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RST – Raport științific și tehnic in extenso - etapa I 

Obiectivul etapei: Design experimental și elaborarea protocolului FCM. 

 

 

Prima etapă a proiectului a cuprins următoarele activități de cercetare: 

 
1.1. Selecția dezinfectanților și suprafețelor; 

 

1.2. Selecția tulpinilor microbiene; 
 

1.3. Optimizarea protocolului FCM fără marcare fluorescentă pentru testarea eficienței dezinfectanților  
 

1.4. Optimizarea protocolului FCM cu marcare fluorescentă pentru testarea eficienței dezinfectanților. 



Rezumatul etapei 1 
 

În cadrul primei etape a proiectului, au fost realizate integral toate activitățile prevăzute pentru 

îndeplinirea obiectivului etapei. Astfel s-a realizat: (i) selecția dezinfectanților reprezentați de 20 de 

produse biocide comerciale, aparținând a diferite clase de dezinfectanți: alcooli, compuși cuaternari de 

amoniu, generația III, IV, V, hipoclorit de sodiu, peroxid de hidrogen, glutaraldehidă, percarbonat de 

sodiu, amine, selecția suprafețelor de testat (cel puțin 10 tipuri: metal, metale acoperite, plastic (PVC, 

PP, PE, HDPE, plexiglas), cauciuc, linoleum, silicon, teflon, lemn, sticlă); (ii) caracterizarea colecției 

de 180 tulpini ESKAPE privind profilurile de rezistență la antibiotice și suportul genetic al rezistenței 

la antibiotice; (iii) validarea protocolului FCM fără marcare fluorescentă față de metoda convențională 

bazată pe cultivare folosind tulpini bacteriene de referință; (iv) validarea protocolului FCM cu marcare 

fluorescentă față de metoda convențională bazată pe cultivare folosind tulpini bacteriene de referință. 

Activitățile de cercetare desfășurate în etapa 1 a proiectului sunt reprezentate grafic în Figura 1. 

 

 

Figura 1. Reprezentarea grafică a activităților de cercetare cuprinse în Etapa I a proiectului. 

 
Validarea protocolului FCM fără marcare fluorescentă față de metoda convențională bazată pe 

cultivare s-a realizat folosind tulpini bacteriene de referință E. coli, P. aeruginosa, E. hirae, și S. 

aureus tratate cu diferiți dezinfectanți la valorile CMB, CMI și ½ CMI. Viabilitatea celulelor 

bacteriene după timpul de contact (30s, 1min, 2 min și 5 min) cu diferitele categorii de dezinfectanți, a 

fost investigată pe baza analizei semnalelor de împrăștiere a luminii (FSC-log și SSC-log) ale celulelor 

bacteriene netratate și tratate, după 4 ore de incubare în mediu de cultivare lichid. 



Metoda FCM a permis evidențierea de modificări atât ale ratei de numărare (inhibiția creșterii) 

cât și ale scatter signatures (morfologiei celulare) la valori CMB și CMI ale dezinfectanților testați. 

Aceste modificări nu au fost detectate la valori 1/2 CMI ale dezinfectanților testați, ratele de numărare  

și scatter signatures în acest caz fiind similare cu cele observate pentru controale (celulele bacteriene 

netratate). Rezultatele obținute folosind protocolul FCM optimizat, bazat pe analiza profilului de 

viabilitate ale celulelor bacteriene expuse la dezinfectanți, s-au corelat 100% cu cele obținute prin 

metodele convenționale bazate pe cultivare. 

Validarea protocolului FCM cu marcare fluorescentă față de metoda convențională bazată pe 

cultivare s-a realizat folosind tulpini bacteriene de referință E. coli, P. aeruginosa, E. hirae, și S. 

aureus tratate cu diferiți dezinfectanți la valorile CMB, CMI și ½ CMI. S-a folosit citometria în flux în 

combinație cu doi markeri fluorescenți, Pi și DiBAC4(3). Pierderea capacității celulelor bacteriene de 

a exclude coloranți cu afinitate pentru acizii nucleici datorită afectării integrității 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 și DiBAC4(3)) se asociat cu pierderea 

potențialului de membrană. Evaluarea efectelor antimicrobiene ale dezinfectanților selectați, respectiv 

a permis identificarea de populații celulare viabile (negative pentru colorație), lezate (pozitive pentru 

fluorescență verde și fluorescență roșie) și moarte (pozitive pentru fluorescență roșie) ca urmare a 

tratamentului cu dezinfectații selectați, la valorile CMI și CMI/2. 

În studiul nostru, tratarea celulelor bacteriene cu concentrații subinhibitorii de biocid a 

determinat scăderea potențialului de membrană, fapt indicat de o creștere semnificativă a procentului 

de celule care au acumulat intracelular DiBAC4(3). Aceste celule persister, după neutralizarea 

efectelor dezinfectanților, au trecut la starea cultivabilă. 

Metoda FCM a permis evaluarea efectelor dezinfectanților selectați asupra viabilității celulelor 

bacteriene. Analiza populațiilor bacteriene la nivel de celulă individuală a permis de asemenea 

investigarea heterogenității răspunsurilor celulare la factori de stres, inclusiv stresul chimic indus de 

dezinfectanți. Folosirea de markeri fluorescenți a permis evaluarea caracteristicilor fiziologice ale 

celulelor individuale. Spre deosebire de metodele bazate pe cultivare sau tehnicile PCR, analiza FCM 

detectează sub-populații bacteriene lezate și celulele bacteriene viabile non-cultivabile (VBNC). 

Rezultatele noastre au permis evidențierea de celule de E. coli, S. aureus, E. hirae moarte, 

caracterizate prin pierderea potențialului de membrană și a integrității membranare precum și la celule 

lezate, caracterizate prin scăderea potențialului de membrană (care pot fi celule latente metabolic, 

viabile dar nencultivabile), în urma tratamentului cu dezinfectanții selectați la valori CMI și CMI/2.  

Aceste rezultate sugerează faptul că dezinfectanții la concentrații subinhibitorii pot declanșa activarea 

unor strategii de supraviețuire, care determină persistența în mediu a celulelor bacteriene. 
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