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1 Uvod

Ultrazvuk je definovéan jako akustické vInéni s frekvenci vy$§i nez 20 kHz. Clovék je schopen
vnimat zvuk v intervalu mezi 16 Hz a 20 kHz. Mechanické vinéni mimo tento rozsah je tedy
pro ¢loveéka neslysitelné. Nékteti Zivoc¢ichové vnimaji i vyssi frekvence, tfeba pes do 30 kHz
a netopyr az do 100 kHz. Ultrazvuk ma mnohé vyuziti, mezi nejpouzivancjsi patii
diagnostické a terapeutické ultrazvukové pfistroje v lékatstvi. Pouziva se pro zobrazeni
meékkych tkani napt. v gynekologii, ale i pro zobrazeni biiSnich orgéni nebo tieba srdce.
Terapeuticky ultrazvuk ma uplatnéni ve fyzioterapii napf. pro zmirnéni bolesti a prokrveni
tkan¢ a ve stomatologii napt. pro odstranéni zubniho kamene. Mimo jiné se ultrazvuk zna¢né
pouziva i v prumyslu. Vyuziva se k €iSténi povrchti, kontrole vad materiali, méfeni rozméri

materialt a dalSich mechanickych vlastnosti véetné tvrdosti, svarovani a dokonce i obrabéni.

Zkoumani potencialu ultrazvuku jakozto metody mikrobidlni inaktivace odstartovalo v 60.
letech 20. stoleti. Dnes védecké studie uvadéji, ze ultrazvukova 1é€ba miize u nékterych
mikroorganismu v kapalném médiu zptisobit rozbiti DNA uvnitf butiky, ale nevyvola rozbiti
bunécné stény [5]. Studie, kde byl pouzit nizkofrekvenéni ultrazvuk s vysokou intenzitou pti
plsobeni vlivu ultrazvuku po dobu 20 min, prokézala, ze bakterie rodu Staphylococcus a
obecné ty s tlusts$i bunécnou sténou jsou vysoce odolné proti inaktivaci ultrazvukem [36].
Dale bylo uvedeno, Ze Gram-negativni bakterie jsou pravdépodobné vice nachylné
k ptisobeni ultrazvuku nez Gram-pozitivni bakterie. Parametry, které mohou vyrazn¢ ovlivnit

inaktivaci bakterii, jsou expozi¢ni doba a teplota béhem oSetfeni [37].

Je tedy prokazano, ze ultrazvuk ma urcity vliv na bakterie. Cilem této praci je zjistit, jak se
1i81 vliv ultrazvuku na zastupce Gram-negativnich a Gram-pozitivnich bakterii a za jakych
podminek. Prace je rozd¢lena na dva celky. Prvnim celkem je teoretickd ¢ést, ktera obsahuje
zakladni témata potiebna k pochopeni praktické ¢asti. Je lenéna do n€kolika kapitol, jejichz
obsahem je pfiblizeni vyvoje ultrazvuku, jeho fyzikalni podstaty a pfedstaveni vyuziti
v ruznych oborech, pfedevsim v Iékarstvi. Dalsi kapitola popisuje bakterialni bunku, jeji
specifické vlastnosti a nasledné jsou zde predstaveny bakterie pouzité v této praci. Dale jsou
popsany metody a ultrazvukové pfistroje, které byly vyuzity k provedeni experimentil
vyobrazenych v nasledujici ¢asti. Druhy dil prace je tvofen praktickou Casti. Zde jsou

popsany samotné experimenty provedené na dostupnych ultrazvukovych pfistrojich, jejich

15



ptiprava a vyhodnoceni vysledkli. Nakonec jsou porovnany vysledky z této prace s vysledky

védeckych studii z odbornych ¢lank.
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2 Teoreticka cast

2.1 Ultrazvuk

2.1.1 Objev a vyvoj ultrazvuku

Teoretické zéklady akustiky a ultraakustiky publikoval anglicky fyzik J. W. S. Rayleigh ve
své obsahlé praci The Theory of Sound v druhé polovin€ 19. stoleti [15]. V této publikaci
poprvé popsal zvuk jako fyzikalni jev. Na tuto praci dale navézaly vSechny dal$i vyzkumy
z oblasti ultrazvuku. Prilomem byl v roce 1880 objev piezoelektrického jevu, ktery popsali
bratfi Jacques a Pierre Curie [15]. Pfisli s tim, ze pfi mechanické deformaci vznikd na
povrchu nékterych krystalt volny elektricky naboj. Své vyzkumy dovrsili zjisténim, Ze tento
jev funguje i opacnym procesem, pii kterém se krystal smrstuje a roztahuje, je-li na jeho
povrch pfivadén stiidavé kladny a zaporny néboj [15]. Tyto objevy umoznily generovat
ultrazvukové vinéni o vyssich frekvencich, nez bylo doposud mozné a staly se tak zakladem

ultrazvukové technologie.

Diive nez se ultrazvukova technologie zaCala vyuzivat i v Iékafstvi, naSla své vyuZiti
v podobé bezpecnostniho zatizeni pro lodni dopravu. Tento aparat (SONAR) pracoval
na principu ultrazvukového vinéni, které bylo vysilano horizontaln€ z lodi ve sméru plavby
a zpétné registrovalo odrazy od ponotenych ¢asti ledovcii [15]. Dalsim zlepSovacim objevem
byla napf. ptistrojova technika, vyuzivana v primyslovém kontrolnim odvétvi ke zjistovani
materidlovych vad. Dal$i vyvoj byl velmi ovlivnén objevem syntetickych piezoelektrickych
material. Mezi prvni patfily keramické elektrostrikéni materidly jako olovnaty zirkonat
titanat a baryum titanat. Pozdé¢ji ptisly monokrystaly ze slouceniny lithium niobat, které
zcela nahradily a svymi parametry piekonaly pfirodni krystaly. Diky monokrystalim byla

umoznéna vyroba velice vykonnych a citlivych ultrazvukovych ménica [15].

2.1.2 Fyzikalni podstata ultrazvuku

Ultrazvuk se §iii formou mechanického vInéni, coz je Sifeni kmitl pruznym prostfedim,

kterym se rozumi prostfedi pevné, kapalné a plynné. Mechanické vInéni je zplsobeno

24
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Ze na Castici nepusobi zadna vngjsi sila, setrvava ¢astice v klidové poloze. Plisobi-li na ¢astici
vnéjsi sila, dojde k uvolnéni castice, ktera se zatne pohybovat zrychlenym pohybem. Proti
sméru pohybu plisobi pruzné sily, které ¢astici zpomaluji az do polohy, kde se zastavi. Pruzna
sila poté vraci ¢astici zpét ke klidové poloze. Po ptejeti klidové polohy Castice pokracuje
zpomalenym pohybem dal plisobenim setrvacné sily, dokud opét nezastavi [15]. Tento
opakujici se pohyb Castice se nazyva kmitavym harmonickym pohybem, jehoZ pribéh zavisi
na setrvacnych a pruznych vlastnostech. Mnozstvi ¢asu potiebné na jeden kmit se nazyva
doba kmitu T. Tento d¢j lze simulovat na télese zavéSeném na pruzing, ktera je z jedné strany

pevné vetknuta viz Obr. 1.

KLIDOVA POLOHA

Obr. 1 Obrazek pruziny.

Pfevracenou hodnotou doby kmitu T je frekvence f viz Rovnice 1, jejiz jednotkou je [s7']

neboli hertz [Hz].

Rovnice 1 [15]

R

kdeje: T ........ perioda kmitu [s]
fon, frekvence [Hz]

Vztah 21 nasobek frekvence definuje uhlovou rychlost @ [rad.s™!]. Poloha, v niz se Castice
pfi kmitavém pohybu zastavuje, se nazyvd amplitudou vychylky. Derivaci okamzité

vychylky ¢astice podle Casu je dana rovnice pro rychlost kmitavého pohybu viz Rovnice 2.
v=—= wUcos (wt + @) Rovnice 2 [15]

kdeje: u........ okamzita akusticka vychylka [m]
U..... amplituda vychylky [m]
18



A akusticka rychlost [m.s™!]
@ ... uhlova rychlost [rad.s™']
O I fazovy thel [rad]

Derivaci akustické rychlosti kmitani podle ¢asu je dostdna okamzitd hodnota zrychleni a

kmitavého pohybu viz Rovnice 3.

% = — w2U sin (wt + @) Rovnice 3 [15]

kde je: a........ okamzitd hodnota zrychleni [m.s?]

Pro aktivni ultrazvukové vInéni je vyznamna jak hodnota zrychleni, tak i akustické rychlosti,
nebot’ tak vznikaji velké dynamickeé sily, které znacné piisobi na biologické médium. Avsak

v oblasti pasivniho ultrazvukového pole s malymi intenzitami jsou sily zanedbatelné.

VInovou délkou je definovana vzdalenost dvou sousednich ¢éstic kmitajicich ve stejné fazi

a urcuje ji pomér rychlosti Sifeni zvuku a frekvence vinéni viz Rovnice 4.

A= Rovnice 4 [15]

c
f
kdeje: & ........ vlnova délka [m]

v rychlost §ifeni ultrazvukového vinéni [m.s™!]

Podle sméru kmitani ¢astic se rozliSuje né€kolik druhti ultrazvukovych vin. Kmitaji-li ¢astice
okolo rovnovazné polohy ve sméru Sifeni, pak se vinéni nazyva vinénim podélnym. Podélné
vinéni se muze Sifit v plynech, kapalinach, ale i v pevnych latkach, nebot’ to souvisi s
objemovou deformaci prostfedi. Kmitaji-li ¢astice v roviné kolmé na smér Sifici se viny,

nazyva se vlna pfi¢nou. Pfi¢na vlna se mtize $ifit pouze v prostredi tuhych latek.

Intenzitou ultrazvukového vinéni I [W.m] se rozumi mnoZstvi akustické energie, které
prochazi plochou kolmo orientovanou na smér $ifeni. V readlném prostiedi je definovana
soucinem kvadratu akustické rychlosti v [m.s™!'], hustotou prostiedi p [kg.m™] akustického

tlaku p [Pa] viz Rovnice 5 [15].

I =v?pc Rovnice 5 [15]
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2.1.3 Vytvareni ultrazvukového vinéni

Ultrazvukové kmity lze generovat v Sirokém rozsahu kmitocti pomoci mechanickych,
magnetostrikénich nebo piezoelektrickych generatorti [15]. Prvnim typem jsou mechanické
generatory, které predstavuji malé ladicky nebo pistaly [16]. Jimi lze ziskat pouze
ultrazvuk nizkych frekvenci a vykonid a v lékafstvi se nepouzivaji. Magnetostrikéni
generatory jsou zaloZeny na tom, ze vyvolavaji ultrazvukové kmity v prostfedi kolem
ty¢inky, kterd je z feromagnetické latky a to ze Zeleza nebo niklu. Tyc€inka je umisténa
v magnetickém poli generatoru, ktery je napdjen stfidavym proudem. Ty¢inka pak méni své
rozmgéry se stejnou frekvenci, jakou ma stfidavy proud. Magnetostrikce umoziuje generovat

ultrazvuk nizkych frekvenci do 100 kHz [16], [17].

Poslednim typem s velmi rozsdhlymi moznostmi vyuziti jsou piezoelektrické generatory.
Tyto generatory jsou zaloZeny na nepiimém piezoelektrickém jevu a mohou jimi byt
produkovany intenzity zvuku az 10 W.cm™. Piezoelektricky jev lze pozorovat u krystalt,
které nejsou stfedové souméerné a to napt. u kiemene, Siegnetovy soli nebo tieba turmalinu.
Piimy piezoelektricky jev se projevuje schopnosti krystalu generovat na svém povrchu volny
elektricky naboj béhem jeho tlakové deformace. Krystalova miizka takového krystalu musi
obsahovat jak kladné, tak i zaporné ionty. Pii tlakové deformaci se ionty opanych néboji
kladnych iontil se od sebe vzdali a na plochéach krystalu se objevi elektricky naboj viz Obr.
2. Neptimy piezoelektricky jev je opakem k pfimému. U krystalu je vyvoldna deformace,
tedy jeho smrStovani a roztahovani, vnéjSim elektrickym polem. Tedy pii zapojeni krystalu
na dostatecné vysoké stfidavé napéti tak ziskdme zdroj ultrazvuku. Piezoelektricky ménic
pak predstavuje desticka z kiemene nebo jiného vhodného krystalu, kterd je vybavena na
protilehlych koncich elektrodami, kam je pfivadéno vysokofrekvencni stiidavé napéti.
Desticka mechanicky kmita s frekvenci odpovidajici frekvenci stfidavého proudu a rozkmita
1 okolni prostfedi. Pfeménuje tedy energii elektrickou na energii mechanickou. Periodické
zmeény tloustky krystalu doprovazi zvuk, jehoz frekvence mize byt ovlivnéna materidlem

nebo frekvenci ptivadéného sttidavého napéti [15], [16], [18].

20



tah

++++++++++

Obr. 2 Schéma piezoelektrického jevu [16].

2.1.4 Vyuziti ultrazvuku

Terapeuticky ultrazvuk se pouziva piedevsim k 1¢¢bé kloubnich a nervovych zanéta. Jeho
lécebnym ucCinkem je utiSeni bolesti, hloubkovy tepelny ucinek, uvolnéni spazmi a
ptedevsim prokrveni tkané. Zdrojem je vysokofrekvencni oscildtor a piezoelektricky krystal,
ktery je ulozen v hlavici. K 1é¢bé se pouziva ultrazvuk o intenzité 0,5 — 3 W.cm™ s frekvenci
1 az 3 MHz. Hlavice ultrazvuku se pfiklada na 1é¢end mista, potfend olejem nebo gelem tak,

aby se zabranilo vzduchové vrstvé mezi kazi a hlavici [16], [17].

Vyuziti vySetfovaciho ultrazvuku v Iékaistvi je v dneSni dobé zakladni a mozna i
nejrozsirenéjsi zobrazovaci diagnostickou metodou. Akustické vinéni takového pfistroje je
generovano piezoelektrickymi ménici s frekvenci 2,5 — 10 MHz. Ultrazvuk se §ifi nejlépe
tekutinou a mékkymi tkdnémi prochazi jen s malymi ztratami. Na rozhrani riznych tkani se
odrazi a sila takového odrazu zavisi na velikosti zmény akustické impedance. Piezoelektricky
krystal ma funkci vysilace i pfijimace mechanickych kmiti, takze detekuje odrazy vyslaného
signalu, z toho urci velikost echa a zjeho ¢asového zpozdéni hloubku odrazu. Ze zpétné

odrazenych signalii se ziskava ultrazvukovy obraz [16], [17].

Ve stomatologii se pouziva ultrazvuk k odstrafiovani zubniho kamene a kazu. Generatorem
kmitl je magnetostrikéni zdroj s feromagnetickou ty¢inkou. Obvykle jsou uzivany frekvence
v rozmezi 24 — 42 kHz. Metoda je to v celku nenaro¢na, rychla a Setrna ke skloviné. Velice

dilezitym faktorem je kavitace, pravé ta narusuje struktury zubniho kamene [16].

Ultrazvuk se mimo jiné pouziva v nékterych oblastech primyslu. Napiiklad cisténi

ultrazvukem, kdy za pomoci fyzikalné-chemickych procesti, nartstu teploty, tlaku a
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zrychleni ¢astic média, ve kterém je pfedmét ponoten, dochéazi k rozruSovani vazeb necistot
¢isSténého predmétu. Dale se provadi rtizné kontroly ultrazvukem, kdy 1ze zjistovat plosné
vady materialu v¢etné jejich polohy a rozméru. Ultrazvuk lze tedy vyuzit i k métfeni délek,
tlousték a nékolika dalSich mechanickych vlastnosti materidlu vcetn¢ tvrdosti. DalSim
vyuzitim je metoda svafovani ultrazvukem, kde se jedna o modifikaci tfeciho svarovani, kdy
jsou dva svarence pritlaceny k sobé, prvni je pevné fixovan a druhy kmita frekvenci
ultrazvukového ménice. Jako posledni ptiklad 1ze uvést obrabéni ultrazvukem, kde se mezi
nastrojem, piedstavujici zdroj ultrazvukovych kmitli, a obrobkem nachdzi abrazivo, jehoz

zrna vlivem ultrazvuku kmitaji a odebiraji material.

2.1.5 Udinky ultrazvuku na organismy

Hlavnimi projevy ultrazvuku v kapalnych latkach jsou produkce tepla a vznik kavitace.
Aktivni interakce ultrazvuku a biologického systému je proces, kdy silové plsobeni
ultrazvukového pole piisobi na biologicky systém a vyvolava tak jeho zmény. Zivy systém
zaroven ovliviiuje charakter ultrazvukového pole a tak se vzajemné ovliviuji. Biologické
ucinky se déli na primarni a sekundéarni. Primarni jsou zptisobené mechanickymi slozkami
ultrazvukového pole. Sekundarni jsou zpisobené pfeménou mechanické energie na tepelnou,

elektrickou a dalsi [15], [20].

Mechanické ucinky ultrazvukového pole vyplyvaji z jeho mechanické podstaty, periodicity
a vysokych frekvenci. Prichodem ultrazvukového vInéni prostfedim nastavaji lokalni
tlakové viny zmény dosahujici fadové az MPa/mm. Nasledkem podtlakové viny dochazi ke
vzniku dutinek. Tento jev se nazyvad kavitace, jde o periodické vznikdni a zanikani
nespojitosti prostiedi. Kavitaci rozliSujeme podle Uc¢innosti a zptisobu vzniku na stalou
(rezonan¢ni) a piechodnou (kolapsovou). Kolapsova kavitace vznika disledkem
nelinearniho pribehu ultrazvukové viny pfi amplitudach vyssich, nez je atmosféricky tlak. V
podtlakové fazi vznika kavitaéni dutinka, ktera v pretlakové fazi prudce kolabuje. Nasledkem
kolapsu v jeho mist€ nastava prudky narist teploty az o Ctyfi fady, silny tlakovy raz a dutinka
rezonan¢ni kavitace. Dutinka se dostava pomoci tlakového kmitani ultrazvukové viny do

razovych pulzaci. Svym kmitanim dutinky snizuji energii ultrazvukovych vln a pfetvari ji na
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teplo. Kavitacni jevy se objevuji az pii dostatecné prahové intenzité ultrazvukového pole,

ktera zavisi na jeho frekvenci a viskozité prostredi [15], [16].

Tepelné ucinky vznikaji pfi pfeméné energie ultrazvukové viny na teplo. Takto vznikajici
zvySeni teploty je velice vyznamnym faktorem ptlisobeni ultrazvuku na biologicky systém.
V absorpcnim prostiedi vznika teplo vnitinim tfenim a relaxa¢nimi procesy s ohledem
na fyzikalni vlastnosti absorpcniho prostfedi. Vznik tepla je v biologickych systémech
ovlivilovan nehomogenni strukturou. K nejvyrazngjsi absorpci a naslednému uvolnéni tepla
tak dochdzi na rozhrani prosttedi sriznou akustickou impedanci. V souvislosti
s nehomogennim prostiedim a charakterem ultrazvukového pole je i rozloZeni teplot zna¢né

nerovnomérné a okamzita hodnota teploty se méni v €ase i prostoru [15], [16].

Biologické ucinky zavisi pfedevsim na intenzité ultrazvuku. VSeobecné lze fict, Ze intenzita
ultrazvuku do 1,5 W.cm™ ma pozitivni u¢inek na funkci tkani. Mezi tyto pozitivni G¢inky
patfi zvySeni rychlosti metabolismu a urychleni biochemickych reakei. Se zvySujici se
intenzitou se tyto UCinky zvySuji, ale intenzity vy$8i nez 3 W.cm? maji za nésledek
strukturalni zmény, jako rozpad bunééného jadra, tepelné koagulace bilkovin a nékteré malé

zivoCichy lze usmrtit [17].

Uéinek ultrazvuku na vodu a elektrolyty. Voda je zékladni slozkou intracelularnich i
extracelularnich prostredi, tvoii az 90 % hmotnosti organismu a podili se na transportu latek
1 energie. Rychlost Sifeni ultrazvuku ve vod¢ je zavisla na jeji teploté. Na rozdil od jinych
latek rychlost $ifeni ultrazvuku ve vodeé s rostouci teplotou stoupd a to az do 347 K, pfi vyssi
teploté jiz klesd. Pritomnost iontd ve vodé ovliviluje jeji fyzikélni vlastnosti, méni se tak i
hustota vody a tim i rychlost $ifeni ultrazvuku, v elektrolytech je vétsi nez ve vodé.
ZvySovani intenzity ultrazvuku mé za nasledek kvalitativni zmény vzéjemného plisobent,
s tim 1 zvySeny pfenos energie ultrazvukovou vlnou zplsobuje nartist vznikajiciho tepla.
Pfi intenzité vySs$i nez 1 W.cm? vznikd kavitace, ktera zapiiGifiuje dalsi nasledujici
vyznamné déje. Jednim z nich jsou piedev§im chemické zmény, jejichz vysledkem je vznik

volnych radikali [15].
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2.2 Metody studia acink ultrazvuku na bakterie

V této praci byla pouzita metoda Kultivace bakteridlnich kultur, metoda stanoveni poctu
jednotek tvoftici kolonie (KTJ), Gramovo barveni, fluorescenéni mikroskopie a t€ém jsou

vénovany nasledujici tii kapitoly.

2.2.1 Stanoveni Zivotaschopnych bunék

Pro stanoveni poctu Zivotaschopnych bunck se pouziva metoda zalozené na pocitani kolonii
vyrostlych na zZivném agarovém kultivacnim médiu po aerobni kultivaci mikroorganismu pii
37°C. K této metod¢ je potieba agar s kvasnicnym extraktem, destilovana voda, autoklav,

potiebny vzorek, Petriho miska, inkubator nastaveny na teplotu 37°C + 2°C [26].

Na ptipravu kultivacniho média je potfeba agar s kvasnicnym extraktem a destilovana voda.
Vsechny slozky se zamichaji do vody a béhem zahtivani se nechaji zcela rozpustit. Nasledné
je tfeba hotové médium sterilizovat v autoklavu pfi teploté¢ 121°C po dobu 15 min, poté je
médium skladované v chladni¢ce. Pred pouzitim se médium rozehieje a necha zchladnout,

aby mikroorganismy po naliti do Petriho misky nezahubilo vysokou teplotou [26].

Odméieny nebo ziedény objem pozadovaného vzorku, nejvyse vSak 2 ml, se v Petriho misce
dokonale a rovnomérné krouzivym pohybem promichd s 15 — 20 ml kultiva¢niho média.
Nasledné¢ se misky po ztuhnuti média kultivuji v inkubatoru pfti teploté 37°C po dobu 48 h
[26]. Na pevné piid€ zivného agaru v Petriho miskéch rostou bakterie v koloniich, kdy kazda
osidluje urcité malé tizemi, vétsinou pravidelného tvaru. Tyto kolonie mohou mit rlizny tvar,
velikost, konzistenci i zbarveni. Pfevazna vétSina bakterii vyroste béhem 18 az 48 hodin
v koloniich. Plati, Ze rychlost mnozeni bakterii je ddna poctem generaci za jednotku casu, a
tedy ¢im je generacni doba kratsi, tim je rast kolonii rychlejsi [7]. Po hotové kultivaci se
z celkového poctu kolonii vyrostlych na kultivacnim médiu spocita pocet kolonii tvoficich
jednotek (KTJ). Vyhodnocuji se pocty kolonii vyrostlych jak na povrchu, tak i uvnitt zivné
pudy. Nelze spravné vyhodnotit misky, na kterych je méné nez 30 KTJ nebo vice nez 300
KTIJ[14].
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2.2.2 Gramovo barveni

Gramovo barveni je metoda, kterou lze odliSit Gram-pozitivni a Gram-negativni bakterie
(podrobny popis viz 2.3.1). Gram-pozitivni bakterie maji silnou vrstvu peptidoglykanu, ve
které se udrzi barvivo krystalova violet. Gram-negativni bakterie maji tuto vrstvu tenkou,

z t¢ se krystalova violet’ vymyje [29].

Mikrobiologickou klickou se odebere malé mnozstvi kolonie dané bakterie z Petriho misky.
Nanese se na podlozni skli¢ko, kde jsou bakterie fadné¢ rozmichany v kapce fyziologického
roztoku. Po zaschnuti je vzorek zafixovan protazenim v plamenu. Pot¢ je aplikovano barvivo
krystalova violet, které je po chvili pisobeni vyplachnuto Lugolovym roztokem. Nasledné
je preparat dikladné proplachovan acetonem a dobarven karbolfuchsinem, ktery se necha
pusobit asi 1 min a opét je oplachnut a nakonec ususen. V pribéhu Gramova barveni Gram-
pozitivni bakterie navazaly krystalovou violet' a jsou tedy zbarveny do modra (Obr. 3) a
Gram-negativni bakterie navazaly karbolfuchsin a jsou zbarveny do ¢erveno-riizova (Obr. 4)
[29]. Vysledek Gramova barveni miize byt ovlivnén stafim bunék a jejich fyziologickym

stavem [29]. Na vysledném obrazu pak mohou vypadat trochu jinak.

Obr. 3 Gramovo barveni Gram-pozitivni bakterie S. aureus. Foto: autorka.
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Obr. 4 Gramovo barveni Gram-negativni bakterie E. coli. Foto: autorka.

2.2.3 Fluorescen¢ni mikroskopie

Fluorescen¢ni mikroskopie je velmi cennym nastrojem pro studium bunék a bunéénych casti
mikroorganismll. Ty jsou bud’ pfirozené fluoreskujici, nebo jsou nabarveny specifickymi
fluorescen¢nimi barvivy. Fluorescen¢ni mikroskop je velmi podobny béznému optickému
mikroskopu, jen je navic doplnény o dva filtry (excitacni a bariérovy) a pfedevSim
o intenzivni zdroj ultrafialového svétla. Soucésti fluorescencniho mikroskopu je zpravidla

software pro obrazovou analyzu [10].

Fluorescence patii mezi fotoluminiscencni zateni. Je to fyzikalni jev, kdy jsou nékteré latky
po ozafeni svétlem schopny absorbovat svételné zéareni o urcité vinové délce (excitace).
Nasledné je ¢ast této energie ve velmi kratké dobé opét vyzarena (emise) v podobé svétla
o delsi vinové délce. Tento posun vinové délky neboli Stokestiv posun, je zpiisoben ztratou
casti energie v podobé uvolnéni tepla. Excitace a emise jsou pro fluorescenc¢ni barvici latky
dilezité, protoze pro kazdé barvivo je charakteristické jiné excita¢ni a emisni spektrum. Faze,
kdy molekuly latek pfechazi z emise do zakladniho stavu, je ozna¢ovéna jako luminiscence.

Trva-li kratce, pak mluvime o fluorescenci, trva-li delsi dobu, jedna se o fosforescenci [11].

Vzhledem k vysoké citlivosti miizeme pouzit nizkou koncentraci barvici latky a snizit tak
riziko ovlivnéni zivych bunék cytotoxickym piisobenim barviva. Pozadi je obvykle temné a
pozorované objekty jasn¢ zati. Toho je dosazeno pomoci dvou filtrli, které spole¢né dokazi
oddélit excita¢ni a emisni zafeni na zdklad€ vinovych délek, ¢imz minimalizuji signal pozadi
viz Obr. 5. Excitacni filtr se nachézi mezi zdrojem svétla a preparatem. Umoziiuje propoustét
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barvy o urcitych vlnovych délkach pouzitych pravé pro excitaci. Bariérovy filtr je umistén

mezi preparatem a okularem a umoziuje vyclenit pozadovanou ¢ast spektra [11].

excitaéni filtr bariérovy (emisni) filtr

objekt

Obr. 5 Excitaéni a bariérovy filtr fluorescen¢niho mikroskopu [11].

Fluorescenéni barviva neboli fluorofory mizeme rozdélit na vnitini a vnéj$i. Vnitini
fluorescence bunék se vyskytuje pfirozené¢ a je dana ptedevSim proteiny, pro které je
fluorescence charakteristicka. Vné&jsi fluorescence je umoznéna prostiednictvim fluoroford,

které se pridavaji ke zkoumanému preparatu, jez sdm neni schopen fluorescence [12].

Testovani Zivotaschopnosti neboli stanoveni poméru zivych a mrtvych bunék pomoci
Live/Dead Cell Viability Assay kit, je zaloZeno na stanoveni podilu mrtvych a zivych bun¢k
v populaci. Zivotaschopnost je uréena propustnosti barviva membranou. Mrtvé buiiky
prichodu barviva membranou nezabrani, barvivo se navaze a dojde ke zméné emitovaného
zafeni. Mezi nejlepsi fluorescencni sondy indikujici Zivotnost bunék patii calcein AM,
predevsim diky silné fluorescenci a svému uspéSnému zachytu v zivych bunkach. Naopak

pro detekci mrtvych bunek jsou vhodné sondy jako ethidium bromid ¢i propidium jodid [12].

2.3 Bakterie

Bakterie jsou jednobunécné prokaryotické organismy, které mohou tvofit kolonie. Buiky
bakterii jsou fadove az desetkrat mensi nez bunky eukaryotické. Primérné se jejich velikost
pohybuje od 1 do 10 pm. Vzhledem k jejich nepatrné velikosti je pomér velkého povrchu
k objemu znacny. Bunika mé tedy velkou plochu, se kterou je v kontaktu s okolnim

prostiedim, a tak dochazi k rychlé vyméné latek mezi ni a okolim [5].
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Zakladni tvar bakterii je kulovity nebo tyCinkovity. V pfipad¢, Ze maji kulovity tvar, jsou
oznacovany jako koky. Mohou zlstat rozdélené nebo naopak vytvéieji dvojice (diplokoky),
fetizky (streptokoky) ¢i hrozny (stafylokoky). Maji-li ty€inkovity tvar, nazyvame je
ty¢inkami [6].

Dtlezitou vlastnosti bakterii je schopnost tvorby biofilmu. Biofilm ptfedstavuje tenkou vrstvu
na pevnych télesech (napt. pokozka), ktera je tvofena spolecenstvim mikrobidlnich bunék.
Biofilm je pro mnoho druhti bakterii vyhodnym, ale pro n¢které i zdkladnim zptisobem jejich
existence [28]. Vznika tak, ze se bakterie ptichyti svymi adheziny povrchu, ktery jim mtize
nabidnout dostatecny pfisun Zivin. Jakmile k povrchu pfilnou, zméni se jejich chovani a
fenotyp. Do prostoru okolo sebe produkuji velké mnozstvi polysacharidu s lepivymi
vlastnostmi, ktery buniky drzi pfi sobé a zaroven jim poskytuje prostor pro mnozeni. Biofilm
je vétsinou tvoten vice druhy bakterii, a proto jeho tloustka kolis4. Bakterie tvoii takzvané
mikrokolonie, mezi nimi jsou ¢etné dutinky a vzajemné jako celek tvoii splet” kanalkd.
Biofilm najdeme tfeba v lidském stieve, kde je tvofen symbiotickymi bakteriemi a chrani
stievni sliznici pfed patogeny. Naopak pro ¢lovéka nevyhodnym biofilmem je zubni plak,
ktery sestava i z patogennich bakterii, které mohou narusovat zubni sklovinu a zptsobit tak

vznik zubniho kazu [28], [7].

Bakterie mohou zptisobovat infekéni onemocnéni. Mira patogenity bakterii je dana virulenci
pro dany Zzivoc¢isny druh. Virulence spociva ve schopnosti proniknout do tkané, kde se
pomnozi. Dale ve schopnosti osidlit sliznici hostitele a schopnosti ptilnout na jeho bunku.
Patogeny se déli na primarni a podminéné. Ty, které zptisobuji infekéni onemocnéni u osoby
jinak zdravé, jsou primarni patogeny. Patogeny, které vyvolavaji infekci u osob oslabenych
n¢jakym onemocnénim nebo dlouhym pobytem v nemocnici, jsou patogeny podminéné. Do
téla se dostavaji dychaci soustavou, travicim traktem nebo kiazi. Ptikladem je bakterie

Staphylococcus aureus (vice v kapitole 2.3.3) [7].

2.3.1 Stavba a sloZeni bakteridlni buniky

Burika obsahuje nepravé jadro, ve formé cyklické molekuly DNA bez jaderného obalu, které

je volné uloZeno v cytoplazmé (Obr. 6) [3].
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Obr. 6 Typické prokaryoticka burika [4].

Bakterialni buiika se svou jednodussi strukturou podstatné lisi od bunék eukaryotickych. Co
se tyCe struktur, obsahuje pouze cytoplazmu, kruhovou DNA, ribozomy, plazmidy,
cytoskelet, cytoplazmatickou membranu a bunécnou sténu. Nekteré bakterie maji na svém
povrchu fimbrie nebo bi¢ik. Fimbrie usnadniuji bakteriim pfilnout k riznym povrchim a
bic¢iky jim usnadiiuji pohyb. Plazmidy jsou velmi dillezité pfi horizontadlnim pfenosu genii

rezistence. Jedna se napft. o rezistenci k antibiotikm [5], [7].

Bunééna sténa oddéluje bakterialni buitku od okolniho prostiedi. Udrzuje tvar buniky, chrani
ji mechanicky proti vnéj$im nepfiznivym vliviim, ale i chemicky proti zafeni a schnuti. Silna
bunécnd sténa ma velky vyznam, dokaze odolavat vysokému osmotickému tlaku uvnitf
buiiky. Zakladni slozkou bakteridlni bunécné stény je peptidoglykan neboli murein.
Peptidoglykan je polymer, ktery je tvofen rozvétvenymi fetézci sacharidii a peptidil. Retézce
jsou navzajem pospojovany a tvofi tak pevnou sit’. Struktura a vlastnosti stény se podstatné
1i81 u Gram-pozitivnich a Gram-negativnich bun€k (Obr. 7). Toto rozd¢leni popsal dansky
védec Hans Christian Gram podle toho, jak bakterie reaguji pii specialni technice barveni
popsané v kapitole 2.2.2 [2], [7]. Buné¢na sténa Gram-pozitivnich bakterii je silnd az 20
nm a je tvofena mohutnou vrstvou peptidoglykanu. Navic jeSté obsahuje kyselinu
teichoovou, jejiz linearni fetézce pronikaji az napovrch bunky. Jejich funkci je vazba
kationtil, pfedevsim Ca** a Mg?', které jsou pro pevnost bufiky nepostradatelné [2]. Sténa
Na tenké vrstvé peptidoglykanu, ktery je soucasti takzvaného periplasmatického prostoru, je

zevni membrana. Zevni membrana je tiivrstva a je slozena z fosfolipidd, lipopolysacharida
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a proteind. Tyto vrstvy zevni membrany maji podstatnou roli pti ochrané bakterialni buniky
[9].

Gram +

)
X L O

b D A T

membranové proteiny

)
—

i

cytoplazma

lipopolysacharidy

endotoxin

bunééna sténa

fosfolipidy
lipoproteiny

peptidoglykany

I i T

membrénové proteiny cytoplazma

Obr. 7 Bunécna sténa Gram-pozitivnich a Gram-negativnich bakterii [8].

2.3.2 Pouzité kmeny bakterii

Escherichia coli je bakterie z Celedi Enterobacteriaceae. Nejvétsi vyznam této skupiny je
v kolonizaci gastrointestindlniho traktu. Rod Escherichia zahrnuje 7 druhl, z nichz
pro clovéka nejvyznamnéjsi je pravé Escherichia coli. Tato bakterie je jednou
z nejprostudovangjSich. Pravé proto se v mikrobiologii stala modelovym organismem
pro nejruzngjs$i pokusy. Je dulezitou soucasti sttevni mikroflory teplokrevnych zivocicht,
véetné Cloveéka, kde se podili na tvorbé vitaminu K. Z tohoto diivodu je pfitomnost bakterie

E. coli v pitné vod¢ indikatorem fekélniho znecisténi. E. coli mize byt také vyznamnym
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patogenem. Mimo travici trakt mize zplsobovat infekci mocového systému, pneumonii a
infekci ran. Za urCitych podminek patifi mezi intestinalni patogeny. Jejich patogenita je
podminéna produkci toxintll, zptisobujici prijmova onemocnéni. Z hlediska morfologie a
fyziologie je bakterie E. coli Gram-negativni ty¢inka, kterd nevytvaii spory. Dosahuje délky

ptiblizn€ 2 um a $itky 0,5 um [1], [7], [13].

Staphylococcus aureus je bakterie z Celedi Staphylococcaceae. S. aureus je Gram-pozitivni
kokovita bakterie tvofici hroznovité shluky, jejiz buniky dosahuji velikosti 0,7 — 0,9 um.
S. aureus je patogenni bakterie, kterd produkuje fadu toxinli jako hemolyzin, leukocidin a
exfoliatin, z nichz kazdy specifickym zplisobem narusuje integritu eukaryotickych bunék.
Dale produkuje také toxin, zplisobujici syndrom toxického Soku (TSST), ktery plisobi
na cévy a zpusobuje zanéty az toxicky Sok. S. aureus je Castym privodcem riznych
onemocnéni, nejcastéji koznich. Nékteré kmeny této bakterie patfi mezi nejvyznamngjsi
multirezistentni patogenni bakterie. V posledni dobé piibyvad kmenil rezistentnich
k antibiotiktim. Jedna se pfedevsim o methicilin rezistentni kmeny, takzvané MRSA. Vyskyt
infekci MRSA je celosvétovym problémem ve zdravotnictvi, pfedev§im v nemocni¢nim
prostiedi Dale skupina kmenti rezistentni na vankomycin, takzvanych VRSA. RozSitujici se
mnozstvi kment S. aureus rezistentnich na antibiotika, jsou ukdzkovym ptikladem selhdvani

antibiotické 16&by [1], [6], [7].

2.4 Pristroje pouzité pro stanoveni vlivu ultrazvuku na bakterie

2.4.1 Ultrazvukovy pristroj BANDELIN SONOREX DIGITEC DT 31 H

Ultrazvukovy piistroj BANDELIN SONOREX DIGITEC DT 31 H viz Obr. 8 je tvofen
nerezovou kompaktni ultrazvukovou vanou, jejiz objem je 0,9 1. Vykon P je 30 W [watt] a
frekvenéni kmitocet ultrazvuku je 35 kHz. Ultrazvukovy pfistroj je vybaven automatickym
frekvencnim systémem SweepTec, ktery umoznuje modulaci pracovni frekvence pfistroje
[30]. Pracovni frekvence se tak méni kazdych 10 ms o téméf 1 kHz. Diky tomuto systému je
v celé¢ lazni homogenni a rovnomérné pusobici ultrazvukové pole, coz vede k lepSimu
ucinku. Zatizeni mé také funkci DEGAS neboli odvzdu$néni. Nebot’ kapaliny obsahuji

rozpus$téné plyny, které nejsou zaddouci. Tuto funkci je potieba zapnout na zacatku procesu

31



¢iSténi na dobu 5 — 15 min. Pfistroj ma digitalni spinaci hodiny pro ¢as 1 — 5 min, 10, 15,
30 min a pro nepietrzity provoz. Konkrétné¢ tato verze pristroje ma také termostaticky
nastavitelny ohiiva¢ pro teploty 20 — 80°C s LED displejem, ktery ukazuje cilovou a
skute¢nou hodnotu teploty. Ma §iroké moznosti vyuziti. Nejvice se vyuziva v laboratofich,
optikach, klenotnictvi a medicin€. Pofizovaci cena takového ultrazvukového pfistroje se

pohybuje kolem 12.000,- K¢ [23].

%

170

J°_ 100

205

Obr. 8 Bandelin Sonorex Digitec DT 31 H [41]. Rozméry v mm.

2.4.2 Ultrazvukovy pristroj BANDELIN SONOREX DIGITEC DT 510 H

Ultrazvukovy pfistroj BANDELIN SONOREX DIGITEC DT 510 H viz Obr. 9 je
od stejného vyrobce jako pfistroj v kapitole 2.4.1, jsou si tedy dost podobné. Stejné jako typ
DT 31 H ma i tento digitalni spinaci hodiny, je vybaven vyhfivanim, a tedy i termostaticky
nastavitelnym ohfivacem s LED displejem, systémem SweepTec a funkci DEGAS.
Ultrazvukova vana ma vyrazn¢ vétsi objem a to 9,7 1, coz bylo vyuzito ke zkoumani vice
vzorkl v riiznych expozi¢nich nddobach najednou. Navic ma tento typ pfistroje i vypust
vody z ultrazvukové vany, a tak je vypousténi vody snadné. Vykon je 160 W a frekvencéni
kmitocet ultrazvuku je stejny jako u ptedchoziho piistroje 35 kHz. Pofizovaci cena takového

ultrazvukového pfistroje se pohybuje kolem 42.000,- K¢ [23].
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Obr. 9 Bandelin Sonorex Digitec DT 510 H [42]. Rozméry v mm.

2.4.3 Piezoelektricky méni¢ s vanou

Toto zafizeni je sloZeno z plastové vany, nebulizacni desky a piezoelektrického ménice, ktery
je ptipojen ke zdroji elektrického napéti. Nebulizacni deska obsahuje piezoelektricky ménic
viz Obr. 10, jehoz frekvenéni kmitoCet dosahuje 1,65 MHz a elektricky vykon je pfiblizné
kolem 29 W. Tato nebuliza¢ni deska se pouziva jako soucastka do pfistroji k rozpraSovani
kapalin napt. zvlhcovaci. Piezoelektricky méni¢ vyzatuje ultrazvukové viny do kapaliny a
nasledkem toho se z jeji hladiny odd€luji drobné kapicky vody. Tyto kapicky jsou tim mensi,

¢im vétsi je frekvence ultrazvukového ménice [31].

Obr. 10 Piezoelektricky méni€ s frekvenci 1,65 MHz. Foto: autorka.
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2.4.4 Bioruptor Standard UCD-200 TM

Ptistroj Bioruptor Standard UCD-200 TM vyuziva vysoce fizenou ultrazvukovou energii a
moderni technologie k tomu, aby dosahl optimalnich velikosti fragmentl idedlnich pro
analyzu genomové DNA a sekvenovani [34]. Tento pfistroj je také vhodny pro naruSeni
bunék a tkéani, takZe se pouziva také k extrakci DNA nebo RNA z bunék a tkani ¢i separaci
bilkovin z bunék a tkani. Frekvencni kmitocet tohoto pfistroje je 20 kHz a zabudovany
nastavitelny vykon bud’ na 160, 200 a 320 W [34]. Ptistroj se sklada ze zvukotésného boxu
a ultrazvukové vany viz Obr. 11, ovladaci jednotky viz Obr. 12 a zasobnik vzorkl viz Obr.
13. K tomuto pfistroji byl zdsobnik az pro 12 mikrozkumavek o objemu 1,5 ml. Ultrazvukova
vana ma rozméry 175x160x265 mm a jeji objem je 750 ml. Voda, ktera se do vany dava, by

neméla mit vice nez 4°C, ptipadné jsou navic pfidany malé kousky ledu.

Obr. 11 Zvukotésny box a ultrazvukova vana, Bioruptor Standard UCD-200 TM
[25].
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Obr. 13 Zasobnik na vzorky, Bioruptor Standard UCD-200 TM [24].
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3 Vyzkumna Cast

3.1 Cile a vyzkumné predpoklady

Cilem této bakalarské prace bylo vyzkouSet a osvojit si riizné laboratorni metody
od pfipravy inokula o urcité koncentraci, pfes stanoveni Zivotaschopnost bun¢k pomoci
pocitani KTJ, praci sultrazvukovymi pfistroji, Gramovo barveni az po praci
s fluorescenénim mikroskopem. Hlavnim cilem bylo zjistit vliv plisobeni ultrazvuku
na bakterie E. coli a S. aureus. Zjistit, zda a jaky vliv na dané bakteridlni kultury ma
frekvence a vykon ultrazvukového pfistroje. Z reSerSe bylo ptedpokladano, ze rtizna
stavba bakteridlnich bunék E. coli a S. aureus zapticini odlisné vysledky. Takze cilem
bylo také porovnat vysledky ucinku ultrazvuku na Gram-negativni a Gram-pozitivni

bakterie a ptipadné zjistit, zdali ma vliv také tvar bakterii (koky x tyCinky).

3.2 Metodika vyzkumu

Vyzkumna ¢ast bakalarské prace byla provedena v mikrobiologické laboratofi Oddéleni
pro nanomateridly v ptirodnich védach, CXI pod vedenim Bc. Alice Breckové, kterd byla
velmi ndpomocnd, pfi piipravé a aplikaci metod stanoveni Zivota schopnych bunck a
pfi manipulaci s kulturou S. aureus, se kterou z bezpecnostnich divodi miize pracovat

pouze proskoleny, odborny personal.

3.2.1 Pouzité materialy a pomiicky

Kultura E. coli CCM 3954 v zelatinovych discich, kultura S. aureus CCM 3953
v zelatinovych discich (CMM, Masarykova univerzita v Brn¢), kultivatni médium
Tryptone Soya Broth (HIMEDIA), kultiva¢ni médium Plate Count Agar (BIO — RAD),
fyziologicky roztok (8,5 g NaCl na 1 I destilované vody), Savo, krystalova violet’,
Lugolav roztok, aceton, karbolfuchsin, destilovand voda, kahan, podlozni sklicka,
mikropipety (Eppendorf) s vyménnymi plastovymi Spickami, Petriho misky, zkumavky,
falkonky, kadinky, ockovaci jehly, mikrobiologické klicky, horkovzdusny sterilizator,
chladnic¢ka, mrazici box, spektrofotometr (ERBA DENSI-LA-METER II), inkubétor,
termostat (Q-CELL), digitalni teplomér, ultrazvukovy pfistroj Bandelin Sonorex Digitec
DT 31 H, piezoelektricky méni€ s frekvenci 1,65 MHz, ultrazvukovy pftistroj Bandelin
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Sonorex Digitec DT 510 H, pfistroj Bioruptor Standard UCD-200 TM, fluorescencni
mikroskop (Axiolmager Zeiss).

3.2.2 Priprava inokula

Kulturu E. coli bylo nejprve nutné ozivit z zelatinovych diskt, které jsou uchovavany
v uzaviené nadobé v chladni¢ce. Po vyjmuti z chladnicky, byla nddoba s disky ponechdna
10 min odstat pti pokojové teploté, aby pfi otevieni nedoslo ke kondenzaci vody. Poté se
vyzihanou, lehce teplou ockovaci jehlou dotklo disku tak, aby se pfilepil a mohl byt
pfenesen do tekutého kultivacniho média Tryptone Soya Broth. Disk byl nechén
v inkubatoru po dobu 48 hodin pfi teploté 37°C v termostatu [21].

Po kultivaci se sterilni mikrobiologickou klickou nabralo inokulum, které bylo
rozockovano na tuhé kultivaéni médium Plate Count Agar. Poté byla kultura E. coli opét

dana do inkubatoru na dobu 48 hodin pti 37°C.

Z této kultury pak bylo pfipraveno inokulum o vychozi koncentraci pfiblizné
3x10® bunék/ml. Mikrobiologickou kli¢kou byla odebrana kultura a rozetiena o sténu

zkumavky se sterilnim fyziologickym roztokem (8,5 g NaCl na 1 1 destilované vody).

Pro stanoveni hustoty bakteridlni suspenze, byl pouzit spektrofotometr
DENSI-LA-METER II (Erba Lachema), ktery pracuje na principu méfeni optické
absorbance. Do pfistroje byla vlozena zkumavka se suspenzi, u niz bylo meéfeni
provedeno. V pribéhu meéfeni se piistroj se zkumavkou otaci a provadi tak nékolik
meéfeni. Vysledna hodnota je uréena primérem vSech namétfenych hodnot. Umoziluje
meéteni v rozsahu
0,3 — 15,0 McFarlandovy zakalové stupnice s minimdlnim objemem suspenze 2 ml.
Ve vlastnich experimentech byla nejprve pouzita hustota ¢. 1 McF, coz je pfiblizné
3x108 bunék/ml. Pozdé&ji byly pomoci desitkového fedéni pouzity i mensi koncentrace

[22].

Po ukonceni prace byly zbylé kultury ze zkumavek zlikvidovany zalitim Savem po dobu
24 hodin a poté vylity do vylevky. Nadobi bylo nasledn¢ suseno v susarné¢ 30 min na
120°C a sterilizovano horkovzduSnym sterilizatorem 60 min pii 170°C. Zbylé kultury na
Petriho miskéach byly umistény do mraziciho boxu (-20°C), tento odpad potom odvezla

firma specializovand na biologicky odpad.
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Postup ptipravy inokula kultury S. aureus probihal stejné jako u E. coli.

3.2.3 Nakladani se vzorky po vystaveni ultrazvuku

Béhem vystaveni sledovanych bakterialnich kultur ultrazvuku byly v urcitych casech
odebirany vzorky. Odebirany byly pomoci digitdlnich mikropipet s vyménnymi
plastovymi Spickami v mnozstvi 1 ml, 0,1 ml a 0,01 ml. Vzorky byly napipetovany na
pfedem piipravené a popsané Petriho misky. Nasledné byly Petriho misky ihned pfikryty
volné pfiléhajicim vickem, aby nemohlo dojit ke kontaminaci z okolniho vzduchu. Po
ukonceni pipetovani v daném case, byly vzorky zality pfipravenym a na ideélni teplotu
rozehfatym zivnym agarem. Agar bylo potieba diikladné promichat krouzivym pohybem
s napipetovanym vzorkem, a jest¢ dikladnéji v ptipadé mnozstvi vzorku 0,01 ml. Kdyz
byl Agar v zalitych Petriho miskéch ztuhly, byly misky obraceny dnem vzhuru, vloZzeny

do kosiku a v uzavieném pytli dany do inkubatoru na 37°C na dobu 48 hodin.

Po 48 hodindch byly inkubované kultury piipravené k odectu. Po zhodnoceni, které
mnozstvi kultivovaného vzorku je nejméné pierostlé, doslo na pocitani KTJ. MnozZstvi
vzorku 1 ml a 0,1 ml bylo na Petriho misce ve vétSin€ piipadl pierostlé a nebylo mozno
jej spocitat. Uréeni KTJ na Petriho miskach s mnozstvim 0,01 ml také nebylo snadné

spocitat, a tak bylo pfikroc¢eno k pocitani 1/8 vysece plochy a naslednému dopocitani.

3.2.4 Popis jednotlivych experimentii

3.2.4.1 Vliv ultrazvuku s frekvenci 35 kHz na E. coli v kadince a falkonce

Vyuzit byl ultrazvukovy ptistro BANDELIN SONOREX DIGITEC DT 31 H s frekvenci
35 kHz a vykonem 30 W. Do tohoto zatfizeni bylo mozné umistit dv€ expozi¢ni nadoby,
a tak byl experiment proveden v duplikatech. Nejprve byl experiment proveden
se sklenénymi kadinkami (duplikdty oznacenymi A, B) a poté s plastovymi falkonkami
(duplikaty oznacenymi C, D). V kazdé¢ nadobé bylo 50 ml inokula kultury E. coli.
Vychozi koncentrace inokula byla 1 McF, tedy pfiblizn& 3x10% bun&k/ml. Experiment
trval 90 min a v pritbéhu byly odebirany vzorky v ¢asech 0, 15, 30, 45, 60, 75 a 90 min.
Jen u falkonek nebyly pipetovany casy 30 a 60 min. V kazdém case bylo pipetovano
mnozstvi 1 ml, 0,1 ml, 0,01 ml. Celkem bylo k tomuto experimentu vyuzito 72 ks Petriho

misek.

38



3.2.4.2 Vliv ultrazvuku s frekvenci 35 kHz na E. coli s chlazenim

V tomto experimentu byl pouzit také ultrazvukovy ptistroj BANDELIN SONOREX
DIGITEC DT 31 H, ale s odstranénim vlivu teploty. K tomu byla pouzita silikonova
hadicka viz Obr. 14 o priméru 7 mm a délce 1700 mm, ktera byla napojena na piivod
vody a vedena po vnitini strané ultrazvukové vany. Béhem experimentu protékala
hadickou studend voda, kterd tak vodu v ldzni ochlazovala. Teplota vody uprostied 14zné
byla métena kazdych 10 min a bylo tak docileno udrzeni teploty vody v lazni v rozmezi
20,3 — 23,8°C. Experiment probihal v duplikatech, do ultrazvukové 1azné byly nejprve
umisténé dvé sklenéné kadinky (duplikdty oznacené A a B) a poté dvé falkonky
(duplikaty C a D). V kazdé znich bylo inokulum kultury E. coli o objemu 50 ml.
Vzhledem k pfedchozim vysledkiim, kde bylo na konci velké mnozstvi vyrostlych KTJ,
byla zvolena niZ$i vychozi koncentrace a to ptiblizné 3x10° bunék/ml. Experiment trval
75 min a vzorky byly odebirany po 15-min v mnozstvich 1 ml, 0,1 ml, 0,01 ml. Kontrolni
vzorek obsahoval stejné mnoZzstvi inokula v kddince a byl bez vlivu ultrazvuku. Kédinka
byla umisténa na pracovnim stole pfi pokojové teploté¢ a béhem experimentu z ni byly
odebirany vzorky v mnozstvi 0,01 ml ve stejnych casech jako z expozi¢nich nadob.

Celkem bylo v tomto experimentu pouzito 48 ks Petriho misek zalitych agarem.

Obr. 14 Na levé stran¢ pfistroje je ptivedena chladici hadicka. Foto: autorka.

3.2.4.3 Vliv ultrazvuku s frekvenci 1,65 MHz na E. coli ve v odmérné bance

V tomto experimentu bylo vyuZito zafizeni sestavené z plastové vany s piezoelektrickym

meéni¢em o vykonu pfiblizné 29 W a frekvenci 1,65 MHz, coz je piiblizné 50 x vyssi
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frekvencni kmitocet nez u prvniho pouzitého ptistroje. Do vany byla nalita voda o objemu
670 ml a vodni sloupec po vloZeni bariky s inokulem dosahoval vysky 83 mm. Vodni
sloupec byl tak vysoky, aby nemohlo dojit k rozprasSovani kapaliny. Ultrazvukova vana
byla také chlazena silikonovou hadickou s prutokem studené vody, a tak byla teplota
udrZena v rozmezi 21,1 — 22,8°C. Bylo pouzito 50 ml inokula kultury E. coli o vychozi
koncentraci pfiblizné 3x10° bunék/ml ve sklenéné banice. Vzhledem k malé velikosti
vany do ni bylo mozno umistit pouze jednu nadobu, takZe experiment nebyl proveden v
duplikatu. Piezoelektricky ménic€ byl pfipojen ke zdroji elektrického napéti. Vzorky byly
odebirany kazdych 15 min v celé délce experimentu, ktery trval 75 min. V kazdém Case
bylo pipetovano mnozstvi vzorkl 1 ml, 0,1 ml, 0,01 ml a souc¢asné také mnozstvi 0,01 ml
vzorku zkontroly, kterd nebyla ovlivnéna ultrazvukem. Celkem bylo v tomto

experimentu pouzito 24 ks Petriho misek zalitych agarem.

3.2.4.4 Vliv ultrazvuku s frekvenci 35 kHz a vykonem 160 W na E. coli

K dal$im experimentim byl pouzit pfistroj BANDELIN SONOREX DIGITEC DT 510
H, jehoz frekvence ultrazvuku je 35 kHz, tedy odpovidd prvnimu pouzitému piistroji.
Elektricky vykon byl 160 W, coz je témé&f 5,5 x vice neZ u prvniho i druhého pfistroje.
Tento typ ultrazvukového pfistroje je oproti predeslym vétsi, objem vany je 9,7 1. To bylo
vyuzito ke zkouméni vzorkli ve tfech nddobach (riznych tvarti a materialil) najednou.
Experiment byl proveden v triplikatech. Byla pouzita plastovd falkonka, sklenéna
kadinka s mnozstvim inokula 50 ml a sklenéna banika s mnozstvim inokula 100 ml.
Experiment trval 60 min a vzorky byly pipetovany kazdych 15 min v mnoZzstvi 1 ml, 0,1
ml, 0,01 ml. Soucasné bylo v ¢asech 0, 30 a 60 min pipetovano mnozstvi 0,01 ml vzorku
z kontroly, kterd nebyla ultrazvukem ovlivnéna. Vychozi koncentrace inokula byla
u prvnich dvou experimentti s timto pfistrojem pfiblizné€ 3x10° a u tfetiho priblizné 3x10°
bunek/ml. Vzhledem k velikosti ultrazvukové vany nebyla silikonova hadicka o priméru
7 mm schopna lazeii ochlazovat, tak to bylo vyfeSeno jinak. Kazdych 15 min byla
polovina 14zné¢ odpusténa a dolita chladngj$i destilovanou vodou, ktera méla piiblizné
25°C. Voda v lazni se tak béhem experimentu pohybovala mezi 21 — 31,1°C. Celkem

bylo k témto experimenttim pouzito 144 ks Petriho misek zalitych agarem.
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3.2.4.5 Vliv ultrazvuku s frekvenci 20 kHz a vykonem 320 W

K dal$im experimentim byl pouzit piistroj Bioruptor Standard UCD-200 TM. Tento
pfistroj ma oproti predeslym pfistrojim mensi frekvencni kmitocet a to 20 kHz. Naopak
ma moznost nastaveni vyssiho vykonu na 160, 200 nebo 320 W. V téchto experimentech
byl pfistroj nastaven na nejvyssi vykon 320 W. Do ultrazvukové vany bylo nalito 750 ml
na 4°C vychlazené destilované vody, do které byly navic piidany malé kousky ledu, aby
se teplota béhem putsobeni ultrazvuku pfili§ nezvysila. Po skonceni experimentu byla
teplota 14zné¢ max. o 2°C vys8i. Nasledné byl do vody vlozen zasobnik se vzorky
v plastovych mikrozkumavkach o objemu 1,5 ml a pfipevnén na ultrazvukovou vanu.
Poté byla zaviena dviika zvukotésného boxu, nastaven vykon a pozadovany ¢as ptisobeni.
V téchto experimentech byla vlivu ultrazvuku vystavena jak E. coli tak i bakterie S.
aureus. S touto bakterii mlze z bezpecnostnich divodi manipulovat pouze osoba
proskolend, a tou byla velmi napomocné Bce. Alice Bfeckova. V prvni ¢asti experimentu
byla pouzita koncentrace pfiblizné 3x10°% bunék/ml u kazdé z bakterii. V druha ¢ast
experimentu byla provedena jako technicky duplikat. Z vytvoreného inokula od kazdé
bakterialni kultury byla udélana fedéni az do koncentrace piiblizné 3x10° bunék/ml a
z toho poté dalsi fedéni do koncentrace piiblizné 3x10* bunék/ml. Z téchto fedéni obou
bakterialnich kultur byly odebrany vzorky 0,1 a 0,01 ml do zkumavek. Celkem tedy 8
zkumavek. Byly tedy pouzity koncentrace inokula kultury E. coli a S. aureus o vychozi
koncentraci pfiblizné 3x10° a3x10* bun&k/ml. S piedpokladem, Ze piistroj o tak
vysokém vykonu bude bakterie eliminovat, byly vzorky v prvnim pokusu vystaveny
plsobeni pouze 15 min a vzorky byly odebirany kazdych 5 min. Dalsi experimenty trvaly
30 min a vzorky byly odebirany kazdych 10 min. Experiment netrval déle, protoze je
tento piistroj velmi citlivy na teplo generované béhem pouzivani a pii delSim cyklu hrozi
snizeni zivotnosti pfistroje. Vzorky byly pipetovany na Petriho misky v mnozstvi 0,1 ml
a 0,01 ml. Celkem bylo k témto experimentim vyuzito 48 ks Petriho misek zalitych

agarem.

3.2.5 Fluorescen¢ni mikroskopie

Z inokula kultur E. coli a S. aureus o vychozi koncentraci pfiblizné 3x10* bun&k/ml byly
odebrany malé vzorky na podlozni sklicka. Stejn¢ tak byly odebrany i vzorky po 30-min
pusobeni ultrazvuku v pfistroji Bioruptor Standard UCD-200 TM. Poté byla sklicka se
vzorky zakapnuta fluorescen¢nimi barvivy SYTO 9 a PI. Na rozdil od SYTO 9 barvivo
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PI prostupuje pouze narusenymi membranami bunék [33]. Ve vysledku fluoreskuji zivé
bakterie s neporusenymi membranami zelené¢ a mrtvé bakterie s poruSenymi
membranami fluoreskuji cervené. Byl pouzit objektiv se zvétSenim 63x. Snimky byly
pofizeny z zivého néhledu na fluorescencnim mikroskopu Axiolmager Zeiss, nejprve

¢ernobilou kamerou a nasledné byly snimky barvami upraveny.

3.2.6 Statisticka analyza dat

Pomoci programu Microsoft Office Excel byla provedena statistick4 analyza dat (kapitola
3.3.1 a 3.3.5) pomoci funkce T-TEST. V kapitole 3.3.1 byl proveden parovy t—test
porovnani ristu E. coli ve sklenénych kadinkach a plastovych falkonkéch. Nejprve byly
vypocitany pruméry hodnot kadinek A, B a hodnot falkonek C, D a nasledné byl proveden
parovy t-test. V kapitole 3.3.5 byl proveden parovy t-test technickych duplikati E. coli a
S. aureus, k porovnani vysledki z pfiblizné vychozi koncentrace 3x10* a 3x10°
bun¢k/ml. Déle byl proveden neparovy t-test technickych duplikati, kdy v jedné sad¢ dat
byly hodnoty z ¢asti 0 min a v druhé sad€¢ byly hodnoty z casti po 30-min plisobeni

ultrazvuku.

3.3 Analyza dat

3.3.1 Vysledek vlivu ultrazvuku s frekvenci 35 kHz na E. coli v kadince a
falkonce

Po kultivaci vzorkt bylo zjiSténo, Ze Petriho misky, ve kterych byl zalévan agarem vzorek
I ml a 0,1 ml, byly pferostlé a nebylo mozné je spocitat (Obr. 15). Pocitalo se tedy
davkovani 0,01 ml, ale ani v tomto pfipadé neslo o idedlni hustotu vyrostlych kolonii, a

tak byly pocitany KTJ z 1/8 Petriho misky (Obr. 16).
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Obr. 15 Vzorky z falkonky po 90-min ptisobeni ultrazvuku; vlevo a uprostied je videt
ptilis§ mnoho KTJ s kultivovanym vzorkem 1 a 0,1 ml; vpravo je vzorek, ktery bylo

mozné hodnotit. Foto: autorka.

Obr. 16 Pocitani KTJ z 1/8 Petriho misky, vzorek A 0,01 ml v ¢ase 90 min. Foto:

autorka.

Vysledky spocitanych KTJ jsou vidét v Tab. 1. U vysledkt kddinek A i B na Petriho
miskéch se vzorkem odebranym v ¢ase 45 min byly shluky KTJ. To znamend, Ze misky
byly Spatné promichané a konecna ¢isla nemohla byt spravné spocitana a je nutno je brat
s rezervou. U vysledki falkonek (duplikaty C a D) na Petriho miskéch se v ¢ase 75 min
vytvotily shluky KTJ u stfedu. Slo tedy také o $patné promichané misky a koneéné
vysledky téchto Casii je také nutné brat s rezervou, nicméné potvrzuji celkovy trend

ubytku KTJ v Case.
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duplikéty) v rizném mnozstvi vzorku na agaru (1; 0,1; 0,01 ml).

¢as [min] 1ml 01ml kadinka A | kddinka B | falkonka C | falkonka D
’ 0,01 ml 0,01 ml 0,01 ml 0,01 ml

0 pferostlé | prerostlé 7736 6848 5904 7424
15 prerostlé | prerostlé 4776 6000 5264 7056
30 prerostlé | prerostlé 4216 3832 - -

45 prerostlé | prerostlé 3368 2816 3744 5712
60 prerostlé | prerostlé 4128 2744 - -

75 prerostlé | prerostlé 3824 2320 1088 3008
90 prerostlé | prerostlé 1768 984 2512 3616

Tab. 1 Vysledek po¢tu KTJ na ml x10? pro viechny expozi¢ni nadoby (A, B a C, D jsou

Z vysledki je vidét, ze zde negativni vliv byl, nebot’ ibytek KTJ mezi ¢asem 0 a 90 min
byl velky (Obr. 17). V tomto pfistroji vSak dochéazelo k samovolnému ohfivani vody
vlivem mechanického kmitani. Teplota vody byla po 40-min plsobeni ultrazvuku vyssi
nez 40°C. Tato teplota nad 40°C neni ptizniva pro E. coli, nebot’ jiz dochézi k denaturaci
bilkovin. Nebylo tedy mozné rozlisit, zda byl vysledny ubytek kolonii zptisoben vlivem

plsobeni ultrazvuku nebo vlivem vysoké teploty.

100
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falkonka
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40-
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Obr. 17 Grafické znazornéni vlivu ultrazvuku o frekvenci 35 kHz s rostouci teplotou.

Péarovy t-test vysel s vysledkem p = 0,770. To znamend, ze mezi vysledky primért
hodnot z kadinek a falkonek nebyl zjiStén statisticky vyznamny rozdil, vliv rGznych

materialt na vysledky KTJ se tedy neukazal.
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3.3.2 Vysledky vlivu ultrazvuku s frekvenci 35 kHz na E. coli s chlazenim.

Po kultivaci bylo opét zjisténo, ze Petriho misky se vzorkem 1 ml a 0,1 ml jsou pterostlé.
Pocty KTJ byly pocitany z 1/8 Petriho misek s kultivovanym mnozstvim vzorku 0,01 ml.
Vysledek KTJ pro kadinku a kontrolu je vidét v Tab. 2. Na Petriho misce v ¢ase 15 min
u vzorku z kontroly kadinek byl maly shluk KTJ. Proto kone¢ny pocet KTJ v tomto Case
nemohl byt spocitan Gplné presné. Vysledky KTJ pro falkonky a kontrolu jsou v Tab. 3.

pocitani.

Tab. 2 Vysledek po¢tu KTJ na ml x10? pro kadinky (A, B — duplikaty) a kontrolu
y p p y

v rizném mnozstvi vzorku na agaru (1; 0,1; 0,01 ml).

¢as [min] 1ml 01ml kadinka A | kddinka B | kontrola A, B
! 0,01 ml 0,01 ml 0,01 ml
0 prerostlé | prerostlé 2816 2808 2552
15 prerostlé | prerostlé 2560 2696 1888
30 prerostlé | prerostlé 2752 2560 2384
45 prerostlé | prerostlé 2496 2872 2496
60 prerostlé | prerostlé 2544 2536 2536
75 prerostlé | prerostlé 2640 2480 2104

Tab. 3 Vysledek po¢tu KTJ na ml x10? pro falkonky (C, D — duplikaty) a kontrolu
y p p

v rizném mnozstvi vzorku na agaru (1; 0,1; 0,01 ml).

¢as [min] 1ml 01ml falkonka C | falkonka D | kontrola C, D
! 0,01 ml 0,01 ml 0,01 ml
0 prerostlé | prerostlé 2168 2016 2336
15 prerostlé | prerostlé 2024 2288 2102
30 prerostlé | prerostlé 2080 2288 2304
45 prerostlé | prerostlé 2192 2288 2336
60 prerostlé | prerostlé 2288 2156 2344
75 prerostlé | prerostlé 2112 2256 2160

Graficky znazornéné vysledky, prevedené na 1x10* KTJ/ml, nevypovidaji o tibytku ani
priristku bakterii E. coli (Obr. 18). Mirné vykyvy hodnot mohou byt zpiisobené
nepiesnym pocitdnim KTJ pii odectu z 1/8 Petriho misek a naslednému dopocitani, toto

pocitani neni a ani nemlze byt absolutné presné.
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Obr. 18 Grafické znazornéni vlivu ultrazvuku o frekvenci 35 kHz s chlazenim.

Vliv ultrazvuku pti danych parametrech a chlazeni se zde neprojevil.

3.3.3 Vysledek vlivu ultrazvuku s frekvenci 1,65 MHz na E. coli v odmérné

barnce

Vysledky po¢tu KTJ z tohoto experimentu se v ¢ase prilis neméni (Tab. 4). V ¢ase 15 min

u kontroly byly na Petriho misce velké shluky KTJ, pravdépodobné kviili $patnému

promichani. AZ na tuto vychylku lze fict, Ze jsou hodnoty, dle grafického znazornéni

(pfevedené na 1x10* KTJ/ml), téméf linearni a nevypovidaji o tom, Ze by mél ultrazvuk

o frekvenci 1,65 MHz vliv na bakterii E. coli (Obr. 19).

Tab. 4 Vysledek po¢tu KTJ na ml x10? pro baiiku a kontrolu v rizném mnozstvi vzorku
na agaru (1; 0,1; 0,01 ml).

" . barfika | kontrola

¢as [min] 1ml 0,1 ml 0,00ml | 0,01 ml
0 prerostlé | prerostlé | 2096 2136
15 prerostlé | prerostlé | 2056 2904
30 pferostlé | prerostlé | 2088 2016
45 prerostlé | prerostlé | 2096 1936
60 prerostlé | prerostlé | 2112 2232
75 pferostlé | prerostlé | 2040 1976
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Obr. 19 Grafické znazornéni vlivu ultrazvuku o frekvenci 1,65 MHz s chlazenim.

3.3.4 Vysledek vlivu ultrazvuku s frekvenci 35 kHz a vykonem 160 W na E.
coli

Vysledky poctu KTJ z téchto experimentl jsou shrnuté v Tab. 5, 6 a 7. Petriho misky
s mnozstvim vzorkti 1 ml a 0,1 ml byly u vSech pferostlé, a tak se hodnotilo pouze
mnozstvi v 0,01 ml. Pocitala se kazda jednotliva KTJ, protoze jich z této koncentrace
(ptiblizné 3x10° v ptipadé vysledkl v Tab. 5, 6 a 3x10° bunék/ml v piipadé vysledk viz
Tab. 7) nevyrostlo tolik jako v pfedchozich experimentech. To mohlo byt zpisobené tim,
ze bakterie E. coli nebyly z Cerstvé ozivenych diski, a tak vysledky mohlo ovlivnit jejich
stafi. V pribéhu experimentu se odebiraly i vzorky z kontroly, na kterou nepisobil
ultrazvuk. PfestoZe je pfi porovnani falkonky v ¢asech 0 a 60 min a kontroly patrny
ptiristek KTJ vlivem ultrazvuku po 60-min (Obr. 20), tak podle kontroly, kterad se
pohybovala + 700 KTJ (Tab. 5), nelze fict, Ze by se ostatni vysledky vyrazné liSily (Obr.
21). Zajimavé je, Ze u druhého experimentu, hodnoty KTJ v ¢ase 30 vyrazné piibyly, a to
o témét 200 KTJ/ml (Tab. 6). Cas piil hodiny odpovida ¢asu déleni bun&k, a tak by to
mohlo vypovidat o tom, Ze tento ultrazvuk pravdépodobné dokéazal bakteriim vytvofit
podminky spolu s teplotou k tomu, aby se nékteré z nich zacaly délit. Teplota rostla

kazdou minutu o nékolik desetin a v ¢ase 30 min byla 29,8°C.

47



3x10° bunék/ml.
¢as [min] falkonka | kadinka valec | kontrola
0,00ml | 0,01 ml | 0,01 ml | 0,01 ml
0 506 452 720 590
15 484 724 646 -
30 574 672 636 710
45 548 738 628 -
60 554 750 610 704

3x10° bunék/ml.
¢as [min] falkonka | kadinka valec | kontrola
0,01ml | 0,01ml | 0,01 ml | 0,01 ml
0 555 619 720 607
15 564 609 671 -
30 789 821 814 672
45 701 867 743 -
60 824 756 714 697

3x10° bunék/ml.
¢as [min] falkonka | kadinka valec | kontrola
0,00ml | 0,01ml | 0,01 ml | 0,01 ml
0 483 520 508 466
15 533 536 627 -
30 424 560 495 453
45 481 662 542 -
60 606 654 553 487

Tab. 5 Vysledek po¢tu KTJ na ml x10? pro expozi¢ni nadoby falkonku, kadinku, valec
a kontrolu v 0,01 ml vzorku na agaru. Vychozi pfiblizna koncentrace E. coli byla

Tab. 6 Vysledek po¢tu KTJ na ml x10? pro expozi¢ni nadoby falkonku, kadinku, valec
a kontrolu v 0,01 ml vzorku na agaru. Vychozi pfiblizna koncentrace E. coli byla

Tab. 7 Vysledek poétu KTJ na ml x10? pro expozi¢ni nadoby falkonku, kadinku, véalec
a kontrolu v 0,01 ml vzorku na agaru. Vychozi pfiblizna koncentrace E. coli byla
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Obr. 20 Porovnani KTJ na Petriho miskach, vzorek 0,01 ml z falkonky (vlevo) a

kontroly (vpravo) po 0 a 60-min piisobeni ultrazvuku. Foto: autorka.
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Obr. 21 Grafické znazornéni vlivu ultrazvuku o frekvenci 35 kHz a vykonem 160 W

s chlazenim na E. coli v riznych expozi¢nich nadobach.

3.3.5 Vysledek vlivu ultrazvuku s frekvenci 20 kHz a vykonem 320 W

Vysledky poctl KTJ z experimenti s piistrojem Bioruptor Standard UCD-200 TM jsou
v Tab. 8 a Tab. 9. Prvni experiment byl proveden s vychozi koncentraci piiblizng 3x10°
bun¢k/ml (Tab. 8). S predpokladem, ze vysoky vykon ultrazvuku docili viditelné
eliminace poctu vyrostlych KTJ, trval experiment pouze 15 min. Petriho misky

49



s kultivovanym vzorkem 0,1 ml byly pferostlé a vysledky byly odecitany z misek
s odebranym vzorkem 0,01 ml. Pocitala se kazda jednotliva KTJ, stejn¢ jako v kapitole
3.3.4. U obou druhti bakterii pocty KTJ nejprve nepatrné stoupaji a nasledné zacinaji

klesat (Tab. 8). Pokus byl nasledné zopakovan s delSim ¢asovym intervalem.

Tab. 8 Vysledek po¢tu KTJ na ml x10? pro bakterie E. coli a S. aureus v 0,01 ml vzorku
na agaru. vychozi koncentrace 3x10° bunék/ml.

¢as E. coli | S. aureus
[min] 0,0lml | 0,01 ml

0 785 686

5 845 855

10 728 1360

15 638 1045

Nasledujici experiment byl proveden jako technicky duplikat, vSechny vzorky byly pod
vlivem ultrazvuku stejnou dobu (Tab. 9). Pouzity byly bakteridlni kultury E. coli a S.
aureus o vychozi koncentraci pfiblizné 3x10° a3x10* bunék/ml. V pfedchozich
experimentech bylo ovéteno, ze se kontrola vzorkli béhem 75 min neméni, protoze tento
experiment trval pouze 30 min, tak bylo pfedpokladano, ze se ani v tomto piipadé
nezméni. Kontrolni vzorky tedy nebyly provedeny. Experiment trval 30 min a vzorky
byly odebirany kazdych 10 min. Pipetované vzorky 0,1 ml byly na Petriho miskach
pterostlé, a tak byly hodnoty pocitany z 0,01 ml. Na spocitanych KTJ bakterie E. coli je
vidét tendence klesani hodnot. Po 30-min plisobeni ultrazvuku byly bakterie eliminovany
témét o 90 % puvodniho mnozstvi KTJ. Hodnoty, které byly spocitany z vychozi
koncentrace bun&k 3x10* bunék/ml, spliiuji pozadavky normy CSN EN ISO 6222, a tak
mohou byt povazovany za nejpiesnéjsi. Pocet KTJ u bakterie S. aureus byl prvnich 15
min témeft konstantni a poté zacal klesat. Po 30-min ptsobeni ultrazvuku klesl pocet KTJ
0 50 % puvodniho poctu. Rozdil mezi vysledky bakterii E. coli a S. aureus byly znacné

(Obr. 22).

Parovy t-test technickych duplikatl vysel u bakterie E. coli s vysledkem p = 0,176 a
u bakterie S. aureus s vysledkem p = 0,114. Mezi vysledky tedy nebyl zjistén statisticky

vyznamny rozdil.

Dale vysledek neparového t-test technickych duplikétii u bakterie E. coli s vysledkem
p =0,0014 a u bakterie S. aureus s vysledkem p = 0,036. Oba vysledky ukazuji, ze mezi
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pocatecnimi hodnotami a hodnotami po 30-min plsobeni ultrazvuku u obou bakterii je

statisticky vyznamny rozdil.

Tab. 9 Vysledek po¢tu KTJ na ml x10? pro bakterie E. coli a S. aureus v 0,01 ml vzorku
na agaru, A — vychozi koncentrace 3x10* bunék/ml, B — vychozi koncentrace 3x10°

bunék/ml.
¢as E colid| E. coliB|S. aureus A| S. aureus B
[min] 0,01 ml | 0,01 ml 0,01 ml 0,01 ml
0 121 1149 101 858
10 94 877 105 967
20 44 465 113 675
30 16 112 53 441
150
-~ E. coli

m- S aureus

O T T 1
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Obr. 22 Grafické zndzornéni vlivu ultrazvuku na E. coli a S. aureus o frekvenci 20 kHz

a vykonu 320 W.

3.3.6 Fluorescen¢ni mikroskopie

Fluorescencni barveni pomoci Live/Dead Viability Assay bylo provedeno na vzorcich
inokula bakteridlnich kultur E. coli a S. aureus, konkrétné z vychozi koncentrace
piiblizng 3x10* bun&k/ml (kapitola 3.3.5). Barveni bylo provedeno na vzorku pied
vystavenim ultrazvuku a po vystaveni ultrazvuku. Bakterie Zivé s neporuSenymi
membranami fluoreskovaly zelené¢ a bakterie mrtvé s poruSenymi membranami
fluoreskovaly &ervend. Zivotaschopnost bakterii byla uréena jako pomér Zivych

bakterialnich bunék k jejich celkovému poctu na snimku.

Na snimku s E. coli pted vlivem ultrazvuku bylo napocitino 61 zivych bunék

k celkovému poctu 78 bun¢k (Obr. 23). Na snimku E. coli po vlivu ultrazvuku napocitany
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4 zivé bunky k celkovému poctu 58 bunék na snimku (Obr. 24). Pfi porovnani téchto
vysledkd, s ohledem na celkovy pocet bakterii na snimku, Slo o 90 % ubytek zivych

bakterii E. coli. Ubytek piiblizné 90 % vysel i pomoci metody poitani KTJ.

Obr. 23 Fluorescence zZivych (zelend) a mrtvych (Cervend) E. coli pted vystavenim

ultrazvuku, barveno pomoci Live/Dead. Foto: autorka.

Obr. 24 Fluorescence zivych (zelend) a mrtvych (Cervend) E. coli po vystaveni

ultrazvuku po 30-min, barveno pomoci Live/Dead. Foto: autorka.

Na snimku s S. aureus pted vlivem ultrazvuku bylo napocitano 34 zivych bunék
k celkovému poctu 54 bunék na snimku (Obr. 25). Na snimku po vlivu ultrazvuku bylo

napocitano 9 zivych bunék k celkovému poctu 28 bunék (Obr. 26). Pii porovnani téchto
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vysledkd, s ohledem na celkovy pocet bakterii na snimku, Slo o 48 % ubytek zivych

bakterii S. aureus. Pomoci metody pocitani KTJ vySel ubytek ptiblizné 50 %.

Obr. 25 Fluorescence zivych (zelend) a mrtvych (Cervend) S. aureus pted vystavenim

ultrazvuku, barveno pomoci Live/Dead. Foto: autorka.

Obr. 26 Fluorescence zivych (zelend) a mrtvych (Cervend) S. aureus po vystaveni

ultrazvuku po 30-min, barveno pomoci Live/Dead. Foto: autorka.
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4 Diskuze

V ramci vyzkumné ¢asti prace byly provedeny experimenty, kdy byly do ultrazvukovych
pfistroji vlozeny nadoby s inokulem, na které v urCitém casovém tuseku pusobil
ultrazvuk. Vzorky byly pravidelné béhem experimentu odebirany, pipetovany na Petriho
misky a nasledné¢ kultivovany. Po kultivaci byla stanovena Zivotaschopnost bunck
pomoci pocitani KTJ. Déle byl urcen trend chovéani bakterii béhem experimentu dle

grafického znazornéni a ptipadného statistického zhodnoceni vysledku.

Mechanické vinéni podnécuje kmitani castic a vedlej$§im ucinkem je zvySovani teploty
vody. Tato zvysujici se teplota méla jednozna¢ny vliv inaktivace bakterii viz kapitola
3.3.1. Zivotaschopnost bakterii klesala v ase se zvysujici se teplotou (Obr. 17). Tepelné
zpracovani, pasterizace, termickd dezinfekce jsou znamé a bézné se pouZzivaji napf.
pfi vyrobé potravindiskych vyrobkd nebo k dezinfekci riznych pfedméti ve
zdravotnictvi. Proto byl vliv teploty v dalSich experimentech odstranén pomoci chlazeni.
Hned nasledujici experiment byl proveden pomoci stejného pristroje BANDELIN
SONOREX DIGITEC DT 31 H s chlazenim. Teplota byla udrzena mezi 20,3°C a 23,8°C
a hodnoty KTJ se nezménily (Obr. 18). Lze fict, Ze tento ultrazvukovy pfistroj nemél na
bakterie zadny vliv. Dal se ve vSech nasledujicich experimentech chladilo, ale ani u
dalsich experimentl s ultrazvukovym méni¢em o frekvenci 1,65 MHz a pfistrojem
BANDELIN SONOREX DIGITEC DT 510 H, nebyl pozorovan zadny vliv ultrazvuku

na bakterie.

Nebyl zjistén negativni ani pozitivni vliv frekvence vSech testovanych ultrazvukovych
ptistrojii. Vysledky experimentil, popsané v kapitolach 3.3.2 a 3.3.3, nepotvrzuji zadny
vliv na bakterii E. coli. Byly zde pouzity velikosti frekvence o 35 a 1650 kHz, ani takovy
rozdil nebyl na vysledcich nijak znat. Jina studie, ve které byl pouZit vysokofrekvencni
ultrazvuk s nizkym vykonem, popisuje nejprve znany pocatecni nartst aktivity bakterii,
coz se v této praci nepotvrdilo [38]. Naopak se uvadi, Ze pii snizovani Zivotaschopnosti
bakterii jsou mnohem ucinnéjsi nizsi frekvence spolecné s velkym vykonem ultrazvuku
[39]. Ve vétsin€ odbornych textl se v této souvislosti vénuji ptistrojim s frekvenci od 20

do 100 kHz [35], [36], [40].

V poslednim experimentu, provedenym pomoci pfistroje Bioruptor Standard UCD-200
TM, vykazuji oba druhy vybranych bakterii negativni vliv ultrazvuku (kapitola 3.3.5 a
3.3.6). Bakterie E. coli po 30-min piisobeni ultrazvuku, vykazuje zhruba 90 % tGmrtnost.
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Naopak bakterie S. aureus vykazuje, po stejném case plisobeni ultrazvuku, zhruba 50 %
umrtnost. Vysledky stanoveni KTJ byly navic podpoiené velmi podobnymi vysledky
z fluorescen¢ni mikroskopie: E. coli 90 % ubytek zivych bunék a S. aureus 48 % ubytek.
Oba bakteridlni kmeny byly vystaveny stejnému plisobeni ultrazvuku, a tak bylo
prokézano, ze je vliv na bakterie velmi rozdilny. Tento rozdil by mohl byt zplsoben
odliSnou stavbou stény buiiky. Nelze také vyloucit moznost, Ze kdyby byla expozicni
doba delsi, mohlo by byt docileno silnéjsiho vlivu. Pfistroj Bioruptor Standard UCD-200
TM se obvykle pouziva na piipravu vzorkd pro molekularné genetické analyzy a jeho
standartni doporucend doba pouziti je 10 — 15 min, nebylo proto mozné piekrocit dobu
pusobeni 30 min. Ve studii, kde pouzili ultrazvukovy pfistroj s frekvenci 40 kHz, s
ptikonem 350 W, doséhli po 60-min expozici ultrazvuku velmi podobného vysledku, jako
v této praci v kapitole 3.3.5. Dosdhli sniZeni poctu E. coli 0 90 % a 40 % snizeni u
S. aureus [27]. To, ze tohoto vysledku docilili po delsi dob¢, miize byt zplisobeno
neznamou uc¢innosti piistroje, kterou v clanku neuvadéji, 1ze predpokladat, Zze vykon na
vystupu byl o néco mensi. Dalsi studie poukdzala na sténu Gram—pozitivnich bakterii,
kterd je na rozdil od Gram-—negativnich bakterii, mohutnéj$i a obsahuje silnou
biopolymerni vrstvu peptidoglykanu [36], [27], sténa je také bohaté hydratovand a mekci.
To vSe by mohlo napomoci tomu, aby buiika S. aureus snadnéji absorbovala mechanické

vinéni a tim tak byla viic¢i vlivu ultrazvuku odolnéjsi [36].

V této studii byly déale porovnany expozi¢ni nddoby riznych tvard z plastu a skla.
V odbornych studiich ¢asto pouzivaji ultrazvukovy pfistroj s tzv. sondou, ktera je pfimo
ponofena do nadoby s inokulem, tedy bez pouziti expozi¢ni nadoby [27], [36]. Ultrazvuk
pak neptechazi pres dalsi prostiedi, nedochdzi k jeho zeslabovani a ultrazvukové viny
jsou pfistrojem vyzafovany piimo do inokula s bakteriemi. U pouzitych pfistroji
BANDELIN SONOREX DIGITEC DT 31 H a BANDELIN SONOREX DIGITEC DT
510 H nebyl nicméné pozorovan zadny vliv materidlu naddoby (plast, sklo). V kapitole
3.3.4 jsou popsané¢ vysledky experimentd, kde za stejnych podminek byly vzorky
byly provedeny experimenty na porovnani expozi¢nich nadob, podobné jako to bylo
provedeno v této bakalaiské praci. Zavérem bylo, ze plisobeni ultrazvuku bylo vyrazné
ucinnéjsi v tenkosténné kadince ze skla oproti tlustosténnému odmérnému valci nebo
plastové nadobé [27]. V této praci se vliv materidlu neukazal, protoze v experimentech,

kde ho bylo mozné testovat, nebyl prokazany zadny vliv ultrazvuku na bakterie. Naopak
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do pristroje (kapitola 3.2.4.5), u kterého byl potvrzen vliv ultrazvuku na bakterie, bylo
mozné vlozit pouze plastové mikrozkumavky o objemu 1,5 ml a volba jiného materidlu

expozi¢ni nadoby tedy v tomto piipadé¢ mozna nebyla.
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5 Zavér

V této bakalatské praci byla provedena studie vlivu ultrazvuku na bakterie E. coli a S. aureus.
Teoreticka ¢ast prace byla vénovana popisu fyzikéalni podstaty ultrazvuku a pfedevsim jeho
vyuziti v 1ékafstvi a U¢inkli na zivé organismy. V teoretické Casti byla popsdna stavba,
sloZzeni a vlastnosti bakteridlnich bunék. Stru¢né byly pfedstaveny pouzité metody pro

vyzkum vlivu ultrazvuku a nasledné byl zpracovan piehled pouzitych ultrazvukovych

pfistroju v této praci.

Ve vyzkumné ¢asti prace byl porovnan vliv na ty¢inkovité, Gram-negativni bakterie E. coli
a kokovité, Gram-pozitivni bakterie S. aureus. Jako zdroj ultrazvuku byly dostupné Ctyfi
razné piistroje: 1) BANDELIN SONOREX DIGITEC DT 31 H, 2) ultrazvukovy ménic
s frekvenci 1,65 MHz, 3) BANDELIN SONOREX DIGITEC DT 510 H a 4) Bioruptor
Standard UCD-200 TM. Testovaly se nejvyssi mozné frekvence a vykony, které byly
k dispozici. Konkrétné frekvence 20 kHz, 35 kHz, 1,65 MHz. Vykony 29 W, 30 W, 160 W
a 320 W. Negativni vliv na bakterie méla prokazateln¢ vysoka teplota (> 40 °C) zpsobena
ultrazvukem a velky vykon ultrazvukového piistroje. Nicméné pouzité rozpéti dostupnych
frekvenci ultrazvukovych pfistroji vliv stimulace nebo snizeni poctu bakterii nepotvrdilo.
Dale bylo zjisténo, Ze Gram-pozitivni sténa napomaha odolnosti bakterii proti

ultrazvukovému stresoru.

V experimentech této prace se dostupnymi ultrazvukovymi pfistroji nepodafilo snizit pocet
bun¢k na 0 KTJ/ml. Nejvykonngj$im pfistrojem se podafilo snizit pocet bakterii E. coli
090 % a S. aureus o 50 %. Vyuziti ultrazvuku k dezinfekei ¢i sterilizaci v této fazi neni
efektivni ani spolehlivé. Byl by potfeba vykonnéjsi ultrazvukovy pfistroj. Bud' takovy,
do kter¢ho by bylo mozno dat vétsi objem vzorku, nebo napi. néjaky predmét, ci
ultrazvukovy pfistroj pro pouziti ve stojanu s tzv. sondou, kde bude mozno pouzit vetsi

nadoby, napt. o objemu 0,5 —4 1.
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