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STRESZCZENIE:

Protokodt wskazuje w jaki sposdb okreslaé obecnos¢ lekoopornych szczepdw bakterii na
réznych elementach wyposazenia i nawierzchni placéw zabaw oraz w bioaerozolu.
W dokumencie opisano miedzy innymi procedure identyfikacji izolatéw bakterii
z wykorzystaniem techniki MALDI-TOF MS oraz oprogramowania Bruker BioTyper, a takze
gtowne etapy testu oceny wrazliwosci na $rodki przeciwdrobnoustrojowe metodg dyfuzyjno-
kragzkowa.

PROTOKOL:
1. Pobieranie wymazéw z powierzchni wyposazenia placow zabaw i nawierzchni:

ZASADY OSTROZNOSCI: Zebrane prébki mogq zawiera¢ patogeny. Zadbaj
o odpowiedniq ochrone — zatdz rekawiczki.
UWAGA: Stosuj jedynie sterylne reagenty i pojemniki.

1.1.  Przygotuj sterylng wymazéwke w probdwece transportujgcej, sterylny roztwoér
NaCl (0,9%; w/v), wodoodporny pisak oraz lodéwke transportowa. Wybierz
liczbe i rodzaj powierzchni, z ktérych bedg pobierane prébki.

1.2.  Zwilz sterylng wymazdéwke w sterylnym roztworze NacCl (0,9%; w/v).

1.3. Pocieraj wybrang powierzchnie elementéw wyposazenia placéw zabaw
wymazowka przez minimum 2 minuty.

1.4. Umies¢ wymazowke w sterylnej probdwce transportujgcej, przechowuj
prébke w 4 °C i przetransportuj jg jak najszybciej do laboratorium.

2. Pobieranie probek podtoza z placow zabaw:

ZASADY OSTROZNOSCI: Zebrane prébki mogq zawieraé patogeny. Zadbaj
0 odpowiedniq ochrone — zatdz rekawiczki.
UWAGA: Stosuj jedynie sterylne pojemniki.

2.1. Przygotuj sterylne pojemniki polipropylenowe o pojemnosci 50 mL,
wodoodporny pisak oraz lodéwke transportowa. Nalezy zwrdcié uwage na
wybér miejsc, z ktdrych zostang pobrane probki.

2.2. Pobierz piasek lub prébke gleby z warstwy powierzchniowej na gtebokosci
1-10 cm bezposrednio do 50 mL sterylnego pojemnika polipropylenowego.

2.3.  Zbierz materiat tego samego typu z trzech rdéinych miejsc z terenu placu
zabaw i nastepnie zmieszaj je w jednym pojemniku.

2.4. Umie$é¢ pojemnik z prébka gleby lub piasku w lodéwce transportowej
(w temperaturze 4 °C) i przetransportuj jg jak najszybciej do laboratorium.



3. Pobor bioaerozolu:

ZASADY OSTROZNOSCI: Zebrane prébki mogq zawieraé patogeny. Zadbaj
o odpowiedniq ochrone — zatdz rekawiczki.

3.1. Uzyj przenosnego pobornika powietrza w celu pobrania zanieczyszczen
biologicznych obecnych w powietrzu na terenie placu zabaw.
3.2.  Zainstaluj sterylne kielichy zawierajgce odpowiedni ptyn do poboru prébek.

UWAGA: Niezbedne zuzywalne akcesoria do pobornika prdbek (kielichy, nakretki,
dawki ptynu kolekcyjnego) mogq by¢ zakupione od producenta urzqdzenia.
UWAGA: Stosuj jedynie sterylne reagenty i pojemniki.

3.3.  Umies¢ pobornik na wysokosci ok. 80-100 cm powyzej powierzchni ziemi.

UWAGA: Ta wysokos¢ odpowiada sredniej wysokosci 2-3-letniego dziecka, ktdre
zazwyczaj przebywa na placu zabaw.

3.4. Pobierz bioaerozol przez 10 minut z predkoscig poboru 250 L/min.
UWAGA: Kazda prébka zawiera bioaerozol zawieszony w 2 500 L powietrza.

3.5. Zabezpiecz kielich pobornika zawierajacy ptyn zakretka, przechowuj w 4 °C
i przetransportuj do laboratorium.

4. Oznaczenie liczby jednostek tworzacych kolonie (jtk) w wymazach:

ZASADY OSTROZNOSCI: Zebrane probki mogq zawieraé patogeny. Zadbaj
o odpowiedniq ochrone i prowadZ eksperymenty pod komorq laminarng.
UWAGA: Stosuj jedynie sterylne reagenty i pojemniki.

4.1. Uzywajgc jatowych nozyczek odetnij bawetniang koncéwke wymazowki
zawierajgcg materiat biologiczny, umies¢ ja w 1 mL sterylnego roztworu 0,9%
(w/v) NaCl.

4.2. Wymieszaj przez 1 minute.

4.3.  Przygotuj 10-krotne rozciericzenia z wykorzystaniem sterylnego roztworu
0,9% (w/v) NaCl.

UWAGA: Upewnij sie, ze kazde rozciericzenie jest dobrze wymieszane (przez minimum
15 sekund). Uzywaj jednorazowych koricowek do pipet automatycznych.

4.4. Rozprowadz 0,1 mL z kazdego rozcienczenia na ptytke z agarem trypsynowo-
sojowym.
4.5.  Inkubuj ptytki w 37 °C przez 48 godziny.



4.6.  Zlicz wszystkie kolonie z ptytek, na ktorych liczba kolonii wynosi od 30 do 300.
4.7.  Woyraz liczbe jednostek tworzgcych kolonie w mililitrze (jtk/mL).

Hodowle mikrobiologiczne z probek wymazow i podtoza:

ZASADY OSTROZNOSCI: Zebrane prébki mogq zawiera¢ patogeny. Zadbaj
o odpowiedniq ochrone i prowadZ eksperymenty pod komorq laminarng.
UWAGA: Stosuj jedynie sterylne reagenty i pojemniki.

5.1. Uzywajac jatowych nozyczek odetnij bawetniang koncéwke wymazéwki
z materiatem biologicznym, umies¢ w probdwce zawierajacej 5 mL sterylnego
bulionu trypsynowo-sojowego.

5.2.  Umie$é probke podtoza (gleby, piasku) w kolbie zawierajgcej 100 mL
sterylnego bulionu trypsynowo-sojowego.

5.3.  Inkubujw 37 °C przez 24 godziny.

5.4. Przy uzyciu ezy nanie$ otrzymang zawiesine bakteryjng metody posiewu
redukcyjnego na ptytki z selektywnymi podtozami chromogennymi
dedykowanymi dla bakterii bedgcych przedmiotem badan np. Staphylococcus,
Enterococcus, Salmonella, Pseudomonas, Escherichia itp.

UWAGA: Zastosowanie selektywnych pozywek nie wyklucza wzrostu innych rodzajow
mikroorganizmaow.

5.5.  Inkubuj ptytki w temperaturze 37 °C przez 24 godziny.

5.6. Za pomocg ezy pobierz pojedynczg izolowang kolonie o odpowiedniej barwie
(zgodnie z informacjg zawartg w instrukcji dla danego podtoza) i zaszczep nig
5 mL sterylnego bulionu trypsynowo-sojowego.

UWAGA: Hodowla na podtozu selektywnym i odpowiednia barwa kolonii nie
gwarantujg  prawidtowej identyfikacji izolatu  bakteryjnego. Identyfikacje
taksonomicznq nalezy potwierdzi¢ innymi metodami, np. technikg MALDI-TOF MS.

5.7.  Inkubuj ptytki w 37 °C przez 24 godziny.

5.8.  Przygotuj prébki do identyfikacji gatunkowej bakterii zgodnie z opisang
procedurg (patrz punkty 7 i 8) lub dodaj 20% (v/v) glicerolu i przechowuj
bakterie w -80 °C do dalszego wykorzystania.

UWAGA: Bakterie zabezpieczone glicerolem mozina tez przechowywac
w temperaturze -20 °C, ale przez krotki okres (raczej tygodnie, a nie lata jak
w przypadku -80 °C).



6. Hodowle mikrobiologiczne z prébek bioaerozolu:

6.1. Delikatnie wymieszaj ptyn w kielichach zawierajacy materiat zebrany
z powietrza.

6.2.  Przenies ptyn do sterylnej probéwki wiréwkowej.

6.3.  Odwiruj (8000 rpm, 15 minut).

6.4. Zlej ptyn znad osadu.

6.5. Prowadz hodowle bakteryjne z wykorzystaniem pozostatego osadu, tak jak to
opisano w punkcie 5.

6.6.  Przygotuj probki zgodnie z protokotem do identyfikacji gatunkowej bakterii
(patrz punkty 7 i 8) lub zabezpiecz izolaty bakteryjne do pdzniejszych analiz,
tak jak to opisano w punkcie 5.8.

7. Namnazanie izolatéow bakterii do identyfikacji gatunkowej technikg MALDI-TOF MS:

ZASADY OSTROZNOSCI: Zebrane prébki mogq zawiera¢ patogeny. Zadbaj
o odpowiedniq ochrone i prowadzdz eksperymenty pod komorg laminarng.
UWAGA: Stosuj jedynie sterylne reagenty i pojemniki.

7.1. Umies$¢ zamrozone i zabezpieczone glicerolem probki bakterii w temperaturze
pokojowej w celu rozmrozenia (ok. 20-30 minut). Pobierz prébke za pomocga
sterylnej ezy i posiej jg na ptytce z agarem trypsynowo-sojowym.

7.2.  Inkubuj ptytki w 37 °C przez noc.

8. Przygotowanie prébek do identyfikacji gatunkowej bakterii z wykorzystaniem
MALDI-TOF MS.

ZASADY OSTROZNOSCI: Standardowy zestaw ochrony osobistej powinien sktada¢ sie
co najmniej z fartucha i rekawiczek.

UWAGA: Wszystkie etapy nalezy wykonac pod komorg laminarng.

UWAGA: Do identyfikacji mikroorganizmow nalezy zastosowac 24-godzinng hodowle
czystej kultury bakteryjnej.

8.1. Dodaj 150 pL sterylnej wody do 1,5 mL probdowki wiréwkowe;.

8.2.  Wykorzystujgc sterylng eze pobierz odpowiednig ilos¢ mikroorganizmow
(,,oczko” ezy) do probdwki ze strylng wodg.

8.3. Uzywajac pipety o pojemnosci 200uL, wymieszaj zawartos$é probdowki poprzez
5-10-krotne pobieranie i wypuszczanie zawiesiny.

8.4. Dodaj 450 puL 100% etanolu do probowki. Wymieszaj zawartos¢ probowki tak
jak opisano to w punkcie 8.3.

UWAGA: Tak zabezpieczone probki mogq by¢ przechowywane w -80 °C przez
2 miesigce przed analizg MALDI-TOF MS.



8.5. Odwiruj (13 000 rpm, 5 minut).

8.6.  Usun rozpuszczalnik organiczny.

8.7.  Wysusz pozostaty osad w 30 °C, aby pozby¢ sie pozostatosci etanolu.

8.8. Dodaj 40-100 pL 70% (v/v) roztworu kwasu mréwkowego rozpuszczonego
w ultraczystej wodziedo probéwki z osadem bakteryjnym.

ZASADY OSTROZNOSCI: Kwas mréwkowy jest tatwopalny, toksyczny i zrgcy.

8.9. Wymieszaj przez 3 minuty.
8.10. Dodaj 40-100 pL acetonitrylu. Wymieszaj przez 1 minute.

ZASADY OSTROZNOSCI: Acetonitryl jest tatwopalny. Moze podraznia¢ oczy, nos,
gardto i ptuca.

8.11. Odwiruj (13 000 rpm, 3 minuty).

8.12. Nanie$ 1 plL supernatantu na ptytke do analizy MALDI w 3 powtdrzeniach.
Pozostaw na powietrzu do wyschniecia.

8.13. Pokryj kazdg z prébek znajdujgca sie na ptytce MALDI 1 uL matrycy HCCA.

UWAGA: Matryca HCCA ozancza nasycony roztwdr kwasu a-cyjano-4-
hydroksycynamonowego w standardowym rozpuszczalniku (50% acetonitryl; 47,5%
ultraczysta woda; 2,5% kwas trifluorooctowy).

ZASADY OSTROZNOSCI: HCCA dziata draznigco na skdre i oczy.

ZASADY OSTROZNOSCI: Kwas trifluorooctowy powoduje powazne oparzenia skdry
oraz uszkodzenia oczu.

8.14. Pozostaw do wyschniecia przez 2 minuty.
8.15. Nanies$ 1 uL zawiesiny standardu bakteryjnego (z ang. Bacterial Test Standard,
BTS) na jeden ze spotéw na stalowej ptytce do analizy MALDI-TOF.

UWAGA: Przygotuj standard bakteryjny zgodnie z informacjami podanymi przez
producenta odczynnika i przechowuj w temperaturze < -18°C.

8.16. Wykonaj kroki z punktéw 8.13 i 8.14.
8.17. Przeprowadz analize MALDI-TOF.

UWAGA: Analiza powinna zostac przeprowadzona do 24 godzin od przygotowania.



9. Gatunkowa identyfikacja bakterii z wykorzystaniem MALDI-TOF MS:

UWAGA: Protokdt zostat opracowany pod analizy prowadzone z wykorzystaniem
spektrometru mas BrukerDaltonik GmbH ultraflex MALDI-TOF/TOF sterowanym
z wykorzystaniem oprogramowania flexControl.

UWAGA: Protokét opracowano do identyfikacji gatunkowej mikroorganizmow
z wykorzystaniem oprogramowania MALDI BioTyper Compass.

UWAGA: Identyfikacja opiera sie na porownaniu widm masowych uzyskanych dla
badanej probki z widmem referencyjnym dostepnym w bazie danych.

9.1. Umiesc¢ ptytke do analizy MALDI w spektrometrze mas.
9.2. Za pomocg programu flexControl dokonaj kalibracji spektrometru mas
pracujgc z wykorzystaniem metody MBT.

UWAGA:Postepuj zgodhnie z instrukcjq oprogramowania.
UWAGA: Analizy prowadzone sq w polaryzacji dodatniej w trybie liniowym rejestrujgc
widma mas w zakresie m/z od 2000 do 20 000 Da.

9.3.  Zarejestruj widma mas dla kazdej prébki.

UWAGA:Postepuj zgodnie z instrukcjg oprogramowania.

9.4. Otwodrz program BioTyper Compass. Przeanalizuj uzyskane widma mas.
UWAGA: Postepuj zgodnie z instrukcjq oprogramowania.

UWAGA: Oprogramowanie umozliwia porédwnanie widm mas dla nieznanego
organizmu z widmem referencyjnym dostepnym w bibliotece.

9.5. Wygeneruj raport.
9.6. Dokonaj interpretacji wynikéw bazujgc na instrukcji zamieszczonej
w utworzonym raporcie.

UWAGA: Zazwyczaj, dopasowanie wyniku z prawdopodobieristwem na poziomie = 2.0
jest akceptowalne dla identyfikacji na poziomie gatunku, natomiast wyniki w zakresie
1.7-2.0 sq akceptowalne w przypadku dopasowania do rodzaju. Wyniki ponizej 1.7
powinny by¢ uznane za niewiarygodne.

UWAGA: Jezeli nie dokonano poprawnej identyfikacji gatunkowej, nalezy powtdrzyc
protokot przygotowania probki, stosujgc nowq subkulture bakterii, w przeciwnym
razie izolat nalezy zidentyfikowac przy uzyciu innej metodologii.



10. Ocena wrazliwosci na leki metoda dyfuzyjno-krazkowa:

10.1. Przygotuj ptytki z agarem Mueller-Hinton’a.

UWAGA: Przygotuj podtoze Mueller-Hinton’a zgodnie z instrukcjq producenta
(ok. 25 mL ptynnego podtoza na ptytke o srednicy 100 mm).
UWAGA: Przygotuj oddzielng ptytke dla kazdego badanego mikroorganizmu.

10.2. Przygotuj inokulum.

UWAGA: Do eksperymentow wybierz izolaty bakterii zidentyfikowane z wysokim
stopniem proawdopodobieristwa (> 2.0) technikg MALDI-TOF MS.

10.3. Przenies$ izolaty bakterii do 3-5 mL bulionu tryptonowo-sojowego.

10.4. Inkubuj bullion w 35 °C przez 24 godziny.

10.5. Przenie$ 50-100 pL zawiesiny bakterii do 3-5 mL roztworu NaCl (0,9%, w/v).
Wymieszaj.

10.6. Przygotuj densytometr przeznaczony do pomiaru zmetnienia zawiesiny
bakteryjnej w jednostkach McFarlanda. Ustaw gesto$¢ zawisiny bakterii na 0,5
stopnia w skali McFarland’a.

UWAGA: Jesli zawiesina przekroczy gestos¢ 0,5 stopnia w skali McFarland’a, dodaj
roztworu NaCl by uzysa¢ odpowiednig gestosc.

UWAGA: Wykorzystaj zawiesine do wykonania posiewu w czasie 15 minut od
przygotowania.

10.7. Zanurz sterylny patyczek z wacikiem bawetnianym w probdwce z inokulum.
UWAGA: Wacik nie powinien by¢ zbyt mokry.
10.8. Zaszczep powierzchnie ptytki agarowej Muellera-Hinton’a bakteriami.

UWAGA: Przesuwaj wacik ruchem w przod i w tyt bardzo blisko siebie. Poruszaj sie
w poprzek i w dot ptyty. Obrdc ptytke o 60° i powtorz te czynnosé.

10.9. Woyrzu¢ patyczek do odpowiedniego pojemnika.

10.10. Pozostaw powierzchnie agaru do wyschniecia na 3-5 minuty, ale nie diuzej niz
15 minut.

10.11. Podnies pokrywke i umies¢ na ptytce agarowej Muellera-Hinton’a
zaszczepionej bakteriami do 5 sztuk krazkéw impregnowanych srodkiem
przeciwdrobnoustrojowym uzywajgc sterylnej pensety. Mocno docisnij krazki,
aby zapewni¢ petny kontakt z powierzchnig agaru.



UWAGA: W celu wyboru srodkéw przeciwdrobnoustrojowych sprawdz rekomendacje
CLSI. Krqzki antybiotykowe mozna zakupi¢ od dowolnego renomowanego dostawcy.
UWAGA: Wysterylizuj penseteza pomocq alkoholu lub w ptomieniu palnika.

UWAGA: Krqzki powinny by¢ rozmieszczone w odlegtosci nie mniejszej niz 24 mm
(mierzonych od srodka do srodka) na ptytce z podtozem Mueller-Hinton’a.

UWAGA: Unikaj umieszczania krqzkdw zbyt blisko krawedzi ptytki z podtozem.

10.12. Odwrd¢ ptytki i umiesé je w cieplarce w 35 °C na 16-24 godziny w zaleznosci
od rodzaju patogenu.

10.13. Uzyj linijki lub suwmiarki, aby zmierzy¢ rozmiary stref zahamowania wzrostu
bakterii wokot krazkow z doktadnoscig do milimetra.

UWAGA: Uwzglednij sSrednice krqzka przy pomiarze.

10.14. Stosuj wytyczne CLSI w celu okreslenia akceptowalnych zakreséw srednic
zahamowania stref wzrostu bakterii i oceny wrazliwosci danego szczepu
bakterii na testowany srodek przeciwdrobnoustrojowy.

Uwagi koncowe:

Dokument zostat opracowany w ramach realizacji projektu finansowanego przez Ministra
Edukacji i Nauki w ramach program “Studenckie Kota Naukowe Tworzg Innowacje”
(SKN/SP/570395/2023).

Dokument opisuje przyktadowg procedure stuzgcg do izolacji i identyfikacji lekoopornych
szczepOw bakterii z elementéw wyposazenia, bioaerozolu i nawierzchni placow zabaw.
Laboratorium badawcze chcace sie postuzyc tym protokotem powinno zweryfikowaé
zamieszczone tresci i w razie potrzeby dostosowac je, w celu spetnienia obowigzujgcych
wymagan prawnych, norm systemu zarzadzania jakoscia wynikdw i wymagan
bezpieczenstwa.
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