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Abstrakt

V ramci této prace byla pomoci prutokové cytometrie (flow cytometry)
analyzovana viabilita Pseudomonas syringae pv. oryzae. Podstatou této prace bylo
oSetfeni bakteridlnich kultur ur¢itymi vysokymi teplotami v danych casovych fadéch.
Osetiené kultury byly barveny interkala¢nim barvivem propidium jodid, které slouzi
k flowcytometrické analyze permeability bunéénych membran a kvality a kvantity
DNA. Statisticky prikaznym vyhodnocenim ziskanych dat byla potvrzena tendence
poklesu zastoupeni pieziv§ich bunék v populaci v zavislosti na vzristajicim ¢ase
osetfeni. NejprikaznéjSich vysledki bylo dosazeno pti oSefeni teplotou 90 °C, ke které
je bakterie P. syringae pv. oryzae velmi citliva. Bylo prokazano, Ze prutokova
cytometrie ma dostate¢nou vypovédni hodnotu a je jednoduchou, rychlou a efektivni

metodou pro detekci viability P. syringae pv. oryzae.

Kli¢ova slova: Prutokova cytometrie, oSetfeni vysokou teplotou, detekce viability,
propidium jodid, Pseudomonas syringae pv. oryzae



KOLAROVA J. (2018) Detection of a viability Pseudomonas syringae pv. oryzae by
flow cytometry, [Bc. Thesis, in Czech] — 46 p., Faculty of Agriculture, University of
South Bohemia, Ceské Budéjvice, The Czech Republic.

Abstract

The viability of Pseudomonas syringae pv oryzae was analyzed by flow
cytometry in this thesis. The treatment of bacterial cultures with specific high
temperatures in time series was the basis of this thesis. Treated cultures were dyed
intercalating dye propidium iodide. This dye serves to flowcytometric analysis of cell
membranes permeability and DNA quality and quantity. Statistically evaluation of the
data obtained acknowledged the tendency of decrease of number of surviving cells in
the population, depending on the growing period of treatment. The most prominent
results were obtained at 90 © C. Probably P. syringae pv. oryzae is very sensitive to
this temperature. These results have shown that flow cytometry is a sufficiently
prominent, simple, rapid and effective method for detection the viability of P. syringae

pV. oryzae.

Key words: Flow cytometry, high temperature treatment, detection of viability,

propidium iodide, Pseudomonas syrinage pv. oryzae
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1. Uvod

Pritokova cytometrie je metoda, kterd slouzi k analyze sledovanych optickych
vlastnosti bun¢k, bunéénych organel ¢i komponent v bunééné populaci. Tato metoda
ma Siroké uplatnéni ve vyzkumnych i1 provoznich ¢i klinickych laboratofich. Na
védeckych pracovistich je diky vysoké rychlosti analyz a tedy schopnosti zpracovani
velkého objemu vzorkil vyuzivana napt. k rozsahlym populacnim studiim, k tfidéni
bunek urcitych vlastnosti nebo kdetekci dosud nezndmych organismi.
V biotechnologické praxi je pritokova cytometrie vyuzivana piedevsim jako
prostfedek kontroly kvality vyroby. Diky této metodé mohou byt V jednotlivych
vyrobnich krocich detekovany nezadouci mikroorganismy a sledovan jejich pocet
(kontrola dodrzeni bezpecnostnich limitd). Pravé tato aplikace muize byt
uskuteciiovana analyzou permeability bunéénych membran a kvality a mnozstvi DNA
v buiice pomoci fluorescencnich barviv, ktera se vazi s neporuSenymi
molekulami nukleovych kyselin. Vyuzitim této metody pro detekci viability

Pseudomonas syringae pv. oryzae se budu zabyvat ve své bakalaiské praci.



2. Cile bakalarské prace
1. Optimalizace flowcytometrické analyzy zivotaschopnosti bakterialnich bunék
pomoci interkala¢niho barviva propidium jodid pro zrychleni a zefektivnéni

procesu detekce

2. Hodnoceni zavislosti doby a teploty oSetfovani bakteridlnich bunék a

procentualniho zastoupeni zivotaschopnych bunék v bunéc¢né populaci



3. Literarni prehled

3.1 Rod Pseudomonas

3.1.1 Taxonomické zarazeni

Doména: Bacteria

Oddg¢leni: Gracilicutes

Ttida: Proteobacteria
Podtrida: Gamma Proteobacteria
Celed: Pseudomonadaceae

Roku 1894 byl rod Pseudomonas popsan na zakladé makro a mikroskopickych
vlastnosti. Prvni molekularni techniky urceni taxonomie rodu Pseudomonas byly
DNA + DNA hybridizace a stanoveni obsahu G + C (1974). Pozd¢ji (1984) byly
pseudomonady na zakladé¢ analyzy RNA-DNA rozdéleny do 5 rRNA podskupin.
Nejradikalngjsi taxonomické zmény v ramci tohoto rodu nastaly koncem 20. stoleti,
kdy pseudomonad byla homologie 16S rRNA pouzita jako hlavni faktor klasifikace.
Prace Anzai a kol. (2000), ktera byla zalozena na osekvenovani genu 16S rRNA u 128
druhti rodu Pseudomonas, ukazala, ze ne vSechny druhy patii do rodu Pseudomonas
sensu stricto (rRNA podskupina 1). Dfive se do tohoto rodu fadily i nikam
nezafaditelné gramnegativni tyCinky. Tyto druhy, které nesplnovaly vlastnosti pravych
pseudomonad, byly pierozdéleny do podtiid Alfa, Beta a Gamma Proteobacteria, napf.
diive do rodu Pseudomonas patiily nekteré nynéjsi druhy rodu Bulkholderia nebo
Ralstonia (Peix a kol., 2018).

Rod Pseudomonas patii do skupiny pseudomonad, kam se také fadi rody
Azobacter a Azomonas. Tyto bakterie fixuji vzdusny dusik. Nejsou vsak symbionty
vyssich rostlin, jako napt. Agrobacterium ¢i Rhizobium (Bauman, 2006). Dale se do
pseudomonad tadi rod Zymomonas. Zastupci rodu Zymomonas jsou fermentativni
(rozkladem jednoduchych sacharid syntetizuji ethanol). V kuchyni Stiedni a Jizni
Ameriky, Afriky a Asie nahrazuji tyto bakterie roli Saccharomyces cerevisiae
(produkce kvasnic v Evropé a Severni Americe). Jako zdroj jednoduchych cukrt pro

rod Zymomonas se vyuzivaji mizy rostlin. Vyuziti tohoto rodu je vSak rozsahlejsi.
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Vyuziva se pii vyrobé mexického napoje vyrabéného z agave pulque, pti alkoholové
fermentaci palmové mizy nebo §tav cukrové titiny. Rod Zymomonas se také vyrazné

podili na znehodnocovani dzust, cidert nebo piva (Michael a kol., 2005).

3.1.2 Obecna charakteristika
Rod Pseudomonas byl popsan roku 1894 botanikem Waltrem E. Migulou.

Jedna se o velmi pocetnou, rychle se rozrustajici (od roku 2009 bylo popsano 90
novych druhti) a heterogenni skupinu organismu, kterou je mozno fenotypové rozlisit
napft. na zéklad¢ vyuzivani riiznych zdrojt uhliku. Z mikrobiologického hlediska neni
podrobné prozkoumano velké mnozstvi riznych prostfedi. Z tohoto divodu se
Vv nasledujicich letech ptedpoklada objeveni novych druhti rodu Pseudomonas (Peix a
kol., 2018).

Bakterie jsou striktn¢ aerobni, chemoorganotrofni, gramnegativni,
nesporulyjici ty€inky s jednim, nebo vice polarné¢ umisténymi bic¢iky (Kudela a kol.,
2002). U tohoto rodu muze probihat transdukce (pienos genetického materialu mezi
bakterialnimi bufikami pomoci virovych ¢astic) (Michael a kol., 2005). Zastupci rodu
Pseudomonas jsou vyznamnymi saprofyty, parazity a dekompozitory. Vétsina druht
je béznymi obyvateli pudy, vod, rozkladajicich se organickych materialt, ale také se
vyskytuji Vv nemocnicich, na toaletich, zvlhfovacich vzduchu, respiracnich a
dialyzac¢nich pfistrojich apod. Né&které jsou patogeny Zivo€ichil a clovéka, u kterého
mohou zplisobovat napt. zanéty mocovych nebo dychacich cest a zanéty vnéjsiho ucha
(Pseudomonas aeruginosa) (Prescott a kol., 2005). Dalsi jsou patogeny rostlin
(Pseudomonas syringae), nebo hub (Pseudomonas fluorescens). Vétsina fytopatogent
tvofi homologickou populaci vdzanou piimo na rostlinného hostitele. Do rodu
Pseudomonas se radi n¢které neparazitické skodlivé rhizobakterie, ale i rhizobakterie
pro rostlinu prospésné (Pseudomonas aureofaciens). Pseudomonas se diky své
schopnosti rust a rozkladat bilkoviny i pii 4 °C vyrazné podili na kazeni skladovaného
(nebo nevhodné skladovaného) masa, vajec, mléénych vyrobkt, ovoce a zeleniny
(Kidela a kol., 2002).

Pseudomonady shadno ziskavaji rezistenci k novym latkam. Nov¢é nabyta

multirezistence k mnozstvi antimikrobialnich latek je velkym problémem predevsim
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ve zdravotnictvi (Bauman, 2006). Nekteré konjugativni plazmidy (konjugativni R
plazmid nese informace o rezistenci) maji Siroky okruh pfijemct, tj. jsou pfenosnymi
do velké skaly ostatnich gramnegativnich bakterii a timto mechanismem se rezistence
rychleji rozviji (Michael a kol., 2005). Vsechny tyto vlastnosti (Siroké rozsifeni,
multirezistence a Siroky hostitelsky okruh) jsou umoznény diky nizkym nutri¢nim
pozadavkim a vysoké genetické a metabolické piizptisobivosti pseudomonad (Moore

a kol., 2006).

Na bézném kultivaénim médiu obvykle tvoii zastupci rodu Pseudomonas
Sedobilé, prihledné kolonie. Jestlize jsou bakterie kultivovany na médiu chudém na
zelezo, 1ze jednotlivé druhy rozdélit na fluorescentni a nefluorescentni podle toho, zda

produkuji Zlutozeleny difuzni pigment fluorescein (Kudela a kol., 2002).

3.1.3 Fluorescentni druhy

Mezi fluorescentni druhy se fadi znacny pocet hospodaisky vyznamnych
fytopatogent. Jednim z nejvyznamnéjsich je Pseudomonas syringae, v ramci kterého
je rozliSeno vice nez 50 patovarli, které lze rozclenit do 9 genomovych skupin
(Gonzalez a kol., 2000). Tento druh je vétSinou pfic¢inou vzniku skvrnitosti
nadzemnich organt (P. syringae pv. syringae, pv. tomato, pv. persicae aj.) a korovych

nekroz (P. syringae pv. persicae, pv. morsprunorum aj.) (Kidela a kol., 2002).

3.1.4 Nefluorescentni druhy

Tyto druhy jsou méné Casto fytopatogeny a je pro né€ piiznac¢né, ze kumuluji
poly-B-hydroxybutyrat ve formé vnitrobunéénych inkluzi, ktery jim slouzi jako
zasobni latka. Fluorescentni druhy tuto latku ve svych bunikdch nekumuluji. Mezi
vyznamnéj§i fytopatogenni nefluorescentni druh patii pavodce nekrozy diené rajéete

Pseudomonas corrugata (Kudela a kol., 2002).
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3.1.5 Vyuziti zastupci rodu Pseudomonas

Zastupci rodu Pseudomonas jsou ekologicky i ekonomicky vyznamnymi
organismy. Diky své genetické vybave je lze vyuzit ke studiu a aplikaci v klinické
nebo potravinaiské mikrobiologii, ve fytopatologii (Peix a kol., 2018) ¢i
Vv biotechnologickém prumyslu k produkci praimyslové vyznamnych latek (bioplasty,
alginaty, nebo elastomery, ale i k vyrobé regulatora rastu rostlin, antimikrobidlnich
latek, enzymd nebo vitaminu Bi2) (Widmer a kol.,, 1998). Pseudomonas a
Propionibacterium jsou nejvice komeréné vyuzivané bakterialni rody pro vyrobu
vitaminu B2, protoze umi vyuzit i malé mnozstvi kobaltu (prvek nezbytny pro syntézu
vitaminu B12) z zivného média. Produkce je tedy méné finan¢né naro¢na (Michael a
kol., 2005). Rod Pseudomonas se vyuziva i k bioremediaci, pfedevs§im k odstranovani
ropnych skvrn (Widmer a kol., 1998).

Lze jej vyuzit v biologické ochrang rostlin proti virozam (P. fluorescens proti
Tobacco necrosis virus) a houbovym onemocnénim (P. fluorescens a P. aureofaciens
proti ptivodci choroby pat stébel a kotfend obilnin Gaeumannomycetes graminis)
(Kidela a kol., 2002).

3.2 Pseudomonas syringae

Pseudomonas syringae je vyznamnym intercelularnim fytopatogenem. Tato
bakterie byla poprvé izolovana roku 1899 z infikovaného Setfiku obecného (Syringa
vulgaris) M. W. Beijerinckem a nasledn¢ charakterizovana a pojmenovana C. J. J. van
Hallem. Nazev bakterie je tedy spojen s rostlinou, ze které byla izolovana poprvé
(Hirano a kol., 2000).

Ve svém metabolismu postrada arginin-hydrolasu a je oxidasa negativni
(Michael a kol., 2005). Tyto dva znaky druh Pseudomonas syringae odlisuji od
ostatnich fluorescentnich druhti a Ize je vyuzit v diagnostickych metodach (Hirano a
kol., 2000). Pseudomonas syringae zahrnuje vice nez 50 patovari, které byly
rozdéleny na zakladé multilokusové sekvenéni typizace do 5 fylogenetickych skupin
(Peix a kol., 2018). Toto déleni z velké ¢asti odpovida rozdéleni patovart tohoto druhu
do ptivodnich 9 genomovych skupin, které byly rozliseny hybridizaci DNA (Baltrus a

kol., 2011). Patovary tohoto rodu maji Siroké hostitelské spektrum a napadaji vSechny
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hlavni skupiny vyssich rostlin (Gonzalez a kol., 2000) (napf. pSenici - P. syringae pv.
atrofaciens, kukuftici - P. syringae pv. coronafaciens, ryzi - P. syringae pv. oryzae,
hrach - P. syringae pv. pisi, jablon a peckoviny - P. syringae pv. syringae aj.) (Kudela
a kol., 2002). Mnoho patovari zpusobuje skvrnitosti a nekrozy ovocnych stromi a
vyrazné snizuji jejich vynos. Patovary P. syringae napadaji jednoleté byliny vice
sporadicky, ale i na nich zptisobuji vyrazné ztraty na vynosu (Mansfield a kol., 2012).
Na vzniku shodnych nebo podobnych ptiznakli se miize soucasné podilet vice patovara
(na vzniku listové skvrnitosti rajéete se podili P. syringae pv. syringae a pv. tomato)
(Kudela a kol., 2002). Zaroven mohou rizné kmeny jednoho patovaru infikovat riizné
druhy rostlin (Hirano a kol., 2000), nebo se mohou vyskytovat na povrchu rostlin, u
kterych chorobu vibec nevyvolaji (Baltrus a kol.,, 2011). Rozdilna virulence
jednotlivych patovart a kment je zaloZena na rozdilnych efektorech III. typu (TTE) a
toxinech, které se u jednotlivych zastupct velmi lisi. TTE jsou do cytoplazmy hostitele
pieneseny sekre¢nim systémem III. typu, ktery je kodovan hrp geny (hypersensitive
response and pathogenicity). Jestlize jsou TTE rozpoznany imunitnim systémem
hostitele, vyvolaji infekci narusenim a potla¢enim obranyschopnosti rostlin na vice

urovnich (Baltrus a kol., 2011).

3.2.1 Nuklea¢ni aktivita bakterii Pseudomonas syringae

Za nukleacn¢ aktivni se oznacuji organismy (pfedevsim bakterie, ale i houby,
liSejniky a bezobratli), které se podileji na nukleaci ledu pti teplotach tésné pod bodem
mrazu (-2 az -5 °C) a zamezuji tim podchlazovani vody. Nuklea¢n¢ aktivni organismy
obecné prezivaji 1épe v oblastech, kde teploty klesaji pod bod mrazu (Prescott a kol.,
2005; Kudela a kol., 2002).

Je znamo vice druhti bakterii, u nichZ se vyskytuji kmeny aktivni pfi nukleaci
ledu. Nejvyznamngj$imi jsou kmeny fytopatogenniho druhu P. syringae a
saprofytického druhu Pantoea agglomerans. Oba tyto druhy jsou béznou slozkou
epifytické mikroflory Sirokého okruhu rostlin po celém svété. Ne kazda bunika daného
bakterialniho druhu je schopna plnit funkci ledového jadra ve stejném cCase a stejném
rozmezi teplot. V populaci druhu P. syringae vykazuje nuklea¢ni aktivitu pii - 5 °C
zhruba 10 % bakterialnich buné¢k a pii - 1,5 °C jen 1 ze 100 milionti bunék. Schopnost

bakterii iniciovat tvorbu ledu (diky pfitomnosti specifického oktapeptidu na vnéjsi
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bunééné membrané) jim zfejmée usnadniuje vstup do hostitelskych pletiv naruSenim
stén rostlinnych bunc¢k. Mrazovd poskozeni maji vétSinou za nasledek zvySenou
intenzitu chorob. Bakterie P. syringae se dostavaji bézn¢ do ovzdusi, kde plni funkci
biotickych kondenzaénich jader podilejicich se na vzniku oblakti a atmosférickych
srazek (Kiadela a kol., 2002).

3.2.2 Vyuziti zastupci Pseudomonas syringae
V zemédélstvi (pfedevsim pii péstovani jahod) se vyuziva kmen P. syringae
ice” (,,ice-minus®). Tento kmen nesyntetizuje protein, ktery zajist'uje nukleaci ledu a

vyuziva se tedy k ochrané rostlin proti mrazovym skodam (Bauman, 2006).

Vyzkum molekularni biologie P. syringae umoznil nové pohledy na studium
mikrobialni patogenity. Patovary phaseolicola a tomato se ukazaly jako vyborné
modely pro studium patogenity a reakci rostlin na infekci. Vedle studia fytopatogenity
se rozviji vyzkum patogenity bakterii, které zpusobuji lidska onemocnéni (Mansfield

a kol., 2012).

3.2.3 Pseudomonas syringae pv. oryzae

Bunky Pseudomonas syringae pv. oryzae jsou kratké, gramnegativni ty¢inky
S 1 az 5 polarné umisténymi biciky. Netvoii bunécné inkluze poly-B-hydroxybutyratu.
Na bézném kultivaénim médiu tvoii bilé, vypouklé, kulaté, hladké, jasn¢€ ohrani¢ené
kolonie. V laboratornich testech vykazuje Pseudomonas syringae pv. oryzae pozitivni
vysledky pii oxidaci glukosy, pii hydrolyze kaseinu, produkci amoniaku, pfi
tyrosinasové a ureasové aktivité. Negativni reakce vykazuje pii oxidaci glukonétu,
koagulaci mléka, deaminaci fenylalaninu a vyuziti serinu, L-laktatu, maltosy nebo
dextrosy. Objevuji se v§ak rozdilné schopnosti vyuzivani latek i mezi kmeny tohoto
patovaru, napt. 50 kment je schopno vyuzit pro syntézu stavebnich latek L-histidin,

ostatni kmeny tohoto patovaru tuto schopnost nemaji (Kuwata, 1985).

Pseudomonas syringae pv. oryzae je pavodcem tzv. ,,Bacterial halo blight of
rice®. Tato choroba se vyznaCuje typickymi symptomy na listové Cepeli, které se
objevuji béhem faze prvnich pravych listli (2. polovina ¢ervence) a mizi S vyklenutim

a dozravanim laty (posledni tfetina srpna). Jedna se z pocatku o zelené, zluté az tmave
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hnéd¢ 1éze na listech, které jsou nasledné obklopeny zietelnym rozsahlym zlutym halo.
Tyto 1éze maji kruhovy nebo ovalny tvar a mohou se seskupovat do vétSich
nepravidelnych skvrn, které nakonec vedou k destrukci celého listu. Kromé rostlin
Oryza sativa je tato bakterie patogenni i pro Hordeum vulgare, Avena sativa a
Phaseolus vulgaris a mnoho dalsich u kterych vyvolava obdobné symptomy. Pouze z
téchto 4 zminénych rostlin je bakterie reizolovatelnd. Na hostitelskych rostlindch pro
Pseudomonas syringae pv. oryzae vyvolavaji tytéz symptomy i P. syringae pv.
atropurpurea a pv. coronofaciens, které ovSem nejsou patogeny pro Oryza sativa. Na
zakladg této charakteristiky byl roku 1985 pojmenovan novy patovar P. syringae pv.
oryzae. Bacterial halo blight of rice se vyskytuje pouze v Japonsku, konkrétné
v prefektufe (zakladni jednotka administrativniho ¢lenéni Japonska) Aomori, a

nezpusobuje vyznamnéjsi ztraty na vynosu (Kuwata, 1985).

3.3 Priitokova cytometrie

Pratokova cytometrie je analyticka a separatni metoda, kterda umoznuje
studium chemickych a fyzikalnich vlastnosti jednotlivych bunék, bunéénych organel
nebo jejich ¢asti (chromozomy, fragmenty DNA atd.), ale i ¢astic nebunéénych
(viry, viroidy apod.) v populaci. Je povazovana za standardni metodu analyzy ¢astic
v suspenzi (Roubalova, 2012). Tato metoda je unikatni tim, Ze poskytuje informace o
jednotlivych ¢asticich a ne pouze o populaci jako celku. Velké mnozstvi dat ziskanych
jednou analyzou je nutné naslednd statisticky vyhodnotit (Smarda a kol., 2005).
Pratokova cytometrie kombinuje vyhody klasické mikroskopie, sérologickych metod
a technik s fluorescen¢né znacenymi latkami K rychlé, citlivé a specifické detekci
velkého mnozstvi bunék. Tato metoda se vyuziva predevsim Vv Iékatské, veterindrni a
obecné mikrobiologii ¢i v experimentalni biologii (Chitarra a kol., 2002). Ma mnoho
uplatnéni pii studiu bunééného cyklu (studium obsahu DNA v jednotlivych fazich
bunééného cyklu), pii urCovani ploidie, pfi studiu genové exprese, (Suda, 2005)
velikosti a struktury bunc¢k (mira granulace cytoplazmy), pfi studiu pfitomnosti
uréitych antigent (Smarda a kol., 2005) nebo pfi detekei a kvantifikaci specifickych
patogenit ve vzorku, které jsou diky vysoké citlivosti pritokové cytometrie
detekovatelné i v malém mnozstvi (Chitarra a kol., 2002). Tato metoda muze také

slouzit jako prosttedek pro vybér vhodnych cytotypt pro néaslednou experimentalni
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hybridizaci ¢i polyploidizaci (Suda, 2005), nebo k déleni bun¢k dle urcitych vlastnosti,
napt. déleni dle stupné exprese sledovaného markeru, tfidéni chromozomi dle jejich
rozdilného tvaru a velikosti apod. Pro tento typ analyz, tzv. cell sorting, musi byt
cytometr opatien frakciona¢nim zafizenim (FACS — Fluorescence-Activated Cell
Sorter) (Smarda a kol., 2005).

Mezi vyhody pritokové cytometrie patii velmi jednoduché a rychléd pfiprava
vzork, u které se ale musi dbat na Setrnou separaci bunék pevnych tkani, u kterych by
mohlo dojit ke zméné nebo uplné ztrat€¢ zkoumanych vlastnosti (Roubalova, 2012).
Dalsimi vyhodami jsou nedestruktivnost metody (zkoumany jedinec se odbérem
malého mnozstvi vzorku neni¢i) a vysoka rychlost analyz (analyza 100 000 jader
obvykle trva pfiblizn€¢ 3 minuty. Nejmodernéjsi pratokové cytometry jsou schopny
zpracovat az 100 000 ¢astic/s) (Roubalova, 2012; Suda, 2005). Diky vysoké rychlosti
analyz, 1ze béhem jednoho dne studovat desitky az stovky vzorka a je tedy umoznéno
studium dat rozsahlych popula¢nich sbér. Jednou z vyhod je také vysoka piesnost
metody, ktera v§ak mutize byt negativné ovlivnéna odli$nou barvitelnosti ¢astic daného
vzorku, odlisnymi vn&j$imi faktory nebo ptistrojovou chybou (Suda, 2005). Jednou z
dalSich vyhod pritokové cytometrie je schopnost souCasné shromézdit vice
proménnych (analyzovat vice uhli rozptyleného svétla, vice spektralnich slozek a
vten samy Cas tfidit analyzované buiniky do skupin). Touto multiparametrickou
kapacitou se prutokova cytometrie 1i§i od ostatnich metod (Dolezel a kol., 2007). Mezi
dalsi vyhody této metody patii moZznost analyzovat Sirokou skéalu bunéénych suspenzi,
pletiv a tkani. Pozitivem metody jsou i nizké finan¢ni naklady vynalozené na analyzu
jednoho vzorku (desitky korun). OvSem musi byt brana v potaz vysoka pofizovaci
cena prutokového cytometru, coz je i jednou z nevyhod pritokové cytometrie (Suda,
2005). Mezi dalsi nevyhody lze zaradit preferenci Cerstvého materialu pro analyzu
(ackoliv pouzitim vhodnych barviv a vhodného skladovani 1ze analyzovat 1 nékolik
tydna staré vzorky). Tato preference omezuje praci v terénu, znesnadiiuje uchovani
vzorkl pro dal$i analyzu a v disledku miize vést k malé citlivosti pfi tfidéni jedinct
lisicich se 0 méné nez jeden chromozom (Dolezel a kol., 2007). V takovych pfipadech
1ze tuto metodu pouzit u organismu s 2n < 30, u kterych je podil DNA ptipadajicich

na 1 chromozom dostate¢né odliSitelny od celkového mnozstvi DNA (Suda, 2005).
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Pritokova cytometrie ma obrovsky rozsah vyuziti v rozli¢nych oborech,
protoze je jednou z nékolika malo metod, diky které Ize multiparametricky vyhodnotit
malé mnozstvi vzorku v kratkém Case na urovni jednotlivych bunék. Tyto vlastnosti
spolu s analyzou vSech jednotlivych bun¢k populace a naslednou produkci souboru
dat, ktery velmi ptesn¢ koreluje s danymi vlastnostmi bungk, jsou jedine¢nymi prave

pro prutokovou cytometrii (Dolezel a kol., 2007).

3.3.1 Historie cytometrie

Prvni cytometry vychazely zklasickych svételnych mikroskopi a byly
sestaveny béhem 30. let 20. stoleti, kdy Torbjérn Caspersson zkonstruoval sérii
mikrospektrofotometrii, na kterych analyzoval vzorky barvené klasickymi
histologickymi metodami pro svételnou mikroskopii. Jednim z prvnich pokust byly
objeveny abnormality v obsahu DNA a RNA v nadorovych bunikach. Do 50. let 20.
stoleti se pouZzivaly skenovaci cytometry, které se od mikrospektrofotometrt lisily
mens$im pozorovacim polem, na kterém probihaly analyzy mensich mnozstvi vzorku,
a presnéjSim zaznamenavanim excitovaného svétla. Zobrazeni jednotlivych bunék
umoznily hodnota excitace nebo absorbance. Tyto skenovaci cytometry analyzovaly
celé bunky. Jejich provoz byl velmi ¢asové i finanéné naro¢ny piedevs§im proto, ze
neexistoval Zadny jiny zpisob, jak ziskand data uchovavat, nez si poznamenat
vysledky dané analyzy bezprostiedné po ni a az poté mohlo néasledovat dal§i méteni.
Do poloviny 50. let 20. stoleti bylo ziejmé, ze zhoubné buiiky obsahuji vice DNA nez
bunky zdravé. Tohoto faktu se vyuzivalo pii pokusech na nové sestrojenych
cytometrech. V roce 1951 Mellors a Silver sestrojili novy skenovaci pfistroj, ktery
méfil fluorescenci misto absorbance, avsak az béhem 60. let byly dostupné dostatecné
vykonné pocitace pro vyhodnocovani cytometrickych dat. Az od této doby se zacina

cytometrie vyznamnéji rozvijet (Dolezel a kol., 2007).

Objeveni principu prutokové cytometrie 1ze datovat do obdobi po 2. svétové
valce, béhem niz Spojenecké armady hledaly zptlisob jak rychle a u¢inné detekovat
bakterialni agens biologickych zbrani, které byly pouzity ve formé aerosolu. Z tohoto
divodu Gucker a kol. (1947) sestrojili piistroj, ve kterém byl vzorek unasen proudem
vzduchu do stfedu mohutnéjsiho proudu vzduchu, ktery prochazel ohniskem

mikroskopu temného pole. Prochézejici ¢astice vyzatovaly naboj, jenz byl detekovan.
16



Tento pfistroj se oznacuje jako prvni pritokovy cytometr, ackoliv jiz v roce 1934
Moldavan navrhl podobnou metodu méfeni bunék, ktera byla zalozena na proudu
kapaliny nikoliv vzduchu. Moldavan nebyl schopny pro tuto metodu sestrojit vhodné
pracovni zatizeni. Dalsi alternativni metoda priatokové cytometrie byla objevena
v roce 1956 Wallacem Coultrem. Tato metoda je zalozena na pruchodu jednotlivych
bunék vzorku malym otvorem (primér < 100 pm), ktery je obklopen slanym
roztokem. Po prichodu bunék otvorem se generuje napéti, které je detekovano
snimac¢em a jeho velikost je pfimo imérna objemu bunék. Tento piistroj byl hojné
vyuzivan v laboratofich klinické biologie k analyze krevnich bunék. Dalsi rozvoj
pratokové cytometrie nastal zavadénim fluorescenénich znacek (akridin oranz pro
znaceni Cervenych a bilych krvinek), které umoznuji rozliSovani bunék. V roce 1965
Kamentsky a kol. sestrojil prutokovy cytometr, ktery byl zaloZen na méfeni transmise
viditelného svétla pro urceni velikosti bunék a absorbance UV svétla (o vinové délce
260 nm) pro urceni obsahu DNA. Tento cytometr byl pfimo spojen s pocitatem a
pocitaovym programem, ktery umoznil analyzovat az 4 bunécné parametry béhem
jednoho méfeni. Zacatkem 70. let 20. stoleti byl sestrojen prvni komeréné vyrabény
pritokovy cytometr Hemalog D, ktery umoznoval tfidéni leukocytl. Bylo zde vyuZito
méfeni 3 rliznych parametrli: rozptylu svétla a absorbanci pfi riiznych vinovych
délkach (Dolezel a kol., 2007). Tyto prutokové cytometry byly pfili§ naro¢né na
obsluhu a drahé, proto se vyuzivaly ptedev§im pro védecké tcely. Diky pouzivani
fluorescencnich barviv, objevu monoklondlnich protilatek, jejich zavedeni do praxe,
rozvoji elektronové mikroskopie a zavedeni metod pro pifipravu vzorkli bunék tézce
oddé¢litelnych z pletiv a organi se pritokova cytometrie zacala prudce rozvijet
(Roubalova, 2012). Konkrétné pro izolaci bunéénych jader z bunék rostlinnych pletiv
byla roku 1983 predstavena metoda mechanického uvolnéni jader preparaci
V chladném hypotonickém roztoku. Bunééna jadra se diky rozdilnému osmotickému
tlaku odd¢li od zbylych bunécnych struktur. Tyto struktury se od smési oddéli filtraci
a filtrat mze byt analyzovan (Dolezel a kol., 2007).

Velky pfinos ma pratokova cytometrie v cytogenetickych a karyologickych
studiich, které se diky ni staly méné cCasové i1 financné naronymi. Phvodni
cytogenetické metody byly zaloZeny na mikroskopickém pozorovani obarvenych
chromozomu v metafazi bunééného cyklu. Mikroskopy musely byt vybaveny kvalitni

optikou s vysokym rozlisenim. Do roku 1969 se pouzivaly konvenéni metody barveni
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chromozomovych preparatti (Giemsovym barvivem nebo orceinem), od roku 1970 se
zacaly pouzivat enzymové barvici techniky pruhovani chromosomil, které slouzi
Kk pfesné identifikaci chromosomovych paru. V klinickych laboratofich jsou tyto
techniky bezpodminecnou soucasti kazdého cytogenetického vysetfeni. Klasické
cytogenetické metody jsou pracné a ¢asove naro¢né. DalSimi metodami cytogenetiky
jsou molekularni metody (napt. FISH — Fluorescence In Situ Hybridization). Tyto
metody umoznuji studium karyotypu bunc¢k v metafdzi nebo interfazi bunécného
cyklu, studium poctu a piesné struktury chromosomi, mapovani genomu a presnou

lokalizaci genti (Michalova a Zemanova, 2005).

Od 90. let 20. stoleti se v klinické cytogenetice zacala pouzivat pratokova
cytometrie. Z pocatku byla ve vzorcich analyzovana jen DNA (celkovy obsah DNA,
ploidni heterogenita jedinci atd.). S objevem monoklonalnich protilatek se zacala
rozvijet imunofenotypizace. Diky FACS prutokovym cytometriim Ize tyto poznatky
vyuzit k tfidéni bunéénych populaci, napft. liSicich se pfitomnosti ur¢itého antigenu
apod. Prutokova cytometrie je ucinna a rychld metoda k analyze populace
heterogennich ¢astic. Podrobnéjsi fenotypové analyzy jsou zatim aplikovany pouze ve
vyzkumu (Kovafova a Hajek, 2008). Pratokovy cytometr je dnes béznym vybavenim
cytogenetickych laboratofi. Diky velmi propracovanym pocitacovym programiim jsou

pritokové cytometry snadné na obsluhu a poskytuji stale vice dat (Roubalové, 2012).

3.3.2 Princip priitokové cytometrie

Princip pratokové cytometrie spo¢ivd v méfeni miry fluorescence jednotlivych
bunék,jader ¢i chromozémi, kterd odpovida sledovanému znaku. Koncentrovana
bunééna suspenze se opatii fluorescenéni znackou (fluorochromem), ktera se vaze na
cilovou molekulu specificky (napt. pro znaceni dvousroubovice nukleové kyseliny se
pouziva propidium jodid). Vyuziva se jevu hydrodynamické isofokusace, ktery je
zalozen na tom, Ze unaseci kapalina (destilovana voda nebo slaby roztok soli) prochazi
pod velkym tlakem malym otvorem a vzorek je tryskou ptepraven do stfedu unaseci
kapaliny. Tlak proudu vzorku je mensi neZ tlak unaseci kapaliny a timto zptisobem je
zajisténo, ze jednotliva jadra vzorku prochédzi prutokovou komirkou pravidelné,
lincarné a kontrolovatelnou rychlosti (Dolezel a kol., 2007). V priatokové komirce

jsou barvena jadra vzorku ozafena excitaénim svétlem (Smarda a kol., 2005). Je-li
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fluorochrom ozaten svétlem o vhodné vinové délce (nejéastéji se pouziva zdroj svétka
generujici zafeni o vlnové délce 488 nm), dojde k jeho excitaci, tj. k prechodu
elektronti na vyssi energetickou hladinu. Excitovany stav je nestabilni a elektrony
prechéazi zpét do zékladniho stavu na energeticky nizs§i hladinu. Tento pfechod je
doprovazen uvolnénim tepelné a svételné energie (fluorescence) (Suda, 2005).
Vyzatované (emitované) svétlo méa vzdy nizsi energii a tedy del$i vinovou délku nez
svétlo excitaéni. Rozdil mezi vlnovou délkou excitujicitho a emitovaného svétla se
nazyva Stokestv posun, ktery je definovan pro kazdy fluorochrom (Roubalova, 2012).
Emitované zareni je detekovano, zaznamenano a dle miry jeho intenzity jsou
stanoveny dané vlastnosti analyzovanych jader. (Ormerod, 2008). Hodnota
fluorescence se uklada do pocitacové paméti pro kazdou bunku zvlast’ (Suda, 2005).
Detekce fluorescence, az 14 fluorescenénich latek pii riznych vinovych délkach,
umoznuje multiparametrickou analyzu a vyrazn¢ zvysuje vykon priitokové cytometrie.
Ve vétsing aplikaci se pracuje se 4 az 8 typy fluorescence (Ormerod, 2008). Vysledky
analyz mohou byt ovlivnény tzv. autofluorescenci. Autofluorescence je pfirozena
fluorescence bunék zpusobend pfitomnosti kolagenu, elastinu, NADPH
(nikotinamidadenindinukleotidfosfatu), riboflavinu, aromatickych aminokyselin ¢i

chlorofylu (Bio-Rad Laboratories, © 2018).

Vzorek je pomoci pritokové cytometrie analyzovan ve velmi kratkém Case
(fadoveé nékolik mikrosekund na jednu bunku) (Dolezel a kol., 2007). Data jsou
pocitacoveé zpracovana a vysledkem je histogram, ktery zobrazuje relativni intenzitu
fluorescence jednotlivych bunék (Smarda a kol., 2005). Zakladnim formatem, ve
kterém se histogramy ukladaji, je Flow Cytometry Standard (.FCS) (Dolezel a kol.,
2007).

3.3.3 Komponenty prutokového cytometru

Komponenty pritokového cytometru 1ze rozdé€lit do 3 systém: fluidni systém
(pracovni kapalina, prutokova komurka), opticky systém (zdroj excitaéniho svétla,
soustava filtrti a zrcadel) a elektronicky a vypocetni systém (soustava fotonasobicd,
zesilovacu signalu a pocitacovy software) (Dolezel a kol., 2007). Zakladni soucasti
pratokového cytometru je pratokova komirka, ve které se analyzované Castice fadi

jedna za druhou tak, aby prochazely ve stfedovém proudu kapaliny ohniskem
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excita¢niho svétla (hydrodynamicka isofokusace, viz Kapitola 2.3.2). V pratokové
cytometrii se pouzivaji tii zdroje excitacniho svétla: lasery, LED (Light-Emitting
Diod) a vysokotlaké rtutové vybojky. Vysledna fluorescence je snimana optickou
soustavou a pomoci fotodiod ptevadéna na elektrické impulzy, které jsou fotonasobici

zesileny, digitalizovany a uchovany ve form¢ histogramu (Suda, 2005).
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Obr. 1: Schéma pritokového cytometru (Diaz a kol, 2008)
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U pritokovych cytometrii s frakcionaénim zafizenim se kazdému jadru
(Castici) udéli elektricky naboj. Tato jadra lze jimat do oddélenych zkumavek a tim je
tridit. Pfi identifikaci ¢astice s pozadovanymi vlastnostmi je sepnut piezoelektricky
ventil a proud téchto ¢astic je odklonén a jiman mimo hlavni proud. Dal§im zptisobem
je jimani identifikovanych ¢éstic pfimo v hlavnim proudu tak, ze pti detekci
pozadovanych &astic je sbérna zkumavka do hlavniho proudu vsunuta (Smarda a kol.,
2005). Tato aplikace pritokové cytometrie je jednou z hlavnich. Pouziva se pro tfidéni
riznych subtypill a epitopil Castic pro dalsi biologické studie. Presnost tfidéni ¢astic
zavisi na jejich velikosti, rychlosti tvorby kapek vzorku a rychlosti pritoku tryskou.

Idealni rychlost priitoku je 30 000 — 100 000 kapek/s, pti vyssich rychlostech dochézi
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ke snizeni ptesnosti tfidéni vzorku a mize dochazet k ucpavani trysky (Rahman a kol.,

2013).

3.3.4 Fluorochromy pouzivané v pritokové cytometrii

Aplikace fluorescen¢nich znacek v pritokové cytometrii ma Siroké uplatnéni.
Pouzivaji se kidentifikaci a kvantifikaci odliSnych populaci buné¢k, odlisnych
povrchovych receptori buné¢k nebo bunéénych organel, k tfidéni bunek,
imunofenotypizaci, ke stanoveni obsahu nukleovych kyselin, k méfeni enzymové
aktivity nebo ve studiich apoptézy (Rahman a kol., 2013). Flurochromy pouzivané
Vv prutokové cytometrii 1ze rozdélit do dvou skupin. Latky, které se nekovalentné vazi
na molekuly uvnitf bungk, a latky, které jsou kovalentné vazany k jinym sondam, které
se nekovalentn¢ vazi na bunécné struktury. Takovymi sondami jsou obvykle
protilatky, ale mohou byt znaceny i proteiny, hormony nebo cDNA. Nejbéznéjsi latkou
pouzivanou k oznaovanim proteinovych sond je fluorescein isothiokyanat, ktery
reaguje S aminoskupinami lysinovych zbytki sond. Nejvyznamngji jsou tyto

fluorochromy aplikovany v imunofluorescen¢nich metodach (Ormerod, 2008).

Urcité fluorochromy maji schopnost se stechiometricky vazat na nukleové
kyseliny a lze je vyuzit pro kvantitativni analyzy. Fluorescen¢ni znacky pro znaceni
nukleovych kyselin pouzivané v priitokové cytometrii lze rozdélit do 3 skupin. Radi
se sem latky, které se neselektivné vazi na dvousroubovici nukleovych kyselin
(propidium jodid, ethidium bromid), latky, které se pfednostné vazi k oblastem DNA
bohatych na A-T baze (DAPI, Hoechst 33342) a latky, které se vazi hlavné na oblasti
DNA bohatych na G-C baze (antibiotika mitramycin, chromomycin a olivomycin).
V analyzach se uplatiiuji prvni dvé skupiny fluorescencnich latek, které nesnizuji
kvalitu analyz (Suda, 2005). VétSina fluorochromii je schopna barvit nukleové
kyseliny fixovanych nebo permeabilizovanych buné€k, ale napf. Hoechst 33342
prochazi cytoplazmatickou membranou zivotaschopnych bunék a mize byt pouzit pro
jejich analyzu. Nejcastéji pouzivanou fluorescencni slouceninou pro znaceni
nukleovych kyselin je propidium jodid. Tato sloucenina se véaze nespecificky
s dvousroubovici nukleové kyseliny. Aby vysledna data vypovidala jen o obsahu
DNA, pridava se do analyzovanych vzorkti RNasa. Propidium jodid je vybuzen do

excitovaného stavu modrym svétlem o vinové délce 342 az 535 nm a vyzaiuje svétlo
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cervené o vinové délce 617 nm. Pro pritokové cytometry s rtutovymi vybojkami
(zdroj excita¢niho UV svétla) se obvykle pouziva barvivo DAPI, které je AT selektivni
a vyuziva se kznaCeni DNA a kdetekci ploidni variability (Ormerod, 2008).

Vinova délka Vinova délka
Vazba s nukleovou
Fluorochrom ) excita¢niho emitovaného
kyselinou (NK)
svétla [nm] svétla [nm]
Neselektivni
Propidium jodid s dvousroubovici 535 617
NK
DAPI 4',6-Diamidino-2-
(#.6-Diamidino AT selektivni 372 476
phenylindole dihydrochloride)
Hoechst 33342 AT selektivni 395 450
Mitramycin/chromomycin GC selektivni 445 575

Tabulka ¢. 1: Vyber zakladnich fluorochromii pouzivanych pro znaceni nukleovych
kyselin, jejich vazba s nukleovou kyselinou a maximalni vinové délky excitacniho a

emitovaného svétla (Ormerod, 2008)

V pritokové cytometrii se mohou pouzivat fluorescenni nanokrystaly o
velikosti 10 aZ 20 nm. Tyto ¢astice maji Siroké absorpcni spektrum. VInova délka
svétla, které vyzaruji, zavisi na jejich velikosti. Spektrum emitovaného svétla je velmi
uzké, coz snizuje prekryvani se jednotlivych signdll a tim metodu zptesiuje.
V soucasné dob¢ se tato metoda vyuziva omezené. AvSak jeji aplikace je diky
zlepsujicim se technologiim vazby fluorescen¢nich nanokrystalii s riznymi sondami a

sniZujici se cené na vzestupu.

K tfidéni transfekovanych bunék (bunck, do kterych je vlozena ¢ast nukleové
kyseliny pomoci virionu) se pouziva zeleny fluorescencni protein (pivodné izolovan

z meduzy Aequorea victoria) (Ormerod, 2008).

22



3.3.5 Detekce, zpracovani signalu a interpretace dat

Vysledkem interakce ozafené cCastice s excitatnim svétlem je signal, jehoz
intenzita je detekovana. Linearn¢ rozptylené zafeni, které je zachyceno detektorem
umisténym v ose dopadajiciho paprsku, se nazyva Forward SCatter (FSC). Intenzita
tohoto signalu je dostatecné vysoka a neni ji potfeba zesilovat. Tento parametr urcuje
velikost ¢astic. Velikost rozptylu svétla je ji pfimo umérnd. Bo¢né rozptylené zafeni,
které dopada na detektor, ktery je umistény kolmo k ose dopadajiciho paprsku, se
oznacuje jako Side SCatter (SSC). Tento signal ma nizsi intenzitu, a proto je zesilovan
fotonasobicem. Signal SSC vypovida o mife granulace Castice. Vynesenim signala
FSC a SSC do dvourozmérného grafu je ziskavan cytogram ktery rozdé€luje Castice dle
jejich velikosti a granularity (Roubalova, 2012). Dalsim detekovanym signalem je

fluorescence. Tento signal musi byt zesilen a dale zpracovavan (Rahman a kol., 2013).

Priatokové cytometry jsou bézné slozeny z vice detektort (4 az 8) a umoziuji
pouziti vice fluorochromii, coz umoznuje ziskat vice informaci o jednotlivych
casticich béhem jedné analyzy. Musi se ovSem dbat na to, aby se neptekryvala emisni
spektra pouzitych fluorochromi. Také je pfed zacatkem analyzy nutné stanovit
prahovou hodnotu signalu (tzv. treshold) a pouzit standard (Roubalova, 2012).
Referen¢ni standardy musi byt pouzity k analyze miry zkoumanych vlastnosti ¢astic a
K umoznéni vzajemnému porovnavani vysledkd analyz zkoumanych vzorki. Hodnoty
jednotlivych analyz jsou srovnavany se standardy, které maji piesn¢ definované
vlastnosti (pro analyzu obsahu DNA se pouziva standard s ptfesné¢ definovanym
mnozstvim DNA). Vlastnosti zkoumaného materialu jsou uréeny pomérem intenzity
signalu analyzovaného vzorku a pifesn¢ definované a znadmé intenzity signalu
pouzitého standardu. Aby bylo mozné standardizaci spravné realizovat a byla
zachovana linearita analyzy, nemély by se vzorek a standard vyrazn€ odliSovat
mnozstvim pouzitého materidlu, objemem vzorku a standard by m¢l mit podobny
charakter  jako zkoumany  vzorek. Pouzivany  jsou ti typy
standardizace: externi, interni a endogenni. B&éhem externi standardizace je standard
analyzovan odd¢lené jako dalsi vzorek a nésledné dochazi k porovnavani dat. Externi
standardizace je pouzivana pro analyzy, u kterych nejsou kladeny vysoké naroky na
pfesnost, napf. pro analyzy DNA ploidie. Interni standardizace je charakterizovana

soucasnou analyzou standardu i vzorku, aby podminky ptipravy, barveni a hodnoceni
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standardu a vzorki byly identické. Interni standardizace se povazuje za
nejspolehlivéjsi metodu, ktera miize byt pouzita pro presné stanoveni velikosti genomu
(Dolezel akol., 2007). Tretim typem standardizace je endogenni standardizace. Béhem
tohoto postupu slouzi c¢ast jader analyzovaného vzorku jako standard. Tato
standardizace je vyuzivana pii studiich endoploidie (porovnani hodnot intenzity
signalu pro 2C DNA s ostatnimi signaly) a analyzach ploidii ¢asti semen (Koutecky,
2012). Dale mize byt vyuzivana kombinace externi a interni standardizace, tzv.
pseudo-interni standardizace. Béhem této standardizace je standard piipravovan
nezavisle na zkoumanych vzorcich a je pridan k vzorku az pred vlastni analyzou. Tato
metoda je velmi pfesna, ale kvili pouzivani napt. barvicich roztokt s odliSnym datem
ptipravy ¢i odliSnych postupt piipravy standardi a vzorki, neni dobrym prostiedkem

k autentickému urceni zkoumanych vlastnosti (Dolezel a kol., 2007).

Rostlinné DNA standardy
Druh Odrida 2C DNA [pg]
Raphanus sativus Saxa 1.11pg
Lycopersicon esculentum Stupicke polni tyckove rane 1.96 pg
Glycine max Polanka 2.50 pg
Zea mays CE-777 5.43 pg
Pisum sativum Ctirad 9.09 pg
Secale cereale Dankovske 16.19 pg
Vicia faba Inovec 26.90 pg
Allium cepa Alice 34.89 pg

Tabulka ¢. 2: Seznam pouzivanych standardii pro urceni mnozstvi DNA rostlinnych
bunék (Centre of Plant Structural and Functional Genomics of the Institute of
Experimental Botany AS CR, 2016)

Optické signaly jsou pievedeny na elektrické impulzy, které jsou zobrazeny
pocitacovym software ve form¢ jedno nebo dvouparametrovych cytogramu (Castéji
jsou vyuzivany dvouparametrové). V téchto cytogramech je kazdy elektricky impulz

zaznamenan jednim bodem. VétSina software umoziuje zobrazeni dat i
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V trojrozmérném izometrickém grafu. Jedna analyza pfinas$i informace 0 vSech
analyzovanych casticich suspenze. Kazda ¢astice poskytuje signal rozptylu FSC a
SSC. Castice, které jsou 0zna¢eny fluorescenéni znackou, poskytuji i signal intenzity
fluorescence (Roubalova, 2012). Ziskana data jsou statisticky vyhodnocovana
(Dolezel a kol., 2007).

3.3.6 Aplikace pritokové cytometrie v mikrobiologii

Nejvice ziejmou aplikaci prutokové cytometrie v mikrobiologii je analyza
¢istych mikrobidlnich kultur. Tato analyza je uplatiovana predevSim ve vyzkumu
(napf. analyza fyziologickych vlastnosti nekultivovatelnych bakterialnich bunék). V
primyslu se analyzy Cistych kultur vyuzivaji pti zakladni kontrole (ur€eni poctu a
Zivotaschopnosti kulturnich mikroorganismt) vyroby kvasnic, fermenta¢ni vyroby
mlécnych a masnych vyrobktl nebo produkce jedlych vakcin. Nizka zivotaschopnost
mikroorganismu snizuje vytézek celé vyroby. Detekce vSech ¢astic mize byt vyuzita
1 ke stanoveni celkovych poctd mikroorganismi v potravinach nebo vodé¢ (napf.
K ur¢eni celkovych poéti mikroorganismti v syrovém mléce). Dal$im uplatnénim je
kontrola limitlh pro pocet nezadoucich mikroorganismil pfitomnych na zafizenich
zpracovavajicich potraviny. V fad¢ situaci je potteba urcit procentualni zastoupeni
zivych bunék v populaci, napt. ur€it efektivitu dezinfekénich rezimi apod. (Veal a
kol., 2000).

Priatokova cytometrie slouzi k detekci specifickych typti mikroorganismu.
Diky vysoké rychlosti analyzy lze tuto metodu vyuzit pro dvé zakladni studie. Jsou to
populacni analyzy a detekce vzacnych vlastnosti buné€k. Pfi populacnich analyzach se
vyuziva schopnosti pritokové cytometrie roztiidit velké mnozstvi ¢astic do podskupin.
Pti detekci vzacnych vlastnosti se ur¢i hledana vlastnost jako pozitivni vysledek, ktery
musi byt jasné odliSitelny od ostatnich vlastnosti jednotlivych castic vzorku. Timto
zptisobem jsou detekovany specifické mikroorganismy, které mohou byt znaceny
jednou nebo vice sondami. K detekci a tfidéni unikatnich mikroorganismt mtize byt
vyuzivan tzv. cell sorting (viz Kapitola 2.3.3). Pritokovou cytometrii 1ze detekovat i
viry. Je znamo mnoho pokust, ve kterych byly identifikovany bunky, které byly

infikovany viry, pravé pratokovou cytometrii. Tyto metody vyuZzivaji zmén obsahu
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nukleovych kyselin a exprese virovych antigenti na povrchu infikovanych bun¢k (Veal

a kol., 2000).

Aplikace prutokové cytometrie v mikrobiologii se stale vice rozviji. Roz§ifuje
se Skala rozpoznavanych patogenil a zpfisiuji se pravidla o mikrobialni bezpecnosti
napf. potravin, proto je vhodné zavedeni cytometrickych metod do praxe.
Potravinafsky a farmaceuticky biotechnologicky primysl je vysoce automatizovany a
je potieba monitorovat poCty mikroorganismi v jednotlivych vyrobnich krocich
V realném ¢ase. Mnoho patogent je nedekovatelnych tradi¢nimi metodami, proto se i
zde uplatiuji metody prutokové cytometrie (Veal a kol., 2000). Pritokova cytometrie
slouzi jako prostiedek pro kontrolu kvality a bezpecnosti potravin. Vyuziva se
schopnosti této metody rychle detekovat ptipadnou kontaminaci (nezndmymi nebo
nezéddoucimi mikroorganismy) surovin a kone¢nych vyrobkt. Tato aplikace muze
slouzit i jako ukazatel G¢innosti konzerva¢nich krokt (oSetfeni teplem, chladem,
vysokym tlakem, chloridem sodnym apod.) vyrob potravinaiského ¢i farmaceutického
primyslu. Je analyzovén vliv jednotlivych konzervacénich faktort na Zivotaschopnost

mikroorganismi (Diaz a kol., 2010).
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4, Material a metodika

4.1 Pouzity kmen bakterie
Byl pouzit kmen Pseudomonas syringae pv. oryzae (oznaleni:
BCCM/LMG 10912) ziskany =z Belgické sbirky mikroorganismi (Belgian

co-ordinated collection of microorganisms).

4.2 Kultivace vzorku

Pouzity kmen Pseudomonas syringae pv. oryzae byl kultivovan a uchovavan v
tekutém kultivaénim médiu (C-médiu (Dreier a kol., 1995) pro koryneformni bakterie)

v Erlenmeyerovych batikach o objemu 250 ml.

Pro piipravu 250 ml C—média (Dreier a kol., 1995) pro koryneformni bakterie

bylo pouzito:
Pepton sojovy 25049
Kvasni¢ny autolyzat 1,25¢
Glukosa 1,25¢
NaCl 1,259

Tato smés byla rozpusténa Vv destilované vodé a roztok byl kvantitativné
doplInén na objem 250 ml. Hodnota pH roztoku byla pomoci 1 M roztoku NaOH

upravena na 7,2. C - médium bylo autoklavovano 15 min. pfi 121 °C.

Kultivace probihala ve vysterilizovanych Erlenmeyerovych baiikach o objemu
250 ml, které obsahovaly ptiblizné 50 ml C-média. Pro zaloZeni kultury P. syringae
pv. oryzae byly jednorazovou bakteriologickou klickou bakterialni bunky ze sbirky
pteneseny do C-média. Ockovani probihalo ve flow boxu. Bakterialni kultury byly
kultivovany na tfepacce s frekvenci tiepani 250 rpm, pii 25 °C, po dobu 24 hodin a
nasledné byly uchovavany v chladnicce pii 4 °C. Pted kazdou analyzou byly kultury
piepasdzovany pienesenim 500 pl ptedeslé kultury do novych Erlenmeyerovych banék

za dodrzeni totoznych kultiva¢nich podminek.

Pro ovéfeni flowcytometrickych analyz Zivotaschopnosti P. syringae pv.

oryzae byly bakterie kultivovany na Petriho miskach na pevném Masopeptonovém
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agaru s glukosou (MPAQ). Tato metoda je klasickym postupem pro ur¢eni zastoupeni

zivych a mrtvych bakterialnich bun€k ve vzorku.

Pro ptipravu 250 ml MPAg bylo pouzito:

Zivny agar ¢.2 10,0¢g
Kvasni¢ny autolyzat 139
Glukosa 259

Tato smés byla destilovanou vodou doplInéna na 250 ml. pH roztoku bylo
pomoci 1M roztoku NaOH upraveno na hodnotu 7,2. Do média bylo ptidano 5,0 g

agaru a médium bylo autoklavovéano 15 min. pti 121 °C.

Na Petriho misky s pevnym MPAg bylo napipetovano 50 pl teplem oSetfenych
bakterialnich kultur sady vzorka €. 3 (viz Tab. ¢. 3). Tento objem byl bakteriologickou
klickou rovnomérné rozetten po Petriho misce. Kultivace probihala v termostatu pii

22 °C, 24 hod.

Nasledné byly vizualné zhodnoceny pocty kolonii na jednotlivych miskach.
Tyto vysledky byly porovnavany, aby byly ziskany informace o zavislosti poctu
piezivsich bunék v populaci, na vzrustajicim ¢ase oSetfeni teplotou. Tyto vysledky

byly porovnany s vysledky analyz identickych vzorkii pomoci pritokového cytometru.

4.3 Osetieni vzorkiu vysokou teplotou

Pred kazdou analyzou byla sada vzorkd - 1 vzorek obsahoval 50 pl bakterialni
kultury - osetfena vysokou teplotou a byla utvorena ¢asova fada tak, aby prvni vzorky
s ¢asem oSetfeni 0,5 nebo 1 min. obsahovaly 100 % Zivych bun¢k a vzorky s nejdelSim
casem oSetfeni obsahovaly 100 % mrtvych bunék. Byly optimalizovany podminky
oSetieni tak, aby bylo dosazeno rovnomérné fady zastoupeni zivych a mrtvych bunék.
Jednotlivé vzorky byly oSetfovany za stalého tiepani (s frekvenci 200 rpm) vysokou
teplotou na termobloku. Sada vzorkt €. 6 byla oSetfena 95 °C s frekvenci tfepani 200
rpm a okamzité poté byly vzorky premistény na led. Zde byly uchovany az do vlastni
analyzy. Tento postup byl zavadén pro ziskani prikaznéjSich rozdili mezi

jednotlivymi vzorky. Tohoto cile nebylo dosazeno, proto tento postup nebyl opakovan.
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Cislo sady

1 2 3 4 5 6
vzorku
Teplota
80 °C 80 °C 85 °C 90 °C 95°C | 95°C, led
oSetreni
0.5 1 1 1 1 1
1 5 3 3 3 3
—_ 5 10 5 5 5 5
<
£, 10 15 10 8 8 8
=
£ 20 15 10 10 10
[<P]
§ 25 20 15 15 15
«
0 25 20 20 20
30 25 25 25
35 30 30 30

Tabulka ¢. 3: Jednotlivé sady vzorkii s teplotou a casem osetreni
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4.4 Priprava vzorkii pro vlastni analyzu

Aby byla bunécna suspenze dostate¢né ziedéna a byl zajistén spravny pribeh
analyz, bylo k oSetfenym bakteridlnim kulturdm ptidano 500 pl OTTO I pufru.
Pro ptipravu OTTO I pufru bylo pouzito:
0,1 M monohydrat kyseliny citronové 4249
0,5 % (v/v) Tween 20 1mil

Destilovana voda 200 ml

Sady vzorki €. 1 a €. 2 byly centrifugovany pii maximalnim vykonu centrifugy,
2 min, pti pokojové teplote. Tento krok vSak v porovnéni s analyzou vzorkl sady €. 3
vyznamné neovlivnil vysledky, proto byl pro svou nadbytecnost vytazen.

Jako negativni kontrola bylo pouZito 500 ul teplem neosetieného OTTO I pufru
barveného 350 pl propidium jodid barviciho roztoku. Negativni kontrola byla
pripravovana ke kazdé sad¢ vzorkt zvlast.

Jako fluorescenéni barvivo byl pouzit propidium jodid (PI), ktery se
neselektivné vaze na dvousroubovici nukleovych kyselin. Aby byla ziskana informace
pouze 0 obsahu DNA (tzn. aby byly timto barvivem obarveny pouze dvousroubovice
DNA a ne dvousroubovice RNA), byla pfidana RNasa A. K jednotlivym vzorkiim a
kontrolam bylo 1 —2 min pfed kazdou analyzou napipetovano 350 pl barviciho roztoku

propidium jodid, vzorky byly dobfe promichény a nasledné analyzovany.

Pro ptipravu barviciho roztoku PI bylo pouzito:

OTTO Il pufru 20 ml
Zasobni roztok PI (1 mg/ml) 1ml
Zasobni roztok RNasy A (1 mg/ml) 1ml
B-merkaptoethanol 40 pl

Pro ptipravu OTTO II pufru bylo pouzito:
0,4 M Na2HPOg4- 12 H.0 28,659

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

200 ml roztoku.
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4.5 Obsluha prutokového cytometru Apogee A60 Universal a vlastni

analyza

Analyzy byly provadény na prutokovém cytometru Apogee A60 Universal.
Nastaveni prutokového cytometru bylo nasledujici: prutok unaseci kapaliny byl
nastaven na 4,51 ul/min a vinova délka excita¢niho svétla byla 532 nm (pro FSC =
LALS = Large Angle Light Scatter i SSC = SALS = Small Angle Light Scatter). Pro
standardizaci vlastnich analyz byl pouzit standard Bellis perennis. Cytogramy
jednotlivych vzorkl byly prubézné ukladany a analyzovany v tomtéz programu
pomoci piikazu: Population detection menu. Touto analyzou byla ziskana data o
procentudlnim zastoupeni zivych (obarvenych propidium jodidem) a mrtvych bunék

(neobarvenych propidium jodidem) v jednotlivych vzorcich.
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5. Vysledky
U analyzovanych vzorka byly hodnoceny vysledky flowcytometrickych analyz

— zastoupeni zivych a mrtvych buné¢k v jednotlivych populacich v zévislosti na ¢ase a
teploté oSetieni. V programu Apogee Histogram Software byly stanoveny absolutni
pocty vSech analyzovanych jader a procentudlni zastoupeni vSech mrtvych a zivych
jader. Tato data byla statisticky vyhodnocena v programu STATISTICA. Vysledky

klasické kultivacni metody byly hodnoceny vizualné.

Vzorky, které byly oSetfeny teplotou 85 °C v dané ¢asové fadé¢ (viz Tab. €. 3),
byly analyzovany priatokovou cytometrii i klasickou kultivacni metodou. Signifikantni
vysledky obou metod jsou zobrazeny na Obr. 2, Obr. 3, Obr. 4, Obr. 5, Obr. 6 a Obr.
7. Dle wvzristajiciho rozptylu analyzovanych ¢astic zobrazenych cytogramy a
klesajictho poctu kolonii na Petriho miskach je ziejmé, Ze s pfibyvajicim casem
osetfeni pocet prezivsich jader klesa. Na Obr. 8 a Obr. 9 jsou zobrazeny vysledky
negativni kontroly, kterymi byla potvrzena ¢istota pracovniho pufru OTTO 1 a
spravnost vysledkl (analyza pouze bakterialni kultury Pseudomonas syringae pv.

oryzae).
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Obr. 2: Cytogram zobrazujici vzorek bakterialni kultury osetieny 85 °C, 1 min

Obr. 3: Bakterialni kultura osetrena 85 °C, 1 min kultivovana na MPAg
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Obr. 5: Bakterialni kultura oSetiena 85 °C, 10 min kultivovana na MPAg
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Obr. 7: Bakterialni kultura oSetiena 85 °C, 35 min kultivovana na MPAg
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Obr. 8: Cytogram zobrazujici negativni kontrolu

Obr. 9: Negativni kontrola kultivovana na MPAg
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Statisticky prukaznym vyhodnocenim ziskanych flowcytometrickych dat byla
potvrzena tendence poklesu zastoupeni prezivsich bun¢k (jader) v populaci s rostouci
dobou oSetieni. Tato zavislost je zobrazena na Obr. 10. Na uvedeném grafu je znatelny
rozptyl hodnot poctu ptezivsich jader v jednotlivych vzorcich, ktery je zptsoben
nemoznosti dodrzeni naprosto totozné koncentrace bunc¢k ve vSech analyzovanych
vzorcich, odlisnou barvitelnosti jednotlivych castic ¢i pfistrojovou chybou, a také
zahrnutim vysledki negativnich kontrol do komplexni statistické analyzy

experimentu.

Dale byl hodnocen vliv jednotlivych teplot na prukaznost detekce viability. Na
Obr. 11 je uveden vztah mezi teplotami a mnozstvim analyzovanych jader. Z téchto
vysledkl vyplyva, ze pfi oSetieni teplotou 80 °C neni priitokova cytometrie dostatecné
prikazna z divodu analyzy nizkého poctu jader. Zatimco pii oSetfeni 90 °C byla
vysledna data nejprikaznéjsi. Tento vysledek by mohl vypovidat o nejvétsi citlivosti
P. syringae pv. oryzae pravé k této teploté. Na Obr. 12 a Obr. 13 jsou uvedeny
krabicové grafy zavislosti poctu analyzovanych zivych a mrtvych jader na teploté. Na
Obr. 12 je zobrazena zavislost poctu zivych jader na danych hodnotach teploty.
Nejméné mrtvych bunék bylo detekovano u sady vzorku oSetienych 80 °C, naopak
nejveétsi zastoupeni mrtvych bunék bylo detekovano u sad vzorki osetfenych 90 a 95
°C. Tyto teploty ovlivituji dany bakteridlni druh nejvice a vysledky téchto analyz jsou
nejprikaznéjSimi. Na Obr. 13 je uveden vztah poctu zivych bunék na danych teplotach.
Tato zéavislost ma vysokou vypovédni hodnotu, protoze byly korelovany pocty
ptezivsich jader s hodnotou teploty. Tato korelace byla dale hodnocena v zavislosti na
analyzach jednotlivych populaci. Vysledkem této statistické analyzy je opét fakt, ze

v

oSetiené 80 °C.
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Obr. 10: Graf zavislosti poctu prezivsich bunék (109 poctu jader) na dobé osetieni
(log casu oSetieni v min.)
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Obr. 11: Graf zavislosti poctu analyzovanych bunék (109 poctu jader) na teploté
osetreni (°C)
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Krabicovy graf z Pocet mrtvych seskupeny Teplota
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Obr. 12: Graf zavislosti poctu mrtvych bunék (median log poctu mrtvych jader) na

teplote osetieni (°C)

Krabicovy graf zavislosti PreZivSich bakterialnich populaci na oSetfeni teplotou
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Obr. 13: Graf zavislosti poctu Zivych bunék (median log poctu prezivsich jader)
V zavislosti na teplote osetreni (°C) s ohledem na analyzované populace
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6. Diskuze

Diive byla viabilita bakteridlnich bunék detekovéana klasickou plotnovou
metodou. Tato metoda byla zdlouhava, protoze kultivace musela probihat alespoii 24
hodin a nem¢la dostate¢nou vypovidajici hodnotu. Podminky kultivace nemusely byt
zcela identické (kvantita a kvalita inokula, slozeni média a vnéjsi faktory) a vysledky

o0 poctu kolonii na jedné plotn¢ nemusely mit dostate¢nou vypovédni hodnotu.

Rychlejsi, jednodussi, levnéjsi, efektivnéjsi a dostateéné spolehlivou metodou
detekce viability bakterialnich bunék by mohla byt pratokova cytometrie, kdy je
sledovana permeabilita bunéénych membran, obsah a kvalita DNA. Pro tuto analyzu
se pouzivaji fluorescencni znacky, které se nespecificky véazi s nukleovymi
kyselinami. Obdobné jako v praci Shi a kol. (2007) byl pro detekci mrtvych bunék

pouzit propidium jodid.

Pseudomonas syringae pv. oryzae byl kultivovan klasickym postupem
Vv tekutém C-médiu 24 hodin, pti 25 °C (Chitarra a kol., 2002). Vzorky bakterialnich
kultur byly oSetfeny vysokymi teplotami od 80 °C do 95 °C. Pti obdobnych
experimentech mohou byt oSetfovany pfimo bunécéné suspenze ¢i médium, které
obsahuje analyzované ¢astice, napt. moiska voda v praci Caron a Badley (1995) nebo
kontaminované potraviny (konkrétné cerstva mrkev) v praci Tamburini a kol. (2014).
Vysoka teplota byla vybrana jako faktor, ktery usmrcuje bakterialni bunky, pro svou
jednoduchost, nizkou finan¢ni narocnost a relativni bezpecnost. Dale mohou byt
pouzity i odlisné faktory usmrcujici bunky, napt. v praci Mathys a kol. (2007) byla
pouzita kombinace vysoké teploty a vysokého tlaku, dale v praci Tamburini a ko.
(2014) byla pouzita kombinace teploty (22 nebo 35 °C) se zvySenou koncentraci CO2
¢i vpraci Berney a kol. (2007) UVA zafeni. OSetfena bakterialni kultura byla
resuspendovana v OTTO I pufru v poméru 1:10 dle protokolu BD Sciences (2002).
Jednotlivé kroky postupu ptipravy vzorku pro vlastni analyzu dle Khan a kol. (2010)
byly zjednoduseny.

Pro spravny pribéh flowcytometrickych analyz a pro zisk relevantnich
vysledku je dilezitym faktorem dodrzeni stejné koncentrace analyzovanych ¢astic ve
vSech vzorcich, které musi byt ve vzorku dobie resuspendovany. Déale musi byt

dodrzen naprosto identicky postup pfipravy vzorkit a musi byt pouzivany
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nekontaminované a nedegradované pracovni roztoky (Dolezel a kol., 2007).
Nejprikaznéjsi vysledky vypovidajici o klesani zastoupeni Zivotaschopnych bunék
v populaci v zavislosti na nartstajicim ¢ase oSetieni teplotou byly ziskany pii oSetieni
vzorkt 90 °C. Ztejmé jsou i bakterie P. syringae pv. oryzae k této teploté nejcitlivejsi
a pravé v tomto pfipadé ma pritokova cytometrie nejvyssi vypovédni hodnotu. Dle
prace Khan a kol. (2010) jsou ptibuzné druhy Pseudomonas aeruginosa a syringae
k teploté¢ 72 °C citlivéjsi nez Escherichia coli ¢i Salmonella enterica serovar
Typhimurium. A napf. dle prace Mathys a kol. (2007) grampozitivni rod Bacillus je
nejcitlivejsi k teploté 121 °C, nebo ke kombinaci vysokého tlaku 600 MPa a 77 °C.
Ostatni sady nami oSetienych vzorkt, které¢ byly oSetfeny odliSnymi podminkami,
nevykazuji dostate¢né prikaznou korelaci mezi podminkami oSetfeni a zastoupenim

zivotaschopnych bakteridlnich bun¢k v populaci.

Vysledky klasické pifimé metody pro detekci zivotaschopnych bunék -
plotnové kultivace vzorkli oSetfenych 85 °C ptresné¢ odpovidaji predpokladanym
vysledkiim, ze S naristajici dobou oSeteni teplotou 85 °C pocet kolonii tvoticich
jednotek (zivotaschopnych bunék) ubyva. Timto postupem bylo prokazano, ze piezivsi
bunky neztraci béhem oSetfovani teplem svou viabilitu. Obdobnych vysledkt bylo

dosazeno v praci Horakové a kol., 2004.
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(. Zavér

Cilem bakalafské prace bylo pomoci prutokové cytometrie za pouziti
interkala¢niho barviva propidium jodid detekovat viabilitu Pseudomonas syringae pv.
oryzae, optimalizovat tuto nové zavadénou metodu a porovnat zastoupeni zivych a

mrtvych bakteridlnich bun¢k v zavislosti na dob¢ a teploté oSetteni.

Byla provedena optimalizace pfipravy analyzovanych vzorki. Dale byla
provedena analyza série 6 sad vzorkl vystavenych teplotam v rozsahu 80 — 95 °C po
dobu 0,5 — 30 minut. Vysledky analyz téchto sad byly nasledné porovnany a byly
identifikovany podminky oSetfeni, kdy bylo dosazeno nejprukaznéjsich vysledki. Kdy
tedy méla pritokova cytometrie dostate¢nou vypovédni hodnotu a byla vhodnou

metodou pro detekci viability.

Shrnutim vizualné hodnocenych vysledkt klasické kultivacni metody,
primarnich flowcytometrickych dat a dat prukazné statisticky zpracovanych byla
potvrzena tendence poklesu poétu piezivsich jader ve vzorku s nartstajicim ¢asem
oSetfeni. Vystupem statistického zpracovani dat byly také informace o mife
prukaznosti metody v zavislosti na teplotach oSetieni. Pii teploté oSetteni 90 °C bylo
detekovano nejvice mrtvych bunék. P. syringae pv. oryzae je ziejmé k této teploté
nejcitlivéjsi. Pritokova cytometrie se pii téchto podminkach oSetfeni jevi jako

dostate¢né prikazna a vhodna metoda pro detekci viability.

V ramci této prace byla na pracovisti Katedry genetiky a specialni produkce
rostlinné zavadéna nova metoda detekce viability bakterialnich druht (model: P.
syringae pv. oryzae) pomoci prutokové cytometrie, ktera se jevi jako dostate¢né
prukaznou, rychlou, jednoduchou a efektivni metodou uzivanou pro tyto Gcéely. Byly
ziskany dostate¢né prukazné vysledky pilotnich pokust, které by mohly byt dale
rozvijeny (aplikaci odlisnych podminek oSetfeni ¢i detekci odlisSnych bakteridlnich

druhtl) v rdmci mé diplomové prace ¢i v ramci praci ostatnich studentd.
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