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Applying flow cytometry in veterinary medicine

Summary

The number of ways in which flow cytometry may be applied in veterinary sciences is continually increasing,
especially in the fields of immunology, oncology, pharmacology and microbiology. White blood cell analysis by
flow cytometry, and in particular, the study of leukocyte antigens, phagocytosis and intracellular Kkilling, is
being applied to an ever growing number of animal species. Moreover, flow cytometry enables red blood cell
analysis, including reticulocyte count and maturity, identification of anti-erythrocyte antibodies and
intraerythrocyte parasites detection. Through flow cytometry it is possible to make a speedy and precise
diagnosis of neoplasms. In diseases of the haematopoietic system, such as leukemia and lymphomas this method
allows the cell line which has become malignant to be precisely established. When appropriate procedures are
used, solid tissues such as tumors can be investigated, and if there is no direct access to tumors, it is possible
to study cells from secondary lesions — e.g. pleural fluid or peritoneal fluid. Flow cytometry can provide
information about sperm parameters, such as sperm cell chromatin structures or differentiations between
X and Y bearing sperm cells. The flow cytometry method enables a wide range of diseases to be diagnosed
by studying apoptosis, i.e. programmed cell death. When adequate, modified procedures are applied, it can
be utilized in diagnosing bacterial and viral infections and it is the only method which makes it possible to
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determine cytokines produced by different cell populations, and cytokine sets produced by a single cell.
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Cytometria przeptywowa (flow cytometry — FCM) ma
obecnie szeroki wachlarz zastosowan w rutynowej
diagnostyce klinicznej czlowieka, ale jej wykorzystanie
wzrasta takze w naukach weterynaryjnych, zwlaszcza
w immunologii, onkologii, farmakologii i mikrobiologii.
Uzycie przeciwcial monoklonalnych, specyficznych
w stosunku do konkretnego epitopu na komérkach krwi
zwierzat towarzyszacych cztowiekowi oraz stanowiacych
zrédlo pozywienia, poszerzyto spektrum testéw o poten-
cjalnym zastosowaniu klinicznym. Zalicza si¢ tu takie
testy, jak: okreslanie liczby niedojrzatych i dojrzatych re-
tikulocytow, wykrywanie immunoglobulin wiazacych si¢
z komoérkami krwi, immunofenotypowanie biataczek
1 chtoniakow, analizowanie komorek réznych populacji
szpiku kostnego oraz pojedynczych komorek r6znych po-
pulacji w zawiesinie, niezwiazanych z podtozem w ply-
nach tkankowych badz komorkach tkanek i narzadoéw
swiezych, zamrozonych lub utrwalonych w parafinie
celowo uwolnionych z otaczajacej je substancji migdzy-
komorkowe;j (2, 15, 30).

Analiza uktadu biatokrwinkowego

Leukocyty mozna analizowa¢ w petnej krwi lub jako
komorki izolowane w gradiencie gestosci. Badanie leu-

kocytow w petnej krwi jest mozliwe dzigki wydzielaniu
grup komorek przy pomocy programu komputerowego
— tak zwane ustalanie okna, bramkowanie. Wcze$niej
nalezy z krwi usuna¢ erytrocyty przez dodanie buforu
lizujacego. Badanie leukocytow polega najczesciej na
oznaczaniu ich immunofenotypu, zestawu antygenow
roznicowania (CD — Cluster Designation, Cluster Diffe-
rentiation), ktory jest charakterystyczny dla danej po-
pulacji komorek (2). Przy zastosowaniu odpowiednich
przeciwcial mozna oceni¢ zarowno ekspresj¢ okreslonej
czasteczki CD na powierzchni réznego typu komorek,
jak i ekspresje roznych antygendéw na komorkach jedne-
go typu (15, 20).

Cytometri¢ przeptywowa mozna wykorzysta¢ do oce-
ny stanu czynnosciowego neutrofilow. Jedna z najwaz-
niejszych funkcji tych komorek jest fagocytoza. Do jej
oceny uzywa si¢ czastek, ktore sa fagocytowane przez
komorki zerne. Sa one znakowane barwnikami fluo-
rescencyjnymi (izotiocyjanian fluoresceiny — FITC, oranz
akrydyny). Dotychczas w badaniach uzywano czastek
lateksu (1,8 mm), nanoczastek (0,3 mm), zymosanu,
liposomow, krwinek czerwonych, mikroorganizmow
(Staphylococcus aureus, Escherichia coliiwiele innych)
lub grzybow (Candida albicans, drozdze piekarnicze).
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Aby okresli¢ doktadnie procent fagocytujacych mono-
cytow i granulocytow oraz aktywnos¢ fagocytarna (Sred-
nia ilo$¢ sfagocytowanych bakterii w przeliczeniu na
jedna komorkg), stosuje si¢ komercyjnie dostgpny test
Phagotest (Orpegen, Niemcy). Jest to szybki test, ktory
pozwala okresli¢ aktywno$¢ fagocytarnag w niewielkiej
objetosci krwi peinej lub w ptynie stawowym. Jego sktad-
nikiem sg bakterie E. coli znakowane FITC, opsonizo-
wane przeciwciatami i skladowymi dopetniacza pulowa-
nej surowicy (11, 34).

W oparciu o oceng metabolizmu tlenowego komorki
mozna wykaza¢, czy materiat pochtonigty przez neutro-
file zostat zdegradowany. W tym celu wykrywa sig pro-
dukty powstate w czasie aktywacji systemu oksydazy
NADPH. W cytometrii przeptywowej do wykazania
obecnosci produktow aktywacji oksydazy stosuje si¢
dwuoctan 2°7’-dichlorofluorescyny (DCFH-DA). Jest to
mata czastka, nie wykazujaca fluorescencji, ktora po prze-
niknigciu przez btong wewnatrz komorki ulega przeksztat-
ceniom przez enzymy komorkowe do 2°7’-dichloroflu-
oresceiny (DCF), ktora emituje sygnal fluorescencyjny
(530 nm). Inna metoda polega na zastosowaniu utlenia-
nia wewnatrzkomorkowego hydroetydyny (HE) do brom-
ku etydyny, ktory wykazuje czerwona fluorescencjg. Aby
wykaza¢ obecnos¢ w komorce tych dwoch metabolitow,
nalezy zastosowac bardzo silne stymulatory wybuchu od-
dechowego, na przyktad estry forbolu (PMA) (11, 34).
W laboratoriach stosuje si¢ ponadto wystandaryzowane
testy, takie jak Bursttest (Orpegen). Stymulatorem wy-
buchu tlenowego jest staby aktywator N-formylometio-
nyloleucynofenyloalanina (FMLP) oraz opsonizowane
E. coli. Substancja, ktora ulega przeksztatceniom w ko-
morce, jest DHR 123. Mozna okresli¢ intensywnos$¢ fluo-
rescencji powstalej rodaminy 123 1 dzigki temu zbadac
aktywno$¢ enzymatyczna.

Badanie reaktywnych pochodnych tlenu (ROS) moze
przyczyni¢ si¢ do wykrycia szeregu chorob zakaznych
oraz oceny zaburzen czynnosci neutrofildéw. Podobne
badania wykorzystano do oceny zmian funkcjonalnych
neutrofilow u bydta oraz identyfikacji zwierzat podat-
nych na chroniczne zapalenie wymion wywotane przez
Staphylococcus aureus (13, 34). Cytometria przeptywo-
wa zostata takze z powodzeniem zastosowana do oceny
fagocytozy oraz zabijania wewnatrzkomorkowego u §win,
psow, kotow, krolikow, bydta, a nawet u wielorybow (6,
11, 13, 23).

Analiza uktadu czerwonokrwinkowego

Cytometryczna analiza erytrocytow dotyczy przede
wszystkim okreslania liczebnos$ci i1 dojrzatosci retikulo-
cytow, identyfikowania przeciwciat skierowanych prze-
ciwko erytrocytom oraz wykrywania ich wewnatrzkomor-
kowych pasozytoéw. Erytrocyty mozna analizowaé¢ w pel-
nej krwi pobranej na antykoagulant lub izolowac z war-
stwy erytrocytow powstale] po wirowaniu krwi catko-
witej. Cytometrig stosuje si¢ czgsto do badania konfliktu
serologicznego migdzy matka a ptodem. Zwykle stosuje
si¢ do tego celu przeciwciata przeciwko ptodowej hemo-
globinie F. Jest to precyzyjny i czuly test, pozwalajacy
odrdzni¢ erytrocyty plodowe od dojrzalych erytrocytow
zawierajacych mata ilos¢ hemoglobiny F (2).
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Ocena liczby retikulocytow jest oparta na pomiarze
intensywnosci fluorescencji RNA zawartego w retikulo-
cycie. Do barwienia RNA retikulocytow stosowane sa
fluorochromy, takie jak: oranz tiazolowy, oranz akrydy-
ny, auramina czy bromek etydyny. Kluczowym paramet-
rem jest odsetek retikulocytoéw o wysokiej zawartosci
RNA, ktorych cecha charakterystyczna jest zwigkszona
intensywnos’c' fluorescencji (21). U zwierzat cytometria
przeptywowa byta stosowana do oznaczania liczby reti-
kulocytow u psow 1 kotdw 1 w obu przypadkach rezulta-
ty byly poréwnywalne z obliczeniami manualnymi (30).

Cytometria przeptywowa jest stosowana z powodze-
niem do wykrywania wewnatrzerytrocytarnych pasozy-
tow. Erytrocyty inkubuje si¢ z hydroetydyna, ktdra jest
pochlaniana przez zywe komorki i przeksztatcana do ety-
dyny. Etydyna jest fluorochromem, wiazacym si¢ z DNA
pasozyta. Ta technika zostala wykorzystana do przesle-
dzenia cyklu rozwojowego Babesia bovis w erytrocytach
bydlecych, a w erytrocytach psich do identyfikacji ko-
morek zainfekowanych Babesia gibsoni. Cytometria jest
takze pomocna w ocenie skutecznosci lekéw przeciw-
malarycznych. Zainfekowane zarodZcem malarii ludzkie
erytrocyty barwi sig¢ z uzyciem barwnika Hoechst 33258.
Zaleta cytometrii jest to, ze pozwala ona na wykrycie
pasozyta wystgpujacego nawet w bardzo matej ilosci (30).

Zastosowanie cytometru przepiywowej w hematolo-
gii weterynaryjnej moze mie¢ miejsce przy ocenie ilos-
ciowej nledOJrza1ych ptytek krwi, ktore byty badane we
krwi ludzi, psow 1 koni w sposob podobny do stosowa-
nego przy anahzle retikulocytow (21, 31). Wiele testow
z wykorzystaniem cytometrii przeptywowe;j jest udosko-
nalanych w celu identyfikacji krazacych w organizmie
ptytek aktywowanych. Do testow tych zalicza si¢ m.in.:
wigzanie fibrynogenu do plytek, stosowanie przeciwciat
przeciwko ptytkowym markerom zaleznym od aktywa-
cji, wykrywanie ptytkowych mikroczastek, badanie zmia-
ny ksztaltu oraz detekcja agregatow plytki-leukocyty.
Obecnos¢ przeciwciat skierowanych przeciwko plytkom,
ktora pozwala wykry¢ trombocytopenig, ehrlichiozg i ba-
da¢ procesy nowotworzenia, byta badana u ludzi i psow
(21, 31). Testy te sa pomocne w ocenie stanu zdrowia
zwierzat.

Diagnostyka nowotworaow

Bardzo wazne z punktu widzenia kliniki jest wyko-
rzystanie cytometrii przeplywowej w rutynowej diag-
nostyce schorzen uktadu krwiotworczego, takich jak bia-
taczki i1 chtoniaki. Cytometria przeptywowa umozliwia
oceng doktadnej liczby komodrek zmienionych nowotwo-
rowo oraz okreslenie linii komoérkowej, z jakiej pocho-
dzi nowotwor oraz jego potencjalnej ztosliwosci.

Wskaznikiem zlosliwos$ci nowotworu sa klonalno$¢
1 zawartos$¢ (ploidia) DNA. Klonalno$¢ jest dowodem na
to, ze linia komorek biataczkowych pochodzi od poje-
dynczej komorki. Pojawienie si¢ dodatkowych pikow na
histogramie obrazujacym zawartos¢ DNA sw1adczy
o aneuploidalnosci 1 jest wskaznikiem procesow nowo-
tworzenia (21, 30). Rézne typy biataczek i chloniakow
charakteryzuja si¢ czgsto drobnymi réznicami profilow
antygenowych, dzigki temu mozna je rozrézni¢ za po-
moca cytometrii przeplywowej (30). Zastosowanie kli-
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niczne immunofenotypowania w weterynaryjnej onko-
logii wiaze si¢ z diagnoza psich biataczek i chloniakow
ztosliwych (5) oraz kocich ostrych biataczek mieloidal-
nych i limfoidalnych (30). Dodatkowo cytometria w prze-
ptywajacym strumieniu cieczy umozliwia badanie sku-
tecznosci chemioterapii, co udowodniono prowadzqc tego
typu analizg limfocytow krwi obwodowej u psow z wie-
locentrycznym chloniakiem, przed leczeniem i po poda-
niu cytostatykow (5). Cytometria umozliwia ponadto
wykrycie choroby resztkowej (MRD — minimal residual
disease) u pacjentow z ostrymi biataczkami. Doktadnos¢
i czuto$¢ badania pozwala wykry¢ nawet pojedyncze ko-
morki biataczkowe (21).

Kolejne zastosowanie cytometrii przeptywowej odno-
si si¢ do charakterystyki antygenowej i ilosciowej komo-
rek szpiku kostnego (21). Metoda ta umozliwia m.in.
okreslanie liczby r6znych komorek szpiku poprzez ich
barwienie dwuoctanem 2°7’-dichlorofluoresceiny, wia-
zacym si¢ preferencyjnie z komérkami zawierajacymi
peroksydazg, a nastgpnie analizowanie pod katem zielo-
nej fluorescencji i rozpraszania §wiatta FSC. W ten spo-
sob mozliwe jest odréznienie populacji proliferujacych
i dojrzatych komodrek mieloidalnych, proliferujacych
1 dojrzalych komorek erytroidalnych oraz megakariocy-
tow. Mozliwe jest takze analizowanie nie barwionych
probek szpiku, przy ktorym, bazujac na stopniu rozpra-
szania $wiatta FSC 1 SSC, identyfikuje si¢ segmentowa-
ne neutrofile, metamielocyty, niedojrzate komorki mie-
loidalne 1 erytroidalne oraz dojrzale komorki erytroidal-
ne. Jodek propidyny, jak réwniez bromodeoksyurydyna
sa wykorzystywane dodatkowo do okreslania aktyw-
nosci proliferacyjnej szpiku (21).

Jedna z najwigkszych zalet cytometrii przeptywowej
jest mozliwo$¢ przy braku dostgpu do guza pobrania
i badania komorek z wtérnego zrédta zmiany chorobo-
wej np. ptynu oplucnowego czy otrzewnowego (10). Je-
zeli badana jest tkanka lita, komorki musza zostaé rozbi-
te mechanicznie lub enzymatycznie. Metodg enzymatycz-
na stosuje si¢ wowczas, jezeli material guza zawiera wiele
martwych komorek, duza ilo$¢ podscieliska lub zwiok-
nienia. Swiezo pobrany material z guza powinien by¢
transportowany 1 przechowywany w specjalnym podto-
zu (nie w formalinie) w temperaturze 4°C. Materiat prze-
znaczony do badania powinien zawieraé ]ak na]w1qcej
interesujacej nas tkanki, natomiast jak najmniej tkanki
thuszczowej, wtoknistej, naczyfl krwionosnych (warstwy
naczyniowej) i komodrek nekrotycznych (10).

Ocena proliferacji komérek

Cytometri¢ przeptywowa wykorzystuje si¢ z powodze-
niem do scharakteryzowania cyklu komorkowego roz-
nych rodzajow komorek w hodowlach. Zastosowanie
w tej metodzie barwienia z uzyciem jodku propidyny
umozliwito obliczenie procentu komodrek znajdujacych
si¢ w fazie GO/G1, S i G2/M. Do badania cyklu czesto
stosuje si¢ oznaczanie zawartosci DNA po jego kwasnej
denaturacji. Po dodaniu do hodowli substancji blokuja-
cej komorki w fazie M, np. winblastyny 1 okresleniu
indeksu mitotycznego (liczby komodrek bedacych w trak-
cie podzialu mitotycznego) w ré6znym czasie po dodaniu
tej substancji, mozemy obliczy¢ czas podwojenia (gene-
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ration time) populacji komoérek. Prowadzac hodowle ko-
morkowe lub tkankowe mozna §ledzi¢ stan hodowli po
zabarwieniu DAPI — sulforodamina i oranzem akrydyny.
Nagte pogorszenie si¢ rozdzielczosci histogramu DNA
przy prowadzeniu regularnej kontroli hodowli moze
$wiadczy¢ o zakazeniu mykoplazma.

Proliferacje nowotworéw mozna bada¢ analizujac faze
S cyklu komoérkowego. Jezeli odsetek komorek znajdu-
jacych si¢ w tej fazie przekroczy kilkanascie procent,
oznacza to wzrost proliferacji. W przypadku np. raka
sutka wzrost liczby komorek w fazie S stanowi samo-
dzielny czynnik rokowniczy. Badajac cykl komoérkowy
nalezy takze zwrdci¢ uwage na antygeny towarzyszace
proliferacji, takie jak Ki-67 czy PCNA. Istnieje zalez-
nos¢ pomigdzy ich ekspresja a postgpem choroby nowo-
tworowej. Cytometryczna ocena zawartosci DNA jest
stosowana takze w badaniach cytogenetycznych. Ilo$¢
kwasu nukleinowego ocenia si¢ wtedy w poszczegdlnych
chromosomach przy uzyciu odpowiednich fluorochro-
mow (np. DAPI czy jodku propidyny). Proliferujace lim-
focyty mozna wykry¢, znakujac je przeciwciatami prze-
ciwko receptorowi dla interleukiny 2 (CD25) lub recep-
torowi dla transferyny (CD71). Oba te receptory znaj-
duja si¢ na powierzchni zaktywowanych limfocytow.
Mozna takze wykorzystac fakt, ze proliferujace komorki
wbudowuja analog tymidyny — bromodezoksyurydyne
(BrdU), ktéra mozna wykry¢ za pomoca przeciwciat anty-
-BrdU (2).

Ocena parametrow nasienia

Badanie jakos$ci nasienia polega zwykle na wykrywa-
niu nieprawidtowej struktury chromatyny plemnikow.
DNA znakuje si¢ oranzem akrydyny (AQO). Barwnik ten,
taczac si¢ z DNA dwuniciowym, daje zielona fluorescen-
cj¢, natomiast w polaczeniu z jednoniciowym DNA $wie-
ci na czerwono. Zwigkszona liczba komoérek o czerwo-
nej fluorescencji $wiadczy o nieprawidtowej strukturze
chromatyny plemnikow. Plemniki mozna takze znako-
wac rodaming 123 1 jodkiem propidyny PI, dzigki czemu
wykrywa si¢ zmiany w potencjale btony mitochondrial-
nej, a co za tym idzie — ruchliwosci plemnikow. Czerwo-
na fluorescencja pochodzaca od PI $wiadczy o duzej licz-
bie martwych komorek, natomiast intensywna zielona
fluorescencja jest wskaznikiem zywotnosci 1 duzej ruch-
liwosci plemnikow. Wyniki oceny zywotnosci plemni-
kéw w nasieniu ogierdw z zastosowaniem cytomerii prze-
plywowej oraz innych metod byty porownywalne. Za po-
moca cytometrii badano zZywotnos¢ i 1ntegralnosc akro-
somu psich plemnikéw oraz zywotno$¢ i integralnosé
btony komorkowej plemnikow knura (25). Dzigki tech-
nikom cytometrycznym wykrywa si¢ w ludzkim nasie-
niu komorki takie, jak leukocyty czy komorki prostaty,
co jest pomocne we wezesniejszym wykryciu raka pro-
staty (24). Cytometria umozliwia ponadto okreslenie nie-
wielkich réznic w zawartosci DNA w plemnikach niosa-
cych chromosomy X i Y. Plemniki zawierajace chromo-
som X lub Y sortuje si¢ za pomocg specjalnego typu cy-
tometrow wyposazonych w sortery komorkowe, dzigki
temu mozliwa jest regulacja ptci zwierzat hodowlanych
(1, 22).
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Badanie apoptozy

Apoptoza jest czynnym procesem, ktory przyczynia si¢
do regulacji liczby komorek w organizmie. Zachwianie
rownowagi migdzy proliferacja komorek a ich $miercia
prowadzi do powstania licznych schorzen. W komoérkach
apoptotycznych nastgpuja zmiany sktadu fosfolipidow
w btonie zewngtrznej komorki — pojawia si¢ tam, prze-
niesiona z cz¢sci wewnetrznej btony fosfatydyloseryna.
Do jej wykrycia stosuje si¢ aneksyng V zwiazang che-
micznie z barwnikiem fluorescencyjnym (najczesciej
FITC). Rownoczesnie wybarwia si¢ komorki jodkiem
propidyny, ktéry pozwala oceni¢ integralnos$¢ blony ko-
morkowej. Nastepnie bada si¢ fluorescencje¢ za pomoca
cytometru. Komorki zywe nie barwia si¢ zadnym odczyn-
nikiem, komorki nekrotyczne barwig si¢ jodkiem propi-
dyny, a komorki apoptotyczne barwia si¢ w réznym stop-
niu aneksyna V. Komorki barwiace si¢ jednoczesnie anek-
syna V i jodkiem propidyny znajduja si¢ w péznym sta-
dium apoptozy (28).

Apoptozg mozna takze badaé, wykrywajac peknigcia
fancucha DNA w komorkach apoptotycznych. W tym celu
stosuje si¢ trifosforan deoksyurydyny (dUTP) lub bro-
modeoksyurydyny (Br-dUTP) sprzgzony z fluoresceing
lub digoksygenina, ktory przy uzyciu enzymow, takich
jak terminalna transferaza czy polimeraza DNA jest
wbudowywany w miejscach pgknig¢ tancucha DNA.
Fluorescencja Br-dUTP potaczonego z kwasem nuklei-
nowym jest nastgpnie mierzona cytometrycznie. Jest ona
proporcjonalna do liczby pgknig¢ tancucha DNA. Ten
sposob badania apoptozy zwany jest metoda TUNEL (28).

Za pomoca cytometrii przeptywowej mozliwe jest ba-
danie aktywacji kaspaz (proteinaz cysteinowych) — en-
zymow, ktore sa obecne w komorkach apoptotycznych.
Najczesciej wykrywa si¢ kaspazg 3, stosujac komercyj-
ne zestawy odczynnikow (kity), ktore zawieraja substra-
ty fluorescencyjne, rozszczepiane przez kaspaze.

Ocena apoptozy moze mie¢ znaczenie w zrozumieniu
przebiegu wielu chorob zwierzat i czlowieka (choroby
nowotworowe, autoagresja, choroby neurodegeneracyj-
ne i infekcyjne). W badaniach klinicznych za pomoca
cytometrii oznaczano spontaniczng i indukowana apop-
toz¢ limfocytow w przebiegu infekcji wirusem HIV
u ludzi (20) oraz apoptozg w przebiegu infekcji wirusem
niedoboru odpornosci u kotow (FIV) (19). Badano takze
apoptoze leukocytow u bydta (27), trzody chlewnej (29),
kotow (8, 19) i psow (34). Poréwnywano proces apopto-
zy zdrowych i1 zainfekowanych wirusem Panleukopenia
limfocytow kotéw (8). U trzody chlewnej oznaczano
apoptoze zainfekowanych wirusem choroby Aujesz-
ky’ego leukocytow krwi obwodowej (29). Ponadto ba-
dano apoptoze¢ kocich, mysich i szczurzych tymocytoéw
(34).

Diagnostyka i patogeneza zakazen bakteryjnych
i wirusowych

Przy uzyciu cytometrii przeptywowej zakazenia bak-
teryjne i wirusowe mozna bada¢ bezposrednio badz po-
srednio, monitorujac zmiany, jakie zachodza w uktadzie
immunologicznym. W wyniku zakazenia bakteryjnego
nastgpuja duze zmiany w komoérkach obronnych. Jedna
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z tych zmian jest tzw. ,,paraliz immunologiczny”, ktory
jest spowodowany utrata przez monocyty krwi antygenu
HLA-DR. Zmiany ekspresji tego antygenu mozemy $le-
dzi¢ dzigki cytometrii przep}ywowej (33).

Za pomoca cytometrii mozna takze bada¢ oddziaty-
wanie wirusa z komorka, okreslaj ac ekspresj¢ wybranych
antygenow powierzchniowych i cytoplazmatycznych
komorki, z zastosowaniem przeciwcial monoklonalnych
Analizujac fenotypy komorek zakazonych wirusem moz-
na monitorowa¢ przebieg zakazenia i okresla¢ jego ro-
kowania (18). Za pomoca tej metody $ledzono stan cho-
rych zakazonych wirusem HIV (20). W diagnostyce we-
terynaryjnej cytometri¢ przeptywowa stosowano migdzy
innymi do oceny progresji infekcji kocimi wirusami FIV
1 FeLV (19), wirusami biataczki bydta, wirusem BIV
i BLAD (wrodzonym zespotem niedoboru leukocytar-
nych czastek adhezyjnych). Analizowano komorki od-
pornosciowe we krwi owiec w przebiegu doswiadczal-
nego zakazenia wirusem BIV (12) oraz wykrywano
zakazenia wirusem zapalenia t¢tnic koni w nasieniu ogie-
réw (4). Badano takze zmiany w subpopulacjach limfo-
cytow u kurczat zakazonych Salmonella enteritidis (32).

Cytometri¢ przeplywowa mozna zaadaptowac takze do
bezposrednlej w1eloparametrowej anahzy mikroorganiz-
mow, Jednak ze wzgledu na to, ze roznia si¢ one od orga-
nizmoéw eukariotycznych, niezbgdna jest modyfikacja
standardowych procedur wykorzystywanych do charak-
teryzowania komorek zwierzgcych. Barwienie barwni-
kiem fluorescencyjnym — bromkiem etydyny (BE) po-
zwala takze na wykrycie bakterii w ptynach fizjologicz-
nych, takich jak: z6t¢, wydzieliny ropne z ran, ptyn suro-
wiczy oraz wydzieliny oskrzelowe (33).

Cytometria znajduje zastosowanie w bezposrednim
badaniu komorek bakteryjnych do zliczania i wykrywa-
nia okreslonych gatunkéw bakterii w populacjach mie-
szanych, np. Legionella pneumophila w wiezach chtod-
niczych (9), Listeria monocytogenes w mleku (3), Esche-
richia coli O157:H7 w zanieczyszczonym migsie (14)
oraz subpopulacji bakterii w produktach probiotycznych
(probiotykach) i produktach mlecznych (3).

Cytometri¢ mozna takze wykorzysta¢ w badaniach
serologicznych. Za jej pomoca wykrywano przeciwciata
przeciwko Yersinia pestis w surowicach pobranych od
chorych na dzumg pacjentow. Mozliwa jest takze detek-
cja przetrwalnikoéw (spor) bakteryjnych np. Bacillus an-
thracis (26).

Metoda cytometrii przeptywowej znajduje takze za-
stosowanie w testowaniu wrazliwosci bakterii na anty-
biotyki. Do detekcji martwych komoérek bakterii stosuje
si¢ barwniki wiazace si¢ z DNA, np. jodek propidyny,
oraz barwniki wiazace si¢ z DNA i RNA, takie jak SYTO-
-13 czy SYTO-17. Barwienie komorek oranzem akrydy-
ny pozwala oceni¢ zmiany integralnos$ci btony komorko-
wej wskutek dziatania antybiotykow (33).

Cytometria przeplywowa zostata z powodzeniem za-
stosowana do detekcji wirusow z rodzin Baculoviridae,
Herpesviridae, Myoviridae, Phycodnaviridae, Picorna-
viridae, Podoviridae, Retroviridae 1 Siphoviridae. Kwa-
sy nukleinowe wirus6w barwiono uzywajac takich barw-
nikow, jak: SYBR Green I, SYBR Green I, OliGreen,
PicoGreen, YO-PRO oraz YOYO-1. Prowadzone sa takze
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badania lekéw antywirusowych przeciwko ludzkiemu
wirusowi niedoboru odpornosci (HIV), wirusowi cyto-
megalii oraz wirusom opryszczki (HSV) (17, 18).

Oznaczanie poziomu cytokin

Cytokiny sa nos$nikami informacji migdzy ukladem
odporno$ciowym a nerwowym i hormonalnym. Popula-
cje limfocytow produkuja okreslone, specyficzne tylko
dla nich zestawy cytokin. W trakcie procesow chorobo-
wych synteza cytokin moze by¢ zaburzona, wigc anali-
zujac ich ekspresj¢ mozemy wnioskowac o stanie funk-
cjonalnym uktadu odporno$ciowego.

Cytometria przeptywowa umozliwia oznaczanie roz-
nych cytokin produkowanych przez odrgbne populacje
komorek, a takze zestawdw cytokin produkowanych
przez pojedyncza komorke. Po 4-6-godzinnej inkubacji
z czynnikiem stymulujacym, wewnatrzkomérkowe cy-
tokiny znakuje sig¢ przeciwcialami potaczonymi z fluoro-
chromem (16). Zazwyczaj stosuje si¢ stymulatory poli-
klonalne, takie jak: lektyny, konkanawalina A (ConA),
estry forbolu (PMA), jonomycyna, niektore przeciwcia-
ta monoklonalne i superantygeny (7). Aby syntetyzowa-
ne cytokiny nie byly wydzielane na zewnatrz komorki,
stosuje si¢ inhibitory transportu biatek, takie jak brefel-
dyna A czy monensyna (7, 16).

Badanie cytokin wewnatrzkomoérkowych moze stano-
wi¢ pomoc w diagnostyce zakazen bakteryjnych, wiru-
sowych, pasozytniczych, choréb nowotworowych, auto-
immunizacyjnych, alergicznych i niedoboréw odpornos-
ci. Stosuje sig je obecnie przy roznicowaniu limfocytow.
Na przyktad, jedyna r6znica migdzy subpopulacjami Thl
1 Th2 jest spektrum wydzielanych cytokin (7). W przy-
szlo$ci badanie cytokin moze znalez¢ zastosowanie
w monitorowaniu dzialania lekow 1 innych $rodkow te-
rapeutycznych in vivo (7, 16).
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