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IL NOSTRO GOAL : STUDIARE LA VITALITA BATTERICA
SIMULANDO DIVERSE CONDIZIONI ATMOSFERICHE

v’ Studiare quantitativamente la relazione dose-effetto tra vitalita batterica e
concentrazione in atmosfera di inquinanti

v’ Sviluppare ed implementare una procedura sperimentale che garantisca una
sensibilita sufficiente per apprezzare variazioni di vitalita da adottare per
studi sistematici

Bacteria Fungi Viruses Pollen

Immagini al microscopio elettronico di alcune componenti del Bioaerosol

Ghimire P.S. at al. “Linking the conventional and emerging detection techniques for ambient bioaerosols: a review” Rev Environ Sci Biotechnol (2019) 18:495-523
https:/ /doi.org/10.1007/s11157-019-09506-z



ChAMBRe

Chamber for Aerosol Modelling and Bio-aerosol Research

NI/

Volume = 2.2 m3
= Acciaio inossidabile

= L'unica camera italiana
/LP\ dedicata allo studio del
ACTRIS /Ai% bio-aerosol
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@ ITINERIS

Massabo et al., (2018)
Atmos. Meas. Tech., 11, 5885-5900
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VIABILITY # VITALITY

Viability = La vitalita € definita come «percentuale di cellule vive
in un'intera popolazione».
Vitality = «capacita fisiologica di una cellula metabolicamente attiva»

Kwolek-Mirek M. and Zadrag-Tecza R. «Comparison of methods used for assessing the viability and vitality of yeast cells»
FEMS, 2014 doi: 10.1111/1567-1364.12202

La definizione di vitalita nei microrganismi ¢ legata alla loro capacita di

moltiplicarsi.

Ma solleva una serie di domande:

= Dopo quanto tempo si puo definire morto un organismo?

= A quali condizioni di crescita si applica la definizione?

= Un organismo capace di metabolismo, ma carente nella capacita di
replicarsi, & considerato vivo o morto?

Elisabeth B. et al «Microalgae culture quality indicators: a review» Crit rev biotechnol.2021 Jun;41(4):457-473.
doi: 10.1080/07388551.2020.1854672.



METODI PER VALUTARE LA «CELL VIABILITY»
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Kwolek-Mirek M. and Zadrag-Tecza R. «Comparison of methods used for assessing the viability and vitality of yeast cells» FEMS, 2014
DOI:10.1111/1567-1364.12202



METODI PER VALUTARE LA «CELL VITALITY»
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Kwolek-Mirek M. and Zadrag-Tecza R. «Comparison of methods used for assessing the viability and vitality of yeast cells» FEMS, 2014
DOI:10.1111/1567-1364.12202



VBNC = STRATEGIA DI SOPRAVVIVENZA

I batteri possono entrare in questo stato
dormiente e non sono in grado di
dividersi a causa di:

* mancanza di specifici nutrienti nel
mezzo di coltura

* improprie condizioni di incubazione

= bassa temperatura, variazioni di
salinita, anossia, pH

= alta concentrazione di antibiotici

Per valutare i VBNC sono accettati questi tre criteri:
colturabilita, attivita metabolica, integrita della parete/membrana cellulare batterica

Kieu The Loan Trinh and Nae Yoon Lee "Recent Methods for the Viability Assessment of Bacterial Pathogens.: Advances, Challenges, and Future
Perspectives” Pathogens 2022 DOI: 10.3390/pathogens11091057
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Lo scopo é iniettare il maggior numero di cellule vitali possibili!

Caratterizzazione dell’inoculo
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viability



RISULTATI QUANTOM TX - SONDA TOTALE E VITALE A OD=0.5

V/T%=10%1

Gram negativo,
Pseudomonas fluorescens 2.5 nm

Sonda vitale = calceina AM

3 il
Y T prrrr 1)

Gram positivo,
Bacillus subtilis 6.7 um



CRITICITA’ DELLA CALCEINA AM

La CAM ha difficolta a penetrare la parete dei batteri

GRAM negativi :> intensita di fluorescenza

minore ed a una sottostima della conta delle cellule

vitali
* Tempi incubazione piu lunghi
* Concentrazioni piu elevate

|:> La CAM puo essere utilizzata come indicatore per
rilevare i batteri vivi

|:> Non puo essere utilizzata per rilevare le cellule vive di
tutti i batteri gram-negativi

La scelta del colorante utilizzato dipende
dal ceppo batterico in studio

(A) (B) (&

Fluorescence micrographs of C.
testosteroni TK102 after staining
with CAM and PI. Live (A), dead (B),
and  permeabilized cells (C)
fluoresced green, red, and both
green and red, respectively.

Yoshinori H. and Kazuhide Kimbara”Rapid Assessment of the Physiological Status of the Polychlorinated Biphenyl Degrader Comamonas
testosteroni TK102 by Flow Cytometry” Appl Environ Microbiol. 2002 Apr; 68(4): 2031-2035. doi: 10.1128/AEM.68.4.2031-2035.2002



RISULTATI MICROSCOPIA IN FLUORESCENZA
LIVE/DEAD A OD=0.5

3.34 uM SYTO 9 (0.1% DMSO in soluz. fisiologica)
20 uM Ioduro di propidio (0.1% DMSO in soluz.fisiologica)



RISULTATI P.FLUORESCENS PRE-INIEZIONE IN ChAMBRe
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RISULTATI PRELIMINARI B.SUBTILIS PRE-INIEZIONE IN ChAMBRe
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CONCLUSIONI

= | test di vitality e viability sono riproducibili e affidabili ma la loro scelta é
dipendente dal ceppo in esame
= ]l Quantom TX é utilizzabile come primo approccio come indicatore della
quantita di cellule batteriche totali e vitali ma non puo essere usato per
tutte le colture
» la capacita della Calceina AM di rilevare cellule batteriche vive in
letteratura é stata segnalata come limitata per alcuni gram negativi
= [Jlrapporto tra il live and dead e il metodo di coltura su piastra sono un
ottimo indicatore per calcolare le VBNC
= Lafase di caratterizzazione dell’inoculo per-iniezione é stata validata
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