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WPROWADZENIE WYNIKI

Liczne mechanizmy chorobotworczosci oraz powszechnos$¢ wystepowania bakterii i grzybow
zmuszajg do jak najdokfadniejszej analizy mikrobiologicznej badanych materiatow. Za
szczegoblnie niebezpieczne mozemy uznaé bakterie przetrwalnikujgce (np. rodzaje Clostridium
czy Bacillus), ktore w niekorzystnych warunkach srodowiskowych mogg produkowac
przetrwalniki. Formy te potrafia, w stanie swoistego ,uspienia” przetrwa¢ nawet kilka lat.
Dodatkowo wykazuja one znaczng opornos¢ na wiekszos¢ srodkow dezynfekcyjnych.
Wymagajac specjalnych metod sterylizacji, stanowig powazny problem w medycynie oraz w
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o Utozenie bakterii na wykresie
dwumiarowym pozwolito  odrdznic
populacje komorek zywych i martwych
oraz dla kazdego gatunku wyznaczy¢
specyficzny wzor ich utozenia.
Szczegblnie widaé¢ to po natozeniu na
siebie dwoéch wybranych wykresow
kropkowych (rycina 5). Biorgc pod uwage
poszczegdlne szczepy mozna zauwazyc,
ze wyniki dla obu kanatéw pomiarowych
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wielu gateziach przemystu. Za rownie powazny problem mozemy uznac stany VBNC (ang. viable
but not culturable) drobnoustrojéw. Szybki rozwdj mikrobiologii powoduje, ze poszukuje sie jak
najszybszych i jak najczulszych metod analizy stanéw funkcjonalnych drobnoustrojow. Za jedng z
takich metod mozemy uznaé¢ cytometrie przeptywowa, ktoéra w potaczeniu z barwnikami
fluorescencyjnymi pozwala na klasyfikacje oraz okreslenie liczby komodrek zawieszonych w
ptynie. Klasyfikacja ta odbywa sie na podstawie przenikalnosci barwnikéw przez uszkodzone
btony komérkowe mikroorganizmow.
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K.pneumoniae- szczep 2
| cechowaty sie zazwyczaj niskg lub przecietng zmiennoscig. W przypadku
arivre ‘ ) bakterii z gatunku E. coli, K. pneumonia, E. faecium oraz E. faecium wyro-
e zni¢ mozna byto tez wyrazng grupe S aureus szczep 3 E faecium szczep 3
bakterii ,nieokreslonych”. W wielu
publikacjach znalezc mozemy
informacje na temat obserwowanych
posrednich stanéw komodrkowych
mikroorganizmow, ktére wyrodzniaja
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Przedstawienie cytometrii przeptywowej jako szybkiej i
skutecznej metody stuzgcej do okreslania liczebnosci oraz
stanow funkcjonalnych drobnoustrojéw wykonujac:
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sie uszkodzeniem bton komérkowych
w niewielkim stopniu. Nazywane s3 mattwe:S ks -
one przez autordw  stanami -
iciabdll , nieznanymi” lub ,uszkodzonymi”.
- Najczesciej widoczne byty populacje,
ktore cechowaty sie zwiekszeniem
obu fluorescencji. Zjawisko to jest
charakterystyczne dla bakterii Gram
ujemnych z racji na posiadang przez
nie btone zewnetrzng, stanowigcy
pewnego rodzaju przeszkode dla
SYTO?9. Fakt istnienia ,, rozdwojonych” o i
populacji zywych bakterii na wykresie cytometrycznym zaé moze mieé¢ zwigzek z fazg wzrostu |EimiitamaweaaRE i A
drobnoustroju, a takze z dostepem do sktadnikow odzywczych. Utozenie takie charakterystyczne jest By ek R
dla bakterii zagtodzonych, z niedokoriczonymi podziatami redukcyjnymi. W naszych badaniach wyrazna  [stAms i
heterogennosc populacji zywych zaobserwowaé mozna byto dla gatunkow S. epidermidis, B. fragilis, E. R i akis

faecium oraz E. faecalis.
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Ryc.5 Wykres zbiorczy dla wybranych gatunkow:
S. aureus i E. faecium

e ocene przydatnosci testu
cytometrycznego LIVE/DEAD
BacLight Bacterial Viability 2
and Counting Kit do analizy
zywotnosci i liczby réznych,
najczesciej wykrywanych w
materiale biologicznym od
pacjentow, bakterii
nieprzetrwalnikujgcych
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Ryc.4 Wybrane wykresy kropkowe dla analizowanych gatunkéw bakterii nieprzetrwalnikujacych

e dostosowanie testu
LIVE/DEAD BacLight 3
Bacterial Viability and
Counting Kit do wykrywania
przetrwalnikdw bakteryjnych e dostosowanie testu
1 na przyktadzie gatunku LIVE/DEAD
Clostridium difficile BacLightBacterialViability
and Counting Kit do

oceny inOtnOS,Ci i I|CZby ClOStl’idium diffiCiIe C difficile- szczep 2 C. difficile
grzybow Candida W h  badaniach ,
albicans , nasz.yc 'a aniac oprocz

komodrek zywych i martwych gatunku
C. difficile w kazdej prébce dostrzec
mozna bylo wyrazng trzecig grupe
cechujaca sie bardzo nisky [FEEE. _ |
fluorescencjg obu stosowanych przez SEEEEESEEEICL I I BN o Ol
nas ba FWR kéW co S k ’fO ni }fO d o Ryc. 7 Wykresy kropkowe wybranych szczepéw C. difficile
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. Ryc. 8 Wynik analizy cytometrycznej dla szczepu C.
zaobserwowa nyCh w oF AWM Jifficile nr 5 (odsetek przetrwalnikéw 68%)

preparacie liczconym za pomocgy
e < e — mikroskopu.  Uzyskano  korelacje
wynikdow obu metod w tescie

Spaermana oraz przy uzyciu metod
P przy Y Y Ryc. 9 Korelacja miedzy odsetkami Ryc. 10 Wykres Blanda-Altmana poréwnujacy
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1. Wykorzystane gatunki bakterii
nieprzetrwalnikujacych:
Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis
Enterococcus faecium
Enterococcus faecalis

Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae
Bacteroides fragilis

p

strefa ogniskowania
hydrodynamicznego-
przeptyw laminamy

\ detektor

Fot.1 Cytometr przeptywowy LSR Fortessa BD Candida albicans
alcEEe e il Dzieki zmianie napiecia na detektorach cytometru moizna byto
2. Wykorzystany gatunek bakterii m) We wszystkich 3 etapach wykorzystano test cytometryczny zaobserwowacé i wyodrebni¢ interesujace nas populacje: zywa i
L'VkEI/PEAD I':’aCL'ght' ktokry ?a";’l'era dwa .ba'f"‘l’”'k' kwasglz/v martwa. Zmiana napie¢ na detektorach podyktowana byta
nUKIEINOWYch: SYqu' WykazUje TIUorescence z1elons, przenika wiekszym rozmiarem komorek Candida w stosunku do komorek
do wnetrza wszystkich komorek, niezaleznie od stanu bton oraz _ , . .
bakteryjnych, dla ktorych przeznaczony jest test i nie wptywata

jodek propidyny (Pl)- wykazuje fluorescencje czerwong, wnika o - -
tylko do komodrek z uszkodzonymi btonami. Wystandaryzowane na ustawienia kompensacji oraz odczyty fluorescencii

3. Wykorzystany gatunek grzyba: kulki kontrolne stuzg jako odnosnik do liczenia komorek. Wszystkie badane szczepy charakteryzowaty sie podobnym
utozeniem sygnatow na wykresie. Wyniki MFI dla obu kanatéw

zarowno dla populacji martwej jak i zywej cechowaty sie niska
zmiennosScig. Warty uwagi jest rowniez fakt utozenia martwej
populacji tego grzyba na wykresach kropkowych. W poréwnaniu

przetrwalnikujgcych:
Clostridium difficile
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. . e . , . E "t . . . . . . Ryc. 11 Wybrany wykres kropkowy dla gatunku C. albicans
®)\V celu zabicia bakterii i grzybéw traktowano je = z bakteriami martwa populacja C. albicans cechuje sie :
. £ ,i . . . SYTO FITC-A
70% alkoholem izopropylowym. L zwiekszong zielong fluorescencja. Ryc. 12 Wykresy zbiorcze poréwnujace potozenie populacji
[

wybranych gatunkow bakterii i C. albicans. (A- E.faecium, B- E. coli)

pulacja

»Analizy cytometrycznej dokonywano na Cytometrze LSR —
Fortessa BD- ustawiono kompensacje, bramkowano, SRR kulki-kantroine
wyznaczano $rednig wartosci fluorescencji oraz o s
wspotczynniki zmiennosci Cv(%) dla kazdego gatunku w
kazdej populacji w kanatach FITC i PE Texas Red.

WNIOSKI

1. Za pomoca cytometrii przeptywowej, uzywajac testu LIVE/DEAD BaclLight mozliwe jest rozréznienie, ocena oraz wyliczenie liczby zywych i martwych

=) Dla bakterii
przetrwalnikujgcych
4 ®Zieler malachitowa JTeICNIETITET E] [P4

Woda
@ Fuksyna zasadowa cytometryczng z

drobnoustrojow w badanej probce. Kazdy gatunek uktada sie w nieco innym miejscu na wykresie dwuwymiarowym, co pozwala wstepnie podejrzewac jakie
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gatunki moga by¢ obecne w mieszaninie. Metoda nie zastgpi petnej identyfikacji drobnoustrojdw za pomocg systemdéw mikrobiologicznych, ale moze

naprowadzi¢ badajgcego na odpowiedni tor analizy, co znacznie przyspieszy czas od przyjecia materiatu do wydania wyniku.
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Etap barwienia barwionymi
preparatami | | ,
I_\ Wik mikroskopowych 2. Wykorzystanie cytometrii oraz barwnikow fluorescencyjnych w tescie LIVE/DEAD Baclight daje szanse na wykrycie przetrwalnikow bakteryjnych w badanej
2% okt barwienia . 2
o i, & P (fuksyna zasadowa i - ¢ probce. Po poréwnaniu wynikéw uzyskanych metoda cytometrii z wynikami liczenia mikroskopowego mozemy oceni¢ metody jako zgodne, mimo to nalezatoby
zielen malachitowa- SYTO9 FITC-A

Rych2ischemat barwieniaprzetnwalnkowiprzetrwalnikiozielone  komorki na goraco). wykonaé wiecej prob, aby potwierdzi¢, ze test jest odpowiednio dostosowany do analizy odsetka przetrwalnikdw. Metoda moze okazac sie przydatna w

wegetatywne-czerwonE). . L] y 4 . . . L] . . ’ .o . . . - . . ’ . .
monitorowaniu czystosci mikrobiologicznej, kontroli procesow dezynfekcji, wyjatawiania, a takze w poznawaniu mechanizméw odpowiedzialnych za

powstawanie form odpornych na zabijanie.

Ryc. 3 Przyktadowe cytometryczne wykresy kropkowe przedstawiajace rozdziat bakterii z
gatunku S.epidermidis na poszczegdlne populacje- bramkowanie (wykresy wtasne).

3. Za pomocg testu LIVE/DEAD BaclLight mozemy analizowac nie tylko bakterie, ale rowniez gatunek grzyba Candida albicans. Musimy pamietac jedynie o

zmianie wartosci napiec¢ na detektorach (SSC i FSC) z uwagi na wieksze rozmiary komodrek grzyba w stosunku do komorek bakteryjnych. Pozostate etapy analizy

m) Test cytometryczny LIVE/DEAD BaclLight oprdcz oceny zywotnosci komérek bakteryjnych daje réwniez wygladaja identycznie jak w przypadku bakterii.
szanse na ich szybkie policzenie. Pomocny w liczeniu wzdr ma postac:
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