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Zastosowanie cytometrii
przeptywowej w
mikrobiologicznych badaniach
kosmetykow i zywnosci



Agenda

Cytometria przeptywowa (ang. Flow Cytometry, FCM)
Badane parametry komorek

Zjawiska fizyczne lezgce u podstaw cytometrii przeptywowej
Budowa i zasada dziatania cytometru przeptywowego
Analiza prébek za pomocg FCM

Gdzie wykorzystuje sie FCM?
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Zalety i wady cytometrii przeptywowej
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Cytometria przeptywowa

(ang. Flow Cytometry, FCM)

Flow cytometry - pomiar
pojedynczych komorek podczas
ich przeptywu

Mierzone parametry: pomiar
Swiatta rozproszonego i sygnaty
fluorescencji

Wykrywanie komaorek i ich
charakterystyka pod wzgledem
jakosciowym oraz ilosciowym.
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Dlaczego FCM?
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Badane parametry
komorek

Komorki kazdego typu (0,2-150 um) oraz
ich struktury wewnagtrzkomaorkowe:
bakterie Gram-dodatnie, Gram-ujemne,
plesnie, grzyby, komorki krwi

« Cechy morfologiczne (wielkosé,
ziarnistosci cytoplazmatyczne)

 Parametry funkcjonalne komoarek
(potencjat btonowy,
wewngatrzkomaorkowe pH)

« (Oddziatywania pomiedzy czgsteczkami
w komaorce, np. biatko-biatko, biatko-DNA

DA ARGENTA




Zjawiska fizyczne lezace
u podstaw cytometrii
przepltywowe]

1. Rozpraszanie Swiatta
2. Fluorescencja

3. Przeptyw laminarny —
ogniskowanie hydrodynamiczne
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Rozpraszanie sSwiatla

« Zjawisko oddziatywania Swiatta z -
Materig, podczas ktérego v M
wystepuje zmiana kierunku >
rozchodzenia sie Swiatta —J T Detector

* Natezenie Swiatta w detektorze
jest proporcjonalne do rozmiaru
czastki rozpraszajgce]

« Korelacja pomiedzy dtugoscia 7" Scattered
fali Swiatta laserowego a tight
stopniem rozpraszania

Incident

light beam
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Fluorescencja

Zrodto $wiatta (np. laser) pada na
czasteczke (fluorochrom/barwnik

florescencyjny)

Fluorochrom pochtania kwanty
Swiatta o okreslonej energii i
przechodzi na wyzszy poziom
energetyczny (absorpcja)

Wzbudzony fluorochrom
powracajac do podstawowego
stanu energetycznego, oddaje
energie, czemu towarzyszy
krotkotrwata emisja fotonow —
fluorescencja

2 vibrational relaxation
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Fluorescencja

Fluorochromy: naturalne lub
sztuczne

Metody aktywacji fluorescencji:
bezposrednia i posrednia

Do znakowania komorek
stosowane sg np. przeciwciata lub
lektyny sprzezone z
fluorochromem, biatka
fluorescencyjne

W CFM badane komorki
ZzNnakowane sg w procesie
barwienia (przed pomiarem)
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Przeplyw laminarny

Przeptyw uwarstwiony

Uporzadkowany przeptyw ptynu
lepkiego, w ktorym elementy ptynu
poruszajg sie po torach rownolegtych

Wystepuje przy matych predkosciach
przeptywu

Uzyskuje sie m.in. dzieki ognhiskowaniu
hydrodynamicznemu

Stata predkosc przeptywu strumienia
pojedynczych komorek 103 czastek/s

Stabilny przeptyw umozliwia analize
sygnatow w czasie
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Budowa cytometru
przepltywowego

Typowe elementy cytometru:

« Uktad hydrodynamiczny

« Uktad optyczny (laser, detektory)
 System pomp

« Automatyczny uktad podawania
probki (opcja)

« Pozostata elektronika sterujgco-
rejestrujgca

©BD Accuri™ C6 Plus
Flow Cytometer
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Budowa cytometru cz. 1
® ®

—]
N—

Pojemnik z ptynem ostonowym (sheath)

2) Pojemnik na zanieczyszczenia

3) Pojemnik z detergentem

4) Pojemnik z roztworem czyszczacym

5) Wewnetrzny filtr do ptynu ostonowego
6) Pompa do ptynu ostonowego

7) Pompa na zanieczyszczenia

8) Miejsce pobierania probki

|
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Uktad optyczny

Jedna lub kilka linii laserowych

Filtry pasmowe do selektywnej
detekcji Swiatta pochodzacego z
fluorescencji

Detektory Swiatta rozproszonego
rozmieszczone prostopadle (SSC)
| rownolegle do wigzki laserowej (FSC)

Detektory fluorescencji ustawione
diagonalnie
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Budowa cytometru cz. 2

Laser niebieski (488 nm)
Laser czerwony (640 nm)

Uktad optyczny sktadajacy sie z 4 detektorow
fluorescencji

« FLI 585/40 nm
« FL2 585/40 nm
. FL3 >670 nm

«  FL4 675/25 nm

Komora przeptywowa z miejscem pomiarowym
(przeciecie sie wigzki lasera ze strumieniem probki)

Detektor Swiatta rozproszonego prostopadle
(SSC Side-scattered light )

Detektor Swiatta rozproszonego w przod

(FSC - Forward scattered light)
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Uklad
hydrodynamiczny

« Ogniskowanie hydrodynamiczne
zapewnia przeptyw laminarny

* Ptyn ostonowy w kapilarze
porusza sie szybciej od ptynu
Z probkg, formujac w centrum

Hydrodynamic
kapilary stabilny strumien

focusing region

« Jako ptyn ostonowy czesto stosuje
sie wode — niskie koszty | wysokie
bezpieczenstwo

Cellsina
single file line
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Analiza probek

1

£S
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Wzbogacenie

Znakowanie komorek

barwnikami
Min. 48 h

Max. 96 h POMOC3

METIS Fluo4Life®
+
Barwienie kontrastowe
(hamowanie naturalnej
autofluorescencji), np. z
wykorzystaniem
METISol Blue ®

fluorescencyjnymi, np. za

Liczenie i analiza badanych

komorek

\4
v
v

Analiza otrzymanych
wynikow za pomoca
wbudowanych w
oprogramowanie
narzedzi.
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Analiza na cytometrze cz.1

Zblizenie na komorg pomiarowa S

—

sheath fluid

A 4

W
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Sample
taking
needle
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Analiza na cytometrze cz.2

Wiagzka lasera pod katem 180°
(Detektor Przeciwlegty ,Forward
scatter”) » wielkosé

Wiagzka lasera pod katem 90°
(Detektor prostopadty ,Side
Scatter”) » ziarnistosé
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Analiza na cytometrze cz.2

1. Detektor Przeciwlegty ,Forward scatter”

Diffraction at 90° of the laser
by a partj

Side scatter

100% of laser light attain the detector Diffraction of the light on the detector

Diffraction generated by a small cell, by a bigger cell and by a cell even bigger

2. Detektor prostopadty ,Side Scatter”

Diffraction of the laser in all direction
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Analiza na cytometrze ¢z.3

PASSE-
HAUT

% Transmission
o 8 8

g

Passe-haut 530 nm

Filtry do detektoréw bocznych

PASSE-
BAS

% Transmission
o 8
(4]
8

* Probka, oznakowana wczesniej
specjalnymi przeciwciatami
sprzezonymi z barwnikami jest
odczytywana za pomoca
detektordw bocznych, przy uzyciu
filtrow przepuszczajgcych tylko fale
Swietlne odpowiednie] barwy. Passe-bande 520

* Swiatto lasera powoduje
wzbudzenie fluorochromu i
dochodzi do fluorescencji we
wszystkich komodrkach D g

Passe- bas 530 nm

8
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% Transmission
0
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BLOQUE-
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% Transmission
:
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8
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Przykladowy wynik
pomiaru

Podstawowym wykresem jest
porownanie natezenia swiatta
pomiedzy detektorami FSC oraz SSC

Analiza danych i przebiegdow
czasowych pozwala pogrupowac
wyniki i przyporzagdkowac im cechy
odpowiednie dla danych komoarek

Dodatkowa detekcja fluorescencji
Identyfikuje specyficzne obszary,
ktore umozliwiaty przytagczenie
fluorochormu

Side Scatter
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Forward Scatter
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Zastosowanie FCM w
przemysle

Aseptyczna produkcja zywnosci |
Nnapoil

Produkty mleczne
Produkty higieny osobiste]
KosmetyKi

Niesterylne farmaceutyki

Woda do przetworstwa
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Zastosowanie FCM w
bezpieczenstwie zywnosci i
kosmetykow

Wyznaczenie ogdlnej liczby drobnoustrojow (OLD)

Detekcja drozdzy i plesni

Detekcja mikroorganizmnow acidofilnych i
kwasoopornych

Wykrywanie patogendw, np:
Listeria spp.

Listeria monocytogenes
Salmonella spp.

Legionella spp.
Staphylococcus aureus
Escherichia coli

Badanie (ilosciowe i fizjologiczne)
mikroorganizmow fermentacyjnych (np.
Lactobacillus spp.)
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Kto korzysta z cytometrii przeptywowej?

Statystyki globalne na rok 2020

- Instytucje prywatne (40%)

- Szpitale (27%)

Instytucje akademickie (20%)

. Laboratoria kliniczne/diagnostyczne (13%)

Na podstawie: Flow Cytometry Market Growth Analysis Report, 2021-2027 (grandviewresearch.com) DA ARGENTA



https://www.grandviewresearch.com/industry-analysis/flow-cytometry-market

Zalety 1 wady FCM

Koniecznosc¢ przeprowadzenia probki w stan

Mozliwos¢ pominiecia etapu hodowli mikroorganizmnow ..
zawiesin

Mozliwosc¢ zapychania kapilar i przewodow

Skrécenie czasu analiz — analiza pobranego : : . : .
czgsteczkami zanieczyszczajgcymi lub aglomeratami

materiatu Komorek
Czutosc¢ — analiza pojedynczych obiektow Koniecznos¢ usuwania czastek zakidcajacych
z danej populacji pomiar —wysokie tto utrudniajgce analize

Brak informacji o przestrzennej dystrybucji
fluorochromu w komaorce — pomiar w postaci
epifluorescencji

Precyzyjnosc analiz populacyjnych — pomiar
wszystkich zawartych w probce obiektow

Sortowanie analizowanych obiektow — dalsza
Charakterystyka

Wieloparametrycznosc¢ analizy obiektow —
jednoczesny pomiar nawet kilkunastu cech

Szybkos¢ pomiaru
(hawet do 100 000 obiektdw/s)

OszczednosE czasu | minimalizacja kosztow —
ograniczenie zuzycia podtdz mikrobiologicznych ARGENTA




Zalety ekonomiczne FCM

Oszczednosé

Mniejsze obcigzenie
laboratoriéw oraz
wytwarzanie

Zanieczyszczen.

Stabilnos¢ produkciji

Minimalizowanie
przestojow produkcyjnych
w przypadku wykrytego
zanieczyszczenia lub

niewtasciwych surowcow

A 4

Wydajnosé
Zmniejszenie zapotrzebowania
na powierzchnie magazynowe,
zredukowanie czasu oczekiwania
na wynik, wysoka czutosc
umozliwiajgca wykrycie
pojedynczych komorek
ARGENTA




Dziekuje za uwage

Marta Koziet
Kierownik Produktu — Dziat Przemyst

e: m.koziel@argenta.pl
m: +48 506 381 53]
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