Sinteza rezultatelor

Programul CNCSIS RESURSE UMANE
Tipul proiectului Proiecte de cercetare postdoctorala
Cod proiect PD 377
Contractul de finantare Nr.197/2010
Perioada 2010-2012

Titlul proiectului: ,,Cercetari bacteriologice si de biologie moleculara privind identificarea
unor serotipuri de Listeria monocytogenes din alimente de origine animala si non-animala.”

Director de proiect: Sef de lucrari dr. Catalin Carp-Carare
1. Obiectiv
Principalul obiectiv al acestei etape este izolarea si identificarea unor tulpini de Listeria
monocytogenes din alimente de origine animald §i non-animald prin testele microbiologice
clasice, utilizind metodele de lucru din standardele nationale in vigoare.
2. Material si metoda

Recoltarea probelor de origine animala si non-animala luate in analizd
Probele de origine animala luate in studiu au fost repartizate in 2 loturi:

- 55 de probe lapte nepasteurizat si pasteurizat si produse lactate ( branza proaspata de
vaci, smantana si cas de oaie );
- 40 carne de porc, oaie i melc;

Probele de origine non-animald au fost reprezentate de diferite legume. S-au luat n
studiu un numar de 25 de probe.

Tehnica de lucru

Probele de lapte nepasteurizat si de produse lactate au fost recoltate din sectorul
particular, iar cele din lapte pasteurizat au fost achizitionate din comert.

Probele de carne de porc si oaie au fost recoltate din abatoare, din diferite etape ale
fluxului tehnologic, iar cele de carne de melc au fost recoltate din crescatorii.

Izolarea L. monocytogenes din alimente care contin microflord de asociatie este mult mai
dificila si necesitd Imbogatirea selectiva a probelor inainte de strierea lor pe agarelor selective de
izolare. Cateva medii de imbogatire selectiva sunt: bulionul USDA-FSIS numit si LEB-1 ( Listeria
enrichment broth ), LEB- 2, bulionul FDA, agarul McBride, agarul LPM. Nici agarul McBride nici

LPM nu contin substante chimice care sa permita identificarea prezumtiva diferentiald a coloniilor de



Listeria prin aspect sau culoare. Aceste medii au culoarea agarului nutritiv simplu, iar coloniile de
Listeria dezvoltate pe suprafata lor sunt mici si incolore, asemanatoare cu cele ale streptococilor cu
care se confunda de obicei.

Agarul PALCAM si OXFORD incearca sa inlature acest inconvenient prin incorporarea in
mediu a unor agenti de diferentiere. Astfel, pe agarul PALCAM coloniile de Listeria spp. apar
colorate Tn gri-verzui, cu diametrul de 2 mm si centrul negru si concav si au un halou negru pe
fondul rosu-visiniu al mediului. Pe agarul Oxford coloniile de Listeria spp. apar negre, cu diametrul
de 1-2 mm dupa o incubare de 24 de ore, si de 3 mm dupa o incubare de 48 de ore, inconjurate de un
halou negru. La ora actuala exista medii cromogene (Ottaviani — Agosti, Listeria Cromogenic Agar),
care diferentiaza foarte usor Listeria monocytogenes de celelalte specii de Listeria.

Izolarea si identificarea tulpinilor de Listeria monocytogenes s-a realizat conform
standardului SR 1SO 11 290-1/2000.

In cadrul protocolului de lucru, pentru preimbogitire s-au omogenizat 25 g/ml produs n
225 ml bulion demi-Fraser. Dupa o incubare de 24 de ore la 30°C, a urmat o imbogatire
secundara selectiva prin trecerea a 0,1 ml din cultura de preimbogatire in 10 ml bulion Fraser.

Tn cazul probelor de carne de melc,5 g carne s-au imbogatit in 25 ml mediu Fraser. Dupa
o alta perioada de incubare la 37°C, 24 de ore, s-a realizat izolarea selectiva prin strierea a 0,1 ml
de cultura pe mediile selective Palcam si Oxford. Placile Petri astfel insamantate s-au incubat la
35°C, timp de 24-48 de ore. Suplimentar s-a realizat si o izolare selectivd pe mediul cromogen
Listeria Cromogenic Agar. Confirmarea speciei Listeria monocytogenes s-a realizat prin
efectuarea frotiurilor colorate Gram, reactia catalazei, testul mobilitatii, producerea hemolizei si
testul CAMP, iar confirmarea finala cu ajutorul testelor API-Listeria, urmarindu-se 10 caractere
biochimice.

3. Rezultate si discutii

Frecventa speciei Listeria monocytogenes a fost urmatoarea: din probele de lapte si
produsele lactate s-au izolat 7 tulpini (11,67%) : 3 (5%) din lapte nepasteurizat, 1 (1,67%) din
smantana, 1 (1,67%) din branza proaspata de vaci si 2 (3,33%) din cas de oaie preparat din lapte
nepasteurizat (tabelul nr. 1). Din laptele pasteurizat nu s-a izolat nici o tulpina, cunoscandu-se de

altfel ca Listeria monocytogenes este distrusa la 70°C in 0,3-2 minute.



Tabel nr.1

Frecventa speciei Listeria monocytogenes in lapte si produse lactate

Produsul Nr. probelor Nr. probe Nr. probe
examinate pozitive negative
Lapte nepasteurizat 18 3 (5,4%) 15 (27,27%)
Lapte pasteurizat 10 - 10 (18,18%)
Branza proaspata de vaci 7 1(1,8%) 6 (10,91%)
Smantana 10 1(1,8%) 9 ( 16,36%)
Cas de oaie 10 2 (3,6%) 8 (14,55%)
Total probe examinate 55 7 (12,73%) 48 (87,27%)

In ultimii ani, anchetele epidemiologice au permis constatarea unei cresteri in ceea ce
priveste contaminarea cu Listeria spp., la animalele domestice, in special la cele de interes
zootehnic. Aceste animale purtatoare de germeni pot usor contamina mediul ambiant si chiar
carcasele Tn timpul fluxului tehnologic. Tntrucét Listeria monocytogenes se multiplica foarte bine

la 2-5°C, ea poate fi izolata atat pe carnea proaspata, cat si pe cea refrigerata.

Tn cazul probelor reprezentate de carne, din totalul de 40 de probe, s-au izolat 15 (37,5
%) tulpini de Listeria monocytogenes: 1 (2,5%) din carnea de porc, 4 (10%) din carnea de oaie si
10 (25 %) din carnea de melci ( tabelul nr.2). Atat tulpina de pe carnea de porc, cat si 2 din

tulpinile de pe carnea de ovine au fost identificate in carne refrigerata.

Tabel nr.2
Frecventa speciei Listeria monocytogenes in probe de carne

Produsul Nr. probelor Nr. probe Nr. probe
examinate pozitive negative

Carne porc 12 1 (2,5%) 11 (27,5%)
Carne oaie 10 4 (10%) 6 (15%)
Carne melc 18 10 (25%) 8 (20%)

Total probe examinate 40 15 ( 37,5%) 25 (62,5%)




Frecventa mare a probelor de carne de melc contaminate cu Listeria monocytogenes se
datoreaza faptului ca germenul 1si are habitatul pe sol, iar crescatoriile de melci practica

In probele de origine non-animali nu s-a detectat nici o tulpind de Listeria
monocytogenes, acestea fiind achizitionate din comert.

Mediile Palcam si Oxford s-au dovedit a fi intens selective. Pe aceste medii, dupa 24 de
ore de incubare, Listeria monocytogenes a format colonii de culoare inchisa, inconjurate de un
halou negru, datorita hidrolizei esculinei (fig.1, 2). Pe mediul cromogen Listeria Cromogenic
agar, coloniile de Listeria monocytogenes au culoare turcoaz, inconjurate de un halou verzui (fig.
3).
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Fig. nr. 1 Aspectul coloniilor de Listeria Fig. nr. 2 Aspectul coloniilor de Listeria
monocytogenes pe mediul Palcam monocytogenes pe mediul Oxford

Fig. nr. 3 Aspectul coloniilor de Listeria monocytogenes pe mediul

Listeria Cromogenic agar



La examinarea frotiurilor efectuate din culturi si colorate Gram, s-a constatat prezenta
unor bacili scurti Gram-pozitivi, fard a avea o aranjare caracteristicd, insd ocazional se pot

observa grupari “V”, ”Y* sau in palisada ( fig. nr. 4).

Testul catalazei s-a efectuat prin introducerea unei anse de culturd intr-o picatura de
peroxid de hidrogen 3%. Toate tulpinile cercetate au reactionat pozitiv, aspect dovedit prin

aparitia bulelor de gaz ( fig. nr. 5).

Fig. nr. 4 Listeria monocytogenes — frotiu Fig. nr. 5 Testul catalazei
din cultura ( 5X90)

Pentru confirmarea si identificarea speciei Listeria monocytogenes, tulpinile care au
reactionat caracteristic la testele de mai sus (coloratia Gram, testul catalazei si mobilitatea la
25°C), s-au supus testelor de hemoliza si CAMP, confirmarea definitiva facandu-se cu ajutorul

testelor biochimice API.

O reactie importanta pentru definirea speciilor este producerea de hemolizine, pe agarul
cu sange de oaie (agar Columbia), stiindu-se faptul ca speciile din cadrul genului Listeria produc

diferite tipuri de hemoliza.

Astfel, tulpinile de Listeria monocytogenes au produs colonii mici, inconjurate de o zona

clara, dar mica de hemoliza (fig. nr.6).

O reactie mai slaba sau mai accentuatd de beta-hemoliza poate fi pusa in evidenta si cu

ajutorul testului CAMP. Tn cadrul acestui test efectuat pe agar cu sange de oaie S-a urmdrit



accentuarea zonei de hemolizd a tulpinilor cercetate in prezenta unor tulpini proaspete de

Staphylococcus aureus si Rhodococcus eqvi.

Tulpinile de Listeria monocytogenes au manifestat o accentuare a zonei de beta-hemoliza

n apropierea speciei Staphylococcus aureus ( fig. nr. 7).

Fig. nr. 6 Aspectul coloniilor de Listeria Fig. nr. 7 Testul CAMP

monocytogenes pe agar Columbia

Confirmarea definitiva s-a realizat cu ajutorul testelor Api-Listeria, care contin
substraturi sub forma deshidratata, ce permit realizarea testelor enzimatice sau de fermentatie a
zaharurilor. Reactiile produse in timpul perioadei de incubatie s-au tradus prin schimbari
spontane de coloratie sau schimbari relevante la aditia reactivului ( fig. nr. 8 ). Dupa o incubatie
de 24 ore la 37°C, citirea reactiilor s-a realizat vizual cu ajutorul unui tabel de citire si
identificare. Astfel, pentru glucide, Listeria monocytogenes: D-xiloza negativa, D-manitol
negativa, L-ramnoza pozitiva, glucozd pozitiva, xilozd, inozitol, manitol, lactoza negativa,

hidrolizeaza esculina, nu produce indol, hidrogen sulfurat, ureaza negativa.




Fig. nr. 8 Identificarea Listeriei monocytogenes cu ajutorul galeriilor manuale

API-Listeria

Din rezultatele obtinute se poate concluziona ca Listeria monocytogenes este prezenta in

alimente de origine animald, 1n special in cele netratate termic.

Ulterior, tulpinile izolate vor fi serotipizate si detectate prin tehnicile de biologie

moleculara PCR si PCR real-time.
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