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Summary
Rapid methods of detection of Salmonella strains in samplers

The genus Salmonella contains only two species, but includes around 2500 serovars,
many of which can cause human illness, often food borne. Traditional detection and
confirmation methods of Salmonella are long established and typically take 3-5 days to obtain a
result. For this reason a substantial number of alternative rapid screening methods have been
developed to produce results more quickly. Rapid detection and confirmation methods are
widely available and are capable of reducing detection times to 48 hours or less.
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Rezumat

Genul Salmonella contine numai doua specii, dar include in jur de 2500 de serovariante,
multe dintre care poat provoca boli umane, deseori alimentare. Metodele traditionale de detectare
si confirmare a salmonelelor sant de durata si de obicei necesitd 3-5 zile pentru a obtine
rezultatul. Din acest motiv, pentru a primi rezultate mai rapide, au fost elaborate un numar
substantial de metode alternative rapide. Metodele rapide de detectare si confirmare sant
disponibile pe scara larga si sant capabile de a reduce timpul de detectatre pana la 48 de ore si
mai putin.

Cuvinte cheie: metode rapide, Salmonella spp., toxiinfectii alimentare.

Actualitatea

In ciuda progreselor evidente inregistrate in ultimul timp atit in domeniul medical cat si
in cel al tehnologiilor alimentare, toxiinfectiile alimentare, continud sa reprezinte o problema de
sanatate publicd majora.

In ultimii ani, izbucnirile epidemice de toxiinfectii alimentare au crescut, fiind rezultatul
infectdrii In masa a unui grup de oameni care au consumat acelasi aliment contaminat.
Alimentele cel mai frecvent contaminate sunt carnea si produsele din carne, pestele, laptele si
produsele lactate, ouale, dar si preparatele culinare, ca maioneza, creme, prajituri, inghetata.

Categoriile cele mai expuse la riscul de a dezvolta o infectie cu Salmonella spp. sunt
copiii, varstnicii si persoanele cu probleme ale sistemului imunitar. In plus, si persoanele care au
un pH gastric mai bazic pot fi mai predispuse la infectie.

Centrul European de Prevenire si Control al Bolilor (ECDC) si Autoritatea Europeana
pentru Siguranta Alimentard (EFSA) au raportat in 2007, in cele 27 de state membre ale Uniunii
Europene, un numar de 151 995 de cazuri de salmoneloza la om, reprezentand o incidentd de
31,1 cazuri la 100 000 de locuitori. Totusi, este evident ca numarul cazurilor la om este puternic
subestimat si subraportat [2].

Necesitatea evidentierii rapide a agentului etiologic in prelevate umane si alimentare este
determinatd de mai multi factori. Bacilii Gram negativi sant recunoscufi ca cea mai agresiva
grupa de patogeni enterici, responsabili de peste 60% din izbucnirile de toxiinfectii alimentare in
intreaga lume. Datorita raspandirii largi si a nespecificitatii de gazda, bacilii Gram negativi sant
cei mai frecventi contaminanti alimentari. Alimentele de origine animald sant cel mai frecvent
contaminate §i reprezinta totodata calea majord in determinarea evenimentelor epidemiologice.
In acest context s-a impus extinderea continui a investigatiei de control alimentar si adoptarea
unor metode de detectie mai rapide si mai eficiente, cunoscute fiind perisabilitatea mare a
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produselor alimentare precum si inconvenientele legate de detectarea si identificarea, indeosebi a
salmonelelor, prin metode fenotipice conventionale.

Obiectivele majore ale preocuparilor de imbunatatire a performantelor metodelor de
detectare si identificare a salmonelelor in prelevate au fost axate pe reducerea atat a duratei
diagnosticului cat si a costurilor legate de volumul imens al investigatiilor din reteaua de contol
alimentar.

Sistemele multitest. Aceste sisteme au fost propuse inca din 1918 cand Kligler a propus
un sistem de lucru cu trei teste asociate intr-o singura eprubeta. Sistemul oferea posibilitatea ca
printr-o singura manopera sa se obtina informatii referitoare la degradarea glucozei cu sau fara
producere de gaz si producerea de H»S si acid din lactoza. Mai tarziu, mediul a fost modificat
prin adaosul de zaharoza (Triple Sugar Iron), care este cel mai longeviv mediu multitest in
practica de identificare a enterobacteriilor si altor bacili Gram negativi.

Utilizarea mediilor multitest oferd informatii esentiale pentru diferentierea patogenilor
enterici (Enterobacteriaceae, Vibrio, Plesiomonas, Aeromonas). Inocularea mediilor se face
direct din colonii de pe mediile de izolare, fara cultivari intermediare.

Prin utilizarea mediilor multitest s-a facut un progres considerabil premergator
promovarii metodelor microtest si automatizate de identificare fenotipica.

Sistemele microtest. Sistemele microtest au reprezentat dupa anul 1980 un salt
remarcabil in practica de identificare a patogenilor enterici. Testele comercializate sub forma
unor dispozitive gata de folosit, in volum mic, reprezintd o reducere considerabild a costurilor
materiale si de executie. Acestea oferd o interpretare rapida (in unele sisteme in 4-6 ore). Astfel,
capacitatea de lucru a laboratoarelor a crescut imens. Costurile per investigare sant reduse prin
simplificarea manoperelor de preparare si executie. In plus, s-au creat premizele trecerii la etapa
ulterioara a tehnicizarii si automatizarii identificarii fenotipice prin teste metabolice.

Sistemele microtest mai larg utilizate sant: sistemul API, Micro ID, Rap ID, Minitek,
Microbact, Enterotube 11, Cobas-ID. Fiecare dintre aceste sisteme are avantaje si dezavantaje in
concordanta cu testarile "monotest”, considerate “de referintd”.

Gama acestor sisteme este foarte larga si alegerea celui mai convenabil este dependenta
de mai multi factori, frecvent de ordin economic.

Sistemul API a fost printre primele lansate si a ramas cel mai longeviv. Promovat initial
pentru identificarea germenilor din familia Enterobacteriaceae, a fost ulterior extins si la alte
grupe de bacterii si fungi datoritd simplitatii in executie, pretului de cost redus, concordantei
reactiilor.

Exceptand sistemul Enterotube II (care identifica colonii izolate, dar care nu permite
tipizarea serologica, testarea sensibilitdfii la antibiotice), majoritatea celorlalte sisteme propuse
necesitd densitati bacteriene mari in vederea testarii (1-4 x 10° ufc), motiv pentru care coloniile
suspecte trebuie subcultivate pe medii nutritive timp de 6-18 ore, ceea ce reduce din avantajul
rapiditatii rezultatelor, intens speculat la promovarea acestor sisteme.

Sisteme test automatizate de identificare exoenzimatica. Promovate in practica de
peste 25 de ani, au fost lansate inifial pentru investigatii bacteriologice in spatiul cosmic.

Cerintele reducerii costurilor prin tehnicizarea operatiilor de executie, incubare, citire a
reactiilor au depasit nesiguranta privind acceptarea sistemelor automatizate de investigare
exoenzimaticd a izolatelor in culturd pura. Costurile initiale si chear actuale ale acestor sisteme
de procesare si identificare computerizata sant inaccesibile pentru laboratoarele cu volum redus
de investigari. Amploarea investigatiilor in aparatura si reactivi functionali justificd introducerea
echipamentelor automate numai in laboratoare de mari dimensiuni, cu un volum foarte mare de
testari zilnice.

Desi performantele sistemelor automatizate sant remarcabile, controlul utilizarii necesita
o supraveghere de catre specialisti de Tnalta calificare, prin proceduri bine definite.

Sisteme de detectie rapida. Multitudinea de metode propuse pentru detectarea rapida a
enterobacteriilor, direct in prelevate a fost determinatd de necesitatea investigarii operative a
alimentului.
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Detectarea antigenelor specifice diversilor patogeni direct in prelevatul alimentar a fost
aleasa ca o posibilitate convenabild de orientare privind gradul de contaminare a produselor.
Imensitatea Incarcaturii si diversitatea microflorei intestinale a limitat insd Tn mare masura
utilizarea acestor metode la investigarea materiilor fecale.

Acuratetea sistemelor depinde deopotriva de calitatile reactivilor (specificitate,
sensibilitate), de performanta sistemelor de evidentiere a reactiilor antigen-anticorp si de
cantitatile de antigene prezente in produsul de cercetat.

Valoarea orientativd, 1ndeosebi a datelor pozitive, este considerabilda pentru
fundamentarea deciziilor clinice si epidemiologice in contextul unor izbucniri de mari proportii.

O metoda recentd de imunodetectie, rezonanta plasmonica de suprafatd (SPR-surface
plasmon resonance), a fost recomandatd in mod particular pentru detectia salmonelelor in
aliment. Principiul metodei consta in reactia specifica a anticorpilor monoclonali, cuplati pe un
biocip, cu antigenele din mediu. Reactia este evidentiatd cu ajutorul unui echipament de
rezonanta plasmonica ce detecteaza nivelul anticorpilor capturati specific. Inalta sensibilitate si
specificitatea strictd sunt atribute pe care se sprijind detectia rapida, prin aceastd metoda, a
patogenilor in produsele alimentare.

Metode rapide de detectie moleculari. Progresele inregistrate in ultimii ani in domeniul
biologiei moleculare au permis dezvoltarea unor metode rapide de diagnostic bazate pe studiul
acizilor nucleici, depozitarii informatiei genetice la toate organismele vii. Analiza acizilor
nucleici are ca scop descifrarea informatiei genetice utilizate in studii taxonomice si/sau
epidemiologice pentru instituirea unor strategii de prevenire si control al infectiilor microbiene.

Avantajele oferite de studiul acizilor nucleici recomanda metodele moleculare de analiza
in practica curenta a laboratoarelor de diagnostic microbiologic.

Utilizarea structurii moleculelor depozitare ale informatiei genetice drept criteriu de
incadrare taxonomica a pus sub semnul intrebarii clasificari mai vechi, bazate pe proprietatile
fenotipice ale acestora.

Existenta unor banci de date privind genomul complet al principalelor entitdfi implicate
in patologia infectioasd, incluzand si agenti etiologici ai imbolndvirilor consecutive consumului
de alimente si/sau apa contaminate (Salmonella spp., E.coli, Shigella spp, Yersinia spp.,
Campylobacter spp.) a permis dezvoltarea unor metode standardizate de analiza moleculara,
utilizand kituri comerciale si aparaturd dedicata, astfel incat rezultatele obtinute sa poata fi
comparate si validate.

Trebuie subliniat Tnsa ca detectia in prelevat prin metodele cu amplificare Intdmpina
dificultdti, datoritd potentialilor contaminanti din prelevate, care pot inhiba reactia de
amplificare.

Metodele rapide “vis-a-vis” conventionale de detectare si identificare. In tabelul 1
este prezentata o comparatie intre performantele sistemelor rapide fenotipice si genotipice fata de
metodele de diagnostic “clasice”, bazata pe criterii fenotipice.

Tabelul 1
Metode rapide “vis-a-vis” metode ,,clasice” de detectie
si identificare a patogenilor enterici

Criterii de evaluare Metode rapide Metode clasice
Fenotipice Genotipice

Durata 424N 6—-20h 217 zile
Costuri / reagenti Joase Medii Ridicate
Executie / test Automata/manuala Manuala Manuala
Specificitate Variabild 60 — 90% Foarte buna Referinta
Sensibilitate Variabila Foarte buna Referinta
Accesibilitate Accesibile comercial | Buna Scazuta
Cheltueli aditionale Reduse Reduse importante
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Majoritatea metodelor rapide au fost concepute pentru detectarea rapidd a unei entitati cu
caracter patogen (bacterie sau toxind) si examinarea unui numar mare de probe.

Un rezultat pozitiv prin aceste metode rapide este considerat Insd prezumptiv si trebuie
confirmat prin metodele fenotipice de referinta.

Atat sensibilitatea cat si specificitatea metodelor rapide, indiferent de principiul lor, se
imbunatatesc substantial dupa o etapa de izolare ori imbogatire a prelevatului. Aceasta etapa se
adauga insa ca durata si reduce din avantajul de timp al metodelor rapide.

Concluzii

Cerintele diagnosticului bacteriologic in toxiinfectiile alimentare sunt determinate de
caracterul supraacut al imbolnavirilor si necesitatea stabilirii filiatiei si arealului epidemic al
focarului. Aceste cerinte imprima motivatia majora a preocuparilor investigatiei de laborator care
trebuie sd furnizeze rezultate rapide, operative, utile in motivarea si initierea deciziilor
terapeutice si antiepidemice. Evolutia tehnologica induce progrese surprinzatoare si ne asteptam
la noi generatii de metode rapide cu performante mult imbogatite.
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