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SANTRUMPOS

ISO (angl. International Organization for Standardization) — tarptautiné standartizacijos
organizacija.

CDC (angl. Centers for Disease Control and Prevention) — ligy kontrolés ir prevencijos centras.

ULAC — uzkreCiamyjy ligy ir AIDS centras.

WHO (angl. World Health Organization) — pasauliné sveikatos organizacija.

RTE (angl. ready to eat) — valgis, paruostas valgyti.

PFGE (angl. pulse-field gel electrophoresis) — pulsuojancio lauko gelio elektroforezé.

FIGE (angl. field-inversion gel electrophoresis) — lauko inversijos gelio elektroforezé.
OFAGE (angl. orthogonal-field alternation gel electrophoresis) — stac¢iakampio kintancio lauko
gelio elektroforeze.

TAFE (transverse-alternating field gel electrophoresis) — skersai kintan¢io lauko gelio
elektroforeze.

PHOGE (angl. pulsed-homogeneous orthogonal field gel electrophoresis) — pulsuojancio
homogeninio keturkampio lauko gelio elektroforeze.

PACE (angl. programmable autonomously-controlled electrodes) — uzprogramuojami
automatiskai kontroliuojami elektrodai.

CAMP — kraujo agaras, angl. Christie-Atkins-Munch-Peterson, testui.

KFV — kolonijas formuojantys vienetai.

Bp — baziy poros.

Kbp — kilobaziy poros.

Mbp — megabaziy poros.

kDa — kilodaltonai.

TSMEA — triptono sojos mieliy ekstrakto agaras.

ALOA — atrankioji séjimo terpé pagal Ottaviani ir Agosti.

TBE — buferinis tirpalas, sudarytas i§ Tris bazés, boro riigsties ir EDTA.

TE — buferinis tirpalas, sudarytas i§ Tris (pH 8,0) ir 1 mM EDTA (pH 8,0).

GAD — glutamato dekarboksilazé.

EDTA — etilendiamintetraacto rugstis.

SDS - natrio laurilsulfatas, detergentas.

BSA — galvijy serumo albumino baltymas.

UPGMA (angl. unweighted pair group method with arithmetic mean) — ,nepasvertas grupiy

pory metodas su aritmetiniu vidurkiu®.



IVADAS

Per maistg plintanc¢ios zoonozés, timinés zarnyno virusinés infekcijos Lietuvoje iki Siol
yra svarbi visuomenés sveikatos problema. Tiksliis serganCiyjy Siomis ligomis skaiCiai néra
zinomi, kadangi j oficialig statistikg dazniausiai patenka tik susirge sunkiomis ligos formomis.
Zoonozeés gali plisti tiesiogiai nuo serganCiy gyviiny per maista arba geriamajj vandenj,
uzkrétus ligas sukelianciais mikroorganizmais. Kampilobakteriozé¢ ir salmoneliozé yra
dazniausiai registruojamos per maistg plintan¢ios zoonozés Europoje. Kitos zoonozés, tokios
kaip brucelioze, listerioze, Q karStligé yra maziau paplitusios ir registruojamos atskiruose
Europos regionuose (Caplinskas S. et al., 2019).

Listerioz¢ yra viena i§ rimciausiy ir sunkiausiy maistu plintanciy ligy. Ja sukelia
bakterijos Listeria monocytogenes. Sis vidulastelinis patogenas gali uzkrésti tiek sveikus, tiek
silpng imuning sistemg turin¢ius Zmones. Sveikiems asmenims liga gali biiti besimptomé arba
gali pasireikSti gastroenteritas, perSalimo simptomai. Tuo tarpu asmenims, kuriy imunitetas
silpnas, liga pasireiSkia invazine forma (Bhunia, 2018). Listeriozé santykinai reta liga,
pasireiSkiantinuo 0,1 iki 10 atvejy 1 mln. Zzmoniy per metus. Nors atvejy skaicius yra nedidelis,
tac¢iau su Sia infekcija susijusiy mir¢iy skaiCius yra augantis ir sukelia didelj visuomenés
susiriipinimg. Skirtingai nuo daugelio kity zoonozes sukelianCiy patogeny, L. monocytogenes
gali iSgyventi ir daugintis Zzemoje temperatiiroje, tod¢él net maistas laikomas Saldytuve néra
apsaugotas nuo patogeno plitimo. DidZiausig pavojy zmonéms kelia maisto produktai, kuriy
galiojimo laikas saldytuve yra ilgas, ir produktai, kuric gali biti vartojami be papildomo
terminio apdorojimo. Dazni listeriozés protrukiai jvyksta dél paruosty pusgaminiy, tokiy kaip:
rukytos ar zalios mésos, pieno produktai, paruostos salotos (jskaitant koptsty salotas, pupeliy
daigus), taip pat Sviezios darzovés ir wvaisiai (https://www.who.int/news-room/fact-
sheets/detail/listeriosis, ziaréta 2020-03-20).

Pulsuojancio lauko gelio elektroforezés metodas (PFGE) yra unikalus genotipavimo
metodas, naudojamas dideléms DNR molekuléms atskirti po to, kai jos yra sukarpomos
specialiais restrikcijos endonukleazés fermentais (Sharma-Kuinkel et al., 2014). PFGE metodas
sékmingai naudojamas siekiant nustatyti patogeniniy mikroorganizmy, tokiy kaip Escherichia
coli O157:H7, Salmonella, Listeria monocytogenes, kamienus (Neoh et al., 2019). PFGE
pasizymi puikiu pakartojamumu, didele skiriamaja geba, gali buti standartizuotas, todél dar yra

vadinamas ,,auksiniu standartu” (Mendonca et al., 2012).



Darbo tikslas:

Nustatyti, maisto produktuose aptikty, Listeria monocytogenes genetinius profilius,

taikant pulsuojancio lauko gelio elektroforezés metoda.
Darbo uZdaviniai:
Nustatyti L. monocytogenes kamienus vadovaujantis PulseNet standartine darbo procedira.

Atlikti L. monocytogenes profiliy analize¢ naudojant ,,BioNumerics” programing jrangg.

Palyginti gautus L. monocytogenes kamienus tarpusavyje.

P W np e

Ivertinti kamieny gimininguma, iSanalizuoti maisto produkto ir L. monocytogenes kamieny

priklausomybes.



1. LITERATUROS APZVALGA
1.1. L. monocytogenes savybés

Pirmg kartg 1911 metais, Stokholmo veterinarijos institute, veterinaras, profesorius
Gustav Hiilphers aprasé bakterija, sukélusig triusSiams kepeny nekrozg ir dél sukéléjo
badingumo paveikti kepenis, pavadino ja Bacillus hepatitis. 1940 metais Skotijos medicinos
daktaras Harvey Pirie pakeité bakterijos pavadinimg j Listeria monocytogenes. Nors 1920
metais buvo apraSyti ir paskelbti mikroorganizmo sukeliami klinikiniai poZymiai tiek
zmonéms, tiek gyviinams, ta¢iau tai nebuvo pripazinta reikSminga naujagimiy infekcijos, sepsio
ar meningito priezastimi iki 1952 mety. Suaugusiyjy listeriozé buvo susijusi su pacientais,
vartojan¢iais imunine sistema slopinanéius vaistus, ZIV infekuotais asmenimis ar patyrusius
organy transplantacijag. L. monocytogenes nebuvo pripazinta kaip per maistg plintancia
patogenine bakterija iki 1981 mety, kuomet ligos protriikis jvyko Kanadoje, Nova Scotia
provincijos sostin¢je Halifakse. Protrukis apémé 41 atvéjj, i§ kuriy 18 buvo mirtini. Jy tarpe
daugiausia sudaré nésc¢iosios moterys ir naujagimiai. Nustatyta, kad bakterijos paplito per aviy
méslu tresSiamas kopiisty salotas. Nuo to laiko, uzfiksuota daugiau listeriozés atvejy, susijusiy
su maistu, o bakterija pripazinta kaip svarbus ir didele Zalg maisto pramonéje atneSantis
patogenas (Hof, 2003).

L. monocytogenes priklauso Firmicutes tipui, Bacilli klasei, Bacillates eilei, Listeriaceae
Seimai ir Listeria genciai. Tai Gramteigiamos bakterijos, turin¢ios mazg (36-42 %) guanino,
citozino (GC) nukleobaziy procenting dali DNR. Siam tipui taip pat priskiriamos Bacillus,
Clostridium, Enterococcus, Streptococcus ir Staphylococcus gentys (Schardt et al., 2017).
Listeria monocytogenes yra mazos (0,5 um—4 um skersmens ir 0,5 um-2 um ilgio), apvaliais
galais lazdelés (Jamshidi and Zeinali, 2019). Tai fakultatyvinis vidulgstelinis spory ir kapsuliy
nesudarantis anaerobas, atsparus aplinkos sglygoms: aukstai temperatiirai, kar§¢iui ar sausrai
(Schardt et al., 2017). Listeria genciai priklauso 21 rasis: Listeria aquatica, Listeria booriae,
Listeria cornellensis, Listeria costaricensis, Listeria fleischmannii, Listeria floridensis, Listeria
goaensis, Listeria grandensis, Listeria grayi, Listeria innocua, Listeria ivanovii, Listeria
kieliensis, Listeria marthii, Listeria monocytogenes, Listeria newyorkensis, Listeria riparia,
Listeria rocourtiae, Listeria seeligeri, Listeria thailandensis, Listeria weihenstephanensis,
Listeria welshimeri (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1637,
zitréta 2020-03-10).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1637

1.1.1. Listeria sensu stricto

llgus metus buvo manoma, kad L. monocytogenes yra vienintelé Listeria genties
bakterija, kol 1966 metais buvo atrasta L.grayi. 1970—1980 m. mokslininkai aprasé¢ dar keturias
rasis Listeria innocua, Listeria seeligeri, Listeria welshimeri ir Listeria ivanovii, kurios yra
artimai susijusios su Listeria monocytogenes. Prireiké dar 25 mety, kol buvo atrasta kita raisis
— Listeria marthii. Kartu jos sudaro vadinamaja Listeria sensu stricto grupe, lotyniSkai
reiskianéig ,,Listeria siaurgjg prasme”, prieSingai nei Listeria sensu lato, t.y. ,Listeria placiagja
prasme”, kurig sudaro gana gausus Listeria spp. bakterijy rusiy kiekis, kuris buvo atrastas per
pastargjj deSimtmet]j (Schardt et al., 2017).

Listeria sensu stricto spp. gali biiti randami natiiralioje gamtoje. Jie buvo isskirti i$
daugybés skirtingy ekologiniy niSy, tokiy kaip dirvozemis, pavirSiniai vandenys, nuotekos,
maisto perdirbimo aplinka ir augmenija. Vieninteliai Listeria sensu stricto spp. nariai, kurie
reguliariai siejami su patogeniSkumu gyviinams ir zmonéms — L. monocytogenes ir L. ivanovii.
Buvo nustatyti trys genomo lokusai, koduojantys §iy riisiy pagrindinius virulentiSkumo genus:
1) Listeria patogeniskumo salelé 1 (LIPI — 1). Jg sudaro $esi genai — prfA, plIcA, hly, mpl, actA
ir pleB atsakingi uz vidinj ir tarplastelinj judrumg ir i§gyvenima; 2) internalinai — InlA ir InlB,
kurie padeda patekti j lastele. Internalinas A jungiasi prie kadheriny ir skatina fagocitoze; 3)
treciasis internalinas inlC yra reikalingas plitimui i$ Igstelés j 1astele (Schardt et al., 2017)

1.1.2. Listeria sensu lato

Pastarajj deSimtmetj aptiktas gana platus naujy Listeria spp. rasiy skai¢ius, kuris kartu
buvo priskirtas atskirai ,,placiajai” grupei — Listeria sensu lato. Sios grupés kamienai buvo
18skirti i$ siirio, tekancio vandens, juros gérybiy, supjaustyty saloty ir pieno perdirbimo jmoniy.
Visi Listeria sensu lato spp. yra laikomi nepatogeniSkais, nes jiems triksta hemolizinio ir
fosfolipazés C (PLC) aktyvumo. Taciau gali bati ir taip, kad kai kuriy nepatogeniniy rusiy
kamienai, gali kelti pavojy. Pavyzdziui, L.innocua paprastai laikomas nepatogenisku, nors yra
daug s$ios rusies kamieny, kurie turi patogeniskas LIPI-1 saleles, taciau jiems truksta inlA, inlB
ir inlC. Yra nustatytas vienas mirties atvejis, kurj sukélé L.innocua 6a serotipas (Schardt et al.,
2017).

L. monocytogenes yra vienintelé Zmonéms patogeniska rasis, kelianti didZiausig
susirlipinimg visuomenés sveikata. L. ivanovii bakterija daznai sukelia atrajotojy listerioze ir

tik labai retai sukelia ligg zmonéms (Ryser et al., 2019).
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(https://www.thermofisher.com/blog/food/keeping-up-with-the-listerias-implications-of-taxonomic-changes-for-
food-testing/, zitréta 2020-03-20).

Sensu stricto Sensu lato
L. floridensis
(2014) L. newyorkensis (2015)
L. monocytogenes L. fleischmannii | L. corneliensis (2014) L .
(1924) (2013) L. rocourtiae (2010) costaricensis
Ruisis ir L. innocua (1983) L. L. aquatica L. weihenstephanensis (2018)
atradimo L. welshimeri (1983) | grayi (2014) (2013) L.
metai L. seeligeri (1983) | (1966) . - thailandensi
. . L. goaensis L. grandensis (2014)
L. ivanovii (1984) . s (2018)
L. marthii (2010) (2018) L. riparia (2014)
' L. kieliensis L. booriae (2015)
(2018)
Judrumas
prie30° C * * - - -
Augimas
Femiau 7" C * * - * -

Listerijy serotipavimas — tipavimo metodas, padedantis atskirti Sios bakterijos poriisius.
Tai yra svarbi priemoné infekcijos sukéléjy nustatymui protriikio metu, leidzia atskirti svarbius,
su maistu plintanc¢ius kamienus, iStirtus skirtingose laboratorijose ir tarpusavyje juos palyginti
(Borucki and Call, 2003). Serotipy nustatymas yra pagrijstas skirtingy, termiskai stabiliy
somatiniy (O) ir Silumai neatspariy, Ziuzeliniy (H) antigeny buvimu. O antigenas yra
lipopolisacharidas, esantis lastelés sieneléje. Sis antigenas atsparus temperatiirai, etanoliui ir
rugstims, gali biiti suaktyvinamas formalinu. H antigenai, esantys Ziuzeliuose, yra neatsparis
veikimui kar$¢iu ir etanoliu (Borucki and Call, 2003). I§ viso zinoma apie 15 Listeria O
antigeny potipiy, kurie zymimi I-XV ir 4 H antigeny potipiai, kurie Zymimi A-D (Chen et al.,
2017). L. monocytogenes galime suskirstyti j 13 serotipy: 1/2a, 1/2b, 1/2¢, 3a, 3b, 3c, 4a, 4ab,
4b, 4c, 4d, 4e ir 7, taciau tik keturi 18 jy — 1/2a, 1/2b, 1/2¢ ir 4b yra atsakingi uz didziaja dalj
(mazdaug 95 %) zmoniy listeriozés atvejy visame pasaulyje (Jamshidi and Zeinali, 2019). 4b
yra Europoje, Kanadoje bei JAV dominuojantis serotipas, sukeliantis didzigja dalj susirgimy
(Borucki and Call, 2003; Capita et al., 2019). D¢l skirtingos jy ekologijos, genomo ir
rekombinacijos grei¢io L .monocytogenes serotipai yra suskirstyti j keturias filogenetines linijas
(1-1V) (Alonso-Calleja et al., 2019). Listerijy kamienai, priklausantys I ir II filogenetinei linijai,
buvo izoliuoti i§ pavieniy atvejy (serotipai: 1/2a, 1/2b ir 4b) ir zmoniy listeriozés protriikiy
(dazniausi serotipai: 1/2a ir 4b). Il linijos (serotipai 1/2a, 1/2c, 3a ir 3c) ir keletas I linijos
kamieny (serotipai 1/2b ir 4b), dazniausiai randami maiste, placiau paplit¢ nattralioje aplinkoje
ir tkiuose. IIT ir IV filogenetiniy linijy kamienai aptinkami retai, bet labiausiai siejami su
gyviny infekcijomis (Lomonaco et al., 2015; Orsi et al., 2011). Nepaisant lengvo taikymo,
serotipy nustatymo metodai yra mazai jautriis, todél turéty bati naudojami kiti molekuliniali
metodai (Moghadam and Larsen, 2019).


https://www.thermofisher.com/blog/food/keeping-up-with-the-listerias-implications-of-taxonomic-changes-for-food-testing/
https://www.thermofisher.com/blog/food/keeping-up-with-the-listerias-implications-of-taxonomic-changes-for-food-testing/

1.2. Listeria monocytogenes patogenezé

L. monocytogenes patogenezé yra daugiapakopis procesas, kuris apima dvi fazes:
zarnyno ir sisteming. Pirmoji fazé prasideda bakterijy kolonizacija Zarnyne, toliau seka jy
translokacija per gleiving. Jei imuniné sistema nekontroliuoja infekcijos, bakterijos jveikia
zarnyno barjera, patogenas pasklinda j kraujg arba mezenterinius limfmazgius, tolimesniam
sisteminiam infekcijos plitimui. Sisteminio plitimo metu, dendritinés Iastelés arba makrofagai
transportuoja mikroorganizmg | tikslinius organus — kepenis, bluznj, limfinius mazgus,
smegenis ir nés¢iosioms j placentg (Bhunia, 2018). Bakterijos praéjusios hematoencefalinj
barjera, asmenims, su nusilpusiu imunitetu gali sukelti sepsj, meningitg, o nés¢iosioms —
néstumo komplikacijas, prieslaikinj gimdymg ar abortg (1 pav.) (Bhunia, 2018; Radoshevich
and Cossart, 2018).

! L.monocytogenes bakterijomis
uZterstas maistas

Kraujagyslés

Bluznis

1pav. L. monocytogenes infekcijos plitimo schema Zzmogaus organizme. Tiksliniai organai — kepenys ir bluznis
(Radoshevich and Cossart, 2018).

Listeriozé¢ dazniausiai plinta maistu, taigi bakterijy patekimas per skrandj ir plonaja
zarng yra butina infekcijos salyga. Glutamato dekarboksilazé (GAD) apsaugo L.
monocytogenes nuo skrandzio riigSties, o maisto dalelés padeda neutralizuoti pH, kad biity
uztikrintas bakterijos saugus patekimas j plonaja Zarng. Listerijy vidulastelinis infekcinis ciklas
susideda i§ skirtingy etapy: 1) invazijos | eukarioting Seimininko lgstele, ii) iSsilaisvinimas 18
vakuolés, iii) tarplasteliné proliferacija, iv) tarplastelinis iSplitimas dél kryptingos aktino

polimerizacijos, v) plitimas j gretimas lasteles (Bhunia, 2018).
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2 pav. L. monocytogenes gyvenimo ciklas (Luque-Sastre et al., 2018).

Patekimas | lastele yra bene placiausiai apibudinimas L. monocytogenes infekcijos
etapas. Pirminé infekcijos vieta yra zarnyno epitelis, kur bakterijos patenka ] lgsteles
,uztrauktuko” mechanizmo principu, kuomet InlA ir InIB — du pagrindiniai baltymai, susijungia
su eukariotiniy lasteliy membrany receptoriais E-kadherinu arba c-Met. Seimininko lastelé
apgaubia bakterijg ir aplink jg suformuoja vakuole. Po 30 min. listeriolizinas O (LLO) kartu su
fosfatidilinozitolio fosfolipaze C (PI-PLC) dirba sinergiskai ir sunaikina dvisluoksne lipidy
membrang, dél ko L. monocytogenes gali iSsivaduoti i§ vakuolés. PI-PLC yra 33-36 kDA
dydzio fermentas, kurj koduoja plcA genas, o ji reguliuoja prfA ir yra randamas tik L.
monocytogenes ir L. ivanovii. Issilaisvinus i§ vakuolés, bakterija dauginasi ir kaupia F-akting —
baltymg, kuris yra svarbus lgsteliy funkcijai ir judrumui palaikyti. Citoplazmoje, listerija
viename polyje ekspresuoja aktino polimerizacijos baltymg ActA, kuris sukuria } kometa
panasig uodega, padedancig bakterijai judéti. ActA sudaro 639 amino rugstys ir yra apie 90 kDa
dydzio pavirSiaus baltymas. Jj koduoja actA genas, kurj tiesiogiai kontroliuoja prfA. Aktino
uodega sukuria jéga, kuri pastumia bakterijg j priekj. Nuolatinés aktino polimerizacijos pakanka
judrumui citoplazmoje ir net gretimy lasteliy uzkrétimui. Judanti lastelé suformuoja |
pseudopodija panasia iSsikiSancig struktiira, kuri tgsiasi  kaimyning lgstele ir patenka i jos vidy.
Kaimynin¢je lastel¢je bakterija gaubia dvi membranos: iSoriné membrana yra i§ naujai
uzkréstos lastelés, o vidiné membrana — i§ anks¢iau uzkréstos lastelés. Sios membranos yra
pasalinamos kartu veikiant 29 kDa dydzio, plataus spektro fosfolipazei (PC-PLC) kartu su LLO
(Bhunia, 2018).
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1.3. Listeria monocytogenes paplitimas

1.3.1. Naturalioje aplinkoje

Listeria rasys buvo isskirtos i§ daugiau nei 50 naminiy ir laukiniy gyviny risiy, o ligos
pobudis skiriasi priklasomai nuo Seimininko (2 lentelé¢) (Luque-Sastre et al., 2018). [vairis
stuburiniai gyviinai, zinduoliai, pauks¢iai, ropliai, varliagyviai ir Zuvys gali tapti besimptomiais
pastebimi galvijams, avims, oZkoms, taciau taip pat nustatyta ir kitiems atrajotojams: vandens
buivolams, elniams, Siaurés elniams, antilopéms, briedziams, Piety Afrikos kupranugariams,
laukiniams triusiams (lot. Oryctolagus cuniculus), grauzikams (jury kiaulytéms, SinSiloms,
ziurkéms), arkliams, kiauléms, Sunims, katéms ir tikyje auginamoms audinéms (lot. Neovison
vison). Retkarciais praneSama apie nelaisvéje gyvenancius arba laisvai gyvenanéius laukinius
zinduolius ir sterblinius gyviinus. Pauks¢iai taip pat gali biiti bakterijos neSiotojais. Liga serga
naminiai pauks$éiai: viS¢iukai, kalakutai, zgsys, antys, taip pat ir medziojami laukiniai pauks¢iai:
raudonuodegés kurapkos, fazanai, kanarélés, paptgos ir kt. Listerioze gali sirgti ropliai (lot.
Pogona vitticeps), taciau iki $iol nezinoma kaip liga paveikia varliagyvius ir Zuvis

(http://www.cfsph.iastate.edu/Factsheets/pdfs/listeriosis.pdf, zZitréta 2020-04-20)

2 lentelé. Listeria rasys, Seimininkai ir ligos formos (Luque-Sastre et al., 2018).

Riisis Seimininkas Ligos formos

Galvijai, avys, ozkos Encefalitas, abortas, septicemija, akiy ligos
Galvijai Mastitas (retai)

L. monocytogenes | Katés, Sunys, arkliai Abortas, encefalitas (retai)
Kiaulés Encefalitas, abortas
Pauksciai Septicemija

L. ivanovii Galvijai, avys Abortas

L. innocua Avys Encefalitas (retai)

Su gyviiny ekskrementais patekusios listerijos gali buti randamos dirvoZemyje,
vandenyje, ptivancioje Zoléje, mésle, silose (http://www.ulac.lIt/ligos/L/listerioze, zitréta 2020-
04-15). Dirvozemis yra pagrindiné niSa perduodant $ig bakterijg augalams ir gyvinams. JO
sudétis, mikroby bendrijos ir makrofauna yra iSoriniai veiksniai, lemiantys L. monocytogenes
gyvavimg. Didesnis paplitimas nustatytas dirvozemiuose, esanfiuose ar¢iau vandens,
drégnesniuose, neseniai drékintuose arba esanéiuose Salia ganykly. Prie Listeria spp. gyvavimo
ciklo provincijoje prisideda naminiy atrajotojy Sérimas uZzterstu silosu arba nuoteky pasklidimas
zemés tikio paskirties laukuose ar vandenyse (Chen et al., 2017). Bakterijy iSgyvenimas taip

pat skiriasi atsizvelgiant j dirvoZemio tipg ir salygas: drégname ir organinémis medZiagomis
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praturtintame dirvozemyje bakterijos iSgyvena ilgiau nei sausame ir skurdziame (Buchanan et

al., 2017).

1.3.2. Maisto pramonéje

L. monocytogenes bakterijomis produktai gali buiti uztersti bet kuriame maisto grandinés
,huo tkio iki Sakutés” etape (Lakicevic et al., 2015). Tarp tokiy produkty galima paminéti
stirius, ypa¢ minkstus ir pelésinius, deSrainius, pastetus, saliami, nepasterizuotg piena, ledus,
sviestg, rukytus zuvies produktus, darZoves ir miSraines. Nors perdirbimo metodai, tokie kaip
terminis arba cheminis apdorojimas gali sunaikinti bakterija, taiau perdirbti produktai daznai
gali biiti uztersti dél netinkamo terminio proceso arba kryzminés tarSos. Tokiam maistui patekus
] prekyba, padidéja rizika uzkrésti kitus maisto produktus (Lakicevic et al., 2015).

Kai maisto perdirbimo aplinka yra sausa, listerijy skaiCius yra ribotas, taciau didele
drégmé sudaro palankesnes sglygas joms daugintis. Patekusi j maisto perdirbimo gamykla,
listerija neiSvengiamai randa tinkamas niSas, ypa¢ drégnas vietas, kuriose tinkamos saglygos
gyventi. L. monocytogenes gali bati randama talpose, naudojamose maistui gabenti, laikyti ar
ruosti. Ligos sukéléjy gali buti sunkiai iSvalomoje jrangoje, jskaitant: pjaustykles, jtrakimus
esanCius ant staly pavirs$iy, kondicionavimo sistemas. Bet koks sglyCio su maistu pavirSius
(peiliai, pjaustymo lentelés, pirStinés), taip pat gali biiti potencialus L. monocytogenes saltinis.
Pagal Maisto ir vaisty administracijos nurodytas maisto ruo$imo normas, jranga, naudojama
kartu su potencialiai pavojingais maisto produktais, turi buti dezinfekuojama ne re¢iau kaip kas
4 valandas (Chen et al., 2017).

1.4. Listeria monocytogenes prisitaikymas iSgyventi aplinkoje

L. monocytogenes toleruoja atSiaurias aplinkos salygas, todél gali iSgyventi ir net
daugintis riig§tiniame ar Sarminiame pH intervale nuo 4,0-9,6, oksidaciniame ar osmosiniame
strese ir anglies medziagy trikume (Chen et al., 2017). Sie mikroorganizmai taip pat toleruoja
didelj druskinguma — gali isgyventi 6-10 % druskos tirpale, piene, vandenyje. Yra uzfiksuota,
kad L. monocytogenes metus laiko i$gyveno 16 % koncentracijos NaCl tirpale. Kaitinamos 62
°C temperatiiroje Ziiva per 35 minutes. Veikiamos tiesioginiy saulés spinduliy ztiva per 2—15
pary (http://www.ulac.It/ligos/L/listerioze, ziaréta 2020-04-15).

Ypatinga savybe, leidzianti bakterijai plisti per maista, yra geb¢jimas augti ir daugintis
jvairiose temperatiirose nuo 1 °C iki 45 °C. Taigi nenuostabu, kad listeriozé¢ daZniausiai biina
susijusi su pieno, mésos ar darzoviy produktais, kurie ilgg laika buvo laikomi Zemoje
temperattiroje (http://textbookofbacteriology.net/Listeria.html, zitréta 2020-03-25). Idomu tai,
kad listerijos kambario temperatiroje (20-25 °C) juda peritrichiniy Ziuzeliy pagalba, taiau

12



esant 37 °C temperatiirai — ziuzeliai nesintetinami.
(http://textbookofbacteriology.net/Listeria.html, zitGréta 2020-03-25).

Mikroskopuojant matomos bakterijos issidésto atskirai, raide V arba Y, arba formuoja
trumpas grandinéles (Saha et al., 2015). Tepinéliuose L. monocytogenes gali biiti painiojami su
Streptococcus spp. Seimos bakterijomis, nes atrodo kaip kokali
(http://textbookofbacteriology.net/Listeria.html, ZitGréta 2020-03-25).

AAl
NSNS 3 N Wy
. Listeria monocytogenes bakterija. Vaizdas uzfiksuotas naudojant skenuojama elektroninj mikroskopa
(https://mww. creative-diagnostics.com/tag-listeria-monocytogenes-antigens-48.htm, zitiréta 2020-03-21).

Gebéjimas formuoti biopléveles yra vienas 1§ L. monocytogenes virulentisSkumo faktoriy
(4 pav.). Jose esancios lgstelés yra atsparesnés biocidams ir nepalankioms sglygoms (valymui,
dezinfekavimui). Bioplévelé yra vienos ar keliy ruSiy mikroorganizmy bendruomene, kuri gali
augti ant skirtingy pavirSiy. Bioplévelése bakterijos dalinasi maistinémis medziagomis ir yra
kaip priedanga nuo Zalingy aplinkos salygy, pavyzdziui, i8dzitivimo, antibiotiky, organizmo
imuninés sistemos (Colagiorgi et al., 2017). Formuojant biopléveles pirmiausia judri
planktoniné lgstele prisitvirtina prie pavirSiaus ir tampa nejudria. Lastelés jungiasi j grandinéles
ir i§skiria polimerus, uztikrinancius tvirtg sukibima. DidZiausig dalj, nuo 40 % iki 95 %, sudaro
egzopolisacharidai (EPS). Tai reikSmingi polimerai, sudaryti i§ cukry. Juos gamina ir j aplinkg
i§skiria tam tikri mikroorganizmai (Sitaip susikurdami sau maisting ir apsauging terpe).
Kiekvienas mikroorganizmas gamina tik jam budinga egzopolisacharidg. Baltymai
bioplévelése sudaro iki 60 %, lipidai iki 40 %, nukleino riigitys iki 10 %. Sios organinés

polimerinés medziagos veikia kaip stabilizatoriai (Saiful and Khan, 2017).
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4 pav. Biopléveliy susidarymo schema (Colégiorgi etal., 2017).

s

Giovani Di Bonaventura et al. atliko tyrima, kurio tikslas buvo jvertinti 44 L.
monocytogenes kamieny, gaunamy i§ maisto produkty ir jy perdirbimo aplinkos, galimybe
formuoti bioplévele ant trijy skirtingy pavirsiy — polistireno, stiklo ir neriidijan¢io plieno. Sios
medziagos pasirinktos, nes jos turi skirtingas fizikines ir chemines savybes: nertidijancio plieno
ir stiklo — hidrofilinés, o polistireno — hidrofobinés. Tyrimui atlikti parinktos skirtingos
temperattros — 4 °C, 12 °C, 22 °C ir 37 °C (Di Bonaventura et al., 2008; Kvaraciejité, 2019).

Gauti tyrimai parodé¢, kad L. monocytogenes bioplévelés formavimasis smarkiai skyrési
priklausomai nuo augimo temperatiros ir pavirSiaus. Bioplévelés lygis, gautas esant 4 °C, 12
°C, 22 °C temperatiirai, buvo Zymiai didesnis ant stiklo, nei ant polistireno ar nertidijancio
plieno. Be to, 37 °C temperatiiroje tiek ant neriidijancio plieno, tiek ant stiklo susidaré Zymiai
didesnis kiekis nei ant polistireno. L. monocytogenes gebéjimas kolonizuoti jvairius pavir$ius
bioplévele Zzemoje temperatiroje, naudojamoje maisto pramongje, padidina kryzminio
uzterStumo tikimybe. Dél Siu priezasCiy, Sis atliktas tyrimas ir jo rezultatai, galéty biti
praktiSkai pritaikyti sprendZiant higienos problemas, iSkeltas dél L. monocytogenes biopléveliy
susidarymo maisto pramong¢je (Di Bonaventura et al., 2008; Kvaraciejaté, 2019).

Maisto perdirbimo aplinkoje, L. monocytogenes biopléveles dazniausiai formuoja ant
negyvy pavirSiy kartu su Pseudomonas spp., gali uzterSti maisto produktus ir kelti pavojy
visuomeneés sveikatai (Warke et al., 2017). Be to, nuolatiniai bakterijy kamienai gali i§gyventi
maisto perdirbimo aplinkoje ilgesn;j laika (net metus), nes formuoja storesnes biopléveles nei
sporadiSkai randami izoliatai. Tai rodo, kad biopléveliy formavimasis yra svarbus L.

monocytogenes islikimui maisto pramonéje (Colagiorgi et al., 2017).

1.5. Listeria monocytogenes prevencinés priemonés maisto pramonéje
Paprastai tinkamai pritaikytos dezinfekavimo priemonés, gali slopinti planktoniniy
lasteliy kolonizacijg. Taciau netinkamos dezinfekuojamy priemoniy koncentracijos ar jy
naudojamas ant drégny pavir$iy gali tapti neveiksmingomis priemonémis prie§ bakterijy plitima
(Gray et al., 2018). Chloro junginiai yra pigls ir naudojami prie§ bakterijas, grybelius,
dumblius. Jrodyta, kad jvair@is chloro junginiai, tokie kaip natrio hipochloritas, chloro dioksido
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dujos arba vandeninis chloro dioksidas veikia L. monocytogenes (Gray et al., 2018). Tarp
biocidy, ketvirtiniai amonio junginiai yra viena i§ maisto pramonéje dazniausiai naudojamy
dezinfekavimo priemoniy. Si priemon¢ mazomis koncentracijomis, efektyviai naikina
bakterijas, dumblius, grybelius, sporas, virusus ir mikobakterijas. Dezinfekantas bakterijose
pazeidzia fosfolipidy dvisluoksnj, kas sukelia lgstelés turinio iStekéjima ir bakterijos mirtj.
Ketvirtiniai amonio junginial yra stabil@s, pasizymi mazu toksiskumu, todél yra tinkami naudoti
maisto pramonéje (Gray et al., 2018).

L. monocytogenes augimg ir dauginimasi stabdanCios dezinfekcinés medziagos:
peroksidai, ketvirtiniai amonio junginiai. Maziausig poveikj turéjo tie dezinfekantai, kuriy
sudétyje buvo alkoholiai (Kvaraciejité, 2019). Mikroorganizmas yra atsparus ultravioletiniams,
gama ir rentgeno spinduliams. L. monocytogenes atsparumas daZniausiai naudojamoms
dezinfekcinéms priemonéms, skatina atsiradimg ir iSlikimg maisto perdirbimo aplinkoje
(Skowron et al., 2019).

Neseniai ozonas tapo alternatyvia dezinfekavimo priemone. D¢l savo antibakteriniy
savybiy, ozonas yra pla¢iai naudojamas geriamojo vandens ir nuoteky dezinfekavimui, taip pat
maisto pramong¢je. Atsizvelgiant j nukenksminamg pavir$iy, ozonas naudojamas dujinéje arba
skystoje formoje. Mikroorganizmams pasalinti pakanka nedidelés ozono koncentracijos ir
trumpo veikimo. Jis nukenksmina bakterijas (Listeria spp., Escherichia spp., Salmonella spp.),
virusus, grybelius ir jy sporas bei pirmuonis. Naudojant vandenj su maza ozono koncentracija
(0,5 mg/L), sumazina mezofiliniy ir koliforminiy bakterijy skaiiy ant darzoviy pavirsiy.
Ozonas sutrikdo bakterijy Igsteliy membranos vientisuma, oksiduodamas fosfolipidus ir
lipoproteinus. Grybuose, tam tikru etapu, ozonas slopina mikroby augimg. Virusuose —

pazeidzia viruso kapside ir sutrikdo replikacija (Skowron et al., 2019).

1.6. Listeriozé

Listeriozé yra gyviiny ir zmoniy uzkreé¢iamoji liga, kurig sukelia Listeria monocytogenes
bakterijos. Sis vidulastelinis patogenas gali uzkrésti tiek sveikus, tiek silpna imunine sistema
turin¢ius Zmones. Sveikiems asmenims liga gali bti besimptomé arba gali pasireiksti
gastroenteritas, perSalimo simptomai. Tuo tarpu asmenims, kuriy imunitetas silpnas, liga
pasireiSkia invazine forma. Infekcija sukelianti dozé nezinoma, taCiau atsizvelgiant |
Seimininko biikle, manoma, kad ji yra nuo 100 KFV iki 10 KFV. Inkubacinis periodas varijuoja
nuo 3 dieny iki 3 ménesiy ir priklauso nuo zmogaus imuninés biiklés bei j organizmga patekusiy
bakterijy kiekio (Bhunia, 2018).

Zmonéms, Listeria gali pasireiksti kaip 1) virskinamojo trakto listerioze; 2) sisteminé
listeriozeé; 3) abortas ir naujagimiy listeriozé. Neinvaziné listeriozé (gastroenteritas) yra
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lengvesné ligos forma, kuria dazniausiai serga sveiki zmonés. Bakterijai patekus j organizma,
liga pasireiskia per 24 valandas. Sia ligos forma daZniausiai uzsikre¢iama per maist, kuriame
buvo didelé L. monocytogenes koncentracija (Bourdichon et al, 2019). Pasauliniu mastu, nuo
1993 mety, dél maiste rasty L. monocytogenes kilo septyni protriikiai, susij¢ su gastroenteritu.
Siuos protrikius sukélé 1/2a, 1/2b ir 4b serotipai. Bakterija nustatyta ryziy, tuno salotose,
suryje, upétakyje ir Sokoladiniame piene. Suaugusieji ir tie, kurie vartojo vaistus skrandzio
sulCiy riigS§tingumui mazinti, buvo imlesni infekcijai nei vaikai. Inkubacinis periodas varijavo
nuo 6 val. iki 10 dieny. Manoma, kad bakterija daro Zalg, paveikdama maistiniy medziagy
jsisavinimg ir skatindama skysCiy sekrecijg. Tipiniai gastroenterito simptomai yra galvos
skausmas, pykinimas, vémimas, pilvo skausmas ir diaréja (Bhunia, 2018).

L. monocytogenes sukelia invazing listerioze, reta, bet mirting ligos forma, kuri
pirmiausia paveikia Zmones su nusilpusiu imunitetu. Tai gali biiti jauni, vyresnio amziaus
asmenys (vir§ 60 mety) ir nés¢iosios. Padidintos rizikos grupéje yra asmenys sergantys AIDS,
kardiovaskuliarémis ligomis, cukriniu diabetu, véziu ir gydomi chemoterapija, Zzmonés,
kuriems atlikta organy transplantacija ir tie, kurie turi priklausomybe alkoholiui. Bakterija
trumpam laikui kolonizuojasi Zarnyne, pereina zarnyno barjerg ir patenka j kraujotakg arba
limfing sistemg. Didzioji dalis per 24 valandas pasiekia tikslinius organus ir pasiskirsto
kepenyse (90 %), bluznyje (10 %) ir mezenteriniuose limfmazgiuose (MLN). Véliau listerija
kerta hematoencefalinj barjerg ir infekuoja smegenis, sukeldama meningitg ir encefalitg.
Nésciosioms, listerija kerta placentos barjerg ir infekuoja vaisiy. Sisteminei listeriozei biidingas
galvos skausmas, perSalimo simptomai, bendras negalavimas, septicemija, meningitas,
encefalitas, ataksija, bakteremija ir kepeny abscesai. L. monocytogenes siejama su Krono liga —
létiné zarnyno liga, kuriai budingas uzdegimas, paZeidziantis ne tik pavirSinius, bet ir giliuosius
zarnos sienelés sluoksnius (Bhunia, 2018).

Nésciosioms, L. monocytogenes vélyva trecigj; néStumo trimestrg gali sukelti tokias
komplikacijas, dél kuriy vaisius gali gimti per anksti arba negyvas. Néstumo laikotarpiu,
sisteminé listeriozé sukelia vaisiy dengian¢iy membrany uzdegima, kuris dar vadinamas
intrauterine infekcija. L. monocytogenes juda i$ motinos organy j placentg ir véliau grjzta atgal
1 motinos organus. Placenta yra pakankamai apsaugota nuo bakterijos kolonizacijos, taciau jei
viena bakterija pateks j placentg ir ras tinkama nisa, ji ten kolinizuosis ir taps infekcijos saltiniu
motinai. Gali bati, kad prieslaikinis gimdymas arba abortas yra motinos apsauginis
mechanizmas, kurio metu pasalinamas infekcijos Saltinis ir suteikiamos didesnés galimybés
iSgyventi motinai. Infekcija prasideda paprastais, perSalimo simptomais, kurie palaipsniui
progresuoja iki stipraus galvos skausmo. Sumazéje vaisiaus judesiai, prieslaikinis gimdymas,

abortas, negyvagimis yra daznos infekcijos atvejy pasekmés (Bhunia, 2018).
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Naujagimiy listerioz¢ skirstoma j ankstyvaja ir vélyvaja formas. Ankstyvoji listeriozes
forma (1,5 dienos) yra jgyjama dar gimdoje, infekcija placiai paplitusi po organizmg ir
mirtingumas labai aukstas. Vélyvoji listeriozés forma (14 dieny) gali buti jgyjama i maksties
arba aplinkos. Sergant vélyvaja listerioze budingas meningitas. Naujagimiy listeriozés
simptomai yra kvépavimo sutrikimai, pneumonija, dusulys, padidéjes jautrumas, konjuktyvitas,
bérimas, vémimas, hipo- arba hipertermija. Naujagimiy listeriozés mirStamumas yra apie 36 %

(Bhunia, 2018).

1.6.1. Diagnostika ir gydymas

Listerioz¢ diagnozuojama laboratorijose atlieckant bendrg kraujo tyrima, citologinj
smegeny skys€io tyrimg, bakteriologinj kraujo, nosiaryklés, odos abscesy, iSmaty tyrima.
Méginiai pateke i laboratorija yra auginami ant specialaus Meuller — Hinton agaro, kuriame
atsiskiria hemolize sukelian¢ios Gramteigiamos lazdelés. Yra ir kitokiy, greity listeriozés
aptikimo metody, jskaitant polimerazés grandinine reakcija (PGR). Néstumo metu patikimiausi
biidai iSsiaiSkinti ar simptomai atsirado dé¢l listeriozés yra kraujo ir placentos éminiai.
Nésciosios moterys mazdaug 20 karty dazniau suserga listerioze nei kiti sveiki suaugusieji.
Zmonés, sergantys ZIV/AIDS 300 karty daZniau serga nei asmenys su normaliai
funkcionuojancia imunine sistema. D¢l ilgo inkubacijos laikotarpio sudétinga atsekti maisto
produktus, kurie galéjo bati tikraisiais infekcijos S$altiniais (https://www.who.int/news-
room/fact-sheets/detail/listeriosis, ziaréta 2020-03-20). Dél listerinio meningito, mirStamumas
gali siekti 70 %, dél sepsio 50 %, o dél perinataliniy/naujagimiy infekcijy — daugiau kaip 80 %
(Temple ME, Nahata MC, 2000). Kadangi listeriozés simptomai labai primena gripo ar kity su
maistu plintan¢iy infekcijy sukeliamus simptomus, daugelis Zmoniy nezino, kad serga
(https://medbroadcast.com/condition/getcondition/listeriosis, zitréta 2020-04-02).

Vakcinos nuo listeriozés néra, todél anktstyva diagnozé yra labai svarbi norint pradéti
sékmingg paciento gydymga antibiotikais. D¢l ilgo bakterijos inkubacinio laikotarpio (iki 70
dieny) yra sunku nustatyti patogeno S$altinj ir kilme¢ (Olaimat et al., 2018). Bakterija yra jautri
daugumai antibiotiky, bet atspari cefalosporinams, kurie dazniausiai naudojami gydant
bakterines infekcijas (Buyck et al., 2018). Listeriozé gydoma antibiotiky grupés preparatais,
beta-laktamais (penicilinu arba ampicilinu), kurie gali buiti naudojami vieni arba kombinuojami
su aminoglikozidy grupés antibiotikais (gentamicinu). Pacientams, kuriems pasireiskia alergine
reakcija j peniciling, rekomenduojama naudoti sulfametoksazolo ir trimetoprimo derinj, taip pat
sulfametoksazolg kartu su ko-trimoksazoliu. Vankomicinas yra naudojamas bakteremijai
gydyti, o eritromicinas yra skiriamas nésciosioms. Listeriozei gydyti taip pat naudojama

rifampicinas, tetraciklinas, chloramfenikolis ir fluorochinolonai (Olaimat et al., 2018).
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1.6.2. Sergamumas ir epidemiologija

Listeriozés daznumas pasauliniu mastu svyruoja nuo 0,1-11,3 min. atvejy per metus.
Dauguma infekcijy atvejy yra atsitiktiniai ir manoma, kad tik 5 % atvejy yra susij¢ su
protrukiais. Uzsikrétusiy mirtingumas pakankamai aukstas ir siekia 20—40 %. Jungtinése
Amerikos Valstijose mazdaug 1600 asmeny kasmet suserga sunkiausia listeriozés forma
(sergamumo daznumas yra apie 0,26 atvejy 100 000 gyventojy), i8 kuriy 260 mirsta.
(Rodriguez-Campos et al., 2019). 2018 metais Europos Sagjungoje patvirtinti 2549 infekcijos
atvejai (sergamumo daznumas 0,48 atvejy 100 000 gyventojy). MirStamumas sieké 15,6 % —
didziausias tarp visy per maistg plintanc¢iy ligy (EFSA, ECDC, 2020).

1.6.3. Sergamumas listerioze Lietuvoje

Lietuvoje kasmet vidutiniSkai uzregistruojama apie 20 tukst. per maistg ir vanden;j
plintan¢iy Zzarnyno infekciniy ligy atvejy. Sios infekcinés ligos tarp visy uzkreiamyjy ligy
vidutiniS$kai sudaro apie 2 %. Taciau pateikta statistika neparodo realios situacijos, nes
lengvesnémis zoonoziy formomis sergantys asmenys nesikreipia medicinos pagalbos (ULAC,
2019).

UzkreCiamyjy ligy ir AIDS centro specialistai, 2019 metais parengé ,,Sergamumo
uzkre¢iamosiomis ligomis Lietuvoje 2018 m. apzvalgg”, kurioje analizuojami sergamumo
uzkre¢iamosiomis ligomis duomenys, registruoti 2018 metais. Remiantis Sia apzvalga,
salmoneliozé ir kampilobakteriozé yra dazniausiai registruojamos per maistg plintancios
zoonozes visame Europos regione. Kitos zoonozés, brucelioze, listerioze, Q karstligé yra
svarbios visuomenés sveikatos problemos atskiruose Europos regionuose. 2014-2018 m. ES
Salyse buvo stebimas padidéjes sergamumas kampilobakterioze (nuo 61,7 iki 64,8 atv./100
tikst. gyv.) ir listerioze (nuo 0,36 iki 0,48 atv./100 tiikst. gyv.).

Siuo laikotarpiu Lietuvoje buvo uZregistruotas 51 listeriozés atvejis. Sergamumo
rodiklis 2014-2018 m. svyravo nuo 0,2 atv./100 tikst. gyv. iki 0,71 atv./100 tikst. gyventojy.
2018 metais Lietuvoje buvo diagnozuota 20 listeriozés atvejy (0,71 atv./100 tukst. gyv.), t.y. 11

atvejy daugiau nei 2017 m.
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5 pav. Sergamumo listerioze dinamika Lietuvoje 2014-2018 m. (pagal ULAC, 2019).

2018 m. 10 atvejy buvo diagnozuotas listerinis meningitas ir meningoencefalitas (6
pav.), 2017 m. $i diagnozé nustatyta tik 2 asmenims. Taip pat Zenkliai padidéjo ir listerinés
septicemijos susirgimy, lyginant 2017 m. jy buvo 5, 0 2018 m. — 9. I§ dviejy mety galutiniy
diagnoziy matoma, kad yra tendencingas sisteminés listeriozés susirgimy atvejy didéjimas. Tai

nurodo, kad daugéja sisteminés listeriozés atvejy.

Kitos listeriozés formos

0
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Listeriozé H
2
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Susirgimy skaicius, vnt

6 pav. Listeriozés atvejy skaiéius pagal galutine diagnozg 2018 m. (pagal ULAC, 2019).

2014-2018 m. 1§ viso uzregistruota 13 mirties nuo listeriozes atvejy, 4 i§ jy 2018 m.: 3
atvejai nuo listerinio meningito ir meningoencefalito, 1 atvejis nuo listerinés septicemijos. Ty

paciy mety laikotarpyje nustatyti neZymis, bet reik§mingi sergamumo skirtumai tarp ly¢iy. 5
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mety laikotarpyje, nustatyti 23 susirgimo atvejai tarp vyry ir 28 atvejai tarp motery. Tarp
susirgusiyjy 2018 m. buvo 13 vyry ir 7 moterys. Tuo tarpu 2017 m. infekcija dazniau pasireiské
moterims. Listerioze uzsikrété 2 vyrai ir 7 moterys (3 lentelé). Tarp provincijos gyventojy 2018

m. uzregistruoti 6 susirgimai listerioze, tarp miesto gyventojy 14.

3 lentelé. Susirgusiy asmeny struktiira pagal lytj 2014-2018 m. (pagal ULAC, 2019).

Vyrai Moterys IS viso
o o o o o o
_ 3 ES £ 3 ES £ C ES £
Metai = E2 = g2 = E2 Y
o oS o o2 o 02
0N = ) = [ IR™
2018 13 7 0,46 20 0,71
2017 2 0,15 7 0,45 9 0,31
2016 5 0,37 5 0,32 10 0,35
2015 0 0 5 0,32 5 0,17
2014 3 0,22 4 0,25 7 0,2
IS viso 23 - 28 - 51 -

Susirgimai listerioze buvo registruoti 4 Lietuvos regionuose: Kauno, Panevézio, Siauliy
ir Vilniaus. Daugiausia susirgimy nustatyta Kaune (10 atvejy), maZiausia - Siauliuose (1
atvejis). Amziaus grupé turi didelg reikSme sergamumui listerioze, kadangi vaikai ir vyresni
zmonés yra jtraukiami j padidintos rizikos grupg. Listeriozé buvo nustatyta 7 amziaus grupése:
75 % visy atvejy nustatyti vyresniy nei 45 m. asmeny tarpe. DidZiausias sergamumas
uzregistruotas 65-74 m. amziaus grupéje (4 lentel¢). 2018 m. registruotas 1 naujagimiy

listeriozes atvejis.

4 lentelé. Susirgimy atvejai pagal amZiaus grupes 2018 m. (pagal ULAC, 2019).

AmZiaus grupé Susirgimy sk. Rodiklis 100 tiikst. gyv.
0-17 m. 1 0,19
18-24 m. 1 0,45
25-34 m. 3 0,8
35-44 m. 0 0
45-54 m. 1 0,24
55-64 m. 2 0,49
65-74 m. 9 3,27
75-84 m. 3 1,45

85 m.+ 0 0
I3 viso 20 0,71

2018 m. 19 asmeny i§ Kklinikinés medZiagos buvo iSauginta patogeniné L.
monocytogenes. Zarnyno infekciniy ligy sukéléjy grupéje listerijos sudaré 0,9 %. Fiksuotas tik
vienas atvejis, kuomet patogenas buvo iSaugintas i$ klinikinio méginio berniukui iki 1 mety.
Vyresniems nei 65 mety asmenims, L. monocytogenes mikroorganizmai, buvo iSauginti i$

kraujo ir likvoro, zaizdos ir patanatominés medziagos. 2018 m. listerijy, iSauginty i§ klinikiniy
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méginiy, uzregistruota 3 atvejais maziau nei 2017 m. 8 listerijos buvo tipuotos ir nustatyta, kad
serotipas 1/2a ir serotipas 4b dominavo tirtuose méginiuose.
I§ aplinkos méginiy listerijy iSauginta 50,7 % maziau nei 2017 m. Jos daugiausia augo

i§ kulinarijos gaminiy, ploviniy, zalios mésos, zuvies Ir kt.

1.6.4. Sergamumas listerioze Europoje

2018 metais, 28 Europos Saliy narés i§ viso patvirtino 2549 zmoniy inavinés listeriozés
atvejus. Tai sudaré 0,47 atvejus 100 000 gyventojy, tai buvo apytiksliai tiek pat, kiek ir 2017
metais — 0,48 atvejis 100 000 gyventojy. Daugiausia praneSimy buvo Estijoje, Suomijoje,
évedijoje ir Danijoje — atitinkamai 2,05, 1,45, 0,88 ir 0,85 atvejo 100 000 gyventojy. Maziausiai
praneSimy uzfiksuota Bulgarijoje, Kroatijoje, Kipre ir Rumunijoje (<0,15 / 100,000) (5 lentele).
Didzioji dauguma i§ uZzfiksuoty listeriozés atvejy (99,5 %) yra su Zinoma infekcijos kilme
Europos Sajungoje (ES). Sesios valstybés narés nustaté apie 15 infekcijy atvejy, kuomet liga
buvo uzsikrésta kelionés metu: 8 atvejaiuz ES riby ir 7 ES viduje. 2018 metais i§ visy nustatyty

ir patvirtinty atvejy, 35,5 % sudaré atvejai, kuriy kilmé néra Zinoma (EFSA, ECDC, 2019).

5 lentelé. Zmoniy invazinés listeriozés patvirtinti atvejai, daznis 100 tiikst. gyv. ES Salyse, 2017 — 2018 m. Zalia
spalva — maziausiai uzfiksuoty atvejy skaicius, mélyna spalva — didZiausias atvejy skaiéius (pagal EFSA, ECDC,
2019).

2018 m. 2017 m.
Salis I8 viso Patvirtinti at\iej.ai Patvirtinti atvvej.ai
atvejy sk. Atvejuy sk. D_a Znis (100 Atveju sk. D_azms (100
tikst. gyv.) tikst. gyv.)
Austrija 27 27 0,31 32 0,36
Belgija 74 74 0,81 73 0,80
Bulgarija 9 9 0,13 13 0,18
Kroatija 4 4 0,10 8 0,19
Kipras 1 1 0,12 0 0,00
Cekijos Respublika 35 31 0,29 30 0,28
Danija 49 49 0,85 58 1,01
Estija 27 27 2,05 4 0,30
Suomija 80 80 1,45 89 1,62
Pranciizija 338 338 0,51 370 0,55
Vokietija 684 583 0,82 725 0,88
Graikija 19 19 0,18 20 0,19
Vengrija 24 24 0,25 36 0,37
Airija 21 21 0,43 14 0,29
Italija 180 178 0,29 164 0,27
Latvija 15 15 0,71 9 0,32
Lietuva 20 20 0,71 9 0,32
Liuksenburgas 5 5 0,83 5 0,85
Malta 1 1 0,21 0 0,00
Olandija 69 69 0,40 108 0,63
Lenkija 128 128 0,34 116 0,31
Portugalija 64 64 0,62 42 0,41
Rumunija 28 28 0,14 10 0,05
Slovakija 18 17 0,31 12 0,22
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Slovénija 10 10 0,48 13 0,63
Ispanija 372 370 0,89 284 -
Svedija 89 89 0,88 81 0,81

Jungtiné Karalysté 170 168 0,25 160 0,24

Viso ES 2561 2549 0,47 2479 0,48

2009-2018 m. laikotarpyje stebima, kad ES uzregistruoti infekcijos atvejai buvo
sezoniskai pasiskirste — vasaros laikotarpiu sergamumas didesnis nei ziemos metu. Taip pat
pastebétas statistiSkai reik§mingas listeriozés padidéjimas (p < 0,01), o didziausias atvejy
skai¢iaus didéjimas fiksuojamas 2014-2018 m. (p < 0,05) (EFSA, ECDC, 2019).

14 valstybiy, tarp jy Estijoje, Suomijoje, Vokietijoje, Italijoje, Lenkijoje, Rumunijoje,
nuo 2009 mety pastebimai padaugéjo patvirtinty listeriozés atvejy. Nei vienoje 1§ 28 ES Saliy
2009-2018 m. nebuvo pastebétas infekcijos sumazéjimas. 9 Salyse (Vokietijoje, Estijoje,
Suomijoje, Italijoje, Latvijoje, Lietuvoje, Lenkijoje, Rumunijoje ir Ispanijoje) 2014-2018 m.
buvo matomas zymus infekcijos atvejy daugéjimas. Manoma, kad didéjantj atvejy skaiciy
Ispanijoje i§ dalies lémé tai, kad pageréjo Sios infekcijos atsekamumas (EFSA, ECDC, 2019).

2018 metais 18 Saliy buvo patvirtinti sunkis infekcijos atvejai, kuriems buvo reikalinga
hospitalizacija, jie sudaré 42,4 % visy tirty ir patvirtinty listeriozés atvejy. Lyginant su kitomis
zoonozémis, listeriozé turi daugiausia patvirtinty hospitalizuoty atvejy (EFSA, ECDC, 2019).
IS viso 2018 m. Europoje patvirtinos 229 mirtys nuo Sios infekcijos, mir¢iy skaicius nuo 13,6
% 2017 m. pakilo iki 15,6 % 2018 m. Didziausias mirStamumas uzfiksuotas Lenkijoje (56
atvejai), Siek tiek maziau uzfiksuota Pranciizijoje (42 atvejai) (EFSA, ECDC, 2019).

Listeria infekcija dazniausiai nustatyta vyresnio amziaus grupéms, t.y. asmenims virs
64 mety. ES Salyse listeriozes atvejai Sioje amziaus grupéje augo nuo 56,0 % 2008 metais, iki
69,1 % 2018 metais, 0 amziaus grupéje vir§ 84 mety, atvejy skaiCius tuo paciu laikotarpiu
padidéjo nuo 7,3 % iki 14,5 %. Mir¢iy skai€ius vyresniy nei 64 mety amziaus grupéje iSaugo
nuo 64,9 % 2008 m. iki 74,2 % 2018 m. (EFSA, ECDC, 2019).

Nors zmoniy listerioze vis dar yra gana reta, bet dél didelés hospitalizacijos ir mirciy
skaiCiaus, ji yra viena i§ rim¢iausiy su maistu plintan¢iy ligy, kurias seka ir prizitri ES. ES
vykdomy listeriozés stebésenos programy tikslas yra stebéti $ios infekcijos plitimg ir atsekti

patogeno $altinj apsaugant visuomeng nuo $ios ligos (EFSA, ECDC, 2019).

1.7. Maisto produkty uZterStumas listerijomis Europoje
Europoje 2018 metais, didZiausias listerijy kiekis buvo nustatytas i§ anksto paruostuose
maisto produktuose (angl. RTE — ready to eat), kuriy didziausig dalj sudaré mésa ir mésos
gaminiai — 37,5 %, o antroje vietoje buvo pienas ir pieno pusgaminiai, kurie sudaré¢ 36,6 %.

2018 metais $ios dvi kategorijos sudaré apie 75 % visy paimty maisto méginiy, mésos ir jos
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produkty méginiy skai¢ius padidéjo 28 %. IS visy tyrimams paimty méginiy zuvis ir jos
produktai sudaré 9 %, apie 16 % sudaré¢ méginiai priskirti , kitiems RTE maisto produktams”.
I$ RTE maisto produkty grupés, pienas ir pieno produktai daugiausiai buvo tiriami Bulgarijoje,
Italijoje, Lenkijoje ir Rumunijoje, mésa ir mésos produktai — Cekijoje, Lenkijoje ir Rumunijoje,
o zuvis ir jos produktai — Pranciizijoje, Vokietijoje, Italijoje ir Lenkijoje. Tik 1,1 % visy RTE
méginiy sudaré kudikiams ir medicinos jstaigoms skirtas maistas. Nustacius, kad vaisiai ir
darZovés taip pat gali biti listeriozés $altiniu, EFSA rekomenduoja ES naréms imti méginius ir
i§ $iy maisto produkty (EFSA, 2018). 2018 m. i§ visy atrinkty méginiy, vaisiai ir darzovés
sudaré tik 0,8 %. Nuo 2016 m. ES $aliy narés padidino méginiy émimga i§ daugumos RTE maisto
kategorijy (EFSA, ECDC, 2019).

1.7.1. L. monocytogenes mikrobiologiniu rodikliy reglamentavimas

Zmoniy sveikatos apsauga yra pagrindinis su maistu skirty teisés akty tikslas. Maistas
privalo atitikti visus nurodytus mikrobiologinius rodiklius ir turi bati tokios kokybés, kad buty
tinkamas zmonéms vartoti ir nekelty pavojaus jy sveikatai. Lietuvos Respublikos higienos
norma HN 26:2006 ,,Maisto produkty mikrobiologiniai kriterijai® reglamentuoja patogeniniy
mikroorganizmy nustatymg. Maisto produktai negali buti uzterSti cheminiais, fiziniais,
mikrobiologiniais ar kitokiais tersalais daugiau nei nurodo Komisijos reglamentas (EB) Nr.
1441/2007. Jis teigia, kad paruostoje produkcijoje L. monocytogenes bakterijy kiekis turi buti
mazesnis nei 100 KSV/g, o kiidikiams skirtuose paruostuose maisto produktuose ir specialios
medicininés paskirties produktuose L. monocytogenes negali buti aptikta. Taip pat maisto
produktai turi atitikti privalomuosius saugos ir kokybés reikalavimus pateiktus Lietuvos
Respublikos Maisto jstatyme, Nr. VI11-1608, (2019)
(http://www.nvspl.lt/index.php?59936412, Ziaréta 2020-03-04).

JAV salyse, visuose i§ anksto pagamintuose maisto produktuose, L. monocytogenes
taikoma ,,nuliné tolerancija”. Tuo tarpu Kanadoje, kitose Europos Salyse leidZziamas bakterijy
kiekis yra 100 KFV 25 g maisto, su salyga, jei aplinkos salygos nepalaiko bakterijy
dauginimosi, produkto galiojimo laikotarpiu (Bhunia, A. K., 2018).

1.8. Listeria spp. nustatymas
Dauguma maisto produkty gali bati patikrinti dél Listeria spp. ir L. monocytogenes,
taciau perdirbti atSaldyti produktai, tokie kaip pieno gaminiai, virta mésa ir riikkyta Zuvis, sudaro
didZiaja tikrinamy meéginiy dalj. Méginiai nuo maisto ruosimo pavirsiy, Salty ir drégny viety,

pavyzdziui, drenazy ar kondicionieriy, yra paimami vatos tamponais (angl. swabs). IS maisto ir
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aplinkos paimti méginiai, turéty buti patikrinti kuo grei¢iau po jy surinkimo. Jei to padaryti
nejmanoma, méginiai turéty bati laikomi 4 °C temperatiiroje (Liu et al., 2018).

Tarptautinés standartizacijos organizacija (angl. ISO — International Organization for
Standardization)yra parengusi metodus, skirtus aptikti ir skai¢iuoti L. monocytogenes ir
Listeria spp. maiste ir gyviiny pasaruose, 1SO 11290-1:2017 standarto dalis skirta listerijoms
aptikti, o ISO 11290-2:2017 listerijoms skaiCiuoti. Kartu su listerijomis esanéiy
mikroorganizmy skaicius gali buiti gerokai didesnis, dél to biitinas atrankusis gausinimas. Taip
pat biitina aptikti streso paveiktas ir pazeistas listerijas, Sig funkcijg i§ dalies atlieka pirminé
atrankioji gausinimo terpé su sumazinta inhibitoriaus koncentracija (ISO 11290-1:2017)
(Gasanov et al., 2005).

Tradicinis bakterijy kultivavimo metodas pradétas naudoti dar devintojo deSimtmecio
pradzioje ir yra iki Siol placiai naudojamas visame pasaulyje. Tai daugiapakopis procesas, kuris
apima gausinimg, 1§s€jimg ] terpes ir auginimg, bei nustatymg biocheminiais testais. Visas $is
procesas trunka apie savaite laiko, dél to tradicinius metodus stengiamasi pakeisti greitesniais,
alternatyviais metodais (VVélimaa et al., 2015). Fenotipiniai ir genotipiniai metodai dazniausiai
naudojami po Listeria pagausinimo etapo. Imunofermentinés analizés testai paremti antigeno —
antikiino komplekso susidarymu ir vertinamas pagal fermento, prijungto prie vieno i$
komponenty, aktyvuma. Dazniausiai naudojami jvairtis ELISA tipai (tiesioging€, netiesioging,
dviepitopineé, konkurenting), listerijy struktiriniams vienetams, tokiems kaip LLO toksinui,
ziuzeliams ir Kt., nustatyti. Visi Sie metodai yra pakankamai brangts, nes reikalinga speciali
jranga. Naudojant nukleortigs¢iy nustatymu paremtus metodus galima nustatyti inIB gena, kuris
yra 100 % specifiSkas L. monocytogenes ir kurj galima identifikuoti praleidziant gausinimo
etapus. Dazniausi virulentiSkumo faktoriai, tokie kaip hlyA genas (LLO), iap genas (su invazija
susijes baltymas), inl genas (internalinai) ir kt., yra amplifikuojami naudojant polimerazés
grandinine reakcija (PGR). Listerijos aptikimui ir greitam atskyrimui iki kamieno, galéty bati
naudojamas keliy lokusy viengrandés konformacijos polimorfizmas (angl. Multi-locus single
strand conformation polymorphism). Amplifikavimo metodai turi ir keleta apribojimy: jie
negali atskirti gyvybingos ir neaktyvios listerijos, taip pat kai kuriy foniniy komponenty.
Fenolio, aldehidy buvimas rtkytoje Zuvyje, hemoglobino kiekis kraujyje ar proteazés pieno
produktuose gali trukdyti PGR procesui. DNR hibridizacija — tai dar vienas molekulinis
metodas, naudojamas listerijy charakterizavimui. Listeria spp. detekcija atliekama naudojant
zondg, pazyméta radioizotopu. Si technika naudojama greitam listerijos aptikimui maisto
produktuose (Valimaa et al., 2015).

MLST (angl. multilocus sequence typing) yra molekulinés biologijos metodas, turi

pranasumy prie$ kitus metodus, nes gali pertvarkyti evoliucinius rySius tarp L. monocytogenes
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izoliaty. Eksperimento metu yra pagausinami apie 450 — 500 bp dydzio ,,namy ruoSos* geny
fragmentali, jie sekvenuojami ir gautos sekos lyginamos tarpusavyje bei su duomeny baze.
Listerijy aptikimui naudojamas BAX kokybinis metodas, naudojantis PGR ir fluorescencijos
technologija, kuri per trumpa laikg amplifikuoja milijonus ieSkomos bakterijos DNR framenty.
Amplifikuota DNR siuncia fluorescencinj signalg, kurj realaus laiko termocikleris Q7 atpazjsta
ir pateikia rezultatus (Moghadam and Larsen, 2019).

Daugelj mety ir iki Siy dieny, pulsuojancio lauko gelio elektroforezés (angl. PFGE —
pulse field gel electrophoresis) metodas naudojamas didelés masés DNR molekuliy i§skyrimui.
Jis pasiZzymi puikiu pakartojamumu ir didele skiriamgja geba, dél to yra vadinamas ,,auksiniu
standartu. Vis délto viso genomo sekos nustatymas (angl. WGS — whole genome sequence)
pirmg kartg buvo pristatytas JAV 2008 m. ir padéjo nustatyti, iSspresti ir suvaldyti ,,Blue Bell*
valgomyjy ledy, uzkrésty listerijomis protrikj. Nuo tada WGS tapo tinkamiausiu metodu,
nustatant ir stebint patogenus maisto méginiuose ir maisto gamybos vietose. Daugybé maisto
saugos tarnyby plac¢iai naudoja Sig technikg jvairiose pasaulio Salyse ir ypa¢ Europoje. WGS
yra tikslesnis nei serotipavimas ir turintis didesne skiriamaja geba nei ribotipavimas ar RFLP
(angl. restriction fragment length polymorphism) (https://store.fil-idf.org/product/bulletin-of-
the-idf-n-502-2019-ecology-of-listeria-spp-and-listeria monocytogenes-significance-in-dairy-
production/, ziaréta 2020-04-03).

WGS suteikia galimybe: diferencijuoti uzterSimo Saltinius, nustatyti, kuris maisto
produktas ar ingridientas buvo pirminis uzkrato Saltinis, sukélgs protrukj; nustatyti maisto
uzter§imo vektorius, fenotipines izoliaty savybes, tokias kaip atsparumas ar jautrumas valymo
priemonéms ar prisitvirtinimas prie pavirSiy. Identifikuotais profiliais gali biiti dalijamasi ir

lyginami tarp viso pasaulio laboratorijy, naudojant atviros prieigos tarptautines duomeny bazes,

idf.org/product/bulletin-of-the-idf-n-502-2019-ecology-of-listeria-spp-and-listeria
monocytogenes-significance-in-dairy-production/, zitréta 2020-04-03).

Prognozuojama, kad laikui bégant WGS taps naujy izoliaty identifikavimo standartu ir
pakeis kitus metodus Siam tikslui pasiekti. Siuo metu pagrindiniai kriterijai, kodél WGS
nepakeicia standartais laikomy metody yra didelé kaina, standartiniy darbo procediiry trilkumas
ir tarptautiniu mastu sutarty ,.ribiniy” ver¢iy nebuvimas. Su maistu kile infekciniy ligy
protrukiai neturéty biti sprendZiami remiantis vien WGS duomenimis, patvirtinimui juos
visada reikty susieti su epidemiologiniais duomenimis. Daugiau nei 30 mety PFGE buvo
naudojamas kaip auksinis genotipavimo standartas. D¢l tyrimo atlikimo tobulinimo (jrangos,

mokymy, patalpy, duomeny apdorojimo ir t.t.) Sios technologijos nejmanoma pakeisti per
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trumpg laika. Tai metodas, kuris turi patvirtintg darbo standarta. Be to, kai kuriose situacijose,
kur WGS jsigyti biity per brangu, PFGE ir toliau bus naudojama kaip patikima ir vertinga
analizés priemoné (https://store.fil-idf.org/product/bulletin-of-the-idf-n-502-2019-ecology-of-
listeria-spp-and-listeria-monocytogenes-significance-in-dairy-production/, 2019 zitréta 2020-
04-03).

1.8.1. Pulsuojancio lauko gelio elektroforezé

Pulsuojancio lauko gelio elektroforezés metodas (PFGE) yra unikalus genotipavimo
metodas, naudojamas dideléms DNR molekuléms atskirti po to, kai jos yra sukarpomos
specialiais restrikcijos endonukleazés fermentais (Sharma-Kuinkel et al., 2014). Sie fermentai
sukarpo bakterijy genoming DNR j smulkesnius fragmentus. Galutiniame rezultate matoma 10
— 20 fragmenty, kuriy dydis svyruoja nuo 20 kbp iki 10,000 kbp. (Felix et al., 2012). PFGE
metu periodiskai kei¢iama elektrinio lauko kryptis, jai pakitus, skirtingo dydzio fragmentai juda
gelyje skirtingu grei¢iu. Siuo atveju, maZzesnieji fragmentai, pakitus elektrinio lauko krypéiai,
pajuda grei¢iau nei didesni (Goering, 2010).

PFGE metoda, dar 1984 m. pasiiil¢ naudoti David C.Schwartz ir Charles Cantor, nes jo
metu ypaé gerai i$skirstomi nuo keliy kilobaziy pory iki 10 Mbp fragmentai. Kuomet jprastos
elektroforezés metu, fragmentai, didesni nei 40-50 kb negali efektyviai migruoti gelyje ir
galutiniame rezultate matoma plati juosta. PFGE metodas sékmingai naudojamas siekiant
nustatyti patogeniniy mikroorganizmy, tokiy kaip Escherichia coli O157:H7, Salmonella ir
Listeria monocytogenes, kamienus. PFGE buvo naudojamas analizuojant mieliy ir kai kuriy
zinduoliy dideles chromosomas. Jis buvo naudojamas mieliy dirbtiniy chromosomy (angl. YAC
- Yeast artificial chromosome) bibliotekoms kurti. Si metodika taip pat naudinga kuriant
zmogaus geny zemélapj. Metodas pasizymi puikiu pakartojamumu ir didele skiriamgja geba,

todél dar yra vadinamas ,,auksiniu standartu“ (Goering, 2010) (Neoh et al., 2019).
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7 pav. Elektroforetinis laukas agarozés gelyje (kairéje); elektrinio lauko reorientacija (desinéje) (Neoh et
al., 2019).
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Svarbu paminéti, kad PFGE toli grazu néra naujausias molekulinis metodas, taciau turi
didziule islickamaja galig kaip vertingas genomo analizés ir palyginimo metodas. Laikoma, kad
kiekvieno kamieno PFGE profilyje matomi fragmentai sumoje sudaro daugiau nei 90 % viso
genomo (Goering, 2010). PFGE placiai naudojamas kaip kokybés kontrolés metodas maisto
pramongje. Pavyzdziui, alaus ir vyno pramonéje, ji naudoja norédami stebéti genetinj
organizmy stabilumg fermentacijos procesuose (Parizad, 2016).

Elektros srovés panaudojimas kartu su srovés greiciu ir elektrinio lauko reorientacija
léemé¢ jvairiy tipy PFGE atsiradima. Laboratorijose dazniausiai naudojamas kontiiru suvarzytas
homogeninis elektrinis laukas (CHEF), kur kas reciau lauko inversijos gelio elektroforezé
(FIGE), skersai kintancio lauko gelio elektroforezé (TAFE), staciakampio kintancio lauko gelio
elektroforezé (OFAG), pulsuojanc¢io homogeninio keturkampio lauko gelio elektroforezeé
(PHOGE) ir uzprogramuojami automatiSkai kontroliuvojami elektrodai (PACE) remiasi
skirtingais DNR molekuliy atskyrimais ir tipavimais. Siy tipy pasirinkimas priklauso nuo
finansiniy galimybiy ir tyrimo tikslo (Parizad, 2016).

CHEF sistemoje, elektroforezés celéje elektrinis laukas yra sukuriamas SeSiakampio
forma iSsidésCiusiy 24 elektrody pagalba, kurie vienas nuo kito nutolg vienodais tarpais.
Reorientavimo kampas dazniausiai biina 120 °. PFGE metu elektros laukas periodiskai kinta
keliomis kryptimis, kas skatina DNR fragmentus nuolat keisti judéjimo kryptj gelyje. Rezultate
gauname tiesias vertikalias DNR fragmenty atskyrimo juostas. Kaip ir dauguma
elektroforetiniy metody, CHEF rezultatai priklauso nuo agarozés gelio koncentracijos ir storio,
buferio sudéties ir elektrinio lauko (V/cm). Bégant laikui Sie parametrai buvo standartizuoti,
t.y. 1,0 % koncentracijos PFGE agarozés (SeaKem Gold, Lonza, Rockland, ME), 0.5 x Tris-
borato EDTA buferio (TBE) ir 6 V/cm elektrinio lauko (Richard V. Goering, 2010). Sioje
sistemoje galima atskirti didesnes kaip 7000 kb molekules (Parizad, 2016).

Kaip alternatyva CHEF sistemai, gali biiti naudojamas FIGE. Sia sistema 1986 m. atrado
ir apras¢ Carle, Frank ir Olson. Tai yra greitesnis, bet mazesn¢ skiriamaja geba turintis
variantas. DNR ir agarozés gelio paruoSimas yra toks pats kaip ir CHEF, tik FIGE nereikia
specialios elektroforezés kameros, nes elektros srovés laukas reorientuojamas 180°, 0 ne 120°.
Lyginant su CHEF, FIGE elektroforezé uztrunka 34 val. (kuomet CHEF 20-30 val.) ir
naudojama 2-3 kartus stipresnis elektrinis laukas nei CHEF. FIGE rezultate matomi
kompaktiSkesni, storesni fragmentai. Nepaisant to, metodas gali biiti naudingas greitai atrankai
ir siekiant atskirti ne didesnius nei 800 kb fragmentus (Goering, 2010; Parizad, 2016). Bet kurio
metodo atkuriamumas laboratorijoje ir tarp laboratorijy priklauso nuo optimizuoty salygy ir jy

valdymo. Dauguma tyrimu parode, kad elektroforeze paremti metodai, tokie kaip PFGE, gali

v v —
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sukurti ir naudojami JAV ligy kontrolés centruose ,,PulseNet” ir tarptautiniame laboratorijy
konsorciume parodo, kad PFGE vienoduma ir atkuriamumg tikrai galima pasiekti. Tai jvyko
dél to, kad labiau akcentuojama standartizuota kokybés kontrolé, ypa¢ pagrindiniuvose PFGE
etapuose, tokiuose kaip intaktinés genominés DNR paruoSimas, restrikcijos fermento
parinkimas ir elektroforezés salygos (Goering, 2010). Genominés DNR paruo§imo metu turi
biiti nepazeistos bakterijos, kuriy kokybé ir koncentracija leisty pakartotinai atlikti restrikcija.
Eksperimento eiga Gramteigiamoms ir Gramneigiamoms bakterijoms islicka ta pati, tik
konkretiems mikroorganizmams paruosimo protokolai gali skirtis. Pavyzdziui, tam, kad jvyky
Gramteigiamy bakterijy sieneliy lizé, bitina naudoti tam tikrus fermentus (lizocimg), o
Gramneigiamoms nereikia (Goering, 2010). Bet kuris fermentas, kuris tankiai sukarpo DNR (j
mazesnius nei 10 kb dydZio) fragmentus, yra netinkamas PFGE analizei. Dél tos prieZasties
patartina naudoti fermentus, turin¢ius nedaug restrikcijos taikiniy karpamoje DNR. Fermentai,
atpazjstantys didesnes nei 6 bp sekas yra potencialiai naudingi, nes sukarpo j didelius
fragmentus. Renkantis restriktazes, butina atkreipti démesj j karpomos DNR G+C kiekj. Jei jis
yra 35-55 %, tuomet rekomenduojama rinktis retai kerpancias restriktazes — Notl, Sfil, Srfl,
Asel, Pacl ir Swa (jos atpazjsta 8 bp igio sekas). Je1 G+C kiekis yra maziau nei 35 %, tada
gauname mazai fragmenty, o jei daugiau nei 55 % — fragmenty gauname labai daug, PFGE
skiriamoji geba prastéja (Basim & Basim, 2001). Kitas labai svarbus veiksnys — elektroforezés
salygos. PFGE sistemoje vykdomas DNR atskyrimas yra labai jautrus jvairiems molekuliniams
ir aplinkos kintamiesiems veiksniams. Svarbiausi i$ jy yra elektrinio impulso trukmé, elektrinio

lauko stiprumas, temperatira, buferio sudétis.

1.9.,,BioNumerics” programiné jranga

,»BloNumerics*“ yra bioinformatikos programinés jrangos programy rinkinys, kurj
sukiiré bendrové ,,Applied Maths NV*. Programa isleista 1996 m. ir vis dar yra visy tipy
biologiniy duomeny valdymo, saugojimo ir (statistinés) analizés platforma. ,,BioNumerics*
naudojami keliuose tinkluose visame pasaulyje, kad biity galima keistis informacija apie
bakterijy kamienus ir juos identifikuoti. PulseNet yra ligy kontrolés ir prevencijos centro
valdomas tinklas, jungiantis visuomenés sveikatos ir maisto laboratorijas visoje JAV ar
Europoje. Tokiu biidu laboratorijos, priklausanc¢ios $iam tinklui gali dalintis pulsuojanéio lauko
gelio elektroforezés (PFGE) rezultatais, kad atskirty bakterijy, tokiy kaip E.coli (O157:H7 ),
Salmonella, Shigella, Listeria, Campylobacter, Vibrio cholera, Vibrio parahaemolyticus ir
Yersinia pestis, kamienus. Pasidalinus rezultatais, lengviau nustatyti didelio masto protriikius.

Pavyzdziui, jei E.coli protrikis jvyko dviejose nutolusiose Salies dalyse, PulseNet gali padéti
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jrodyti ir patvirtinti bakterijy tarpusavio tapatumo rysj. Tokiu atveju, patogenas turéty ta pati
genetinj profilj, skirtingose salies vietose (Hunter et al., 2005).

,,BIONumerics” programiné jranga PFGE profilius jvertina pagal fragmenty skaiéiy ir
dydj. Dazniausiai naudojamas Dice koeficientas, PFGE profiliy panaSumg skai¢iuoja kaip
funkcija, kuri priklauso nuo abiejuose profiliuose esanciy panasiy fragmenty skaic¢iaus. Svarbu
paminéti, kad sukonstruoty dendrogramy analizé néra pilnai automatizuota, dél to tyréjas
atlicka reik§mingg funkcijg analizéje. Teisingai profiliy analizei ir palyginimui tarp skirtingy
laboratorijy, bitinas vienodos molekulinés masés Zymens naudojimas. Siuo atveju priimtina
naudoti gelio Soniniuose takeliuose ir viduryje Salmonella enterica Braenderup H9812. Kuo
tankiau leidziamas molekulinis zymuo gelyje, tuo tikslesné gelio normalizacija (Goering,
2010). Naudojamas UPGMA hiararchinis klasteriavimo metodas. Tai metodas, naudojamas
medziy konstravimui, kurio metu klasteriai formuojami laipsniskai. Kiekviename grupavimo
zingsnyje, artimiausios dvi grupés yra sujungiamos j aukstesnio lygio grupes (Hunter et al.,

2005).
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2. TIRIAMOSIOS MEDZIAGOS IR METODAI

Tyrimas atliktas 2019-2020 m. Nacionaliniame maisto ir veterinarijos rizikos vertinimo
institute, molekulinés biologijos ir genetiskai modifikuoty organizmy tyrimy skyriuje. Maisto
€éminiai tyrimui i§ jvairiy uzsakovy buvo pristatomi j maisto produkty mikrobiologiniy tyrimy
skyriy, Kkuriame bendradarbiaujant su skyriaus darbuotojais, buvo atliktas Listeria
monocytogenes bei Listeria spp. aptikimas pagal 1ISO 11290-1:2017 standartg. Tyrimo dalyje
néra apraSyto meéginiy émimo. Jei néra specialaus tarptautinio standarto, skirto tiriamojo
produkto meéginiy émimui, rekomenduojama, kad suinteresuotos Salys tarpusavyje susitarty.
Svarbu, kad laboratorija gauty reprezentatyvyjj méginj, kuris bty nesugadintas ar nepakites
gabenant ir laikant.

Kokybés uztikrinimui, dirbant su bakterijy kultiiromis svarbu laikytis specialiy saugumo
priemoniy: bakterijy suspencijas ruosti laminariniame bokse, déveti vienkartines pirStines.
Panaudotas priemones nukenksminti ir sudéti j tolimesniam apdorojimui skirtus indus. Atlikus
numatytus darbus, naudojant pavir§ius dezinfekuojancias medziagas (70 % etanolj, rigstines

priemones) isvalyti darbinius pavirSius.

2.1. Bendrasis Listeria monocytogenes bei Listeria spp. aptikimas (1SO 11290-
1:2017)

Iranga ir naudojamos priemonés
Drégnojo sterilizavimo jrenginys (autoklavas).
Termostatas, kuriame galima palaikyti nuo 25 °C iki 50 °C temperatiirg.
Vandens vonia, kurioje galima palaikyti nuo 47 °C iki 50 °C temperatiirg.
Sterilios kilpelés, mazdaug 3 mm skersmens arba 10 pl tirio.
pH metras
Mechaninés pipetés su filtru, 1 ml ir 10 ml talpos.
Petri lekstelés, 90 mm skersmens.

Laminarinis boksas

© 00 N o g B~ w0 D P

Spiritiné lempelé
10. Svarstyklés, kuriy tikslumas 0,0001 g.
11. Sterilas buteliai (0,51 I).

12. Mikroskopas su objektiniais ir dengiamaisiais stikleliais.
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13. Saldytuvas, kuriame galima palaikyti 5 °C + 3 °C temperatiira.

Tiriamoji méginio dalis ir pradiné suspencija

Paprastai, ruosiant prading suspencija, 25 g arba 25 ml tiriamoji méginio dalis jpilama j
225 g arba 225 ml atrankiosios pirminio gausinimo terpés Su puse koncentracijos akriflavino ir
nalidikso ragsties (pusés stiprumo Fraserio sultinys) (1 priedas, 1 lentel¢), kad biitu gautas
desimtkartinis skiedinys ir homogenizuojama 30—60 s.

Pirminis gausinimas

Pagal 2.2 paruosta pirminio gausinimo terpé (pusés stiprumo Fraserio sultinys) 25 val.
+ 1 val. inkubuojama 30 °C temperatiiroje. Inkubavimo metu galimas pajuodavimas.

Antrinis gausinimas

Po pirminio gausinimo, 0,1 ml gautos kultiros (neatsizvelgiant j spalvg) sé¢jama j
mégintuvélj su 10 ml antrinio gausinimo terpés (viso stiprumo Fraserio sultinj) (1 priedas, 2
lentel¢). Uzséta terpé 24 val. £ 2 val. inkubuojama 37 °C temperatiiroje. Fraser sultinyje yra
selektyviyjy medziagy — nalidikso rtgsties, eskulino, leidzianCio nustatyti Listeria B-d-
gliukozidazés aktyvumg, dél kurio terpé patamséja (8 pav.). Pusés stiprumo ir viso stiprumo

Fraser terpése esantis mieliy bei mésos ekstraktas suteikia maistiniy medziagy, reikalingy

Listeria augimui.

8 pav. Viso stiprumo Fraserio sultinys. Kairéje kontroliné terpé, desinéje — L. monocytogenes (pagal

Bioser, 2020, zitiréta 2020-03-02).

Séjimas ir identifikavimas

I$ pirminio gausinimo kultdros, kilpele séjama ant pirmosios atrankiosios ALOA séjimo
terpés, kad biity gautos atskiros kolonijos (1 priedas, 3 lentel¢). Tokiu pat bidu s¢jama ant
antrosios atrankiosios Oxford séjimo terpés (1 priedas, 4 lentelé¢). Su antrinio gausinimo terpe,
kartojama apraSyta procediira su dviem atrankiomis séjimo terpémis. IS pirminio ir antrinio
gausinimo gautos Petri 1ékstelés apverciamos ir sudedamos 1 37 °C temperatiiros termostata, 48
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val. = 2 val. Jei po 24 val. £ 2 val. inkubavimo yra numanomy L. monocytogenes arba Listeria

spp. kolonijy, inkubavimg Siame etape galima stabdyti.

Listeria monocytogenes ant atrankiosios ALOA séjimo terpés
Numanamomis L. monocytogenes kolonijomis laikomos mélynai zalios kolonijos su

neskaidriomis zonomis (biidingos kolonijos).

S R s’

9 pav. Ant abiejy 1éksteliy buvo uzséta po 100 pl L. monocytogenes, L.innocua ir jvairios mikrofloros
(Streptococcus, Bacillus, Enterococcus ir Staphylococcus) (2) L. monocytogenes budingos mélynai Zalios
kolonijos su neskaidriomis zonomis ant ALOA agaro. (b) bakterijos ant bendros paskirties mitybinés TSA
terpés (pagal Solusscientific, 2020, zitréta 2020-03-11).

Listeria monocytogenes ant atrankiosios Oxford séjimo terpés
Praéjus 24-48 val., 1ékstelés apzitrimos, ar néra numanomomis laikomy Listeria spp.

arba L. monocytogenes kolonijy. Biidingomis laikomos 2 mm skersmens, juodos, jdubusiais
centrais kolonijos su zonomis.

N
10 pav. L. monocytogenes badingos juodos kolonijos su zonomis (Shen and Zhang, 2017).
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Kolonijy atrinkimas patvirtinimui

Numanomoms L. monocytogenes patvirtinti imama maziausiai viena kolonija nuo
ALOA ir Oxford terpiy. Pakanka vieno patvirtinto izoliato méginiui. Jei pirmoji kolonija yra
neigiama, i§ atrankiosios terpés imamos kitos numanomos L. monocytogenes kolonijos. Listeria
spp. patvirtinimui naudojamas TSMEA agaras (1 priedas, 5 lentelé). Pasirinktos kolonijos
s¢jamos briikSniais ant TSMEA agaro léksteliy pavirSiaus atskiroms kolonijoms augti.
Lékstelés sudedamos j 37 °C nustatytos temperatiiros termostatg nuo 18 val. iki 24 val. Listeria
spp. biidingos kolonijos biina nuo 1 mm iki 2 mm skersmens, igaubtos, bespalvés ir neskaidrios
su vientisais krastais. ApSvietus dirbtina ar natiiralia Sviesa, kolonijos matomos melsvai pilkos

spalvos ir gridétu pavirSiumi.

™

11 pav. L. onocytodge;nets‘ant TSMEA agaro. Biidingos bespalvés, iSgaubtos ir neskaidrios kolonijos
(Biswas et al.)

L. monocytogenes patvirtinimas

L. monocytogenes patvirtinimui naudojami privalomieji testai: katalazés testas, dazymas
Gramo metodu ir mikroskopavimas, B-hemolizés nustatymas, angliavandeniy skaidymas (L-
ramnozés, D-ksilozés), CAMP (Christie, Atkins, Munch-Petersen) testas. Katalazés reakcijai
imama atskira kolonija ir suspenduojama 3 % vandenilio peroksido tirpalo lase ant ojektinio
stiklelio. I$ karto susidare dujy burbuliukai rodo teigiama reakcijg. Tai fermentas, skaidantis
vandenilio peroksida j vandenj ir deguon;.

I§ gerai atskirtos kolonijos gaunamas mikroskopinis preparatas. Bakterijos daZzomos
Gramo metodu: pradzioje méginélis nudaZzomas kristaliniu violetu, véliau plaunamas vandeniu
ir pridedama Gramo jodo reagento, kuris sutvirtina dazus bakterijy lasteliy sienelése. Véliau
vél plaunama vandeniu ir blukinama organiniu tirpikliu etanoliu. Po blukinimo preparatas
pakartotinai daZomas safraninu. Gramteigiamos listerijos iSlaiko prading tamsiai violeting
spalvg. Mikroskopuojant matomos chaoti§kai judancios, plonos, trumpos lazdelés.
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12 pav. L. mohocytogenes mikroskopinis vaizdas, nudazius Gramo  metodu
(http://textbookofbacteriology.net/Listeria.html, Zitréta 2020-03-25).

Jei morfologinés ir fiziologinés charakteristikos buidingos Listeria spp., séjama j
léksteles su kraujo agaru, hemolizei nustatyti (1 priedas, 6 lentel¢). Agaro pavir§ius gerai
18dziovinamas. Paimama atskira kultiira ir duriama j agaro sektoriy. | ta pacig l€kstele, duriamos
teigiama (L. monocytogenes) ir neigiama (L. innocua) kontrolinés kultiiros. Inkubuojama 24
val. + 2 val. 37 °C temperatiroje. Po inkubacijos L. monocytogenes hemolizés zonos yra siauros,
aiSkios ir Sviesios, L. innocua dario vietoje néra aiskios zonos, L. seeligeri hemolizés zona
paprastai yra silpnai matoma, o L. ivanovii paprastai yra plati ir su ryskiais kontiirais hemolizé.
Léksteles apzitrimos ryskioje Sviesoje, kad biity galima tiriamasias kultiras palyginti su
kontrolinémis.

L-ramnozés, D-ksilozés skaidymui nustatyti j kiekvieng angliavandeniy skaidymo
sultinj (1 priedas, 7 lentelé) kilpele s¢jamos kulttiros, iSaugusios neatrankiame TSMEA agare.
Inkubuojama 37 °C temperatiiroje. Teigiamg reakcijg (rigsties susidaryma) rodo geltona spalva,
kuri paprastai atsiranda praéjus 24-48 val. L. monocytogenes patvirtinimui naudojama L-
ramnoze ir D-ksilozé, nes jos rodo teigiamg L-ramnozés ir neigiamg D-ksilozés reakcija.

CAMP testas (1 priedas, 8 lentelé) atlickamas, siekiant aiSkiai jrodyti, kad hemolizé
vyksta dél listeriolizino aktyvumo. Séjimai atliekami ant kraujo agaro. Testui reikalinga f3-
hemolize rodanti Staphylococcus aureus ir neigiama kontrolé Rhodococcus equi. Kiekviena S.
aureus ir R.equi kulttra s¢jama bruksniais atskiromis linijomis skersai kraujo agaro lékstelés
taip, kad dvi kulttros biity lygiagrecios ir viena priesais kita. Paselis turi biti siauras ir lygus.
L. monocytogenes panaSiu budu sé¢jama briikSniais Sioms kultiiroms stac¢iu kampu taip, kad
nesiliesty su S.aureus ir R.equi. Atstumas tarp tiriamy kultiiry ir kontroliy turi buti apie 1-2
mm. Toje pacioje I¢ksteléje bruksniais galima paséti kelias tiriamasias bakterijy kolonijas (13

pav.).
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13 pav. CAMP testas. 1 — siaura f-hemolizés juosta, 2 — hemolizé nevyksta, 3 — plati f-hemolizés juosta,
4 — L. monocytogenes, 5 — L. innocua, 6 — L. ivanovii. R — Rhodococcus equi, S — Staphylococcus aureus.

Briik$niuotos zonos rodo padidéjusios hemolizés vietas (pagal ISO 11290-1:2017)

Lékstelés inkubuojamos 12—18 val. 37 °C temperatiiroje. Teigiama L. monocytogenes

reakcija su S. aureus atrodo kaip maza padidéjusios hemolizés zona, besitgsianti apie 2 mm nuo

tiriamosios bakterijy kultiiros.
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Procediiros schema

Tiriamojo méginio dalis (25 g arba 25 ml)
+

Pirminio gausinimo terpé (pusés stiprumo Fraserio sultinys) (225 g arba 225 ml)

|

Inkubavimas 30 °C £ 1°C temperatiiroje nuo 24 val. iki 26 val.

0,1 ml kulttiros i 10 ml
antrinio gausinimo terpés
(Fraserio sultinys)

l

Inkubavimas 37 °C + 1 °C temperatiroje 24 val. + 2 val.

i

Ant Listeria agaro pagal Ottaviani ir Agosti ir ant Oxford atrankiosios terpés

l

Listeria agaro pagal Ottaviani ir Agosti inkubavimas 24 val. = 2 val., 37 °C % 1 val.

Séjimas

temperatiiroje.
Antrosios Oxford atrankiosios terpés inkubavimas, 24 val. + 2 val., 37 °C £ 1 val.

temperatiroje. l

L. monocytogenes arba Listeria spp. patvirtinimas

Séjimas | neatrankiajg agaro terpe (TSMEA) ir inkubavimas 37 °C £ 1 °C temperatiiroje

l

L. monocytogenes patvirtinimas

Katalazes reakcija, Gr+ daZymas ir mikroskopavimas, B-hemoliz¢, L-ramnozés ir D-
ksilozés skaidymas, CAMP testas.
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Tolimesnis tyrimas atlickamas naudojantis PulseNet standartinémis darbo procediiromis

L. monocytogenes (Standard Operatng Procedure for PulseNet PFGE of Listeria

monocytogenes) ir Salmonella enterica Braenderup H9812 (Escherichia coli O157:H7,

Escherichia coli non — 0157 (STEC), Salmonella serotypes, Shigella sonnei and Shigella

flexneri).

2.2. L. monocytogenes genetiniy profiliy nustatymas PFGE metodu

1.

w o

© o N o g &

11.
12.
13.
14.

Kontrolinés medziagos
Salmonella enterica serotipas Braenderup H9812
Kiti reagentai
Agaroze SeaKem Gold;
1 M Tris-HCI, pH 8,0 (Invitrogen);
TE buferinis tirpalas (10 ml 1 M Tris, pH 8,0; 2 ml 0,5 M EDTA, pH 8,0; 1000 ml dist.
H20);
TBE buferinis tirpalas (0,5 x)
SDS 10 % (10 g SDS; 100 ml dist. H20)
Koncentruotas etidzio bromidas (10 mg/ml)
Lizocimas 20 mg/ml
BSA (20 mg/ml)
Lasteliy suspendavimo buferinis tirpalas (100 mM Tris:100 mM EDTA, pH 8,0);
Lasteliy lizavimo buferinis tirpalas (50 mM Tris:50 mM EDTA, pH 80 + 1 %
Sarcosyl);
Proteinazé K, 20 mg/ml (Thermo Scientific);
Restrikcijos rinkinys ,,FastDigest Xbal“ (Thermo Scientific);
Restrikcijos rinkinys ,,FastDigest Ascl* (Thermo Scientific);
Restrikcijos rinkinys ,,FastDigest Apal“ (Thermo Scientific);

Iranga
Centrifuga (apsisukimy greitis ne mazesnis nei 10,000 rpm);
Termostatas (~37-99 °C);
Mikrobangy krosnelé;
Lizés geliy formelés;
PFGE gelio forma;
Pulsuojancio lauko gelio elektroforezés sistema BIORAD CHEF MapperXA;

Laminarinis boksas;
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8.  Svarstyklés (tikslumas ne mazesnis nei £ 0,001 g);

9.  Spektrofotometras (Jenway Genova);

10. Vienkartinés kiuvetés;

11. Buteliukai, kolbos, stikliniai matavimo cilindrai;

12. Vienkartinés mikrobiologinés kilpelés 1 pl;10 pl;

13. Geliy analizavimo sistema (AutoChemi System);

14. Purtyklé (VELP Scientifica);

15. Pipetés (0,5-10ul; 2-20 pl, 5-50 pl, 10-100 pl, 20-200pl; 100-1000ul; 500-
5000pul);

16. Antgaliai su filtrais (jvairiy turiy);

17.  Mégintuvéliai (1,5-2 ml; 50 ml);

18. Saldytuvas (5 °C + 3 °C);

19. Saldiklis (—20 °C * 3 °C).

Darbo eiga

Bakterijy kulttiros pasé¢jamos ant triptono, sojos ir mieliy ekstrakto agaro (TSMEA),
inkubuojamos 37 °C temperatiiroje nuo 18 val. iki 24 val. Po auginimo nuo 1éksteliy kilpele
paimama bakterijy kolonijy ir suspenduojama 2 ml TE buferiniame tirpale iki optinio tankio,
As10= 1,000 (0,800 — 1,000) Listeria monocytogenes.

Toliau paruosiamas 1 % agarozés tirpalas su 0,5 % SDS (0,25 g agarozés, 25 ml TE
buferinio tirpalo ir 1,25 ml 10 % SDS), naudojant SeaKem Gold agaroze ir TE buferinj tirpala,
iSlydomas mikrobangy krosneléje ir palickamas saugoti 55-60 °C temperatiroje. | 1,5-2 ml
talpos Svarius meégintuvélius perkelti 400 pl lgsteliy suspencijos ir lengvai sumaiSyti. |
kiekvieng i§ mégintuvéliy jpilti po 20 pl lizocimo (20 mg/ml) ir Svelniai sumaiSyti.
Mégintuvéliai inkubuojami 55-60 °C temperatiiroje, apie 1020 min. Praéjus laikui, j kiekvieng
meégintuvel] iJdedama po 20 pl Proteinazés K (20 mg/ml) ir atsargiai pipetuojama ir jdedama
400 pl paruosto ir iSlydyto agarozés tirpalo. PasiruoSiamos vienkartinés geliuky formelés,
uzklijuojamas jy dugnas, kad méginys neiStekéty. MiSinys nedelsiant jpilamas ] Svarias lizés
geliy formeles. Kiekvienam méginiui tirti uzpildoma po 2 daugartinio naudojimo arba 3-4
vienkartinio naudojimo lizés geliy formeliy Sulinélius. MiSinio pilama tiek, kad susidaryty
iSgaubimas Sulinélio virSuje, nes stingdamas gelis Siek tiek susitraukia. UZpildytos formelés
paliekamos stingti 10—15 min. kambario temperatiiroje arba 5 min. Saldytuve (+4 °C).

Kol gelis stingsta formelése, pasiruosiamas lizés misinys i§ 5 ml Lasteliy lizés buferinio
tirpalo ir 25 pl Proteinazés K (20 mg/ml). Paruostas lizés miSinys supilstomas ] sunumeruotus
50 ml talpos meégintuvélius. | kiekviena 50 ml talpos mégintuvéli perkeliami 3—4 sustinge
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geliukai (ne gali biiti daugiau nei 4). Pries tai juos graziai apipjaustant iki taisyklingos formos.
Jei buvo naudojamos vienkartinés formelés, nuo jy dugno nuimama juostelé¢ ir geliukai
iSstumiami j mégintuvélj su lizés buferiniu tirpalu. Mégintuvéliai su geliukais dedami lizuotis |
54-55 °C temperatiirg juos $velniai maiSant, 1,5-2 val.

Atlickamas plovimas su i$ anksto 54-55 °C temperatiiroje pasildytu steriliu dejonizuotu
vandeniu ir TE buferiniu tirpalu. Naudojant perforuota kamstelj, i§ 50 ml mégintuvéliy
pasalinamas lasteliy lizés buferis ir jpilama 10—15 ml pasildyto sterilaus dejonizuoto vandens.
Inkubuojama 15 min. 54-55 °C temperatiiroje $velniai maisant. Sis Zingsnis kartojamas dar
kartg. Veéliau, 1§ meégintuvéeliy atsargiai paSalinus vandenj, jpilama paSildyto TE buferinio
tirpalo ir inkubuojama 15 min. 54-55 °C temperatiiroje $velniai maiSant. Sis Zingsnis
kartojamas 4-5 kartus. I§ mégintuvéliy pasalinus TE buferj, geliukai atsargiai perkeliami j 2 ml
talpos mégintuvelius. Ipilama TE buferinio tirpalo tiek, kad apsemty geliukus ir padedama
Saldytuvg (+4 °C). Taip paruosti geliukai gali bati saugomi iki 2 mety. Ties §iuo zingsniu
tyrimas gali buiti perkeliamas j kitg dieng arba toliau tgsiama restrikcija.

Su steriliu skalpeliu atpjaunamas 2—2,5 mm ploc¢io gelio gabaliukas ir dedamas j 2 ml
mégintuvélj. PasiruoSiamas pre-restrikcijos misinys i§ 180 pl dejonizuoto vandens ir 20 pl 10x
restrikcijos buferinio tirpalo vienam méginiui, sumaiSoma ir gautas tiiris uzpilamas ant atpjauto
lydinuko. Svarbu, kad geliukas buty apsemtas. Palaikoma 5-10 min. 37 °C temperataroje. Tuo
metu pasiruoSiamas restrikcijos buferinis tirpalas su atitinkamomis restriktazémis. Tiriamoji L.
monocytogenes karpoma dvejomis restriktazémis, retai kerpancia Ascl ir tankiai kerpancia
Apal. Jy kiekiai, reikalingi vienam geliukui, nurodyti lentelése. Kontrolinei Salmonella
enterica Braenderup H9812 naudojama viena restriktazé Xbal. Inkubuojama 2 val. 37 °C

temperatiiroje.

2 lentelé. Restrikcijos mi$iniui reikalingi reagentai, karpant L. monocytogenes Ascl restriktaze

Reagentai pl/vienam lydinukui
Distiliuotas vanduo 176,5 ul
10x restrikcijos buferinis tirpalas 20 pl
*BSA (20 mg/ml) (rekomenduojama) 1l
Ascl 2,5 ul
IS viso 200 pl

3 lentelé. Restrikcijos mi$iniui reikalingi reagentai, karpant L. monocytogenes Apal restriktaze

Reagentai pl/vienam lydinukui
Distiliuotas vanduo 178,5 ul
10x restrikcijos buferinis tirpalas 20 pl
*BSA (20 mg/ml) (rekomenduojama) 1l
Apal 0,5 ul
IS viso 200 pl
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4 lentelé. Restrikcijos misiniui reikalingi reagentai, karpant Salmonella Braenderup H9812 Xbal restriktaze

Reagentai pl/vienam lydinukui
Dejonizuotas vanduo 174 ul
10x restrikcijos buferinis tirpalas 20 pl
*BSA (20 mg/ml) (rekomenduojama) 1l
Xbal 5ul
IS viso 200 pl

*PulseNet rekomenduoja | visus restrikcijos fermenty miSinius jdéti BSA (angl. Bovine Serum
Albumin), kad sumazinty tikimybe ne pilnam DNR susikarpymui.

Surenkama gelio forma. Paruosiamas 1 % SeaKem Gold agarozés tirpalas (7,5 ml 0,5x
TBE, 1,5 g agarozés ir 150 ml distiliuoto vandens), iSlydomas mikrobangy krosnel¢je ir
padedamas $ilti 55-56 °C temperatiiroje inkubatoriuje.

Nuo lydinuky nusiurbiamas restrikcijos misinys ir uzpilama 200 pl 0,5x TBE buferinio
tirpalo. Inkubuojame 5 min. kambario temperatiiroje. Véliau buferis nusiurbiamas ir geliukai
atsargiai, vienas po kito dedami ant paruosty SukuCiy. Ant geliuky uzlas§iname paruosto
agarozes gelio, kad jie prisiklijuoty. Jiems sustingus, uZpildome gelio forma paruostu agarozes
tirpalu ir palieckame apie 30 min. sustingti. Likusj agarozés gelj dedame atgal j inkubatoriy Silti.
Sustingus geliui, Sukutés iSimamos, o Sulin¢liai uZpildomi su kaupu likusiu agarozés tirpalu.
Palaukiame apie 10—15 min. kol sustings. PFGE sistemos gelio kamera uZzpildoma apie 2500
ml paruostu 0,5 x TBE buferiniu tirpalu. Mazdaug pries 30 min. jjungiamas elektroforezés
aparatas, pompa ir Saldymo blokas. Prie§ paleidziant elektroforeze nustatomas 550 mL/min
srovés greitis, o Saldymo blokelyje nustatoma 14 °C temperatiira. Atvésus buferiui } PFGE
kamerg dedamas gelis ir pasirenkama Auto algorithm programa, tolimesnés funkcijos:

Pradinis pasisukimo laikas = 4,0 s

Galutinis pasisukimo laikas = 40,0 s

Jtampos gradientas — 6 V/cm

Reorientacijos kampas — 120 °

Proceso trukmé: Ascl 15 val. 40 min., Apal 14 val. 50 min.

Pasibaigus tyrimui, gelj dedame ] nepermatoma inda daZymui. Dazomas 400 ml
vandeninio Etidzio bromido tirpale (40 pl EtBr (10 mg/ml) praskiedziama 400 ml dejonizuoto
vandens) 20-30 min., $velniai purtant. Po dazymo gelis 4 kartus po 20 min. plaunamas
distiliuotu vandeniu, Svelniai purtant. Po plovimo, gelis fotografuojamas UV Sviesos kameroje.

Gauta nuotrauka i$saugoma TIFF formatu ir apdorojama naudojant ,,Bionumerics* programa.
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Bakterijy kultra--

Pulsuojancio lauko gelio elektroforezé (PFGE)
M DNR karpymas restrikcijos endonukleazémis . ’ i | >

0 Nuo léksteliy kilpele 0
paimama bakterijy Paruoiti lydinukai perplaunami
kolonijy ir suspenduojama buferiniu tirpalu ir genominé
buferiniame tirpale ; DNR yra paruosta karpymui
restrikcijos endonukleazémis
Lydinukai

| || || || | Duomeny analizé "BioNumerics" programine jranga

— e Gelis nudaZomas, kad fotografuojant
UV lempa bty matomi fragmentai.
L Nuotrauka issaugoma kompiuteryje
e Bakterinés lastelés maiSomos su agaroze ir paruostas

misinys nedelsiant jpilamas j lizés geliy paruogimo
formeles

o Lydinukai priglaudZiami prie gelio
Suky ir uzlaSinama agarozés tirpalu,
kad prisiklijuoty. Jiems sustingus,
gelio forma uZpilama agarozés tirpalu

Lydinuky lizé ir plovimas

14 pav. Pulsuojancio lauko gelio elektroforezés metodika (https://www.cdc.gov/pulsenet/pathogens/protocol-
images.html, ziaréta 2020-03-12)

Kontrolinis Salmonella enterica Braenderup H9812 kamienas paruostas naudojantis
PulseNet Escherichia coli O157:H7, Escherichia coli non-0157 (STEC), Salmonella serotipy,
Shigella sonnei ir Shigella flexneri standartine darbo procedara. Nuo L. monocytogenes SDP
skiriasi tuom, kad pradiniame zingsnyje bakterijy kultiira suspenduojama Lasteliy lizés buferyje
(L. monocytogenes TE buferyje), prie 610 nm bangos ilgio nurodoma bakterijy koncentracija
yra 0,8-1,0. Gramneigiamoms bakterijoms nereikia naudoti lIgsteliy sienele ardancio fermento

lizocimo ir DNR karpymui naudojama Xbal restrikcijos endonukleazé (4 lentelé).
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3. TYRIMU REZULTATAI

3.1. Listeria monocytogenes aptikimas pagal 1SO 11290-1:2017 standarta
Tyrimy rezultatai i$skaidyti j kelias dalis, kurios buvo aptartos antroje dalyje. Atlikus

Listeria monocytogenes bei Listeria spp. aptikimg pagal ISO 11290-1:2017 standartg ir visus

batinus L. monocytogenes patvirtinamuosius testus, gauti tokie rezultatai (6 lentelé):

1.

Katalazés testui — teigiama. Paémus atskirg kolonija ir suspendavus vandenilio
peroksido tirpalo laSe, i§ karto susidaré dujy burbuliukai.

Gr+ lazdelés. Bakterijas dazant Gramo biidu, jos nusidazé violetine spalva ir
mikroskopuojant buvo matomas chaotiskas lazdeliy judéjimas.

B-hemolizinés bakterijos. Augdamos ant kraujo agaro, bakterijos i$skiria f-hemolizing,
o §is fermentas visiSkai suskaido raudonuosius kraujo kiinelius, dél to matomos siauros,
aiskios, Sviesios zonos.

Angliavandeniy skaidymas. L. monocytogenes kilpele s¢jamos ] anglivandeniy
skaidymo sultinj (1 priedas, 7 lentelé) ir inkubuojama parg. Teigiamga reakcijg (riigSties
susidarymg) rodo geltona spalva.

CAMP testas. Teigiama L. monocytogenes reakcija su S. aureus rodo maza padidéjusios

hemolizés zona, besitgsianti apie 2 mm nuo tiriamosios bakterijy kultiiros.

6 lentelé. L. monocytogenes biocheminiy testy rezultatai.
Méginio Gr+ CAMP
registracijos | Katalazé . B-hemolizé | L-ramnozé | D-ksilozé
kodas lazdelés .
S.aureus | R.equi
Tyrimo
jvertinimo 06.25 06.25 06.26 06.27 06.27 06.26 06.26
data
1-44 + + + + - + -

Kadangi visy gauty 44 kultiiry biocheminiai testy rezultatai sutapo, lentel¢je jie nurodyti

1-44 méginio registracijos kodu. IS maisto produkty mikrobiologijos skyriaus gavus

patvirtinima, kad gautos kulttiros yra L. monocytogenes, buvo atlikta tolimesné profiliy analizé

PFGE metodu. Dirbant su skirtingomis bakterijomis ir siekiant nustatyti jy kamienus PFGE

metodu, biitina prie$ tai optimizuoti saglygas, nes ne visada grieZtai laikantis PulseNet procediiry

gaunamas norimas rezultatas. Metodui atlikti reikalinga auksta personalo kvalifikacija ir geri

jgidziai, pasizymi didelémis darbo sgnaudomis, rezultaty interpretavimas néra automatizuotas

ir viska atlieka specialistas. Taip pat skirtingy bakterijy DNR dazniausiai karpomi skirtingais

fermentais.
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3.2. PFGE salygu optimizavimas

Salygy optimizavimui buvo naudojami S.Braenderup H9812 ir L. monocytogenes
bakterijy kamienai, paruoSiant jas laikantis PulseNet Listeria monocytogenes ir Salmonella
enterica Braenderup H9812 standartiniy darbo procediiry. ParuosStos bakterijy kultiiry
suspencijos, kuriy koncentracija pric 610 nm bangos ilgio 0,8-1. L. monocytogenes DNR
karpymui naudota retai kerpanti Ascl ir tankiai kerpanti Apal, o S. enterica Braenderup H9812
— Xbal restrikcijos endonukleazés. Karpymas endonukeazémis truko 2 val. 37 °C temperatiiroje.
Pulsuojancio lauko elektroforezé buvo vykdoma pasirenkant Auto algorithm programa,
nustatant tokius parametrus: jtampos gradientas 6 V/cm, buferio tékmés greitis 650 mL/min.,
Saldymo bloke nustatyta 14 °C temperatiira, tyrimo trukmé karpant Ascl restriktaze — 15 val. 30
min., o karpant Apal - 14 val. 10 min., 1 % SeaKem agarozés gelis, pradinio ir galutinio
pasisukimo laikas 4,0-40,0 s., reorientavimo kampas 120 °. Gauti rezultatai pavaizduoti 16 pav.
IS jy matoma, kad pasirinktos sglygos nebuvo tinkamos, nes d¢l per didelio buferio tékmeés
grei¢io PFGE sistemoje, DNR fragmenty takeliai gavosi Siek tiek iSlinke. O dél ne tiesiai
stovinCios PFGE kameros ir joje netolygiai pasiskirs¢iusio buferinio tirpalo, kairéje esancios
nuotraukos 6, 7 gelio tankeliuose bei desinéje esanéios nuotraukos 8 ir 14 takeliuose fragmentai

susidubliavo.

1 2 3 a 5 6 7 8 9 TOAT TSR D 13
O S e e B B G SRR B S S e

16 pav. L. monocytogenes PFGE. Sistemoje parinkti parametrai: jtampa 6 V/cm, buferio tékmés greitis
650 mL/min., temperatiira 14 ° C. Kairéje — DNR karpyta su Ascl, tyrimo trukmé 15 val. 30 min. Desingje
— DNR karpyta su Apal, tyrimo trukmé 14 val. 10 min.

Stengiantis gauti grazesnj DNR fragmenty vaizda, pirmiausiai buvo sureguliuota PFGE
kamera taip, kad ji stovéty tiesiai ir buferinis tirpalas pasiskirstyty tolygiai. Taip pat buvo

Ssumazintas buferio tékmés greitis iki 550 mL/min., siekiant sumazinti fragmenty takeliy
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iSlinkimg ir pasiekti geresnj fragmenty atskyrima. Gauti rezultatai matomi 17 pav. — minimalus

gelio iSlinkimas, geras DNR fragmenty atsiskyrimas, profiliai tinkami tolimesnei analizei.

2 3 4 S 6 7 8 9 10 11 12 13 14 1S

17 pav. L. monocytogenes PFGE. Sistemoje parinkti parametrai: jtampa 6 V/cm, buferio tékmés greitis
550 mL/min., temperattira 14 ° C. Kairéje — DNR karpyta su Ascl, tyrimo trukmé 15 val. 10 min. DeSingje
— DNR karpyta su Apal, tyrimo trukmé 14 val. 50 min.

PFGE sistemoje vykdomas DNR atskyrimas yra labai jautrus jvairiems molekuliniams
ir aplinkos kintamiesiems veiksniams. Ir daznai susiduriama su sunkumais dél patirties
trilkumo, laboratorinés jrangos, reagenty ar kity veiksniy. Pavyzdziui, lydinuky ruoSimo metu
susidurta su tokiomis problemomis: DNR degradavimu (18 pav. kair¢je), mechaniniu lydinuky
pazeidimu (18 pav. deSinéje) arba temperattros pakilimu $aldymo bloke (+ 42 °C) (19 pav.).
Todél labai svarbu ruoSiant DNR, grubiai nepipetuoti bakterijy ilga laika arba nesinaudoti
purtykle joms sumaisyti. Visa tai gali sukelti bakterijy pazeidimus. Taip pat stengtis kuo tiksliau
atlikti visus tyrimo zingsius ir kuo trumpiau laikyti bakterijy kultiras kambario temperatiiroje.
Rekomenduojama pasinaudoti $aldymo stoveliais.

Temperatiira — viena i$ pagrindiniy salygy, nuo kurios priklauso DNR judéjimas gelyje.
Nors PFGE sistemoje yra Saldymo blokas, kuris palaiko nustatyta 14 °C temperatiirg ir vésina
buferinj tirpala, taciau proceso metu ji pakildavo iki 42 °C temperaturos. Tokia auksta
temperatiira sistemoje lémé greita DNR judéjima gelyje, ko pasekoje maZesnieji fragmentai
is¢jo i§ gelio ir sumazéjo skiriamoji geba. Priezastis — elektroforezés sistemoje susidarg oro

burbulai neleisdavo palaikyti pastovios, nustatytos temperatiiros buferinio tirpalo tékmés.
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1 12 13 14 15

18 pav. Kairéje — L. monocytogenes PFGE, DNR degradavimas, desinéje — L. monocytogenes PFGE. DNR
karpyta Ascl, 3, 4, 6, 8, 9, 11 takeliuose — mechaninis lydinuky paZeidimas.

19 pav. L. monocytogenes PFGE. DNR karpyta Apal. PFGE tyrimo metu, buferio tékmés greitis 450
mL/min., temperattira 42 °C.

Siekiant iSvengti sistemos perkaitimo ir burbuly susidarymo joje, nuspresta buferio
tekmés greitj padidinti iki 550 mL/min., taip pat patrumpinti Zarny, kuriomis teka buferinis
tirpalas, ilgj. Padidinus tékmés greitj, rezultate gaunas nezymus gelio iSlinkimas, taiau
temperatiira palaikyta viso tyrimo metu 14 °C. O pakeitus zarny, jungian¢iy PFGE sistema, ilgj,
iSvengta buferio uzsilaikymo jose ir burbuly susidarymo bei sistemos perkaitimo.

Tinkamai optimizavus metodo salygas, gauti 44 kultiry karpyty dviejomis
restriktazémis (Ascl, Apal) profiliai. Pateiktose nuotraukose (20 pav. ir 21 pav.) matomi 11
kulttiry rezultatai. Likusiy kulttiry nuotraukos pateiktos 2 priede.

Naudojant restrikcijos endonukleazes, pirmiausiai viena maza lydinuko dalis karpyta
pirminiu restrikcijos fermentu Ascl. Apal yra rekomenduojamas kaip antrinis fermentas L.
monocytogenes izoliaty analizei. Antrinis fermento naudojimas yra naudingas tais atvejais, kai

PFGE modeliai, gauti naudojant pirminj fermenta, taip pat yra neatskiriami arba abejotini.
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Laikantis rekomendacijy nuotraukoje matomi 11 ty paciy izoliaty profiliai karpyti skirtingomis
restriktazémis, vienodomis sglygomis: jtampa 6 V/cm, buferio tékmés greitis 550 mL/min.,

temperatiira 14 °C, Apal trukmé — 14 val. 50 min., Ascl — 15 val. 10 min.

SB. 9100 9245 8255 SB. 9003 9197 7544 7542  SB. 9120 9877 8250 9540  SB.

20 pav. L. monocytogenes DNR karpyta Ascl restriktaze. 1, 5, 10, 15 takeliai S.B. — Salmonella enterica
Braenderup H9812.

SB, 9100 9245 8255 SB. 9003 0197 7544 7542 SB. 9120 9877 8250 9540 SB

21 pav. L. monocytogenes DNR karpyta Apal restriktaze. 1, 5, 10, 15 takeliai — Salmonella enterica
Braenderup H9812.

Kadangi L. monocytogenes pasizymi mazu G+C kiekiu (36—42 %), naudinga pasirinkti
restrikcijos fermentus, kurie atpaZjsta G ir C nukleotidus DNR sekoje, tokiu biidu rezultate
gaunant retg DNR sukarpyma. Skirtingos retai kerpancios restriktazés gali biiti naudojamos L.
monocytogenes: Apal 5 GGGCC|C 3', Ascl 5 GG|CGCGCC 3, Notl 5'GC|GGCCGC 3'

ir Smal 5' CCC|GGG 3' (SJOMAN MARIA, 2010). Taciau tyrime pasirinktos restriktazés
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pagal PulseNet rekomendacijg. Tankiai kerpanti Apal ir retai kerpanti Ascl, geriausiai karpo
DNR esant 37 ° C temperatiirai.

3.3. L. monocytogenes profiliy analizé ,,BioNumerics“ programine jranga

Gauti profiliai toliau buvo analizuojami ,,BioNumerics“ 7.6 versijos programa. Si
programa leidzia pasalinti elektroforezés nuotraukose atsiradusius nedidelius iSlinkimus ir
nespecifiSkumus, kad buty galima sudaryti kokybiSkesn¢ dendrograma. Tai programa,
nurodanti rySius tarp tiriamy kamieny, bet ne filogenetinius rySius. Atlikus L. monocytogenes
kamieny pulsuojancio lauko gelio elektroforeze, iSanalizavus jy genetinius profilius ir sudarius
dendrogramas galima spresti apie kamieny paplitimg maisto produktuose, jy giminiSkumg ir
tapatuma.

Siame tyrime analizuojami méginiai gauti 2019 m. I pusmetj, i§ dviejy skirtingy
gamintojy, uzsiitmanciy mesos supirkimu, skerdenos perdirbimu, mésos pusgaminiy, Sviezios
ir Saldytos mésos pardavimu, virty, vytinty ar rikyty gaminiy prekyba. Taip pat gauti pavieniai
méginiai 1§ skirtingy gamintojy. Gautus mésos produktus galima suskirtyti j kelias grupes: 1)
mésos zaliaviniai produktai; 2) rikyti mésos gaminiai; 3) pusgaminiai su méso jdaru. Skirtingy

gamintojy méginiai su matricomis nurodyti 7, 8 ir 9 lentelése.

7 lentelé. Pirmojo gamintojo méginiai su nurodytomis matricomis.

Ellrl Meéginio kodas Matrica Gamintojas
1. 9120 Lietiniai blyneliai su mésa, uzsaldyti

2 9877 Lietiniai blyneliai su mésa, uzsaldyti

3 7542 Lietiniai blyneliai su mésa, uzsaldyti

4. 7544 Lietiniai blyneliai su mésa, uzSaldyti

5. 8250 Lietiniai blyneliai su mésa, uzsaldyti

6 9779 Koldiinai su kiaulienos ir jautienos jdaru, Saldyti

7 9887 Koldiinai su kiaulienos ir jautienos jdaru, Saldyti

8. 8997 Koldiinai su kiaulienos jdaru, Saldyti

9. | 7778 Koldiinai su kiaulienos jdaru, Saldyti

10. | 13722 Cesnakiné desra rinkuté 3altai rikyta, auks¢.rasis

11. | 13544 Cesnakiné desra rinkuté 3altai riikyta, auks¢.rasis 1
12. | 8998 Meésos jdaras Pigutis keptiems mini ¢eburékams

13. | 8977 Meésos jdaras Pigutis keptiems mini ¢eburékams

14. | 11045 Meésos jdaras Pigutis keptiems mini ¢eburékams

15. | 9870 Koldiinai su mésos jdaru, giliai uzialdyti Zalioji linija
16. | 8700 Koldiinai su mésos jdaru, giliai uzaldyti Zalioji linija
17. | 7920 Koldtinai su mésos jdaru, Saldyti

18. | 9780 Koldiinai su mésos jdaru, giliai uzialdyti Zalioji linija
19. | 10050 Koldiinai UZsienieti$ki su mésos jdaru, uzsaldyti

20. | 7250 Koldiuinai su blauzdeliy mésa, Saldyti

21. | 8744 Koldiinai su mésos jdaru, giliai uzsaldyti Zalioji linija
22. | 9855 Koldiinai su mésos jdaru, giliai uzsaldyti Zalioji linija
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8 lentelé. Antrojo gamintojo méginiai su nurodytomis matricomis.

Ellrl Méginio kodas Matrica Gamintojas
1. 11547 Mazai ritkytos kiaulienos desrelés

2. 11487 Mazai riikytos kiaulienos desrelés

3. 9954 Rinktiné desra , Saltai rukyta, auksc.rusis

4. 9941 Kumpiné Saltai rukyta desSra, auksc. rusis

5. 9540 Koldtinai Savas su mésos jdaru, Saldyti

6. 8780 Meésos jdaras koldiinams

7. 9197 Meésos jdaras lietiniams blyneliams, $aldytas

8. 8255 Mésos jdaras lietiniams blyneliams, Saldytas

9. 9245 Meésos jdaras lietiniams blyneliams, Saldytas

10. | 9003 Meésos jdaras lietiniams blyneliams, Saldytas 2
11. | 9100 Smulkinta kiaulienos mésa

12. | 7892 Jautienos smulkinta mésa

13. | 7894 Jautienos smulkinta mésa

14, | 7886 Jautienos smulkinta mésa

15. | 7887 Jautienos smulkinta mésa

16. | 7889 Jautienos smulkinta mésa

17. | 11072 Sviezios kaimiskos kiaulienos desrelés

18. | 11754 Sviezios kaimiskos kiaulienos derelés

19. | 11080 Sviezios kaimiskos kiaulienos desrelés

9 lentelé. Skirtingy gamintojy méginiai su nurodytomis matricomis.

Ellrl Méginio kodas Matrica Gamintojas
1. 11033 Ivairiy darZoviy miSinys, $aldytas 3
2. 13725 AStrus darzoviy misinys, Saldytas 4
3. 11580 Greitai uzSaldytos mokrkytés 5

22 pav. pavaizduoti L. monocytogenes 44 kamieny, karpyty Ascl ir Apal restriktazémis
kombinuoti PFGE profiliai ir jy pagrindu sukurta dendrograma. Naudotas kophenetinis (angl.
cophenetic) koreliacijos koeficientas, nurodantis kaip tiksliai dendrograma islaiko atstumg tarp
klasteriy. Jis dazniausiai svyruoja tarp 0,60 ir 0,95. Vertés didesnés nei 0,80 laikomos
pagrjstomis (Neves et al., 2008). I§ 44 tiriamy profiliy, 11580 (greitai uzsaldytos morkytés),
13725 (Saldyty astriy darzoviy miSinys), 11033 (Saldytas jvairiy darZoviy misSinys) kamienai
buvo unikalas ir atitinkamai tik 31,0 %, 33,1 % ir 36,2 % pana$is su mésos supirkimu,
perdirbimu ir pardavimu susijusiy imoniy gauty maisto produkty kamienais. Tai pavieniai ir i§
skirtingy jmoniy gauti méginiai. I§ dendrogramos matoma, kad kamienai néra paimti i§ vieno
Saltinio, jie iSsiskyré j dvi dideles Sakas, kuriy tarpusavio panasumas — 40,2 %. Kamienai yra
laikomi neatskiriamais, jei jy panaSumas yra 100 %, ir giminingais kloni$kai, jei jy panaSumas
yra daugiau kaip 80 % (Andrei and Zervos, 2006). Abi Sakos susiskirsto j sudétingas sistemas.
Pirmojoje atSakoje iSsidésto pirmojo gamintojo 22 méginiai, kurie sudaro vis smulkesnius ir

tarpusavyje vis panasesnius klasterius. I gamintojo atSakos iSsiskyré 44,6 % panasumu, medzio
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virSutin¢je dalyje vyravo jvairesni maisto produktai — pusgaminiai, mésos Zaliava ar rukyti
produktai, apatinéje dalyje — pusgaminiai (koldiinai). 12 kamieny panaSumas svyravo nuo 82,8
% iki 100 % — nuo artimai giminingy iki neatskiriamy. DidZiausias ty paciy kamieny
atsikartojimas pastebétas tuose paciuose meéginiuose, kaip pavyzdziui, 9120, 9877, 7542 ir 7544
— uz8aldyti lietiniai blyneliai su mésa. DidZiausias tarpusavio panasumas aptiktas tarp 9120 ir
9877 — 92,0 %, jy panasumas su Su 7542 — 87,5 %, o su 7544 — 82,8 %. D¢l atsitiktiniy
genetiniy jvykiy, atsiranda fragmenty skaiCiaus ir dydzio pakitimai, kurie jtakoja didesnj ar
mazesnj kamieny tarpusavio panasuma. Jei kamienai nesiskiria daugiau nei 4 fragmentais,
galima manyti, kad jie yra susij¢ epidemiologiniu pozitiriu (Goering, 2010). Tos pacios matricos
méginys — 8250, su anks¢iau aptartaisiais tapatus tik 70,5 %, kas rodo, kad kamienai skirtingi.
Kadangi nezinoma daugiau informacijos apie méginius, galime daryti prielaida, kad méginiai
9120, 9877, 7542, 7544 nuo 8250 skiriasi gaminio partija, kas gali lemti skirtingy kamieny
atsiradima tame paciame produkte. Siek tiek kitaip yra su vienai atSakai priskiriamais méginiais
9870, 8700 ir kitai at$akai priskiriamais méginiais 8744, 9855 — giliai uz3aldytais Zalioji linija
kold@inais su mésos jdaru. Tarpusavio atSaky panasumas 51,0 %. Zalioji linija kold@inuose
vyrauja trys skirtingi kamienai: 9870 ir 8700 — tarpusasvyje neatskiriami, 8744 ir 9855
tarpusavio panaSumas Siekia 87,8 %, 0 treCiasis kamienas 9780 yra 91,7 % giminingas su
Saldytais UzsienietiSkais koldtinais (méginio kodas 10050). Manoma, kad pirmieji du skirtingi
kamienai galéjo atsirasti dél skirtingy produkty partijy, o to paties kamieno atsikartojimas
skirtinguose gaminiuose galéjo atsirasti dél jmongje nesilaikomy higienos normy
(nepakankamo staly ar jrangos dezinfekavimo) ir kryzminio produkty uzterSimo. Pirmojo
gamintojo Sakoje i§ viso iSsiskyré 10 atsitiktiniy pavieniy kamieny, kurie artimo giminingumo
su kitais kamienais nesudaré, o artimiausias panaSumas svyravo nuo 66,6 % iki 79,1 % ir gali
biti vertinami kaip individualts ligas sukéle patogenai.

Antroje kamieny at$akoje iSsidésto antrojo gamintojo 19 mésos produkty. Sakos
i8siskyré 1 maZesnius klasterius, kuriy tarpusavio panasumas — 46,7 %, o matricos pasiskirsté
pagal meéginio tipa: pirmoje Sakoje — riikkyti mé€sos gaminiai, antroje Sakoje pasiskirst¢ mésos
pusgaminiai, mésos zaliaviniai produktai. 11547 ir 11487 — mazai rukytos kiaulienos desrelés,
kuriuose rasty L. monocytogenes kamieny panaSumas tarpusavyje sieké 97,3 %, taciau jos
skyrési nuo 9954 (rinktinés desros) 60,8 % ir nuo 9941 (kumpinés Saltai rikytos deSros) 51,8
%. Jdomu tai, kad 9540 — koldiinai su mésa, o 8780 — mésos jdaras koldiinams. Siy L.
monocytogenes kamieny tarpusavio panasumas 80,9 %. Kadangi néra pateikta detali
informacija apie gautus méginius ir jy sudeétis, galime daryti tik prielaida, kad galimai i§ mésos
jdaro buvo pagaminti koldtinai su mésa ir L. monocytogenes uzkratas tesési nuo zaliavos

apdorojimo iki pusgaminio, kas ir yra budinga L. monocytogenes plitimui “nuo ukio iki

49


https://archyvas.emokymai.vu.lt/mod/folder/view.php?id=7809

Sakutés®. Antroje medzio atSakoje taip pat i$siskyré kamienai, kurie yra buidingi tik tam tikriems
maisto produktams. Pavyzdziui, jautienos zaliavoje aptikti L. monocytogenes kamienai 7886 ir
7887 yra neatskiriami, su 7889 matomas 97,6 % panaSumas, o su 7892 ir 7894 — 83,6 %
panaSumas. Taip pat kaimiSkose kiaulienos deSrelése vyrauja tapatus kamienas, 11072 ir 11754
kaminai panasus 93,0 %, o su 11080 panasumas 91,7 %. Antroje Sakoje iSsiskyré trys bakterijy
kamienai: 9954 — rinktiné $altai rikyta desra, 9941 — kumpiné Saltai rukyta desra ir 9100 —

kiaulienos zaliava, kurie buvo pavieniai ir neturéjo klonisko giminingumo su Kitais izoliatais.
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22 pav. L. monocytogenes kamieny PFGE profiliai, karpyti Ascl ir Apal restriktazémis ir jy pagrindu sukurta
kombinuota dendrograma. Profiliy tarpusavio panaSumui jvertinti pasirinktas Dice koeficientas (profiliy panasumo
tolerancija ir optimizacija 1 %). Procentinis kamieny pana$umas nurodytas prie kiekvienos medzio at$akos.
Dendrogramos analizés metu jsitikinta ir patvirtinta rekomenduojamy dviejy restriktaziy
Ascl ir Apal nauda nustatant kamieny tapatumg. Galima i$skirti kelis profilius 9780 ir 10050 ir
juos palyginti taikant Tenoverio kriterijus, kurie teigia, kad jei fragmentai tarpusavyje nesiskiria
— jie laikomi neatskiriamais, jei skiriasi 2 — 3 fragmentais — laikomi artimai giminingais, jei 4 —
6 fragmentais — kamienai gali baiti giminingi, o jei skiriasi >7 fragmentais — kamienai skirtingi.
Nors Ascl yra laikoma pirminiu restrikcijos fermentu, taciau pazvelgus j 9780 ir 10050 Ascl
restriktaze karpytus profilius matoma, kad pagal Ascl kamienai yra neatskiriami, o pagal Apal

yra 2 fragmenty skirtumas, kas nurodo artimg kamieny giminyste.
L. monocytogenes Ascl L. monocytogenes Apal
= 1 ¥ 19 Illl 9780
e l : 'l ‘ 2 113 g -8 i&l 10050

23 pav. L. monocytogenes 9780 ir 10050 Ascl ir Apal profiliy palyginimas.
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Panasiai yra ir su 9779 ir 9887 kamieny profiliais (24 pav.). Pirmasis méginys yra
uzsaldyti koldtinai su kiaulienos ir jautienos jdaru, o antrasis méginys — $aldyti lietiniai blyneliai
su mésa. DNR sukarpius Ascl fermentu, kamienus galétume priskirti identiskiems, 0 su Apal
profiliai skiriasi >7 fragmentais, kas nurodo, kad kamienai yra skirtingi. Bendras kamieny

panasumas 77 %.

L. monocytogenes Ascl L. monocytogenes Apal
| PR 3 ® 10 § 1 lmmawmai|c | o
: = - L B (1NN 8] 9887

24 pav. L. monocytogenes 9779 ir 9887 Ascl ir Apal profiliy palyginimas.

Dviejy restrikcijos endonukleaziy naudojimas tipuojant L. monocytogenes pagerina
metodo skiriamaja gebg. Dél tos priezasties PFGE yra daug tikslesnis metodas nei MLST,
MLVA ar ribotipavimas.
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4. REZULTATU APTARIMAS

Siekiant nustatyti Listeria monocytogenes genetinius profilius PFGE metodu, buvo
atrinkti 44 maisto produkty méginiai, kurie atlikus biocheminius testus buvo teigiami L.
monocytogenes. Pagal Nathalie Gnanou Besse ir kt., referentinis L. monocytogenes aptikimas
maisto produktuose pagal 1SO 11290-1:2017 bendrgjj standarta, buvo patvirtintas
tarplaboratoriniais tyrimais pagal Europos Komisijos suteikta jgaliojima. Autoriy atliktas
tyrimas, kuriy metu pasirinktos skirtingos matricos ($altai rilkyta laSisa, pieno milteliai kiidikiy
miSinéliams, darzovés, aplinkos méginiai, pienos produktai ir kt.) patvirtino standarto ISO
11290-1 tinkamuma aptikti L. monocytogenes maisto produktuose, perdirbimo jmonése. Pagal
naudotas matricas, metodo jautrumas svyravo nuo 91,1 % iki 100 %, o specifiSkumas nuo 97,6
% iki 100 %. Tai yra standartinis metodas, kuris dazniausiai naudojamas listerijy aptikimui.
Aptikimas skirstomas ] keturias nuoseklias pakopas: 1) pirminis gausinimas skystojoje
atrankiojoje gausinimo terpé€je, esant sumazintai atrankyjy medziagy koncentracijai (pusés
stiprumo Fraserio sultinys); 2) antrinis gausinimas skystojoje atrankiojoje gausinimo terpéje
esant visai atrankiyjy medziagy koncentracijai (Fraserio sultinys); 3) s€jimas ir identifikavimas
(ALOA, Oxford); 4) Patvirtinimas taikant morfologinius arba biocheminius testus: katalazés
reakcija, Gramteigiamy bakterijy dazymas ir mikroskopavimas, f-hemoliz¢, L-ramnozés ir D-
ksilozés skaidymas, CAMP testas. Listerijy aptikimas maisto produktuose uztrunka apie 4
dienas.

Atliekant PFGE buvo jsitikinta, kad dirbant su atskiromis bakterijy kultiromis arba
dirbant skirtingose laboratorijose biitina parinkti optimalias PFGE sglygas. Pagal Laura Luque-
Sastre ir kt., DNR degradavimas daZniausiai tikétinas, kuomet reikia nusistatyti bakterijy
koncentracijg, 0 neturint jgudziy, tai tiksliai ir greitai padaryti gali bati sudétinga, todél jei
tiriama daugiau nei 6 bakterijy kultiiros, rekomenduojama naudoti Saldymo stovelj. Taip pat
nerekomenduojama vienu metu atlikti daugiau nei 10 bakterijy kultiiry. Turint daug méginiy
patariama juos padalinti j kelias grupes. Nors listerijoms PulseNet rekomenduoja naudoti dvi
restrikcijos endonukleazes, taciau kiti mokslininkai teigia, kad antrasis Apal fermentas biitinas
tik tuomet, jei pirmuoju fermentu restrikcija nepavyksta. Atliktame tyrime, dviejy restrikcijos
endonukleaziy naudojimas pasitvirtinio ir leido teisingai suskirstyti gautus bakterijy profilius.
Taip pat prie$ atliekant restrikcija, rekomenduojama patikrinti salygas, kuriomis DNR
karpymas vyksta efektyviausiai, kadangi skirtingi tiekéjai gali nurodyti skirtingas inkubavimo
temperatiiras (pvz. 56 ‘C). Vienas i§ dazniausiai kintanciy faktoriy skirtingose laboratorijose —
tyrimo laikas. Standartizuotas tyrimo laikas biina tuomet, kai kontrolinés S.enterica Braendrup
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H9812 paskutinis fragmentas numigraves ne toliau kaip 1,0 — 1,5 cm nuo gelio apacios. Misy
atliktame metodo optimizavime papildomai teko nustatyti tinkamg buferio tékmés greitj (550
mL/min), taip pat dél PFGE sistemos Saldymo bloke kylancios temperatiiros (42 °C), reikéjo
sutrumpinti zarny, jungianciy sistema, ilgj, tam, kad nei$linkty gelio Sonai. Temperatiiros
pakilimas sistemoje 1émé burbuly susidarymg zarnelése, kuriomis teka buferis. Tyrimo metu
susidurta ir su Kitokiomis problemomis: fragmenty susidubliavimu dél Siek tiek ne tiesiai
stovicios gelio celés, taip pat DNR degradavimu ar mechaniniu lydinuky pazeidimu.
,BioNumerics” analizei pasirinktas dviejy restrikcijos profiliy kombinavimas ir jy
sulyginimas, naudojant Dice koeficienta, kuris konvertuotas j procenting verte. Profiliy
panaSumo tolerancija ir optimizacija — 1%. Dendrogramos sudarymui buvo naudojamas
hierarchinis grupavimo metodas UPGMA — ,,nepasvertas grupiy pory metodas su aritmetiniu
vidurkiu® arba Zinomas, kaip vidurkiné jung¢iy klasterizacija (angl. unweighted pair group
method with arithmetic mean). Sis algoritmas paremtas idéja, kad artimi objektai yra panagesni
tarpusavyje, nei tolimesni ir sujungia j klasterius, remiantis atstumu. Taip pat naudotas
kophenetinis (angl. cophenetic) koreliacijos koeficientas, nurodantis kaip tiksliai dendrograma
i8laiko atstuma tarp klasteriy. Jis dazniausiai svyruoja tarp 0,60 ir 0,95. Vertés didesnés nei 0,80
laikomos pagrjstomis. Mokslininkai (Karla Sequeira Mendonca ir kt.), siekdami nustatyti
uzterStumg jmonése, ima meginius ne tik i$ skirtingy maisto produkty, bet taip pat ir i§ pirminés
grandies — gyviiny tikiy, skerdykly, jmoniy apdorojan¢iy gautg zaliava. Taip pat méginiai imami
nuo jmonés skirtingy darbo pavirsiy ir jrangos. Tai tiksliausias buidas stebéti ir atsekti listeriozes
paplitimg jvairiose maisto grandyse. Taip pat rekomenduojama nustatyti bakterijy serotipus,
nes tai leidzia atskirti svarbius, su maistu dazniausiai paplitusius bakterijy kamienus (1/2a, 1/2b,
4b). Siame atliktame tyrime nebuvo taikytas serotipy nustatymas, nes tyrimo tikslas buvo
nustatyti genetinius L. monocytogenes profilius PFGE metodu. Atlikta analizé parodé, kad i$
44 istirty maisto produkty, 28 kamieny tapatumas tarpusavyje buvo didesnis nei 80 %, kas
nurodo, kad kamienai tarpusavyje yra giminingi. Taip pat nustatyti 16 atsitiktiniy pavieniy
kamieny, kurie gali biiti vertinami kaip individualis ligas sukéle patogenai (panasumas <80 %).
IS ju 3 kamienai nustatyti Saldytose darZovése, aStriose Saldytose darzovése ir greitai
uzSaldytose morkytése (11033, 13725, 11580 — jy panaSumas su likusiais svyravo tarp 31,0 %
ir 36,2 %). Atliekant dendrogramos analize pastebéta, kad medzio $akos iSsiskiria j dvi atSakas,
kuriy panaSumas tarpusavyje — 40,2 %. Gauti méginiai — jvairiis mesos produktai, dél ko galima
daryti prielaida, kad tai daZniausiai pristatomi méginiai arba juose daZniausiai nustatomos
listerijos. Muhterem-Uyar ir kt. atlikto tyrimo metu nustaté, kad L. monocytogenes dazniau
aptikama (32 %) mésos perdirbimo jmonése ir reCiau (8,8 %) pieno perdirbimo jmonése.

Manoma, kad toks procentinis pasiskirstymas meésos perdirbimo jmonése yra dél didesnio

53



kryZminio uzter§tumo apdorojant mésa: dél kraujo atlieky, skerdenos ,,purvinajame® sektoriuje,
véliau tos pacios mésos patekimo ir pakavimo ,Svariajame” sektoriuje (Muhterem-Uyar et al.,
2015). Atliktame tyrime, neatskiriami kamienai nustatyti Zalioji linija $aldytuose kold@nuose
ir jautienos smulkintoje mésoje. Taip pat gali buti keliama hipotezé, kad dél jrangos ar darbiniy
staly nepakankamo dezinfekavimo, sanitariniy salygy nesilaikymo, tas pats bakterijy kamienas
su 91,7 % tapatumu, nustatytas skirtinguose koldiiny riisyse (UZsienietiski ir Zalioji linija).
Dauguma nustatyty kamieny buvo aptikti tik tame paciame produkte, reikSminga kamieny
variacija tarp gamintojy nepastebéta, kas nurodo, kad dviejy jmoniy produkcija gali biti
uzsakoma 1§ skirtingy tiekéjy.

Apibendrinant galima teigti, kad PFGE metodas yra labai jautrus aplinkos veiksniams,
néra trumpas ir nuo meginio gavimo iki PFGE profilio gavimo uZtrunka apie 8 dienas. Taip pat
nors metodas neatrodo sudétingas, taciau yra daug techniniy aspekty, kuriy neatlikus teisingai,
gautas rezultatas gali netenkinti ir buti netinkamas tolimesnei analizei. Duomeny analizé
,BloNumerics” programa yra dalinai automatizuota, nes dauguma sprendimy apdorojant
duomenis turi priimti ir tyréjas. Sudaryta dendrograma leido lengviau iSanalizuoti ir naudojant
dvi restriktazes, teisingiau jvertinti tai, kad tiriamuosiuose produktuose vyravo kamieno
priklausomybé nuo produkto rasies (riikkyta, zaliaviné mésa ar pusgaminis). Ir aptikti keli
atvejai, kuomet nustatytas tas pats kamienas skirtinguose maisto produktuose.

Apzvelgus kity autoriy atliktus bandymus ir tobulinant atliktg tyrima, buty naudinga
epidemiologiniu pozitriu nustatyti L. monocytogenes serotipus, taip pat siekiant nustatyti
uzterStumo Saltinj, rekomenduotina méginius rinkti i§ visy maisto grandiniy: nuo wkio iKi
perdirbimo jmonés, o norint juose iStirti uzterStuma listerijomis, taip pat rinkti éminius nuo
darbiniy paviriy, jrangos ir zmogaus, kuriam nustatyta listeriozé. Siekiant palyginti gautus
duomenis su Europos mastu paplitusiais ir listeriozés protriikius sukeélusiais kamienais,

naudingas gauty profiliy palyginimas su PulseNet duomeny baze.
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ISVADOS

1. Nustatyti 44 Listeria monocytogenes kamienai optimizuotomis PFGE sglygomis: buferio

téekmés greitis 550 mL/min., temperattra 14 °C, proceso trukmé Ascl 15 val. 40 min., Apal
14 val. 50 min.

. Analizei ,,BioNumerics” programine jranga, pasirinkti tokie parametrai: profiliy tarpusavio
panasumo nustatymui pasirinktas Dice koeficientas, konvertuotas j procenting verte,
profiliy panasumo tolerancija ir optimizacija — 1%, dendrogramos sudarymui naudotas
hierarchinis grupavimo metodas UPGMA (angl. unweighted pair group method with
arithmetic mean), rezultaty patikimumui naudotas kophenetinis (angl. cophenetic)
koreliacijos koeficientas, nurodantis kaip tiksliai dendrograma iSlaiko atstumg tarp
klasteriy. Jis dazniausiai svyruoja tarp 0,60 ir 0,95. Vertés didesnés nei 0,80 laikomos
pagristomis.

IS gauty 44 kamieny, tarpusavyje neatskiriami buvo 9870 ir 8700 (Saldyti mésos koldtinai
Zalioji linija), 7886 ir 7887 (jautienos smulkinta mésa), 10 kamieny grupés tarpusavyje >80
% panasis, 13 kamieny tapatumas mazesnis nei 80 % ir 3 pavieniai, skirtingy gamintojy,
maziausiai tapatiis kamienai (31-36,2 %).

IS tirty 44 méginiy nustatyta, kad tirlamuosiuose produktuose vyravo kamieno
priklausomybé nuo produkto riSies (Zaliaviné mésa, rikyta ar mésos pusgaminis) ir
pasitaiké tik du atvejai, kuriy metu dél galimos aplinkos tarSos jmonéje, nustatyti vienodi

kamienai skirtinguose produktuose.
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PADEKA

Dékoju Nacionaliniam maisto ir veterinarijos rizikos vertinimo institutui bei dr.
Vaclovui Jurgelevi¢iui uz suteikta galimybe atlikti tyrimus, pagalbg rengiant baigiamajj darba.
Taip pat dékoju konsultantei, molekulinés biologijos ir genetiSkai modifikuoty organizmy
tyrimy skyriaus vyriausiajai bioinzinierei Gertriidai Seskutei uz i§samias konsultacijas bei
pagalba viso mokslinio projekto darbo metu.

Taip pat dékoju visam molekulinés biologijos ir genetiSkai modifikuoty organizmy

tyrimy skyriaus kolektyvui uz puikia darbo atmosfera, motyvacijg ir palaikyma.
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Magistro baigiamasis darbas

Listeria monocytogenes genetiniy profiliy nustatymas pulsuojancio lauko

gelio elektroforezés metodu

SANTRAUKA
Darbo tikslas - nustatyti, maisto produktuose aptikty, Listeria monocytogenes
genetinius profilius, taikant pulsuojancio lauko gelio elektroforezés metoda.
Darbo uzdaviniai:
Nustatyti L. monocytogenes kamienus vadovaujantis PulseNet standartine darbo procediira.
Atlikti L. monocytogenes profiliy analize naudojant ,,BioNumerics” programing jrangg.

Palyginti gautus L. monocytogenes kamienus tarpusavyje.

R

[vertinti kamieny giminingumg, iSanalizuoti maisto produkto ir L. monocytogenes kamieny
priklausomybes.

Listeriozé — gyviny ir zmoniy uzkre¢iamoji liga, kurig sukelia Listeria monocytogenes
bakterijos. Listeriozé dazniausiai plinta maistu, taigi maisto produktai gali buti uztersti bet
kuriame maisto grandinés ,,nuo tkio iki Sakutés” etape. Siekiant sumazinti listerijy paplitimg ir
visuomenes sveikatai keliama pavojy bitina imtis tinkamy ir veiksmingy priemoniy, skirty
aptikti ir kontroliuoti §iuos patogenus. Siame tyrime, taikant ISO 11290-1:2017 standarta, 44
maisto produktuose nustatytos L. monocytogenes bakterijos. Siame darbe buvo parenkamos
optimalios saglygos L. monocytogenes tyrimui pulsuojancio lauko gelio elektroforezés metodu:
buferio tekmés greitis 550 mL/min., temperatiira 14 °C, proceso trukmé Ascl 15 val. 40 min.,
Apal 14 val. 50 min. Bakterijy tarpusavio kamieny giminingumas jvertintas naudojantis
,BioNumerics” programine jranga, sukurta dendrograma. I$ gauty 44 kamieny, tarpusavyje
neatskiriami buvo 4 kamienai, 10 kamieny grupiy tarpusavyje >80 % panaSis, 13 kamieny
tapatumas mazesnis nei 80 % ir 3 pavieniai, maziausiai tapatis kamienai (31-36,2 %).
Nustatyta, kad tiriamuosiuose produktuose vyravo kamieno priklausomybé nuo produkto rasies
ir pasitaiké tik du atvejai, kuriy metu dél galimos aplinkos tarSos, nustatyti vienodi kamienai

skirtinguose produktuose.
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DNA fingerprinting of Listeria monocytogenes using pulse-field gel
electrophoresis
SUMMARY

The aim of the study was to determine the genetic profiles of Listeria monocytogenes
detected in food by the method of pulse-field gel electrophoresis.
Objectives:
Identify L. monocytogenes strains using PulseNet standard operating procedure.
Perform L. monocytogenes profile analysis using “BioNumerics” software.

Compare the obtained L. monocytogenes strains with each other.

L

Evaluate the relatedness between strains, to determine the dependences of the food and L.
monocytogenes strains.

Listeriosis is a contagious disease of animals and humans caused by Listeria
monocytogenes. Listeriosis is most commonly spread through food, which can be contaminated
at any stage of the food chain “from farm to fork”. Appropriate and effective measures to detect
and control these pathogens are necessary to reduce the prevalence of Listeria and the risk to
public health. In this study, L. monocytogenes was detected in 44 products using 1SO 11290-1.:
2017 procedure. Through the analysis of L. monocytogenes conducted in this thesis, optimal
conditions were selected using PFGE method: buffer flow rate 550 mL / min, temperature 14
°C, process duration Ascl 15 h. 40 min, Apal 14 h. 50 min. “BioNumerics” software generated
dendrogram was used to assess the relatedness of bacterial strains. Of the 44 strains obtained,
4 strains were inseparable, 10 groups of strains were> 80% similar to each other, 13 strains had
an identity of less than 80% and 3 single, least identical strains (31-36,2%).

It was found that different product types (e.g. smoked meat, raw meat, etc.) will provide
different strain results. Due to probable environmental contamination, only two cases of

different types of products had shown the same strain results.
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1 PRIEDAS

Mitybos terpiu bei reagenty sudétis ir ruoSimas

1 lentelé. Atrankioji pirminio gausinimo terpé: pusés stiprumo Fraserio sultinys

MedZiagos Kiekis (g; ml)
Fermentinis gyviiny audiniy hidrolizatas 5009
Fermentinis kazeino hidrolizatas 5009

Meésos ekstraktas 5049

Mieliy ekstraktas 5090

Natrio chloridas 20,0 g
Dinatrio vandenilio fosfato dihidratas 12,09

Kalio divandenilio fosfatas 1,359
Eskulinas 109

Vanduo 1000 ml

Pagrindiniai terpés komponentai iStirpinami vandenyje Sildant, jei batina. Jei reikia, pH
koreguojamas taip, kad po sterilizavimo jis baty 7,2 £ 0,2 esant 25 “C temperatirai. Pagrindiné
terpé iSpilstoma j tinkamos talpos kolbas (po 225 ml arba 225 g). Sterilizuojama 15 min.

autoklave 121 °C temperatiroje.

2 lentelé. Atrankioji antrinio gausinimo terpé: Viso stiprumo Fraserio sultinys

MedZiagos Kiekis (g; ml)
Fermentinis gyviiny audiniy hidrolizatas 500
Fermentinis kazeinas hidrolizatas 500
Meésos ekstraktas 500
Mieliy ekstraktas 500
Natrio chloridas 20,09
Dinatrio vandenilio fosfatas 12,0 ¢
Kalio divandenilio fosfatas 1,359
Eskulinas 109
Lic¢io chloridas 300
Nalidikso rugsties natrio druska 0,02 g
Vanduo 1000 ml

Pagrindinai terpés komponentai itirpinami vandenyje $ildant, jei butina. Jei reikia, pH
koreguojamas taip, kad po sterilizavimo jis biity 7,2 + 0,2 esant 25 °C temperatiirai. Pagrindine

terpe iSpilstoma ] tinkamos talpos kolbas ir sterilizuojama 15 min. autoklave 121 °C

temperatiiroje.
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3 lentelé. Listeria agaro pagal Ottaviani ir Agosti (ALOA) sudétis

MedZiagos Kiekis (g; ml)
Fermentinis gyviiny audiniy hidrolizatas 18 ¢
Fermentinis kazeino hidrolizatas 69

Mieliy ekstraktas 10¢g

Natrio piruvatas 29

Gliukoz¢ 29

Magnio glicerofosfatas 1g

Magnio sulfatas (bevandenis) 059

Natrio chloridas 59

Licio chloridas 10 g

Dinatrio vandenilio fosfatas (bevandenis) 2,5¢
5-brom-4-chlor-3-indolil-B-D-gliukopiranozidas | 0,005 g
Agaras Nuo 12 g iki 18 g*
Vanduo 930 ml

* Priklausomai nuo agaro gelio standumo

Bevandeniai komponentai iStirpinami vandenyje virinant. Jei biitina, pH koreguojamas
taip, kad po sterilizavimo jis buty 7,2 + 0,2. Sterilizuojama 15 min. autoklave 121 °C

temperatiiroje.

4 lentelé. Oxford agaro sudétis

MedZiagos Kiekis (g; mg; ml)
Columbia pagrindiné terpé 39,09
Lic¢io chloridas 150¢
Eskulinas 109
Gelezies amonio citratas 05¢g
Cikloheksimidas 400,0 mg
Kolistinas 10,0 mg
Fosfomicinas 10,0 mg
Akriflavinas 4,5 mg
Cefotetanas 2,0 mg
Vanduo 1000,0 ml

,Columbia agaro pagrindas* teikia peptonus ir kitas biitinas maistines medziagas. L.
monocytogenes hidrolizuoja eskuling, kad susidaryty 6,7-dihidroksikumarinas, kuris susijungia
su gelezies amonio citratu ir sudaro juodas nuosédas terpése, supanciose kolonijas. Li¢io
chloridas, kolistinas, cikloheksimidas, akriflavinas ir fosfomicinas yra naudojami kaip
selektyviis agentai, siekiant slopinti daugumos Gramneigiamy ir Gramteigiamy organizmy

augimg.
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5 lentelé. Triptono, sojos ir mieliy ekstrakto agaro (TSMEA) sudétis

MedZiagos Kiekis (g; ml)
Fermentinis kazeino hidrolizatas 17¢g

Sojos pupeliy milty papaino hidrolizatas 39

Mieliy ekstraktas 69

Gliukoze 2,540

Natrio chloridas 59

Dikalio vandenilio fosfatas 2,549

Agaras Nuo 12 g iki 18 g
Vanduo 1000 ml

* Priklausomai nuo agaro gelio standumo

Bevandeniai komponentai iStirpinami vandenyje virinant. Jei biitina, pH koreguojamas

taip, kad po sterilizavimo jis buty 7,3 £ 0,2 esant 25 °C temperatiirai. Sterilizuojama 15 min.

autoklave 121 °C temperatiiroje.

6 lentelé. Kraujo agaro sudétis

MedZiagos Kiekis (g; ml)
Fermentinis gyviiny audiniy hidrolizatas 159

Kepeny hidrolizatas 2,50

Mieliy ekstraktas 50

Natrio chloridas 5¢

Agaras Nuo 9 g iki 18 g
Vanduo 1000 ml

Komponentai iStirpinami vandenyje virinant. Jei biitina, pH koreguojamas taip, kad po

sterilizavimo jis biity 7,3 £ 0,2 esant 25 °C temperattrai. Sterilizuojama 15 min. autoklave 121

°C temperatiiroje.

7 lentelé. Angliavandeniy skaidymo sultinio (L-ramnozés ir D-ksilozés) sudétis

MedZiagos Kiekis (g; ml)
Fermentinis gyviiny audiniy hidrolizatas 10g

Meésos ekstraktas 1g

Natrio chloridas 5¢
Bromkrezolio violetinis 0,02 g
Vanduo 1000 ml

Komponentai itirpinami vandenyje Sildant, jei biitina. Jei butina, pH koreguojamas

taip, kad po sterilizavimo jis buty 6,8 £ 0,2 esant 25 °C temperattrai. Sterilizuojama 15 min.

autoklave 121 °C temperatiiroje. 5 g angliavandenio (L-ramnozés arba D-ksilozés) istirpinami

100 ml vandenyje, sterilizuojama filtruojant per membrana.
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8 lentelé. CAMP terpés sudétis

MedZiagos Kiekis (ml)
Pagrindiné terpé (6 lentelé) 100 ml
Defibrinuotas kraujas Nuo 5 ml iki 7 ml

Kraujas jpilamas j pagrinding terpe (6 lentelé), prieS tai atvésintg iki 47— 50 °C

temperatiiros. Gerai iSmaiSoma. Terpé iSmaiSoma | sterilias Petri 1éksteles, leidziama sustingti.
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2 PRIEDAS

Listeria monocytogenes PFGE profiliai

Listeria monocytogenes kamienai karpyti Ascl ir Apal restrikcijos endonukleazémis. 1,
5, 10, 15 takeliai Salmonella enterica Braenderup H9812.

$8. 7886 7887 7889 .8, 7892 7834 11487 11754 S.B. 11547 11080 11072 9954  S.B.

1 pav. L. monocytogenes karpyta Ascl restrikcijos endonukleaze.

S.B. 7886 7887 7889 S.B. 7892 7894 11487 11754 SB. 11547 11080 11072 9954 S.B.

1 pav. L. monocytogenes karpyta Apal restrikcijos endonukleaze.
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Listeria monocytogenes kamienai karpyti Ascl ir Apal restrikcijos endonukleazémis. 1,

5, 10, 15 takeliai Salmonella enterica Braenderup H9812.

S.B. 9100 9245 8255 S.B. 9003 9197 7544 7542 S.B. 9120 9877 8250 9540 S.B.

3 pav. L. monocytogenes karpyta Ascl restrikcijos endonukleaze.

SB. 9100 9245 8255 S.B. 9003 9197 7544 7542 S.B. 9120 9877 8250 9540 S.B.

4 pav. L. monocytogenes karpyta Apal restrikcijos endonukleaze.
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Listeria monocytogenes kamienai karpyti Ascl ir Apal restrikcijos endonukleazémis. 1,

5, 10, 15 takeliai Salmonella enterica Braenderup H9812.

S.B. 7250 8997 7778 S.B. 7920 8744 9870 8700  SB. 9855 9780 10050 11033 S.B.

— e g e - -— G S -

5 pav. L .monocytogenes karpyta Ascl restrikcijos endonukleaze.

S.B. 7250 8997 7778 S.B. 7920 8744 9870 8700 S.B. 9855 9780 10050 11033 S.B.

—_ o e — - p—
el et — — 4 el B — —

6 pav. L .monocytogenes karpyta Apal restrikcijos endonukleaze.
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Listeria monocytogenes kamienai karpyti Ascl ir Apal restrikcijos endonukleazémis. 1,

5, 10, 15 takeliai Salmonella enterica Braenderup H9812.

S.B. 9779 8780 8977 S.B. 9941 8998 11045 9887  SB. 13544 13725 13722 11580 S.B.

7 pav. L. monocytogenes karpyta Ascl restrikcijos endonukleaze.

S.B. 9779 8780 8977 S.B. 9941 8998 11045 9887 S.B. 13544 13725 13722 11580  SB.

- .. e e e -

8 pav. L. monocytogenes karpyta Apal restrikcijos endonukleaze.
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