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ANOTACE

Tato prace se zabyva vyuzitim prutokové cytometrie v mikrobiologii. V prvni ¢asti prace je
kratce popsana historie vyvoje pfistroje, princip fungovani a popis jeho jednotlivych casti.
Nasleduje kratka kapitola o vyuziti v jinych biologickych oborech, napt. v hematologii
a imunologii. Dals$i kapitoly pojednavaji o jejim mozném vyuziti v mikrobiologii obecn¢ a déle

v klinické mikrobiologii, potravinafstvi a biotechnologii.

KLICOVA SLOVA

pratokova cytometrie, mikrobiologie, fluorescencni barviva, zivotaschopnost bunék, specificka

detekce mikroorganismi

TITLE

Use of flow cytometry in microbiology

ANNOTATION

This work deals with the use of flow cytometry in microbiology. In the first part of the thesis,
the history of the instrument development, the principle and a description of its individual parts
is briefly described. It is followed by a short chapter about the use of flow cytometry in other
biological fields, for example in hematology and immunology. Other chapters deal with its
potential application in microbiology in general and in clinical microbiology, food industry and

biotechnology.
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UVOD

Zivot ohrozujici infekce vyzaduji rychlé nasazeni antimikrobialni 1é¢by, a proto vyzaduji
rychlé¢ a ptesné diagnostické testy. Problémem mikrobiologickych laboratoii ve srovnani
s jinymi klinickymi laboratofemi je asova naro¢nost pii diagnostice mikroorganismu. Tradi¢ni
metody bakteriologie a mykologie vyzaduji izolaci a kultivaci organismi pied identifikaci
a dal$imi stanovenimi. Ve vétSin€ ptipadi jsou tak vysledky spojené s kultivaci dostupné za 48

az 72 hodin.

Diky postuptim nevyuzivajicich kultivaci, které detekuji naptiklad pfitomnost antigent nebo
specifickou imunitni reakci hostitele, se vyrazné zkratil diagnosticky ¢as. Rozvoj molekularné
biologickych technik, zejména téch, které jsou zalozeny na sondach nukleovych kyselin
kombinovanych s amplifikaénimi technikami, zvysil rychlost a specificitu mikrobiologické
diagnostiky. Tyto techniky vedly k revolu¢ni zméné¢ mnoha tradi¢nich postupli pouzivanych
v klinickych mikrobiologickych laboratofich. Diky témto metodam je diagnostika snazsi a 1ze

identifikovat i nekultivovatelné patogeny (Alvarez-Barrientos et al., 2000).

Biologické metody pouzivané pro méfeni riznych parametrli bunék se obecné nazyvaji
cytometrii. Priitokova cytometrie je potom metoda, kterd umoziuje kvalitativni i kvantitativni
analyzu fyzikalnich a chemickych vlastnosti na Urovni jedné builkky nebo riznych ¢&astic
v suspenzi béhem jejich pruchodu laserovym paprskem rychlosti az 100 000 castic za vtefinu
(Alvarez-Barrientos et al., 2000).

V této préci je nejprve uvedena charakteristika a princip fungovani pritokového cytometru
a jeho casti. Déle se zde strucné pojednava o jeho vyuziti v biologickych oborech, jako je
hematologie, imunologie nebo klinickd biochemie.

V dalsi casti prace je uvedena aplikace pritokové cytometrie v mikrobiologii. Zde se fesi
vyuziti fluorochromi a parametry, které Ize pomoci pritokové cytometrie na poli
mikrobiologie stanovovat, jako naptiklad Zivotaschopnost bunék nebo jeji vyuziti pii specifické
detekci mikroorganismil. V posledni ¢asti prace je zminéno pouziti pritokové cytometrie
v praktickych aplikacich v klinické mikrobiologii, potravinafstvi ¢i biotechnologii, naptiklad

pfi stanoventi citlivosti na antimikrobidlni latky.
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1 PRUTOKOVA CYTOMETRIE

1.1 Historie a vyvoj pristroje

Prvni burika byla objevena po sestaveni prvniho mikroskopu v 17. stoleti. Po dobu dalSich
200 let byly buiiky rozliSovany pouze na zdkladé morfologie pozorované pravé mikroskopy.
Prvni pfistroj podobny pratokovému cytometru byl sestaven Andrew Moldavanem v roce 1934
(Hawley, 2004). Jednalo se o prvni popsany piistroj pocitajici buiiky, ktery se skladal
z pratokové kapilary a fotoelektrického systému ptipevnénych na opticky mikroskop (Melamed
et al., 2001).

Tuto metodu pouzil pro detekci bakterii v aerosolu v roce 1947 Gucker. Poté vedl rozvoj
metody k dalSimu vyuziti v mikrobiologii, jako napf. ke stanoveni Zivotaschopnosti bun¢k na
zaklad¢ sledovani jejich metabolické aktivity nebo integrity bunééné membrany, rozliSeni
gramnegativnich a grampozitivnich bakterii anebo sledovani kinetiky bunécného cyklu

(Lochmanova et al., 2017).

V 60. letech 20. stoleti byl sestaven prvni pritokovy cytometr, ktery dokazal kvantifikovat
fyzikdlni a chemické vlastnosti bun¢k a poprvé se stal jeho soucasti i sorter pro vybér
jednotlivych typt ¢astic. V 70. letech se pak zacaly pritokové cytometry vyrabét komercné,
ackoli tehdy byly kviili jejich vysoké cené a naro¢né obsluze uréeny pouze pro védecké ucely.
Pritokové cytometry byly z prvopocatku pouzivané vyhradné pro analyzu bunék. Velky posun
nastal diky objevu elektronové mikroskopie, monoklondlnich protilaitek a pouzivani
fluorescencnich barviv. V dnesni dob€ uz lze analyzovat jakoukoli suspenzi ¢astic, diky cemuz
se stal pratokovy cytometr soucasti vétSiny klinickych laboratoti (Shapiro, 2003; Roubalova,

2012).

1.2 Princip metody

Pratokova cytometrie (FCM) je metoda umoziujici kvalitativni i kvantitativni analyzu
chemickych (fluorescen¢nich) a fyzikélnich (optickych) vlastnosti bun¢k nebo jakychkoliv
jinych castic v suspenzi béhem prichodu laserovym paprskem (Brown a Wittwer, 2000;
Roubalovd, 2012). Princip FCM spociva v detekci fluorescencniho nebo jiného svételného
signalu. Builkka sama o sob& vyzatuje fluorescenci jen zfidka kdy, a proto se vyuZzivaji
fluorescencni barviva nebo fluorescencné znacené protilatky. Takova buiika je potom ozéafena

lasery se specifickou vinovou délkou a sleduje se emitovana fluorescence. FCM lze vyuzit
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k typizaci jakychkoliv bunék, lze také pozorovat bunécny cyklus, apoptéozu nebo

zivotaschopnost bunék. Pomoci FCM lze také buiiky rozttidit pomoci urcitych znakd.

Pratokovy cytometr se skladda ze tfi zékladnich casti, a to z fluidniho, optického
a elektronického systému. Tyto €asti jsou dale sloZzeny z excitacniho zdroje, méfici optické
cely, fotodetektort, optickych filtrl, systému zrcadel a né€kolika fluorescencnich detektor
sefazenych podle vzristajici vinové délky emitované fluorescence (Brown a Wittwer, 2000;

Roubalova, 2012; Lochmanova et al., 2017).

1.2.1  Fluidni systém

Jak jiz bylo zminéno, je nutné, aby byly Castice pro analyzu pritokovou cytometrii
v suspenzi. Suspendovany jsou nejéastéji ve fyziologickém roztoku. Déle je tieba, aby Castice
prochazely systémem jedna po druhé, ¢ehoz se dosahuje hydrodynamickym zaostfovanim,
které zajistuje praveé fluidika. Samostatny prichod buiiky systémem je nezbytny pro pfesnost

meéfeni a zamezeni ucpavani trysky (Diaz et al., 2010; Aebisher et al., 2017).

Uzﬂrﬂll Unaseci tekutina

l

vzorkova jehla

-
-

hydrodynamicke
isofokusace

Obrazek 1: Fluidika pritokového cytometru (Roubalova, 2012).

Fluidni slozka se sklada z pratokové komory, ktera odd¢luje a vyrovnava ¢astice. U vétSiny
pratokovych cytometri je toho dosahovano vstfiknutim suspenze obsahujici buiiky do
laminarniho proudu tekutiny plasté nebo do fyziologického roztoku tzv. nosné kapaliny (Diaz
et al., 2010; Roubalova, 2012). Kapalina plasté prochdzi postupnym zrychlenim a tim se bunky
vyrovnavaji uprostied trysky tak, ze prochdzeji v fadé za sebou, cemu napomdhd i zizeni
kapilary. Vzorek je vstfikovan tak, aby nedoslo k jeho smiseni s nosnou tekutinou (viz obr. 1;

Brown a Wittwer, 2000; Marinov, 2008; Diaz et al., 2010).
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1.2.2  Opticky systém

Opticky systém pratokového cytometru zajist'uje interakci samotnych analyzovanych ¢astic
nebo c¢astic oznacenych excitovanym fluorochromem, ktery lze pouzit za ucelem ziskani
vétsiho mnozstvi informaci o dané buiice, a elektromagnetického vinéni emitovaného laserem,
které se potom odrazi, rozptyli nebo vyvola fluorescenci (Laguado, 2007; Novak a Basatova,
2008; Diaz et al., 2010). Céstice nachazejici se v méfici cele jsou ozafovany
monochromatickym zafenim, nejcastéji laserem. Bé&zné pouzivané jsou argonové lasery
chlazené vzduchem emitujici zafeni o vinové délce 488 nm, dale neonové, kryptonové, helium-
neonové a Yag lasery (Shapiro, 2003; Roubalova, 2012). Laserovy paprsek je na méfici celu
zamétovan zaostrovaci Cockou (Marinov, 2008). Svétlo je vyzafovano ve vSech smérech a poté
se shromazd’uje pies optiku, kterd ho sméruje na fadu filtri a dichroickych zrcadel, a ty potom

izoluji jednotliva pasma vinovych délek (Brown a Wittwer, 2000).

Vyzatovana fluorescence jednotlivych fluorochromt je detekovana pomoci fluorescencnich
kanali s volitelnou vinovou délkou analyzovaného signalu pomoci soustavy optickych zrcadel
a filtrG (Lochmanova et al., 2017). U nejdrazsich pritokovych cytometrt, které slouzi hlavné
pro védecké ucely, miize byt pocet kanalti vétsi nez deset. Pro klinické ucely se pouzivaji
priutokové cytometry s nejméné Ctyimi kanaly (obvykle se Sesti az osmi kanaly), které tedy

umoziuji detekci az osmi znakti jedné buiiky (Sinkorova a Zarybnicka, 2008).

Na zaklad¢ rozptylu a fluorescence svétla lze ziskat informace o velikosti, tvaru a granularité
analyzovanych bunék. Signdl rozptylu v pfimém sméru toku paprsku (forward scatter, FSC)
zachycuje tzv. forward scatter detektor. Tento signal je imé&my velikosti bungk (Sinkorové
a Zarybnicka, 2008; Diaz et al., 2010; Longin et al., 2017). Signal bo¢niho rozptylu paprsku je
zachycovan tzv. side scatter detektorem a odrazi vnitini strukturu castic. To znamend, zZe se
jedna o svétlo, které je rozptyleno pod uhlem 90 ° k dopadajicimu paprsku laseru (side scatter,
SSC). Tento parametr je spojen s drsnosti povrchu a podtem organel uvniti buiiky. Cim veétsi
pocet organel nebo struktur se uvniti nachézi, tim vétsi je slozitost zaznamenana detektorem
SSC (Laguado, 2007). Detektory fluorescence a bocniho rozptylu se skladaji z fotonek
s nasobicem (PTM), které¢ jsou uspotfaddané do trojuhelniku ¢i do osmitthelniku. Osmiuhelnik
sestava z péti fotonek s nasobici a detekuje zateni z laseru o vinové délce 488 nm. Trojuhelnik
obsahuje dv¢ fotonky s nasobicem detekujici zafeni o vinové délce 635 nm. Signaly jsou poté

spektralné rozdéleny dichroickymi zrcadly a filtry (Marinov, 2008).
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Obrazek 2: Usporadani prutokového cytometru (Longin et al., 2017).

1.2.3  Elektronicky systém

Svétlo prochézejici optickym systémem je konvertovano na elektrické impulzy generované
fotodiodami a fotondsobici, které jsou nédsledn¢ shromazd’ovany a analyzovéany. Pocitacovy
systém slouzi k logaritmickému nebo linearnimu zesileni tohoto signalu snimaného detektory.
Dale nésleduje digitalizace a grafické znazornéni. Vystupem meéfeni je jednoparametrovy
histogram nebo tzv. dvouparametrovy dot plot, kde je na ose x vynesena intenzita jednoho
signalu a na ose y intenzita signalu druhého (obr. 3). V takovém dvouparametrovém grafu jsou
potom jednotlivé impulzy (Castice) vyobrazené jako tecky. Do téchto grafii jsou zaneseny
intenzity vSech sledovanych znakl a podle nich jsou poté jednotlivé buiky rozttidény do
skupin. Na zaklad€ toho je poté mozné urcit jednotlivé bunécné populace (Marinov, 2008;

Lochmanova et al., 2017; Longin et al., 2017).
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Obrazek 3: Grafické zaznamy vysledkt z FCM, vlevo: jednoparametrovy histogram, vpravo:

dvouparametrovy dot plot (Roubalova, 2012).
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2 PRUTOKOVA CYTOMETRIE V BIOLOGICKYCH
OBORECH

-----

v biomedicinskych vyzkumech i v bézné klinické diagnostice. Diky moznosti analyzovat
jednotlivé bunky v suspenzi v pomérné kratkém case se FCM stala rutinnim nastrojem
pouzivanym v hematologii, imunologii, onkologii a v klinické biochemii. Aplikace FCM je
Siroka a zahrnuje napfiklad typizaci krevnich bunck na zdklad€ jejich intracelularnich
a povrchovych antigend, pocitani bunék, stanoveni jaderné DNA (deoxyribonukleova
kyselina), provadéni funkénich testd krevnich bunék, stanoveni apoptdzy, vySetfeni moci na
pfitomnost bakterii, krevnich a epitelovych bun€k a mnoho dalSich (Drouet a Lees, 1993; Pecka

a Blaha, 2010).

2.1 Vyuziti FCM v hematologii a imunologii

Hlavni roli v diagnostice hraje imunofenotypizace. Obecné je to urceni povrchovych
a intracelularnich antigent pomoci fluorescencné znacenych monoklonalnich protilatek
(Kacirkova a Campr, 2007). Pro kazdou buiiku jsou charakteristické rozdilné antigeny, diky
kterym ji lze identifikovat. Zasluhou hybridomové technologie zapocala vyroba
monoklonélnich protilatek, které pomahaji rozpoznavat rozdily mezi buikami s podobnymi
morfologickymi charakteristikami. Diky monoklondlnim protildtkhm namifenym vuci
specifickym antigeniim lze rozpoznéavat antigeny, které odpovidaji urcitému stadiu bunécné
diferenciace a dozravani, nebo antigeny charakteristické pro ur¢itou hematopoetickou fadu

(Marinov, 2008; Pecka a Blaha, 2010; Penka a Slavickova, 2011).

2.1.1 Fenotypizace subpopulaci leukocyti

Urceni relativni Cetnosti jednotlivych subpopulaci leukocyti ve vzorcich je klicové
napiiklad pfi rozpoznavani hematologickych poruch, riznych typid imunologickych
nedostatecnosti nebo pii typizaci leukémii. Protoze terapie a prognoéza jsou u kazdého typu
leukémie zcela odlisné, je jejich klasifikace naramné diilezita (Drouet a Lees, 1993). K rozliSeni
jednotlivych leukocytarnich druhti priitokovou cytometrii se bunétné suspenze oznacuji
monoklondlnimi protilatkami, na které jsou navazané fluorochromy (Hoy, 1990; Hoftejsi

a Barttinkova, 1998).
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2.1.2  Analyza erytrocyti

Kromé pocitani erytrocytt FCM nasla uplatnéni i pfi detekci a kvantifikaci ¢ervenych
krvinek plodu v krvi matky ¢ili pfi kvantifikaci fetomaternalniho krvaceni (Brown a Wittwer,
2000). Princip spociva v detekci RhD pozitivnich erytrocytii plodu ve vzorku krve RhD
negativni t¢hotné a prikazu fetdlniho hemoglobinu v krvi matky. Pouziti FCM pro detekci
fetalnich bun¢k je mnohem objektivnéjsi, reprodukovatelnéjsi a citlivéjsi nez test Kleihauer-
Betke, ktery vyuziva faktu, Ze je dospély hemoglobin rozpustny pfi nizkém pH a tim pomoci
kyseliny eluovan z erytrocytti (Bayliss et al., 1991; Brown a Wittwer 2000; Dziegiel et al. 2006;
Masopust a Pisacka, 2016). Déle lze FCM vyuzit pti kiizovych zkouskach krve (Stites a Terr,
1994).

2.1.3 Stanoveni apoptozy

Apoptoza je forma programované bunééné smrti. Je to pochod, pifi kterém dochazi
k rychlému odstranéni infikovanych, poruSenych nebo neuzitecnych bunék. Je koordinovana
pomoci cysteinovych kaspazovych protedz, které po aktivaci spousti fadu morfologickych
zmen, véetné zmenseni bunék, kondenzace chromatinu, hydrolyzy DNA a jaderné fragmentace.
Tyto dramatické strukturni a biochemické zmény vedou nejen k fizené smrti buiiky, ale také

k u¢innému rozpoznani a odstranéni apoptotickych bunck fagocyty (Balvan et al., 2014).

Jednou z nejcitlivéjSich a nejpouzivanéjSich technik pfi analyze pratokovou cytometrii je
test vyuzivajici vazby FITC-konjugovaného annexinu V na fosfatidylserin (PS). Fosfatidylserin
se u zdravych buné€k nachazi na vnitini stran¢ membrany a béhem apoptdzy je piesunut na jeji

vngj$i stranu, kde dochazi k vazbé s annexinem V (Balvan et al., 2014).

Timto testem lze detekovat a rozliSovat, ve kterém stadiu apoptozy se burika nachéazi. Protoze
integrita plazmatické membrany je udrZovana pouze v ranych stadiich apoptdzy, umoziuje
pouziti vitalniho barviva, jako je propidium jodid (PI), rozliSeni mezi zivymi buiikami, které
jsou annexin V-negativni a PI-negativni, Casnymi apoptotickymi buitkami, které jsou annexin
V-pozitivni a Pl-negativni a pozdnimi apoptotickymi, které jsou annexin V-pozitivni a PI-

pozitivni (Rieger et al., 2010; Balvan et al., 2014; Hollville a Martin, 2016).
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Obrazek 4: Dot plot popisujici zastoupeni jednotlivych typd bunécné smrti v populaci barvené annexinem V

Q2: 9.85%

a PI. V levém hornim rohu oznaceném Q1 jsou bunécné fragmenty pozitivni na PI a negativni na

annexin V. V ¢asti Q2 jsou buiiky nekrotické pozitivni jak na PI tak i na annexin V. Q3 ¢ast znazoriuje

zivé buiiky negativni na ob¢€ barviva a v Q4 jsou apoptotické buiiky negativni na PI a pozitivni na

annexin V (Balvan et al., 2014).

2.2 Vyuziti FCM v buné¢né biologii

Infekce mocovych cest je nejcastéjsi bakterialni infekci u lidi. Z toho vyplyva, Ze vzorky
moci predstavuji vyznamny podil v rutinnich mikrobiologickych laboratofich. B&hem
poslednich 20 let byly vyvinuty plné automatizované piistroje pro analyzu a pocitani
v mo¢i, véetné bakterii, kvasinek, leukocytt, erytrocytl a epitelovych bun€k. Screening moci
pomoci FCM urychluje hlaseni negativnich vysledkt, ¢imz se zabrani zbyte¢nym kultiva¢nim

testim, bezvyznamné 1é€b¢ antibiotiky a zvySovani rizika rezistence (Delanghe et al., 2000;

Yang et al., 2016; De Rosa et al., 2018).
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3 PRUTOKOVA CYTOMETRIE V MIKROBIOLOGII

Pratokova cytometrie byla piivodné vyvinuta hlavné pro studium eukaryotickych bunék
vzhledem k jejich vétsi velikosti ve srovnéni s prokaryotickymi buiikami (Hulett et al., 1969;
Diaz et al., 2010). Az pokroky ve vyvoji pfistrojové elektroniky, optiky a v oblasti
fluorescen¢nich sond umoznily vyuziti této metody i v mikrobiologii. Prvni studie o aplikaci
FCM na mikrobiologické analyzy kultur kvasinek a bakterii pochdzi z konce 70. let (Bailey
etal., 1977; Allman et al., 1992). I pfes tento posun se vSak jeji vyuziti potykd stadou
problému. Prvnim je mala velikost bakterii, které je t¢Zké odlisit od bunééné drti. Druhym
problémem je, Ze fada bakterii tvoii shluky a fetizky a z tohoto dlivodu je tieba pfed vlastni
analyzou provést dikladnou homogenizaci vzorku. Dalsi komplikace zplsobuje nizsi
propustnost bakterii pro fluorescencni barviva a ptipadna pfitomnost u¢innych efluxnich pump.
Dale hraje velkou roli stavba a slozeni zevni bunécné stény u G+ a G- bakterii. I pfes tyto
problémy ma vyuziti FCM v mikrobiologickych laboratofich zna¢né vyhody. Mezi ty hlavni
patii rychlost méfeni a moznost stanoveni n€kolika parametri soucasné¢ (multiparametrova
analyza). V mikrobiologii se nejCastéji stanovuji parametry, jako je velikost, granularita
a celkovy pocet bunék, pocet zivych a mrtvych bun€k v populaci, metabolicka aktivita, zmény
v rychlosti ristu, vlastnostech cytoplazmatické membrany, bunééného cyklu a také

intracelularni pH (Novék a Basatova, 2008; Lochmanova et al., 2017).

3.1 Fluorochromy

Fluorochromy se rozumi fluorescencni barviva, kterd se navazi na urcitou strukturu v buiice.
Metody fluorescenéniho barveni jsou obecné rychlé a wusnadiuji vizualizaci bunék
v komplexnich smésich podle jejich biochemickych, fyziologickych nebo fylogenetickych
vlastnosti. RovnéZz Ize diky nim urcit specifické slozky bunék, jako jsou naptiklad organely,

enzymy nebo povrchové markery (Laguado, 2007).

Fluorochrom musi mit urcité vlastnosti, aby byl vhodny pro cytometrické analyzy (Davey
a Kell, 1996; Shapiro, 2000). Musi mit nizkou toxicitu, izké emisni spektrum kvili zamezeni

prekryvu excitacnich pasem a musi byt biologicky inertni (Diaz et al., 2010).

Pii interakci Castice znacené fluorochromem s laserem zacne fluorochrom fluoreskovat.
Fluorescence je fotoluminiscenéni jev, ke kterému dochdzi diky schopnosti latky pohlcovat
budici elektromagnetické zareni a jeji zpusobilost nahromadénou energii vydat ve formé

charakteristického emisniho zafeni. Tim, ze latka absorbuje zafeni, je excitovdana do
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nestabilniho energeticky bohats$iho stavu, kdy jsou elektrony posunuty do vysSich hladin.
Z tohoto stavu se nasledné elektrony vraci na ptavodni hladiny pomoci zativych piechodii
s uvolnénim fotonu. Prakticky plati, Ze excitacni zafeni ma krats$i vlnovou délku nez zéteni
nasledné emitované. Kazda latka s fluorescenénimi vlastnostmi ma charakteristickd excitacni

a emisni pasma (Aebisher et al., 2017).

Nékteré z fluorochromt, jako napi. ethidium bromid, propidium jodid a DAPI (4',6-
diamidino-2-fenylindol), se samovolné vdzou na jisté molekuly, cozZ ma za nasledek ptirozenou

fluorescenci vzorku.

Pro velkou ¢ast struktur v buiice vSak neexistuje fluorochrom specificky se na né vazajici
a proto se pro biologicky vyzkum pouzivaji tzv. nevlastni fluorochromy. Ty se uméle zavedou
do studovaného systému a maji jasné¢ definovand emisni a excitacni maxima. V piipad¢, Ze se
pouziva vice fluorochromil najednou, mtze dojit k tomu, Ze z diivodu ptekryvu vinovych délek
obsahuje signal daného fluorochromu zaroven i podil signélu sousediciho fluorochromu. To by
mohlo v zavéru vést k chybam pfi vykladani vysledkt méteni. Z tohoto diivodu je zapotiebi
volit fluorochromy s vhodnymi spektry (Baumgarth a Roederer, 2000; Davey a Winson, 2003;
Lochmanova et al., 2017).

Nevlastni barviva mohou byt rozdélena podle druhu vazby na biologickou strukturu buiiky
na fluorescen¢ni znacky a fluorescencni sondy. Fluorescen¢ni znacky se vazou na biologické
matrice kovalentn¢€, zatimco nekovalentné se vazou fluorescen¢ni sondy (Novéak a Basatova,
2008). Pouzité¢ fluorochromy pak mohou byt dale klasifikovany podle svého mechanismu
ucinku. Mezi barviva, kterym brani pifi vstupu do builky neporusend bunéénd membrana,
fadime napf. propidium jodid (PI). Jeho dulezitou cilovou strukturou pro vazbu uvnitt buiiky je
DNA, a proto se pouziva jak ke stanoveni Zivotaschopnosti bungk, tak k analyze bunécného
cyklu u eukaryotnich bunék. Dal$i druhy fluorochromt, jako napt. rhodamin 123, se hromadi
v metabolicky aktivnich bunkach. Zaroven se mlize jednat o non-fluorogenni prekurzory, které
jsou prevedeny na fluorochrom az prostfednictvim specifickych enzymii nachazejicich se ve

viabilnich bunkach (Davey a Winson, 2003; Rossell6 a Bouza, 2012; Lochmanova et al., 2017).
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Tabulka 1: Pfehled zminénych fluorochromt (Branska et al. 2011; Sigma-Aldrich, 2020).

Excita¢ni/emisni
Sonda Aplikace
spektrum [nm]
Stanoveni integrity
Propidium jodid cytoplazmatické membrany 536/617
a apoptozy
Stanoveni integrity
cytoplazmatické membrany
Ethidium bromid . 510/590
a funkcnosti
transmembranovych pump
Stanoveni integrity
SYTO 9 . 483/500
cytoplazmatické membrany
SYTO 13 Rozliseni G+ a G- bakterii 491/514
Stanoveni viability,
Hexidium jodid bunécné struktury a rozliSeni 518/600
G+ a G- bakterii
Stanoveni membranového
Rhodamin 123 ' 507/529
potenciadlu
Stanoveni membranového
Bis-oxonol ' 488/525
potencialu
Stanoveni esterazové
CFDA o 492/517
aktivity
Stanoveni intracelularniho
CFDA-SE . 494/518
pH a esterazové aktivity
Stanoveni intracelularniho
CDCF 494/518
pH
Stanoveni intracelularniho
FDA . 494/521
pH a esterazové aktivity
CTC Dehydrogenazova aktivita 450/630

21




3.2 Hodnocené parametry

3.2.1 Pocet bunék

Pocet bun¢k 1ze méfit bud’ pfimo, nebo nepiimo. Stanoveni poctu bunék neptimo spociva
v méfeni urCitych parametri bunék, které s jejich poctem piimo souviseji, jako napiiklad
hmotnost nebo metabolické aktivita. Pfimé méteni se provadi pomoci kalibrovanych pocitacich
komurek a svételnych mikroskopi nebo automatickych pfistrojt, jako je priitokovy cytometr.
Pfesna koncentrace bunc¢k v objemové jednotce média je velice Casto stanovovanym
parametrem, ktery 1ze pomoci FCM zjistit velmi snadno. Podminkou vsak je, Ze se nesmi jednat
o vlaknité mikroorganismy, nebo o ty, které tvoti shluky, protoze by je pfistroj vyhodnotil jen

jako jednu ¢astici (Shapiro, 2003; Novak a Basatova, 2008).

Jednou znejCastéji pouzivanych pocitacich komurek je Biirkerova. Pocitani bunék
v komdrce je mnohdy nejpfesnéjsi, nejrychlejsi a ptistrojové nejméné naro¢nou metodou. Tyto
komirky jsou tvotfeny podloznim sklickem s vyrytymi sitémi s pesné definovanou hloubkou
a plochou. Pocitaci sit’ Biirkerovy komtirky je tvotena 9 velkymi ¢tverci, kde kazdy ma plochu

1 mm?, a ty jsou dale rozdéleny do 16 mensich &tverci o plose 0,04 mm?,
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Obrizek 5: Biirkerova komtirka, a) pohled na mfizku, b) detail miizky (Kralovec, 2012).
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3.2.2 T¥ridéni bunék

Nékteré prutokové cytometry maji funkci, Ze jsou schopny na zakladé¢ bunécénych
charakteristik fyzicky oddélovat bunééné podmnoziny, tzn. tfidit buniky (Caron et al., 1998;
Veal et al., 2000; Papadimitriou et al., 2007).

Ttidéni neboli sorting bunck probiha na principu fyzikéalni separace. Kapalina obsahujici
buiikky je pfeménéna na aerosol. Kapicky jsou poté ozéafeny a podle lomu svétla systém
rozhodne o druhu bun¢k a pomoci elektrického proudu je odchyli a separuje je. Data ziskana
behem prichodu jednotlivych bunék laserovymi paprsky jsou vyuzivéna tridi¢i bunék k jejich
rozdéleni podle urcitych vybranych vlastnosti. Kdyz ma tfidi¢ ptistup ke vSem datiim ze vSech
excitacnich zdroju, rozhodne, zda dana buiika vyhovuje v§em zvolenym kritériim. Pokud ano,
je buiika ptevedena do pfipravené nadoby (zkumavka nebo mikrotitra¢ni desticka), pokud ne,
buiika skonci v odpadu. V dnesni dobé€ je mozné buiiky nabit jednondsobnym a dvojnadsobnym
kladnym a zdpornym nédbojem, takze bunky lze tfidit az na ¢tyfi druhy. Dale je mozné tfidit
ijednotlivé builkky nebo jen jejich casti, napfiklad chromozomy nebo organely (Novak

a Basatova, 2008; Sinkorova a Zarybnicka, 2008).

Buiky

pocet

Obriazek 6: Oddéleni bun¢k Saccharomyces cerevisiae od nebunéénych castic v pratokovém cytometru za

pomoci FSC a SSC signalt (Branska et al., 2011).
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3.2.3 Viabilita bunék

Viabilitou neboli Zivotaschopnosti bun¢k se rozumi jejich zplsobilost byt metabolicky
aktivni a mnozit se pfi danych podminkéch (Veal et al., 2000; Diaz et al., 2010). Mezi nej¢asté;ji
pouzivané metody ke stanoveni viability mikroorganismu patii kultivace na pevnych ptadach
a nasledné pocitani jejich kolonii. Tato metoda je vSak ¢asové velmi narocna a nepouzitelna

u nekultivovatelnych nebo pomalu rostoucich mikroorganismu (Branska et al., 2011).

K hodnoceni viability bun¢k je tedy vhodnéjsi stanoveni pomoci FCM, kdy se pouzivaji
fluorochromy, diky kterym lze sledovat metabolickou aktivitu, integritu bunééné¢ membrany,

intracelularni pH nebo existenci transmembranového potencidlu (Branska et al., 2011).

3.23.1 Integrita cytoplazmatické membrany

Cytoplazmatickd membréna je soucasti kazdé nejen mikrobidlni buniky a zprostiedkovava
jeji kontakt s okolim. Je klicovym cilem pfi poskozeni bun¢k vyvolaném zménami vnéjSich
podminek béhem kultivace diky své poloze mezi vnéjSim prostiedim a intracelularni
cytoplazmou, kde pusobi jako bariéra. U zdravych a plné¢ funkénich bunc€k je membrana
zapojena do fady Zivotn¢ dulezitych bunéfnych funkci, véetné transportu a diftize solutt,
bunécného ristu a metabolismu za G¢elem udrZeni stalé¢ho intracelularniho prostfedi (Bouix

a Ghorbal, 2017).

Vzhledem k jeji poloze mezi intracelularnim a extracelularnim prostiedim dochazi pii
zméné vnéjich podminek, jako je teplota, pH, tlak a pfisun latek, k jejimu poruseni. To mtlize

zpisobit napiiklad zménu propustnosti a ztratu membranové integrity (Bouix a Ghorbal, 2017).

Jen malo fluorescen¢nich barviv je schopno projit neporusenou cytoplazmatickou
membranou, a pokud se tak stane, jsou hned z bunky vylouceny (Shapiro, 2000; Diaz et al.,
2010). Prave na tomto principu je zaloZeno stanoveni membranové integrity, kdy se pouZzije
takové barvivo, které¢ dokaze projit jen poruSenou bunéénou membranou a ma specificka
intracelularni nebo periplazmaticka vazebna mista (mezi vnéj$i a vnitini membranou). Bunky,
které maji takto naruSené membrany nebo membranové funkce, nejsou povazovany za
zivotaschopné (Branska et al., 2011; Lochmanova et al., 2017). Témét vyhradné se vyuZzivaji
latky vazajici se v bufice na nukleové kyseliny, protoze ty jsou zastoupeny ve vSech bunikédch
v dostacujicim mnozstvi a umoziuji tak vSeobecné pouziti u pfevazné vétsiny mikroorganismd.
Mezi tato barviva patii jedna z nejpouzivanéjSich fluorescencnich sond propidium jodid (PI,

obr. 7), ktery se vyuziva v celé fad¢ mikrobiologickych stanoveni, a to jak pro detekci viability
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kvasinek, tak i bakterii (Hewitt et al., 2000). Je to fenantrolinové interkalacni ¢inidlo vézajici
se na nukleové kyseliny, po jehoz navazani dochazi k zesileni intenzity a posunu fluorescence

emitované v ¢ervené oblasti spektra.

NH,
. CH
NS >
HoN (CH2)3 —rle—CH3
CH;
21

Obrazek 7: Strukturni vzorec propidium jodidu (Branska et al., 2011).

Propidium jodid se €asto pouziva v kombinaci s fluorescen¢nimi barvivy zfady SYTO.
Jednad se o barviva, ktera prostupuji i do bunék, jejichz cytoplazmatickd membrana neni
porusena. K analyze bunécné Zivotaschopnosti se v kombinaci s PI nej¢astéji pouziva SYTO 9.
To pronika ptes vSechny bakteridlni membrany a barvi vSechny buiiky, coz vede k zelené
fluorescenci pii 530 nm, zatimco PI vnikd pouze do bunék s poSkozenymi membranami,

vytésiiuje SYTO 9 a poskytuje Cervenou fluorescenci (Kennedy et al., 2011).
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Obrizek 8: Sledovani viability bakterialni populace E. coli za pouziti znaceni SYTO 9 a PI
(Lochmanova et al., 2017).

Za zminku stoji také ethidium bromid, ktery je strukturné podobny propidium jodidu. Na
rozdil od PI mé& pouze jeden kladny néboj a prochazi i neporusenou cytoplazmatickou
membranou bakterii i kvasinek (Looser et al., 2005). Viabilni burika je schopnd ho pumpovat
zpét ven do extracelularniho prostoru, coz mé za nasledek, ze neni znacena. Toho lze vyuzit
k detekci méné zavaznych poskozeni bunécénych funkcei, které nelze zachytit pomoci PI.
V ptipad¢ potieby pozd¢€jsi analyzy ve fixovaném vzorku lze vyuzit ethidium monoazidu, ktery

se kovalentn¢ vaze na DNA (Branska et al., 2011).

3.2.3.2 Membranova fluidita

Cytoplazmatickd membréna je zapojena do fady zivotn¢ dilezitych bunécnych funkci
(v€etné transportu a rozpusténi solutd, transdukce energie, bunécného ristu a metabolismu) za
ucelem udrZeni stalého intracelularniho prostfedi. Jak bylo uvedeno vySe, poskozeni

cytoplazmatické membrany miize vést ke ztraté integrity membrany a zméndm propustnosti

(Bouix a Ghorbal, 2017).

Membrana je dvojvrstva fosfolipidl, ve které jsou zabudované proteiny. Za normalnich

fyziologickych podminek je biologicky aktivnim stavem bakteridlni membrany lamelarni nebo
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kapalny krystalicky stav. V tomto lameldrnim stavu je membrana popisovana jako tekuta
mozaika se znacnou pohybovou svobodou. Lipidové molekuly se mohou pohybovat laterdlné
a rotacné, zatimco v gelovém stavu se lipidové fetézce stavaji stabiln€j$imi a pohyby se snizuji

(Denich et al., 2003).

Zmény okolnich podminek, jako je teplota, pH, tlak, obsah kysliku, Zivin, etanolu, iontl
a jinych latek, vyvolavaji zmény ve fyzikalné-chemickém stavu membrany, coz zplisobuje
zmény tekutosti a fazového chovani, které piedstavuji dynamické vlastnosti lipidi v ramci
membrany. Bunécné funkce, které se odehrdvaji na membranové urovni, vSak vyzaduji

udrzovani spravné fluidity (Mykytczuk et al., 2007).

3.23.3  Membranovy potencial

Membranovy potencidl je jednim znejcastéji pouzivanych parametrti pfi stanoveni
zivotaschopnosti bunék. Velikost tohoto potencidlu se pohybuje od 100 do 200 mV a povazuje
se za méfitko zdravi mikroorganismli (Dinsdale et al., 1999). Tento potenciél je generovan
v disledku riizného obsahu iontli vné a uvniti buiiky a je na cytoplazmatické membrané
udrzovany ¢innosti iontovych pump (Shapiro, 2000). Je propojen s tvorbou ATP a v ptipadé
eliminace zdroje energie dochdzi béhem nékolika minut k jeho snizeni. Z velké miry se na
hodnoté tohoto potencidlu podili i propustnost bunééné membrany, protoze pouze buniky, které
ji nemaji poskozenou, jsou schopné ho udrzovat ve fyziologickych mezich. Pouze zivé buiky
jsou schopné udrzovat membranovy potencial, a atkoli membranovéa depolarizace znamena

snizeni bunécné aktivity, neznamend bunécnou smrt (Diaz et al., 2010).

Pro stanoveni membranového potencidlu metodou FCM existuje mnoho fluorescencnich
barviv, které lze pouzit jak pro prokaryotni, tak pro eukaryotni burnky. Jsou to fluorochromy
lipofilni povahy, které volné prochéazeji cytoplazmatickou membranou. V zavislosti na svém
naboji se tato barviva uvnitf buiky hromadi. Kationické sondy jako napfiiklad karbocyaniny
nebo rhodamin 123 se hromadi v polarizovanych bunkéach a v depolarizovanych se hromadi
anionické sondy (Novo et al., 1999; Reis et al., 2005; Diaz et al., 2010). K nejvyznamnéjSim
z nich se fadi flourochrom oznacovany jako bis-oxonol (obr. 8). Pod timto ndzvem je vétSinou
uvadén bis-(1,3-dibutylbarbiturova kyselina) trimethin oxonol, ktery se také né¢kdy udava jako
DiBAC4(3) nebo téz pod zkratkou BOX, ale mohou tak byt oznacovany i latky chemicky

podobné, které maji jiné spektralni vlastnosti.
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Pfi ménicim se potencialu tato barviva méni své spektralni charakteristiky, a tim ptredéavaji
informace do svého okoli. Koncentrace barviva uvniti bunék je zavislad na velikosti bunék,
hodnoté membranového potencidlu, aktivité membranovych pump a na slozeni a propustnosti
membran. U gramnegativnich bakterii je to velmi ¢asto omezujicim faktorem (Jepras et al.,

1997; Branska et al., 2011; Lochmanova et al., 2017).

CH, CHg)g OH @) (CH2)3 CH3

N
4< CH=CH—CH= —0
78NN

CH, (CHa)s % O (CHy)3CH,

Obriazek 9: Strukturni vzorec bis-oxonolu (Branska et al., 2011).

3.2.3.4  Metabolicka aktivita

Detekce metabolické aktivity naznacuje absenci bunééné smrti. Tato méfeni mohou byt
nepiesnad pii urovani Zivotaschopnosti bunék z divodu docasného zastaveni nebo utlumu
fyziologickych procest, naptiklad pii hladovéni. V tomto piipadé¢ nemusi byt metabolicka
funkce detekovana nebo se muiize nachézet pod hranici detekce. Jednou ze slozek celkové
metabolické aktivity je aktivita zpiisobena ¢innosti iontovych pump. Pfitomnost metabolické
aktivity tedy indikuje méfeni enzymatické aktivity (Diaz et al.,, 2010). Syntéza enzymi
vyzaduje energii, kdezto enzymatické reakce jsou obvykle nezavislé na bunécné energetice,
takze detekce enzymatické aktivity jen ukazuje schopnost bunck syntetizovat enzymy
v minulosti a udrZet je aktivni v priibéhu urcitého casového obdobi (Vives-Rego et al., 2000).

Alternativné je na energetickém stavu bunck zavislé pH a aktivni transport.

Jednou z moznosti stanoveni metabolické aktivity je urceni dehydrogenazové aktivity
pomoci CTC (5-kyano-2,3-ditolyl tetrazolium chlorid), ktery je dehydrogenazami redukovan
na fluorescenc¢ni srazeninu CTC-formazanu, coz poskytuje ditkaz o aktivité respiracniho fetézce

(Diaz et al., 2010).
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Dalsi moznosti je méfeni aktivity esterazy, které je jednim z nejbéznéjSich zpisobil
hodnoceni enzymatické aktivity. Kvili své neutrdlni povaze vstupuje nefluorescenéni substrat
do buniky difuzi. Jakmile je uvnitf buniky a pisobi na n€ho intracelularni enzymy (esterazy),
pfeméni se na fluorescen¢ni produkt, ktery je zadrZen v bunikach s neporusenymi membranami.
Nehydrolyzovany substrat a fluorescencni produkt jsou z mrtvych nebo poruSenych bunck
rychle uvoliiovany, dokonce i v pfitomnosti zbytkové aktivity. Integrita membrany je tedy
ptedpokladem pro detekci fluorescence. Nespecifickou esterazovou aktivitu Ize méfit za pouziti
fluorescein diacetatu (FDA) nebo karboxyfluorescein diacetitu (CFDA; Diaz et al., 2010;
Branska et al., 2011).

Obrazek 10: Strukturni vzorec fluorescein diacetatu (Branska et al., 2011).

3.23.5 Intracelularni pH

Intracelularni pH (pHin) je dalezitym parametrem vzhledem k jeho vyznamu ve
fyziologickych a metabolickych funkcich, jako je NAD*/NADH rovnovaha a aktivity enzymd.
Porucha pHin by tedy mohla vést k naruseni ristu a metabolické aktivity bunék. Pti stanoveni
se vyuziva vlastnosti nékterych fluorochromi ménit intenzitu fluorescence na zakladé
rozdilného pH, kdy v ur¢itém rozmezi hodnot dochdzi ke zméndm intenzity ¢i k posunu
jednotlivych  maxim. Mezi pH-dependentni sondy patii zejména fluorescein,
karboxyfluorescein a jeho derivaty, jako napiiklad CFDA-SE (karboxyfluorescein diacetat
sukcinimidyl ester). Tento zplisob stanoveni Zivotaschopnosti bun¢k 1ze pouzit jak u bakterii,

tak kvasinek (Branska et al., 2011).

Pro méteni pH bunck (kvasinek) stanovili Bouix a Ghorbal (2015) kalibra¢ni kiivku za
pouziti dvou sond kvuli pokryti Sirokého rozsahu pH. 5,6-karboxy-2’,7 -dichlorfluorescein
diacetat (CDCF) byl pouzit pro hodnoty pH v rozmezi od 3 do 4,5 a CFDA-SE pro hodnoty pH
v rozmezi od 4 do 7 (Bouix a Ghorbal, 2015; Longin et al., 2017).
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4 VYUZITI FCM V POTRAVINARSKEM PRUMYSLU
A BIOTECHNOLOGII

Pritokova cytometrie nasla uplatnéni i v ekologii pii studiu vodnich mikroorganismu a pfi
vyzkumech pidy (Lochmanova et al., 2017). Vyuziva se 1 pfi kontrolach pitné vody a pfi
upravach odpadnich vod, které se stale Cast&ji vyuZzivaji jako alternativni zdroj pitné vody.
Ochrana vefejného zdravi je pfi €isténi odpadnich vod podle standardd pitné vody kriticka.
Rychlost a citlivost FCM pii detekci bakterii umoznila jeji pouziti pti upravach pitné vody

(Rockey et al., 2019).

Dalsi vyuziti FCM nasla ve farmaceutickém primyslu, biotechnologii a potravinaistvi.
V soucasné dobé se FCM vyuziva v potravinaiském primyslu hlavné pifi kontrole kvality
a bezpecnosti potravin a napoji (Morgan et al., 2004). Nekteré z nedavnych aplikaci v téchto
oblastech se zabyvaji analyzou surovin a finalnich produktti. Podobné je mozné vyhodnotit
ucinnost konzervace potravin procesy, jako je konzervace vysokou nebo nizkou teplotou. Déle
je mozné stanovit vliv riznych stupnii zpracovani na zivotnost mikroorganismii zapojenych do
riznych primyslovych procest (Laplace-Builhé et al., 1993; Uyttendaele et al., 2008; Diaz
et al., 2010).

4.1 Mléény primysl

Vyroba mlénych vyrobki si zada nepfetrzitou a dikladnou analyzu mikrobidlni kvality
surovin i samotného vyrobniho procesu. Pravé proto je FCM vyuZivéna stdle vice mlékarnami,
které musi zajistit, aby mléko a mlécné vyrobky spliovaly pozadavky na kvalitu (Gunasekera
et al., 2000; Flint et al., 2007). Jako startovaci kultury pfi vyrobé fermentovanych potravin, jako
jsou syry a jogurty, se obvykle pouzivaji bakterie mlé¢ného kvaseni (LAB). LAB jsou
grampozitivni bakterie, jejichz hlavni fermentacni produkt je kyselina mlécna, kterou vylucuji

do svého okoli (Rault et al., 2007; Volkert et al., 2008; Diaz et al., 2010).

FCM je idedlni néstroj pfi hodnoceni fyziologie bun¢k a metabolické aktivity LAB (Riis
et al., 1995; Papadimitriou et al., 2006). Dale ji Ize vyuZit pro pfedpovidani bunécné aktivity
a sledovani poskozeni bun€k vlivem konzervacnich procesti nebo prostfednictvim jiného
stresového oSetfeni (Bunthof et al., 1999; Bunthof et al., 2001; Papadimitriou et al., 2006).

Limitace tykajici se identifikace mikroorganismli a potencialnich patogent, které se mohou
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nachazet v mléce, jsou odstranény kombinaci FCM s fluorescenéni in situ hybridizaci (FISH)

na rRNA (Gunasekera et al., 2003; Diaz et al., 2010).

4.2 Vyroba alkoholickych napoji

Tradi¢ni metodou stanoveni zivotaschopnosti kvasinek v potravindiském primyslu je tzv.
vitalni test za pouziti napf. metylenové modii nebo violeti. Pro pfesnéjsi stanoveni lze pouzit
fluorescencni metody, kdy se pouziva fluorescencni barvivo jako napi. PI nebo FDA spolu
s fluorescencni mikroskopii nebo pratokovou cytometrii (KoSin et al., 2007). Rozmanitost
fluorochromit a bunéénych parametri pouzitelnych na detekci zivotaschopnych bakterii
a kvasinek spolu s FCM se stala cennym prostiedkem pii optimalizaci fermentace a analyze
kvality v alkoholovém pramyslu. Pievazna vétsina aplikaci FCM je v tomto primyslu spojena
s vyrobou piva, nyni ale nachazi uplatnéni i pfi vyrobach vina a kvasenych ovocnych mosti
(Lloyd et al., 1996; Malacrino et al., 2001; Herrero et al., 2006). Sledovani bunécného cyklu
a fyziologického stavu bunék je dilezité pro nacasovani a vybér kvasinek startovacich kultur

kvtli pfedpovézenti jejich fermentacni aktivity (Kobayashi et al., 2007; Diaz et al., 2010).

4.3 Uprava odpadnich vod

Odpadni vody se stale Castéji vyuzivaji jako alternativni zdroj pitné vody. Ochrana vetejného
zdravi pfi Cisténi odpadnich vod podle standardl pitné vody je kritick4. Rychlost a citlivost

FCM pii detekci bakterii umoznila jeji pouziti pfi Gpravach pitné vody (Rockey et al., 2019).

4.4 Farmaceuticky primysl a l1ékarské aplikace

Aplikace FCM na vyzkum a rutinni postupy (Alvarez-Barrientos et al., 2000) ukézaly
nékolik vyhod v diagnostice a identifikaci klinicky vyznamnych druhii, hodnoceni u¢inki 1¢kt
a antibiotik na Zivotaschopnost bunék, stejné jako charakterizaci bun€k a studium genové

regulace a exprese patogent (Walberg a Steen, 2001; Jung et al., 2008).
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5 VYUZITI PRUTOKOVE CYTOMETRIE V KLINICKE
MIKROBIOLOGII

Jak jiz bylo zminéno, pritokova cytometrie se ¢im dal ¢astéji vyuzivad v mnoha klinickych

laboratofich. V dnes$ni dob& nachézi uplatnéni i v laboratofich klinické mikrobiologie.

Klicovym nastrojem pro laboratorni diagnostiku mikrobidlnich infekci je izolace mikrobt
a jejich identifikace, detekce zvySenych hladin protilatek proti uritému patogenu v pribéhu
nemoci a pfima detekce mikrobialnich slozek (nukleovych kyselin a proteini) v klinickych
vzorcich ziskanych z rlznych tkani nebo télnich tekutin. Diky pratokové cytometrii jsou

vysledky rychle dostupné, coz je dulezité hlavne u akutnich stavii.

FCM muze byt v klinické mikrobiologii pouZita napiiklad pro studium imunitni odpovédi
u pacientt, detekci specifickych protilatek a monitorovani klinického stavu po antimikrobialni

1€¢bé (Alvarez-Barrientos et al., 2000).

5.1 Specificka detekce mikroorganismu

V souCasné dobé meéni zplisob identifikace mikroorganismit vyuziti protilatek, coz
usnadiiuje a urychluje analyzu. Jejich specifi¢nost vii¢i antigenlim a moznost pouziti protilatek
zna¢enych fluorochromem z nich ¢ini jeden z nejsilngjSich néstroju pfi identifikaci patogent.
Nevyhodou této metody je vSak omezena dostupnost protildtek namifenych proti nékterym
mikrobim. Vyhodou pouziti protilatek je jednoduchost a rychlost metody, a také to, Ze bunky

nemusi byt kultivovatelné.

5.1.1 Stanoveni G+ a G- bakterii

Metoda podle Grama je technikou diferencialniho barveni, diky které¢ lze rozdélit bakterie
na zéklad¢ struktury bunécné stény. Pii klasickém provedeni se v prvnim kroku barvi
krystalovou violeti a poté Lugolovym roztokem. Nasleduje vymyvani pomoci alkoholu nebo
acetonu a poslednim krokem je dobarveni karbolfuchsinem nebo safraninem. Bakterie s hustou,
silné¢ zesiténou vrstvou peptidoglykanu v bunééné sténé jsou oznaCovany jako grampozitivni.
Tato vrstva stabiln¢ vaze fialové zbarveny komplex krystalové violeti a jodu a brani vymyti
tohoto komplexu. Bunécnd sténa gramnegativnich bakterii se skladd z tenké vrstvy

peptidoglykanu s niz§im procentem zesiténi, ktera je pokrytd vrstvou lipopolysacharidi.
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U téchto bakterii dochazi k vymyti komplexu barviva vlivem alkoholu. K jejich obarveni na

cerveno dochazi az v poslednim kroku, kdy se barvi karbolfuchsinem (Moyes et al., 2009).

Diky Gramovu barveni lze =ziskat informace o dalSich morfologickych znacich
mikroorganismi, jako napiiklad o tvaru bunék a jejich uspofadani (tycky, koky, diplokoky
atd.). Tato metoda je uzitecna i pro identifikacni tcely, predbéznou diagnostiku vzorki pacientli

a stanoveni Cistoty kultury.

Pfi stanoveni grampozitivnich a gramnegativnich bakterii pomoci FCM se nejcastéji pouziva
kombinace dvou fluorochromi vdzajicich se na nukleové kyseliny. Prvnim je SYTO 13, ktery
pronika jak do grampozitivnich, tak do gramnegativnich bakterii. Gramnegativni bakterie
potom vyzafuji zelenou fluorescenci. Druhym je hexidium jodid (HI), ktery pronika pouze do
grampozitivnich bakterii, kde rusi zelenou fluorescenci zpisobenou SYTO 13 a bakterie pak
vyzaiuji Cervenooranzovou fluorescenci (Mason et al., 1998; Holm a Jespersen, 2003;

Lochmanova et al., 2017).

Dalsi moznosti stanoveni je pouziti fluorescencné znaceného aglutininu pseni¢nych klicki
(WGA) v kombinaci s HI. WGA se specificky vaze na N-acetylglukosamin v peptidoglykanové
vrstveé grampozitivnich bakterii. Do gramnegativnich bakterii pronikne pouze HI, protoze vazbé
WGA zabranuje jejich vnéj$i membrana. Mikroorganismy jsou tedy rozliSeny na zakladé

rozdilnych vinovych délek zateni, které emituji (Holm a Jespersen, 2003).

5.1.2 Identifikace mikroorganismii za pouziti protilatek a fluorescenéni in situ

hybridizace (FISH) spolu s FCM

Pouziti monoklonalnich protilatek namifenych proti specifickym bunéénym antigeniim
spolu s FCM umoziuje identifikovat specifické bunééné populace ve vzorku. Protilatky jsou
dostupné pro ¢im dal vétsi mnozstvi mikroorganismi, jako je naptiklad Escherichia coli,
Salmonella typhimurium a Staphylococcus aureus (Jung et al., 2003; Guttikonda et al., 2007;
McCarthy a Culloty, 2011; Kennedy a Wilkinson, 2017).

Metoda s pouzitim fluorescencnich mikrosfér riznych velikosti potaZzenych protilatkami
proti mikrobtim detekuje vazbu téchto mikrobl na protilatky méfenim sniZeni fluorescenéni
emise mikrosfér v disledku stiniciho uc¢inku mikrobt jak na excitacni, tak na emisni zafeni.
U fluorescencnich mikrosfér rtiznych velikosti miize byt ve stejném vzorku soucasné
detekovano nékolik patogenti. Tuto metodu lze vyuzit také pii identifikaci parazitl a virii, nebo

u infekci zpisobenych jejich kombinaci (Alvarez-Barrientos et al., 2000).
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Obecné se k mikrosféram pfipoji bud’ bakteridlni antigenni preparat, nebo cely
mikroorganismus. Mikrosféry potazené antigenem se inkubuji spolu se stanovovanym sérem
a lidské protilatky ho rozpoznaji. V dal§im kroku se pro detekci pouziji protilatky konjugované
s fluorochromy proti lidskym imunoglobuliniim (Ig). Diky FCM je tento test rychly, spolehlivy

a dostate¢né citlivy (Alvarez-Barrientos et al., 2000).

Dalsi moznosti pro specifickou detekci mikroorganismii je pouziti FCM spolu
s fluorescenéni in situ hybridizaci (FLOW-FISH nebo FC-FISH), ktera se ukazala jako rychla
a spolehlivd metoda (Rigottier-Gois et al., 2003). V mikrobiologickych analyzach se FISH
vyuziva ke znaeni specifickych sekvenci nukleovych kyselin uvniti neporusenych viabilnich
bun¢k. Diky tomu lze identifikovat rGzné bakteridlni druhy ve vzorcich se smiSenymi
populacemi. Jednotetézcova fluorescencné znacend DNA sonda hybridizuje s ¢asti cilového
genu. Pro mikrobialni buiiky ve vzorku mohou oligonukleotidy komplementarni k témto
sekvencim fungovat jako druhové specifické sondy podle zZadouci Grovné specificnosti. Diky
fluorescen¢ni sondé lze ptimo detekovat misto hybridizace. Jako druhovy marker se bézné
pouziva ribozomalni RNA (rRNA), ktera je idealni jako intracelularni cil diky jejimu hojnému

zastoupeni (Kempf et al., 2000; Banerjee et al., 2002; Kennedy a Wilkinson, 2017).

Dale byly popsany postupy FISH vyuzivajici peptidovych nukleovych kyselin (PNA) jako
sond misto sond nukleovych kyselin pfi detekcich lidskych patogenii (Stender et al., 2002;
Kenny et al., 2008). Pokud jsou PNA sondy konjugovany s fluorescen¢nim barvivem, je také

mozné je pouzit spolu s FCM (Kennedy a Wilkinson, 2017).

FCM ma vyuziti i1 pii detekci intracelularnich parazitl, jako je naptiklad Plasmodium.
Vyuzivé se nepfitomnosti DNA v erytrocytech. Pokud je tedy parazit uvnitf buiiky, mize byt
jeho DNA obarvena specifickymi fluorochromy a detekovana pomoci FCM. Multiparametrova
analyza FCM se vyuziva pfi studiu dal§ich charakteristik, jako jsou parazitdrni antigeny
exprimované erytrocytem, ktery muize byt detekovan protilatkami konjugovanymi
s fluorochromy, nebo studiu Zivotaschopnosti parazitované burniky (Alvarez-Barrientos et al.,

2000).
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5.2 Testovani citlivosti mikroorganismu vii¢i antimikrobidlnim latkam

5.2.1 Antimikrobialni latky

vvvvvv

antimikrobialni citlivost. Cilem testovani je pfedpovédét pravdépodobny vysledek 1écby

pacientovy infekce pomoci konkrétniho antimikrobidlniho ¢inidla (Jorgensen a Ferraro, 1998).

Termin antimikrobidlni latky vyjadfuje chemické slouceniny, které na mikroorganismy
pusobi toxicky a slouzi k 1é¢bé mikrobidlnich onemocnéni, jako konzervacéni latky nebo jako

desinfekce.

Velké mnozstvi takovych latek se nazyvéa antibiotika, to jsou latky pochézejici z plisni
a bakterii, ¢ili mikrobialniho ptivodu. Chemicky pfipravené antimikrobialni latky se nazyvaji
chemoterapeutika. Pokud ma byt antimikrobialni latka pouzita jako 1é¢ivo, musi inhibovat riist
mikroorganismi, nebo je zabijet pfi davkach, které neSkodi hostiteli. Pomér mezi davkou
poskozujici makroorganismus a ucfinnou davkou inhibujici mikroorganismus udava
chemoterapeuticky index. Antimikrobidlni latka je jako 1é¢ivo vhodnéjsi, ¢im je
chemoterapeuticky index vyssi, protoze dana latka je pro hostitele méné jedovata (Votava,

2010).

5.2.1.1 Typy Gcinku antimikrobialnich latek

Antimikrobialni latky 1ze rozdélit podle ui¢inku na cidni a statické. Latky baktericidni maji
rychly cinek, ktery byva patrny do 48 hodin od podani 1éciva. Jejich pasobenim dochazi
k usmrceni bakteridlni buiiky a tim padem je jejich uCinek nevratny. K baktericidnim
antibiotikim fadime hlavné p-laktamy (cefalosporiny a peniciliny), glykopeptidy
(vankomycin), polypeptidy (kolistin) a aminoglykosidy (gentamicin a streptomycin).

Latky s bakteriostatickym ucinkem bakteridlni bunky neusmrcuji, pouze inhibuji jejich
mnozeni a rust. Jejich ucinek je pomalejsi nez u bakteriocidnich latek a byva ziejmy az za 3-4
dny. Do bakteriostatickych antibiotik fadime napt. makrolidy, tetracykliny a chloramfenikol.

Dalsi déleni antibiotik je na zaklad¢ miry jejich G€inku. DéEli se na uzkospektra, kterd pisobi
jen na malé mnozstvi druhti, dale na stfedn¢ Sirokospektra a na Sirokospektra, ktera piisobi na

velké mnozstvi mikrobialnich druhti (Votava, 2010).
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5.2.1.2  Mechanismus u¢inku antimikrobialnich latek
Antimikrobialni latky inhibuji fadu dalezitych pochoda, které jsou dulezité pro spravnou
funk¢nost bakterialni burky, jako naptiklad funkci bunééné membrany, syntézu bunécéné stény,

nukleovych kyselin a proteinii a dalsi dilezité metabolické kroky.

5.2.1.3  Mechanismus rezistence

RozliSuji se Ctyfi cesty, kterymi miize mikroorganismus ziskat rezistenci. Nejcastéji je
rezistence zpiisobena potlatenim ucinku antibiotika ptisobenim bakteridlnich enzym jako jsou
B-laktaméazy. DalS§i moznosti je, Ze ma mikroorganismus schopnost urychlené vycerpat
antibiotikum ven z buiiky, nebo naopak pokud se ztizi prinik antibiotika dovniti bunky.
Posledni moznosti je, ze se zméni cilovd molekula, na kterou se antibiotikum vaze (Votava,

2010).

5.2.2 Tradi¢ni metody testovani citlivosti na antimikrobialni latky

Standardizované metody testovani citlivosti bakterii provadéné v  klinickych
mikrobiologickych laboratofich poskytuji jak kvalitativni, tak kvantitativni vysledky udavané
na zékladé velikosti zony inhibice nebo minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) a minimalni
mikroorganismu. MBC udéava nejnizsi koncentraci latky, kterd usmrti 99,9% z ptivodniho poctu

mikroorganismu (Bauer et al., 1966; Jorgensen a Ferraro, 1998).

v

Jednou z nejjednodussich a nejspolehlivéjsich kvalitativnich metod testovani citlivosti je
diskova difuzni metoda (Bauer et al., 1966), kdy se na povrch naockované pevné kultivacni
pudy umisti az 12 papirovych pevnych diskovych filtri napusSténych antibiotiky s urcitou
koncentraci a po inkubaci se méti priméry jednotlivych inhibi¢nich z6n ristu kolem kazdého

z antibiotickych diska (Votava, 2010; Schumacher et al., 2018).

Mezi kvantitativni metody patii napiiklad stanoveni MIC. Stanoveni se provadi
v mikrotitracnich destickach, které jsou naplnéné rlGstovym médiem a rozdilnymi
koncentracemi antibiotik. Po dokonceni kultivace se odecitaji vysledky podle toho, jestli se
rastové médium zakalilo a tim padem kmen roste, nebo médium zustalo ¢iré a rist kmene byl

inhibovan (Votava, 2010).
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Obrazek 11: Ukazka vysledku diskové difizni metody (Jorgensen a Ferraro, 2009).

5.2.3 Testovani citlivosti na antimikrobialni latky pomoci FCM

Dalsi moznosti je detekovani citlivosti na antibiotika monitorovanim zmén fyziologickych
a morfologickych charakteristik buné€k pomoci aplikace specifickych fluorescencnich sond ¢i
znacek a FCM. Tato technika poskytuje vyznamné vyhody v porovnani s tradi¢nimi metodami.
FCM umoznuje rychlou analyzu mikrobidlni populace a poskytuje informace o riiznorodosti
individudlnich bakteridlnich odpovédi na antibiotika. Nejcastéji testovanymi charakteristikami
jsou zmény v integrit€¢ bunééné membrany, membranového potencidlu a obsahu DNA

indukované ptisobenim antibiotik (Mason et al., 2001).

5.2.3.1 Stanoveni citlivosti na zakladé antibioticky indukovanych zmén
membranového potencialu

Pouziti membranovych barviv, jejichz spektralni charakteristiky zavisi na membranovém

potencialu, jako indikator citlivosti na bakterialni antibiotika je zaloZeno na ptedpokladu, ze

antibiotikum bude narusovat metabolickou aktivitu vnimavych bun€k, bez ohledu na cilové

misto, coz bude mit za nasledek zménu membranového potencialu.
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Mezi takovato barviva patii napiiklad BOX (DiBAC4(3)), ktery ma zvysenou vazebnou
afinitu pro depolarizované membrany a lze jej vyuZit pro stanoveni bakterialni citlivosti na fadu

antimikrobialnich latek u grampozitivnich i gramnegativnich bakterii (Mason et al., 2001).

5.2.3.2 Stanoveni citlivosti k antibiotikiim na zakladé€ poruSeni bunééné membrany
Zmény v membranovém potencidlu nejsou pomoci BOX vzdy detekovany. Jako doplikovy
indikator k nému muze byt pouzit PI, ktery patii mezi ¢asto pouzivand barviva pro stanoveni
integrity bunééné membrany. Pokud je integrita naruSena vlivem plisobeni antibiotik, PI
pronikne do buniky, pevné se navaze na nukleové kyseliny a zplsobi Cervenou fluorescenci

(Mason et al., 2001; Kennedy et al., 2011).

5.2.3.3 Testovani citlivosti na antibiotika inhibujici syntézu proteinii a nukleovych
kyselin

Antibiotika, ktera inhibuji syntézu proteinti nebo nukleovych kyselin, jako je chloramfenikol

nebo rifampicin, nemusi vyrazné ovliviiovat membranovy potencidl nebo membranovou

integritu. Citlivost na tato antibiotika mize byt detekovdna monitorovanim obsahu nukleovych

kyselin pomoci barviva SYBR Green I, kdy se méfi rozdily v obsahu DNA mezi buitkami

kontroly a buitkami oSetfenymi antibiotiky (Mason et al., 2001).

5.3 Vyuziti prutokové cytometrie ve virologii

Pomoci prutokové cytometrie Ize detekovat nejen bakterie a kvasinky, ale Ize také detekovat
bunky infikované virem. Virové antigeny lze identifikovat bud’ na povrchu, nebo uvnitf
infikovanych buné¢k za pouziti protilatek, které je specificky rozpoznavaji (Laffin et al., 1989;
McSharry et al., 1990). Tyto specifické protilatky namifené proti danému antigenu lze vyuzit
spolu s protilatkou znacenou FITC (fluorescein isothiokyanat) a naslednou detekci
a kvantifikaci antigenni exprese na bunkach pomoci FCM k detekci daného viru. V piipadé
detekovani intracelularnich antigent je nutnd permeabilizace bun¢k. Tento krok je nezbytny
k tomu, aby byla protilatka schopna proniknout do buniky a rozpoznat pfisluSny antigen
(McSharry, 1994). Také umoznuje soucasnou detekci nckolika virh ve vzorku pii pouziti

protilatek proti riznym virovym antigenim konjugovanych s riznymi fluorochromy, nebo
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specifickych protilatek konjugovanych s latexovymi Casticemi rtiznych velikosti (McSharry

et al., 1990; McSharry, 1994).

5.3.1 HIV infekce a AIDS

Infekce virem HIV vyvolavaji nékteré defekty imunologické odpovédi. Exprese viru miize
byt vyhodnocena pritokovou cytometrii odhalenim piitomnosti bud’ virové RNA, nebo
specifickych virovych proteint. Virovd RNA je hybridizovéana s oligonukleotidovymi sondami
znac¢enymi fluorochromem. Pomoci dvoubarevného znaceni lze identifikovat bunééné populace

exprimujici virus (Cooper et al., 1988; Drouet a Lees, 1993).
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ZAVER

Pritokova cytometrie je metoda, ktera slouzi k analyze riznych druh bunék v suspenzi.
Diive byla vyuzivana hlavné pro studium eukaryotickych bunék. Az dalsi vyvoj techniky
a ptistrojové elektroniky vedl ke zkoumani jejiho pouziti v mikrobiologii. Hlavnim uskalim
jejiho vyuziti v mikrobiologii je mala velikost a znacnéd strukturni i funkéni rozmanitost
mikrobidlnich druht, vysoka cena pfistroje a také to, Ze k obsluze pritokového cytometru je
zapotiebi specialn¢ vyskoleny pracovnik. Oproti tomu mezi jeji vyhody patii rychlost
a moznost stanoveni nékolika parametri bunék najednou. I ptes tadu piekdzek prutokova

cytometrie v nynéjs$i dobé nachazi v mikrobiologii ¢im dal vétsi uplatnéni.

Cilem této prace bylo prozkoumat a shrnout mozné vyuziti pratokové cytometrie na poli
mikrobiologie. V prvni €asti prace byl stru¢né popsan pritokovy cytometr, zejména princip
fungovani fluidniho, optického a pocitatového systému jako jeho jednotlivych ¢asti. V dalsi
Casti je uvedeno nékolik piikladid uplatnéni pratokové cytometrie v jinych biologickych
klinickych oborech, kde se jiz pouziva k rutinni analyze, jako napf. v hematologii, imunologii

nebo onkologii.

Dalsi kapitoly jsou vénované vyuziti pritokové cytometrie v mikrobiologii. Mezi hlavni
stanoveni patii pocet bunck a jejich Zivotaschopnost. Déle 1ze pomoci pritokové cytometrie
provadét napt. testovani citlivosti mikroorganismili na antimikrobidlni latky nebo rozliSovat
grampozitivni a gramnegativni mikroorganismy. Pfi pouziti specifickych monoklonélnich
protilatek, nebo fluorescencni in situ hybridizace spolu s pratokovou cytometrii 1ze dokonce

rozli$it jednotlivé mikrobidlni druhy.

Pritokova cytometrie se v dnesni dob¢é bézné vyuziva v potravindiském primyslu, napf.
v mlékarnach nebo pivovarech. Uplatnéni na$la i ve farmaceutickém pramyslu, Uprave pitné
vody ¢i v ekologii, nicméné jeji vyuziti v mikrobiologii stale neni béznou praxi. Na druhou
stranu ma tato metoda velky potencidl, takze se da predpokladat, Ze se v budoucnu stane silnym

nastrojem v rutinni analyze v mikrobiologii.
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