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ABSTRAKT

Pritokova cytometrie predstavuje novou laboratorni techniku, ktera je zaloZena na principu
fluorescence a rozptylu svétla. Slouzi k rychlé kvantifikaci a identifikaci bunék ve vzorku,
K ureni a analyze bunéénych parametrii a v neposledni fad¢ i k bunécnému tiidéni. Pruto-
kova cytometrie piedstavuje perspektivni laboratorni techniku, ktera umoznuje ve velmi
kratké dobé poskytnout informace o citlivosti mikroorganisma vii¢i antimikrobidlnim lat-
kam. Diky tomu nalezla Siroké uplatnéni v potravinafském a farmaceutickém pramyslu,

medicin¢, ekologii, véd¢ a vyzkumu.

Klic¢ova slova: prutokova cytometrie, antimikrobialni ti¢inky, mikroorganismus

ABSTRACT

Flow cytometry is a new laboratory technique which is based on the principle of
fluorescence and light scattering. Used for rapid identification and quantification of cells in
the sample to identify and analyze cell parameters and ultimately also to cell sorting. Flow
cytometry is promising laboratory technique which allows in a very short time to provide
information on the susceptibility of microorganisms to antimicrobial effect. Found an
extensive application in the food and pharmaceutical industries, medicine, ecology, science

and investigation.

Keywords: flow cytometry, antimicrobial activity, microorganism
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UvVOD

Prvni pojednani o vyuziti pratokové cytometrie v mikrobiologii pochazeji ze 70. let 20.
stoleti, kdy byla pritokova cytometrie pouzita k analyze kvasinek. Tato laboratorni techni-
ka byla totiz pivodné vyvinuta ke studiu eukaryotickych bun¢k vzhledem k jejich vétsi
velikosti ve srovnani s buiikou prokaryotickou. Riznorodé¢ analyzy byly aplikovany az po
roce 1988, coz bylo pravdépodobné zplsobeno slozitosti pristrojového vybaveni, které
neumoziovalo bézné primyslové pouzivani této technologie a neexistovaly ani dostacujici
pracovni postupy. Casem dochézelo k dokonalejsimu vyvoji optickych a fluorescenénich
technologii vedouci k propracovanéjSimu vyvoji, vyzkumu a analyzdm v riznych oblas-
tech. Dnes pritokova cytometrie umoziuje rychlou a piesnou detekci ke zjisténi pritom-

nosti mikroorganismii a jejich zivotaschopnosti.

Obrovskou vyhodou priutokové cytometrie je, ze dokaze ve vzorcich stanovit i Zivota
schopné bunky, které v dasledku poskozeni nemohou riist na bézném kultivaénim médiu.
Je zndmo, Ze mikroorganismus, ktery je ve stresu a hladovi, dokéaze poupravit sviij metabo-
lismus a prezit diky nekultivovatelnému stadiu. V tomto stadiu vykazuje bunika v riizné
mife metabolickou aktivitu, ale na vyzivném neselektivnim médiu neni schopnéd vyrust.
Diive preziti téchto nekultivovatelnych mikroorganismi nepiedstavovalo vyznamny pro-
blém, ale v pribéhu let bylo zjiSté€no, Ze se podileji na riznorodych procesech v oblasti
lidské pozornosti, jako jsou produkty primyslové fermentace (alkoholické napoje, mlécné
vyrobky, vyroba 1€¢iv, atp.) nebo jakost a zdravotni nezdvadnost potravin. V posledni dobg,
je témto mikroorganismiim vénovana velka pozornost, nebot’ mohou byt nezanedbatelnym
zdrojem kontaminace a ndkaz. Velkd vétSina patogeni si v nekultivovatelném stadiu za-
chovava svou patogenitu a infek¢nost, kterd se mlize projevit v okamziku, kdy se mikroor-

ganismus ocitne v piiznivém prostiedi pro jeho rust.

Vlastnosti jako rychlost, pfesnost a velka citlivost u€inily z prutokové cytometrie nezavis-
lou techniku charakterizujici bunécné kultury. Diky univerzalnosti a vysoké automatizaci
spolu s vyvojem fluorescen¢nich barviv, se za poslednich tficet let stala tato technika jed-
nim z nejmocnéjSich nastroji pro studium mikrobidlnich suspenzi, coz umoznuje Siroké
uplatnéni v praxi i ve vyzkumu. V soucasné dobé¢ nasla pritokova cytometrie Siroké uplat-

néni ve védeé a medicing.
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1 POPIS TECHNIKY PRUTOKOVE CYTOMETRIE

Bézny pratokovy cytometr tvoii nékolik zakladnich jednotek: zdroj svétla (laser nebo ob-
loukova lampa), optickd soustava (Cocky, filtry, zrcadla), hydraulicky kapalinovy systém,
detektory signalu (ménice, fotodetektory) a pocitacovy systém (obr. 1) [1].

] Er

pianovy filtr
" 530/30 yan

) . polarmadrd zrc adlo
,,sxg:t:caux‘ .% do 500 ran

FL2 (PE) [j

Q_ 5351‘42 mn
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| P
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] S N
polar madnd zrc adlo

m:r
650 yox do 640 ran = o iEn

Laser —& | '} I-»D,{wudum“
prittokova kemntrka

Obr. 1 — Schéma pritokového cytometru systém [2]

Pritokova cytometrie je proces umoziujici uréit povahu bunééné populace, ktera prochazi
skrze silny paprsek svétla v uzkém proudu kapaliny. Pomoci této metody, 1ze stanovit op-
tické (fyzikalni) i fluorescen¢ni (chemické) vlastnosti jednotlivych bunék nebo jejich sou-
casti, napf. jadra, jadérka, chromozomy, mikroorganismy, latexové Casti, zakaly aj. Intenzi-
ta vygenerovanych optickych signala (rozptylové, v ptipad¢ pouziti fluorescen¢niho barvi-
va, fluorescencni signaly) je ve vzdjemném vztahu s bunéénymi parametry. Zasadnim ry-
sem pratokovych cytometrt je jejich schopnost méfit obrovské mnozstvi ¢astic, rychlosti
5000 u béznych cytometrti a az 100 000 castic za vtefinu u specializovanych pfiistrojt.
Diky tomu je mozné urcit ruizné vlastnosti buniky na bunééné (velikost, tvar, zrnitost, mem-
branovy potencial, bunécny cyklus, apoptoza) i nitrobunééné (obsah DNA a RNA, zakladni
slozeni, obsah bilkovin, vnitrobunééné pH, koncentrace nékterych ionti, velikost chromo-

zomu, atd.) urovni. Na tomto principu je mozné roztiidit buiitky nebo castice do populaci
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nebo 1 odhalit neobvyklé bunky ve vzorku. Nejmoderné;si ptistroje dokazou méfit 10-15
parametrl na jednotlivych bunkach/¢asticich soucasné, proto se nékdy pouziva termin mul-
tiparametricka (vicerozmérnd) pritokova cytometrie. Priutokovy cytometr 1ze s nadsazkou
nazvat jako ,,automaticky mikroskop®, ktery vynika vlastnostmi jako je objektivita, ptes-

nost, citlivost a rychlost analyzy [1,6].

Diky témto vynikajicim schopnostem nasla pritokova cytometrie ¢etné uplatnéni v klinické
diagnostice, biotechnologiich a v zakladnim a aplikovaném vyzkumu, pfedevSim pak
v imunologii [1], molekularni biologii, [3], genetice, botanice [4], farmakologii, zoologii,

moiské biologii a mikrobiologii [5].

1.1 Princip prutokové cytometrie

1.1.1 Hydraulicky kapalinovy systém

Hydraulicky kapalinovy systém, piedstavuje kliCovou soucast piistroje. Je zodpoveédny za
vytvofeni tzv. hydrodynamického zaostfovani, jehoz hlavnim tikolem je, vytvofit z bunééné
suspenze uzky centralni prutok, ktery ptivadi buiiku po bunice v jedné fadé za sebou do
ohniska svételného zdroje. Jednotlivé fazeni bunék je velmi dulezité z hlediska piesného
meéfeni, nebot’ se zabrani ucpani pruchodnosti trysky, ¢ehoz se dosahuje vstfikovanim
vzorku do proudiciho plasté tekutiny (ve vétSiné pfipadii voda nebo fyziologicky roztok),
ktery se pohybuje vétsi rychlosti. Vyvolané zrychleni v pritokovém otvoru stimuluje bunky
pohybovat se jednotlivé. Typicka rychlost proudéni se pohybuje v rozmezi 1 az 10 m/s, coz

odpovida n¢kolika desitkam az stovkach bunék za sekundu [6].

Existuji tfi zakladni typy nastaveni pratokové komurky. V nastaveni 'jet-in-air' vystupuje
proud z komurky do vnéjSiho prostoru, kde buiiky protina svételny paprskem. Pfi tomto
nastaveni je dosazeno pomérn¢ velké rychlosti prutoku, nebot’ otvor prutokové komurky
ma maly pramér, obvykle 75 pm. U nastaveni 'Enclosed stream' jsou buniky méfeny pii
pohybu uzkou kapildrou, ktera ma v priméru ptiblizn€ 250 pm, diky ¢emuz je dosazeno
niz$i rychlosti ale za to vyssi citlivosti. Pfi nastaveni 'jet on open surface' jsou buiiky analy-

zovany v tekoucim proudu na sklenéném krycim sklicku [4].
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1.1.2 Svételné zdroje

V pritokové cytometrii jsou vyuzivany dva druhy svételnych zdroji a to jsou lasery nebo

obloukové lampy.

Obloukové lampy (rtutové nebo ziidka xenonové) jsou vyuzivany jako levny zdroj svétla
predevsim v nékterych stolnich pfistrojich. Vyznacuji se nizkou cenou a snadnou udrzbou,
coz jsou hlavni vyhody oproti laserovym svételnym zdrojim. Naproti tomu predevsim rtu-
tové lampy maji nizkou Zivotnost (obvykle v rozmezi 200 az 400 hodin) a nizky vystupni
vykon, coz ma za nasledek pfi fluorescencni analyze nizkou citlivost. Kromé toho miize
Vv ramci pracovniho dne dochazet k postupnému snizovani intenzity svétla. Obloukové
lampy vysilaji ne-monochromatické svétlo, tudiz je nutné pouzit optické filtry pro pozado-

vanou vinovou délku (obvykle v UV) [4].

Laserovy svételny zdroj vytvari stabilni, jasny a uzky paprsek monochromatického svétla.
Nevyhoda laserového svételného zdroje je jeho vysoka pofizovaci cena. Vybér laseru zavisi
na typu bunééné analyzy a v zavéru na rozsahu vlnovych délek nutnych pro stimulaci zvo-
lenych fluorescencnich znaceni. V modernich pritokovych cytometrech je zdrojem svétla
modry laser o vinové délce 488 nm a Cerveny laser o vinové délce 635 nm. Na vzorek pro-
chézejici prutokovou kyvetou je zaméfen laser a dochazi k zachyceni Castic oznacené fluo-
rochromem. Informace o velikosti bunék, jejich tvaru a intenzité fluorescence poskytuje
rozptylené a fluorescencni svétlo. Dioda doptfedniho rozptylu zachyti signal doptedniho
rozptylu a sbérna cocka fluorescence zachyti signaly bo¢niho rozptylu. Oba signaly posléze

spektralné rozdeli dichroicka zrcadla a filtry [1,4,6].

1.1.3 Opticky systém

Opticky systém tvoii n€kolik dichroickych zrcadel a filtry, které absorbuji zafeni o urcité
vlnové délce a prenaseji ho pro naslednou analyzu k vhodnym fotonasobi¢iim. Neupraveny
laserovy paprsek ma tvar kruhu o priméru pfiblizn€ 1-2 mm. Aby doslo k osvétleni kazdé
buniky stejné, musi byt paprsek objektivy zaméten v odpovidajicim profilu. Vystupni svétlo
z osvétlenych ¢astic (shroméazdéné pomoci ¢ocky s vysokou numerickou aperturou) je slo-
zeno z ruznych barev. Pfed zachycenim fotodetektory, musi byt tato spektralni smés rozde-
lena do urcitych vlnovych délek, coz zajisti optickd zrcadla, dichroicka zrcadla a barevné
filtry. Existuji tii typy filtri: dlouhé (propousti svétlo nad zadanou vinovou délku, tj. >520

nm), kratké (propoustéji svétlo pod urcitou vinovou délku, tj. <575 nm) a pasmové (které
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propousténi svétlo omezenych vinovych délek, které se blizi specifické hodnot¢). Dichro-
ickd zrcadla (d€lice svazku) jsou umistény ve svételné draze v uhlu 45° a maji podobnou
funkci jako filtry, bud’'to odrazeji nebo propousténi svétlo specifickych vinovych délek
[1,4,6].

1.1.4 Detektory a zpracovani signalu

Rozsah rozptyleného svétla nebo fluorescence jsou zachyceny detektory, které méii svétel-
ny signal a pfevadéji jej na elektricky impuls. Detektory pfedstavuji vysoce citlivé fotodio-
dy nebo fotondsobice. Vzhledem k tomu, kolika lasery a detektory je pratokovy cytometr
vybaven, je mozné métit az desitky fluorescen¢nich parametri. Bézné komeréné prodavané
pristroje, maji k dispozici i zesilovace signalu, které byly pfedev§im dfive pouzivany pro
odhad obsahu jaderné DNA. Ve findle jsou elektronické signaly digitalizovany a zpracova-

ny do vzajemné souvisejicich dat pomoci softwaru [1,4,6].

1.1.5 Sbér dat a jejich zpracovani

Ziskana data z rozptylu a fluorescence bunécnych parametrli jsou zobrazovéna v grafické a
¢iselné form¢ a ukladana pro dalsi analyzu ve vestavéném pocitaci. Vystupem grafického
zobrazeni jsou histogramy jednoparametrové, kde je znazornén pocet bunck nebo castic na
ose y a intenzita signalu nebo fluorescence na ose x, dvouparametrové zobrazuji vzajem-
nou intenzitu signald odpovidajici riznym parametrim v kazdé ose. U dvouparametrovych
histogramt dale rozliSujeme bodové grafy (dot plot histogram), které jsou uZivany nejcas-
t&j1 a zobrazuji mnozstvi bunék pomoci hustoty bodil. Vrstevnicovy graf (contour plot his-
togram), ktery vykazuje Cary pfipominajici vrstevnice a hustotni graf (density plot histo-
gram), kdy je v kazdé oblasti ¢ast buné&k reprezentovana urcitou barevnou skalou. Dvoupa-
rametrové histogramy umoznuji zobrazit vzajemny vztah mezi dvéma jakymikoliv parame-
try, ktery lze vizualn€ odliSit. Béhem méfeni je moZné i1 vybrat konkrétni buiiky k analyze,
které se obvykle rozliSuji podle jejich fyzikalnich vlastnosti na zaklad¢ doptedniho a bo¢-
niho rozptylu (viz dale), coz umoziuje analyzovat vysoky pocet parametri soucasné [6].
Samoziejmosti pro spolehlivou a pfesnou analyzu je standardizace, kalibrace, kontrola a

ovétovani pristroje [5,7].
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1.2 Zakladni parametry analyzy pritokovym cytometrem

Pomoci doptedniho a boéniho rozptylu a fluorescence je umoznéno charakterizovat vnéjsi
a vnitini bunécné parametry. Rozptylové signaly jsou pro kazdou ¢astici ¢i bunku charakte-
ristické a tudiz umoznuji rozlisit rizné typy bunék od bunécné drté na zaklade jejich veli-
kosti a vnitiniho uspofadani. Kuptikladu lze timto zptisobem odlisit buiiky kvasinek od
bakterii, nebo rozdélit mikroorganismy do taxonomickych skupin dle jejich rozptylového

signalu [6].

1.2.1 Dopiedni a bo¢ni rozptyl

Dopiedni rozptyl (forward scatter channel — FCS)

Dioda dopiedniho rozptylu zachycuje signal v uhlu 20° od osy laserového paprsku a udava

informace o velikosti bungk.
Boc¢ni rozptyl (side scatter channel — SSC)

Dioda zachycuje signal v uhlu 90° od osy laserového paprsku a poskytuje informace o bu-
nécné slozitosti, jako je napt. pocet organel, informace o jadru, bunééné membrané a vniti-

nim zrnitém materialu [1,6].

1.2.2 Fluorescence

Fluorescence je fyzikalné chemicky d¢j, ktery vznikd stimulaci atomil pisobenim jiného
zéfeni a naslednym navratem atomu do zakladniho stavu kdy béhem tohoto d¢je dochézi k
vypousténi fotond. Tento d€j ndm umoziuje na nékolik nanosekund po ozatfeni latky sle-
dovat jeji luminiscenci, ktera po odstranéni zdroje zafeni vymizi [8]. Fluorescence je za-
chycend nasobi¢em v thlu 90° od osy laserového paprsku, zvlast pro kazdy fluorochrom.
Fluorescence poskytuje cenné informace o kvalitativnich a kvantitativnich membranovych
nebo cytoplazmatickych receptorech znacenych ur¢itym fluorochromem a intenzita zavisi
na typu pouzitého fluorochromu. Velmi bézné je také pouziti nékolika fluorochromi zaro-
veil, coZ umoziuje plné vyuziti techniky pritokové cytometrie a hlavnim cilem je rozliSeni
bunék s riznou strukturou nebo aktivitou. Pokud ov§em pouzijeme nekolik fluorochromi,
které maji blizké spektralni pasma nebo se prekryvaji, po¢itacovy systém provede kompen-
zaci fluorescen¢niho piesvitu (spectral-overlap), kdy ze signalu daného fotonasobice pro

dany fluorochrom odecte procento signalu od druhého detektoru [1].
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Fluorochromy jsou latky (barviva), které absorbuji svételnou energii o urcité¢ vinové délce
(excitace) a nasledné ji vyzafuji v jiné vinové délce (emise). Nékteré fluorochromy se na
urcité bunécné struktury (napt. nukleové kyseliny, proteiny, lipidy, atp.) vazni specificky a
zvysuji jejich fluorescenci. Nékteré fluorochromy se hromadi v ur€itych bunéénych struktu-
rach nebo je mozné upravit jejich vlastnosti pomoci charakteristickych biochemickych re-
akci (napf. zména pH, membranové polarizace) nebo Upravou enzymatické aktivity [1,6].
Ne vSechny bunécné struktury umoznuji ptimé navazani fluorochromu. V tomto ptipad¢ je
mozné pouzit imunoflurescenci, jejimz principem je kovalentni navazani fluorochromu na
specifickou protilatku [9]. Fluorochromy musi spliiovat nékolik podminek, z téch zaklad-

nich jmenujme alespon rozpustnost ve vodé, fotostabilitu a nizkou toxicitu [6].
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2 VYUZITI PRUTOKOVE CYTOMETRIE

pritokova cytometrie poskytuje nepteberné mnozstvi aplikaci, které 1ze uplatnit v riiznych
oblastech jak pfi vyzkumnych ¢innostech, tak pti kazdodennich rutinnich analyzach. Prito-
kova cytometrie umoziiuje multiparametrickou analyzu nékolika bunécnych ryst soucasné,
diky ¢emuz se tato laboratorni technika stdva propracovanou metodou s Sirokym pouzitim

nachazejici se ve vyzkumu i praxi.

Uplatnéni nachédzi v riznych oblastech pfi zjiStovani poctu bunék, tfidéni bunék, studiu
bunécnych struktur a antibiotické aktivity, detekci specifickych gent, testovani citlivosti,
méreni kumulace sekundarnich metabolitt v buiice, rozliSeni aktivnich a neaktivnich bunék
uvniti populaci [10]. V soucasné dobé¢ se prutokova cytometrie s uspéchem vyuziva prede-
v§im v lékafstvi pti imunodiagnostice hematologickych chorob [1], hodnoceni 1ékd, antibi-
otik a diagnostice patogennich mikroorganismu [11,12]. Uplatnéni nalezla také pfi vyrobé
a distribuci potravin, kde je dtlezité sledovat a kontrolovat ¢istotu ploch, vyhodnotit G¢in-
nost konzervace potravin, posoudit antibakterialni u¢inky, spocitat a charakterizovat bakte-
ridlni endospory [6], stanovit toxicitu chemickych latek [13]. V ekologii a botanice nasla

uplatnéni pii hodnoceni aktivity semiautonomnich organel a identifikaci ploidie [3].

2.1 Aplikace v potravinarském pramyslu

Vzhledem k jakosti, bezpecnosti a zdravotni nezavadnosti potravin je velmi dalezité sledo-
vat pocet, zivotaschopnost a metabolickou aktivitu riznorodych mikroorganismui v surovi-
nach, potravinach i vyrobnim prostiedi. Taktéz z ekonomického hlediska je pfi vyrobé po-
travin nezbytné, sledovat a kontrolovat zdroje bakterialni kontaminace v riznych stupnich
vyrobniho procesu. V poslednich letech, s nastupem rozvinutéj$i a presnéjsi laboratorni
techniky vstupuji do poptedi z4jmu nové a presné€jsi metody, jednou z nich je pravée priito-
kové cytometrie. Priitokova cytometrie byla prokazana jako velmi uzite¢na metoda analyzy
a diky jeji rychlosti a presnosti, lze pfedejit mnoha komplikacim pfi zpracovani surovin na
finalni produkty a to i pfes vysoké pofizovaci naklady této techniky. Naprostou vyhodou v
tomto procesu je ¢asova uspora, jelikoz oproti klasické kultivaci, lze ziskat vysledky v pod-
statné krat$i dob¢, obecné do 60 min., coZ umoziiuje okamzité¢ vyhodnoceni mikrobidlni
kvality potravinaiskych produkti. Pfi v€asném odhaleni nedostatkli surovin ¢i findlnich

vyrobk, je mozné dosahnout zna¢nych uspor jak finanénich tak ¢asovych [14,15].
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Vedle kontroly mikrobialni Cistoty, Ize pratokovou cytometrii vyuzit i k pfimému sledovani
rustu bakterii, napt. pii primyslové vyrob¢ Cistych fermentacnich kultur. Typickym piikla-
dem jsou cisté mlékarenské kultury, zahrnujici predev§im bacily a grampozitivni koky.
Tyto organizmy se podileji na vyrobé zakysanych mléénych vyrobku, jako jsou jogurty,
smetany, syry a tekuté mlécné vyrobky. V prvé fadé je vyhodnocen pocet Zivota schopnych
bakterii, jejich metabolickd aktivita, fyziologie bun€k a také mozné poSkozeni bunck po
tepelném oSetieni. Nékteré populace bakterii, se po kultivaci na pevnych médiich mohou
projevit jako nekultivovatelné, ale i ptesto jsou schopny metabolické aktivity a fermentac-
nich procesii [6]. Nezddouci kontaminace antibiotiky ¢i bakteriofdgy, mize negativné
ovlivnit probihajici procesy, coz se zna¢né projevi na kone¢ném vyrobku [16]. V souCasné
dobé vyuzivé techniku pritokové cytometrie mnoho mlékdren, jelikoz sledovani kvality a
bezpecnosti mléka vyzaduje peclivou analyzu mikrobidlnich a somatickych bunék. Sebe-
mensi zvySené mnozstvi mikroorganismi ma zasadni vliv na jakost, zdravotni nezavad-
nost, trvanlivost a technologii vyroby jak syrového tak zpracovaného mléka. Bezpecnost je
na prvnim misté, a proto jsou peclivé sledovany poc¢ty mikroorganismi, detekovany pato-
geny, kontaminanty a je sledovana UcCinnost tepelného oSetfeni. Mezi bézné metody patii
ptima mikroskopie, bioluminiscence a barvici postupy. AvSak metody jsou ¢asoveé naro¢né,
aniz by poskytovaly uspokojivé vysledky. I zde vynika pratokova cytometrie fadou nespor-
nych vyhod [17].

Dalsi studie tykajici se vyuziti pritokové cytometrie pro prumyslové procesy se tykaly pie-
devsim vyroby piva, vina a kvaSeného jablecného mostu. Hlavnim cilem bylo optimalizo-
vat fermenta¢ni procesy. Z posouzeni fyziologického stavu buiiky a bunécného cyklu, 1ze
optimalizovat vybér a nacasovani startovacich kultur tak, aby byly idealné nastaveny ae-
robni €1 anaerobni podminky a doSlo tak k maximalni vykonnosti organismu. Jelikoz je
zivotnost kultur omezend, je mozné touto cestou zabranit pomalému a neptedvidatelnému
kvaseni zapfic¢inéné v disledku nevhodnych vyzivovych podminek. Mezi nejnovéjsi apli-
kace vztahujici se k vyrobé alkoholickych napoji patii detekce Zivotaschopnych kvasinek a
bakterii ve ving, zjisténi v€asného zastaveni alkoholového kvaseni, Zivotaschopnost kvasi-
nek v jablecném moStu béhem kvaSeni, optimalizace startovacich kultur u jable¢no-
mlécného kvaseni, charakterizace komercniho pivovarského drozdi, vliv bunécného cyklu

béhem kvaseni na kvalitu piva, hodnoceni koncentrace a zivotaschopnosti kvasinek béhem
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kvaSeni vina, analyza populace rehydratovanych kvasinek, Zivotaschopnost a vitalita kvasi-

nek béhem alkoholového kvaseni [6], charakterizace zakalu piva aj. [18].

2.2 Lékarské aplikace a farmaceuticky prumysl

Medicina patfi mezi hlavni objekt lidského zajmu. Neustale pfetrvavd snaha o vyvijeni
novych 1€k, zlepSovani lécebnych postupti a zdokonalovani vySetfovacich metod. I v této
oblasti je prutokova cytometrie slibnym ndstrojem, nebot’ usnadiiuje mnohé rutinni analy-
zy. Mezi nejcCastéji vySetfované biologické materidly patii biopticky vzorek tkané v nativ-
nim stavu, aspirat (vzorek ziskany odsatim) kostni diené, periferni krev, leukocyty,
mozkomis$ni mok, vypotky, mo¢ a také vymésky z organti a lymfatickych tkani. Nejvice je
vyuzivéana polychromatickd imunofluorescence leukocytd (na buniku je navazana protilatka
spolu s fluorescencni molekulou, za uc¢elem identifikace antigent na povrchu buiiky nebo
ve nitrobunééném prostoru) [19]. AvSak v soucasné dobé je prutokova cytometrie v klinic-
ké praxi dale uplatiiovdna v imunofenotypizaci leukémii a lymfomi, pti DNA analyze, pii
vySetieni leukocytt, pro stanoveni intracelularniho vapniku, pti diagnostice defektt imuni-
ty, pii cytometrickém vySetfeni solidnich nadort, diagnostice a monitorovani autoimunnich
chorob a v transplanta¢ni imunologii [20]. Mimo metody zaloZené na rozpoznavani speci-
fickych antigent protilatkami umoziuje prutokova cytometrie i detekci apoptozy a kinetiky

buné¢nych procest, asociace a disociace makromolekul ¢i detekci rozpustnych latek [19].

Ve farmaceutickém primyslu naléza uplatnéni pfi stanoveni G€innosti 1€kl a antibiotik na

zivotaschopnost bunék a také pii diagnostice a identifikaci klinicky vyznamnych druhti [6].

2.3 Vyuziti v biologii a botanice

Ptirodni ekosystémy se vyznacuji velkou rozmanitosti druht, a aby bylo mozné pochopit
procesy, které v ptirod¢ probihaji je nutné tyto prokaryotické a eukaryotické bunky spravné
identifikovat a kvantifikovat. Vzhledem k tomu jsou kladeny stale vétSi pozadavky na vy-
konné&j8i a presnéjSi laboratorni techniku. Metody vyvinuté ke studiu prokaryotickych a
eukaryotickych bun€k vyzaduji zaclenéni poznatkli z biochemie, genetiky, mikrobiologie a
molekularni biologie. I pfesto, Ze se pritokova cytometrie jiz vyuziva pro analyzu bunék v
prirodnich ekosystémech, neustale se vyviji nové metody a postupy pro praci s timto zaii-
zenim. To se tykd zejména mechanismu bunééného tfidéni a pouziti fluorochromi. Vzhle-

dem k tomu, Ze vétSina fluorescen¢nich barviv byla vyvinuta pro zivocisné buiiky, je nutna
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kalibrace v souladu s danymi mikroorganismy, nebot’ mize dochazet k chybam, které jsou
alnim a zivo¢iSnym buitkam byli vénovany rozsahlé studie a Ize skupinu téchto bunck
oznacit za pomérné hojné probadanou, jinak je tomu u prvoku a virt. Vzhledem k jejich
velmi malé velikosti, nizkému obsahu nukleovych kyselin a odlisné biologické struktuie
jsou pritokovym cytometrem hiife rozpoznavany, ale i ptes ncktera uskali je nestale vyvi-

jena snaha ke zdokonaleni jejich identifikace [5].

Na pracovisti laboratofe pritokové cytometrie Botanického Gstavu AV CR se zabyvaji stu-
diem cévnatych rostlin s vyuzitim modernich technik jako je pritokova cytometrie spolu
S vicerozmérnou morfometrii, molekularni biologii, atd. Vyzkum je zaméfen predevsim na
taxonomii a ekologii polyploidnich skupin a odhad velikosti genomu. Mezi rostlinné ¢asti-
ce, které byly GspésSné pouzity pro analyzu, patii zejména protoplasty, chromozomy, pyl a
izolované organely, jako jsou jadra, mitochondrie a chloroplasty. Mezi obecné aplikace
patii analyza DNA, bunécného cyklu, stanoveni bunéénych zlomka v riznych fazich bu-
nécného cyklu, vypocet doby bunééného cyklu, zména ¢innosti bunééného cyklu, schop-
nost regenerace, genetickd stabilita rostlinnych tkéni a identifikace ploidie. Tyto informace
poskytuji dilezité zpravy o biochemickém stavu bunky, které mohou byt vyuzity pro opti-
malizaci rustu ¢i fizenou syntézu sekundarnich metabolitii. Na zékladé¢ téchto znalosti mo-
hou byt produkty rostlinnych kultur vyuzivany v bioprocesech pro komercni tcely. Jedna
se zejména o vonné a chut'ové latky, insekticidy, vyroba protilatek a jinych proteini, vyro-
ba umélych semen nebo celych rostlin pro zahradnické a zemé&délské ucely a latky vyuZzi-

vané ve farmaceutickém prumyslu [4].

V laboratofi pritokové cytometrie AV CR se zaméiuji predev§im na studium zakladajici na
znalosti jaderné DNA, coz zahrnuje pfedevsim odhad ploidie, detekci reZimu reprodukce a
urceni velikosti genomu. Na zakladé téchto znalosti dokazou identifikovat druhy se stej-
nym poctem chromozom, detekovat hybridy z homoploidniho kiiZeni, identifikovat do-
mnélé rodice, vzacné cytotypy a heteroploidni hybridy mezi velmi pfibuznymi taxony, dale

provést pruzkum struktury obyvatelstva cytotypt a urcit reprodukéni chovani [4,3].
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3 ANTIMIKROBIALNI UCINKY

Spole¢nou vlastnosti antimikrobialnich latek je, Ze se vyznacuji specifickymi vlastnostmi,
které neptiznivé pisobi na mikroorganismy. Podle jejich ucinku je rozdélujeme na mikro-
bistatické, které zastavuji rozmnozovani mikroorganismi nebo mikrobicidni latky, jez mik-
roorganismy usmrcuji. Bakteriostatické/baktericidni latky ptisobi pouze na bakterie, fungi-
statické/fungicidni u¢inkuji na kvasinky a plisné. U¢inek antimikrobialnich latek je vyrazng
ovlivnén jejich koncentraci. Nékteré latky maji vliv mikrobistaticky v nizkych koncentra-
cich a mirkrobicidné¢ ve vysSich koncentracich. AvSak vétSina latek v nizkych koncentra-

cich urychluje metabolismus mikroorganismu a ma tedy stimulaéni ¢inek [21].

3.1 Mechanismus piisobeni

Antimikrobidlni latky pfedstavuji rozsédhlou skupinu latek s rozlicnou chemickou struktu-

rou, a tudiz je podle jejich mechanismu G¢inku mizeme rozdélit do nasledujicich kategorii.

3.1.1 Latky posSkozujici bunééné struktury

Tyto latky nejcastéji poskozuji cytoplasmatickou membranu mikroorganismi, popiipadné
u bakterii a kvasinek inhibuji syntézu bunécné stény. Podle charakteru jejich zasahu je ma-
zeme rozd¢lit na latky, které inhibuji enzymy biosyntézy, vyvolavaji zménu permeability,
navazuji se na lipidové pienaseCe nebo na substraty. Napft. betalaktamova antibiotika se
navazi ve stén¢ mikroorganismi na specifické receptory PBP (penicillin binding proteins),
inhibuji reakce dilezité pro funkci peptidoglykanové vrstvy a nasledné aktivuji enzymy,

které zpusobi lyzi a smrt bunky [22,23,24].

3.1.2 Latky inhibujici syntézu bilkovin v ribozomu

Ribozomy jsou ribonukleoproteiny, které se nachazeji ve vSech znamych bunkach, jejich
specifickou funkci je syntéza proteint. Ribozomy maji pomérné velkou komplexni struktu-
ru a déli se na dvé podjednotky, mensi (oznacované u prokaryot 30S; u eukaryot 40S) a
vétsi (u prokaryot 50S; a eukaryot 60S). Antimikrobidlni latky jsou schopny se na malou ¢i
velkou podjednotku navazat pomoci vazby na receptor a tim znemoznit jejich biologickou

funkci [22,23].
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3.1.3 Latky inhibujici syntézu nukleovych kyselin

Inhibice biosyntézy nukleovych kyselin miize probihat na nékolika Grovnich. Do prvni
urovné patii latky inhibujici syntézu nukleotidl, coz jsou prekurzory nukleovych kyselin,
popiipad¢ zpusobujici jejich vzajemné zaménéni. Druha Groven je samotna inhibice tvorby
nukleovych kyselin. A to vytvofenim komplext prostfednictvim vazby na DNA, ¢imz se
znemozni jeji matricova funkce a dojde k zastaveni dalSich navazujicich reakci (replikace,

transkripce, translace). Dal§i moZnosti je inaktivace polymerizacnich enzymt, napt. gyrazy

[22,23].

3.1.4 Latky inhibujici metabolismus

Biotransformacéni dé&je jsou pro zivot mikrobidlni bunky nezbytné, proto jakykoliv zasah
ptedstavuje pro buiiku zkdzu. Nej€astéji jde o latky, které zasahuji do citratového cyklu,
dychaciho fetézce nebo do syntézy kyseliny listové. Nékteré antimikrobialni latky se svoji
strukturou velmi podobaji primarnim metabolitim buiiky a mohou tedy pusobit jako anti-

metabolity, napt. aminokyselin, purinti, pyrimidind a vitamind [21,22].

3.2 Antimikrobialni latky

Antimikrobidlni latky pfedstavuji velmi riznorodou skupinu latek. Chemické latky pouzi-
vané v potravinarstvi nesmé&ji nepfiznivé ovliviiovat organoleptické vlastnosti potravin,

zdravi konzumentli a zaméstnancii a poskozovat vyrobni zatizeni [21].

Mezi anorganické slouceniny patii silné kyseliny a zasady (NaOH, KOH), které¢ maji mik-
robicidni u¢inky. Poskozuji bunéénou sténu 1 plasmatickou membranu. Jedna se vétSinou o
agresivni latky, a proto se pouzivaji velmi ziidka a to pfedevsim pro desinfekci stén a zaii-
zeni. Do této skupiny lze zatadit haSené vapno, uhli¢itan sodny, fosforec¢nan sodny ¢i poly-
fosfaty. Sir$i uplatnéni ma oxid siri¢ity, ktery piisobi jako slaba kyselina a pouziva se k
siteni ovocnych a vinnych polotovart, k sifeni sudu, sklept atp. Soli tézkych kovl maji
vyborné antimikrobialni u€inky, ale vzhledem k jejich jedovatosti se nesméji v potravinai-
stvi pouzivat nebo pouze omezené na desinfekci zatfizeni. Do této skupiny se fadi organo-
médnaté (napf. siran méd’naty), organociniCité slouceniny a stfibro. Silna oxidaéni ¢inidla
patii k nejpouzivanéjSim prostiedkim. Chlor slouZi pro sterilizaci vody, chlorové vapno k
desinfekci podlah a skladovacich prostor, Siroké vyuziti ma i peroxid vodiku a v posledni

dobé se rozsitilo pouzivani oxidu chlori¢it¢ho. Do skupiny organickych sloucenin fadime
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fenolické latky (fenol, kresol, pentachlorfenolat, atp.), které se vSak v potravinatstvi uplat-
fyji jen velmi omezen€ vzhledem k jejich pronikavému zapachu [21]. Alkoholy netc¢inkuji
na spory bakterii, ale antimikrobidlni vlastnosti vykazuji k bakteriim, kvasinkam, plisnim 1
nékterym virdm. Uéinek je samoziejmé zavisly na koncentraci a ¢asu expozice, nicméng
nejefektivnéji ptisobi v koncentraci 60-70% kdy denaturuji bunééné bilkoviny [25]. Jako
konzervaéni prostfedky s bakteriostatickym U¢inkem se v potravinafstvi hojné vyuzivaji
organické kyseliny, z nichz nejvhodnéjsi je kyselina benzoova, p-hydroxybenzoova, sa-
licylova, mravenéi, propionova, peroctova, perpropionova, vinnd, jable¢na, octova, fuma-
rova, jantarova atp. Zakladem mydel a povrchové aktivnich latek jsou sodné soli vyssich
mastnych kyselin. Ve vyssich koncentracich poskozuji plasmatickou membranu. Mezi dalsi
organické latky mizeme zatfadit enzym lysozym, jenZ $tépi bakteridlni sténu a je pfirozené
obsazen ve vaje¢ném bilku a nékterych télnich tekutindch jako jsou sliny, slzy, krevni
plazma atp. V soucasné dobé¢ se pfidava do potravin jako jsou syry, parky, vafené maso a
driibezi vyrobky [26]. Do skupiny organickych sloucenin fadime i antibiotika a chemotera-
peutika, jeZ naSly Siroké uplatnéni pfedevs§im v lékarstvi. Omezené uZiti téchto latek je
povoleno i pii konzervaci potravin. V Ceské republice je to nisin, v zahrani¢i jesté chlor-
tetracyklin a oxytetracyklin pouZivany k prodlouZeni skladovatelnosti syrovych kufat a ryb
[21], mlékarenskych produktii a nékterych polotovard, jako jsou livance, pizza, produkty z

vafenych brambor, salatové dresinky, atp [26].

V soucasné dob¢ se pro stanoveni citlivosti mikroorganismt in vitro pouziva nékolik me-

tod:
v’ zfed'ovani v bujonu;
v’ zied’'ovani v agaru;
v’ diskova difusni metoda na agaru;
v’ E-test (epsilonmetr test);
v’ automatizované metody.

Automatizované metody byly ptivodné vyvinuty pro rychly a pfesny vycet poc¢tu mikroor-
ganismu, ale mohou poskytnout i cenné informace o antimikrobialni citlivosti [26]. Mezi

tyto sofistikované metody patii i pritokova cytometrie.
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4 STANOVENI ANTIMIKROBIALNICH UCINKU PRUTOKOVOU
CYTOMETRII

Studium antimikrobidlni citlivosti pomoci priitokové cytometrie bylo pouzito jiz na zacat-
ku roku 1980, nicméné pouziti této techniky nebylo tak bézné jako v dnesni dobé. V roce
1990 bylo dosazeno vyznamnych pokrokt a pocet védeckych ¢lanki zaméfenych na anti-
mikrobidlni u¢inky bakterii (v€etné mykobakterii), hub, vird i paraziti se vyrazné zvysil.
Postup analyzy byl ¢asove narocny s pouzitim neefektivnich barviv a drahych analyzatort.
Bakterie byly vystaveny u¢inkiim antibiotik a nasledné byl studovan pomér zivych a mrt-
vych bungk, intenzita fluorescence, obsah DNA/RNA a morfologie bunék. VétSina takto
provedenych studii umoziovala prokdzat antibiotické Gc€inky na bakteridlni bunky jiz v
prubéhu 1-2 hodin po pusobeni 1é¢iv. Nicméné pouzivané postupy byly piili§ nepraktické k

tomu, aby mohly byt pouzivany v kazdodenni praxi [27].

Béhem uplynulého desetileti se postupy analyzy zna¢né zlepsily a dnes tato technika pii-
spéla k revoluéni zméné v mikrobiologickych laboratotich. Vysledky jsou k dispozici
ve velmi kratké dobé a citlivost mikroorganismii vici antibakteridlnim latkdm je mozZné
posoudit na zéklad¢ jejich Zivotaschopnosti, jesté pted jejich identifikaci, coz by v budouc-
nu mohlo najit uplatnéni pii lé¢eni infekci [28]. Uzite¢né informace je mozné ziskat pfi
testovani ucinnosti novych 1€k v kombinaci s jejich pfipadnou toxicitou [13]. Obrovsky
pfinos nabizi pritokova cytometrie pii detekci smiSenych populaci, které miiZou reagovat
riznymi zpasoby na ucinky antimikrobidlni latky. Pfredevsim v klinické mikrobiologii hraje
rychlost a presnost dulezitou roli [28], nebot’ cilena antibioticka 1é¢ba snizuje riziko anti-
mikrobidlni rezistence, umoziuje snizeni ndklada a taktéz vetsi efektivnost 1écby. Pramér-
ny Cas potiebny k dosazeni vysledki se u béznych automatizovanych metod pohybuje oko-
lo 9 hodin, kdezto u pritokové cytometrie je mozné obdrzet vysledky jiz v dobé& okolo 90
min (Tab. 1). Diky tomu je mozné analyzovat v relativné kratkém case vétsi pocet vzorki
[27]. Pratokova cytometrie taktéZ umoznuje u bakterii a kvasinek studium genové exprese

za pomoci zelené fluoreskujicich bilkovin, diky ¢emuz se studium znaéné zjednodusilo

[27].
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Tab. 1 — Cas potiebny ke stanoveni minimdlni inhibicni koncentrace [27, upraveno]

Testovana bakterie Antimikrobialni Automatizovana Pritokova cytomet-
latka metoda (h:min) rie (h:min)
E. coli amoxicillin 7:50 1:30
E.coli gentamicin 9:50 1:30
P. aeruginosa piperacillin 13:50 2:00
P. aeruginosa gentamicin 12:00 2:00
S. aureus gentamicin 8:25 2:00

4.1 Pouzivana fluorescen¢ni barviva

Pro posouzeni Zivotaschopnosti nebo stupné poskozeni jak prokaryotické tak eukaryotické
buiky se vyuzivaji ¢etné fluorescenéni barviva, nebot’ jsou schopny poukazat na zmény ve
fyziologii (membranovy potencial, velikost bunky, mnozstvi DNA) nebo metabolismu
bunky ucinkem antimikrobidlnich latek. Pisobeni fluorescencnich barviv spolu s technikou
pratokové cytometrie je neustdle zkoumano a vyvijeno. Pfesto jiz nyni jsou tyto nastroje

velmi u¢innym pomocnikem pii posouzeni citlivosti a i€inkd na mikroorganismy [29].

Ackoliv buiiky riznych druht mohou vykazovat riznou propustnost, vSeobecné v platnosti
je, Ze ziva nepoSkozena buiika se vyznacuje selektivné propustnou bunéénou membranou,
ktera je nepropustna pro polarni (ve vodé rozpustné) latky. Pokud vSak dojde k poruseni
membrany (mechanickymi, fyzikdlnimi ¢i chemickymi vlivy) stdva se propustnou a to i pro
barviva, které jsou schopny proniknout porusenou bunénou membranou a navéazat se na

nukleové kyseliny za vzniku fluorescence [29,30].
Mezi bézna barviva vazici se na nukleové kyseliny patii nasledujici:

Propidium jodid (PI) je nejéast&ji pouzivané barvivo. Radi se mezi interkala¢ni ¢inidla s
molekulovou hmotnosti 668,4 g/mol. PouZiva se pii hodnoceni Zivotaschopnosti bun¢k
pomoci pritokové cytometrie nebo ke stanoveni obsahu DNA pfi analyze bunécného cyk-
lu. Barviva TO-PRO-1 (molekulova hmotnost 645 g/mol) a TO-PRO-3 se fadi mezi mo-
nomerni karboxykyanové barviva vyuzivané pii analyze prutokovou cytometrii a fluo-
rescen¢nimi mikroskopy. SYTOX Green s molekulovou hmotnosti 600 g/mol vykazuje

jasné zelenou fluorescenci pro proniknuti do bunék s oslabenou membranou. Je vhodnym
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ukazatelem mrtvych bunék pii analyze fluorescen¢nimi mikroskopy, fluorimetry a techniku
pritokové cytometrie. Jeho vyhodou je, Ze po navdzani na nukleové kyseliny je jeho fluo-
rescence az 100 krat vétsi v porovnani se standartnim propidium jodidem [29,30,31]. Akri-
dinové oranz umoziuje posoudit mnozstvi NK v pfitomnosti antimikrobialnich latek, ne-

bot’ po navazani na DNA se barvi zelen¢ a RNA tmavé Cervené [28].

Bakteridlni buiiky reaguji na rizné antimikrobidlni latky snizenim nebo zvySenim membra-
nového potencialu. V piipadé bunééné smrti nebo poskozeni membrany dojde k jeho se-
lhani. Tohoto jevu vyuziva dalsi skupina barviv, nebot” se hromadi uvnitf neposkozené
buiiky a vykazuji fluorescenci. V momenté kdy dojde k poruseni butiky je barvivo uvoliio-
vano a pokles fluorescence je vyhodnocen priitokovou cytometrii. Mezi tato barviva se fadi
napiiklad Rodamin 123, kationtové lipofilni barvivo, pouzivané pouze pro grampozitivni
bakterie, nebot’ gramnegativni jej Spatné piijimaji. Oxonol je aniontové lipofilni barvivo,
suspéchem pouzivany pii hodnoceni citlivosti na antimikrobidlni latky jak
u grampozitivnich tak u gram-negativnich bakterii. Vyhodou tohoto barviva je, Ze mize byt
pfidano pfimo na tekuté kultury bez jakékoliv ptedchozi tpravy, které by mohli zpusobit
odchylky a zasahovat tak do G¢inku antibakterialni latky. Fluorescein diacetat je nepolarni
latka, kterd snadno prochazi pres plasmatickou membranu. Tato latka je po proniknuti
do buiikky metabolizovana na derivat (fluorescein) pro ktery je uz membrana nepropustna a
dochdzi tedy k hromadéni uvniti buniky. Pfitomnost a mnozstvi fluoresceinu je méteno po-

moci fluorescence [28,32].

Metody pouziti vySe uvedenych barviv jsou standardizované predevsim pro bakterie. Te-
prve v poslednim desetileti vzrostl zajem o antimykotika a rezistence proti t€émto antimik-
robialnim latkdm [28]. N¢kolik studii ukazalo, Ze je mozné pratokovou cytometrii vyuZzit

k testovani antimykotické citlivosti, ale i pfesto navrzené postupy zustavaji sporné [33].

TaktéZ je diilezité vénovat pozornost vybéru barviva, nebot’ v urc¢itych protokolech souvisi
vlastnosti jejich excitace a emise s mechanismem pusobeni antimikrobialnich latek. Né&ko-
lik ptikladl vybéru barviva, studia antimikrobidlnich G€inkl a testovani citlivosti mikroor-

ganismu jsou uvedeny v nasledujici tabulce [28].
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Tab. 2 — Antibakterialni ucinky a testovani citlivosti priitokovou cytometrii [28, upraveno]

Antimikrobialni | Mikroorganismus | Cas vy- Barvivo Studovany parame-
latka sledku (h) tr
Ampicillin E. coli 1-3 Pl morfologie, t¢inky
na membranu
Ampicillin E. coli 0,5 Oxonol rozptyl svétla
Ampicillin K. pneumoniae 1 Ethidium bro- | obsah DNA, mor-
mide + mithra- fologie, rozptyl
mycin svétla
Benzylpenicillin S. aureus 2-4 Oxonol uc¢inky na mem-
branu
Cefamandole E. coli <0,5 Ethidium bro- rozptyl svétla, ob-
mide sah DNA
Chloramfenicol E. coli <2 Mithramycin obsah DNA
Ciprofloxacin E. coli 1-3 Pl rozptyl svétla, mor-
fologie, ucinky na
membranu
Ciprofloxacin Mycobacterium 6-24 Fluorescein dia- | stav metabolismu,
spp. cetat zivé bunky
Gentamicin E. coli 1-3 Pl morfologie
Gentamicin E. coli 05-1 Ethidium bro- obsah DNA
mide + mithra-
mycin
Gentamicin E. coli 0,5 Oxonol ucinky na mem-
branu
Gentamicin E. coli 1 Akridinova zabarveni nukleo-
oranz vych kyselin
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4.2 Faktory ovliviiujici testovani citlivosti mikroorganismi

I presto, ze Ccinitelé ovliviiujici vysledky analyzy jsou prostudovany v souvislosti

s bakteriemi, mohou byt podobné tivahy pouzity i pro jiné organismy jakou jsou napi. hou-

by nebo paraziti. Je dilezité poznamenat nékolik faktorl, které mohou ovlivnit testovani a

vést tak k zavadéjicim zaveérim:

v’ samotny organizmus miize ovlivnit testovani citlivosti, nebot’ rizné druhy bakterii, ob-
¢as 1 riizné kmeny vykazuji riiznou schopnost pfijmout membranovym potencidlem bar-
vivo, navic vylepsené vylucovaci mechanismy vedouci k vypuzeni a snizeni mnozstvi

pfijatého barviva se miize taktéz negativné projevit pii fluorescenci;
v’ ptiprava vzorku pied analyzou;
v' pouziti povrchové aktivnich latek;
v" koncentrace antimikrobidlni latky;
v faze bakterialniho ristu [28];
v mnozstvi a dostupnost vazebnych mist;
v" konformaéni stav nukleovych kyselin;
v mechanismus u¢inku antimikrobidlni latky;

v’ lepsi vaznost fluorochromu na dvouietézcové nukleové kyseliny v porovnani s jednote-

tézcovymi nukleovymi kyselinami nebo RNA;

v" uvolnéni nukleové kyseliny z poSkozené buiiky s naslednym poklesem poétu vazebnych
mist [29].
| pfes mozné drobné nepiesnosti je vyhodnoceni technikou pritokové cytometrie v porov-
nani s klasickou metodou mnohem citlivejsi, coz je zapti¢inéno piedevs§im tim, Ze u nékte-
rych kultur (napt. Mycoplasma hyopneumoniae) je vyhodnoceni zavislé na viditelné zméné
barvy média nebo vytvoteni zakalu, které vSak v prubéhu inkubacni doby nebylo dostatec-
né nebo rostouci bakterie jsou obtizné vidét. V porovnani s klasickou kultivaci je znacnd i
Casova uspora. Pfi analyze pomoci pratokové cytometrie je mozné obdrzet u nékterych
vzorki vysledky v dobé okolo 90 minut, zatimco u klasické kultivace je to nékolikanasob-

né delsi doba, obvykle v rozmezi 48-72 hodin. Rychlost diagnozy piedstavuje nespornou

vyhodu predevsim u klinickych vzorki, nebot’ pravé v této oblasti hraje ¢as dtlezitou roli a
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bézné¢ dostupné metody jsou narocné, zdlouhavé a nékteré vyzaduji vyskoleny personal

[12].

Co se tyce vyhodnoceni antimikrobidlnich ucinki, neékteré studie ukazuji, ze mechanismus
pisobeni nékterych latek, miize byt sloZitdjsi, neZ je bézné vniman. Cehoz miize byt hojnd
vyuzito ve farmakologii pfi vyvoji novych antibakteridlnich latek a 1€kt a taktéz pii stano-
mikrobidlni latky, ktera inhibuje viditelny rast mikroorganismu. Tyto cenné informace nam
mohou pomoci pfi identifikaci odolnych a rezistentnich subpopulaci v témet realném case

[11,34].

4.3 Detekce mikroorganismi

4.3.1 Bakterie

Nejjednodussi a nejrychlejsi zptsob detekce bakterii je v souc¢asné dobé pomoci protilatek.
Jejich specifi¢nost a moznost oznaceni protilatek fluorochromy na konkrétni antigeny pted-
stavuji jeden z nejucinngjsich nastroji pro identifikaci. Metoda je jednoducha a rychla a to
i pro buriky, které jsou nekultivovatelné v disledku poskozeni [28]. Protilatky pouzité pro
analyzu museji byt druhové specifické a cilovy antigen by mél byt ve velkém mnozstvi, aby

protilatky byly dostate¢né zativé [35].

Jedinou nevyhodou je, ze protilatky zamétené na konkrétni mikroby jsou omezené dostup-
né. Technika pritokové cytometrie ve spojeni s fluorescencnimi protilatkami byla s Gspé-
chem pouzita k detekci mnoha bakterii (napt. Salmonella, Mycobacterium, Brucella, My-
coplasma fermentans, Pseudomonas aeruginosa, Legionella pneumophila, Haemophilus
influenzae, Moraxella catarrhalis, Bacteroides fragilis). Tyto pfiklady ukazuji na citlivost
a specifi¢nost pii pouziti protilatek, které umoziiuji 1 detekci jednotlivych typli bunék v

riznorodé populaci [28].

Dal8i moznost ptimé diagnodzy je pomoci fluorescencni detekce oligonukleotidli pomoci
specialnich barviv (napf. DAPI — 4,6-diamino-2-fenylindolu) cilené zaméfenych na barveni
nukleovych kyselin. Nicmén¢ vzhledem k slozitému postupu se tato metoda pro bézné ana-
lyzy nepouziva. Jinak tomu mtze byt v budoucnu, nebot’ tato metoda umoziuje specific-

kou identifikaci potencionalnich patogenti [28].
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Dalsi moznosti analyzy je sledovani rastu kolonii bud’ v pfitomnosti ¢i nepfitomnosti anti-
mikrobidlni latky na zakladé vyhodnoceni intenzity zabarveni. Pti této metod¢ je vyuzivano
zluté fluorescenéni barvivo auramin. Ke studiu byly pouzity mikroorganismy Mycobacteri-
um bovis a Mycobacterium smegmatis. Prokazani inhibice ristu bylo mozné po 1-3 dnech.

Touto metodou se podafilo detekovat i pfitomnost rezistentnich subpopulaci [36].

Pritokova cytometrie se taktéz osvédcila pii studiu fyziologickych G¢inkd antmikrobial-
nich latek na bakterialni bunky v disledku jejich vlivu na nékteré metabolické funkce.
Mimo to, je taktéz Sikovnym nastrojem pro testovani citlivosti bakterii a stanoveni bakteri-
cidnich nebo bakteriostatickych w¢inki. Uginek antimikrobialni latky miize byt zjistén na
zaklad€ méteni rozptylu svétla a obsahu DNA za pouziti fluorescencni sondy, nebo také dle
zmeény tvaru buiiky. Rozptyl svétla je uzitecnym ukazatelem antimikrobidlnich u€inkt, bez
ohledu na jejich mechanismus ucinku. Tento ptedpoklad byl potvrzen u dvou riznych anti-
biotik (ceftazidim, ktery poskozuje plasmatickou membranu a ciprofloxacin, ktery inakti-
vuje polymeraéni enzym gyrazu). Pti analyze byla pouzita fluorescencni detekce i rozptyl

svétla a testovani bylo provedeno piimo na klinickych vzorcich [28].

Stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace je bézné provadéno v klinickych laboratotich.
Stanoveni minimalni baktericidni koncentrace, kterd uvadi koncentraci, jez bakterie usmrti,
se uruje uz jen ziidka, podobné taktéZ postantibiotické a subinhibi¢ni ucinky. Tradi¢ni
analyzy postantibiotického efektu jsou zaloZeny na poctu bakterii a jen n€kolik dalSich au-
tord zkoumalo moznost vyuzit dal§ich postupti, v posledni n¢kolika letech naptiklad prito-
kové cytometrie. Tato technika ma tu vyhodu, Ze umoznuje studovat rtiznorodost bakterial-
ni populace a konkrétni metabolické¢ déje, které v postantibiotickém obdobi probiha-
ji.Gottfredsson a kol. ve své praci sledovali v populaci E. coli velikost mikroorganismt a
obsah nukleovych kyselin béhem plisobeni antimikrobidlnich latek a taktéz v pribéhu po-
stantibiotického obdobi. Alikvotni mnozstvi bakteridlnich populaci byly v pravidelnych
casovych intervalech béhem a po expozici uc¢innych latek obarveny propidium jodidem.
Bylo zjisténo, Ze betalaktamova antibiotika a ciprofloxacin zplsobil, ze se v populaci vy-
skytovaly zvétSené bunky se zvySenym obsahem nukleovych kyselin, zatimco rifampicin
vyvolal snizeni velikosti bun¢k a nukleovych kyselin. Zatimco u klasické metody je mozné
zjistit pouze velmi malé zmény v poctu KTJ (kolonie tvofici jednotku), u pritokové cyto-
metrie mame k dispozici informace o membranovém potencialu a metabolické aktivite

[28].
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4.3.2 Kvasinky

Pokud jde o kvasinky, ukazalo se, ze prutokova cytometrie spolu se specifickymi protilat-
kami pfedstavuje velmi spolehlivou metodu, ktera je pravdépodobné efektivnéjsi nez né-
které dostupné metody. Jiz v roce 1988 byla zvefejnéna prace tykajici se procesu stanoveni
sérotypu Candida albicans [28]. Nicméné az roku 1996 byla sérotypizace ovéfena pomoci
specifického antiséra prutokovu cytometrii. Podle autorii studie zaméfené na sérotypizaci
Candida albicans pomoci pritokové cytometrie je nejpozoruhodnéj§im znakem metody
jeji spolehlivost. V jejich studii pritokova cytometrie umoznila detekovat pfitomnost dvou
riznych kment a to v kultufe u které se pfedpokladalo, Ze je homogenni a déle sérotypizo-
vat Ctyfi kmeny jejichz sérotypy nelze urcit imunofluorescenci [37]. Bylo tedy opét potvr-
zeno, ze prutokova cytometrie poskytuje spolehlivéjsi vysledky nez bézné dostupny ko-
mer¢ni test pro urCeni sérotypu pro Candida. Pritokova cytometrie by mohla pomoci pii
rozliSeni kmenti Candida, které zptisobuji opakované infek¢éni onemocnéni pacientti a pro-
blém predstavuji i smiSené infekce (zpisobené ne¢kolika mikroorganismy). Na zakladé vy-

Setfeni protilatek by bylo mozné u¢init 1écbu infekei rychlejsi a efektivngjsi [28].

Zajem o antimykotika a vznik rezistence proti t€émto antimikrobialnim latkdm se v posled-
nich nekolika letech zdvojnasobil. Vzhledem ke zvySujicimu se poctu lidi se snizenou
imunitou se invazivni mykotické infekce Casto stavaji hlavni pfic¢inou nemocnosti a umrt-
nosti. Nicméné€ laboratorni testy na citlivost kvasinek vici antimykotickym latkdm jsou
provadény v mnohem mensi mife nez je tomu u antibakterialnich latek. Klasické metody

pro testovani citlivosti kvasinek jsou pracné a Casto vyzaduji dlouhou inkubaci (obvykle

48-72 hod) [28].

Pritokova cytometrie je tedy moznou volbou ke studiu antimykotickych ucinkli, nebot
dokaze snadno rozlisit kvasinky oSetfené antimykotiky od téch, které byli bézn¢ kultivova-
ny a pouzity jako kontrolni vzorek.Vysledky takto provedeného testu byly k dispozici bé-
hem 24 hodin. V dalsi studii pfi posouzeni citlivosti (Candida albicans, Candida tropica-
lis, Candida parapsilosis, Candida lusitaniae, Pichia kudriavzevii, Meyerozyma guillier-
mondii, Candida glabrata, Rhodotorula mucilaginosa a Cryptococcus neoformans) byl
pouzit propidium jodid spolu s bengalskou Gerveni. Cas potiebny pro analyzu se snizil z
ptivodnich 24—48 hodin na pouhych 9 hodin. Pfi pouziti riznych fluorochromti se mohou

objevit mirné rozdily v detekénich Casech, nebot’ reakéni doba zdvisi na parametru mérené

fluorochromem [28].
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4.3.3 Viry

Pritokova cytometrie byla pro studium interakei mezi butikami a viry pouzivana jiz diive,
ale hloubé¢ji bylo toto téma prozkouméno a popsano az v roce 1994. Pomoci priutokové
cytometrie byla studovana exprese bunécnych proteinti v dusledku virové infekce pro
cytomegalovirus (CMV), herpes simplex virus (HSV), adenovirus, virus hepatitidy B
(HBV) a viru lidské imunodeficience. Pomoci pritokové cytometrie byla taktéz sledovana
odchylka buné¢ného cyklu a replikace DNA ve virem infikovanych buiikach pro papillo-
mavirus, CMV a lidsky HIV-1. Tato technika se rovnéz pouziva pro studium vlivu virové
infekce na intracelularni rovni a umoznila nazornou ukazku apoptdzy spojené s virovou
infekci. Mimo to, byly popsany viry jako adenovirus, virus chiipky, opi¢i virus, virus spla-
ni¢ek, hovézi herpesvirus, papillomavirus a HIV-1 (po 0znaceni fluorescein isothyokyana-

tem) i s jejich pfedpokladanymi bunéénymi receptory [28].

Pritokova cytometrie umoznuje detekci a kvantifikaci infikovanych bunék bud’ piimo v
klinickych vzorcich, nebo po inokulaci virové kultury v bunécéné kultuie. Detekce a kvanti-
fikace virovych antigent nebo jejich nukleovych kyselin je mozna pomoci protilatky, ktera
specificky rozpozna povrchové nebo vnitrobunécné antigeny v kombinaci s pfimou nebo
neptimou fluorescenci. Mezi dvé hlavni a nesporné vyhody pti pouziti této techniky pro
studium virové infekce patii: schopnost analyzovat n¢kolik parametri jedné infikované
buniky ve stejnou dobu a schopnost infikované buiiky kvantifikovat. Z tohoto diivodu je
prutokovéa cytometrie mocny nastroj pro charakterizaci mechanismu virové patogeneze

[28].

Ptesto, Ze testovani antivirové citlivosti in vitro neni v klinickych mikrobiologickych labo-
ratofich zcela bézné, je vyvoj rychlych a presnych testii pro monitorovani novych antiviro-
vych latek a testovani antivirové citlivosti nezbytné. Vznik antivirové rezistence zvysuje
potiebu rychlych automatizovanych a cilenych testi. Konvenéni metody jsou pracné a ca-
sov€ naro¢né. Pomoci techniky prutokové cytometrie je mozné kvantifikovat virové anti-
geny, nukleové kyseliny nebo jakékoliv virové parametry, které se vztahuji k virovym in-
fekcim. Prutokova cytometrie rovnéz umoziuje rychlé vysetieni a posouzeni novych anti-

virovych latek a jejich mechanismu ucinku [28].

Rychla a snadnd metoda screeningu pomoci prutokové cytometrie pii analyze plisobeni

nekolika antivirovych latek proti HSV je zaloZena na zmén¢€ vyvolané v bunééné DNA. Pri
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tim vétsi je mnozstvi DNA a tim i intenzivnéjsi fluorescence propidium jodidu [28].

P#i hodnoceni antivirovych latek in vitro byl s ispéchem pouzit i vir CMV, ktery pii infek-
ci poSkozuje cytoplasmatickou membranu a dochazi k uvolnéni cytoplasmatické choli-
nesterazy, ktera je meétena pomoci fluoresceoin diacetatu. Rozdil ve fluorescenci umoziuje

rozlisit mezi infikovanymi a neinfikovanymi bunikami a vyhodnotit tak uc¢innost latky [28].

Pritokova cytometrie umoziuje i kvantifikovat inhibici exprese virového antigenu v lid-
skych bunkach infikovanych virem HIV-1. Anvirova aktivita proti tomuto viru byla prato-
kovou cytometrii sledovana u n¢kolika latek a ziskané tdaje byly srovnatelné s vysledky

ziskanymi tradi¢ni metodou [28].
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ZAVER

Vzhledem ke zvySujicimu se uplatnéni pritokové cytometrie v praxi se tato metoda stava
pro uzivatele stale dostupnéjsi. I pfes pomérné vysokou pofizovaci cenu, naklady na pofi-
zeni a provoz postupné klesaji. V poslednich nékolika letech doslo ke zdokonaleni softwa-
rovych i laserovych technologii a i metodické postupy se neustale vylepsuji. Siroké prak-
tické vyuziti vyplyva z jednoduchosti, spolehlivosti a rychlosti metody. Nespornou vyho-
dou je univerzalnost metody, nebot’ stejny ptistroj mize byt pouzit pro pfimou diagnostiku,
testovani antimikrobidlni citlivosti 1 k identifikaci mikroorganismd. Dnes$ni pritokové
cytometry umoznuji analyzu nékolika vnitinich 1 vnéjSich bunéénych parametri soucasné,

¢imz se stava vhodnou technikou pro studium heterogennich populaci.

Antimikrobidlni latky mohou mit rozdilné pfimé i nepfimé ucinky na jednotlivé mikroor-
ganismy. Pro dokonalejsi pochopeni mechanismu ptsobeni téchto latek je dtlezité sledovat
zmény v morfologii i metabolismu buniky, coz pritokova cytometrie umoziuje. Zpracovani
vzorkd obvykle trva podstatné krat$i dobu nez u klasickych metod a proto pfedstavuje
ucinny nastroj pro hodnoceni mikrobialni citlivosti a taktéz miize pomoci pii objevovani
novych antimkrobidlnich latek. Siroky potencial nabizi predeviim v lékaistvi, nebot
pti véasné detekci privodce onemocnéni bude pohotoveé zahajena uspesSna 1écba a snizi se

riziko vzniku rezistentnich subpopulaci.

Dtlezité je poznamenat, Ze k dosaZeni korektnich vysledkl je nutna pravidelna kalibrace,
udrzba i spravné nastaveni piistroje. Pozornost je nutné vénovat i vhodnému vybéru barvi-
va a koncentraci vzorku. A 1 pfesto, Ze nejvhodnéjsi metodiky jsou neptetrzité optimalizo-
vany, vyvoj modernich, kompaktnich a cenové dostupnych priitokovych cytometri zame-

fenych na jednotlivé obory neustale pokracuje.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

DNA  deoxyribonukleova kyselina
RNA  ribonukleova kyselina
CMV cytomegalovirus

HSV  herpessimplex virus

HBV  virus hepatitidy B

HIV virus lidské imunodeficience
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