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Abstract. Bacteria from the Enterobacteriaceae family are some of the most frequently
isolated from fresh meat of domestic animals and poultry. In some situations, pathogenic forms
including those with zoonotic potential, could predominate in fresh poultry meat. For these
reasons, the purpose of our research was to identify bacteria from the family Enterobacteriaceae
and genus Campylobacter in fresh poultry meat. The investigations were focused on the
microbiological study of fresh meat samples taken from a slaughterhouse placed in mun. Chisinau,
taking into account several points of the technological cycle.

For the identification of bacteria, samples were performed on different selective and
differential culture media. The identification of the types of bacteria (colonies) was made using
the table spectrometer "Maldi-Tof”. As a result, it is mentioned that out of 120 exanimated samples
at Maldi-Tof, 83 samples were confirmed with the presence of bacteria of the genus Escherichia
coli (thermoresistant), and in the rest were detected bacteria such as: Citrobacter brake,
Acinetobacter baumanii, Morganella morganii, Proteus mirabillis, Klebsiella pneumonia,
Klebsiela varriicola and Aeromonas verinii. The prevalence of these bacteria in poultry carcasses
demonstrates an increased risk to the health of poultry flocks and for consumers of poultry meat.
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INTRODUCERE

Contaminarea carnii cu microorganisme inclusiv cu cele patogene, care ajung in carne si
organe in timpul vietii pasarilor, este conditionatd de numerosi factori de mediu, alimentatie, de
nivelul masurilor sanitare veterinare, de procesul tehnologic de crestere a pasarilor, precum si de
procesul de sacrificare si de pregatire a carcaselor [1, 4].

Carcasele de pasare pot fi contaminate mai des din surse externe, insd exista riscuri si de
contaminare interna. In functie de conditiile fluxului tehnologic, a conditiilor igienice si de
sanatate a personalului implicat in fluxul tehnologic de procesare a carnii, poate avea loc
contaminarea externd, situatie cind numarul de microorganisme poate ajunge la 102-103/cm2
suprafata carne/carcasa[3]. Pe carne pot ajunge microorganisme din genurile: Pseudomonas,
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Bacillus, Clostridium, Micrococcus, Clostridium perfringens, Clostridium botulinum,
Staphylococcus aureus etc., bacterii de putrefactie, microorganisme care se pot dezvolta pe carne
chiar in conditii de refrigerare. Existd posibilitatea sa persiste si 0o contaminare cu mucegaiuri,
levuri a carnii cauzate de aerul din unitati, ca urmare a lipsei de igiena, a lipsei aeratiei
corespunzatoare, a prezentei curentilor de aer si a contaminarii cu mucegaiuri a spatiilor[2, 5, 6].

La pasarile de curte, contaminarea bacteriana la carcase apare mai des din cauze interne,
datorata sistemului de crestere, conditiilor de transportare etc, fiind reprezentatd de bacterii din
genurile Enterobacteriaceae, inclusiv bacterii din genurile Salmonella, Corynebacterium,
Moraxella. Aceste bacterii precum si multe altele se afla in cantitati mari pe penaj si pe pielea
pasarilor si care prezintd un efect negativ asupra proceselor ulterioare si asupra duratei de pastrare
a calitatii carnii. Unele bacterii conditionat patogene, cum ar fi Lactobacillus si ale genului
Brochothrix, pot supravietui si se dezvolta intens si in cazul pastrarii carnii prin vacuumare. Prin
urmare, toate aceste forme bacteriene reprezintd riscuri pentru efectivele de pasari, dar si pentru
sanatatea publica. Reiesind din cele mentionate mai sus, scopul acestor investigatii este de a stabili
prevalenta unor bacterii patogene care predomind in carnea de pasare §i care reprezentd un risc
pentru consumatorii carnii de pasare [2, 7, 8].

MATERIAL SI METODE

Probele pentru cercetare au fost prelevate din cadrul unui abator din mun. Chisindu.
Materialul pentru cercetare a constituit pielea de la nivelul gatului. Au fost colectate doua loturi
de probe, primul lot constituind 27 de probe a cate 25 g, depozitate in pungi de polietilena, iar lotul
doi de probe a cuprins 5 locatii de sacrificare diferite, unde respectiv s-a colectat pe subloturi,
pentru sublotul 1- 4 probe , sublotul 2 - 6 probe, sublotul 3- 9 probe, sublotul 4 - 3 probe si sublotul
5 -1 proba. Colectarea probelor s-a efectuat cu respectarea normelor sanitare veterinare pentru a
exclude contaminarea, inclusiv ce-a incrucisata.

Respectand normele de biosecuritate au fost pregatite mediile de culturad necesare. Pentru
izolarea si identificarea formelor de bacterii din carcasele de pasare au fost utilizate medii speciale
produse de compania "Oxoid”. Initial procesul de imbogétire si de incubare a probelor au fost
incubate la termostat, cu regim de temperaturd de 37°C si 42°C. Procesul de incubare este
reprezentat pe figura 1 a) si b).

Figura 1 a); b) incubarea probelor in termostat la temperatura de 37° C si 42°C.

mediile de cultura folosite in investigatiile microbiologice, precum si modul dilutiei, dar si
destinatia mediilor pentru izolarea tipurilor de bacterii, sunt prezentate in tabelul 1, unde se descriu
mediile de imbogatire, medii comune pentru identificarea mai multor genuri de bacterii.

Izolarea si tipizarea tipurilor de bacterii s-a efectuat in baza protocoalelor standardizate la
nivel european, inclusiv si medii speciale pentru genurile de bacterii precum Salmonella spp si
Campylobacter spp.
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Initial, pentru reactivarea bacteriilor la prima etapa, s-a folosit apa peptonata, probele fiind
expuse in termostat la temperatura de 37°C, timp de 24 de ore. Pentru identificarea bacteriile
termofile, probele au fost mentinute la termostat la temperatura de 42°C, pentru 24 de ore.

Tabelul 1. Mediile de cultura folosite in investigatiile microbiologice

Mediile folosite: Specificatii
Apa peptonata Toate bacteriile aerobe
MACCONKEY AGAR Organisme coliforme, Salmonella, Shigella
LEVINE AGAR E. coli, Enterobacter_ll aerogene, Lactoze pozitive
si negative
AGAR COLUMBIA Toate bacteriile aerobe
BUTZLER Campylobacter
- Campylobacter
selective supplement
KARMALI Campylobacter agar Campylobacter

Ca medii speciale au fost folosite mediile de cultura: Levin si Macconkey, iar ca mediu
secund s-a utilizat Agarul Columbia. Totodatd, mediu Mueller-Hinton a fost utilizat pentru
aprecierea activitatii antibacteriene a bacteriilor.

Din probele primului lot, insamantarile au fost efectuate pe 54 placi Pietri. In rezultat s-au
identificat macroscopic 4 tulpini de bacterii, precum: E. coli, Proteus, bacterii cu lactoza pozitiva,
bacterii cu lactoza negativa. Acestea au fost reinsamantate pe mediu Agar-Columbia, fiecare proba
avand 8 cadrane pentru revizuirea tulpini prezente, acestea au fost Improspatate peste 48 h. Pe
figurile 2 si 3 este prezentatd metodica insdmantarilor pe mediile de cultura si pregatirea probelor
din coloniile bacteriene pentru investigatii prin tehnica MALDI-TOF.

Figura 3 Tipizare bacteriana prin

Figura 2. Insamdntarea mediilor de culturd _
tehnica MALDI-TOF

In cazul lotului 2, au fost efectuate insimantiri pe urmatoarele medii de cultura: 14 placi cu
mediul Macconkey, 14 placi cu mediul Levin , 8 placi Petri cu probe specifice ESBL, KPC, STEC.
Coloniile bacteriilor obtinute dupa identificare au fost depozitate la temperatura de 6-8°C in
eprubete Epindorf cu apa pieptonata 1.5ml.

Bacteriile obtinute au fost identificate cu ajutorul spectrometriei de masa MALDI-TOF.
Aceasta metoda consta in folosirea acidului formic pentru distrugerea peretelui celular care va
expulza proteinele si facilita ionizarea acestora si matricei care are rolul de absorbtie a luminii
ultraviolete si convertirea ei in energie, evaporand-o impreuna cu proba (spectrometrie de masa cu
timp de zbor).

REZULTATE SI DISCUTII
Din coloniile bacteriilor isolate din probele pentru cercetare, au fost incarcate peste 120 de
godeuri pentru investigatii la Maldi-Tof. Rezultatele obtinute din examinarea probelor primului
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lot s-au soldat cu stabilirea urmatorului numar de isolate: 83 - Escherichia coli, 5 - Citrobacter
braaki , 12 - Acinetobacter baumanii, 32 - Morganella morganii, 39 - Proteus mirabillis, 6 -
Klebsiella pneumonia, 1- Klebsiela varriicola, 4- Aeromonas verinii.

Tabelul 2. Resultatele obtinute in investigatiile Maldi-Tof

Tipul bacteriilor izolate Numairul probei

P2.1,P8.7, PA.1 (20 lac+), CP10 4, PA (24 lac+), DP4 1,
P10.1, PA (22 lac+), P10.2, DP 4 3, Pb7.2, P8.4, P10.3, PA (2
col repet), DP4.5, P7.3, P8.5, PB1, DP4.7, P8.5, P10.2, PB2 ,

PC10, P10.1, PB3,

Escherichia coli

Citrobacter braaki P7.6, P7.7
Acinetobacter baumannii PB4, P2.4, PD4.2, P8.3
Morganella morganii P2.2, P8.8, PD4.8, P7.5
Proteus mirabilis P8 col M, P8.1, P7.1, PA 2 col, P1, P10.4, P7.4, P8.6 , PC10.3
Klebsiella pneumoniae P10.3, PC10.1, PC10.2
Klebsiella variicola PC10.2
Aeromonas veronii PE1.6

Rezultatele obtinute din examinarea probelor lotului 2 s-au soldat cu stabilirea urmatorului
numar de isolate: 33 - E. coli, 4 -Aeromonas veronii, 3 - Aeromonas ichtiosmia, 1- Aeromonas
jaadaei, 1- Aeromonas hydrophila, 4 -Pseudomonas thermotolerans, 1- Pseudomonas otitidis, 5 -
Acinetobacter baumannii, 1- Klebsiela pneumoniea, 2 - Campylobacter jejuni, 1- Campylobacter
coli.

bsiella pneumonia

Figuri 4. Coloniile Aeromonas jaadaei Figuri 5. Coloniile Klebsiella pneumonia Figura 6. Campylobacter jejuni.

Pana la efectuarea investigatiilor prin tehnici de Maldi-Tof, coloniile bacteriilor isolate au
fost examinate si descrisre dupa caracteristicile morfologice, luind in calcul modul de crestere pe
mediile de cultura, culoarea, forma coloniilor.

Pe figurile 4, 5 si 6 sunt prezentate unele caracteristici morfologice a modului de crestere a
bacteriilor precum: cultura pura a bacteriilor din genurile Aeromonas jaadaei, Klebsiella pneumonia
(pe mediul Columbia) si cultura de Campylobacter jejuni, isolate din probe de material cercetat.

CONCLUZII

1. Cercetarile bacteriologice a carcaselor refrigerate de pasare prin tehnicile de identificare
Maldi -Tof au confirmat prezenta unei flore asociate de bacterii, reprezentata in mare masura de
bacterii din familia Enterobacteriaceae, cu predominarea bacteriilor precum: E. coli, urmata de
Proteus mirabillis, Morganella morganii, Acinetobacter baumanii si Klebsiella pneumonia.

56



2. Important de mentionat faptul, ca bacteriile E. coli care au reprezentat peste 60% din
numarul izolatelor din carnea de pasare refrigerata, au fost termofile, dezvoltinduse liber la
temperatura de 42°C, moment ce demonstreaza o deosebire semnificativd in comparatie cu alte
forme de bacterii si care necesita cercetdri suplimentare pentru stabilirea si a altor indici de
patogenitate si rezistenta.
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