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RST - Raport stiintific si tehnic in extenso — etapa Il
Obiectivul etapei: Studiu comparativ intre metodele standard, bazate pe cultivare si metoda FCM
privind evaluarea eficientei dezinfectatilor fata de tulpini bacteriene aflate in suspensie.

Etapa a 2 a proiectului a cuprins urmatoarele activitati de cercetare:

Activitate 2.1. Determinarea conditiilor de testare a eficientei microbicide.

Activitate 2.2. Determinarea viabilitatii celulare prin metoda clasica de cultivare urmata de
cuantificarea coloniilor bacteriene.

Activitate 2.3. Testarea eficientei dezinfectantilor prin metoda citometriei

Activitate 2.4. Analiza statistica



Rezumatul etapei 2
in cadrul etapei a doua a proiectului, au fost efectuate integral toate activitatile previzute
pentru Tndeplinirea obiectivului etapei. Astfel s-a realizat:

(i) Evaluarea eficientei bactericide (concentratii bactericide, reducere log), in diferite conditii

de testare (timpi de contact (1, 5 si 15 minute), substanta de interferenta), folosind metode standard
de analizd (teste calitative / cantitative in suspensie) a unui numar de 18 dezinfectanti selectati, cu
diferite mecanisme de actiune (alcooli, compusi cuaternari de amoniu, glutaraldehida peroxid de
hidrogen, hipoclorit de sodiu, percarbonat de sodiu, amine), fatd de o colectie de 42 tulpini
bacteriene izolate din clinica, apartinand unor specii de importanta medicald K. pneumoniae, E. coli,
P. aeruginosa, A. baumanii, S. aureus, E. faecalis.

(ii) Validarea protocolului de citometrie in flux, cu si farda marcare fluorescenta, bazat pe

utilizarea modificarilor scatter si a ratei de numarare/s, pentru determinarea rapida, in decurs de 2
ore, a eficientei bactericide a dezinfectantilor selectati fata de tulpini bacteriene izolate din clinic3,
prin analiza comparativa cu rezultatele metodelor standard, bazate pe cultivare. Etapele de lucru ale
protocolului FCM, fara marcare fluorescenta, aplicat pentru determinarea eficientei bactericide a

dezinfectantilor sunt reprezentate grafic in Figura 1.
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Reprezentarea schematica a etapelor protocolul FCM, fara marcare fluorescenta, aplicat pentru evaluarea
eficientei bactericide a dezinfectantilor la concentratii CMB, CMI si CMI/2.

Evaluarea eficientei bactericide prin metode standard (EN SR EN 13727+A2) a indicat
diferente semnificative intre tulpini, la concentratii mai mici ale dezinfectantilor fatd de conditiile de
utilizare. Testele cantitative in suspensie au aratat diferente Tn ceea ce priveste eficienta bactericida
intre dezinfectanti chimici cu diferite mecanisme de actiune. Eficienta bactericida nu fost influentata
de timpul de contact. in prezenta substantei de interferentd, eficienta bactericidd a tuturor

dezinfectantilor testati a fost semnificativ redusa.



Evaluarea cresterii bacteriene prin citometrie in flux s-a bazat pe analiza semnalelor de
Tmprastiere a luminii (side scatter (SSC) = lumina imprastiatd in lateral si forward scatter (FSC) =
lumina imprastiata inainte) emise ca urmare a interogarii individuale a celulelor bacteriene de catre
radiatia laser (488 nm). Profilurile scatter (FSC si SSC) obtinute pentru celulele bacteriene netratate
cu dezinfectant au fost utilizate pentru a stabili poarta de achizitie a semnalelor scatter pentru
celulele bacteriene tratate cu diferite grupe de dezinfectanti, la concentratiile corespunzatoare
valorilor CMB (concentratie minima bactericidd), CMI (concentratie minima inhibitorie) si %ACMI
(concentratie subinhibitorie). Ratele de numadrare (counts/s) s-au determinat numai pentru
evenimentele din poarta corespunzatare profilurilor scatter, caracteristica fiecarei tulpini bacteriene
(rate de numarare/s modificate).

Analiza ratelor de numarare a bacteriilor netratate si tratate a aratat o scadere semnificativa
(p<0.001) a ratelor de numarare a celulelor bacteriene tratate cu dezinfectanti la concentratii mai
mari sau egale cu valoarea CMB. Un acord excelent s-a obtinut intre ratele de numarare modificate
corespunzator profilurilor scatter, determinate prin analizele de citometrie si rezultatele metodelor
standard bazate pe cultivare.

Testele de viabilitate bazate pe cuantificarea procentului de celule marcate cu iodura de
propidiu (evaluarea integritatii membranare) si respectiv a procentului de celule marcate cu
DIBAC4(3) (evaluarea potentialului de membrand) au indicat ca celulele bacteriene, tratate cu
dezinfectanti la valori CMI/2, identificate pe baza profilului scatter, au prezentat valori similare
controlului de celule viabile. Marcarea PI/ DIBAC4(3) a permis determinarea viabilitatii celulelor

tratate cu dezinfectanti la valori CMI/2.
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