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Titlul proiectului :
« Cercetari pentru determinarea cantitativa simultana a patru bacterii
patogene din produse alimentare prin PCR in timp real multiplex »

director de proiect : Conf.univ.dr. Gheorghe BRADATAN

In microbiologia aimentelor, metodele traditionale cuprind izolarea s identificarea
microorganismului. In functie de germenul in cauza, intervalul de raspuns poate fi de cateva zile,
chiar de o saptamana. In parade cu metodele traditionae, in ultimii ani s-au dezvoltat metode
aternative, 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, camarker de contaminare a unui produs alimentar.

PCR in timp real este 0 metoda care permite sa satisfacd normele de detectie de o maniera
foarte sensibildsi intr-un interval foarte rapid. Metodele de PCR in timp real au inceput sa fie
utilizate in industria alimentara dar existd dificultati legate de situatiile in care reactia este
inhibata.

PCR in timp real are avantaje incontestabile fatd de PCR clasic urmat de electroforeza. Totusi,

de limite care persista:
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Obiectiv
Validarea unor sisteme de PCR in timp real pentru detectarea, identificarefnaie

de caz, stabilirea nuinului de bacterii patogene din speciitecoli O157:H7,Salmonella spp.,
Campylobacter jgjuni, Listeria spp. din diferite substraturi alimentare.

Materiale s metode

Aparat pentru dilutie automa{Dilumat-3 — AES Laboratories)
Aparat pentru irignangare in spird in vederea determini cantitative Led Techno
(LAB Equipement)
- Sac pentru solig, cu filtru; Stomacher
- Hota cu flux laminarishota chimi@ prevazuta cu bec de gaz
- Congelator la -180Cigrigider la 40C.
- Tavi metalice
- Instrumente ceagpermit prelevarea desantioane (cutit, foarfece, pef)s
- Aspirator pentru pipete de 1-10 ml
- Pipete de unicfolosinta cu capacitate de 1 mige 10 ml.
- Manus de latex de unicfolosinta
- Autoclav si memodata Therm 2
- pH-metru (Hanna Instruments)
- dispozitiv pentru stabilirea numarului de unitati formatoare de colonii
- micropipete Ralnin 0,5-10 pL, 10-100 pL, 20-200 pL, 100-1000 pL
- conuri pentru micropipete 10 puL, 200 pL si 1000 pL
- microvortex (VWR)
- spectrofotometru Gene Quant Pro
- centrifugi Eppendofr Centrifuge 5415D
- AB Applied Biostems 7300 Real Time PCR System
- Eppendorf Mastercycle gradient (VWR International)

Prelevatul care se efectueazrebuie § fie cat mai reprezentatiyi sa reprezinte
imaginea global a eantionului. Cantrirea probei (25g) se face la DILUMAT 3, dispozitiv
calibrat zilnic. Solutia mama se prepdr cu acelai dilumat prin adéigarea de 225 ml mediu de
cultura lichid. Pentru fiecare tip de microorganism esteasar un timp de pafizare & permia
revivificarea eventualelor microorganisme prezenteamton.

Dilutiile zecimale se oin prin amestecul unui volum determinat dintr-uni@vat cu un
volum de nouzri mai mare de diluant. Aceésiperaiune se repétpari la obinerea unei game
de dilufi zecimale corespuroare protocolului experimental.

Incubarea mediilor de cultuse face in incubatoare péute cu sisteme de inregistrare
automati a temperaturiiiscu dispozitive de alettin caz de disfunmnare.

Dupaincubarea prevzuta pentru fiecare microorganism se recupeied¥ ml de mediu
de cultua pentru a servi astfel: 1 ml pentru extrace ADN bacteriagi 9 ml pentru congelare
—contra-proba). Citirea probelor se efectdieamb hota cu flux laminar sau hota chimiin
apropierea becului de gaz, in conul de sterilitate.

Punerea in cultura a unei tulpini bacteriene

Se scoate din congelator un tub ce contine bile cu tulpina bacteriana. Cu ajutorul unei
pense sterile se scoate o astfel de bila care se depune intr-un tutAntbryun mediu
corespunitor speciei bacteriene. Tn fuiie de specia bacteriars® poate ca bilaidie rulat pe
suprafaa unei pici Petri.
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Se incubeax tubul sau geloza in conilie specifice tulpinii bacteriene. Verificarea
tulpinii bacteriene

Salmonella Salmonella Escherichia coli
atmosfera aeroba aeroba aeroba
mediu BGA XLD TBX
incubare 24h la 370C 24hla 370C 24h la 370C
Colonii Colonii rogdi stralucitoare,| Colonii roze  cu| Colonii bleu-verzi
caracteristice convexe, schimbareacentrul negru, plate

mediului Tn rog

Confirmarea 1

Repicare pe TSI

fin

incubare 24h 370C

Confirmare 2 Panta ras sediment galben/negru

Confirmare 3 Galeria API 20E

Incubare 18-24h la 370C

Lectura Profil Salmonella spp

Extractia de ADN bacterian

Se transfera in conditii sterile un ml de cultura bacteriana in mediu lichid intr-un tub
conic cu capacitatea de 1,5 sau 2 ml.

Se centrifugheazla 14000 turgi pe minut timp de 2 minute iar supernatantul se
indepiteaz cu atenie pentru ca sedimentul bacterian &a&naatagat la pereai tubului.

Se adaug 600 puL de solge de lizi nucleia si se amestecfoarte atent pentru a dizolva
complet sedimentul bacterian. Se inculdeéz 800C timp de 5 minutgl apoi se &ceste la
temperatura ambiaint

Se adaug®00 pL de soltie pentru precipitarea proteinelgrse incubeaz pe gheg
timp de 5 minute.

Dupa o centrifugare la 14000 tufia pe minut timp de 3 minute, se trangfer
supernatantul intr-un alt tub de rgi@cce conne 600 uL izopropanol. Se amesteca foarte bine,
se centrifugheaza si se indeparteaza supernatantul.

Se adauga 600 pL de alcool etilic 70%, se amesteca, e centrifugheaza si se indeparteaza
supernatantul. Timp de 15 minute se lasa tubul deschis pentru ca urmele de alcool sa poata fi
evaporate.

Se hidrateaza sedimentul cu 100 pL solutie rehidratanta si eventual cu 3-4 pL RNaza.
Rehidratarea se poate realiza timp de o ora la 650C sau peste 12 ore la 40C.

ADN-ul se pastreaza la 40C daca va fi utilizat imediat sau stocat la -200C

Pentru bacterile Gram pozitive inainte de a urma acest protocol se incubeaza
sedimentul bacterian cu 120 pL de solutie de lizozim care va actiona asupra peretelui bacterian
timp de 60 minute la 370C.

Reactivi pentru PCR in timp real
Enzima si nucleotide: iTAq Supermix with ROX (BioRAD)

iTAq SYBR Green with ROX (BioRAD)

Secvente de nucleotide pentru

Enzima si nucleotide:

- gena rfbE sau stx pentru Escherichia coli 0:157

- gena ttr Salmonella
- gena 50s Campylobacter jejuni si Campylobacter coli

- gena VS1 doar pentru Campylobacter jejuni
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Validarea metodelor de analia

Exactitudine (justgea): diferera dintre valoarea acceptattonvenional ca fiind
adevaati sau valoarea de referingh valoarea gsiti prin aplicarea repetata procedurii de
analiza.

Fidelitatea este difereatdintre rezultatele de analimdependente oimute in condiile
prevazute.

Repetabilitatea este fidelitatea whyta in condiiile urmatoare: rezultatele analizelor
sunt obinute prin aceed metodain acelai laborator, de acea operator, utilizand acelgia
echipamente, intr-un interval scurt de timp.

Reproductibilitatea este fidelitatea whta Tn condiiile urmatoare: rezultatele sunt
obtinute prin aceed metodade analiz pe acelsi tip de gantioane in acejalaborator de dtre
operatori diferii ce folosesc echipamente diferite in intervaleich Wiferite.

Limita de detege este cea mai miccantitate care poate fi deteétdn condiiile
definite de laborator, prin metoda te&tat

Proba albapermite evaluarea sterditi condiilor de lucru de-a lungul intregului lant
analitic. Probele albe de cercetare (exemplu pentru Salmonella) : se réaliteeaga metoda
de analiz in paralel cu analiza in curs dar se fojts@pa sterdl in loc de gantion. Proba alba
de nunirare. Cel pun doua placi Petri cu geloza PCA sunt #mangate in paralel cu analiza
folosind apa stetil Daca aparatul de #®angare in spiral se foloste toa# ziua se fac teste de
sterilitate de trei ori pe zi.

Proba albade local permite verificarea contamimaocalului in care se efectueaz
analizele precunsi contaminarea aerului ambiant. Ea céndin analiza unui gntion de ap
sterila lasat in aer liber in local. Cu ocazia figei analize cantitative blancul de local este
analizat Tn acela timp cu gantioanelesi trebuie 4 reagioneze ca ungantion negativ, respectiv
ca un gantion care nu coime secverg ADN cercetat In caz contrar localul trebuiei die
decontaminat iar analizele aelte.

Proba albade extratie permite § se verifice datreactivii analitici nu sunt contamitia
Este vorba de unsantion de apsterik la care se efectueamtregul proces analitic. Cu ocazia
fiecirei analize cantitative proba ald# extragie este analizatin acelai timp cu gantioanelesi
trebuie 4 reagioneze ca unsantion negativ, respectiv ugantion care nu conina secvern
de ADN cercetait

Controlul pozitiv. Este vorba de probe martor pozitive careicosgcvera de ADN
cercetai.

Controlul negativ. Este vorba dgamtioane negative care nu donsecvera de ADN
cercetal.

Curba de etalonare. Furnizéaa relgie dintre nasurile obinute pentru gantioanesi
cele pentru materiale de referinta

Stabilirea protocoalelor experimentale a pornit de la lucrari stiintifice precum:

Sails A.D., Fox A., Bolton F,. Wareing D., Greenway D. A Real-Time PCR Assay for
the Detection ofCampylobacter jguni in Foods after Enrichment Culture App. Environ
Microbiol. 2003 March; 69(3): 1383-1390.

Bassler HA, Flood SJ, Livak KJ, Marmaro J, Knorr R, Batt CA.Use of a fluorogenic
probe in a PCR-based assay for the detection of Listeria monocytogenes. Appl Environ
Microbiol. 1995 Oct;61(10):3724-8.

Lund M., Nordentoft S., Pedersen K., Madsen .M Detection of Campylobacter spp. in
Chicken Fecal Samples by Real-Time PCR Journal of Clinical Microbiology, 2004, Vol. 42, No.
11, p. 5125-5132,

Poitras E. Houde A. La PCR en temps reel: principes et applications. Rev Biol.
Biotechn. 2002, 2 (2): 2-11.
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Rezultate obtinute

Compararea reactivilor (enzima TagMan si nucleotide) de la Biorad si Sigma-Genosys
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Detectare de Salmonella

7300 System SDS Software - [130607_ttr_slm.sds (Absolute Quantification)]
Fie v Too 3 Vi e

IEEC I e T

 Setg ¥ instumert YResuis §
[Fizte Y Specva ¥ Cormponent Y Amplification Plot { Standard Curve  Dissaciation § Report \

D s e
1 . I

s [ n =]
P — |
Lrece it =]

st
e
Tha [T

£ st
v i
Sttt i

n

o

Hap.

W2 3 45 6 7 8 9 10114213 18 15 16 17 18 19 20 1 22 23 26 35 2 3 2 3 N % W 4 B ® A B W0

Cyse e
S 2 R T N S ETI BT

L]
— . e —_ | | — —

7300 System SDS Software - [2008,

\amburg_178_64oC.sds (Absolute Quantification)]
B Fie ven Tok evumect anshse Wik bl —ex

n Plot Y Stancard Curve ¥ Dissociaton ¥ Report §

et e Cyce

e [Tty ]
T I e B |
Lt et it =]

o

bl A1 B

-
oo

/ s

// Endlot [F

any _rvine |

Fab

Detafn

T 23 45 8 7T B 010111213 14156 17 16 19N 2 22 2 2 22 B 2NN LW MH WA B WM

e Nurer

5/6



CNCSIS - IDEI_ 275/ 2007

Detectare de Campylobacter (coli si jejuii
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Concluzi

Secventele nucleotidice alese permit detectarea rapida prin PCR in timp real a celor
patru bacterii studiate. Validarea metodelor a dat rezultate incurajatoare din punct de vedere al
specificitatii si sensibilitatii.

Cercetarile trebuie continuate pentru a stabili conditi de detectare simultana a

bacteriilor. Precizarea unor posibili inhibitori si conceperea unui control intern ar dezvolta
metode spre aplicabilitatea practica.

12 decembrie 2008
Conf. univ.Dr. Gheorghe Bdatan
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