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RST — Raport stiintific si tehnic in extenso - etapa |

Obiectivul etapei: Design experimental si elaborarea protocolului FCM.

Prima etapa a proiectului a cuprins urmatoarele activitati de cercetare:

1.1. Selectia dezinfectantilor si suprafetelor;
1.2. Selectia tulpinilor microbiene;
1.3. Optimizarea protocolului FCM fara marcare fluorescenta pentru testarea eficientei dezinfectantilor

1.4. Optimizarea protocolului FCM cu marcare fluorescenta pentru testarea eficientei dezinfectantilor.



Rezumatul etapei 1

in cadrul primei etape a proiectului, au fost realizate integral toate activititile previzute pentru
indeplinirea obiectivului etapei. Astfel s-a realizat: (i) selectia dezinfectantilor reprezentati de 20 de
produse biocide comerciale, apartinind a diferite clase de dezinfectanti: alcooli, compusi cuaternari de
amoniu, generatia III, IV, V, hipoclorit de sodiu, peroxid de hidrogen, glutaraldehida, percarbonat de
sodiu, amine, selectia suprafetelor de testat (cel putin 10 tipuri: metal, metale acoperite, plastic (PVC,
PP, PE, HDPE, plexiglas), cauciuc, linoleum, silicon, teflon, lemn, sticld); (ii) caracterizarea colectiei
de 180 tulpini ESKAPE privind profilurile de rezistentd la antibiotice si suportul genetic al rezistentei
la antibiotice; (iii) validarea protocolului FCM fara marcare fluorescenta fatd de metoda conventionala
bazata pe cultivare folosind tulpini bacteriene de referintd; (iv) validarea protocolului FCM cu marcare
fluorescenta fatd de metoda conventionala bazata pe cultivare folosind tulpini bacteriene de referinta.

Activitatile de cercetare desfasurate in etapa 1 a proiectului sunt reprezentate grafic in Figura 1.
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Figura 1. Reprezentarea grafica a activitatilor de cercetare cuprinse in Etapa | a proiectului.

Validarea protocolului FCM fara marcare fluorescenta fata de metoda conventionala bazata pe
cultivare s-a realizat folosind tulpini bacteriene de referintd E. coli, P. aeruginosa, E. hirae, §i S.
aureus tratate cu diferiti dezinfectanti la valorile CMB, CMI si 2 CMI. Viabilitatea celulelor
bacteriene dupa timpul de contact (30s, 1min, 2 min si 5 min) cu diferitele categorii de dezinfectanti, a
fost investigata pe baza analizei semnalelor de imprastiere a luminii (FSC-log si SSC-log) ale celulelor

bacteriene netratate si tratate, dupa 4 ore de incubare in mediu de cultivare lichid.



Metoda FCM a permis evidentierea de modificari atat ale ratei de numarare (inhibitia cresterii)
cat si ale scatter signatures (morfologiei celulare) la valori CMB si CMI ale dezinfectantilor testati.
Aceste modificari nu au fost detectate la valori 1/2 CMI ale dezinfectantilor testati, ratele de numéarare
si scatter signatures in acest caz fiind similare cu cele observate pentru controale (celulele bacteriene
netratate). Rezultatele obtinute folosind protocolul FCM optimizat, bazat pe analiza profilului de
viabilitate ale celulelor bacteriene expuse la dezinfectanti, s-au corelat 100% cu cele obtinute prin
metodele conventionale bazate pe cultivare.

Validarea protocolului FCM cu marcare fluorescenta fatd de metoda conventionald bazata pe
cultivare s-a realizat folosind tulpini bacteriene de referinta E. coli, P. aeruginosa, E. hirae, si S.
aureus tratate cu diferiti dezinfectanti la valorile CMB, CMI si %2 CM1. S-a folosit citometria in flux in
combinatie cu doi markeri fluorescenti, Pi si DiIBAC4(3). Pierderea capacitatii celulelor bacteriene de
a exclude coloranti cu afinitate pentru acizii nucleici datoritd afectarii integritatii membrane celulare
sau mecanismelor de eflux s-a detectat folosind iodura de propidiu (PI) iar capacitatea de a prelua bis-
(1,3-dibutylbarbituric acid) trimethine oxonol (denumit si DIiBAC4(3)) se asociat cu pierderea
potentialului de membrana. Evaluarea efectelor antimicrobiene ale dezinfectantilor selectati, respectiv
a permis identificarea de populatii celulare viabile (negative pentru coloratie), lezate (pozitive pentru
fluorescenta verde si fluorescentd rosie) si moarte (pozitive pentru fluorescentd rosie) ca urmare a
tratamentului cu dezinfectatii selectati, la valorile CMI si CMI/2.

In studiul nostru, tratarea celulelor bacteriene cu concentratii subinhibitorii de biocid a
determinat scaderea potentialului de membrand, fapt indicat de o crestere semnificativa a procentului
de celule care au acumulat intracelular DIBAC4(3). Aceste celule persister, dupa neutralizarea
efectelor dezinfectantilor, au trecut la starea cultivabila.

Metoda FCM a permis evaluarea efectelor dezinfectantilor selectati asupra viabilitatii celulelor
bacteriene. Analiza populatiilor bacteriene la nivel de celuld individuald a permis de asemenea
investigarea heterogenitatii raspunsurilor celulare la factori de stres, inclusiv stresul chimic indus de
dezinfectanti. Folosirea de markeri fluorescenti a permis evaluarea caracteristicilor fiziologice ale
celulelor individuale. Spre deosebire de metodele bazate pe cultivare sau tehnicile PCR, analiza FCM
detecteaza sub-populatii bacteriene lezate si celulele bacteriene viabile non-cultivabile (VBNC).
Rezultatele noastre au permis evidentierca de celule de E. coli, S. aureus, E. hirae moarte,
caracterizate prin pierderea potentialului de membrana si a integritatii membranare precum si la celule
lezate, caracterizate prin scaderea potentialului de membrana (care pot fi celule latente metabolic,
viabile dar nencultivabile), in urma tratamentului cu dezinfectantii selectati la valori CMI si CMI/2.
Aceste rezultate sugereaza faptul ca dezinfectantii la concentratii subinhibitorii pot declansa activarea

unor strategii de supravietuire, care determina persistenta in mediu a celulelor bacteriene.
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