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REZUMAT

Teza prezintd un numar de 224 pagini, fiind structuratd conform uzantelor in doua parti, iar
pentru realizarea acesteia s-a utilizat ca sursa de informare si documentare un numar de 372 titluri
bibliografice.

Prima parte, formata din 52 de pagini (31,5%) reflecta stadiul actual al cunoasterii privind
tema abordata si este structurata din 3 capitole, 10 subcapitole si ilustrata prin 7 figuri si 2 tabele.

Capitolul 1 intitulat Calitatea si igiena carnii este alcatuit din 2 subcapitole si cuprinde
notiuni privind calitatea nutritivd si senzoriala a carnii, precum si calitatea igienicd a acesteia.
Intrucat carnea prin compozitia ei reprezinti un mediu prielnic pentru dezvoltarea
microorganismelor autohtone si a celor patogene, este necesard cunoasterea masurilor de preventie
pentru a evita contaminarea acesteia. Pe langa masurile de igiend, impuse prin lege, in multe tari se
aplica si o serie de masuri privind biocontrolul contamindrii carnii cu microorganisme patogene.

Capitolul Il intitulat Microorganisme patogene implicate in contaminarea carnii, este
structurat in 4 subcapitole , fiecare subcapitol cuprinzand descrierea succinta unei specii bacteriene
cu potential patogen pentru sdndtatea omului. S-au descris astfel 4 bacterii cunoscute ca agenti
patogeni implicati in toxiinfectiile alimentare: Escherichia coli O157:H7, Salmonella spp., Listeria
monocytogenes si Campylobacter spp., cu referire indeosebi la specia Campylobacter jejuni. La
fiecare specie bacteriana s-a descris sintetic istoricul imbolnavirilor de origine alimentara, aspectele
morfologice si culturale, factorii de virulenta, sursele de contaminare pentru om, precum si metodele
si tehnicile utilizate pentru izolarea lor din alimente. Aspectele legate de morfologie si factorii de
virulentd sunt importante, intrucat pe baza cunoasterii lor, actualmente se sintetizeazd o serie de
fragmente nucleotidice utilizate ulterior in testele de biologie moleculara.

Capitolul 11l intitulat Tehnica PCR si real-time PCR si aplicatiile acestora in
microbiologia alimentelor este structurat in 4 subcapitole. Primul subcapitol cuprinde notiuni
legate de reactia PCR clasica. S-au descris astfel, structura si modul de replicare al ADN-ului,
tehnici de extractie ale ADN-ului, principiul reactiei PCR cu etapele amplificarii, instrumentele
necesare unei reactii PCR. De asemenea, s-au detaliat componentele unei reactii PCR si importanta
conditiilor de reactie. Al doilea subcapitol evidentiaza principiul reactiei real-time PCR, analiza
grafica a datelor experimentale, sistemele de detectie, instrumentele necesare reactiei, precum si

sistemele de cuantificare prin aceasta tehnicd. Subcapitolul al treilea vizeaza notiuni despre reactia
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PCR multiplex, iar in ultimul subcapitol sunt descrise primele studii Tn care s-au aplicat aceste
tehnici, pentru detectia microorganismelor patogene din alimente.

Partea a doua, Insumeaza 117 de pagini (68,5%) si cuprinde rezultatele cercetarilor proprii
privind detectia si cuantificarea simultana de bacterii patogene din alimente prin tehnica real-time
PCR. Este structurata din 5 capitole si este ilustrata prin 70 de figuri si 47 de tabele. Fiecare capitol
de cercetari cuprinde: materialul si metoda de lucru, rezultatele obtinute si discutarea lor si
concluziile partiale.

Tn capitolul IX sunt sintetizate cele 19 concluzii finale, principalele aspecte desprinse Tn
urma cercetarilor efectuate.

In capitolul IV al partii a II-a sunt descrise scopul si obiectivele cercetirilor.

Obiectivele cercetarii au fost urmatoarele:

e Izolarea si identificarea a 4 bacterii patogene din diferite tipuri de esantioane, implicate
frecvent in toxiinfectii alimentare: Salmonella spp., Escherichia coli O157:H7, Listeria
monocytogenes si Campylobacter jejuni, prin tehnicile microbiologice clasice, utilizand
standardele nationale in vigoare;

e Detectia calitativd si cantitativa a tulpinilor izolate, prin tehnica TagMan real-time PCR,
utilizand kiturile TagMan Pathogen Detection kit (Applied Biosystems) si compararea
rezultatelor obtinute in urma amplificdrilor ADN-ului din culturi pure si din esantioanele
inoculate artificial;

e Detectia calitativa si cantitativa a tulpinilor bacteriene izolate prin tehnici TagMan real-time
PCR consacrate, cu perechi de primeri i sonde omologate §i compararea rezultatelor
obtinute prin amplificarea ADN-ului din culturile pure si din esantioanele inoculate
artificial;
real-time PCR omologate;

e Detectia calitativa si cantitativa a unor tulpini de Salmonella spp., E. coli O157:H7, Listeria
monocytogenes si Campylobacter jejuni prin tehnici TagMan real-time PCR cu primeri si

sonde neomologate obtinute in programul PrimerExpres;

In capitolul V intitulat Cercetiiri privind izolarea si identificarea speciilor de
Salmonella, Listeria monocytogenes, Escherichia coli O157:H7 si Campylobacter jejuni din
alimente prin testele microbiologice clasice investigatiile au urmarit izolarea si identificarea
celor 4 specii bacteriene prin testele clasice, conform standardelor legale. Pentru izolarea
tulpinilor de Salmonella au fost testate un numar de 135 de probe de carne (carne de pasare,

porc, oaie si bovine), pentru Listeria monocytogenes s-au testat 129 de probe (carne de oaie,
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porc, melc si bovine), pentru E. coli O157:H7 s-au testat 40 de probe de carne de vita si tocata,
lar pentru izolarea speciei Campylobacter jejuni s-au testat 69 de probe de carne de pasare si
porc. Cercetarile s-au efectuat in cadrul laboratorului de Microbiologie al Facultatii de Medicina
Veterinara lasi, utilizindu-se standardele SREN ISO 6579/AC/2006 pentru identificarea
tulpinilor de Salmonella, SREN ISO. 11290-1-A;-2004 pentru Listeria monocytogenes, EN ISO
16654/2001 pentru E. coli O157:H7 si SREN ISO 10272/2007 pentru Campylobacter jejuni.
Tehnicile de lucru au inclus o etapa de preimbogatire sau imbogatire, o etapa de izolare selectiva
si o etapa de confirmare biochimica si/sau serologica.

Tn urma testelor, s-au izolat 7 tulpini de Salmonella spp. din carnea de pasire si porc, 11
tulpini de Listeria monocytogenes din carnea de oaie, porc si melc si 9 tulpini de Campylobacter
jejuni din carnea de pasare. Probele testate pentru izolarea speciei E. coli O157:H7 au fost
negative, iar caracterele biochimice si testele moleculare s-au realizat pe 3 tulpini tipizate.

In capitolul VI intitulat Cercetiiri privind detectia calitativi si cantitativi a speciilor de
Salmonella, Listeria monocytogenes, Escherichia coli O157:H7 si Campylobacter jejuni din
culturi si alimente prin TagMan real-time PCR (TagMan Pathogen Detection Kit) s-a urmarit
detectia si cuantificarea ADN-ului bacterian din culturi pure si din esantioane de carne inoculata
artificial cu ajutorul a 4 kituri, dupa un program de amplificare comun. Inocularea carnii s-a realizat
cu 1 ml dilutie, utilizandu-se 5 dilutii (10™-10), iar cuantificarea ADN-ului s-a realizat cu ajutorul
unei scdri standard alcatuitd din 5 puncte de calibrare ale unei tulpini ATCC cu concentratia stoc
cunoscuta. S-au realizat cate 2 experimente pe cate 2 tulpini (pe ADN extras din cultura purd si ADN
extras din carnea inoculata artificial) pentru fiecare specie in parte. Rezultatele obtinute au variat
pentru fiecare specie Tn parte: pentru tulpinile de Salmonella, din culturile pure, cantitatea de ADN a
variat de la 36,13 s1 57,7 ng/pl la cele mai mari dilutii pana la 0,09-0,06 ng/ul la cele mai mici dilutii.
Conform conversiei din ng/ul in UFC/reactie, s-au obtinut urmatoarele valori: 3,6x10° si 5,5x10°
UFC/reactie la cele mai mari dilutii si 9x10°% si 1x10? UFC/reactie la cele mai mici dilutii. Pentru
carnea inoculata artificial, cantitatea de ADN a variat de la 170 s1 31,6 ng/ul la cele mai mari dilutii
la 0,01-0,001 ng/pl la cele mai mici dilutii. Incarcatura bacteriana s-a stabilit la valori cuprinse intre
1,7x107 si 3,1x10° UFC/reactie la cele mai mari dilutii si 1x10° si 1x10° UFC/reactie pentru dilutiile
mici.

Pentru tulpinile de Listeria monocytogenes din culturile pure, cantitatea de ADN a variat de
la 28,6 si 709,2 ng/ul la cele mai mari dilutii pana la 0,02 si 0,1 ng/ul la dilutia 10°. Conform
conversiei din ng/pl in UFC/reactie, incdrcatura bacterian a variat de la 2,8x10%i 7x10” UFC/reactie
la cele mai mari dilutii la 2x10° si 1x10* UFC/reactie la dilutia 10°. Pentru ADN-ul extras din carnea
inoculata artificial, valorile au variat de la 66,2 si 14,5 ng/ul la dilutiile mari la 0,6 si 0,1 ng/ul la

dilutia 10*, iar incarcitura bacteriana s-a stabilit intre 6,6x10°si 1,4x10° UFC/reactie la dilutiile mari
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si 6x10%i 1x10* UFC/reactie la dilutia 10°. Ultimele 2 dilutii nu s-au putut cuantifica la ambele
tipuri de ADN.

La tulpinile de E. coli O157:H7 cantitatea de ADN din culturile pure a prezentat valori de
100 s1 400 ng/pl 1a dilutiile cele mai mari si de 1,2 si 0,4 ng/ul la dilutia 10, Incarcatura bacteriana a
variat de la 1x10"si 4x10” UFC/reactie la dilutiile cele mai mari si 1,2x10%si 4x10” la dilutia 10, Ca
si in cazul Listeriei monocytogenes, ultimele dilutii nu au putut fi cuantificate. ADN-ul extras din
carnea inoculata artificial a prezentat valori de la 0,1 si 0,2 ng/ul la dilutiile mari la 0,00001 si 0,0002
ng/ul la ultimele dilutii, iar In urma conversiei s-au obtinut incarcaturi bacteriene de la 1x10%i 2x10*
UFCl/reactie la dilutiile cele mai mari la 10 si 2x10*" UFClreactie la ultimele dilutii.

Pentru specia Campylobacter jejuni, s-au testat 3 tulpini Tn culturi pure, cantitatea de ADN
variind de la 49,4, 73,9 si 21,06 ng/ul la prima dilutie la 0,004, 0,007 si 0,02 ng/ul la ultimele dilutii.
Cantitatea de bacterii a variat de la 4,9x10°, 7,3x10%i 2,1x10° UFC/reactie la primele dilutii la 4x107,
7x10%i 2x10° UFClreactie la dilutiile cele mai mici. Valorile obtinute din carnea inoculata artificial
au variat de la 531 si 786 ng/ul la primele dilutii si 0,0005 si 0,0007 ng/ul la ultimele dilutii.
Conversia cantitativ a relevat cantitati bacteriene cuprinse intre 5,3x10” si 7,8x10" UFC/reactic la
primele dilutii si 5x10" si 7x10" UFC/reactie la ultimele dilutii.

In capitolul VII intitulat Cercetiri privind detectia si cuantificarea speciilor de
Salmonella, Listeria monocytogenes, Escherichia coli O157:H7 si Campylobacter jejuni din
alimente prin metode TagMan real-time PCR omologate s-a urmarit specificitatea,
sensibilitatea (limita de detectie) si repetabilitatea unor tehnici TaqMan real-time PCR
omologate, pentru cele 4 specii bacteriene izolate din carne. Cele 4 tehnici au vizat genele ttr
(Salmonella spp.), hlyA (L. monocytogenes), STX1, STX2 si rfbE (E. coli O157:H7) si VS1 (C.
jejuni), iar programele de amplificare s-au desfasurat in 2 sau 3 etape. Specificitatea celor 4
tehnici, a fost de 100% pentru cele 4 specii bacteriene, neinregistrandu-se reactii fals pozitive la
tulpinile non-spp. utilizate sau fals negative la tulpinile confirmate sau la cele standardizate.
Limita de detectie s-a testat comparativ, la ADN-ul din culturi pure si la cel extras din esantioane
de carne inoculata artificial. S-au urmarit 5 incarcaturi bacteriene cunoscute (10°-10'UFC/ml), pe
cate 3 sau 2 tulpini bacteriene. Limita de detectie (cea mai mica cantitate decelabila de cétre
metodd) a variat la cele 4 specii bacteriene, astfel: la tulpinile de Salmonella intre 10-100
UFC/ml la ADN-ul cultural si intre 100-1000 UFC/ml la ADN-ul extras din carne; la cele de
Listeria monocytogenes intre 10-1000 UFC/ml pentru ADN-ul cultural si intre 100-1000 UFC/ml
la cel extras din carne; la tulpinile de E. coli O157:H7 cantitatea minima decelabila a fost de 10
UFC/ml la ADN-ul cultural si 100 UFC/ml la ADN-ul extras din carne iar la tulpinile de
Campylobacter jejuni valorile au variat de la 10-100 UFC/ml la ADN-ul cultural si 100-1000

UFC/ml la cel extras din carne. Din rezultatele obtinute se observa cd limita de detectie este mai
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buna in cazul culturilor pure decat in cazul carnii inoculate artificial. Repetabilitatea s-a realizat
in 3 teste consecutive, pe dilutia 10 pe cate o tulpind ATCC pentru fiecare specie bacteriand, iar
valorile deviatiei standard relative au variat de la 0,33-0,93% la Salmonella spp., 0,64-1,46%
pentru L.monocytogenes, 1,11-2,38% pentru E. coli O157:H7 si 0,24-0,73% pentru C. jejuni,
ceea ce indica precizia ridicata a metodelor.

Tn capitolul VIII intitulat Cercetiiri privind detectia si cuantificarea speciilor de
Salmonella, Listeria monocytogenes, Escherichia coli O157:H7 si Campylobacter jejuni din
alimente prin metode TagMan real-time PCR neomologate s-a urmarit specificitatea unor
perechi de primeri si sonde TagMan obtinute ,,in silico”, in programul PrimerExpres pentru 4
fragmente genice: ttr (Salmonella spp.), hlyA (L. monocytogenes), rfbE (E. coli O157:H7) si VS1
(C. jejuni). Atat perechile de primeri cat si sondele nucleotidice au Tm (temperaturile de topire)
la valori apropiate, pentru realizarea unui program comun de amplificare: denaturare initiala 10
minute la 95°C, urmata de 45 de cicluri 15 sec. la 95°C si 1 min. la 60°C. Din cele 4 perechi de
primeri si sonde TagMan, numai 3 au furnizat rezultate concludente, specificitatea fiind de
100%. Perechea de primeri si sonda TagMan pentru fragmentul genic hlyA nu a furnizat rezultate
concludente, lipsa semnalului de amplificare demonstrand acest aspect. Cuantificarea prin aceste
metode s-a realizat pe cate 2 tulpini pentru fiecare specie in parte, in triplicat, pe ADN din
culturd pura. Incircatura bacteriana a variat astfel: 10° UFC/reactie pentru tulpina de Salmonella
izolata din carnea de gasca si 104-105UFC/reac‘gie pentru tulpina izolata din ou; intre 10%i 10’
UFC/reactie la prima tulpina de E. coli 0157:H7 si 10’ UFC/reactie pentru tulpina a doua; valori
mai mari s-au Tnregistrat la la tulpinile de C. jejuni: Tntre 107 si 10® UFC/reactie la prima tulpina
izolatd din carne de pasire si intre 10%i 10 CFU/reactie la tulpina a doua.

Din datele obtinute, putem afirma ca alimentele reprezintd o sursd importanta de bacterii
patogene pentru om, iar testele rapide de detectie la nivel de specie sau chiar serotip sunt absolut
necesare.

Reactia PCR real-time poate fi folosita cu usurintd in detectarea calitativad si cantitativa a
acestor bacterii dupd o prealabild imbogatitre sau chair direct din matricea alimentara, atata timp
cat cantitatea de bacterii este decelabila de catre instrumentul folosit, insa costurile reactivilor si
a instrumentelor necesare sunt destul de mari. Metodele moleculare sunt specifice, sensibile si

reproductibile, usurand astfel munca specialistilor in laboratoare.



