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RAPORT

Obiectiv
Crearea de sisteme de PCR in timp real pentru detectarea, identificarea si, in functie de
caz, stabilirca numarului de bacterii patogene din speciile Listeria spp., Salmonella spp.,

Campylobacter jejuni, E. coli O157:H7, din diferite substrate alimentare.

Avantaje estimate

Crearea de metode de detectare si de stabilire a numarului de bacterii patogene prin
metode rapide si specifice, pentru a raspunde nevoilor industriei alimentare si a organismelor de
reglementare. Aceste sisteme sunt esentiale pentru evaluarea inocuitatii produselor, a validarii
practicilor de productie si de tratament fard pericole pentru sdnatatea consumatorilor, dar si
pentru stabilirea datelor necesare pentru evaluarea riscurilor legate de consumul unui anumit
aliment, tinand cont de durata de depozitare.

Alegerea metodei de testare este determinatd in principal de norme reglementare si de
analiza costurilor fata de beneficii. Metodele care se bazeaza pe caracterizarea genetica proprie a
fiecarui micro-organism permite detectarea acestuia in conditii economice si fiabile a patogenilor
care pot fi prezenti in alimente. PCR in timp real este o metoda care permite sa satisfaca normele
de detectie de o maniera foarte sensibila si intr-un interval foarte rapid. Metodele de PCR in timp
real au Inceput sa fie utilizate In industria alimentard dar exista dificultiti legate de situatiile n

care reactia este inhibata.

Rezumat al studiului bibliografic
Ambianta epidemiologica actuala implicd un aspect de urgenta legat de gravitatea bolii
sau de accesibilitatea dificild pentru a preintdmpina boala. Orice intarziere de comunicare a
rezultatelor investigarii favorizeaza propagarea maladiei. Diagnosticul trebuie sa fie rapid iar
analiza riscurilor sa fie operativa pentru ca gestiunea riscurilor sa fie eficientd. Uneori, aceasta
depistare poate fi urmata de identificari de bacteriologie clasica ce impun interpretari destul de
laborioase. Metodele rapide cele mai folosite la ora actuald sunt reactiile imunologice de

aglutinare §i reactia de amplificare genica in lant (PCR).
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Datorita dezvoltarii spectaculoase a tehnologiei PCR 1n timp real, se remarca un interes
deosebit pentru punerea la punct a unor protocoale de diagnostic a germenilor responsabili de
producerea de toxiinfectii alimentare. In ultimii douazeci de ani s-a dezvoltat amplificarea ADN
in vitro prin PCR, care este un instrument foarte important pentru diagnosticul microbiologic. A
doua generatie de metodologii bazate pe PCR permite atat amplificarea unor fragmente specifice
de acid nucleic cat ti determinarea imediata a nivelului de amplificare.

In plus, pentru a demonstra buna derulare a reactiei de amplificare si pentru a evita
rezultatele fals negative este necesara folosirea constanta a unui control intern. Reactiile de
amplificare prin PCR pot fi inhibate de numeroase conditii si de o gama foarte diversa de
substante. In prezent, putine astfel de conditii sunt clar evidentiate in testele de diagnostic

In microbiologia alimentelor, metodele traditionale cuprind izolarea si identificarea
microorganismului. In functie de germenul in cauza, intervalul de raspuns poate fi de cateva zile,
chiar de o saptamana. In paralel cu metodele traditionale, in ultimii ani s-au dezvoltat metode
alternative, mai rapide, in special metode de biologie moleculara foarte sensibile si deosebit de
specifice. Ele ofera astdzi perspective vaste in detectarea micro-organismelor patogene, fiind
reprezentate de hibridarea moleculara si de amplificarea genica. Ele pun in evidentd un fragment
de acid nucleic, ADN sau ARN, ca marker de contaminare a unui produs alimentar.

Dupa datele bibliografice existente, tehnica cea mai frecvent utilizatd pana in prezent
este tehnologia sondelor de hidrolizd (Tagqman) a caror popularitate este sustinutad si de
activitatea comerciald. Aceasta tehnologie s-a dovedit mai eficientd decat agentii intercalari mai
ales din punctul de vedere al specificitatii si folosirii multiplex. Tehnica va permite o dezvoltare
a aplicatiilor de nivel industrial.

Specificitatea reactiei este maritd si prin utilizarea chimiei sondelor. Disponibilitatea din
ce In ce mai mare a bazelor de date asupra secventelor de ADN permit stabilirea de secvente de
amorse si de sonde fluorescente foarte specifice. Analiza datelor in cursul amplificari reduce
timpul de obtinere a rezultatelor si faciliteaza analiza unui numar foarte mare de esantioane.
Riscurile de contaminare sunt reduse deoarece produsele amplificate rdmadn in tub inchis.
Reactiile multiplex permit realizarea simultand de analize ceea ce implicda o economie de
reactivi. Introducerea in reactie a unui control intern permite demonstrarea fals negativilor.

Pe plan tehnic si tehnologic, biologia moleculara este n evolutie constanta.

Bacteriile sau microorganismele procariote sunt remarcabile pentru heterogenitatea
caracteristicilor lor, mai ales in termeni de forma (coci, bacili, ...), de mediu de viata (sol, apa,
gazde vii, ...) structura invelisului celular (prezenta sau absenta unui perete sau chiar a unei

membrane externe), regim saprofit, comensal sau parazit. In domeniul stiintelor medicale este
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foarte important s se dispuna de proceduri si de mijloace de identificare optima a bacteriilor
patogene.

Pentru Campylobacter jejuni au fost dezvoltate teste fenotipice de laborator incepand cu
anii 1980. Prin PCR urmat de electroforeza se pot detecta tulpini specifice de C. jejuni si C.
coli. Aceste examene permit confirmarea sistematica a suselor de Campylobacter identificate. In
prezent, a fost creatd o metodd de secventializare bazatd pe ARN ribozomal 16S. Tipajul
biochimic permite clasificarea suselor in patru tipuri. Metoda standardizata de membrii retelei
europene Campynet este bazati pe detectarea genei fla din genomul bacteriei amintite.
Cercetarile actuale sunt orientate spre dezvoltarea unui metode de PCR in timp real pentru a
identifica bacteria pe baza unei diferente a temperaturii de fuziune a ampliconilor, utilizdnd
sonde specifice. In fata unei tendinte de crestere a incidentei infectiei cu Campylobacter la om si
a faptului ca sunt necesare structuri de supraveghere epidemiologicd in Europa, se impune o
standardizare a datelor ce vor fi culese, atat pentru detectare cat si pentru stabilirea rezistentei la
antibiotice.

Listeria monocytogenes este o bacterie patogena pentru om la care produce o boalad
grava numita listerioza mai ales la persoanele fragilizate. Deoarece bacteria se poate dezvolta la
temperaturi reduse, a devenit o problema mai ales pentru industria alimentara unde produsele pot
fi pastrate in frigider.

Pentru detectarea Salmonella exista mai multe metode de detectare genetica prin PCR
in timp real, dintre care cea care utilizeaza principiul ,,molecular bacon” pare de viitor. Sonda
nucleotidica este marcata cu un fluorofor care emite fluorescenta doar cand are loc hibridarea cu
ampliconii. Aceastd fluorescentd este masuratd direct cu modulul optic al termociclorului.
Programul informatic calculeaza automat relatia optica dintre intensitatea fluorescentei si ciclul
de amplificare. Sunt necesare controale martor pozitiv §i negativ pentru demonstra buna
derulare a PCR.

Pentru detectarea Escherichia coli O:157 exista proceduri bazate pe folosireca PCR in
timp real prin amplificarea unei secvente specifice de ADN. Sistemul utilizeazd amorse de
oligonucleotide specifice. In functie de un anumit nivel stabilit de utilizator, se poate determina
nivelul de contaminare a esantioanelor analizate.

PCR in timp real are avantaje incontestabile fatd de PCR clasic urmat de electroforeza.
existd o serie de limite care persista:

e nu se poate evidentia caracterul infectios al microorganismului,

e nu se poate caracteriza fenotipic microorganismul;
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e costurile examenelor ramane ridicat, desi valoarea echipamentelor scade mereu.
Doar aplicatiile industriale permit investitii consistente.
e kiturile disponibile sunt limitate. Este necesard o continuare a cercetarilor pentru

a largi gama de kituri.

Noi tehnologii par a fi revolutionare in afara PCR in timp real.

Biosenzorii sunt constructii care cupleazd un sistem de detectare biologica (celula,
micro-organism, enzima, anticorp) care emite un semnal atunci cand interactioneaza cu un
marker specific pentru a fi detectat, si un senzor care convertit, amplifica si trateaza semnalul.
Acesti markeri pot fi conceputi pentru analize continui, mai ales pentru detectarea agentilor
bacterieni ce pot fi antrenati in bioterorism.

Biopuce de ADN raspund nevoilor de a detecta rapid o cantitate mare de markeri.
Principiul metodei s-ar baza pe un depozit foarte mare de fragmente de ADN sau de sonde pe o
suprafata de cativa centimetri. Dupa hibridarea cu esantioanele de testat, semnalele sunt tratate si
analizate cu un program informatic. Deocamdata nu existe suficient de multe baze de date
disponibile care sa permita extinderea procedeului.

Indiferent de performantele viitoarelor metode de detectare rapida specificd si
cantitativa a microorganismelor, nu trebuie pierdut din vedere rolul deosebit de important pe care

il are evaluarea riscurilor in procesul de analiza si apoi de gestiune a acestora.

Iasi, 12 decembrie2007
Conf. univ.Dr. Gheorghe Bradatan
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