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REZUMATUL PROIECTULUI

Biofilmul reprezinta o strategie de adaptare, de supravietuire a microorganismelor vii in mediile umede, incluzand alimentele, adaptare de care trebuie sa se tina
cont atunci cand se implementeaza programe de sanitatie si de sanatatea consumatorului. Formarea biofilmului poate compromite suprafata utilajelor si a produselor
alimentare pe care se formeaza. Microorganismele care se gasesc in interiorul biofilmului, fiind protejate de actiunea substantelor antimicrobiene, prezinta insusri
diferite si riscuri inca insuficient evaluate. Anumite cercetari efectuate in sua si angliaau semnalat necesitatea si urgenta aprofundarii cunoasterii biofilmelor microbiene
in relatie cu siguranta aimentara. In taranoastra nu au fost efectuate cercetari de acest fel, datorita anumitor dificultati de ordin tehnic. Proiectul de cercetare propus are
in vedere parcurgerea ma multor etape in decurs de trei ani. In prima etapa se va evidentia prezenta si structura biofilmului microbian pe diverse suprafete din unitatile
de prelucrare. In a doua etapa se va urmari sensibilitatea la substantele biocide si la antibiotice a unor bacterii gram pozitive si gram negative fl otante, comparativ cu
celeintegrate in biofilm. In cea de atreia etapa se vor testa anumite substante si proceduri, cu scopul limitarii tendintel de formare a biofilmului g chiar de distrugere a
biofilmelor formate.
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OBIECTIVELE PROIECTULUI

Proiectul propus are ca prim obiectiv evidentierea prezentei si structurii biofilmului microbian pe diverse suprafete din unititile de prelucrare a produselor
alimentare din tara noastra. Urmatorul obiectiv al cercetarii este reprezentat de studiul sensihilitatii la substante biocide a unor tulpini din speciile bacteriene Gram
negative si Gram poztive, aerobe si anaerobe, flotante, precum si a celor integratein biofilme.

Al treilea obiectiv consta in testarea anumitor substante, concentratii si proceduri pentru intérzierea formarii biofilmelor si chiar pentru distrugerea biofilmelor
formate.

Cercetarea are un caracter interdisciplinar intrucét apeleaza la cunostinte si tehnici din domeniul microbiologiei, biochimie si igienel aplicate in cadrul unor
tehnologii de obtinere si prelucrare a produselor alimentare.

Obiectivele au un caracter pronuntat original, fiind prima cercetare de acest fd in tard si prin anumite aspecte prezinta originalitate de nivel mondial.

Se intrevede aprofundarea cunoasterii Tn domeniul igiene si al microbiologiel aplicate cu scopul perfectionarii programelor de igienizare si tehnologiilor de
procesare, in vederea obtinerii unor produse alimentare salubre, diminuarea pierderilor economice in conditiile garantarii sanatatii consumatorilor si a protectiei mediului
ambiant. Cercetarea va conduce de asemenea, la progrese importante Tn domeniul metodelor de examinare si monitorizare microbiologica aintregului flux de obtinere si
de prelucrare aprodusdor aimentare.

METODOLOGIA CERCETARII

Evidentierea prezentel si a structurii biofilmului se va realiza pe suprafete inerte si pe suprafata produselor alimentare. Se vor alege suprafete congtituite din
materiae diferite (inox , PVC, sticla etc), care prezinta un grad diferit de finisare (suprafete finisate si zonele de imbinare a conductelor). Stabilirea gradului de
contaminare a suprafetelor se va face prin numararea directa in placa, iar aprecierea prezentel biofilmului se va face cu gjutorul metodelor care evidentiaza concentratia
de ATP de pe suprafete.  Structura biofilmului identificat va fi evidentiata prin metodele care utilizeaza diferite substante fluorescente sau nefluorescente de colorare a
substratului (microscopia cu fluorescenta si microscopia confocala cu aparate detip Leica Microsystem).

Cercetarea sensibilititii la substantele biocide a bacteriilor flotante si a celor incluse in biofilm se vor efectua prin unéle tehnici standardizate (tehnica
antibiogramei, metoda difuzimetrica pe geloza nutritiva si metoda dilutiilor), cét si prin metode experimental e recent propuse pe plan mondia (Calgary Biofilm Device),
sau concepute pe plan local, Tn raport de conditiile concrete si scopul urmarit.

Studiul dinamicii de formare a biofilmelor cat si a influentel diferitilor factori de mediu se va efectua pe un biofermentor computerizat de tip Tryton, care
permite reglarea si monitorizarea, temperaturii pH — ului, potentialului redox, a concentratiel de oxigen, a vitezel de circulatiealichidului etc.

Experimentarea diferitelor substante, concentratii si metode de aplicare, cu scopul inhibarii formarii biofilmelor, se va efectua pe model e experimentale care sa
reproduci pe cét posibil conditiile fluxului tehnologic de procesare a produselor alimentare, ih mod deosebit cu referire lanatura suprafetel, gradul de rugozitate al
acesteia, viteza de curgere, temperatura, ph —ul.
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PLANUL DE LUCRU. OBIECTIVE SI ACTIVITATI

An

Etapa

Obiective

Activitati

2009

Intermediara

1. Evidentier ea prezentei
biofilmului microbian pe
suprafeteinerte

cu grad

diferit definisare

1.1.Procurarea materialelor necesare pentru realizarea primel faze a cercetarii (medii de cultura, reactivi,
coloranti, sabloane si a altor materiale necesare realizarii obiectivelor); procurarea unor materiale
informative. Selectarea a doua unitati de procesare a laptelui si a carnii, stabilirea punctelor de recoltare a
probeor si a sisemului de monitorizare. Alegerea metodologiei de cultivare si preparare a mediilor de
cultura.

1.2 Experimentarea in laborator a evidentierii biofilmului prin microscopie cu fluorescenta. Recoltarea
probelor de sanitatie, efectuarea de Tnsamantari pentru determinarea NTGMA, a enterobacteriilor si a
germenilor din genul Pseudomonas (procurarea chiturilor specifice acestor aparate - pachete de umplere
sau dispozitive de prelevare si a fluorocromilor) ;Materiale si servicii pentru microscopul confocal.
Completarea infrastructurii existente se va face cu BackLight Bacterid Viahility kit necesar pentru a face
diferentierea intre bacteriile moarte si cele vii prezente pe suprafete. Participareala manifestari stiintifice
nationale: Cluj, Bucuresti, Galati, Brasov; participareala manifestari stiintifice internationale simpozioane,
conferinte: Vechta (Germania), Roma (Italia) .Participareala cursuri de ingtruiren: microscopia confocal a
(Amsterdam sau un alt centru deinstruire in Europa), metode de investigare in sguranta alimentelor.

2009

Finala

1.incerciri deevidentiere
a prezentei biofilmului pe
suprafata car nii

1.1. Incercarea de evidentiere a prezentei biofilmului prin aplicarea comparativa a metodei cu ATP
bioluminescenta, utilizand cel putin doua aparate. Stabilirea locatiei Tn care se vor desfasura cercetarile.
Procurarea materialelor necesare pentru realizarea acestel  faze a cercetarii (medii de cultura, reactivi,
coloranti, chituri de recoltare a probelor de sanitatie de pe carcase, manusi sterile si a ator materiale
necesare) Recoltarea probelor pentru evidentierea prezentel biofilmului pe suprafata carcaselor prin
aplicarea comparativa a metodel cu ATP bioluminescenta si cultivarea pe medii de cultura uzuale sau
rapide (procurarea chiturilor specifice acestor aparate Hylite si Lumitester pachete de umplere sau
dispozitive de prelevare).

1.2 Incercarea de evidentiere pe carne a biofilmului cu ajutorul microscopului cu fluorescenta (procurarea
fluorocromilor specifici si a altor materiele necesare). ;Materiale si servicii pentru microscopul confocal.
Analizarezultatelor si redactarearaportului stiintific
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2010

finala

1. Studiul structurii
biofilmului Tn conditii de
labor ator

1.1. Efectuarea de experimente pentru evidentierea etapelor de constituire a biofilmului bacterian utilizand
suprafete netede si una din speciile de Enterobacteriaceae. Repetarea experimentului pe suprafete din
acelasi material, dar cu un alt grad de rugozitate, contaminate cu acelasi tip de cultura

1.2 «Efectuarea de experimente pentru evidentierea etapelor de constituire a biofilmului bacterian utilizand
suprafete netede, dar si suprafete din acelasi material cu un alt grad de rugozitate si o tulpina de coci Gram
pozitivi. Repetarea experimentelor pentru evidentierea etapelor de constituire a biofilmului bacterian
utilizand suprafete netede, dar si suprafete din acelasi material cu un at grad de rugozitate si o tulpini
Pseudomonas. Repetarea experimentelor pentru evidentierea etapelor de constituire a biofilmului bacterian
utilizand suprafete netede, dar si suprafete din acelasi material cu un at grad de rugozitate, si asociatii de
bacterii aerobe, facultative aerobe si anaerobe. Evidentierea structurii biofilmului prin microscopie
confocala si urmarirea diferentelor dintre biofilmele constituite dintr-o singura specie si biofilmele cu
diferite asociatii microbiene. Procurarea materiadlelor necesare pentru redlizarea acestel faze a cercet arii
(medii de culturd, reactivi, coloranti, sabloane si manusi sterile, tulpini bacteriene si a ator materiale
necesare redlizarii obiectivelor etc); procurarea unor materiale informative;Materiadle si servicii pentru
microscopul confocal; completarea infrastructurii existente prin achizitionarea unui Anular Biofilm
Reactor, Calgary Biofilm Device, Controler electronic pipete; Participarea la manifestari stiintifice
nationale:Cluj, lasi, Bucuresti, Craiova, Constanta, Brasov; participarea la manifestari stiintifice
internationale simpozioane, conferinte: Herzeg Novi (Muntenegru), Lozenec (Bulgaria), Sankt Petersburg
(Rsa). Participarea la cursuri de indruire Tn:  metode de investigare in Sguranta dimentdor in Europa
Participareala stagii de ingtruire Th microscopie confocald la Universitatea din Kentucky SUA

2. Evidentierea prezentei
biofilmului micraobian pe
suprafete din unitati de
industria alimentar a

2.1. Selectarea unitatilor In care se vor desfasura experimentele si stabilirea punctelor de recoltare a
probelor si a dstemului de monitorizare. Recoltarea probelor pentru evidentierea prezentei biofilmului.
Recoltarea probelor de sanitatie si transportarea lor in laborator, efectuarea de Tnsaméantiri pentru
determinarea NTGMA, a enterobacteriilor si a germenilor din genul Pseudomonas. Tncercarea de efectuare
a unor corelatii intre tipurile si structura biofilmului si numarul de microorganisme (completarea
infrastructurii existente cu un Fluorometru cu accesoriile necesare).

3. Sensibilitateala
substantele biocide a
bacteriilor Tn forma libera
sau integratein matricea
biofilmului

3.1. Obtinerea de suspensii de tulpini de bacterii Gram negative (E. coli, Pseudomonas) si Gram pozitive
(din genurile Staphylococcus, Bacillus) Obtinerea biofilmelor pornind de la aceleasi suspensii

3.2 Testarea sensihilitatii tulpinilor bacteriene (sub forma liberd si integrate Tn matricea biofilmului) la cel
putin doua categorii de produse dezinfectante (perhidrol, clor, acid peracetic). Procurarea materialelor
necesare (medii de cultura, produse biocide etc)

4, Sensibilitateala
antibiotice a bacteriilor n
forma liber a sau integrate
Tn matricea biofilmului

4.1. Obtinerea de suspensii de tulpini de bacterii Gram negative (E. coli, Pseudomonas) si Gram pozitive
(din genurile Staphylococcus, Bacillus) Obtinerea biofilmelor pornind de la aceleasi suspensii

4.2 Testarea sensbilitatii tulpinilor bacteriene (sub forma libera si integrate in matricea biofilmului) la cel
putin doua categorii de antibiotice prin tehnica antibiogramel, prin metode experimental e recent propuse la
nivel mondial (Calgary Biofilm Device), sau prin metode concepute local, in raport de condi tiile concrete.

Procurarea materialelor necesare pentru realizarea acestel faze a cercetarii (medii de cultura, reactivi,
coloranti, sabloane si manusi sterile, tulpini bacteriene si a altor materiale necesare realizarii obiectivelor
(substante dezinfectante, chituri pentru testarea sensibilitatii la antibiotice) si redactarii raportului final etc;
procurarea unor materiale informative;Materiale si servicii pentru microscopul confocal ; completarea
infrastructurii existente prin achizitionarea unei balante, microscop binocular, Stowall Flow Cdl, Calgary
Biofilm Device, Spectrofotometru. Participarea la cursuri de instruire in:  metode de investigare in
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siguranta alimentelor (Europa). Participarea la stagii de ingruire in microscopie confoca a de la
Universitatea din Kentucky SUA. Participarea la manifestari stiintifice nationale: Cluj, lasi, Bucuresti,
Galdti, , Brasov; participarea la manifestari stiintifice internationale simpozioane, conferinte Tn Europa;
Herzeg Novi (Muntenegru), Lozenec (Bulgaria), Copenhaga (Suedia). Analiza rezultatelor si redactarea
raportului stiintific.

2011

Finala

1Studiul dinamicii si a
influentei diferitilor
factori de mediu asupra
formarii biofilmelor
microbiene

1.1. Conceperea modelelor experimentale Urmarirea dinamicii de formare a biofilmului la E.coli in
diferite conditii de pH, temperatura, aerare etc. cu gjutorul biofermentorului computerizat de tip Tryton.
Repetarea experimentelor de urmarire a dinamicii de formare a biofilmului utilizand o tulpina de
stafilococ. Repetarea experimentelor de urmarire a dinamicii de formare a biofilmului utilizand o tulpina
de Pseudomonas.

2.. Testare anumitor
substante biocide in
concentratii diferite
pentru intarzierea
formarii si distrugerii
biofilmelor microbiene

2.1. Sabilirea procedurilor experimentale pe baza rezultatelor cercetarilor din etapele anterioare
Efectuarea unor experimente de intérziere a formarii biofilmelor si de distrugere a acestora in conditii de
laborator, utiliznd diferite substante si concentratii de produse biocide. Experimentarea intarzierii
formarii biofilmelor si distrugerea acestorapeinstalatii din industria alimentara, utilizand diferite substante
si concentratii de produse biocide.

3. Repetar ea anumitor
experimente, prelucrarea
datelor obtinute si
redactarea raportului
final

3.1. Andiza rezultador tindnd cont de progresde nregidrate la nivd mondid. Repetarea la nevoie a anumitor
exparimente daca se condata necordari sau din dte mative Hlaborarea de recomandiri pentru procesatarii de dimente
Redactarea unor comuniciri in vederea prezentérii lor ladiferite congrese, conferintesi publicarearezutatdor. Procurarea
maeiddor necesare pentru redizarea aceste fazea oarcetérii (medii de culturd, readtivi, coloranti, tulpini bacteriene si a
dtor maeride necesare redizarii obiectivdor si redactarii rapartului find etc; procurarea unar materide informatives
;Materiale si servicii pentru microscopul confocal ;complearea infrastructurii exigtente cu gparat foto performant,
laptap, videopraiector, numirator de colonii, beie de sonicare baie ultralemodtat cu refrigerare, microcentrifuga. Andiza
rezultatd or si redactareargpartului stiintific find. Participarealacursuri deindruirein: metode deinvestigarein sguranta
dimentdor (Europa). Partidparea la manifedtari stiintifice nationde Cluj, lad, Bucuredti, Gaati, Condanta, Brasov;
patidparea la manifedai stiintifice internationdle smpozioane, conferinte in Europas Herzeg Novi (Muntenegru),
Lozenec (Bulgaria), Atena(Greda), Viena (Audtria)
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