai

Neatitiko higienos
Eiles Maisto Zaliavy ir produkt gy grupés IStirta normy dél iSauginty
Nr. méginiy listeriju (Listeria
monocytogenes)
2001 metai
1. Pienas ir pieno produktai 81 0
2. Mésa ir nesos gaminiai ir desros 139 0
3. Kulinarijos gaminiai, patiekalai ir
pusgaminiali 165 0
4. Zuvis ir Zuvies produktai 807 61
5. Zali kiauginiai 2 0
6. Zalios darZoés ir vaisiai 49 0
7. Gaivieji grimai ir alus 41 0
8. Vaiky mitybos produktai 0 0
9. Konditerijos gaminiai 299 0
10. Kiti gaminiai 171 0
IS viso 1754 61
2002 metai
1. Pienas ir pieno produktai 26 0
2. Mésa ir nésos gaminiai ir desros 265 0
3. Kulinarijos gaminiai, patiekalai ir
pusgaminiai 76 0
4. Zuvis ir Zuvies produktai 3172 205
5. Zali kiauSiniai 26 0
6. Zalios darZoés ir vaisiai 155 0
7. Gaivieji grimai ir alus 19 0
8. Vaiky mitybos produktai 0 0
9. Konditerijos gaminiai 104 0
10. Kiti gaminiai 247 3
IS viso 4090 208
2003 metai
1. Pienas ir pieno produktai 47 0
2. Mésa ir nesos gaminiai ir desros 384 0
3. Kulinarijos gaminiai, patiekalai ir
pusgaminiali 50 0
4. Zuvis ir Zuvies produktai 6040 133
5. Zali kiauginiai 27 0
6. Zalios darZoés ir vaisiai 230 0
7. Gaivieji grimai ir alus 22 0
8. Vaiky mitybos produktai 0 0
9. Konditerijos gaminiai 97 0
10. Kiti gaminiai 280 3
IS viso 7177 136
2004 metai
1. Pienas ir pieno produktai 54 0
2. Mésa ir nésos gaminiai ir desSros 479 0
3. Kulinarijos gaminiai, patiekalai ir
pusgaminiai 137 0
4. Zuvis ir Zuvies produktai 7618 383
5. Zali kiauginiai 41 0
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6. Zalios darZogs ir vaisiai 197 0
7. Gaivieji gzrimai ir alus 13 0
8. Vaiky mitybos produktai 0 0
9. Konditerijos gaminiai 106 0
10. Kiti gaminiai 426 0
IS viso 9071 383
2005 metai
1. Pienas ir pieno produktai 67 0
2. Mésa ir nésos gaminiai ir desSros 536 0
3. Kulinarijos gaminiai, patiekalai ir
pusgaminiai 149 0
4. Zuvis ir Zuvies produktai 8632 814
5. Zali kiauSiniai 21 0
6. Zalios darzoés ir vaisiai 267 0
7. Gaivieji grimai ir alus 1 0
8. Vaiky mitybos produktai 0 0
9. Konditerijos gaminiai 135 0
10. Kiti gaminiai 629 3
IS viso 10437 817
2006 metai
1. Pienas ir pieno produktai 39 0
2. Mésa ir nésos gaminiai ir desSros 447 0
3. Kulinarijos gaminiai, patiekalai ir
pusgaminiai 144 0
4. Zuvis ir Zuvies produktai 7490 613
5. Zali kiauSiniai 20 0
6. Zalios darzogs ir vaisiai 268 3
7. Gaivieji grimai ir alus 10 0
8. Vaiky mitybos produktai 0 0
9. Konditerijos gaminiai 90 0
10. Kiti gaminiai 448 1
IS viso 8956 617
2007 metai
1. Pienas ir pieno produktai 20 0
2. Mésa ir nesos gaminiai ir desros 113 4
3. Kulinarijos gaminiai, patiekalai ir
pusgaminiali 661 0
4. Zuvis ir Zuvies produktai 7247 763
5. Zali kiausiniai 32 0
6. Zalios darzogs ir vaisiai 100 0
7. Gaivieji grimai ir alus 20 0
8. Vaiky mitybos produktai 0 0
9. Konditerijos gaminiai 94 0
10. Kiti gaminiai 138 0
IS viso 8425 767
2008 metai
1. Pienas ir pieno produktai 0 0
2. Mésa ir nésos gaminiai ir desSros 1029 132
3. Kulinarijos gaminiai, patiekalai ir 204 40
pusgaminiai
4. Zuvis ir Zuvies produktai 4958 496
5. Zali kiauginiai 18 0
6. Zalios darzoés ir vaisiai 3 3
7. Gaivieji gzrimai ir alus 1 0
8. Vaiky mitybos produktai 0 0
9. Konditerijos gaminiai 63 0
10. Kiti gaminiai 510 16
IS viso 6786 687
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Pastaba: x — nezinoma.
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3 priedas

Mitybos terpi ir reagent sucktis, ju paruoSimas
1. Pusgs stiprumo Fraserio sultinys -selektyvioji pirminio pagausinimo te¢p

e Pagrindis terg

Sudttis: Fermentinio gyvuli audini hidrolizato 50¢g
Fermentinio kazeino hidrolizato 50¢g
Jautienos ekstrakto 509
Mieliy ekstrakto 50¢g
Natrio chlorido 20,09
Dinatrio hidrofosfato dihidrato 12,0g
Kalio dihidrofosfato 1,35¢g
Eskulino 10g
Vandens 1000 ml

ParuoSimas Komponentai arba sausoji pagringliterp: iStirpinama vandenyje, jeigu reikia,
paSildoma. Suderinamas tésppH, kad po sterilizavimo 25 °C temp@raje jis ity 7,2 + 0,2
Terpe iSpilstoma reikiamais kiekiaistinkamos talpos kolbas. Sterilizuojama 15 min &laee
121 °C temperatoje.

PASTABA Pries sterilizavim i terpe (pagrindirg terpe) galimaijpilti li ¢io chlorido tirpalo ir nalidiksinoirgSties
natrio druskos tirpalo.

e Licio chlorido tirpalas
Sucktis: Licio chlorido 39
Vandens 10 mi

ParuoSimas Lic¢io chloridas suberiamassanden. Sterilizuojama filtruojant.

PASTABA Tirpinant I¢io chlorida vandenyje, reikia laikytis vig batiny saugos taisykli, nes reakcijos metu
iSsiskiria Siluma. Sis tirpalas erzina gleiyin

e Nalidiksino migSties natrio druskos tirpalas
Sucttis: Nalidiksino gsties natrio druskos 0,19
Natrio hidroksido tirpalo 0,05 mol/l 10 mi
ParuoSimas Nalidiksino figSties natrio druska istirpinama natrio hidroksi&erilizuojama
filtruojant.
e Akriflavino hidrochlorido tirpalas
Sucktis: Akriflavino hidrochlorido 0,25¢g
Vandens 100 ml

ParuoSimasAkriflavino hidrochloridas istirpinamas vandenyj&terilizuojama filtruojant.



e Amonio gelezies (lll) citrato tirpalas
Sucttis: Amonio gelezies (lll) citrato 5009
Vandens 100 ml
ParuoSimasAmonio gelezies (lll) citratas iStirpinamas vangje. Sterilizuojama filtruojant.

Visos sudties terg

Sucttis: Pagrindigs tergs 100 ml
Licio chlorido tirpalo 1,0 mi
Nalidiksino mgsties natrio druskos tirpalo 1 onl
Akriflavino hidrochlorido tirpalo 0,5 ml
Amonio gelezies (Ill) citrato tirpalo 1,0 mi

ParuoSimas kiekviers 100 ml pagrindias tergs prieS pat naudojimipilama ketuny riSiy
tirpaly (Zr. nuo LEio chlorido iki Amonio gelezies (lll) citrato tirpa.

Kokybés kontroé

Listeria monocytogenesTCC 19117 - teigiama
E. coliATCC 25922 - neigiama
Sterilumo kontrad: kiekvienai pagamintai partijai.

2. Fraserio sultinys -selektyvioji antrojo pagausinimo terp
e Pagrindir terg
Sudttis: Mésos peptono (gyvuliaudiniy skaidymo pepsinu 509

produkto)
Fermentinio kazeino hidrolizato 50¢9
Mésos ekstrakto 509
Mieliy ekstrakto 509
Natrio chlorido 20,09
Dinatrio hidrofosfato dihidrato 12,09
Kalio dihidrofosfato 1,359
Eskulino 109
Licio chlorido 3,009
Nalidiksino mgsties natrio druskos 0,02 g
Vandens 1 000 ml

ParuoSimasVisos sudties sausosios te¥p komponentai iStirpinami vandenyje. Jeigu reikia,

paSildoma. Suderinamas tésppH, kad po sterilizavimo 25 °C tempd@raje jis kity 7,2 + 0,2.
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Terp: supiistomaj tyrimams reikalingoirio mégintuwélius. Sterilizuojama 15 min autoklave
121 °C temperatoje.

e Akriflavino hidrochlorido tirpalas (Zr. an&su)

e Amonio gelezies (lll) citrato tirpalas (Zr. adie)
Visos sudties terg
I kiekviers pagrindires tergs (pagrindig terp) mégintuwveli (10 ml talpos) prieS pat naudogm
ipilama po 0,1 ml tirpal akriflavino hidrochlorido ir amonio gelezies (lIBitrato tirpat.
Atsargiai iSmaiSoma.

Kokybés kontroé

Listeria monocytogenesTCC 19117 — teigiama

Sterilumo kontrad: kiekvienai pagamintai partijai.

3. Oksfordo agaras -antra alternatyvi selektyviojiégmo terpe

e Agaro pagrindas

Sudktis: Kolumbijos agaro 3949
Eskulino 19
Amonio gelezies (lll) citrato 0,59
Licio chlorido 159
Vandens 1000 ml
Proteazs peptono 2309
Krakmolas 109
Natrio chlorido 500
Agaro (atsizvelgiant agaro gelio tvirturg) nuo 9 giki 18 g

ParuoSimas Visos sudties sausosios tetp komponentai iStirpinami vandenyje. Jei reikia,
paSildoma. Uzvirinama, kad visiSkai iStigptSuderinamas teég pH, kad po sterilizavimo
25 °C temperairoje jis katy 7,0 £0,2.
Sterilizuojama 15 min autoklave 121 °C tempenaje.

e Priedas 1 000 | tegs

Sudttis: Cikloheksirnido 400 mg
Kolistino sulfato 20 mg
Akriflavino hidrochlorido 5,0 mg
Cefotetano 2,0 mg
Fosfomicino 10,0 mg
Etanolio 50ml
Vandens 5,0 ml
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ParuoSimas Visos sudties sausosios tetp komponentai iStirpinami etanotio ir vandens
miSinyje. Jeigu reikia, paSildoma. Sterilizuojant@fojant.

Visos sudties tergs paruoSimas

I atSaldys iki 47 °C temperairos pagrindin terpe steriliai jpilamas priedas. ISpilstoma
sterilias Petri dkSteles po 15 ml ir paliekama sukiiet LékSteks su terpe laikomos tamsioje
vietoje.

Kokybés kontroé

Listeria monocytogenesTCC 19117 — teigiama

Sterilumo kontrad: kiekvienai pagamintai partijai.

4. PALKAMO agaras - antra selektyvioji §imo terpe

e Agaro pagrindas

Sudttis: Peptono 23049
Krakmolo 109
Natrio chlorido 5009
Mieliy ekstrakto 3,09
Agaro (priklausomai nuo agaro gelio tvirtumo) nuo 9 giki18g
D-gliukozés 05¢9
D-manitolio 10,09
Eskulino 0,89
Amonio gelezies (lll) citrato 0,59
Fenolio raudonojo 0,08 g
Licio chlorido 15,09
Vandens 960 ml

ParuoSimas Komponentai arba sausas visos éiwed pagrindas iStirpinami vandenyije.
Uzvirinama, kad visiSkai iStirpt Suderinamas teép pH, kad po sterilizavimo 25°C
temperairoje jis ity 7,2 = 0,2. Sterilizuojama 15 min autoklave 121té@perairoje.
e Polimiksino B sulfato tirpalas
Sudttis: Polimiksino B sulfato (100 000 TV) 0,1g
Vandens 100 ml
ParuoSimasPolimiksino B sulfatas iStirpinamas vandenyjeerfizuojama filtruojant.
e Akriflavino hidrochlorido tirpalas
Sucktis: Akriflavino hidrochlorido 0,05¢
Vandens 100 ml

ParuoSimasAkriflavino hidrochloridas iStirpinamas vandenyfgterilizuojama filtruojant.
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e Natrio ceftazidimo pentahidrato tirpalas
Sudttis: Natrio ceftazidimo pentahidrato 116 g
Vandens oLanl
ParuoSimasNatrio ceftazidimo pentahidratas iStirpinamasdenyje. Sterilizuojama filtruojant.

Visos sudties tergs paruosSimas

Sudttis: Pagrindires tergs (Zr.anksiau) 960 ml
Polimiksino B sulfato tirpalo (zr.an&swu) 10 ml
Akriflavino hidrochlorido tirpalo (zr.anks$au) 10 ml
Natrio ceftazidimo pentahidrato tirpalo (Zr.atiks!) 20 ml

ParuoSimas] atSaldyi iki 47 °C temperairos pagrindip terpe (Zr.ankgiau) maisant dtai
supilami tirpalai (zr.anksau).

LékSteliy su agaru ruoSimas

I atitinkamo dydzio Petri¢kSteles ipilama po 15 ml SvieZiai paruostos visos dugbs
terpes (Zr.anksiau). LeidZziama sustingti.dkSteks su terpe laikomos tamsoje.

Kokybés kontroé

Listeria monocytogenesTCC 19117 — teigiama
Sterilumo kontrad: kiekvienai pagamintai partijai..

5. Triptono sojos miely ekstrakto agaras (TSMEA) -standzioji mitybos terp

Sucktis: Triptono sojos sultini® 30,09
Mieliy ekstrakto 6,09
Vandens 1 000 ml
Agaro (priklausomai nuo agaro gelio tvirtumo) nuo 9 giki 18 g
Mriptono 17,0 g
Sojos peptono 3,09
Natrio chlorido 50¢9
Dikalio fosfato 2509
Gliukozés 25¢g

ParuoSimasKomponentai arba sausoji visos étigk terg iStirpinama vandenyje virinant. Jeigu
reikia, suderinamas terp pH, kad po sterilizavimo 25 °C tempaéaraje jis ity 7,3 + 0,2.
Terps iSpilstomai reikiamo dydzio ragintuwglius. Sterilizuojama 15 min autoclave 121 °C
temperairoje. Sudedama ant nuozulnaus pavirSiaus. éTeguistomaj sterilias Petri dkSteles
tyrimui tinkamais kiekiais. LeidZziama sustingti.

Kokybés kontroé

E. coli25922- teigiama
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Sterilumo kontrad: kiekvienai pagamintai partijai.

6. Triptono sojos miely ekstrakto agaras (TSMES) skystoji mitybos terp

Sudktis: Triptono sojos sultini 30,09
Mieliy ekstrakto 6,09
Vandens 1 000 mi
VZr. (TSME)

ParuoSimasKomponentai arba sausoji visos &t terg iStirpinama vandenyje. Jei reikia,
pasSildoma. Jeigu reikia, suderinamas d&srpH, kad po sterilizavimo 25 °C tempéaraje jis
buty 7,3 £ 0,2. TerpiSpilstomaj reikiamo dydzio kolbas arbaémintuveélius. Sterilizuojama 15
min autoklave 121 °C tempeiabdje.

Kokybés kontroé

E. coli25922— teigiama

S. epidermidid 2228 teigiama
Sterilumo kontrad: kiekvienai pagamintai partijai.

7. Avies kraujo agaras

e Pagrindire terpe

Sudktis: Mésos peptono 15¢g
Kepen hidrolizato 259
Mieliy ekstrakto 59
Natrio chlorido 50
Agaro (priklausomai nuo gelio tvirtumo) nuo 9 giki18g
Vandens 1 000 ml

ParuoSimas Komponentai istirpinami vandenyje virinant. Sudamas tergs pH, kad po
sterilizavimo 25 °C tempernatoje jis ity 7,2 + 0,2. Terp iSpilstomaj reikiamo firio kolbas.
Sterilizuojama 15 min autoklave 121 °C tempanaje.

e Defibrinuotas avies kraujas. Nesant galirsybnaudoti defibrinuoto avies kraujo,
naudojamas donaqrkraujas.
Visos sudties pagrindia terps
Sudttis: Pagrindirgs tergs 100 mi

Defibrinuoto avies kraujo nuo 5 ml ikini

ParuoSimas | atSaldya iki 47 °C temperatros pagrindin terpe ipilamas kraujas. Gerai
iISmaiSoma. ISpilstornasterilias PetridkSteles tyrimui tinkamais kiekiais. Leidziama sogti.

Kokybés kontroé
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E. coli25922— teigiama
S. epidermidid 2228 teigiama
Sterilumo kontrad: kiekvienai pagamintai partijai.

8. Angliavandeniy (ramnozes, ksilozs) terpeés

e Pagrindire terp

Sudktis: Proteazs peptono 10g
Mésos ekstrakto 19
Natrio chlorido 50
Bromkrezolio purpurino 0,02 g
Vandens 1000 ml

ParuoSimasKomponentai istirpinami vandenyije . jei reikia§ddoma. Suderinamas tésppH,
kad po sterilizavimo 25 °C tempeiadje jis ity 6,8 £ 0,2. Terp iSpilstomaj reikiamo firio
kolbas. Sterilizuojama 15 min autoklave 121 °C terafiroje.
¢ Angliavandeni tirpalai
Sudttis: Angliavandenio* 5¢
Vandens 100 ml
L-ramnoz arba L-ksiloz
ParuoSimasKiekvienas angliavandenis atskirai iStirpinamd® Inl vandens. Sterilizuojama
filtruojant.
Visos sudties terg
19 x ml pagrindigs tergs steriliaijpilama x ml kiekvieno angliavandenio tirpalo.

Kokybés kontroé

Ramnozs terp:

L.monocytogeneATCC 19117 — teigiama

L. innocue- neigiama

Sterilumo kontrad: kiekvienai pagamintai partijai.

Ksilozés terg: L.monocytogene&TCC 19117 — neigiama

9. Agaras judrumui nustatyti

Sucktis: Kazeino peptono 20,09
Meésos peptono 6,19
Agaro 3,59
Vandens 1000 ml
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ParuoSimasKomponentai iStirpinami vandenyje virinant. Jeikia, suderinamas te¥p pH, kad
po sterilizavimo 25 °C tempefabje jis ity 7,3 + 0,2. TerpiSpilstoma; 5 ml megintuvélius.
Sterilizuojama 15 min autoklave 121 °C tempeanaie.

Kokybés kontroé

L.monocytogeneATCC 19117- teigiama

Sterilumo kontrad: kiekvienai pagamintai partijai.

10. Vandenilio peroksido tirpalas

Naudojamas 3 % (pagal nejst. y. 10 firiy vandenilio peroksido tirpalas

11. Kultiros CAMP testui atlikti

Atliekant CAMP tesd, ir norint gautip-hemoliz, reikia naudoti Saureus ATCC 25923.
CAMP testui tinka ne visos @ureuspaderngs.

Norint iSlaikyti S. aureusATCC 25923 L monocytogeneATCC 19117ir L. innocua
ATCC 33090kultaras, jos uzgamos ant nuozulnaus standaus TSMEA agaro (Zr.cemks
Inkubuojamos nuo 24 h iki 28 h, 35 °C arba®@temperairoje, po to laikomos 3 + 2°C

temperairos Saldytuve. Kagtper nénes kultiros pergjamos.

12.Listeria agaras pagal Ottaviani ir Agosti (ALOA)
e Pagrindire terpe

Sudttis: Fermentinio gyvuli aydiniy hidrolizato 18 ¢
Fermentinio kazeino hidrolizato 6,09
Mieliy ekstrakto 10g
Natrio piruvatas 204¢9
Gliukoze ,03
Magnio glicerofosfatas 10g9
Magnio sulfatas (bevandenis) 0,59
Natrio chloridas 509
Licio chloridas 10,09
Dinatrio hidro fosfatas (bevandenis) 5@,
5-bromo- 4-chloro-3-indolyB-D-gliukopiranozidas 0,05¢
Agaras nuo 9 g iki 18,09
Vanduo 930

#priklausomai nuo agaro kietumo 925 ml, jei naudgja amfoterino B tirpalas.
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ParuoSimas Dehidratuoti komponentai ir sétinés dalys iStirpinamos vandenyje virinant..
Sterilizuojama autoklave 15 min 121 °C tempege. Po sterilizacijos pH 7,4 + 0,2, 25 °C.
¢ Nalidiksinés rigsties tirpalas
Sucktis: Nalidiksinés rigsties natrio druska 0,02 g
Natrio hidroksidas (0,05mol/l) 5ml
ParuoSimas Nalidiksinés rigsties natrio druska istirpinama 5 ml natrio hidvidl ir
sterilizuojama filtruojant.
e Ceftazidimo tirpalas
Sudttis: Ceftazidimas 0,02 g
Vanduo Sm
ParuoSimasCeftazidimas iStirpinamas 5 ml vandens ir sterdjamas filtruojant per 0,4pbm
membraniffiltr a.
e Polimiksino B tirpalas
Sucktis: Polimiksino B sulfatas 76700 IU
Vanduo Sm
ParuoSimasPolimiksino B sulfatas iStirpinamas 5 ml vandénsterilizuojamas filtruojant per

0,45um membraninfiltr a.

Antibiotiky priedai
e Cikloheksimido tirpalas
Sucttis: Cikloheksimidas 0,05¢
Etanolis Pt
Vanduo 2,%5m

ParuoSimasCikloheksimidas iStirpinamas 2,5 ml etanolioaagfidedama 2,5 ml vandens ir
sterilizuojamas filtruojant per 0,46n membranipfiltr a.

e Amfotericino B tirpalagalternatyvus cikloheksimido tirpalui)

Sudktis: Amfotericinas B 0,019
HCI (Imol/l) 2,5mi
Dimetilformamidas (DMF) 2,5ml

ParuoSimasAmfotericinas iStirpinamas HCI/DMF tirpale ir slezuojamas filtruojant per 0,45

um membraniifiltr a.
PASTABA HCI/DMF tirpalas toksinis, dirbti atsargiai.

e Suplementas
2 g L-o-fosfatidilinositol (Sigma P 6636) 50 ml Salto vamd. maiSoma apie 30 min iki gaunama
homogenii suspensija
Autoklavuojama 121°C 15 min ir a@sinama iki 48 °C - 50 °C.

54



Visos sudties terg

Sucktis: Pagrindire terps 930 nil
Nalidiksinés rigsties tirpalas 5 mi
Ceftazidimo tirpalas 5ml
Polimiksino B tirpalas 5mi
Cikloheksimidino tirpalas 5 mi
arba Amforericino B tirpalas 10 ml
Suplementas 50 ml

2925 ml, kai naudojamas Amfotericino B tirpalas
ParuoSimas [ atwsinta mazdaug iki 50 °Cpagrindinterp; sudedami tirpalai, tipestingai
kiekviers iS ju sumaiSant. Paruostos tésgpH turi kuti 7,2 + 0,2, 25 °C temperabje. Terg turi
buti homogeniSka, opolescuojanti.
LéksSteliy su terpe ruoSimas
I kiekviery iS reikiamo skaiiaus Petri ¢kSteliy ipilti 40 ml Svieziai paruostos pilnos tes (Jei
néra didely IékSteliy, tai i1 mazas Petri¢ckSteles pilama apie 15 ml tég). Leidziama terpei
sukietti. PrieS pat naudojim rupestingai iSdziovinti agaroé¢kSteles (patartina su nuimtais
dangteliais ir su agaro sluoksniu &joge) dziovinimo spintoje, nuo 37 °C iki 55 °C
temperairoje, kol agaro pavirSius taps sausas.
LékSteks laikomos iki 7 dien 3 °C * 2 °C temperatoje tamsioje vietoje.

Kokybés kontroé

L.monocytogeneATCC 19117 teigiama
E. coli25922 - neigiama
Sterilumo kontrad: kiekvienai pagamintai partijai.

14. DAZYMAS GRAMO B UDU (modifikuotas Huckerio metodas)

Bakterijy lasteliy dazymas leidzZia apraSyti bakterinorfologija ir jas klasifikuotii dvi
grupes atsizvelgianittai, ar tyrimo glygomis jos gali iSlaikyti kristalvioletindaz. Si savylk
visy pirma priklauso nuo §idviejy grupiy lasteliy sieneliy strukiiros skirtuny ir yra susijusi su
kitais svarbiais tarp gidvieju grupu esamais skirtumais. Yra daug Gramo dazymy ptatiau
seka visada iSlieka tokia, kokia yra nurodyta Zemia

Tirpalai - galima naudoti masidkai gaminamus tirpalus. Siugejat reikia laikytis
gamintojo nurodyn.

¢ Kiristal violetinio tirpalas
Sucktis: Kristalvioletinis 2,00;
Etanolis (95 %) 20 ml;
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Amonio oksalatas (C2H8N204) 0,8 ¢;

Dstiliuotas vanduo 80 ml.
ParuoSimasKristalvioletini iStirpinti etanolyje, o amonio oksadat distiliuotame vandenyje.
Abu miSinius sumaisyti ir iki naudojimo palikti stéti 24 h.

e Jodo tirpalas

Sudktis: Jodas 100;
Kalio jodidas (KJ) 2,00;
Distiliuotas vanduo 100 ml.

ParuodimasKalio jodida istirpinti 10 ml distiliuoto vandens. Dalimis péid jodo. Siam itirpus,
matavimo kolboje sky$o kiekj padidinti iki 200 ml.

e Safranino tirpalas

Sudktis: Safraninas O 0,25 g;
Etanolis (95 %) 10 mi;
Distiliuotas vanduo 100 ml.

ParuoSimasSafranin istirpinti etanolyje, po to sumaisyti su distiliwovandeniu.

Dazymas.Ant objektinio stiklelio uzfiksuoti baktewjsluoksn, kurios augintos nuo 18 h
iki 24 h, arba tada, kai sultinys yra drumstaspktu uzpilti kristalvioletinio tirpalu. Palikti
vienai minutei, kadvykty reakcija. Po to stiklglkelety sekundai plauti silpna vandens srove,
laikant j nuoZulniai.

Stikleli uzpilti jodo tirpalu. Palikti vienai minutei, kaghykty reakcija. Stiklgl kelety
sekundzij plauti silpna vandens srove, laikantpoZzulniai.

Svelniai ir nepertraukiamai ant palenkto stiklggitti etanof (95 %) ne daugiau kaip 30
s, arba tol, kol nebeiSsiskirs violetigpalva. Palenktstikleli Svelniai nuplauti vandeniu tam,
kad kity pasSalintas etanolis.

Stikleli 10 s uzpilti safranino tirpalu. Palenkstikleli nuplauti silpna vandens srove.
Stikleli nudziovinti.

Lygiagretiai daromas kontrolinis teptéhs su darbigmis kultiromis: S. aureusATCC
25923 — gramteigiamos @lynos spalvos kokai ifE. coli ATCC 25922 — gramneigiamos
raudonos spalvos lazdsl

Interpretavimas. Tepirelis tiriamas po mikroskopo imersiniu objektyvu. bakterij
lastebs yra nglynos ar violetigs, vadinamos gramteigiamomis (Gram+); jei jos tarnsiai
rozine ar raudon spals, vadinamos gramneigiamomis (Gram -).

Kai kuriy bakterip tipu grym kultary ir gramteigiamos, ir gramneigiamagsieks gali
buti matomos tame game mikroskopo laukeASTABA Tankiai iSsidstiusiy lasteliy reakcija gali lti

netipire.
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PADEKA

Dékoju darbo vadovei dr. Silvijai Kiverytei uz patamis rasant dasbir kruopia
literatiirinio stiliaus korekci. NVSPL Klaipzdos skyriaus Mikrobiologimi tyrimy poskyrio
vedtjai Ramutei Staponkienei uz galimybnaudotis tiriamja medziaga ir laboratorijos
duomenimis. Doc. dr. Jonui Algiui Abarg&ui uz darbo recenzij Taip pat dkoju savo

bendradarbiams, artimiesiems bei draugams uz mug3alaikyny ir pagalha.
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