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Detekce Zivotaschopnosti bakterialnich populaci pomoci pritokové
cytometrie

Abstrakt

Tato prace se zabyva detekci viability Xanthomonas euvesicatoria pomoci pritokového
cytometru. Naplni této prace byla optimalizace metody a oSetieni bakterialnich kultur
vysokou teplotou v danych ¢asovych intervalech. Teplem oSetfené kultury byly barveny
interkala¢nim barvivem propidium jodid, které znali permeabilizované membrany
analyzovanych bunék a miZze poskytnout informace o poctu mrtvych (apoptickych)
bunék. Vyhodnocenim vysledkii byl potvrzen piedpoklad o tom, Ze pocet pfezivSich
bungk se vzristajicim Casem oSetieni bude klesat. Byla pouzita teplota 90 °C, ktera se dle
ostatnich praci zda byt jako nejprikaznéjsi pro rod Xanthomonas. Priatokova cytometrie
se osveédcila jako jednoduchd, rychld a efektivni metoda pro detekci viability

Xanthomonas euvesicatoria.

Kli¢ova slova

Osetfeni vysokou teplotou, Xanthomonas euvesicatoria, detekce viability, propidium

jodid, flow cytometrie.



Detection of bacterial population viability using flow cytometry

Abstract

This work deals with the detection of viability of Xanthomonas euvesicatoria using a flow
cytometer. The center of this work was tp optimize the method and the treatment
of bacterial cultures with high temperature at given time intervals. The heat-treated
cultures were dyed with an intercalating dye called propidium iodide which marks the
permeabilized membranes of the cells and thus provides information on the number
of dead (apoptotic) cells. The evaluation of the results confirmed the assumption that the
number of surviving cells would decrease with the increasing treatment time.
A temperature of 90 ° C was used, which according to other works, seems to be the most
evident for the Xanthomonas genus. Flow cytometry has proven to be a simple, fast and

efficient method for the viability detection of Xanthomonas euvesicatoria.

Key words

High temperature treatment, Xanthomonas euvesicatoria, detection of viability,

propidium jodid, flow cytometry.
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1  Uvod

Pratokova cytometrie je jedna z modernich a perspektivnich metod pouzivana
V soucasnosti pro vyzkum v mnoha biologickych oborech. Aplikace této metody
je zna¢né Siroka od stanoveni obsahu jaderné DNA, analyzy buné¢ného cyklu, stanoveni
ploidie, studium genové exprese az po pocitani a ur¢eni typu krevnich element, detekci
a charakterizaci mikroorganismu, tfidéni pozadovanych ¢astic a v této praci ke stanoveni
viability bakteridlnich bunék. Proto se tato rychld, jednoduché a pomérné citlivda metoda

pouziva v klinickych, vyzkumnych ¢1 biotechnologickych laboratotich.

Ve své bakalaiské praci budu analyzovat permeabilitu cytoplazmatickych membran
a kvalitu a mnoZstvi DNA v bakterialni buice pomoci fluorescen¢niho barviva propidium
jodid (PI), které prochazi naruSenou membranou a navazuje se na nukleové kyseliny vné
bunky. Po vazbé na nukleovou kyselinu dochdzi Kk posunu a zesileni intenzity

fluorescence emitované v ¢ervené oblasti svétla.

Pro tuto analyzu byla zvolena bakterie Xanthomonas euvesicatoria, znama jako

fytopatogen na rajCatech a paprikach.



2  Pritokova cytometrie

Pritokova cytometrie je technologie, ktera se pouziva k analyze fyzikalnich a chemickych
vlastnosti jednotlivych ¢astic, obvykle bun€k, proudicich v proudu kapaliny jimiz
prochdzi laserovy svazek. Ptiklady méfenych vlastnosti zahrnuji relativni granularitu
Castic, velikost, relativni roz¢lenéni a intenzitu fluorescence. Tyto charakteristiky jsou
urCeny pouzitim opticko-elektronického systému, ten méfi rozptyl dopadajiciho

laserového zateni na buniky a emitaci fluorescence (Robertson, 2010).

Celkovy rozsah pouziti prutokového cytometru je zna¢né obsahly a zahrnuje naptiklad
stanoveni obsahu jaderné DNA (deoxyribonukleova kyselina), analyzu bunééného cyklu,
urceni ploidie, studium genové exprese, detekci a charakterizaci mikroorganismd,

pocitani a urCeni typu krevnich bun¢k t¥idéni pozadovanych ¢astic atd. (Suda, 2005).
2.1 Historie

Technologie pritokové cytometrie patii mezi mladsi analytické metody. Né&které principy
pouzivané v zacatcich se vyuzivaji 1 v soucasnych pftistrojich. Prvné pouzivana byla pti
studiu bakterii a postupem casu se rozsitila do dalSich obort, kde je dodnes vyuzivana

(Dolezel, 1997).

Se zlepsovanim techniky laserti, fluorescencnich protilatek a elektroniky se vyrazné
zvysila kvalita a moznosti, které nabizi dne$ni pratokova cytometrie. Prvni informace
0 prutokovém cytometru pochazeji z roku 1934. Ve zminéném pfistroji byly bunky
poprvé kontinualné a jednotlivé unaseny proudem kapaliny skrze kapilaru piipojenou
k mikroskopickému stolecku a kazda bunka byla vyhodnocovana pomoci
fotoelektrického aparatu (Melamed et al., 1990). Béhem druhé svétové valky vyvoj
prutokového cytometru pokracoval, jeho schopnosti byly vyuzivany piedev§im pfi
analyze bakterii (Gucker et al., 1947). V roce 1949 patentoval W. Coulter mechanismus
pocitajici Castice proudici v suspenzi ptes zizené misto, tzv. aperturu, kde dochéazelo

k detekovatelnym zménam elektrickych vlastnosti (Melamed et al., 1990).

Vsechny dnesni prutokové cytometry vyuzivaji principu laminarniho proudéni a mnohé
z nich hydrodynamické fokusace. Tuto techniku pouzil jiz v roce 1953 Crosland-Taylor,
ktery sestrojil komtirku pro optické pocitani bunck na zéklad¢ téchto principti. Bunééna
suspenze byla pomalu injektovana do rychleji proudici kapaliny a doSlo tak k uspofadani

jednotlivych bunék, které prochazely jedna po druhé (Crosland — Taylor, 1953).
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V dalsich letech byla velka pozornost vénovana vyvoji bunéénych sorter. V roce 1965
vyvinul Mack Fulwyler pratokovy cytometr, ktery se stal ptedchiidcem dnes$nich nastroju.
Zejména byl zodpovédny za vytvoreni elektronického separatoru na bazi objemovych
bunék. Tento ptistroj mohl oddélit buniky na zakladé elektronického objemu bunky a také
pouzit elektrostatickou deformaci pro oddéleni a tfidéni. To bylo nazyvéano tekutym

mikrofluorometrem (Fulwyler, 1965).

Dalsi vylepSeni vedly k sestrojeni prvniho fluorescenéniho pritokového cytometru (1968
W. Gohde) a prvniho FACS (Fluorescence Activated Cell Sorter) komeréné
produkovaného firmou Becton Dickinson, schopného méfit rozptyl dopadajiciho zafeni
na bunky v pfimém sméru, fluorescenci nad 530 nm a celkovy pocet bunék (Walker,

2013).

V soucasnosti béZn€ zaZity pojem '"pritokova cytometrie" byl poprvé pouZit
az v pozdnich 70. letech dvacatého stoleti na konferenci Americké inZenyrské nadace
vV Pensacole na Floridé. Dalsi vyvoj pokracoval v laboratofich, kde dochazelo
k postupnému zlepSovani lasert, jejich poctu pii analyze, zlepSovani optiky a zvySovani
poctu detektori az na dnesni velmi vysokou uroven (Herzenberg et al. 2002, Walker,

2013).

Prvni prace, ktera vyuzivala pro tuto metodu rostlinné buiiky byla zvefejnéna az roku
1973, i kdyz mechanismy pritokové cytometrie jsou znamé uz od roku 1934 (Heller,
1973). Toto zpozdéné vyuziti rostlinnych bunék pro analyzu bylo ovlivnéno
komplikovanym zpracovanim rostlinnych vzorki. Rostlinné buiiky se skladaji z pevné
bunééné stény, kterd miize obsahovat ptfirozené fluorochromy a vedlej$i rostlinné

metabolity, které mohou zkomplikovat méfeni (Dolezel et al., 2007).
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2.2 Princip metody

Nazev pratokova cytometric vyplyva ze dvou zakladnich charakteristik metody.
Zaznamenavany byvaji vybrané optické vlastnosti jednotlivych ¢astic (napt. bunék),
Z nichz nejcasté&jsi byva intenzita fluorescence a veskera méfeni se uskuteciuji v pohybu.
Pted samotnym méfenim (napi. obsahu jaderné DNA) se na dvousroubovici DNA musi
navazat fluorescen¢ni barvivo (fluorochrom). Fluorescenéni barvivo musi byt specificky
cilené na konkrétni objekt, aby nedoSlo k obarveni jinych organel a ostatnich Casti buiiky.
Zaroven je dilezité mnozstvi specifického barviva, to musi byt pfimo itmérné¢ mnozstvi

obarvené DNA (Suda, 2005).

Pti priichodu ¢astic se specificky znacenou DNA a ozafenim laserovym paprskem o urcité
vlnové délce dochazi k rozptylu, kdy elektrony piechazeji na vyssi energetickou hladinu.
Tento stav elektront neni stabilni a proto se vraci zpét na plivodni energetickou hladinu.
Tim dochazi k uvolnéni energie ve forme svétla a tepla, tento jev se nazyva fluorescence.
Cast energie se ztraci ve formé tepla a proto ma vyzaiené svétlo del$i vinovou délku nez
puvodni zafeni. Je dilezité vhodné zvolit kombinaci filtri pro oddéleni zareni a nasledné
zméteni fluorescence. Od kazdé ¢astice je sbiran seznam dat. Data jsou sbirana a ulozena
v pocita¢i. Tato data jsou nasledné analyzovana, aby poskytla informace o jednotlivych
subpopulacich ve vzorku, nebo v piipad¢ této prace o viabilit¢ bun€k (Shapiro 2005, Suda
2005).

Pritokovy cytometr se sklada ze tfi hlavnich systému:
* fluidni systém, ktery transportuje ¢astice proudem kapaliny k laserovému svazku.

* opticky systém sklddajici se z laserii ozatujicich ¢astice v proudu vzorku a optickych

filtrii na usmérnéni vysledného svételného signdlu na vhodny detektor.

* elektronicky systém pifevadi detekované svételné zareni na elektricky signal, ktery

je zpracovavan pocitacem (Rowley, 2012).
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Fluidni systém

Opticky systém &

Elektronicky systém

Obr. 1 Schéma hlavnich systémii priitokového cytometru. Prevzato a upraveno (Rowley, 2012).

2.3 Fluidni systém

Jednim ze zaklad priitokové cytometrie je schopnost métit vlastnosti jednotlivych ¢astic.
Kdyz je vzorek v roztoku injektovan do cytometru, ¢astice jsou ndhodné rozmistény
V trojrozmémém prostoru. Castice ze vzorku musi prochazet v proudu jednotlivé

za sebou. Tento proces se nazyva hydrodynamicka fokusace a zlepSuje ti¢innost méfeni.

@)
@)
O Laserovy paprsek
@)
O
O
O

48 @) Pratokova komarka

C-oo
A
OO O \
Co \
N
Nosn4 kapalina T . Nosna kapalina

Vzorek

Obr. 2. Hydrodynamicka fokusace vzorku. Prevzato a upraveno (Rowley, 2012).
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V podstaté se fluidni systém sklada z centralniho kandlu, uzavieného vnéj$im plastém,
ktery obsahuje rychleji tekouci tekutinu. Timto centralnim kandlem se vsttikuje vzorek.
Jak pohybuje tekutina plastém, vytvaii masivni tahovy efekt na zuzeni sttedové komory.
Tim se zméni rychlost centralni tekutiny, jejiz prutokova fronta se stava parabolickou s
nejvetsi rychlosti ve stfedu a nulovou rychlosti na sténé. Efekt vytvofi jediny soubor
Castic a nazyva se hydrodynamické zaostieni (fokusace). Pti optimalnich podminkach

(lamindrni pritok) se tekutina v centralni komote nesmi misit s kapalinou plaste.

Bez hydrodynamické fokusace by se tryska piistroje zablokovala a nebylo by mozné
analyzovat jednotlivé buniky. (Rahman, 2014).

2.4 Opticky systém

Po hydrodynamické fokusaci kazda ¢astice prochazi jednim nebo vice paprsky svétla.
Rozptyl svétla nebo fluorescencni emise (pokud je Céstice oznacena fluorochromem)

poskytuje informace o vlastnostech ¢astic.

V moderni pratokové cytometrii se bézn¢ jako svételné zdroje pouzivaji lasery, které
vytvaieji jednu vinovou délku svétla (laserovou caru) na jedné nebo vice oddélenych
frekvencich (koherentni svétlo). Dale je mozné jako zdroj svétla pouzit obloukové lampy,
které jsou levn&jsi nez lasery a vyuzivaji barevnych emisi zapaleného plynu uvnitf
utésnéné trubky. To vSak pfindsi nestabilni nesoudrzné svétlo ze smési vinovych délek,
které vyzaduji nasledné optické filtrovani. Svétlo rozptylené ve sméru doptedu, obvykle
az 20° od osy laserového paprsku, je shromazd’ovano ¢ockou znamou jako kanal
doptedniho rozptylu (FSC= forward scatter). Intenzita FSC zhruba odpovida velikosti
¢astic a mize byt také pouZzita k rozliSovani mezi mrtvymi a Zivymi buiikami. Svétlo
métené zhruba pod thlem 90° je nazyvdno bo¢nim rozptylem. Bocni rozptylovy kanal
(SSC= side scatter) poskytuje informace o granularnim obsahu v ¢astici. FSC i SSC jsou
jedine¢né pro kazdou ¢astici a kombinace téchto dvou parametri mize byt pouzita

k odliSeni riznych typt bunék v heterogennim vzorku.

Meéteni fluorescence provadéné pii ruznych vlnovych délkach milZe poskytnout
kvantitativni a kvalitativni udaje o bunéénych povrchovych receptorech nebo
intracelularnich molekulach, znacenych fluorochromem, jako je DNA a cytokiny.
Pritokové cytometry pouzivaji pro detekci vyzafovaného svétla samostatné fluorescencni

(FL-) kanaly. Pocet detektort se bude lisit v zavislosti na stroji a jeho vyrobci. Detektory
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jsou bud’ kfemikové fotodiody nebo fotondsobici trubice (PMT). Kiemikové fotodiody
se obvykle pouzivaji k méfeni doptedniho rozptylu (FSC), pokud je signal silny. PMT
jsou citlivéj$imi nastroji a jsou idealni pro méfeni rozptylu a fluorescence. Specificita
detektord pro konkrétni ¢ast vinové délky je optimalizovana umisténim filtrG pred PMT,
coz umozni dopad pouze uzkého spektra vinovych délek na detektor. Tyto filtry jsou
oznacovany jako bandpass (BP) filtry. Dalsi pouzivané filtry jsou shortpass (SP), filtry
propoustéjici vinové délky rovné nebo kratsi nez specifickd vinova délka a longpass (LP),
filtry které propoustéji zafeni s vlnovou délkou rovnou nebo delSi nez je specificka.
Vsechny tyto filtry zabraiuji absorpci svétla. Prikladem tohoto filtru miize byt
tzv. dichroické zrcadlo, které pousti vinové délky do stanovené hodnoty a vinové délky,

které jsou nad stanovené hodnoty jsou odrazeny (Rahman, 2014).

Longpass Shortpass

480 500 520 480 500 520

transmitance % transmitance % transmitance %

|
| |
| |
T 1 T — T + T

400 S00 600 400 S00 600 450 S00 550
vinova délka (nm) vinovs délka (nm) vinova délka (nm)’

Obr. 3. TFi typy filtri pouzivanych v pritokové cytometrii: Longpass, Shortpass, Bandpass.
Prevzato a upraveno (Rowley, 2012).

2.5 Elektronicky systém

Funkce elektronického systému pritokového cytometru je dvojiho typu: bud’ lze prevést
svételné signaly na elektronické signaly (napéti) nebo provadét analyzu dat. Prvni funkce

je dosazena jednim z vySe uvedenych dvou typt fotodetektord.
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Elektronicky signdl nebo napétovy impuls vznika, kdyz ¢éast castic/buiika vstoupi
do cesty laserového paprsku a zaéne rozptylovat svétlo nebo fluoreskuje. Toto svétlo pak
vstupuje do fotodetektorti (PMT nebo fotodioda) a pievadi se na elektrony. Elektrony
se nasobi, ¢imz vznika vétsi elektricky proud. Dale je proud zesilen a transformovan
do napétového impulsu. Napétovy impuls se za¢ina zvySovat jakmile buiika vstoupi
do drahy laseru. Impuls vrcholi, kdyZ je bunka ve stfedu paprsku a vrati se k vychozi
hodnoté poté, co bunka UpIn¢ projde. Nakonec jsou napétové impulsy kvantifikovany
signdlovymi procesory do ¢iselnych hodnot pro vysku, Sitku a plochu impulzu. Tato data
jsou pak ptenesena do pocitacového softwaru cytometru pro uchovavani a dalsi analyzu

(Rowley, 2012).
2.6 Vyhodnoceni ziskanych dat

Jednim z hlavnich vyhod pritokové cytometrie je, Ze umoziuje vyzkumnikovi méfit
né¢kolik fyzikédlnich vlastnosti kazdé buiiky v populaci. Po shromazdéni a pfenosu dat
do digitalniho formatu jsou pfipravena k analyze pomoci pocitaového softwaru
cytometru. Hloubka analyzy nashromdzdénych dat zavisi na cilech vyzkumného
pracovnika a muze se liSit od jednoduché morfologické klasifikace vzorku, vynesenim
FSC a SSC, po identifikaci vice subpopulaci (pomoci gatingu) ve vzorku za pouziti

riznych marker buné¢ného povrchu (fluorochromi) (Rowley, 2012).

Data z pratokového cytometru mohou byt zaznamenana dvéma zplsoby. Prvnim
zpusobem jsou histogramy, které méfi nebo porovnavaji pouze jeden parametr. Dalsim
zpusobem jsou takzvané ,,dot ploty*, které mohou porovnavat dva nebo tii parametry
souCasné¢ na dvou nebo trojrozmérném rozptylovém diagramu. Histogram typicky
vykresluje intenzitu detekovanou v jediném kanalu podél jedné osy. Naproti tomu
V ,,dot plotu* je kazd4 informace vykreslena jako jediny bod na rozptylovém grafu.
Castice s podobnou intenzitou se shlukuji ve stejné &asti na rozptylovém grafu.
Histogramy a ,,dot ploty* se vzdjemné nevylu€uji a vétSina slozit&jSich experimenti
S prutokovym  cytometrem  vyuzivd  vice  grafi = k zobrazeni  bohatych,
multiparametrickych dat ve vzorku. V mnoha ptipadech je tieba vykreslit vice nez tfi
parametry, pro tyto Ucely se vyuZzivad technika analyzy dat zndmd jako gatting. Tato
technika analyzy pfispiva k dalsimu rozliSeni a flexibilité, coz umozni analyzu témeft
neomezené¢ho mnozstvi parametrii soucasné v nékolika rGznych histogramech a ,,dot

plotech® (Robinson, 2013).
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2.7 Gatting

Podmnozina dat mlize byt definovana pomoci gatu. Gate je Ciselnou nebo grafickou
hranici ohranicujici charakteristické Castice pro dal$i analyzu. V nasledujicim grafu
je mozné pracovat uz jen s vybranou populaci bunék. Vysledkem je pak pocet bunék
v daném gate, ktery miize byt rovnéz vyjadien jako procento z celkového poctu mérenych
bunék nebo také hodnoty intenzity fluorescence, ktery je zavisly na mife exprese daného
znaku. Cim vétsi je exprese méfeného parametru, tim je vétsi mnozstvi navazané ¢astice
s fluorescencni znackou a tim je vétsi intenzita fluorescence. Tento parametr je znacné

zavisly na spravném nastaveni pratokového cytometru (Shapiro, 2005).

| 532-0rg-532-LALS [Area-Peak] 0l 2

532-LALS 482
\

Obr. 4. Jiz oznacend oblast gatu ve viastni analyze.

2.8 Fluorochromy pouZivané v pritokové cytometrii

Existuji desitky fluorescencnich molekul (fluorochromtl) s potencidlni aplikaci
Vv pritokové cytometrii. Aplikace fluorescenénich zna¢ek ma v pritokové cytometrii
Siroké uplatnéni. VyuZivaji se ke kvantifikaci a identifikaci odliSnych populaci bunék,
bunéénych organel a povrchovych receptorii na bunkach, dale k tfidéni bunék,
ke stanoveni obsahu nukleovych kyselin, k imunofenotypizaci, ve studiu apoptdzy bunék

¢i k méfeni aktivity enzymi (Rahman et al., 2013).
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Obecné existuji dvé tiidy fluorochromi pouzivané v pritokové cytometrii. Ty, které se
vazou nekovalentné ke strukturdm uvniti buniky a ty, které jsou kovalentné vazany na jiné
sondy, které se pak nekovalentné¢ vazi na bunécné struktury. Tyto sondy nejcastéji
predstavuji protilatky, ale i jiné proteiny, hormony nebo dokonce mohou byt znaceny

nukleové kyseliny (Ormerod, 2008).

Mezi nejcastéji  vyuzivané fluorochromy patii fluoresceinizothiokyanat (FITC),
phycoerythrin (PE), phycoerythrin- Cyanin 5 (PE- CY5), peridinin- chlorophyl- protein
complex (PerCP), Alexa fluor 488. Dale se Casto vyuziva propidium jodid, ethidium
bromid, které se neselektivné vazou na dvousroubovici nukleovych Kkyselin,
4',6- diamidin-2-fenylindol (DAPI), Hoechst 33258, které se vazi na useky DNA bohaté
na A-T baze a dale antibiotikum chromomycin a mitramycin, ty se vazou na oblasti DNA

s vét§im zastoupenim G-C bazi (Shapiro, 2005).

Tabulka 1: Priklady pouzivanych fluorochromii v priitokové cytometrii

Fluorochrom | Excitacni vinova délka (nm) | Emisni vinova délka (nm)
FITC 488 530
Alexa fluor 488 495 519
PE- CY5 488 670
APC 630 661
PerCP 488 675
Propidium jodid 540 615
Ethidium jodid 530 605
DAPI 365 450
Hoechst 33258 365 465
Chromomycin 445 570
Mitramycin 445 575

(Zdroj vlastni).

2.9 VyuZiti priutokové cytometrie

Pritokova cytometriec ma uplatnéni v mnoha riznych oborech, at uz v biologii
(molekularni biologie, zoologie, botanika aj.) tak v medicin¢, kde nachazi uplatnéni
v klinické diagnostice a to predevsim v oborech hematologie, imunologie a onkologie.
Nabizi Siroké mnoZzstvi uplatnéni, jak na Grovni zadkladni analyzy, tak na vyzkumnych

¢innostech. Pomoci pritokové cytometrie lze stanovit obsah jaderné DNA, zjiStovat
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pocet bunék a jejich bunécny cyklus, tridit buiiky, métit ploidii, detekovat specifické
geny, metit hromadéni sekunddrnich metabolitd v butice ¢i sledovat bunééné struktury
(Suda, 2005). V medicin¢ se hlavné vyuziva pifi diagnostice hematologickych
onemocnéni, diagnostice patogent v téle, a charakteristice krevnich malignit (lymfoma
a leukémii). Dale je nezbytny k detekci membranovych, cytoplazmatickych a jadernych
antigeni nadorovych bun¢k, k imunofenotypizaci, diagnostice vrozenych defektd
¢i monitorovani HIV pozitivnich pacienti (Marinov, 2003). Dalsi vyuziti prutokové
cytometrie je v potravinaiském primyslu, pfi stanoveni ucinnosti konzervace potravin,
kontrole Zivotnosti kvasinek, stanoveni toxicity chemickych latek a posuzovani

antibakteridlnich u¢inka (Diaz et al., 2010).
2.10 Aplikace v klinické praxi

Pratokova cytometric se Casto pouziva k charakterizaci onemocnéni v klinickych
podminkach. Periferni krev, aspirat kostni dfené a mozkomisni mok patii mezi vzorky,
které mohou byt analyzovany pomoci priutokové cytometrie. Je dilezité zminit,
ze analyzovat lze pouze Zivotaschopné bunky. Pokud vzorek neobsahuje zivotaschopné
bunky, pouziti pritokové cytometrie neni vhodné (Betters, 2015). Nejcastéji se pratokova
cytometrie vyuziva pro indikaci benignich 1 malignich hematologickych procest. Muze
pomoci v nékolika klinickych oblastech, véetné diagndzy, 1écebnych plani a sledovani
rezidualniho onemocnéni ¢i jeho relapse (Wood et al., 2007; Craig, 2008). Méfeni obsahu
DNA bylo jednim z prvnich pouziti cytometrie. V malignich buiikach bylo zaznamenano
67% zvySeni obsahu DNA ve srovnani s buiikami nemalignimi (Barlogie et al., 1983).
Normadlni, zdravé bunky jsou diploidni (maji dv€ kompletni sady chromozomil), zatimco
maligni buiiky maji nejcastéji abnormality v chromozomech, které lze kvantifikovat
prutokovou cytometrii (Betters, 2015). Imunofenotypizace, metoda k urceni ptitomnosti
klonu malignich bun¢k hematopoetického ptivodu, jejich liniové piislusnosti a piipadné
stupné diferenciace. Toto vySetfeni je zaméfené predevS§im na hematologicka
onemocnéni typu akutni a chronické leukémie, lymfoproliferace, myelodysplastického
syndromu aj., v nékterych piipadech téz k detekci minimalni rezidualni choroby u
pacienti po chemoterapii ¢i po transplantaci (Ustav klinické imunologie a alergologie,
FN HK, 2019). N¢kolik vyzkumnych projektt vyuzilo priutokovou cytometrii ke zlepseni
klinického porozuméni a zhodnoceni fyziologickych u€inkl oSetfovatelskych intervenci.
Byl pouzit ke zhodnoceni imunitni funkce geriatrickych pacientd, ktefi dostavali

vyzivové doplilky pfed a po ockovani proti chiipce (Langkamp-Henken et al., 2006).
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Pritokova cytometrie byla také vyuzita pti prozkoumani imunitniho stavu Zen v pribéhu

téhotenstvi a po porodu (Gennaro et al., 1997).
2.11 Aplikace v rostlinné biologii

Nejcast¢jsi aplikaci pratokové cytometrie v botanickych studiich byva pro odhad urovné
ploidie, stanoveni velikosti genomu, detekce rezimu reprodukce, sledovani
mikroorganismil pfi ranych infekcich ¢i pii analyze a odliSeni pfibuznych druht rostlin.
Cytometrie miize byt pouzita jak pfi analyze jader a chromozomi, tak i pfi analyze
bunécénych organel, naptiklad protoplastii. Konkrétné¢ u protoplasti je mozné zkoumat
obsah chlorofylu, velikost organely, obsah alkaloidd a celkové obsah proteini
anukleovych kyselin (DNA, RNA). Pii analyze jader lze urcovat celkovy obsah
nukleovych kyselin a proteinti, dale pomér dusikatych bazi (AT-GC), délku bunéEného

cyklu a ur€eni v jaké fazi bunécného cyklu se jadro nachazi (DoleZel et al, 2007).
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3  Rod Xanthomonas

3.1 Taxonomické zaiazeni
Doména: Bacteria

Oddg¢leni: Proteobacterie

Ttida: Gammaproteobacteria
Podtiida: Xanthomonadales
Celed’: Xanthomonadaceae

Rod Xanthomonas byl pfedmétem cetnych taxonomickych a fylogenetickych studii
a poprvé byl popsan jako Bacterium vesicatorium pusobici jako patogen na paprikach
a rajéatech v roce 1921 (Doidge, 1921). Dowson pozd¢ji pieklasifikoval bakterii jako
Xanthomonas campestris a navrhl rod Xanthomonas (Dowson, 1939). Doposud bylo
rozliSeno osm druhti a vice nez 125 pathovart patiici druhu X. campestris. Taxonomie
Xanthomonas je zaloZena na klasifikaci fytopatogend a je stale intenzivné studovana
(Stead, 1989; Vauterin et al., 1990). Nové bakterie a bakterialni asociace jsou v§ak rutinné
objevovany. Krom¢ rostlinnych patogenii se rozSifuje skupina saprofytickych
a epifytickych bakterii Xanthomonas. Klasifikace téchto izolata se ukazala jako obtizna
(Maes, 1993).

Xanthomonas se vyskytuji po celém svété, vétSina z nich se nachazi v tropickych
a subtropickych oblastech. Zpusobuji nekrézu, cévni a parenchymatické nemoci
na listech, stoncich a také na plodech. Rada rostlin napadenych timto fytopatogenem jsou
ekonomicky vyznamné, naptiklad ryze, fazole, maniok, bavlna, rajcata a také citrusy.

(Mooter, 1990).
3.2 Charakteristika

Druhy Xanthomonas jsou gram-negativni, aerobni, ty¢inkovité bakterie, které jsou znamé
jako bézny rostlinny patogen. Tato bakterie ma na svém povrchu bicik, ktery ji pomaha
pohybovat se v infikované rostliné (Microbial Biorealm, 2002). Kolonie druhi
Xanthomonas jsou obvykle mukoidni, konvexni a zluté. VétSinou rostou na médiu

S pfimési sachardzy a peptonu, lze také pouzit kvasnicné dextrozové médium s primési
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uhli¢itanu vapenatého. VSichni ¢lenové rodu Xanthomonas jsou katalazové pozitivni

a oxidazové negativni (Ridge, 2014).

Genom bakterie se skladd zkruhového chromozomu asi péti megabazi. Druhy
Xanthomonas produkuji exopolysacharid zvany xanthanova guma, ktera ma Sirokou
Skalu primyslovych pouziti, véetné potravin, ropnych produkti a kosmetiky (Ridge,

2014).
3.3 Xanthomonas euvesicatoria

Xanthomonas euvesicatoria Jones et al., 2005 (synonymum Xanthomonas campestris
pv. vesicatoria (Doige, 1921)) zptsobuje bakterialni skvrnitost na paprikach a rajéatech
(Sherf, 1986). V Ceské republice a v Evropé se fadi mezi karanténni organismy (Kadela
et al., 2002). Hlavnimi hostiteli Xanthomonas euvesicatoria (Jones et al., 2005) jsou tedy

rajée (Lycopersicu spp.) a paprika (Capsicum spp.).

Bakterialni skvrnitost rajéete (Lycopersicon spp.) byla poprvé hlasena v Jizni Africe
a USA (Doidge, 1921; Gardner, 1921) a byla poprvé popsana u paprik (Capsicum spp.)
na Florid¢ (Gardner, 1923). Tato choroba byla od t¢ doby pozorovéna v oblastech vSech

kontinentt, kde se péstuje rajce (Lycopersicon spp.) a paprika (Capsicum spp.)

3.4 RozSireni

Bakterialni skvrnitost je hlavnim problémem v tropickych a subtropickych oblastech, ale

ma Siroké geografické rozsiteni (Jones et al., 1986; Sahin, 1996).

Evropa: Casty vyskyt v Recku, Madarsku, Italii, Rumunsku, Rusku. Vyskyt byl

zaznamenan i v Rakousku, Bé&lorusku, Ceské republice, Slovinsku, gpanélsku.

Asie: Cina, Indie, Izrael, Japonsko, Severni a Jizni Korea, Pakistan, Filipiny, Tchaj—wan,

Thajsko, Turecko.

Afrika: Egypt, Etiopie, Kena, Malawi, Maroko, Mosambik, Niger, Nigérie, Réunion,
Senegal, Seychely, JAR, Studan, Tunisko, Zambie, Zimbabwe.

Severni Amerika: Bermudy, Kanada, Mexiko, USA.
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Stedni a Jizni Amerika: Barbados, Kostarika, Kuba, Dominikdnska republika, Salvador,
Guatemala, Honduras, Nikaragua, Portoriko, Jamajka a dalsi ptilehlé ostrovy, Chile,

Kolumbie, Brazilie, Venezuela.

Australie a Oceanie: vSechny oblasti Australie, Novy Zéland, Fidzi, Mikronésie, Palau

a Tonga (Bonkowski et al., 2015).
3.5 Morfologie

Buriky maji tvar ty¢inek s oblym zakonéenim a jejich délka je cca od 0,7 um do 2,0 um
a §itka od 0,4 um do 0,7 um. Jejich pohyb je umoznén jednim bi¢ikem. Xanthomonas
jsou katalazové pozitivni, neredukuji dusi¢nany a ze sacharidt slabé produkuji kyseliny

(Bonkowski, 2015).

Xanthomonas jsou gram-negativni bakterie, které jsou obligatn¢ aerobni a netvoii spory.
Na masopeptonovém agaru (MPA) s glukosou vytvati zluté, mukoidni kolonie. Zluté
zbarveni je zplsobeno Zlutymi pigmenty zvanymi xanthomonadiny a exopolysacharidem

xanthanem (Kudela et al., 2002).

Optimalni teplota pro rast je 25 az 28 °C a pH 7,2 (Schaad, 1989; Swings, 1993; Kidela
et al., 2002).

3.6 Klasifikace

V soucasné dobé jsou Xanthomonas, které jsou patogenni pro rajce a papriku rozdéleny
do Ctyf skupin. RozliSeni téchto skupin probihala na zadkladé amylolytickych
a pektolytickych aktivit v pulzni gelové elektorforéze. Piesnéjsi a podrobnéjsi
molekularné-biologické metody umoznily klasifikaci do samostatnych skupin:
A (Xanthomonas euvesicatoria), B (Xanthomonas vesicatoria), C (Xanthomonas
perforans) a D (Xanthomonas gardeneri) (Jones et al., 2004). Xanthomonas skupiny
A a B se vyskytuji po celém svété a jsou patogenni pro rajcata a papriky, proto se uvadéji
Jjako nejznamé;jsi skupiny téchto patogent. Prvni zminky o objevu skupiny C jsou z USA,
Mexika a z pobtezi Tichého oceanu, zde byl patogen zaznamenan pouze na rajcatech,
protoze skupina C neni patogenni pro papriky. Posledni skupina Xanthomonas
a to skupina D, ktera byla detekovana na rajcéatech i paprikach v Kostarice, Kanade¢,

Brazilii, zemich byvalé Jugoslavie a také v oblastech Tichého ocednu (Jones et al., 2005).
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Pro vysokou podobnost (nad 99 %) u MLST (Multilocus Sequence Typing) navrhli
Young a kol. (2008) slouc¢it Xanthomonas euvisicatoria a Xanthomonas perforans
Vjednu skupinu. Dalsi poddruhy Xanthomonas fuscans, Xanthomonas citri
a Xanthomonas axonopodis také potvrzuji vysokou shodu a mély by byt pfifazeni
do stejné skupiny jako Xanthomas perforans a Xanthomonas euvesicatoria. Tato
jednotna a velka skupina by se méla nazyvat Xanthomonas axonopodis (Young et al.,
2008).

3.7 Xanthomonas euvesicatoria jako fytopatogen

Hlavnimi symptomy onemocnéni paprik a rajcat jsou vodnaté Iéze, nekrdzy a chlordzy,
které lze spattit hlavné na listech, stoncich a plodech. U raj€at jsou to malé, kruhové léze
0 velikosti 1-5 mm. U paprik se tyto malé, kruhové 1éze objevuji spiSe na stoncich
a plodech, na listech se objevuji nekrotické 1éze rizného tvaru a velikosti. U paprik
a rajcat se v listech vyviji chlor6za, ktera predchazi epinastii listli. Nasleduje opad listt

u paprik a celkova nekr6za mladych listki rajcat (Swings, 1993).

Tento patogen vstupuje do rostlin skrze pruduchy nebo odérkami zpisobenymi hmyzim
vpichem, mechanickymi vlivy ¢i odérkami zptisobenymi vétrem (Jones, 1991). Patogeny,
které zpusobuji bakterialni skvrnitost rajcat a paprik nejlépe piezivaji na semenech,
rostlinnych zbytcich a v rhizosféfe (¢ast pudy prorostla kofeny jedné rostliny) jinych
nehostitelskych rostlin (Bashan et al., 1982 a). Patogen, ktery se dostane z infikovanych
rostlin na osivo zde mize prezivat az 10 let (Bashan et al., 1982 b). Kdyz ma patogen
piiznivé podminky muze epifytné piezivat na povrchu listd. Podle Mclnnes et al. (1988)
je moznost pienosu patogeni i vzduchem, jelikoz byl detekovan ve formé aerosolti nad

polem s hostitelskymi rostlinami.

Vysoké teploty mezi 30 az 35 °C s velkym mnoZstvim desté a vysokou relativni vlhkosti
ptispivaji k rozvoji onemocnéni (Bonkowski, 2015). V suchych obdobich je Sifeni
patogenu omezeno. Ale vzdy je doporuc¢eno dodrzovat hygienické zasady, pouzivat
certifikované osivo, ptipadné piipravky s obsahem médi (Dougherty, 1979) jelikoz
Xanthomas euvesicatoria patii podle legislativy CR a EU mezi karanténni organismy
(EPPO/CABI, 1997).

Xanthomonas euvesicatoria je zdvaznym onemocnénim rajcat a paprik v tropickych

a subtropickych oblastech, jelikoz zptsobuje znacné ekonomické ztraty. Plody, které jsou
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napadeny timto patogenem jiz nejsou prodejné. V Ceské republice zptisobuje nejvétsi

Skody v oblasti Jizni Moravy (Dougherty, 1979; Bashan et al., 1985).
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4 Material a metodika

4.1 PouZity kmen bakterie

Byl pouzit kmen Xanthomonas euvesicatoria (oznaceni: BCCM/LMG 933) ziskany

z Belgické sbirky mikroorganismui (Belgian Co-ordinated collection of microorganisms).
4.2 Kultivace vzorkiu

Pouzity kmen Xanthomonas euvesicatoria byl kultivovan a uchovavan v tekutém
kultivaénim médiu (C-médiu (Dreier et al., 1995) pro koryneformni bakteric)

V Erlenmeyerovych baiikach o objemu 150 ml

Meédia byla ptipravena dle (Dreier a kol., 1995) pro koryneformni bakterie, jen pomér
latek byl pfepocten na objem 150 ml. K piipravé C-média o objemu 150 ml bylo tedy

pouzito:
e Trypton (pepton sojovy) 150¢9
e Kvasni¢ny autolyzat 0,759
e Glukosa 0,759
e NaCl 0,759

Tato smés byla nasledné¢ rozpusSténa v destilované vodé a kvantitativné doplnéna
na objem 150 ml. Hodnota pH roztoku byla upravena na 7,2 postupnym piidavanim
roztoku NaOH. C-médium bylo autoklavovano pii 121 °C po dobu 15 min. Pouzitim

autoklavu doslo ke sterilizaci média.

Kultivace probihala ve vysterilizovanych Erlenmeyerovych baiikdch o objemu 150 ml,
které obsahovaly pfiblizné 50 ml C-média. Pro nardst kultury Xanthomonas euvesicatoria
byly bakterialni bunky ze sbirky pieneseny do C-média pomoci jednorazové
bakteriologické klicky, ockovani probihalo ve flow boxu (odtahovy box). Nasledné byly
C-média s naoCkovanou bakterialni kulturou umistény na tfepacku s frekvenci tfepani
250 rpm, pii 28 °C, cozZ je optimalni teplota pro jejich kultivaci. Kultivace probihala
po dobu 48 hodin, nasledné byly vzorky uchovavany v chladni¢ce o teploté 4°C. Pied
dalsi analyzou bylo pfeneseno 700 pl ptedeslé kultury do novych Erlenmeyerovych baii¢k

0 objemu 150 ml, dodrZeny byly totozné kultivacni podminky.
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4.3 OfSetieni vzorkii vysokou teplotou

Byla ptipravena sada vzorku, kazdy vzorek obsahoval 50 pl bakteridlni suspenze, véetné
pozitivni kontroly. Byla pfipravena i negativni kontrola, kterd obsahovala 500 ul OTTO
I pufru, tento vzorek nebyl oSetfen vysokou teplotou. Ostatni vzorky, krom¢ zminéné
negativni a pozitivni kontroly byly oSetieny teplotou 90 °C na termobloku s frekvenci
ttepani 200 rpm. Tato teplota byla nejoptimalnéj$i pro oSetieni bakterii a naslednou
analyzu pratokovym cytometrem (Kolafova, 2018). OsSetfeni probihala v danych
Gasovych intervalech (viz. tabulka). Casové intervaly byly zvoleny tak, aby byly

rovnomeérné zastoupeny pocty zivych a mrtvych bunék.

Tabulka 2: Cislo vzorku a doba osetient.

Cislo vzorku 1. 2. 3. 4, 5. 6. 7. 8. 9.

Cas (min.) 1 3 5 8 10 15 20 25 30

(Zdroj viastni).
4.4  Piiprava vzorki pro vlastni analyzu

Pro spravny pribéh samotné analyzy byla oSetiena bakteridlni suspenze ziedéna 500 ul

OTTO I pufru.

K ptipravé OTTO I pufru bylo pouzito:

e 0,1 M monohydrat kyseliny citronové 4,29
e 0,5% (v/v) Tween 20 1ml
e Destilovana voda 200 ml

Jak uz bylo zminéno, negativni kontrola obsahovala 500 ul OTTO I pufru a byla barvena
350 pl barviciho roztoku propidium jodid. Ke vzorku pozitivni kontroly s 50 pl
bakteridlni suspenze bylo ptfidano 500 pl OTTO I pufru a téZ byla barvena 350 pl
propidium jodid barviciho roztoku. Ke kazdé sadé vzorku byly kontroly pfipravovany

zvlast.
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Jako fluorescencni barvivo pro tuto analyzu byl pouzit propidium jodid (PI). Toto barvivo
se vaze neselektivné na dvousroubovici nukleovych kyselin. Aby se timto barvivem

obarvily pouze dvouvlaknové DNA, byla do barviciho roztoku priddna RNasa A.

Pro ptipravu barviciho roztoku propidium jodid bylo pouzito:

e OTTO Il pufru 20 ml
e Zasobni roztok PI (1 mg/ ml) 1ml
e Zasobni roztok RNasy A (1 mg/ml) 1ml
e [(-merkaptoethanol 40 ul

Ptiprava tohoto roztoku probihala ve flow boxu, kvili zapachu thiolovych sloucenin v 3

— merkaptoethanolu.
Pro ptipravu OTTO II pufru bylo pouzito:
e 0,4 M Na2 HPO4 - 12 H20 28,659

Toto mnozstvi bylo kvantitativné rozpusténo v destilované vode¢ tak, aby objem roztoku

byl 200 ml.

K jednotlivym vzorkim a kontrolam bylo 1-2 minuty pfed samotnou analyzou

napipetovano 350 ul barviciho roztoku propidium jodid.
4.5 Piiprava pritokového cytometru a vlastni analyza

Pro analyzu byl pouzit pritokovy cytometr Apogee A60 Universal. Pied samotnou
analyzou bylo potieba doplnit unaseci kapalinu (destilovanou vodu) a vylit odpad.
Pritokovy cytometr byl nastaven takto: pritok unaSeci kapaliny byl nastaven na 4,51 pl/
min a vinova délka excitaéniho svétla byla 532 nm (pro FSC = LALS= Large Angle Light
Scatter i SSC= SALS= Small Angle Light Scatter). Jako standard pro standardizaci
analyz byl pouzit software Bellis perennis. Cytogramy u jednotlivych vzorkt byly
ukladany a analyzovany v tomtéZ programu pomoci ptikazu: Population detection menu.
Timto ptikazem byly ziskdny vysledky analyzy a procentudlni zastoupeni Zivych bunck
S nenaruSenou membranou, kterymi propidium jodid nemohl prostoupit a obarvit jadra

a bunék mrtvych, které membranu narusenou mély a propidium jodid obarvil jejich jadra.
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5  Vysledky

Vsechny vzorky byly oSetfeny teplotou 90 °C v ¢asovych intervalech 1, 3, 5, 8, 10, 15,
20, 25, 30 minut a byly hodnoceny vysledky flowcytometrické analyzy — procentualni
pocet zivych a mrtvych bungk v jednotlivych populacich. Procentualni zastoupeni zivych
a mrtvych bunék a jejich absolutni poéty byly stanoveny v programu Apogee Histogram

Software. Tato data byla zpracovana v programu Microsoft Excel jako bodové grafy.

Vysledky vybranych vzorkt jsou zobrazeny na Obr. 5, 6, 7, 8, 9, 10, je viditelné,
ze s prodluzujicim se ¢asem oSetfeni pocet prezivsich klesa, jelikoz vzrista rozptyl ¢astic
zobrazenych v cytogramu. Méfeni probihala dvakrat, pro kazdé méfeni byla zhotovena
nova Sarze vzorkid. Kazda Sarze vzorkd ma také vlastni negativni a pozitivni kontrolu Obr.
11,12, 13, 14. Negativni kontrola, ktera obsahovala pouze pufr OTTO I slouzila k ovéteni
Cistoty pufru a spravnosti vysledk. Pozitivni kontrola, ktera obsahovala pouze
bakterialni suspenzi (50 pl) neoSetienou teplem déavala piedstavu o absolutnim poctu

(zivych) bun¢k v 50 pl zminéné suspenze a slouzila Kk ovéfeni spravnosti vysledk.
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Obr.5 Cytogram zobrazujici vzorek prvni Sarze bakterialni kultury, osetieny 90 °C, 1 min.
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Obr.6 Cytogram zobrazujici vzorek druhé Sarze bakteridlni kultury, osetieny 90 °C, 1 min.
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Obr.7 Cytogram zobrazujici vzorek prvni Sarze bakterialni kultury, osetieny 90 °C, 8 min.

. 532-0rg-532-LALS [Area-Peak] ax

Obr.8 Cytogram zobrazujici vzorek druhé Sarze bakteridlni kultury, osetieny 90 °C, 8 min.
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Obr.9 Cytogram zobrazujici vzorek prvni Sarze bakterialni kultury, osetreny 90 °C, 30 min.
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Obr.10 Cytogram zobrazujici vzorek prvni Sarze bakteridlni kultury, osetieny 90 °C, 30 min.
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Obr.11 Cytogram zobrazujici negativni kontrolu prvni Sarze vzorkai.
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Obr.12 Cytogram zobrazujici negativni kontrolu u druhé sarze vzorkaii.
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Obr.13 Cytogram zobrazujici pozitivai kontrolu u prvni Sarze vzorkii.
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Obr.14 Cytogram zobrazujici pozitivai kontrolu u druhé Sarze vzorkai.
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Jelikoz vysledky analyzy v podobé cytogramil nemusi byt zcela piehledné pro porovnani
zavislosti ¢asu osetfeni na celkovém poctu bungk, jsou tyto vysledky doplnény o grafické
znazornéni (viz Obr. 15). Do grafického znazornéni nejsou zahrnuty negativni a pozitivni
kontroly. U negativni kontroly se ¢istota pracovniho pufru OTTO I a spravnost méteni
potvrdila jiz vizualné v cytogramu. Totéz plati u pozitivni kontroly, kde uspotadani bunek
zcela vypovidd o nenaruseni populace bunck (suspenze nebyla oSetiena vysokou

teplotou).
Zavislost poctu castic na Case oSetreni u Sarze 1.
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Obr. 15 Graf zobrazujici zavislost poctu castic na dobé oSetreni prvni Sarze vzorkii
prolozeny linedrni spojnici trendil.

Vysledky jsem doplnila o koeficient spolehlivosti. V piipadé Sarze 1 vysel 0,0002, po
ptevedeni na procenta je spolehlivost 0,02 %. Tato hodnota je velice nizka a proto bude
slaba zavislost mezi proménnymi daty. Sklon regresni piimky je -56,6, jelikoZ je tato
hodnota zdpornd indikuje nepfimou iméru mezi proménnymi daty. A veli¢iny na ose x,

y se vyvijeji protismerné, proto bude piimka klesajici.

Bohuzel vysledky této SarZe vzorkid nejsou zcela zdafilé. I pfes dodrzeni pracovniho
postupu a spravného nastaveni parametrti v prutokového cytometru, jsou hodnoty
jednotlivych vzorkl rozptylené. Rozptyl hodnot miize byt zpisoben nemoznosti dodrzet
naprosto identické koncentrace bakteridlnich bun€k ve vSech analyzovanych vzorcich,
dal$im divodem muize byt odlisna barvitelnost jednotlivych ¢astic ve vzorku. Velkou roli
pfi vzniku rozptylenych hodnot mize mit i lidsky faktor. Rozptyleni hodnot mize byt

zpiisobeno napiiklad nepfesnym pipetovanim v prvotni fazi ptipravy vzorkd, dale
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nezachovanim ptesného Casu barveni interkala¢nim barvivem propidium jodid. Dalsim
diivodem vzniku téchto neptesnosti by mohly byt vzniklé technické problémy piisamotné
analyze pritokovym cytometrem, ten nebyl pravidelné pouzivan k analyze, proto jeho
nastartovani a ptiprava byla komplikovanéjsi. V prubéhu analyzy také doslo k ucpani
jehly, ktera nasava vzorek, analyza proto musela byt pozastavena a problém vyfesen.
Nejvétsi chybu bych ovSem piisoudila tomu, ze jsem flowcytometrickou analyzu
provadéla poprvé a je zde viditelnd neobratnost v analytickém méfeni. Proto jsem tuto

analyzu provedla jesté jednou a snazila se vyvarovat podobnym chybam.

Zavislost poctu jader na Case oSetreni u Sarze 2.
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Obr. 16 Graf zobrazujici zavislost poctu jader na dobé oSetieni u druhé SarZe vzorki
prolozen linedrni spojnici trendii.

Podle vynesenych hodnot v bodovém grafu, je ziejmé, Ze piedpoklad o klesajicim poctu
Castic v zavislosti na dobé osetieni je viditelnéj$i u druhé sarze vzorku, tedy v Obr. 16.
Zde je viditelnd tendence klesajiciho poctu castic v zdvislosti na dobé oSetfeni
bakteridlnich kultur, tento pfedpoklad je potvrzen sklonem regresivni piimky. Sklon je
- 8451,2, opét je hodnota zapornd a vztah proménnych dat je nepfiméa timéra. Hodnoty na
ose X, y jsou proménné a piimka je klesajici. Jsou patrné velké rozdily mezi sklonem u
prvni Sarze vzorkil a u druhé SarzZe, to je zpisobeno tim, Ze thel, ktery svira pfimka s 0sou
X je podstatné vétsi (pocty bunck v pribehu casu tedy klesaji). Kazda Sarze ma ptimku
(spojnici trendit) naprosto odlisnou a tim i odliSny thel s osou X, proto jsou hodnoty

sklonu u obou Sarzi tak rozdilné.

V programu Excel byla vypoctena spolehlivost trendli, coZ je matematicka pfedpovéd’

pro budouci vyvoj na zikladé¢ vyvoje minulého. V tomto piipadé je koeficient
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spolehlivosti 0,8401, coz je velmi dobry vysledek, ktery ukazuje na silnou zavislost mezi
proménnymi daty. Obecné se da fict, ze ¢im vice se koeficient blizi k hodnoté 1, tim je

vevr

vysledek spolehlivéjsi. Koeficient spolehlivosti je 84 %.

5.1 Procentualni zastoupeni Zivych a mrtvych bunék v bakteridalni

populaci

Jako jeden zcili mé bakalaiské prace je porovnat procentualni zastoupeni
zivotaschopnych buné€k v bakterialni populaci. Pro toto porovnani jsem pouzila vysledky
z druhé sarze vzorki. Po prvnim oSetieni teplotou a to po dobu 1 minuty se populace
zivych bunék nemnéni, u druhé Sarze vzorki vyslo, ze je zachovano 100 % zivé populace.
U oSeteni po dobu 3 minut uz procento ptezivSich bunék pomalu zac¢ina klesat, ale jako
zlomovy ¢as bych vyzdvihla 5 minut, kdy se pocet zivych bun€k v populaci dostava pod
polovinu, konkrétné na hodnotu 34 %. Dalsi velky pokles zivotaschopnych bunék je
pozorovatelny u vzorku €. 6, ktery byl vystaven teploté 90 °C po dobu 15 minut. Pocet
zivotaschopnych bunék v tomto vzorku klesl na 14 %. Dale procento Zivotaschopnych
byt ve vzorku ¢. 9, ktery byl oSetien po dobu 30 minut. Tento ptedpoklad se nenaplnil a
pocet Zivotaschopnych bunék narostl na 29 %, to mohlo byt zpiisobeno odliSnou
barvitelnosti jednotlivych ¢astic ve vzorku. Procentudlni zastoupeni zivotaschopnych

bunék v jednotlivych vzorcich druhé Sarze je vyneseno v Obr. 17.
Zastoupeni zivych Castic
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Obr. 17 Graf procentualniho zastoupeni zivych bunék v bakterialni populaci. Druha Sarze vzork.
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6 Diskuze

Ptesné stanoveni zivych, mrtvych a celkovy pocet bakterii je diilezité v mnoha ptipadech
mikrobiologické aplikace. Zivotaschopnost bakterii je synonymem schopnosti tvofit
kolonie na pevném ristovém médiu a proliferovat v tekutych, zivnych mediich. Tyto
klasické plotnové metody jsou Casoveé narocné a celkoveé nemaji dostatecné vypovidajici
hodnotu. Neposkytuji vysledky v redlném case nebo vcasné informace, které jsou
potiebné v aplikacich naptiklad u priimyslové vyroby. Problematické je taktéz jeji vyuziti
u tézko kultivovatelnych bakterii, které za danych podminek ¢i v ur€itém fyziologickém

stavu na povrchu pevnych médii nenarostou.

Jako vhodné teSeni se jevi pratokova cytometrie, ktera je rychlou, citlivou, jednoduchou
metodou pro stanoveni zivotaschopnych bakterii ve vzorku v realném ¢ase. Pii prutokové
cytometrii je sledovana permeabilita cytoplazmatickych membran buiiky a také obsah
a kvalita jeji DNA. Ke stanoveni viability bun€k se pouzivd znaceni fluorescencnimi
sondami a zna¢kami. V této praci byl pouzit jako fluorescen¢ni barvivo propidium jodid

(P1), stejné jako v praci Shi a kol. (2007), kde byl PI pouzit pro detekci mrtvych bunék.

Dle prace Wei a Sommer (2009) neni pouziti barviva propidium jodid ¢i ethidium bromid
prilis uzite¢né pro urcovani zivotaschopnosti bakteridlnich bunék, ale hodi se spiSe pro
urcovani viability sav¢ich bunék. Zaroven v jejich vyzkumu byly bakterie rozdéleny dle
jejich specifickych reakci s fluorescenénimi barvivy propidium jodid (PI), ethidium
bromid (EB) a bis-oxonolem. Ukazalo se, Ze permeabilizované buiky jsou identifikovany

pomoci barviva propidium jodid.

V této préci byly pouzity bakteridlni bunky, které byly nasledné znaceny propidium jodid,
ale zda se, ze diky oSetfeni vysokou teplotou a tim zplisobenym rozvinénim membrén,
bylo fluorescenéni barvivo propidium jodid zvoleno spravné. I pfes doporuceni, Ze
barvivo propidium jodid neni uZite¢né pro uréovani Zivotaschopnosti bakterialnich bun¢k

dle Wei a Sommer (2009) se vysledky analyzy zdaji byt zdaftilé.

V soucasné dob¢ se stavaji popularnimi mezi vyzkumniky komeréné dostupné reagencni
sady, jako je napiiklad souprava LIVE/DEAD BacLight, ktera byla pouZzita V praci
Berney et al. (2007). Souprava se sklada ze dvou barviv, propidium jodidu (PI) a SYTOO9,
které obarvi nukleové kyseliny. Zelend fluorescencni SYTO9 je schopna vstoupit do

vSech bunék a je pouzita pro stanoveni celkového poctu bun€k, zatimco cervend
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fluorescencni PI vstupuje pouze do bunék s poskozenou cytoplazmatickou membranou.
Bylo také prokazano, ze barveni LIVE/DEAD funguje nejen s eukaryotickymi
bakteriemi, ale také s archaea a kvasinky (Saccharomyces cerevisiae). Tato reagencni
souprava se zda byt jako idedlni feSeni pro detekci zivotaschopnosti bakterii, avS§ak ma
I své nedostatky. Jako hlavni nedostatek jsou zminovany mezilehlé stavy, kde nejsou ani
,»Z1ve* ani ,,mrtvé* populace. To mize vést k obtizim pfi interpretaci vysledkii a mize byt
kritické tfeba u rozhodovani o uc¢innosti metod desinfekce. Pouziti komeréni soupravy
LIVE/DEAD by mohlo byt vhodné a zajimavé téma na dalsi bakalaiskou/ diplomovou

praci.

Vsechny vzorky pouzité pro analyzu byly oSetfeny teplotou 90°C. OSetfeni vysokou
teplotou bylo zvoleno pro jeji dostupnost, nizkou finan¢ni naro¢nost, jednoduchost
a relativni bezpe€nost pii praci. OSetfit bakteridlni kultury a usmrtit je, jde rtiznymi
zpusoby a je mozné pouzit rizné faktory ¢i jejich kombinaci. Tamburini et al. (2014)
pouzil ve své praci kombinaci teploty (22 °C a 35 °C) se zvySenou koncentraci oxidu
uhli¢itého, Song et al., (2019) pouzil kombinaci UV-LED rtznych vlnovych délek
k inaktivaci mikroorganismil ve vodé. Casto se také pouziva vysokotlaky oxid uhligity
jako jedna z metod antibakterialniho oSetieni, tento zpusob vyuzil VO et al. (2015) ve

svém vyzkumu.

Dle Dolezel a kol., (2007) je dulezité pro spravny pribéh flowcytometrické analyzy a zisk
odpovidajicich vysledkti dodrzeni stejné koncentrace analyzovanych ¢astic
Vv jednotlivych vzorcich. Také je zapotfebi dodrzet naprosto identicky postup pii pripraveé

vzorkil a musi byt pouzity nedegradované a nekontaminované pracovni roztoky.

Vysledky flowcytometrické analyzy potvrdily, Ze procento piezivSich bunék

s prodluzujici se dobou oSetteni klesa.
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7 Zavér

Cilem bakalafské prace bylo detekovat viabilitu bakterialni populace Xanthomonas
euvesicatoria pomoci metody prutokové cytometrie s vyuzitim interkala¢niho barviva
propidium jodid, déale tuto metodu optimalizovat a vyhodnotit zastoupeni zivych

a mrtvych bungk v zavislosti na dobé osetieni vysokou teplotou.

Postup pro ptipravu analyzovanych vzorkd byl optimalizovan. Dale byla provedena
analyza dvou Sarzi zhotovenych vzorkd vystavenych teploté 90° po dobu 1-30 minut.
Vysledky analyz téchto dvou Sarzi vzorkd byly porovnany a nasledné byl potvrzen
piedpoklad, Ze s prodluzujici se dobou oSetieni bude klesat procentualni zastoupeni
zivych bunék v populaci. Pritokova cytometrie se zda byt jako dostatecné citliva,

prukazna a vhodna metoda pro detekci viability.

Téma detekce viability bakterialnich populaci pomoci pritokové cytometrie je Siroké
téma, které¢ by mohlo byt dale rozvijeno a vysledky analyzy zdokonalovany. Vhodnou
aplikaci by mohlo byt vyuziti nékterého z mnoha nabizenych komer¢nich souprav

¢1 odlisné faktory pro usmrceni bakterii (vysoky tlak, UV zafeni).
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FACS
DNA
FSC
SSC
BP

SP

LP
FITC
PE
PE-CY5
PerCP
DAPI
MPA
MLST
RNA
LALS
SALS
Pl

EB

Fluorescence Activated Cell Sorter
Deoxyribonukleova kyselina
Forward Scatter

Side Scatter

Bandpass filtry

Shortpass filtry

Longpass filtry
Fluoresceinnizothiokyanat
Phycoerythrin

Phycoerythrin — Cyanin 5
Peridinin — chlorophyl- protein complex
4’,6- diamidin-2 — fenylindol
Masopeptonovy agar

Multilocus sequence typing
Ribonukleova kyselina

Large Angle Light Scatter

Small Angle Light Scatter
Propidium jodid

Ethidium bromid
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