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1. Obiectiv

Principalul obiectiv ale acestei etape este punerea la punct a unei metode de detectare rapida
multipla din alimente a patru bacterii patogene importante pentru siguranta alimentelor (Salmonella
spp., Listeria monocytogenes, Escherichia coli O157:H7 si Campylobacter jejuni).

2. Material si metoda

Culturi bacteriene, medii de cultura si conditiile de cultivare

Culturile bacteriene folosite in cadrul acestui studiu au provenit Tn marea lor majoritate din
colectia laboratorului de microbiologie alimentard fiind izolate din alimente de origine animala
acestea fiind identificate si confirmate pe baza caracterelor morfologice, culturale si biochimice. Pe
langa tulpinile ,,autohtone”, pentru confirmarea rezultatelor obtinute, au fost folosite mai multe
tulpini bacteriene de referinta: Salmonella enterica serovarietatea enteritidis ATCC 4391; Listeria
monocytogenes - ATCC 35152; Escherichia coli O;5; H7 — ATCC 43895; Campylobacter jgjuni —
ATCC 33291 si Campylobacter coli — ATCC 43478.

Culturile bacteriene pregatite au fost cultivate initial pe medii selective pentru purificare
(Agar MCCD- Preston pentru Campylobacter spp., Agar MacConkey cu sorbitol pentru E. coli
0O157:H7, Agar XLD pentru Sammonella spp. respectiv Agar Cromo Listeria pentru Listeria
monocytogenes). De pe mediile selective, colonii caracteristice au fost trecute pe mediul TSA (S
enteritidis, L. monocytogenes, E. coli O157:H7). Dupi o incubare de 12 — 18 ore la 37°C, cu o ansa
s-a transferat o colonie n mediul lichid (TSB). Culturile au fost incubate la 37°C timp de 24 ore
agitandu-se recipientele continuu (200 rpm) pentru a se atinge faza stationard a dezvoltarii
bacteriene. Pentru Campylobacter jejuni incubarea s-a efectuat in atmosfera controlata (5% O,
10% Co; si 85% N) la 42°C in bulion nutritiv suplimentat cu sange defibrinat de oaie (5%) si
supliment Preston Campylobacter..

Substraturile alimentare au fost inoculate cu celule bacteriene apartinand celor patru specii,
separat si in combinatie, Tn concentratii variabile. Au fost realizate incarcaturi bacteriene de la 10
pana la 10° UFC/g sau ml, prin introducerea unor probe de aiment in volume de 10 ori mai mari de
apa peptonata sterild, insdmantata cu culturi bacteriene pe mediul lichid, In pungi din plastic sterile
si omogenizate in stomacher. Nivelul incarcaturii bacteriene a fost stabilit, pentru fiecare specie
bacteriand prin insdmantarea dilutiilor seriate pe mediile solide prezentate anterior.

Extractia ADN

Pentru extractia ADN a fost folosit kitul Prepman Ultra (Applera - Applied Biosistems,
Biogen Romania).

In cazul culturilor pe medii solide: Celulele bacteriene, prelevate cu o ansi sterild din
coloniile specifice au fost suspendate in 100 ul reagent PrepMan Ultra. Amestecul a fost vortexat
energic timp de 5 minute dupa care a fost incalzit la 100°C si pastrat la acestd temperaturd timp de
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10 minute. Dupa tratamentul termic amestecul a fost adus la temperatura camerei si centrifugat la
12.000 rpm timp de 2 minute. Un volum de 50 pl din supernatantul rezultat in urma centrifugarii a
fost transferat intr-un tub special si pastrat la 4°C pana la utilizare.

In cazul culturilor pe medii lichide a fost prelevat un volum de 1 ml culturd care a fost
centrifugat la 12.000 rpm timp de 2 minute. Supernatantul a fost indepartat prin aspirare cu
protejarea sedimentului. Peste sedimentul rezultat s-a adaugat 100 pl reagent PrepMan Ultra.
Amestecul a fost vortexat energic timp de 5 minute apoi incalzit la 95 - 100°C si pastrat la acesta
temperaturd timp de 10 minute. Dupa tratamentul termic amestecul a fost adus la temperatura
camerei $i centrifugat la 12.000 rpm timp de 2 minute. Un volum de 50 pl din supernatantul rezultat
in urma centrifugarii a fost transferat intr-un tub special si pastrat la 4°c pana la utilizare.

Din probele contaminate a fost prelevat cate un ml din partea lichidd rezultata In urma
omogenizarii care a fost transferat intr-un tub steril si a fost supus centrifugarii la 16000 rpm timp
de 3 minute. Amestecul a fost vortexat energic timp de 5 minute apoi incilzit la 95 -100°C si pastrat
la aceastd temperaturd timp de 10 minute. Dupa tratamentul termic amestecul a fost adus la
temperatura camerei si centrifugat la 12.000 rpm timp de 2 minute. Un volum de 50 ul din
supernatantul rezultat in urma centrifugarii a fost transferat intr-un tub special si pastrat la 4°C pana
lautilizare.

Extractia ADN din proba de aliment, inainte de inocularea cu bacterii s-a efectuat dupa o
procedura similard; ADN-ul rezultat, In amestec cu ADN-ul de la tulpinile de referintd purificat
fiind utilizat pentru depistarea inhibitorilor de reactie.

Concentratia initiald a ADN - ului din probe a fost determinata spectrofotometric
determinandu-se absorbanta la 260 nm cu ajutorul unui spectrofotometru SmartSpec 3000 —
BioRad. Materialul genetic extras a fost diluat cu apa ultrapura (DNase free) obtinandu-se dilutii
existat suspiciunea existentei in extras a unor inhibitori.

Purificarea ADN s-a efectuat atunci cand absorbanta determinatd a fost mai mare de 1,8 — 2,
prin tratarea acestuia dupd cu fenol, cloroform si izopropanol urmata de centrifugare si precipitarea
ADN cu etanol.

Primeri si sonde

Primerii si sondele utilizate au fost obtinuti cu ajutorul programului Primer Express 2.0
(Applied Biosystems) pornindu-se de la secvente nucleotidice specifice celor patru bacterii. Pentru
Salmonella s-a pornit de la gena ttr (GenBank AF282268), pentru Escherichia coli a fost luata in
considerare gena rfbE (GenBank S83460), pentru Listeria monocytogenes a fost analizata gena
HlyA (GenBank AF253320) iar pentru Campylobacter jejuni a fost luatd in studiu gena VSI1
(GenBank X71603)

In urma analizei combinate a celor patru gene au fost obtinute un numar de 32 de combinatii
de primeri specifici pentru cele patru bacterii. Dintre acestea au fost alese pentru testare doua
combinatii caracterizate prin parametrii cei mai convenabili pentru punerea la punct a metodei PCR
de detectare multipld rapidad (temperatura de denaturare, raportul G-C si lungimea ampliconului).

Primerii testati sunt formati dintr-un numar de 20 — 24 nucleotide, au o temperatura de
denaturare cuprinsa intre 58,7 si 59,9°C, si delimiteaza ampliconi cu lungime variabild, cuprinsi
intre 207 si 684 perechi de baze.

Pornindu-se de la seturile de primeri au fost obtinute sondele caracteristice pentru
ampliconii delimitati de primeri. Sondele obtinute sunt alcdtuite din 20 — 24 nucleotide
compelmentare nucleotidelor de pe una dintre cele doua catene ale ampliconului, si au temperatura
de denaturare cu 5 pana la 7°C mai mare decat primerii. La extremitatea 5’a sondelor s-a atagat unul
din markerii fluorescenti:VIC, FAM, TET si Texas Red iar la capatul opus un inhibitor de
fluorescentd (DQ, TAMRA, sau BHQ). Alegerea markerilor fluorescenti a fost facutd tinandu-se
cont de lungimea de unda la care acestia emit fluorescenta maxima si de filtrele cu care este dotat
aparatul cu care s-a efectuat experimentele (Applied Biosystems Real-Time PCR 7300) in asa fel

ege vy

Primerii si sondele astfel concepute au fost sintetizate de catre Applied BioSystems USA).
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Specificitatea primerilor si a sondelor obtinute a fost testatd ,,in silico” cu ajutorul
programului Primer Express 2.0 si prin utilizarea bazei de date BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) apartinand Centrului National pentru Informare Biotehnologica (NCBI) care poate fi
accesatd on line la adresa http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/Blast.cgi si ulterior prin ,,in vitro”
folosindu-se ADN extras din culturile pure ale tulpinilor de referinta si ale tulpinilor bacteriene din
colectia laboratoarelor de microbiologie si igiend ale Facultatii de Medicind Veterinard din lasi (11
tulpini de Salmonella spp., 9 tulpini de Listeria monocytogenes, 2 tulpini de Escherichia coli
0157:H7 si 8 tulpini de Campylobacter jgjuni).

Real time PCR

Amplificarea genicd s-a efectuat cu ajutorul unui aparat Real-Time PCR 7300 (Applied
Biosystems USA) Experimentul a fost efectuat pe fiecare tulpind bacteriand in parte, pe grupuri de
cate doua, trei si, in final, patru baterii. Au fost efectuate teste atat pe culturi bacteriene cat si pe
substraturi alimentare contaminate artificial. Reactiile au fost efectuate in triplicat.

Prin tatonare si In concordantd cu structura §i dimensiunile primerilor §i a sondelor s-a
stabilit un protocol de lucru similar pentru toate cele patru bacterii analizate. Pentru optimizarea
conditiilor de reactie au fost folosite concentratii variabile de primeri (intre 100 si 400 nM) si sonde
(intre 50 si 200 nM). Amplificarea s-a facut in microplaci, in godeurile acestora introducandu-se
cate TakMan Environmental PCR Master Mix (Applied Biosystems) si amestec primeri si sonde de
la speciile bacteriene. (Volumele folosite au variat intre In functie de numarul speciilor bacteriene
testate simultan). Dupa agitarea lentd a acestora, in godeuri a fost introdus si ADN-ul extras anterior
si adus la o concentratie stabilitd anterior. Godeurile au fost acoperite cu folia adeziva pentru a se
preveni contaminarea si introduse in sistemul de amplificare. Amestecul a fost supus unei
temperaturi de 50°C timp de 5 minute, apoi la 95°C pentru 10 minute, pentru activarea enzimei
AmpliTaq Gold si la 40 de cicluri de formate din doud etape: denaturare la 95°C timp de 15 s si
aliniere — elongare 60 — 63°C timp de 1 minut (temperatura optima de legare a primerilor/sondelor a
fost stabilitd dupa mai multe incercari pentru a se obtine un randament maxim).

Rezultatul reactiei a fost vizualizat In timp real cu ajutorul software-ului ce insoteste
sistemul de amplificare prin monitorizarea evolutiei fluorescentei dupa fiecare ciclu de amplificare.

Sensibilitatea reactiei

Pentru stabilirea limitelor de detectie a reactiei PCR de detectare multipld (multiplex) au fost
testate dilutii zecimale ale materialului genetic (10 — 10% si sau comparat rezultatele cu cele
obtinute in urma reactiilor PCR efectuate pentru fiecare bacterie separat (uniplex) la dilutii similare.

Sensibilitatea reactiilor PCR (uniplex si multiplex) a fost analizatd si Tn urma inocularii
artificiale carnii de pasare cu cele patru specii bacteriene.

3. Rezultate si discutii

In urma experimentelor efectuate, pornindu-se de la secvente nucleotidice a caror
specificitate pentru cele patru specii bacteriene, s-au obtinut mai multe seturi de primeri pentru
fiecare dintre cele patru specii de bacterii. Primerii i sondele obtinute au secvente nucleotidice
diferite de cele descrise in literatura de specialitate.

Testarea specificititii primerilor si a sondelor

Cele patru perechi de secvente nucleotidice concepute pentru a fi complementare cu gene
caracterizate prin specificitate ridicata pentru Salmonella spp., E. coli O157:H7, Listeria
monocytogenes si Capmylobacter jejuni, in urma testarilor ,,in silico” si ,,in vitro” pe culturile
bacteriene selectionate au demonstrat ca sunt specifice pentru fiecare specie bacteriand, producand
ampliconi cu dimensiunea prognozata. Specificitatea relativa a fost demonstrata pe un numar total
de 34 de tulpini bacteriene dintre care 4 tulpini de referinta ATCC.

Sensibilitatea unei reactii PCR poate fi stabilitd prin identificarea numarului minim de
secvente nucleotidice tinta ce poate fi detectat in conditii de specificitate ridicatd si cu obtinerea de
rezultate reproductibile.
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determindari pe ADN-ul celor patru bacterii separat si dupa gruparea acestora, extras atat din
culturile obtinute pe medii specifice cat si din carnea de pasare dupd inocularea experimentald a
acesteia. ADN-ul obtinut a fost diluat, obtinandu-se dilutii cu continut de ADN bine determinat.
Sensibilitatea testului Real-Time PCR uniplex
In cazul testelor PCR, efectuate pentru fiecare baterie in parte, in conditiile studiului, s-a
reusit detectarea unor cantititi de ADN corespunzatoare unei incarcaturi bacteriene pornind de la 1
UFC/ml pentru toate cele 4 specii bacteriene testate (Tabel nr.1).

Tabel 1 — Amplificarea ADN-ului bacterian obtinut prin extractie din culturile bacteriene, in
concentratii diferite, prin RT-PCR

Inocul log PCR uniplex
UFC/mI .
(genom saimonella | E. coli O157:H7 Listeria CEM o TEE LS
echivalent) monocytogenes jeuni
0 + + + +
1 + + + +
2 + + + +
3 + + + +
4 + + + +
5 + + + +

Repetarea testelor, in conditii similare, pe ADN extras consecutiv inoculdrii experimentale a
carnii de pasare a furnizat rezultate concludente insa limita de detectie a fost de 10 UFC/ml pentru
trei din cele patru specii bacteriene (Salmonella, E. coli, Campylobacter jejuni). (Tabel 2).

Tabel 2 — Amplificarea ADN-ului bacterian obtinut prin extractie din carne, in concentratii diferite,

prin RT-PCR
Inocul (log PCR uniplex
UgFeggr?P Salmonella | E. coli 0157:H7 Listeria SR
echivalent monocytogenes jeuni
0 - - + -
1 + - + +
2 + + + +
3 + + + +
4 + + + +
5 + + + +

Reducerea limitei de detectie a fost consecinta prezentei in mediul de reactie a unor
inhibitori. Identificarea inhibitorilor de reactie este foarte dificild. Acestia pot actiona prin reducerea
activitatii enzimelor necesare amplificarii, degradarea materialului genetic sau prin reducerea
eficientei extractiei materialului genetic. Literatura de specialitate citeaza numerosi factori care pot
avea actiune inhibitoare cu origine in carne dar mecanismul intim de actiune al acestora nu este pe
deplin cunoscut. Cele mai des citate sunt unele molecule organice din carne si sange, cum sunt
glicogenul, unii compusi fenolici si imunoglobulinele. Principalele metode prin care se reduce
efectul inhibitorilor de reactie utilizate in prezent constau in alegerea unor metode de pregitire a
probelor preponderent fizice cum este flotatia care concentreaza materialul genetic la partea
superioara a tuburilor de centrifugare sau prin adaugarea unor stimulatori de amplificare in
amestecul de reactie (albumina serica de bovine), care actioneaza prin legarea inhibitorilor sau prin
atenuarea efectului proteazelor ce pot afecta ADN polimeraza. Tn cazul nostru, deoarece astfel de
substante au fost prezente in mixul de reactie fiind introduse de catre producdtor cauza principala a
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reducerii limitei de detectie pare a fi legata de metoda utilizati la pregitirea probelor. In etapa
ulterioara de optimizare a reactiei va trebui sa modificdm metoda de extractie a ADN — ului pentru a
reduce astfel de fenomene.

Evaluarea curbelor standard de amplificare obtinute prin regresia lineard a valorilor CT
(Cycle Threshold = punctul in care fluorescenta dezvoltata prin amplificare depaseste limita de
detectie, stabilitd manual sau automat de catre aparatul de amplificare) obtinute prin amplificarea
dilutiilor seriate ale ADN-ului extras din culturile bacteriene si din carnea de pasare a demonstrat
eficienta procesului de amplificare (valoarea R? apropiata de 1).

Compararea acestor curbe arata, de asemenea, o eficientd a amplificarii mai mica in cazul
ADN — ului obtinut in urma inocularii carnii de pasdre. Valorile R? sunt, de reguld mai mari in cazul
ADN - ului din culturile bacteriene. Valorile CT mai mari de 39 au fost interpretate ca lipsa de
amplificare deoarece, dupa specificatiile producatorului sistemului de amplificare, acestea depasesc
sensibilitatea acestuia (Fig. 1 2,3,4).

50 - y = -3.0475x + 40.752

R?=0.9859
40 -

30 -
cT 20 - y =-3.24x + 38.363
R? = 0.9928

10

0 T T T T T T T T T T T T 1
-05 0 05 1 15 2 25 3 35 4 45 5 55 6

Log UFC/PCR
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————— Linear (Cultura) Linear (Carne)

Fig.1a Curba standard de amplificare la Salmonella spp. in functie de
concentratia ADN si de modalitatea de extractie
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Fig.2 Curba standard de amplificare la E.coli O157:H7 in functie de concentratia
ADN si de modalitatea de extractie
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Fig.3 Curba standard de amplificare la Listeria monocytogenes in functie de concentratia
ADN si de modalitatea de extractie
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Fig.1 Curba standard de amplificare la Campylobacter jgjuni in functie de concentratia
ADN si de modalitatea de extractie

.....

Sensibilitatea testului Real-Time PCR aplicat pe ADN purificat extras din culturi
bacteriene

Pentru evaluarea sensibilitatii testului multiplex s-au preparat amestecuri din ADN — ul
purificat al celor patru bacterii extras din culturi de referintd, in proportii variabile (1 — 10° genom
echivalent/reactie).

La concentratii ale ADN echivalente cu 1 UFC/ml a fost observata amplificarea la L.
monocytogenes dar nu si in cazul celorlalte specii. Incepand de la concentratii de 10 UFC/ml
(genom echivalent) au fost obtinute rezultate pozitive la trei din cele patru baterii (Salmonella, L.
monocytogenes si E. coli O157:H7). In cazul speciei Campylobacter jejuni nu s-a produs
amplificarea peste limita de detectie in niciuna din situatiile analizate. (Tabelul 3).

Prin compararea valorilor CT obtinute in cazul testelor efectuate pe ADN — ul purificat de
la cele patru bacterii separat (uniplex) si amestec (multiplex) la concentratii variabile, se observa
valori usor mai mari ale CT in cazul testelor multiplex. Acest fapt arata ca sensibilitatea testelor
uniplex in conditiile experimentului efectuat este mai mare decit a celui multiplex. O explicatie
poate fi data de necesarul mai mare de reagenti din mixul de amplificare In cazul testului multiplex
si existenta unei competitii, ceea ce duce la reducerea vitezei de desfasurare a proceselor si
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Tabel 3 — Co-amplificarea ADN-ului celor patru specii bacteriene, obtinut prin extractie din
culturile bacteriene, In concentratii diferite, prin Real-Time PCR

Inocul (log UFC/ml) genom echivalent RT-PCR multiplex
Samonella | E. coli O157:H7 mntffyteégim Ca”fgjf'lj’rll’ia"te’ Samonella | E. coli O157:H7 mnlj;tegi;ms Ca”fgjf'lj’rll’ia"te’

0 0 - - + -
1 1 1 + + + -
2 2 2 2 + + + -
3 3 3 3 + + + -
4 4 4 4 + + + -
5 5 5 5 + + + -

La valori ale concentratiet ADN mai mici de 10 genom echivalent/reactie majoritatea
rezultatelor obtinute au fost neconcludente atat in cazul testelor uniplex cat si In cazul testului

multiplex (Tabel 4)

Tabel 4 - Comparatia valorilor CT (Cycle Threshold) obtinute prin Real-Time PCR (uniplex si
multiplex) in cazul utilizarii ADN-ului purificat extras din culturile bacteriene *

Log UFC/PCR
Microor ganism RT-PCR
0 1 2 3 4 5
Uniplex | 39,03 34,79 31,55 28,31 25,07 22,83
Salmonella spp.
Multiplex | <40 36,66 34,692 31,92 27,746 | 25,773
—_ . Uniplex | 39,62 36,98 31,34 26,7 22,06 18,42
Escherichia coli
SLlertlaly Multiplex | <40 | 39351 | 36,721 | 34,001 | 31461 | 28831
. . Uniplex | 36,33 33,39 30,45 27,51 24,57 21,63
Listeria
MONOCItOGENeS | \1 itiplex | 37,04 | 3445 | 3186 | 2927 | 26,68 | 24,09
Uniplex | 39,73 37,19 34,65 32,11 29,57 21,03
Campylobacter
jaun Multiplex | >40 > 40 > 40 > 40 > 40 > 40

* media a trei determindri efectuate in fiecare caz in parte

Sensibilitatea testului Real-Time PCR aplicat pe carne de pasare inoculata artificial

Probele din carne de pasare au fost inoculate cu dilutii ale celor patru bacterii obtinute in
urma cultivarii acestora pe medii lichide (102 — 107 UFC/ml). Inocularea s-a efectuat prin
introducerea probelor de carne (25g) in pungi din plastic sterile; omogenizare la stomacher, dupa
care s-a adaugat in pungd dilutia (225 ml). Incircitura bacteriand a fost stabilitd prin teste
microbiologice clasice.

O proba de carne care s-a prelucrat similar fard a fi inoculatd a fost folositd ca martor
negativ.

Limita de detectie a testului s-a stabilit in functie de cea mai mare dilutie folosita pentru
inoculare de la care au fost obtinute rezultate pozitive. Cu exceptia bacteriei Campylobacter jejuni
au fost obtinute rezultate pozitive in cazul tuturor testelor efectuate ceea ce demonstreaza o limita
de detectie de cel putin 10 UFC/ml sau g (Tabel 5).
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5 — Rezultatele testului Real-Time PCR obtinute pe carnea de pasare inoculata cu cele patru
bacterii in concentratii diferite, prin Real-Time PCR

Inocul log UFC/PCR RT-PCR multiplex

Sl OES(;OII-IW monlz)i(;!yte(r)glmes Can?éil?r?ia o Sl OES(;OII-IW monlz)i(;!yte(r)glmes Can?éil?r?ia o

2 2 2 2 + + -

3 3 3 3 + + -

4 4 4 4 + + + -

5 5 5 5 + + + -

6 6 6 6 + + + -

7 7 7 7 + + + -

4. Concluzii

1. In conditiile experimentelor efectuate, secventele nucleotidice (primeri i sonde) identificate

pentru detectia i cuantificarea celor patru bacterii patogene din alimente au dovedit
specificitate ridicati;

Metoda pusd la punct in acest experiment a dovedit sensibilitate pentru detectia si
cuantificarea speciilor de bacterii patogene vizate;

Dintre cele patru specii bacteriene luate n studiu, Tn urma experimentelor efectuate au fost
obtinute rezultate concludente pentru trei (Salmonella, E. coli OI157:H7 i L.
monocytogenes), n cazul speciei Campylobacter jegjuni rezultatele fiind concludente doar
pentru testele de tip uniplex.

Sensibilitatea metodei a fost mai mare in cazul testelor uniplex decét in cazul testelor
multiplex.

Sensibilitatea metodei s-a diminuat atunci cand experimentele au fost efectuate pe alimente
inoculate artificial;

In cazul testelor uniplex, limita de detectie stabilitd in conditiile studiului efectuat a variat de
la1l UFC/ml pentru L. monocytogenes la 10 UFC/ml pentru Salmonella, E. coli O157:H7 si
Campylobacter jejuni.

In cazul testelor multiplex, limita de detectie a variat I UFC/ml pentru L. monocytogenes la
10 UFC/ml pentru Salmonella, E. coli O157:H7, pentru specia Campylobacter jejuni
rezultatele nepermitand inca stabilirea limitei de detectie.

Rezultatele obtinute sunt incurajatoare dar cercetdrile trebuie continuate pentru a se stabili
conditiile optime de detectare simultand a celor patru bacterii, identificarea posibililor
inhibitori si conceperea unui control intern, conditii imperativ necesare pentru definitivarea
metodei si aplicarea ei in practica.

Director proiect,
Sef de lucrari dr. Viorel FLORISTEAN
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