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ABSTRAKT 

PĜedmČWem WpWo diplomoYp price je sWXdiXm nt]koWeploWntho mikroYlnnpho pla]maWX na 

mikroorganismy Candida glabrata, Staphylococcus epidermidis a Escherichia coli. Sledován 

je inhibiþnt ~þinek pla]maWX na ]mtnČnp mikroorganism\ na peYnpm åiYnpm mpdiX 

a v sXspen]i (åiYnp mpdiXm a PBS). Na peYnpm åiYnpm mpdiX je sWXdoYin i inhibiþnt ~þinek 

na spoleþnp kXlWiYace danêch mikroorganismĤ. V práci je poXåtYin mikroYlnnê Yêboj 

s povrchovou vlnou, pracovním plynem je argon. Pro experiment na pevném åiYnpm mpdiX je 

po celê e[perimenW XdråoYin konsWanWnt prĤWok 5,0 Slm a výkon kolísající mezi 8-10 W. Pro 

experiment v sXspen]i je po celê e[perimenW XdråoYin konsWanWnt prĤWok 2,0 Slm a výkon 

13 W.  

B\l po]oroYin inhibiþnt ~þinek pla]maWX na peYnpm åiYnpm médiu na jednotlivé 

mikroorganismy a Wakp na spoleþnp kXlWXr\. B\lo ]jiãWČno, åe mikroorganism\, kWerp jsoX 

oãeWĜenp pla]maWem na peYnpm åiYnpm mpdiX jsoX inhiboYanp a nekXlWiYoYaWelnp, pĜiþemå 

majt neporXãenoX c\Wopla]maWickoX membrinX.  

PĜi oãeWĜent mikroorganismĤ Y suspenzi docházelo k Xsmrcent jednoWliYêch bXnČk, aYãak WaWo 

~þinnosW b\la nt]ki. Nt]ki ~þinnosW b\la ]pĤsobena e[perimenWilntm XspoĜidintm, konkrpWnČ 

Wtm, åe kolem YidiWelnpho Yêboje se kYĤli ]anoĜent kapilir\ Y\sk\WoYal poX]e pracoYnt pl\n 

argon.  
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ABSTRACT  

The subject of this thesis is to study the interactions of the low-temperature microwave plasma 

with selected microorganisms Candida glabrata, Staphylococcus epidermidis, and Escherichia 

coli and their combinations. The inhibitory effect of the plasma on these microorganisms is 

monitored on selected solid nutrient media and in suspension (nutrient medium and PBS). The 

inhibitory effect on the mixed cultures of these microorganisms is also studied on the solid 

nutrient media. The surface wave microwave discharge is used, with argon as a working gas. 

For the experiment on the solid nutrient media, a constant gas flow rate of 5,0 Slm and a power 

fluctuating between 8-10 W are maintained throughout the experiment. For the suspension 

experiment, a constant gas flow rate of 2,0 Slm and 13 W power are maintained throughout the 

experiment.  

The inhibitory effects of plasma on the solid nutrient media were observed on the individual 

microorganisms as well as on the mixed cultures. It was found that the microorganisms treated 

by plasma on the solid nutrient media were inhibited and uncultivable, while their cytoplasmic 

membrane remained intact. 

When the microorganisms were treated in suspension, individual cells were killed, but the 

efficiency was low. This was caused by the experimental setup, specifically due to the plasma 

only being formed in argon (no intermixing with air), as the capillary was submerged in the 

treated suspension. 
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1 ÚVOD 

V posledntch leWech je celosYČWoYêm alarmXjtctm problpmem rostoucí rezistence 

mikroorganismĤ na anWibioWika a anWim\koWika. AþkoliY e[isWXje Ĝada chemickêch a f\]ikilntch 

prosWĜedkĤ, kWerp jsoX schopnp inakWiYoYaW neåidoXct organism\, Wak se X YČWãin\ konYenþntch 

technik setkáváme s problpmem, åe pĜi sWerili]aci ]iroYeĖ dochi]t k poãko]ent sWerili]oYanpho 

maWeriilX, coå mĤåe bêW pro XrþiWp aplikace neåidoXct. ProWo dochi]t k vývoji nových technik, 

dtk\ kWerêm b\ doãlo k XspokojiYp sWerili]aci a ]iroYeĖ b\ nedoãlo k poãko]ent sWerili]oYanpho 

maWeriilX. Do WČchWo Wechnik Ĝadtme i Y\XåiWt pla]maWX. PĜi sWerili]aci pla]maWem WoWiå 

nedochází k poãko]ent oãeWĜoYanpho maWeriilX a YêhodoX je Wakp neWo[icki poYaha pla]maWX 

a pomČrnČ nt]ki WeploWa, kd\ WeploWa oãeWĜoYanpho maWeriilX nepĜesihne 50 °C [1]. ZiroYeĖ je 

výhodou, åe re]isWence mikroorganismĤ neb\la proki]ina a ani se nepĜedpoklidi Y\YinXWt 

re]isWence pĜi oãeWĜent pla]maWem, Wakåe i Y WomWo smČrX b\ pla]ma mohlo mtW Y\sokê aplikaþnt 

potenciál [2]. 

Pla]ma je Y\XåtYino Y ĜadČ biomedicinskêch aplikact. SWXdie se ]abêYajt Ĝeãentm ]draYoWntch 

problpmĤ Y mnoha oborech, z WČch biomedicinskêch je Wo napĜtklad dermaWologie, ]Xbnt 

lpkaĜsWYt a onkologie. HlaYntm pĜedmČWem ]ijmX jsoX ]ejmpna dekonWaminaþnt proces\ 

realizované plazmatem. 

TaWo price naYa]Xje na bakaliĜskoX prici, kde b\la pĜedmČWem kYasinka Candida glabrata, 

kWeri je normilnt soXþisWt mikrobioW\. U ]draYpho jedince Wo nent problpm, Wen ale nasWiYi 

u pacienWĤ, kWeĜt majt sntåenoX imXniWX, coå mĤåe YpsW k ro]Yoji m\koWickp infekce ]pĤsobenp 

priYČ WoXWo kYasinkoX [3]. Pro Wo, ab\chom se Ytce pĜibltåili reilnêm podmtnkim, bXdeme 

spoleþnČ s kvasinkou C. glabrata kXlWiYoYaW i bakWerie. KonkrpWnČ se jedni o bakWerie 

Staphylococcus epidermidis a Escherichia coli, kWerp b\l\ ]Yolen\ proWo, åe ]asWXpXjt jak 

grampozitivní, tak gramnegativní bakterie. S. epidermidis je bČånoX soXþisWt koånt mikrobioW\, 

E. coli b\la ]Yolena jako modeloYê organismXs, aþkoliY nent soXþisWt bČånp koånt mikrobioW\, 

ale je soXþisWt bČånp sWĜeYnt mikroflyr\ [4, 5]. 

Diplomová práce se bude zabývat oãeWĜentm mikroorganismĤ pomoct nt]koWeploWntho 

mikrovlnného plazmatu s povrchovou vlnou v podobČ pla]moYp Wr\sk\. BXde sledoYina 

~þinnosW inhibice pla]maWX na mikroorganism\ C. glabrata, E. coli a S. epidermidis. 

Mikroorganism\ bXdoX oãeWĜoYin\ pla]maWem na peYnpm åiYnpm mpdiX a v suspenzi (tekuté 

åiYnp mpdiXm NB obohacené o glukózu a PBS). Na peYnpm åiYnpm mpdiX bude sledována 

inhibovaná plocha v procenWech Y]Waåeni na poYrch PeWriho misk\ o prĤmČrX 90 mm. 
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V sXspen]i bXde sledoYin poþeW mrWYêch a åiYêch bXnČk (CFU/ml) pomocí prĤWokoYp 

cytometrie. 
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2 TEORETICKÈ ýÈST 

2.1 MikURbiRORgicki þiVW 

2.1.1 KRåQt PikURbiRWa 

Termtn mikrobioWa Y\sWihXje celkoYê poþeW mikroorganismĤ na konkrpWntm mtsWČ, Y tomto 

pĜtpadČ bXdeme hoYoĜiW o kĤåi. KĤåe je nejYČWãtm orginem WČla a funguje jako mechanická 

baripra me]i YnČjãtm a YniWĜntm prosWĜedtm WČla. Mezi její funkce paWĜt tedy i zamezení vstupu 

paWogenĤ doYniWĜ WČla a Wakp ]ame]ent ]WriW\ YlhkosWi. KĤåe je ale Wakp ekos\sWpm, jehoå 

soXþisWt je Ĝada prospČãnêch mikroorganismĤ [6, 7, 8]. 

Lidskp WČlo je pokr\Wo mikroorganism\ i pĜesWo, åe se kĤåe ]di bêW nehosWinnêm prosWĜedtm pro 

jejich åiYoW a rĤsW. Epidermilnt poYrch je ] YČWãt þisWi sXchê, hrXbê a neXsWile se odlXpXje, coå 

neXmoåĖXje mikroorganismĤm nepĜeWråiWp ro]mnoåoYint a WYorbX biofilmĤ. Dalãtm 

ome]Xjtctm fakWorem je niåãt pH kĤåe, kWerp se poh\bXje Y rozmezí 4±6,5 a také schopnost 

nČkWerêch bXnČk prodXkoYaW anWimikrobiilnt sloXþenin\. I pĜesWo je poþeW bakWerit, kWerp 

pokrêYajt kĤåi, nČkolikriW Y\ããt neå poþeW WČlX vlastntch bXnČk (10:1). KĤåi ale Wakp kromČ 

bakWerit osidlXjt pltsnČ, Yir\ i ro]Woþi. V]hledem k jiå ]mtnČnêm podmtnkim, mĤåe bêW kĤåe 

kolonizována pouze specifickými mikrobiálními druhy. Tyto podmínky mají také významný 

YliY na poþeW mikroorganismĤ, dtk\ þemXå je koånt mikrobioWa odolni YĤþi ]mČnim a je 

sWabilnt, co se poþWX a sloåent Wêþe [7, 9]. 
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2.1.2 Candida glabrata 

Druhy rodu Candida jsoX nejþasWČjãtmi oporWXnntmi houbovými patogeny u lidí [10]. 

NejþasWČjãtm pĤYodcem kandidy] je kYasinka Candida albicans (46,3 %), která je následována 

kvasinkou Candida glabrata (24,4 %) [3]. 

Candida glabrata (viz Obr. 1) se s ostatními druhy rodu Candida Ĝadt do WĜtd\ Fungi Imperfecti, 

ĜidX Moniliales a do þeledi Cryptococcaceae [3]. 

 

Obrázek 1: Candida glabrata pod elektronovým mikroskopem [11] 

BXĖk\ Candida glabrata jsoX na ro]dtl od jinêch drXhĤ WohoWo rodX ]naWelnČ menãt. Pro 

sroYnint bXĖk\ C. glabrata dosahují asi 1±4 ȝm, kdeåWo bXĖk\ C. albicans Xå dosahXjt 4±6 ȝm 

a bXĖk\ C. tropicalis jsou WpmČĜ dYakriW YČWãt, konkrpWnČ 4±8 ȝm [12]. 

Kolonie WYoĜenp kYasinkami C. glabrata jsou bíle aå krpmoYČ zbarvené, jsou lesklé a hladké. 

C. glabrata jako jediná z rodu Candida neWYoĜt pseXdoh\f\ pĜi WeploWich pĜesahXjtctch 37 °C. 

Dále má na rozdíl od C. alicans nebo C. tropicalis haploidní genom [3]. 

2.1.2.1 Virulence 

Za paWogeniWoX drXhĤ Candida sWojt nČkolik YirXlenWntch fakWorĤ. Me]i W\Wo fakWor\ mĤåeme 

]aĜadiW adherenci, WYorbX biofilmĤ, ale i WYorbX h\drol\Wickêch en]\mĤ poãko]Xjtctch WkiĖ 

hostitele [12]. 

Mezi virulentní faktory kvasinky C. glabrata se Ĝadt WYorba biofilmĤ a h\drol\Wickêch en]\mĤ 

(proWei]\, fosfolipi]\, hemol\]in\). T\Wo en]\m\ pĜisptYajt k adherenci, bunČþnpmX 

poãko]ent a také k invazi v tkáních hostitele. Také mají genotypovou a fenotypovou variabilitu. 

Tyto virulentní faktory stojí za tvorbou antifungální rezistence, a Wakp XdČlXjt kYasinkim 

schopnosW Y\hêbaW se imXniWnt odpoYČdi hosWiWele [13]. 
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2.1.2.2 Patogenita 

Candida glabrata b\la dĜtYe poYaåoYina ]a relaWiYnČ nepatogenní druh rodu Candida. Avãak 

s rosWoXctm XåtYintm ãirokospekWrilntch antimykotik a imXnosXpresiYnt lpþb\ ]aþala bêW 

C. glabrata Yelice þasWêm pĤYodcem s\sWpmoYêch a sli]niþntch infekct [3]. 

C. glabrata je oporWXnnt paWogen. OnemocnČnt se Wed\ projeYXje X imXnokompromiWoYanêch 

pacienWĤ, coå jsoX pacienWi, kWeĜt majt porXãenp pĜiro]enp obrannp mechanism\, jako je WomX 

napĜtklad X pacienWĤ s AIDS (Acquired Immune Deficiency Syndrom, tj. syndrom získaného 

imunodeficitu) [14].  

C. glabrata zaĜa]Xjeme me]i NAC (non-albicans Candida) druhy spolu s C. krusei, 

C. parapsilosis, C. tropicalis a dile i mpnČ Yêra]nêmi drXh\ jako jsoX C. kefyr, C. rugosa, aj. 

PriYČ W\Wo NAC drXh\ ]aþtnajt bêW Yelice þasWêmi pĤYodci kandidy]. PĜesnČji me]i leW\ 1970 

a 1990 pĜedsWaYoYal\ NAC drXh\ 10±40 % Yãech s\sWpmoYêch kandidy], kdeåWo me]i leW\ 

1990-2010 Xå pĜedsWaYoYal\ 35±65 % [15]. 

2.1.2.3 Rezistence 

AlarmXjtctm problpmem je Wo, åe YČWãina NAC drXhĤ Y\ka]Xje primární rezistenci nebo 

sntåenoX ciWliYosW YĤþi XrþiWêm drXhĤm anWim\koWik [15]. 

KonkrpWnČ C. glabrata je odolná YĤþi a]oloYêm lpþiYĤm, ]ejmpna pak YĤþi flXkona]olu. Je také 

re]isWenWnt YĤþi iWrakona]olX, kWerê bêYi YČWãinoX ~þinnê proWi drXhĤm Candida, které jsou 

rezistentní na flukonazol. Naopak posakona]ol mi fXngisWaWickoX akWiYiWX YĤþi kYasince 

C. glabrata a vorikonazol dokonce antifungicidní aktivitu [12]. 

2.1.2.4 Infekce 

Infekce ]pĤsobenp kYasinkami Candida se nazývají kandidózy [14]. ObecnČ m\ky]\ 

v posledntch leWech Yêra]nČ narĤsWajt. U kandidy] je dĤYodem hned nČkolik fakWorĤ, kWerp 

podporXjt kYasinkoYoX infekci. ýasWo W\Wo fakWor\ soXYist s imunodeficiencí. K podpoĜent 

kvasinkové infekce mohou vést faktory, jako je napĜtklad lpþba anWibioWik\, sWeroidy, 

cytostatiky nebo imunosupresivy. PoWp Wakp onemocnČnt jako je leXkpmie, diabeWes þi AIDS. 

Me]i nejþasWČjãt drXh\ paWĜt orilnt a Yaginilnt kandidy]\ [3, 16].  

Orilnt kandidy]a je oporWXnnt infekce, kWeri je bČåni X imXnokompromiWoYanêch pacienWĤ. 

C. glabrata je þasWê paWogen Y ~sWnt sli]nici. ýasWČji se Y\sk\WXje i s kvasinkou C. albicans, ale 
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nachi]t se i jako jedinê deWekoYaWelnê drXh. DĤleåiWp je ]mtniW, åe infekce, kWerp jsoX ]pĤsobenp 

C. glabrata, jsoX pro lpþbX obWtånČjãt neå W\, kWerp jsoX ]pĤsobenp ]mtnČnoX C. albicans [10].  

Vaginilnt kandidy]a je nejþasWČjãtm onemocnČntm åenskpho pohlaYntho ~sWrojt. BČånČ se 

jedni o nekomplikoYanp infekce, kWerp jsoX ]pĤsoben\ kYasinkoX C. albicans. NicmpnČ 

pĜibliånČ 10 % åen Wrpt komplikoYanoX Yaginilnt kandidy]oX, kde mĤåe bêW infekce ]pĤsobena 

i NAC drXh\. T\Wo komplikoYanp infekce jsoX ]a]nameniYin\ nejþasWČji X åen s cukrovkou 

nebo s imXnosXpresiYntmi sWaY\. Infekce, kWeri je ]pĤsobeni C. glabrata, Wed\ pĜedsWaYXje 

komplikovanou formX onemocnČnt [3].  

2.1.3 Staphylococcus epidermidis 

SWaf\lokok\ jsoX shlXkXjtct se grampo]iWiYnt kok\. Jedni se o fakXlWaWiYnČ anaerobnt bakWerie, 

kWerp neY\WYiĜt spor\ a jsoX nepoh\bliYp. DČlt se do dYoX drXhĤ, na koaguláza negativní 

a koaguláza pozitivní bakterie (koaguláza je enzym vyvolávající koagulaci, koaguláza pozitivní 

bakterie tedy produkují tento enzym a koaguláza negativní bakterie nikoliv) [17]. 

BXĖk\ S. epidermidis jsou kulovitého tvaru a dosahují v prĤmČrX YelikosWi 0,5±1,5 ȝm (Yi] 

Obr. 2). Kolonie jsou hladké, lesklé a kulaté. Mají bílé zbarvení a jsou lepkavé. V prĤmČrX 

dosahují velikosti asi 2,5 mm [18].   

 

Obrázek 2: Staphylococcus epidermidis pod elektronovým mikroskopem [18] 

S. epidermidis je nejþasWČji i]oloYanoX koagXli]a negaWiYnt bakWerit. S. epidermidis se bČånČ 

Y\sk\WXje na kĤåi a Wakp na sli]nictch [19]. 

2.1.3.1 Virulence 

Zásadním faktorem virulence u S. epidermidis je WYorba biofilmĤ a adherence k hostiteli. MpnČ 

se poté na virulenci podílí WYorba Wo[inĤ a e[oen]\mĤ, kWerp ]pĤsobXjt narXãent WkinČ [19]. 
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V prĤbČhX infekce jde X WYorb\ biofilmĤ o dYČ sWidia - primirnt pĜipojent bakWerit k materiálu 

a nisledni WYorba YtceYrsWYêch bXnČþnêch shlXkĤ [19]. Biofilm Y\WYiĜt bakteriální ochranu 

proWi obranêm mechanismĤm hosWiWele a Wakp YĤþi anWimikrobiilntm liWkim. Biofilmy 

S. epidermidis obsahXjt Yelikp mnoåsWYt per]isWenWntch bXnČk, které chrání mikroorganismus 

pĜed inakWiYact a ]abiWtm neXWrofil\ a imXnoglobXlin\ G [20]. 

Zásadním toxinem, který je produkován S. epidermidis, je į-Wo[in, kWerê ]pĤsobXje lê]X 

er\Wroc\WĤ WYorboX pyrĤ Y c\Wopla]maWickp membrinČ. į-toxin je biologickou funkcí 

pĜiroYniYin k deWergenWĤm a hraje roli Y konstrukci struktury biofilmĤ. AYãak pro pĜesnp 

pochopent WohoWo Wo[inX je ]apoWĜebt dalãtch sWXdit. Dále S. epidermidis produkuje pouze 

ome]enp mnoåsWYt jiných Wo[inĤ þi e[oen]\mĤ [19].  

2.1.3.2 Patogenita 

S. epidermidis je komenzální mikroorganismus (W]n. Y]Wah me]i dYČma jedinci, kd\ jeden není 

oYliYnČn a drXhê mi ]e Y]WahX prospČch), kWerê je bČånoX soXþisWt mikrobioW\, jak b\lo 

XYedeno Yêãe. Jedná se o oportunní patogen, který se v posledntch leWech sWal nejYê]namnČjãtm 

pĤYodcem no]okomiilntch infekct [19]. NicmpnČ X XrþiWp skXpin\ pacienWĤ ]pĤsobXje 

invazivní infekce. Jedná se o imunokompromitované pacienty, novorozence nebo pacienty, 

kWeĜt majt ]aYedenp ]draYoWnickp prosWĜedk\ [21].  

Vzhledem k WomX, åe mi S. epidermidis ome]enê poþeW fakWorĤ YirXlence, nent schopen 

u ]draYêch hosWiWelĤ vyvolat invazivní infekci [21]. 

2.1.3.3 Rezistence 

ZYêãenp XåtYant ãirokospekWrilntch anWibioWik k prevenci nebo k lpþbČ infekce Yedlo k nirĤsWX 

rezistence také u S. epidermidis [22].  

Zejména docházelo k nadXåtYint beWa-laktamových antibiotik. Tato antimikrobiálnt lpþiYa 

mohou být S. epidermidis inakWiYoYina pomoct WĜt mechanismĤ. MĤåe Wo bêW reali]oYino 

pomocí enzymu beta-laktamázy, nebo mĤåe dojtW k modifikaci permeability, anebo Wakp mĤåe 

dojít k modifikaci cíle antibiotika [20]. Dochi]t ]ejmpna ke ]Y\ãoYint re]isWence YĤþi 

meWicilinX, kd\ je Xå pĜibliånČ 80 % kmenĤ S. epidermidis na tato antibiotika rezistentní. 

ZiroYeĖ Wakp dochi]t ke ]Y\ãoYint re]isWence i na jini anWibioWika [19].  

Velice alarmXjtctm ]jiãWČntm b\lo, åe re]isWence mĤåe bêW pĜenesena in vivo z jednoho 

sWaf\lokokoYpho drXhX na drXhê. ProWo je sWili snaha o WYorbX noYêch anWibioWik a Y\Ĝeãent 

problpmX, åe jedntm ] posledntch ~þinnêch anWibioWik proWi mXlWire]isWenWntm kmenĤm je 
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Yankom\cin. Me]i noYČ Y]nikli ~þinni anWibioWika mĤåeme ]aĜadiW dalfopristin nebo 

oxazolidinony [19].  

2.1.3.4 Infekce 

S. epidermidis je nejþasWČji se Y\sk\WXjtctm drXhem koagXli]a negaWiYntch sWaf\lokokĤ, WYoĜt 

65௅90 % Yãech sWaf\lokokĤ ]tskanêch ] krve. V posledntch leWech se sWal hlaYnt pĜtþinoX 

nozokomiálních bakteriálních infekcí. Infekce S. epidermidis jsoX þasWo spojenp s katétry, 

kloXbntmi nihradami þi cpYntmi ãWČp\ [22]. 

Infekce jsoX Wed\ nejþasWČji spojenp se ]aYedentm ci]tho WČlesa do organismX. Ci]t WČlesa 

Yêra]nČ ]Y\ãXjt nich\lnosW organismX k infekci a také rezistenci na lpþbX anWibioWik\ [23]. 

Dile mĤåe bêW infekce ]pĤsobena i be] ]aYedent ci]tho WČlesa. MĤåe se jednaW o pooperaþnt 

infekþnt komplikace neXrochirXrgickp (zabývá se mozkem a nervovým systémem), 

oftalmologické (oþnt lpkaĜsWYt) nebo kardiotorakální (]abêYi se orgin\ XYniWĜ hrXdntkX 

v oblasti srdce) chirurgie [23]. 

2.1.4 Escherichia coli 

Escherichia coli je gramnegaWiYnt W\þinkoYiWi bakWerie. Je fakXlWaWiYnČ anaerobnt a Ĝadt se do 

þeledi Enterobacteriaceae [24, 25]. BXĖk\ jsoX W\þinkoYiWpho WYarX (Yi] Obr. 3) a dosahují 

v prĤmČrX 1±3 ȝm. E. coli je opaWĜeni periWrichntmi biþtk\ pro poh\b, jen nČkWerp kmen\ jsoX 

nepohyblivé [26]. 

 

Obrázek 3: Escherichia coli pod elektronovým mikroskopem [27] 

Kolonie WYoĜenp E. coli jsoX hladkp, kXlaWp a majt ãedobtlp ]barYent. V prĤmČrX dosahXjt 

velikosti mezi 1±3 mm [26].  
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E. coli se bČånČ Y\sk\WXje jako komen]ilnt bakWerie soXþisWt mikrobioW\ Ye sWĜeYntm WrakWX 

u lidt a ]YtĜaW [25]. 

2.1.4.1 Virulence 

E. coli je sli]niþnt paWogen a obdobnČ, jako YČWãina sli]niþntch paWogenĤ, má XrþiWoX sWraWegii 

rozvoje infekce. NejdĜtYe dochi]t ke koloni]aci mtsWa na sli]nici, nislednČ se bakWerie Y\hêbi 

obranČ hosWiWele a ]aþne se mnoåiW. PoWp dojde k poãko]ent hosWiWele [28].  

E. coli ]pĤsobXje prĤjmoYi onemocnČnt. PaWogennt E. coli dokiåe naY]dor\ perisWalWice sWĜeYa 

a Yelkp konkXrenci o åiYin\ koloni]oYaW poYrch sWĜeYnt sli]nice. ZiroYeĖ je poYrch sWĜeYnt 

sliznice kolonizován i nepatogenními kmeny E. coli [28]. 

Nipomocnp pĜi adherenci na poYrch sli]nice sWĜeYa hosWiWele jsoX poYrchoYČ adherenWnt fimbrie. 

PaWogennt drXh\ majt poWom specifickp fimbriilnt anWigen\, kWerp XmoåĖXjt lepãt adeherenci 

a kolonizaci v Wenkpm sWĜeYČ. Dile k adhezi k epiWeliilntm bXĖkim pĜisptYajt kromČ 

fimbriilntch adhe]inĤ Wakp amfibriilnt adhe]in\ nebo YnČjãt membrinoYp proWein\ [25, 28].  

VirXlenWntm fakWorem je i WYorba e[oWo[inĤ, coå jsoX proWein\, kWerp mohoX ctliW na 

meWabolismXs bXĖk\ nebo na c\Wopla]maWickoX membrinX þi na bXnČþnoX kosWrX [25].  

2.1.4.2 Patogenita 

E. coli je komenzilnt nebo paWogennt bakWerie. Je Wo Yelice YãesWrannê mikroorganismXs, kWerê 

je dĤleåiWoX soXþisWt sWĜeYnt mikroflyr\ X lidt a jinêch saYcĤ. MĤåe Yãak bêW i Yelice 

problemaWickêm paWogenem ]pĤsobXjtct rĤ]ni onemocnČnt [29, 30].  

Komen]ilnt kmen\ WpmČĜ ne]pĤsobXjt onemocnČnt, YêjimkoX mohoX bêW 

imXnokompromiWoYant pacienWi nebo pacienWi, kWeĜt majt narXãenoX gasWroinWesWinilnt bariprX. 

AYãak je ]nimo nČkolik kmenĤ E. coli, které jsou vysoce adaptované a získaly specifické 

YlasWnosWi YirXlence. PriYČ W\Wo paWogennt kmen\ jsoX schopnp Y\YolaW onemocnČnt i X jinak 

]draYêch pacienWĤ [30].  

2.1.4.3 Rezistence 

Jak b\lo na]naþeno Yêãe, Wak rosWoXct re]isWence mikroorganismĤ YĤþi anWibioWikĤm je 

celosYČWoYêm problpmem [31]. 

E. coli je pĜiro]enČ re]isWenWnt dtk\ sYp membrinoYp baripĜe YĤþi penicilinX G, kWerê se Ĝadt do 

beta-laktamových antibiotik. E. coli je rezistentní i na jiná beta-laktamová anWibioWika, je WoWiå 
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schopná produkovat enzym beta-laktamázu, který je nejdĤleåiWČjãtm faktorem rezistence pro 

tento typ antibiotik. E. coli také vykazuje rezistenci na karbapenemy; tento problém je 

]pĤsobenê pla]mid\, kWerp kydXjt karbapenemi]\ (enzymy, které hydrolyzují karbapenemová 

antibiotika). Dále je E. coli re]isWenWnt i na ĜadX jinêch anWibioWik, kWerp se liãt mechanismem 

~þinkX [32].  

2.1.4.4 Infekce 

Patogenní kmeny E. coli je moånp ro]dČliW do nČkolika WĜtd na ]ikladČ jejich specifickêch 

YlasWnosWt. Pro pĜtklad bXdoX nislednČ XYedenp dYČ WĜtd\ paWogennt E. coli, ale v WpWo dobČ je 

]nim jiå YČWãt poþeW. Jednou z WĜtd je enWero[igennt E. coli (ETEC), která produkuje 

enWeroWo[in\ a ]pĤsobXje nadmČrnp Y\lXþoYint elekWrol\WĤ a Yod\. Dile mĤåeme XYpsW 

enteroinvazivní E. coli (EIEC), která napadá enterocyty (bXĖk\ sWĜeYa) X lidt a primiWĤ [25]. 

KromČ prĤjmoYêch onemocnČnt je E. coli pĤYodcem e[WrainWesWinilnt infekce moþoYêch cesW, 

kreYntho ĜeþiãWČ a cenWrilntho nerYoYpho s\sWpmX [29]. 
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2.1.5 PUĤWRkRYi c\WRPeWUie 

PrĤWokoYi c\WomeWrie je anal\Wicki meWoda, kWeri XmoåĖXje r\chloX mXlWiparameWrickoX 

analê]X jednoWliYêch bXnČk Y ro]WokX. V WpWo prici je WaWo anal\Wicki meWoda Y\XåtYina pro 

analê]X bXnČk po oãeWĜent pla]maWem a sledoYint poþWX åiYêch a mrWYêch bXnČk (Wed\ 

sledoYint ~þinnosWi oãeWĜent) [33]. 

2.1.5.1 Instrumentace 

PrĤWokoYê c\WomeWr se sklidi ]e WĜt s\sWpmĤ: flXidntho systému, optického systému 

a elektroniky [33]. 

NejdĜtYe dochi]t k nasiWt bXnČþnp sXspen]e pomoct kapilir\. TaWo sXspen]e se dostává do 

prĤWokoYp cel\, kam b\la dopraYena pomoct nosnp kapalin\. FlXidntm s\sWpmem dochi]t 

k Y\WYoĜent fokXsoYanpho sYa]kX jednoWliYêch po sobČ jdoXctch bXnČk (Yi] Obr. 4). To je 

]ajiãWČno Wtm, åe je bXnČþni sXspen]e pĜiYedena do cenWrilntho jidra, kWerp je ohraniþeno 

YnČjãtm pliãWČm, kde proWpki nosni kapalina. TaWo nosni kapalina sWrhiYi jednoWliYp bXĖk\ 

a dochází tedy k tzv. hydrodynamické fokusaci [34]. 

 

Obrázek 4: Fluidní systém, upraveno [35] 

NislednČ dochi]t k o]iĜent jednoWliYêch bXnČk pomoct laserĤ. SYČWlo, kWerp dopadi na bXĖk\ 

je rozptýleno. Informace o bXĖce se ]tskiYajt ]e dYoX smČrĤ ro]pWêlent. PĜtmê ro]pW\l je 

sntmin deWekWorem, kWerê je XmtsWČn Y úhlu 160±180�. Kanil, kWerê WenWo pĜtmê ro]pW\l sntmi, 

se na]êYi pĜednt ro]pW\loYê kanil (FSC, Wj. forZard scaWWer chanel). FSC je ~mČrnê YelikosWi 

bXnČþnpho poYrchX. Boþnt ro]pW\l je poWom sntmanê deWekWorem, kWerê je XmtsWČn Y úhlu 90°. 
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Kanil, kWerê WenWo boþnt ro]pW\l sntmi, se na]êYi boþnt ro]pW\loYê kanil (SSC, tj. side scatter 

chanel). SSC je ~mČrnê bXnČþnp granXloYiWosWi. Obri]ek 5 ]ni]orĖXje pĜtmê a boþnt ro]pW\l 

sYČWla [34, 35]. 

 

Obrázek 5: Rozptyl svČtla, upraveno [34] 

Dalãt informace jsoX ]tskanp sntmintm emise rĤ]nêch flXoroforĤ, kWerp se pĜidiYajt ke Y]orkX. 

K emisi dochází po excitaci laserem s vhodnou vlnovou délkou. K detekci emitované 

flXorescence jsoX poXåtYin\ separoYanp flXorescenþnt kanil\. NejþasWČji jsoX jako detektory 

poXåiW\ kĜemtkoYp foWodiod\ (PD) nebo foWonisobiþe (PMT). SpecifiþnosW deWekWorX pro 

konkrétní barvivo je dána XmtsWČntm Yhodnpho filWrX. T\Wo opWickp filWr\ propoXãWt poX]e sYČWlo 

XrþiWêch YlnoYêch dplek a ostatní vlnové délky jsoX blokoYin\. MĤåe se jednaW o band-pass 

filWr\, kWerp propoXãWt ~]kê ro]sah YlnoYêch dplek, kWerp se bltåt absorpþntmX ma[imX danpho 

flXorescenþntho barYiYa. ShorW-pass filWr\ propoXãWt sYČWlo o niåãt neå specifikoYanp YlnoYp 

délce a long-pass filWr\ pak naopak propoXãWt sYČWlo o Y\ããt neå specifikoYanp YlnoYp dplce. 

Obrázek 6 ]ni]orĖXje Yãe Yêãe popsanp [35].  

Problpmem X prĤWokoYp c\WomeWrie je ro]maniWosW anal\]oYanêch mikroorganismĤ. FlXorofor\ 

mXst bêW opWimali]oYanp pro kaådê XrþiWê drXh mikroorganismX. Je nXWnp opWimali]oYaW jejich 

koncentraci a také podmínky inkXbace. Vãe mXst probthaW s ohledem na analyzovaný 

mikroorganismus. V nČkWerêch pĜtpadech je poXåiWt XrþiWpho flXoroforX dokonce ]nemoånČno. 

FlXorofor\ poXåtYanp Y prĤWokoYp c\WomeWrii majt rĤ]nê mechanismXs ~þinkX, nebo jejich 

fluorescence závisí na bunČþnêch f\]iologickêch parameWrech, mĤåe Wakp ]iYiseW na 

en]\maWickp akWiYiWČ. Dle Woho, co chceme ]jiãĢoYaW, Yoltme tedy vhodný fluorofor (nebo více 

flXoroforĤ) [36]. 
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Obrázek 6: ZnázornČní detekce záĜení v prĤtokovém cytometru, upraveno [34] 

VêsWXpem mČĜent jsoX obvykle dvouparametrové histogramy, mohou být ale pouze 
monoparametrické, anebo se mĤåe jednaW o Wrojro]mČrnoX inWerpreWaci [33, 35]. 
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2.1.6 Plazma 

Pla]ma mĤåeme o]naþiW jako þWYrWp skXpensWYt hmoW\. Mi WoWiå oproWi kapalinČ a pl\nX ]cela 

ro]dtlnp YlasWnosWi. Pla]ma je ioni]oYanê pl\n, kWerê Y]niki Wtm, åe je pl\nX dodiYina energie. 

V pla]maWX se nachi]t Yolnp nosiþe niboje, kWerp jsoX schopnp reagoYaW s elektrickým 

i magnetickým polem [37, 38].  

Pla]ma mĤåeme ro]dČliW na slabČ a silnČ ioni]oYanp, a také na nízkoteplotní a vysokoteplotní. 

O slabČ ioni]oYanpm pla]maWX hoYoĜtme, pokXd je koncenWrace nabiWêch þisWic oproWi 

koncenWraci neXWrilntch molekXl ]anedbaWelni. Naopak X silnČ ioni]oYanpho pla]maWX je 

zanedbatelná koncentrace neutrálních molekul oproWi nabiWêm þisWictm. Dalãt ro]dČlent 

pla]maWX na nt]koWeploWnt a Y\sokoWeploWnt je poX]e konYenþnt a nee[isWXje ]de pĜesnČ dani 

hranice. ObY\kle se ale o]naþXje pla]ma ]a Y\sokoWeploWnt, pokXd WeploWa pĜesihne 1 MK 

a sWĜednt energie nabiWêch þisWic pĜesáhne hodnotu 100 eV [37].  

Jak b\lo ]mtnČno, Wak pla]ma obsahXje Yolnp elekWrickp niboje, a je tedy elektricky vodivé. 

ElekWricki YodiYosW je nejYê]namnČjãt YlasWnosWt pla]maWX. Jak dobĜe dokiåe pla]ma YpsW 

elektrický proud, závisí na stupni ionizace. Avãak ne]iYist jen na sWXpni ioni]ace, ale Wakp na 

sWĜednt kineWickp energii elekWronĤ obY\kle charakWeri]oYanp WeploWoX elekWronĤ. Elektrická 

YodiYosW se Wed\ ]Y\ãXje s rostoucí teplotou a s rostoucí koncentrací volných elektrických 

nibojĤ [37].  

2.1.6.1 Studené plazma za atmosférického tlaku (CAP) 

Jedni se o neroYnoYiånp nt]koWeploWnt pla]ma, kde majt elekWron\ podsWaWnČ Y\ããt WeploWX neå 

WČåkp þisWice (ionW\, molekXl\, aWom\). Dtk\ WomX je moånp pla]ma Y\XåtW Y ĜadČ 

biomedicinskêch aplikact, proWoåe oãeWĜentm nedochi]t ke ]Yêãent WeploW\ oãeWĜoYanpho 

materiálu. Dalãt YêhodoX je, åe neY]nikajt chemick\ agresiYnt liWk\, pĜi aplikaci neY]nikajt 

åidnp Yedlejãt prodXkW\ a je moånp nt]koWeploWntm pla]maWem opracoYaW lokilnČ Yelkp ploch\. 

V\XåiWt je Yêhodnp i ] ekonomického hlediska, proWoåe poĜi]oYact ani proYo]nt niklad\ nejsoX 

vysoké [39].  

ObroYskoX YêhodoX pla]maWX je, åe X mikroorganismĤ nedochází, na ro]dtl od jinêch þisWČ 

chemickêch posWXpĤ, k rezistenci. V kapiWolich Yêãe b\lo XYedeno, åe re]isWence 

mikroorganismĤ je obroYskêm celosYČWoYêm problpmem, proWo b\ pla]ma mohlo mtW Y tomto 

smČrX Y\sokê aplikaþnt poWenciil. Dalãt YêhodoX je Wo, åe pokXd dochi]t k oãeWĜent kĤåe, Wak 
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nedochází k zásadnímu poãko]ent zdravých koåntch bXnČk, ale sptã k selektivnímu poãko]ent 

mikroorganismĤ [2]. 

2.1.7 Mikrovlnné výboje 

Mikrovlnné výboje jsou elektrické výboje, které jsou generované elektromagnetickými vlnami 

o frekYenctch pĜesahXjtctch 300 MH]. NejþasWČji se poXåtYi frekYence 2,54 GH]. DĤleåiWp Yãak 

je, abychom se pohybovali v mikrovlnnêch frekYenctch, kWerp jsoX poYolenp pro prĤm\sloYp, 

lpkaĜskp a YČdeckp aplikace [40].  

Mikrovlnný výboj lze zkonstruovat jako bezelektrodový a lze jej generovat v reåimX pXl]ntch 

a konWinXilntch Yln pĜi dopadajtctch mikroYlnnêch Yêkonech Y rozmezí od nČkolika W aå po 

stovky kW [40]. 

E[isWXje Ĝada mikroYlnnêch pla]moYêch generiWorĤ. V WpWo prici je Y\XåtYin mikroYlnnê 

výboj, který je generovaný povrchovou vlnou.  

2.1.7.1 Mikrovlnný výboj generovaný povrchovou vlnou  

MikroYln\, kWerp jsoX generoYanp poloYodiþoYêm generiWorem pĜi frekYenci 2,54 GHz 

a výkonu 9௅12 W, jsoX Yeden\ koa[iilntm kabelem do re]onanþnt dXWin\ sXrfaWronX. 

V surfatronu dochází k WomX, åe þisW Yln ]aþne Y\WYiĜeW sWojaWp YlnČnt a þisW Yln Xniki maloX 

ãWČrbinoX a dostává se na hranici dielektrika (kĜemenni kapilira, kWeri je obklopeni Y]dXchem 

a proudí v ní nosný plyn). Po ]apilent Yêboje se pak Y\WYiĜt na ro]hrant me]i pla]maWem 

a okoltm (kĜemennoX kapiliroX nebo Y]dXchem) Wak]Yani poYrchoYi Ylna. Ta posWXpXje podpl 

rozhraní a pĜediYá svou energii plazmatu, þtmå posWXpnČ jejt energie slibne. V XrþiWp 

vzdálenosti pak vlna zaniká a viditelný rozsah výboje zmizí [41, 42]. Mikrovlnný výboj 

generoYanê poYrchoYoX YlnoX, kWerê b\l poXåtYanê pĜi e[perimenWX l]e po]oroYaW na 

Obrázku 7. 
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Obrázek 7: Mikrovlnný výboj generovaný povrchovou vlnou v argonu pĜi vêkonu 13 W a prĤtoku 

2 Slm 

2.1.8 Chemické a fyzikální procesy iniciované plazmatem ve vzduchu 

PokXd je oãeWĜoYin poYrch maWeriilX a elektrický výboj je ve styku se vzduchem, tak dochází 

k WomX, åe pla]ma se Y]dXchem reagXje. Reakce pla]maWX se Y]dXchem Yede ke Y]nikX 

reakWiYntch þisWic k\sltkX a dXstkX, které jsou pro sterilizaci zásadní (podrobnČji bXdoX 

diskXWoYin\ ntåe) [43]. DĤleåiWê YliY mi Wakp elekWrickp pole, kWerp ]pĤsobXje ]Yêãent 

propXsWnosWi membrin\ bXnČk. Dochází také ale k pĤsobent jinêch fakWorĤ, jako jsoX teplo, 

UV ]iĜent, VUV ]iĜent a elekWrickp pole. T\Wo fakWor\ majt Yãak poX]e sekXndirnt roli pĜi 

sterilizaci [1].  

K rozdílným chemickým a fyzikálním procesĤm dochi]t Y kapalinČ, coå bXde diskXWoYino 

v následující kapitole. 

2.1.9 Chemické a fyzikální procesy v kaSaOiQČ 

Elektrické výboje v kapalinich iniciXjt rĤ]np chemickp a f\]ikilnt proces\. NejdĤleåiWČjãtm 

fyzikálním jevem je vznik silného elektrického pole, UV ]iĜent a Wakp Y]nik ri]oYêch Yln. PĜi 

pĜtmpm ~þinkX pla]maWX na sXspen]i dochi]t i k ~þinkX priYČ WČchWo ]mtnČnêch fyzikálních 

jeYĤ [44, 45]. 

V kapalinČ Wakp dochi]t k chemickêm procesĤm, nej]isadnČjãt je Y]nik rĤ]nêch reakWiYntch 

þisWic. MĤåe dochi]eW ke Y]nikX þisWic s krátkou doboX åiYoWa pomocí excitace a ionizace 

molekul kapaliny, nejþasWČji se jedni o radikil\. V]nikaW mohoX i þisWice s dlouhou dobou 
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åiYoWa, do WpWo kaWegorie Ĝadtme neXWrilnt molekXl\ s Y\sokêm o[idaþntm poWenciilem a ionty. 

Ve YodČ a Yodnêch ro]Woctch Y]nikajt ]ejmpna YodtkoYp, k\sltkoYp a h\dro[\loYp radikil\, 

peroxid vodíku a ozón. PĜedpoklidi se, åe Y s\sWpmX dochi]t ]iroYeĖ ke dYČma soXhrnnêm 

reakcím. Rovnice (1) a (2) zobrazují tyto souhrnné reakce, které vedou ke vzniku 

hlavních reakWiYntch þisWic, Wed\ k h\dro[\loYêm a YodtkoYêm radikilĤm, pero[idX YodtkX 

a vodíku [46]: 

𝐻2𝑂 
௩ý௕௢௝
ሱ  ሮ  𝑂𝐻 ∙ ൅ 𝐻 ∙ (1) 

     2 𝐻2𝑂 
௩ý௕௢௝
ሱ  ሮ 𝐻2𝑂2 ൅ 𝐻2 (2) 

 

2.1.10 Sterilizace plazmatem 

PĜi sWerili]aci pomoct pla]maWX dochi]t ke spolXpĤsobent nČkolika fakWorĤ, aYãak 

nejdĤleåiWČjãtm fakWorem je pĤsobent jiå ]mtnČnêch reakWiYntch þisWic. Jak b\lo XYedeno 

v pĜedeãlých kapitolách, Wak dochi]t ke Y]nikX reakWiYntch þisWic k\sltkX a dusíku, obecnČ jsoX 

o]naþoYin\ jako RONS, Wed\ ReacWiYe o[\gen and niWrogen species. Zileåt Yãak na aplikaci. 

PokXd se jedni o pĜtmoX aplikaci, kd\ je plazmatem oãeWĜoYanê povrch materiálu bez ochranné 

atmosféry, tak díky kontaktu se vzduchem vznikají jak reaktivnt þisWice k\sltkX, Wak i dXstkX. 

Pokud ale dochází k oãeWĜent mikroorganismĤ Y suspenzi (tedy Ye Yodntm prosWĜedt), tak 

dochází zejména k WYorbČ reakWiYntch þisWic k\sltkX [1]. V následujících kapitolách budou 

jednoWliYp reakWiYnt þisWice diskXWoYin\.  

2.1.10.1 Singletový kyslík 

Singletový kyslík (1O2) mi o[idaþnt poWenciil 0,65 eV. MĤåe reagoYaW s rĤ]nêmi bXnČþnêmi 

sloåkami, jako jsoX proWein\, nXkleoYp k\selin\ þi nenas\cenp membrinoYp lipid\. Jeho 

anWibakWeriilnt ~þinek je ]aloåenê na inhibici en]\mĤ dêchactho ĜeWČ]ce, a Wo ]ejmpna na ~roYni 

syntézy ATP (adenosintrifosfát), coå je pro bXĖkX jedinê moånê ]droj energie [47, 48]. 

2.1.10.2 Hydroxylové radikály 

NejsilnČjãtm radikilem je priYČ h\dro[\loYê radikil, mi nejY\ããt o[idaþnt poWenciil (2,8 eV). 

Je Yãak e[WrpmnČ reakWiYnt, Wakåe jeho doba åiYoWa je velice krátká (10-9 s). Hydroxylový radikál 

je schopný neselekWiYnČ inWeragoYaW WpmČĜ se Yãemi biomolekXlami. Jeho pĤsobentm dochi]t 

k ro]rXãent inWegriW\ bXnČþnp sWČn\, coå Yede k bXnČþnp smrWi [1, 47]. 
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2.1.10.3 Peroxid vodíku 

Peroxid vodíku (H2O2) je dalãtm dĤleåiWêm anWimikrobiilntm þinidlem, kWeré vzniká díky 

plazmatu. Pero[id YodtkX mĤåe Y]nikaW rĤ]nêmi reakcemi, napĜtklad ro]pXãWČntm Y]dXãnpho 

H2O2 nebo reakcí hydroxylového radikálu s vodou nebo vodní párou. Na rozdíl od singletového 

kyslíku a hydroxylového radikálu má peroxid vodíku dlouhou dobX åiYoWa [49]. Peroxid vodíku 

mi anWimikrobiilnt YlasWnosWi a je ]isadnt pĜi hojent ran. Je Wakp dĤleåiWoX sloåkoX, kWeri se 

sWXdXje ohlednČ proWirakoYinnêch YlasWnosWt nt]koWeploWntho pla]maWX [50]. Má hydrofobní 

poYahX, a Wak mi schopnosW prochi]eW pĜes bXnČþnp membrin\. Pero[id YodtkX dokiåe 

dloXhodobČ poãko]oYaW bXnČþnê obsah, aþkoliY sim o sobČ nent naWolik reakWiYnt. DĤleåiWp je, 

åe dojde k efekWiYntmX ãWČpent pero[idX YodtkX na dYČ molekXl\ OH. A priYČ W\Wo molekXl\ 

OH jsoX poWom ]odpoYČdné ]a WaWo poãko]ent [51]. 

2.1.10.4 Ozón 

O]yn mi sWejnČ jako pero[id YodtkX dloXhoX dobX åiYoWa a mi germicidnt ~þinek, kWerê je 

]aloåenê na inWerferenci o]ynX s bXnČþnêm dêchintm. Respektive dochází k interferenci 

s atomárním kyslíkem, který vznikne rozkladem nestabilního ozónu (spolu s molekulou 

kyslíku O2). Atomární kyslík je vysoce reaktivní a neselektivní [1, 49]. 

NicmpnČ pĤsobent o]ynX je pro þloYČka ãkodliYé. VêhodoX Yãak je, åe mnoåsWYt, kWerp je 

prodXkoYanp pĜi oãeWĜent kĤåe plazmatem, je Yelice malp, proWoåe i doba oãeWĜent bêYi 

zpravidla krátká [52]. 

2.1.10.5 Oxidy dusíku 

Oxidy dusíku (NOx) jsoX Y\soce reakWiYnt sloåk\, reagXjt ]ejmpna se sloåkami YnČjãt 

membrin\ bXnČk, Wed\ ]ejmpna s proteiny a lipopolysacharidy. NOx generované pomocí 

pla]maWX Y\YoliYajt o[idaci lipidĤ. NOx zahrnují NO, NO2, NO3, NO4, N2O4, a také N2O5 

a hrajt dĤleåiWoX roli pĜi inakWiYaci mikroorganismĤ [52]. NO mi Wakp dĤleåiWoX roli jako 

signální látka.  

2.1.10.6 Peroxynitril 

Pero[\niWril se Ĝadt mezi nejYê]namnČjãt reakWiYnt þisWice dusíku. PĜi nt]kpm pH (pĜibliånČ pH 

3) dochází k jeho vzniku konWinXilnČ ] peroxidu vodíku a dusitanu. Peroxynitril je cytotoxický 
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a ]Yêãenp hladin\ mohoX YpsW ke kriWickpmX poãko]ent bXnČþnêch sloåek, coå mĤåe YpsW 

k bXnČþnp smrWi prosWĜednicWYtm apopWy]\ nebo nekry]\ [53]. 

2.1.11 Interakce plazmatu s mikroorganismy 

PĜi inWerakci pla]maWX s mikroorganismy dochází k oYliYnČnt YlasWnosWt mikroorganismĤ. Do 

jaké míry dojde k oYliYnČnt mikroorganismĤ, ]ileåt na rĤ]nêch parameWrech pla]maWX, druhu 

plazmatu, na W\pX oãeWĜent a Wakp na mikroorganismX, kWerê je sWXdoYin. B\lo WoWiå ]jiãWČno, åe 

bakWericidnt ~þinek je Y\ããt neå analogickê fXngicidnt ~þinek [54].  

2.1.11.1 Interakce plazmatu s bakteriemi 

Jak b\lo XYedeno Yêãe, Wak ]a sterilizací pomocí nízkoteplotního plazmatu stojí zejména 

reakWiYnt þisWice. B\lo ]jiãWČno, åe X gramnegaWiYnt bakterie E. coli pĤsobt ROS (Reactive 

Oxygen Species, tedy reaktivní þisWice k\sltkX) ]ejmpna na membrinoYp lipid\ pomoct 

peroxidativních reakcí. U grampozitivní bakterie S. Aureus doãlo k WomX, åe ROS mohl\ bêW 

akWiYnČ WransporWoYin\ skr]e bXnČþnoX membrinX a mohly tak Y\YolaW poãko]ent na 

intercelulární úrovni. PĤsobentm nízkoteplotního plazmatu mĤåe Yãak dojtW i k poãko]ent 

membrinoYêch proWeinĤ, a Wo nejsptãe pomoct h\dro[\loYpho radikilX. Nedochi]t Yãak 

k poãko]ent DNA ani c\Wopla]maWickêch proWeinĤ. ROS Wakp sWojt ]a Y\Yolintm o[idaþntho 

sWresX bXĖk\, coå nislednČ Yede k programoYanp bXnČþnp smrWi. NicmpnČ je dĤleåiWp ]mtniW, 

åe obecnČ jsoX gramnegaWiYnt bakWerie ciWliYČjãt na e[po]ici pla]maWX neå grampo]iWiYnt 

bakterie, vzhledem k jejich rozdílnostem v bXnČþnp sWČnČ [55, 56].  

Také je podstatné to, åe ne Yåd\ Yede poãkození k pĜtmp smrWi bXĖk\, ale mĤåe se jednaW 

o takový typ poãko]ent, åe jsoX bakWerie åiYoWaschopnp, ale nekXlWiYoYaWelnp [55]. Tento stav 

je reverzibilní, mikroorganismy mohou ]a dobrêch åiYoWních podmínek opČW nabýt plné vitality 

pomocí opraYnêch bXnČþnêch mechanismĤ.  

2.1.11.2 Interakce plazmatu s kvasinkami 

Na rozdíl od bakterií, interakce plazmatu s kvasinkami není tolik prostudována. Nejvíce 

studovanou kvasinkou je kvasinka Sacharomyces cerevisiae, a to z Woho dĤYodX, åe se jedni 

o vhodný eukar\oWickê model. TakWo l]e sWXdoYaW ~þinek pla]maWX na eXkar\oWickêch bXĖkich, 

coå b\ mohlo YpsW k lepãtmX pochopent ~þinkĤ pla]maWX na sloåiWČjãt åiYoþiãnp bXĖk\ [57].  
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PĜi oãeWĜent kYasinek S. cerevisiae dochází k Y\Yolint nČkolika W\pĤ bXnČþnpho sWresX. Za 

Y\Yolintm bXnČþnpho sWresX sWojt RONS, které reagují s bXnČþnêmi strukturami, coå Yede 

k jejich poãko]ent [57].  

Po oãeWĜent pla]maWem mĤåe dojtW X kYasink\ S. cerevisiae ke ]mČnČ morfologie bXĖk\ a ke 

]mČnČ bXnČþnp membrin\. Poãko]ent mĤåe YpsW aå k apopWy]e bXĖk\. Velice þasWêm ctlem 

o[idaþntho poãko]ent jsoX membrinoYp lipid\, a Wo ]ejmpna pol\nenas\cenp masWnp k\selin\. 

Dochází tedy k pero[idaci lipidĤ, coå Yede k poãko]ent bXnČþnp membriny, a to vede ke vzniku 

dalãtch reakWiYntch prodXkWĤ. Jedntm ] hlavních je malondialdehyd (MDA). K produkci MDA 

dochi]t i X bakWerit, konkrpWnČ poprYp b\la popsina X bakWerie E. coli. Dile po oãeWĜent 

pla]maWem dochi]t nejsptãe k poãko]ent inWracelXlirnt membrin\, coå b\lo odYo]eno 

]Yêãentm koncenWrace Ca2+ v intracelulárním prostoru. Dále plazma reaguje i s dalãtmi 

bXnČþnêmi sloåkami jako jsoX proWein\ a DNA. Vãechn\ W\Wo reakce pĜisptYajt k bXnČþnp smrWi 

kvasinek S. cerevisiae, aYãak pro bliåãt pochopent musí být tato problematika dále 

studována [57].  

2.1.12 Biomedicinské aplikace plazmatu 

Pro biomedicinskp aplikace je nt]koWeploWnt pla]ma sWXdoYino jako prosWĜedek pro oãeWĜent 

lpkaĜskêch maWeriilĤ a ]aĜt]ent, ale i åiYêch bXnČk [58].  

2.1.12.1 Dermatologie 

Jednou z dĤleåiWêch aplikact je Y\XåiWt pla]maWX Y dermaWologii, ]ejmpna pak pro lpþbX 

chronických ran. V rinČ dochi]t pomoct pla]maWX k antisepsi a také ke stimulaci regenerace 

WkinČ, coå je jedineþni YlasWnosW, kWeroX konYenþnt Wechnik\ posWridajt (viz Obr. 8) [58].  

 

Obrázek 8: Hojení ran pomocí nízkoteplotního atmosférického plazmatu, upraveno [58] 
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KromČ hojent ran je Y dermaWologii sWXdoYina Wakp inWerakce pla]maWX se ]inČWliYêmi koåntmi 

onemocnČntmi jako je aknp, aWopickê ek]pm nebo pásový opar a dalãt [58].  

2.1.12.2 Onkologie 

Dile je Y\XåiWt pla]maWX sWXdoYino Y onkologii. PĜesnp mechanism\ ~þinkX nejsoX v tuto chvíli 

]cela pochopen\, ale b\lo ]jiãWČno, åe Yelice dĤleåiWoX roli Y inhibici þi zabíjení rakovinných 

bXnČk hrajt RONS generoYanp pla]maWem. V rakoYinnêch bXĖkich, X kWerêch je pĜiro]enČ 

]Yêãeni hladina o[idaWiYntho sWresX, dochází pĜi nirĤsWu koncentrace RONS k pĜekroþent limiWX 

tolerance pro oxidativní stres, coå mĤåe YpsW k o[idaWiYntmX poãko]ent intracelulárních 

bXnČþnêch sloåek. Na ro]dtl od ]draYêch bXnČk, kde je hladina RONS niåãt, a Wed\ pĜi aplikaci 

stejné dávky RONS, nedochází k pĜekroþent ]mtnČnpho limiWX a bXĖk\ se pomoct opravných 

mechanismĤ dokiåoX s e[Werntmi RONS Y\poĜidaW. Z toho lze tvrdit, åe pĜi WpWo aplikaci 

(i jiných biomedicinských aplikacích) je pĤsobent pla]maWX selekWiYnt. Nedochází tedy 

k ]isadntmX poãko]ent WČlntch bXnČk na ro]dtl od WČch rakoYinnêch (þi mikrobiilntch).  

Neå Yãak dojde k poãko]ent inWracelXlirntch bXnČþnêch sloåek, dochi]t k poãko]ent bXnČþnp 

membrin\, a Wo bXćWo o[idact membrinoYêch lipidĤ nebo chemickoX modifikact. RONS 

nejpraYdČpodobnČji prochi]t doYniWĜ bXĖk\ pomoct membrinoYêch proWeinĤ ± akYaporinĤ. 

AkYaporin\ jsoX dĤleåiWp pro WransporW Yod\, kromČ Woho jimi ale mohoX prochi]eW i sloXþenin\ 

jako H2O2, NO a NO3. RakoYinnp bXĖk\ majt Y c\Wopla]maWickp membrinČ obY\kle Ytce 

akYaporinĤ neå normilnt bXĖk\, coå b\ mohlo Y\sYČWloYaW proþ jsoX rakoYinnp bXĖk\ ciWliYČjãt 

na expozici plazmatu [51]. 

Reálnp je Y\XåiWt pla]maWX Y onkologii jako podpĤrnp lpþb\. NapĜtklad spolu s chirurgickými 

resekcemi nidorĤ, kde by mtsWo odkXd b\l nidor odsWranČn b\lo nislednČ oãeWĜeno pla]maWem, 

þtmå b\ mohlo dojtW k inakWiYaci pĜtpadných ]b\lêch rakoYinnêch bXnČk. Dile b\ pla]ma 

mohlo bêW Y\XåtYino pĜi lpþbČ melanomX spolX s imXnoWerapit, coå b\ mohlo ]Y\ãoYaW 

~þinnosW lpþb\, a naYtc b\ WaWo lpþba b\la poX]e lokilnt (na rozdíl od chemoterapie). Je tedy 

pĜedpoklidino, åe pla]ma bXde pro WXWo aplikaci Y\XåtYino, ale bXde soXþisWt kombinoYanêch 

terapeutických strategií [58].  

2.1.12.3 Zubní lékaĜství 

Dalãtm sWXdoYanêm smČrem je aplikace CAP Y ]Xbntm lpkaĜsWYt. Pla]ma mĤåe bêW Y\XåtYino 

pro poYrchoYp ~praY\ denWilntch maWeriilĤ, de]infekci, k lpþbČ parodonWiWid\ (Wj. ]inČWliYp 

onemocnČnt posWihXjtct ]iYČsnê apariW, Wed\ parodonW) nebo pro odsWraĖoYint biofilmĤ [59]. 
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SWXdie se ]abêYal\ inhibict rĤ]nêch mikroorganismĤ, kWerp jsoX pĜtþinoX onemocnČnt Y dXWinČ 

ústní. V posledntch leWech b\lo proki]ino, åe CAP je moånp Y\XåtW pro eliminaci 

ãirokospekWrilntch mikroorganismĤ a ]Xbntho plakX. B\lo proki]ino, åe CAP ~þinnČ redXkXje 

orální biofilm na titanových discích in situ a také biofilm Porphyromonas gingivalis in vitro. 

PriYČ P. gingivalis je þasWêm pĤYodcem onemocnČnt parodonWX. AnWibakWeriilnt ~þink\ b\l\ 

Wakp proki]anp na bČånêch drX]tch mikroorganismĤ Y dXWinČ ~sWnt, jako jsoX 

Streptococcus oralis nebo Enterococcus faecalis. AYãak ~þinnost CAP na biofilm má svá 

ome]ent, proWoåe nedochi]t k ~plnpmX odsWranČnt bakWerit Y biofilmX, proWoåe pronikint CAP 

je ]abrinČno maWrict Y silných biofilmech [59].  

Pomoct pla]maWX je Wakp moånp þisWiW koĜenoYp kanilk\. V]hledem ke sloåiWp sWrXkWXĜe 

koĜenoYêch kanilkĤ je de]infekce chemickêmi prosWĜedk\ (W\pick\ ro]Wok\ chlorhe[idinX 

a hypochloridu sodného nebo obklady hydroxidem vápenatým) problematická. Pro ionizovaný 

plyn, tedy plazma, Wo Yãak problpm nent. ZiroYeĖ b\lo poWYr]eno, åe pĜi sedmi dennt terapii 

b\lo Y\XåiWt CAP ~þinnČjãt (pĜi oãeWĜent nad 6 minXW) neå Y\XåiWt konYenþnt Werapie s Y\XåiWtm 

obkladĤ Ca(OH)2. Obklady i plazma byly aplikovány in vitro na vyjmuté zuby kontaminované 

Enterococcus faecalis [60]. 

2.1.12.4 NepĜímé vyuåití plazmatu 

MoånoX cesWoX je i nepĜtmp Y\XåiWt pla]maWX pomoct pla]maWem oãeWĜenp vody (PTW), ale také 

jiných biologicky relevantních Yodnêch ro]WokĤ. PĜi WpWo aplikaci dochi]t nejdĜtYe k oãeWĜent 

vody (nebo vodného roztoku) pomoct pla]maWX, W]n. nejdĜtYe je oãeWĜeni voda (vodný roztok), 

a aå poWp jsoX WpWo YodČ (vodném roztoku) Y\sWaYen\ mikroorganism\. Na ro]dtl od pĜtmp 

aplikace Wad\ Yãak nedochi]t k ~þinkX UV ]iĜent a elektrického pole. PTW nebo oãeWĜenp 

vodné roztoky se dají Y\XåtW pro jiå ]mtnČnp aplikace, PTW se navíc dá Y\XåtW jako de]infekþnt 

prosWĜedek [58].  
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3 EXPERIMENTÈLNË ýÈST 

3.1 ChePikiOie, SĜtVWURje a PaWeUiiO\ 

3.1.1 PĜtVWURje 

Denzitometr DEN-1, Biosan Ltd. 

Optický mikroskop Intraco Micro LM 666 PV/LED (CZE)  

Optický mikroskop Labomed, Lx 500 

UV/VIS spektrofotometr NanoPhotometr Implen (DEU) 

SpekWrofoWomeWr Helios Ȗ, Unicam (GB) 

Mikrovlnný autokláv Microjet ML2, Enbio 

Tlakový hrnec 

Termostat s inkubátorem Heidolph Unimax 1010 

Centrifuga Hermle Z36 HK (CZE) 

ELISA Reader BioTek ELx808, Biotek (DE) 

PrĤWokoYê c\WomeWr NL-2000, Cytek Biosciences (NL)  

TeslĤY WransformiWor 

Mikrovlnný generátor (Sairem, GMS 200 W) 

RegXliWor hmoWnosWntho prĤWokX (BronkhorsW FG201-CV) 

Elektromagnetický rezonátor povrchové vlny (Sairem, SURFATRON 80) 

Fotoaparát NIKON D3100, AF-S NIKKOR 18-55 mm 

3.1.2 Chemikálie a materiál 

Kvasinková kultura Candida Glabrata CCM 8270 z ýeskp sbtrk\ mikroorganismĤ 

Masarykovy univerzity v BrnČ 

Bakteriální kultura Staphylococcus epidermidis CCM 4418 z ýeskp sbtrk\ mikroorganismĤ 

Masarykovy univerzity v BrnČ 

Bakteriální kultura Escherichia coli CCM 3954 z ýeskp sbtrk\ mikroorganismĤ Masar\koY\ 

univerzity v BrnČ 

TekXWp kXlWiYaþnt mpdiXm YPD (YeasW E[WracW ± Peptone ± Dextrose/Glucose) 

Yeast Extract Powder, Himedia 
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Peptone aus Casein, Carl Roth 

D-glukóza monohydrát p.a., Lach:Ner 

TekXWp kXlWiYaþnt mpdiXm LB (Lenno[ BroWh), Sigma Aldrich 

TekXWp kXlWiYaþnt mpdiXm BHI (Brain HearW InfXsion), Himedia 

TekXWp kXlWiYaþnt mpdiXm NB (NXWrienW BroWh), Himedia 

Selektivní médium MacConkey agar, Himedia 

Agar powder, Himedia 

PBS (Phosphate Buffered Saline), VWR Life Science 

Propidium jodid, eBioscience 

BarYiYa pro GramoYo barYent (Kr\sWaloYi YioleĢ, LXgolĤY ro]Wok, KarbolfXchsin) 

Imerzní olej, OPTIKA Italy 

Sterilní polystyrénové Petriho misky s prĤmČrem 90 mm 

BČånp pomĤck\ na mikrobiilnt oþkoYint 

PracoYnt pl\n argon (þisWoWa: 99,9965 %) 

3.2 PĜtSUaYa PikURbiiOQtch Y]RUkĤ 

3.2.1 PĜtSUaYa kXOWiYaþQtch Ppdit 

Pro kvasinku C. glabrata b\lo pro ~þel\ WpWo price ]Yoleno komple[nt åiYnp mpdiXm YPD 

(Yeast Extract ± Peptone ± Dextrose/Glucose). Pro bakterii S. epidermidis bylo zvoleno 

médium BHI (Brain Heart Infusion) a pro bakterii E. coli bylo zvoleno médium LB (Lennox 

BroWh). TaWo åiYni mpdia b\la pĜipraYoYina dle sWandardntho posWXpX (Yi] TabXlka 1, 2 a 3). 

Dile b\lo pĜipraYoYino spoleþnp åiYnp mpdiXm pro Yãechn\ XYedenp mikroorganism\, kWerp 

obsahoYalo komple[nt åiYnp mpdiXm NB (NXWrienW BroWh) a glXky]X, pomČr\ jsoX XYedenp 

v WabXlce 4. PokXd b\lo pĜipraYoYino peYnp åiYnp mpdiXm, Wak b\l do mpdia pĜidin agar 

(15 g/l). Pro identifikaci bakterie E. coli b\lo poXåiWo selekWiYnt mpdiXm MacConke\ agar, 

kWerp b\lo pĜipraYeno dle sWandardntho posWXpX (Yi] TabXlka 5). PĜipraYeni mpdia b\la 

sterilizována v mikrovlnném autoklávu, pĜtpadnČ Y tlakovém hrnci.  
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Tabulka 1: Sloåení kultivaþního média YPD pro kvasinku C. glabrata 

Sloåent Obsah (g/l) 

KYasniþnê e[WrakW 10 

Pepton z kaseinu 20 

D-glukóza monohydrát 20 

 

Tabulka 2: Sloåení kultivaþního média BHI pro bakterii S. epidermidis 

Sloåent Obsah (g/l) 

BHI 37 

 

Tabulka 3: Sloåení kultivaþního média LB pro bakterii E. coli 

Sloåent Obsah (g/l) 

LB 20 

 

Tabulka 4: Sloåení spoleþného kultivaþního média pro C. glabrata, S. epidermidis a E. coli 

Sloåent Obsah (g/l) 

NB 25 

D-glukóza monohydrát 20 

 

Tabulka 5: Sloåení selektivního média MacConkey agar pro bakterii E. coli 

Sloåent Obsah (g/l) 

MacConkey agar 49,53 
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3.2.2 PĜtSUaYa iQRkXO 

InokXla b\la pĜipraYoYina do 50 ml sWerilntho åiYnpho mpdia (pĜipraYeno dle TabXlk\ 1,2 a 3), 

vhodného pro daný mikroorganismus. Tedy YPD pro C. Glabrata, BHI pro S. epidermidis a LB 

pro E. coli. Pomoct kliþk\ b\la kXlWXra ]aYedena do åiYnpho mpdia. KXlWiYace probthala 

v inkubátoru s WĜepiním pĜi 37 °C po dobu 24 hodin.  

3.3 KaOibUaþQt kĜiYk\ 

Pro WXWo prici b\lo nXWnp sesWrojiW kalibraþnt kĜiYk\ pro bakterie S. epidermidis a E. coli. 

Kalibraþnt kĜiYka pro kvasinku C. glabrata b\la pĜeY]aWa (y = 3,475x) [42].  

Pro obČ W\Wo bakWerie b\l posWXp sWejnê. InokXlXm b\lo naĜedČno Wak, ab\ hodnoWa odpoYtdala 

co nejbltåe 0,5 McFarland, coå odpoYtdi 1,5�108 bXnČk. ěedČno b\lo sWerilntm kXlWiYaþntm 

médiem, specifickým pro danou kulturu. BHI pro S. epidermidis, LB pro E. coli. Inokulum 

S. epidermidis bylo naĜedČno na 0,4 McFarland. Inokulum E. coli b\lo naĜedČno na 

0,6 McFarland. NislednČ b\la sesWrojena Ĝada Yhodnêch ĜedČnt. Kultura (která odpovídala 

pĜibliånČ 0,5 McFarland) byla naĜedČna 5[, 10[, 20[, 50[ a 100x. TakWo naĜedČnp Y]ork\ b\l\ 

promČĜen\ na UV-VIS spektrofotometru pĜi YlnoYp dplce Ȝ = 630 nm. NaĜedČnp kXlWXry byly 

jeãWČ naĜedČny 1000x desWiloYanoX YodoX a promČĜené na prĤWokoYpm c\WomeWrX. Tato data 

b\la ]pracoYina a b\l\ sesWrojen\ kalibraþnt kĜiYk\ pro obČ bakWerie. 

3.4 PĜtSUaYa VSROeþQphR åiYQphR Ppdia 

3.4.1 PĜtSUaYa Y]RUkX 

Pro ~þel\ WpWo price b\lo nXWnp najtW Yhodnp åiYnp mpdiXm pro Yãechn\ mikroorganismy: 

C. glabrata, S. epidermidis a E. coli. B\lo ]Yoleno åiYnp mpdiXm NB, kWerp je Yhodnp pro 

ãirokoX ãkilX mikroorganismĤ a b\lo obohaceno o glXky]X (pĜtpraYa Yi] Tab. 4). Do 10 ml 

tohoto média bylo naoþkoYino 100 �l ] kaådpho inokXla C. glabrata, S. epidermidis a E. coli. 

TakWo pĜipraYenp Y]ork\ b\l\ kXlWiYoYanp pĜi 37 °C s WĜepintm po dobX 24 hodin. 

3.4.2 Gramovo barvení a mikroskopování 

Po kultivaci b\la WaWo spoleþni kXlWXra barYena pomocí Gramova barvení. Spoleþni kXlWXra b\la 

nanesena na podloånt skltþko a zafixována proWaåením nad plamenem. NislednČ b\l na Y]orek 

nakapán roztok krystalové violeti, který byl po 30 s opláchnut destilovanou vodou. Dále byl na 

Y]orek nakapin LXgolĤY ro]Wok, kWerê b\l roYnČå po 30 s opláchnut destilovanou vodou. Poté 
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b\l Y]orek pĜekr\W eWhanolem na 15 s a opláchnut destilovanou vodou. Nakonec byl na vzorek 

nakapán karbolfuchsin, který byl opláchnut po 60 s [61]. Takto pĜipraYenê prepariW b\l 

po]oroYin pod opWickêm mikroskopem pĜi sWo nisobnpm ]YČWãent (s Y\XåiWtm imerzního oleje).  

3.5 RĤVWRYp kĜiYk\ 

B\l\ promČĜen\ rĤsWoYp kĜiYk\ pro sroYnint rĤsWX mikroorganismĤ Ye sYpm specifickpm 

åiYnpm mpdiX a Ye spoleþnpm åiYnpm mpdiX (NB s glukózou). InokXlXm kaådpho 

mikroorganismX b\lo naĜedČno Wak, ab\ absorbance odpoYtdala pĜibliånČ hodnoWČ A = 0,2 pĜi 

vlnové délce Ȝ = 630 nm. Tedy kvasinka C. glabrata b\la ĜedČna Y YPD a také v NB 

s glukózou, bakterie S. epidermidis b\la ĜedČna Y BHI a roYnČå Y NB s glXky]oX a sWejnČ WomX 

bylo i u E. coli, kWeri b\la ĜedČna Y LB, a i Ye spoleþnpm åiYnpm mpdiX. VhodnČ naĜedČnp 

Y]ork\ b\l\ odpipeWoYin\ na 96 jamkoYoX mikroWiWraþnt desWiþkX Y triplikátech. Do jamky bylo 

odpipeWoYino Yådy 200 �l pĜipraYenpho Y]orkX. TakWo pĜipraYeni mikroWiWraþnt desWiþka b\la 

dina na ELISA reader, kde b\la promČĜoYina absorbance po kaådêch 30 minutách po dobu 

22 hodin. Z daW b\l\ sesWrojen\ rĤsWoYp kĜiYk\ pro danp mikroorganism\ Ye sYpm specifickpm 

a spoleþnpm åiYnpm mpdiX. NislednČ b\l\ W\Wo rĤsWoYp kĜiYk\ sroYniYin\.  

3.6 PĜtPp RãeWĜeQt PikURRUgaQiVPĤ Qa SeYQpP åiYpP PpdiX 

3.6.1 PĜtSUaYa Y]RUkĤ 

B\lo pĜipraYeno inokXlXm, kWerp b\lo YhodnČ naĜedČno Wak, ab\ koncenWrace odpoYtdala 

rozmezí 104 ௅ 105 CFU/ml. Pokud b\la pĜipraYoYina spoleþni kXlWXra, Wak b\lo ]e ]Yolenêch 

kXlWXr, kWerp b\l\ pĜedWtm YhodnČ naĜedČnp na koncenWraci 104 ௅ 105 CFU/ml, odpipetováno 

v pomČrX 1:1 nebo 1:1:1, ab\ b\la ]tskána poåadoYani smČsni kXlWXra. TakWo pĜipraYenp 

vzorky byly naoþkoYin\ na peYnp kXlWiYaþnt mpdiXm NB obohacenp o glXky]X. Na agaroYp 

ploWn\ b\lo naoþkoYino Yåd\ 100 µl daného vzorku. V]ork\ b\l\ Yåd\ pĜipraYoYin\ 

v kvadruplikátech. TakWo pĜipraYenp Y]ork\ b\l\ ihned oãeWĜen\ plazmatem. Poté byly 

kultivovány v termostatu po dobu 24 h pĜi 37 �C be] WĜepint. 
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3.6.2 OãeWĜeQt SĜiSUaYeQêch Y]RUkĤ SRPRct PikURYOQQphR SOa]PRYphR YêbRje 

s povrchovou vlnou 

3.6.2.1 Zapojení mikrovlnné plazmové trysky  

E[perimenWilnt ]apojent b\lo sloåeno ] mikrovlnného generátoru (Sairem, GMS 200 W), který 

byl koaxiálním kabelem spojený s komerþntm re]oniWorem poYrchoYp Yln\ (Sairem, 

SURFATRON 80). Jako pracoYnt pl\n b\l poXåiW argon 4,6 (þisWoWa 99,9965 %) pĜi 

konsWanWntm hmoWnosWntm prĤWokX 5 Slm, Wen b\l regXloYanê regXliWorem hmoWnosWntho 

prĤWokX BronkhorsW FG201-CV. Vêboj b\l WYoĜen XYniWĜ kĜemennp WrXbice, kWeri mi YniWĜnt 

prĤmČr 3 mm a YnČjãt prĤmČr 8 mm. E[perimenWilnt ]apojent je XYedeno na Obrázku 9. Výkon, 

kWerê b\l poXåiW pro WenWo e[perimenW koltsal me]i 8-10 W. PĜi oãeWĜent agaroYêch ploWen Yêboj 

hoĜel kolmo smČrem k povrchu. Vzdálenost mezi povrchem a koncem viditelné þisWi 

elektrického výboje byla 10 mm (viz Obr. 10).  

 

Obrázek 9: Schéma experimentálního zapojení:1 – argon, 2 – regulátor hmotnostního prĤtoku, 

3 – kĜemenná kapilára, 4 – surfatronový rezonátor, 5- MW anténa, 6 – MW koaxiální kabel, 7 – zdroj 

MW, 8 – elektrický výboj, 9 – Petriho miska zaoþkovaná kulturou, 10 – dråák  
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Obrázek 10: Ukázka aplikace plazmatu generovaného povrchovou vlnou na pevném åivném médiu 

3.6.2.2 OšetĜení mikroorganismĤ 

Po naoþkoYint b\l\ Y]ork\ ihned oãeWĜen\ pla]maWem. Kaådi PeWriho miska b\la oãeWĜena 

]YliãĢ pro rĤ]né þasy: 30 s, 60 s, 2 min a 5 min. B\l poXåiW jeden Yêkon, který kolísal mezi 

8-10 W. Vãechn\ mČĜent b\l\ paralelnČ promČĜen\ Y kYadrXplikiWech. A pro kaådê Y]orek b\l\ 

pĜipraYen\ þW\Ĝi konWrolnt Y]ork\, kWerp neb\l\ oãeWĜen\ pla]maWem.  

3.6.2.3 Zpracování a zhodnocení vêsledkĤ 

Po Xpl\nXWt kXlWiYaþnt dob\ 24 h b\l\ Yeãkerp PeWriho misk\ nafocen\. VelikosW inhibiþntch 

zón byla vyhodnocena ve spolupráci s HexTech Research s.r.o. pomocí speciálního programu 

Aurora, jehoå aXWorem je Bc. Jan HrXdka. Jedni se o YtcekrokoYê algoriWmXs, kWerê Y\XåtYi 

XmČloX inWeligenci a sWrojoYp Xþent. Z dat programu l]e XrþiW, jaki þisW PeWriho misk\ je pokr\Wa 

mikroorganismy (viz Obr. 11). Program je vyvíjený a testovaný ve spolupráci s VâCHT. Data 

b\la ]pracoYina do grafĤ, kWerp repre]enWXjt ~þinnosW inhibice plazmatu. 
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Obrázek 11: Vyhodnocení pokrytí Petriho misky programem Aurora 

3.6.2.4 Identifikace mikroorganismĤ 

PokXd na inhiboYanp ploãe X spoleþnêch kXlWiYact Y\rosWly jednotlivé kolonie, tak bylo nutné 

idenWifikoYaW o jakê mikroorganismXs se jedni, ab\ b\la oYČĜena pĜtpadni selekWiYiWa. 

Jednotlivé kolonie (v ploãe inhibice ] jednoho vzorku) byly rozsuspendovány v 1 ml PBS 

(Phosphate-buffered saline, tj. fosfátový pufr). TakWo pĜipraYenê Y]orek b\l sWXdoYin pod 

opWickêm mikroskopem pĜi sWo nisobnpm ]YČWãent s imer]ntm olejem. RoYnČå b\l Y]orek 

pĜipraYen pro GramoYo barYent, sWejnČ jako Y kapiWole 3.4.2., WakWo pĜipraYenp Y]ork\ b\l\ 

pozorovány pod mikroskopem pĜt sto násobném ]YČWãent s poXåiWtm imer]ntho oleje.  

3.6.2.5 Urþení viability mikroorganismĤ v inhibované ploše 

InhiboYani plocha b\la nabrina kliþkoX a ro]sXspendoYina Y 1 ml PBS. Do WakWo pĜipraYenpho 

vzorku bylo odpipetováno 3 µl propidium jodidu, nislednČ b\l Y]orek ponechán 5 min Ye WmČ 

a poté anal\]oYin na prĤWokoYpm c\WomeWrX. 

PropidiXm jodid (PI) je mali flXorescenþnt molekXla, kWeri se Yiåe na DNA. V\XåtYi se pro 

idenWifikaci mrWYêch bXnČk, nent WoWiå schopnê pasiYnČ prochi]eW do bXnČk, kWerp majt 

neporXãenoX cytoplazmatickou membránu. PI je excitován vlnovými délkami mezi 

400-600 nm a emiWXje sYČWlo me]i 600-700 nm [62].  

Inhibovaná plocha byla zkoumána i po týdenní kultivaci oãeWĜenêch Y]orkĤ pĜi 37 °C 

v termostatu be] WĜepint. Pro ]jiãWČnt kXlWiYoYaWelnosWi b\la kliþkoX nabrána oblast inhibice 
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(]yna be] rĤsWX) X Y]orkĤ E. coli, kWeri b\la naoþkoYina na selektivní MacConkey agar. Takto 

pĜipraYenê Y]orek b\l din do WermosWaWX na 24 h pĜi 37 �C be] WĜepint. 

3.7 PĜtPp RãeWĜeQt PikURRUgaQiVPĤ Y suspenzi 

3.7.1 PĜtSUaYa Y]RUkĤ 

V]ork\ b\l\ pĜipraYoYin\ Y médiu NB obohacené o glukózu a v PBS. Pokud byla suspenze 

pĜipraYoYina Y PBS, Wak b\l\ bXĖk\ nejdĜtYe sWoþen\ na cenWrifX]e po dobX 3 min pĜi 

2500 rpm. NislednČ b\lo odpipeWoYino mpdiXm a bXĖk\ b\l\ ro]sXspendoYin\ Y PBS. Takto 

pĜipraYenê Y]orek b\l YhodnČ naĜedČn na koncenWraci 106 CFU/ml. V pĜtpadČ mpdia b\lo 

inokXlXm poX]e naĜedČno na sWejnoX koncenWraci 106 CFU/ml. Do sterilních sklenČných vialek 

b\lo odpipeWoYino Yåd\ 5 ml pĜipraYenpho Y]orkX. V]ork\ b\l\ pĜipraYen\ Yåd\ paralelnČ 

v dXplikiWech. TakWo pĜipraYenp Y]ork\ b\l\ oãeWĜen\ pla]maWem.  

3.7.2 OãeWĜeQt SĜiSUaYeQêch Y]RUkĤ SRPRct PikURYOQQphR SOa]PRYphR YêbRje 

s povrchovou vlnou 

3.7.2.1 Zapojení mikrovlnné plazmové trysky 

Zapojent je sWejnp jako pĜi oãeWĜent peYnêch Y]orkĤ. Ro]dtlem je, åe pĜi oãeWĜent sXspen]e je 

kĜemenni kapilira Ytce Y\sXnXWi a je ]anoĜeni WČsnČ pod hladinX oãeWĜoYanp sXspen]e (Yi] 

Obr. 12 a 13).  

Vêkon je nasWaYen na 13 W a po celê e[perimenW je XdråoYin konsWanWnt prĤWok pl\nX 2,0 Slm. 
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Obrázek 12: Schéma experimentálního zapojení:1 – argon, 2 – regulátor hmotnostního prĤtoku, 

3 – kĜemenná kapilára, 4 – surfatronový rezonátor, 5- MW anténa, 6 – MW koaxiální kabel, 7 – zdroj 

MW, 8 – elektrický výboj, 9 – – ošetĜovaná suspenze, 10 – dråák 

 

Obrázek 13: ZanoĜení kĜemenné kapiláry s výbojem v argonu pod hladinu suspenze 
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3.7.2.2 OšetĜení mikroorganismĤ 

VhodnČ naĜedČni sXspen]e Y PBS a v mpdiX b\la oãeWĜena pla]maWem. OãeWĜoYino b\lo 

v rĤ]nêch þasech: po dobX 60 s, 5 min a 10 min. Kaådê Y]orek b\l paralelnČ promČĜen 

v dXplikiWech. Pro kaådê Y]orek b\l\ pĜipraYen\ dYa konWrolnt Y]ork\, kd\ jeden ]e Y]orkĤ b\l 

poYaĜen pro Xsmrcent bXnČk. B\l Wed\ pĜipraYen konWrolnt Y]orek s åiYêmi bXĖkami 

a s mrWYêmi bXĖkami pro ~þel\ mČĜent na prĤWokoYpm c\WomeWrX. 

3.7.2.3 Zpracování a zhodnocení vêsledkĤ 

Po oãeWĜent pla]maWem b\l\ Y]ork\ promČĜen\ na prĤWokoYpm c\WomeWrX. Pro promČĜent na 

prĤWokoYpm c\WomeWrX b\l\ Y]ork\ nislednČ ĜedČn\ Milli-Q vodou 10x nebo 100x. Do 1 ml 

vzorku bylo pĜidino 3 µl propidium jodidu. V]ork\ b\l\ sWejnêm ]pĤsobem promČĜen\ po 24 h 

(vzorky byly uchovány v lednici pro po]oroYint pĤsobent reakWiYntch þisWic s dlouhou dobou 

åiYoWa). Vêsledk\ b\l\ pĜepoþtWin\ na 1 ml a vyneseny do grafĤ. 
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4 VÝSLEDKY A DISKUZE 

4.1 KalibUaþQt kĜiYk\ 

Z daW prĤWokoYpho c\WomeWrX b\l poþeW bXnČk pĜepoþtWin na 1 ml. NislednČ b\la dopoþtWani 

koncenWrace (CFU/ml) podle poXåiWpho ĜedČnt. Z WČchWo daW b\l\ sesWrojen\ kalibraþnt kĜiYk\ 

pro bakterie S. epidermidis a E. coli. Kalibraþnt kĜiYka S. epidermidis byla stanovena na 

y = 1,2760·10-8·x (viz Obr. 14). Kalibraþnt kĜiYka E. coli byla stanovena na y = 1,2662·10-8·x 

(viz Obr. 15). 

 

Obrázek 14: Kalibraþní kĜivka pro bakterii S. epidermidis 

  

Obrázek 15:Kalibraþní kĜivka pro bakterii E. coli 
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4.2 PĜtSUaYa VSROeþQphR åiYQphR média 

Pro ~þel WpWo price b\lo nXWnp najtW spoleþnp åiYnp mpdiXm, Ye kWerpm bXdoX rĤsW 

mikroorganismy: C. glabrata, S. epidermidis a E. coli. Bylo zvoleno médium, které je vhodné 

pro ãirokp spekWrXm mikroorganismĤ Nutrient Broth (NB) a bylo obohaceno o glukózu. Pro 

idenWifikaci mikroorganismĤ b\lo ]Yoleno GramoYo barYent, ab\chom doki]ali ro]po]naW 

grampozitivní a gramnegativní bakterie dle zbarvení. Grampozitivní bakterie jsou zbarvené do 

fialova (S. epidermidis) a gramnegaWiYnt bakWerie do þerYena (E. coli). Kvasinka C. glabrata 

b\la ro]po]nina dtk\ YČWãt YelikosWi. B\lo ]jiãWČno, åe Y WomWo mpdiX rosWoX Yãechn\ WĜi 

uvedené mikroorganismy, jak je zná]ornČno na obri]kX 16. 

 

Obrázek 16: C. glabrata, S. epidermidis a E. coli pod optickêm mikroskopem pĜi sto násobném 

zvČtšení 

4.3 RĤVWRYp kĜiYk\ 

RĤsWoYp kĜiYk\ b\l\ promČĜen\ pro kaådê mikroorganismXs v jeho specifickpm åiYnpm mpdiX 

(YPD, BHI, LB) a v komple[ntm åiYnpm mpdiX NB obohacenp o glXky]X. T\Wo rĤsWoYp kĜiYk\ 

b\l\ poroYniYin\. B\lo ]jiãWČno, åe Yãechn\ mikroorganism\ rosWoX Y porovnání se svým 

specifickým åiYnêm mpdiem Ye spoleþnpm åiYnpm mpdiX pĜijaWelnČ pro niã e[perimenW. 
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U kvasinky C. glabrata l]e WYrdiW, åe jsoX rĤsWoYp kĜiYk\ Ye specifickpm åiYnpm mpdiX YPD 

a Ye spoleþnpm komple[ntm åiYnpm mpdiX srovnatelné (viz Obr. 17). U bakterie S. epidermidis 

doãlo k YČWãtmX poklesX poþWX bXnČk (Yi] Obr. 18) Ye spoleþnpm åiYnpm mpdiX. ProWo b\lo pĜi 

idenWifikaci mikroorganismĤ Ye Y]orkX Yåd\ S. epidermidis mpnČ neå bakWerie E. coli nebo 

kvasinky C. glabrata (viz Obr. 16). U bakterie E. coli poWp doãlo k r\chlejãtmX nirĤsWX bXnČk 

Ye spoleþnpm åiYnpm mpdiX, ale nirĤsW b\l celkoYČ niåãt neå Ye specifickpm åiYnpm médiu LB 

(viz Obr. 19).  

 

Obrázek 17: Porovnání rĤstových kĜivek kvasinky C. glabrata v YPD a NB obohacené o glukózu 

 

Obrázek 18: Porovnání rĤstovêch kĜivek bakterie S. epidermidis v BHI a NB obohacené o glukózu 

 

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

1,4

1,6

1,8

0 5 10 15 20 25

ab
so

rb
an

ce

þas (h)

YPD

NB+glu

0,0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

0,8

0,9

1,0

0 5 10 15 20 25

ab
so

rb
an

ce

þas (h)

BHI

NB+glu



 44 

 

 

Obrázek 19: Porovnání rĤstovêch kĜivek bakterie E. coli v LB a NB obohacené o glukózu 

4.4 PĜtPp RãeWĜeQt PikURRUgaQiVPĤ Qa SeYQpP åiYQpP PpdiX 

B\l proki]in inhibiþnt ~þinek na jednoWliYp mikroorganism\ i na spoleþnp kXlWXry, který se 

shoduje s Wrend\, kWerp b\l\ namČĜen\ Y pĜedeãlêch practch [42, 63] pĜi oãeWĜent jednoWliYêch 

mikroorganismĤ na jejich optimálních åiYnêch mpditch. Dochi]elo ke ]YČWãoYint inhiboYanp 

plochy, respektive ~þinnosWi inhibice s rosWoXctm þasem oãeWĜent pomoct nt]koWeploWntho 

mikroYlnnpho pla]maWX. SWejnê Wrend se Xki]al i na spoleþnpm åiYnpm mpdiX NB obohacenpm 

o glXky]X, jak pro jednoWliYp mikroorganism\, Wak i pro spoleþnp kXlWXr\ (viz Obr. 20). 

 

Obrázek 20: Inhibovaná plocha spoleþné kultury C. glabrata, E. coli a S. epidermidis po ošetĜení 

plazmatem; zleva: 0 s (kontrola), 30 s, 300 s 

Inhibiþnt ~þinek, kWerê bXde nadile diskXWoYin je Y]Waåen na plochX PeWriho misk\ s prĤmČrem 

90 mm. Inhibiþnt ~þinek je Yåd\ XYidČn YĤþi konWrole. 
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Inhibiþnt ~þinek na jednoWliYp mikroorganism\ b\l nejYČWãt pĜi nejdelãt dobČ oãeWĜent (5 min), 

dosihl WpmČĜ 20 %, viz Obr. 21 (C. glabrata, E. coli). 

Ro]dtlnp b\lo pĤsobent pla]maWX na S. epidermidis, kde inhibiþnt ~þinek Y]rosWl aå na 60 % 

(viz Obr. 21). 

 

Obrázek 21: Úþinnost inhibice nízkoteplotního plazmatu na jednotlivé mikroorganismy 

Tento výsledek pro S. epidermidis odporXje WomX, åe grampo]iWiYnt bakWerie jsoX YĤþi oãeWĜent 

pla]maWem odolnČjãt [55, 56]. DĤYodem mĤåe bêW Y\ããt nich\lnosW S. epidermidis na plazma 

v nimi Y\branpm spoleþnpm mpdiX NB obohacenp o glXky]X, Ye kWerpm WaWo bakWerie 

Y\ka]oYala menãt rĤsW neå Ye sYpm opWimilntm mpdiX (BHI) (Yi] Obr. 17). Mohla být tedy ve 

sWresoYêch podmtnkich, þtmå mohla klesaW jejt odolnosW, a proWo doãlo k takovému rozdílu 

inhibiþntho ~þinkX od dYoX ]b\lêch mikroorganismĤ. ParalelnČ s touto diplomovou prací byla 

mČĜena i diplomoYi price koleg\nČ Bc. Sarah ârimkoYp [64], kde se na optimálním médiu 

(BHI) poWYrdil Wrend, åe jsoX gramnegaWiYnt bakWerie (na opWimilntm mpdiXm LB) Ytce nich\lnp 

na pĤsobent pla]maWX neå grampo]iWiYnt bakWerie na sYpm opWimilntm mpdiX (BHI). Rozdílnost 

YelikosWi inhiboYanp ploch\ pla]maWem po 5 min oãeWĜent pro Yãechn\ sWXdoYanp 

mikroorganism\ l]e YidČW na obri]kX 22.  
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Obrázek 22: Inhibovaná plocha po 5 min ošetĜení plazmatem; zleva: C. glabrata, E. coli, 

S. epidermidis 

V pĜtpadČ spoleþnêch kXlWiYact bakWerit s kYasinkoX se inhibiþnt ~þinek lehce ]Yêãil 

(v porovnání inhibiþntho ~þinkX pla]maWX na E. coli a C. glabrata). V pĜtpadČ spoleþnp 

kultivace bakterie E. coli a kvasinky C. glabrata je inhibiþnt ~þinek pĜi nejdelãt dobČ oãeWĜent 

plazmatem 24 %. U spoleþnp kXlWiYace bakWerie S.  epidermidis a kvasinky C. glabrata 

inhibiþnt ~þinek dosahXje pĜi nejdelãt dobČ oãeWĜent pla]maWem WpmČĜ 34 %. PĜi spoleþnp 

kultivace bakterie S. epidermidis a E. coli dosihl inhibiþnt ~þinek pla]maWX necelêch 22 % (viz 

Obr. 23). 

 

Obrázek 23: Úþinnost inhibice nízkoteplotního plazmatu na spoleþné kultury  
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PĜi oãeWĜent Yãech WĜt sWXdoYanêch mikroorganismĤ dosihl inhibiþnt ~þinek pĜi þasX oãeWĜent 

5 min 23 % (viz Obr. 24). 

 

Obrázek 24: Úþinnost inhibice nízkoteplotního plazmatu na spoleþnou kulturu kvasinky C. glabrata 

a bakterií S. epidermidis a E. coli pĜi rĤzné dobČ ošetĜení 

ÒþinnosW inhibice se Wed\ poh\boYala X YČWãin\ Y]orkĤ kolem 20 % (výbojem se nepohybovalo, 

proWo ani nel]e dosihnoXW 100% ~þinnosWi), pĜiþemå ~þinnosW inhibice b\la X spoleþnêch kXlWXr 

lehce Y\ããt. VêjimkoX b\la S. epidermidis, pro kWeroX ]Yolenp mpdiXm nent ]cela ideilnt, kYĤli 

þemXå b\l inhibiþnt ~þinek aå WĜikriW Y\ããt. Oslabení S. epidermidis vlivem média NB 

obohacenp o glXky]X mohlo nislednČ YpsW k pĜekroþent limiWX Wolerance pro o[idaWiYnt sWres pĜi 

þase oãeWĜent 5 minXW, coå mĤåe bêW dĤYodem Wak Y\sokpho inhibiþntho ~þinkX oproWi jinêm 

kulturám. V\ããt ~þinnosW inhibice se projeYila Wakp X spoleþnp kXlWiYace kYasink\ C. glabrata 

a S. epidermidis. Za ro]dtlnoX ~þinnosWt mĤåe sWiW nČkolik fakWorĤ, napĜtklad kompeWiWiYnt 

choYint mikroorganismĤ [65]. Nebo ]a Wtm mĤåe sWiW priYČ S. epidermidis a jiå ]mtnČnp 

dĤYod\, kWerp se Yãak Wolik neprojeYt X Y]orkĤ s E. coli, proWoåe Wa rosWe jako bakWerie r\chleji 

neå kYasinka C. glabrata (Y\Xåije Wed\ prosWorX na ~kor S. epidermidis). To mĤåe YpsW k tomu, 

åe X Y]orkĤ, kde je se S. epidermidis i E. coli není pozorován takový rozdíl. Tato problematika 

Yãak studována nebyla a mĤåe bêW pĜedmČWem dalãtho výzkumu. 

4.4.1 IdeQWifikace PikURRUgaQiVPĤ 

PokXd na inhiboYanp ploãe doãlo k nirĤsWX mikroorganismĤ, Wak b\lo pod optickým 

mikroskopem idenWifikoYino, o jakê mikroorganismXs se jedni. B\lo ]jiãWČno, åe pĜi oãeWĜent 

plazmatem nedochází k selekWiYntmX pĤsobent a dochi]t k inhibici Yãech sWXdoYanêch 
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mikroorganismĤ. PĜi sWXdoYanp koncenWraci mikroorganismĤ neb\la inhibice oãeWĜoYanp 

ploch\ sWoprocenWnt, Wakåe Y inhiboYanp ploãe b\l po]oroYin Yêsk\W jednotlivých kolonií. 

K nirĤsWX kolonit Y inhiboYanp ploãe doãlo i po oãeWĜent 5 min, pĜiþemå v inhiboYanp ploãe byl 

pozorován nirĤsW Yãech WĜt sWXdoYanêch mikroorganismĤ (viz Obr. 25). 

 

Obrázek 25: Identifikace åivêch mikroorganismĤ v inhibované ploše po 5 min ošetĜení plazmatem (po 

24 h kultivaci) 

4.4.2 UUþeQt YiabiOiW\ PikURRUgaQiVPĤ Y iQhibRYaQp SORãe 

Pro bliåãt pochopent inWerakce pla]maWX s mikroorganismy bylo studováno, zda se ve vzorku 

odebraném z inhibované plochy nachází mikroorganismy usmrcené nebo inhibované 

pla]maWem. B\lo ]jiãWČno, åe mikroorganism\ nejsoX Xsmrcenp, ale jeví se åiYp. Reali]oYino 

Wo b\lo pomoct prĤWokoYpho c\WomeWrX, kde åiYi konWrola nevykazovala åidnoX fluorescenci 

sWejnČ jako mČĜenê Y]orek. Jev lze pozorovat na Obrázku 26. TenWo fakW mĤåe bêW ]pĤsoben 

Wtm, åe sWXdoYanp bXĖk\ jsoX skXWeþne åiYp, nebo fakWem, åe nemají porXãenoX 

cytoplazmatickou membránu. Tím pádem b\ poXåiWi flXorescenþnt sonda PI nemohla YnikaW do 

bXnČk a vykazovat fluorescenci. PoXåiWt dalãtch flXorescenþntch sond ]aloåenêch na jinêch 

principech je perspektiYoX dalãt price. Z provedených experimentĤ mĤåeme tvrdit, åe bXĖk\, 

které jsou oãeWĜen\ pla]maWem ani po týdnu kultivace nerosWoX a nemnoåt se, pĜiþemå ale nemají 

porXãenoX bXnČþnoX membránu.  
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Obrázek 26:Cytogramy spoleþné kultury C. glabrata a E. coli (po 24 h kultivaci); vlevo: vzorek 

odebraný z inhibované plochy po 5 min ošetĜení plazmatem, vpravo: åivá kontrola (bez ošetĜení) 

Ab\chom ]jisWili, ]da jsoX oãeWĜenp mikroorganism\ kXlWiYoYaWelnp, byla inhibovaná plocha 

kliþkoX naoþkoYina na selektivní MacConkey agar (u vzorku s E. coli), kde b\lo ]jiãWČno, åe 

mikroorganismus není nadále kultivovatelný, na rozdíl od kontroly (viz Obr. 27), kde byla 

kliþkoX naoþkoYina kolonie E. coli, která se vyskytovala v inhibované oblasti.  

 

Obrázek 27: Urþení kultivovatelnosti E. coli (po 24 h kultivaci); a) vzorek odebraný z inhibované 

plochy po 5 min ošetĜení, b) kontrola 

Dile b\lo po]oroYino, ]da inhiboYani plocha plnČ ]arosWe, coå se ani po Wêdennt kXlWiYaci 

nepotvrdilo (X åidnpho ] mikroorganismĤ). Uvedená inhibovaná plocha je pro vzorek s E. coli 

po 5 min oãeWĜent pla]maWem pĜi Y\ããt koncenWraci 106 CFU/ml (viz Obr. 28). 
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Obrázek 28: Inhibovaná plocha E. coli po 5 min ošetĜení plazmatem; a) po 24 h kultivaci, b) po 

týdenní kultivaci 

4.5 PĜtPp RãeWĜeQt PikURRUgaQiVPĤ Y suspenzi 

Mikroorganismy C. glabrata, S. epidermidis a E. coli byly jednoWliYČ oãeWĜen\ pla]maWem Ye 

spoleþnpm åiYnpm médiu NB obohaceném o glukózu a v PBS. B\lo ]jiãWČno, åe dochi]t 

k Xsmrcent bXnČk pomoct nízkoteplotního mikrovlnného plazmatu s poYrchoYoX YlnoX. AYãak 

WaWo ~þinnosW je pomČrnČ nt]ki, a Wo od jednoWek procenW po ma[imilnČ 16 % (pĜi nejdelãt dobČ 

oãeWĜent). TaWo ]jiãWent jsou v souladu s Yêãe proki]anêmi Yêsledk\, kdy za Y\XåiWt 

flXorescenþnt sondy PI, ve vzorku z inhibované plochy nebyly prokázán\ WpmČĜ åidné mrtvé 

bXĖk\. ProdloXåentm dob\ oãeWĜent na 10 minXW a ]mČnoX XspoĜidant b\lo dosaåeno 

ma[imilnČ ]mtnČnêch 16 % usmrcených bunČk. Z principu fungování sondy PI se jednalo 

o bXĖk\, kWerp mČl\ poãko]enoX bXnČþnoX membrinX. Mohly to tedy bêW ]ejmpna bXĖk\ 

nekrotické, coå je W\p bXnČþnp smrWi, X kWerp dochi]t k rXpWXĜe membrin\. Jak jsme Yãak YidČli 

Yêãe, inhiboYanp bXĖk\ neb\lo moånp ]a pomoci sond\ PI vizualizovat, a WXdtå skXWeþnoX 

~þinnosW oãeWĜent nent moånp posX]oYaW na ]ikladČ WČchWo YêsledkĤ. MoånosWt b\ b\lo sXspen]e 

po oãeWĜent naoþkoYaW na agaroYp ploWn\ a Y\hodnoWiW je meWodoX poþtWant kolonit. Tento 

e[perimenW Yãak reali]oYin neb\l ] dĤYodX ome]enpho þasX, ale mĤåe bêW perspekWiYoX dalãt 

práce. 

Jak l]e YidČW na schpmaWX e[perimenWilntho ]apojent (Yi] Obr. 11), Wak kĜemenni kapilira je 

]anoĜeni pod hladinX sXspen]e. KYĤli Y\sXnXWt kĜemennp kapilir\ ] re]onanþnt dXWin\ hoĜt 

Yêboj pomČrnČ Y\soko nad oãeWĜoYanoX sXspen]t. Ttm, åe je kĜemenni kapilira ]anoĜeni pod 

hladinu suspenze, tak jediným plynem, který je kolem viditelného výboje je pracovní plyn ± 

argon, þtmå je Y\WYoĜena inerWnt aWmosfpra Y kĜemennp kapiliĜe. Vzhledem k tomu nedochází 
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k pĜtmpmX konWakWX YidiWelnpho Yêboje se Y]dXchem ani se suspenzí, a tak nedochází k pĜtmp 

WYorbČ RONS.  

Pomocí elektrického výboje dochází ke vzniku rĤ]nČ e[ciWoYanêch a jednou ioni]oYanêch sWaYĤ 

argonu. Jedním z nich je metastabilní stav argonX, coå je ]YliãWnt e[ciWoYanê sWaY s dlouhou 

doboX åiYoWa (aå nČkolik ms). Vzhledem k dloXhp dobČ åiYoWa meWasWabilntho sWaYX argonX 

mĤåe dochi]eW k jeho interakci s jinêmi þisWicemi v okolt (Y]dXch, Yoda, «) a WYorbČ RONS, 

kWerêch je ale mpnČ, neå kd\å je Yêboj pĜtmo Y kontaktu s okolím obsahujícím kyslík nebo 

dusík. Ted\ ]a Xsmrcentm mikroorganismĤ Y WomWo pĜtpadČ sWojt RONS produkované pouze 

pomocí metastabilního argonu [66, 67, 68]. NislednČ l]e ~þinnosW pĜipisoYaW Wakp pĤsobent 

elekWrickpho pole, UV nebo VUV ]iĜent. S\nergickp pĤsobent Yãech ]mtnČnêch fakWorĤ je pak 

]odpoYČdnp za inhibiþnt YlasWnosWi pla]maWX [1]. V WpWo prici Yãak neb\l studován jejich vliv 

jednoWliYČ, a proWo nel]e XrþiW, kWerý z fakWorĤ se na inhibici podílí nejvíce. To Yãak mĤåe bêW 

dalãtm pĜedmČWem sWXdie. 

ÚþinnosW Xsmrcent bXnČk lze pozorovat na následujících Obrazcích 29-34, kde je srovnání 

poþWĤ mrtvých a åiYêch bXnČk (Y mpdiX i Y PBS) pĜi rĤ]np dobČ oãeWĜent pla]maWem pro 

Yãechn\ sWXdoYanp mikroorganism\.  

 

 

Obrázek 29: äivé a usmrcené buĖky kvasinky C. glabrata v PBS po ošetĜení plazmatem pĜi rĤzné dobČ 
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Obrázek 30: äivé a usmrcené buĖky kvasinky C. glabrata v médiu po ošetĜení plazmatem pĜi rĤzné 

dobČ ošetĜení 

 

Obrázek 31: äivé a usmrcené buĖky bakterie E. coli v PBS po ošetĜení plazmatem pĜi rĤzné dobČ 
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Obrázek 32: äivé a usmrcené buĖky bakterie E. coli v médiu po ošetĜení plazmatem pĜi rĤzné dobČ 

ošetĜení 

 

Obrázek 33: äivé a usmrcené buĖky bakterie S. epidermidis v PBS po ošetĜení plazmatem pĜi rĤzné 
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Obrázek 34: äivé a usmrcené buĖky bakterie S. epidermidis v médiu po ošetĜení plazmatem pĜi rĤzné 

dobČ ošetĜení 

ÒþinnosW inhibice pro Yãechny mikroorganismy je bltåe zobrazena na Obrázku 35 a 36, kde 

mĤåeme X Yãech mikroorganismĤ po]oroYaW lehce Y\ããt ~þinnosW Y mpdiX neå Y PBS, za kterou 
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podloåenp a je Y perspekWiYČ nisledXjtctch pract. Ze statistického hlediska mezi oãeWĜentm 

v PBS a oãeWĜentm Y médiu není významný rozdíl jak u jednotlivých bakterií, tak u celkového 
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ale poĜid nent moåné pokládat za statisticky významné. CelkoYČ se tedy oãeWĜent Y PBS od 

oãeWĜent Y mpdiX Yê]namnČ neliãt (p = 0,24). ÒþinnosW inhibice na jednoWliYp mikroorganism\ 

je ]de Yelice blt]ki a Yåd\ sWoXpi s þasem oãeWĜent, coå odpovídá tvrzením pĜedcho]tch pract 

ohlednČ WpWo problemaWik\, sWejnČ jako WomX b\lo X oãeWĜent na peYnpm åiYnpm mpdiX [42, 63]. 
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Obrázek 35: Poþet mrtvêch bunČk v závislosti na rĤzné dobČ ošetĜení plazmatem (PBS) 

 

Obrázek 36: Poþet mrtvêch bunČk v závislosti na rĤzné dobČ ošetĜení plazmatem (médium) 

PokXd b\chom sroYnali mČĜent ihned po oãeWĜent a po 24 hodinich, Wak se neprojeYXje åidnê 

významný rozdíl v PBS (p = 0,54) ani v médiu (p = 0,11). Pokles mrWYêch bXnČk b\l nejsptãe 

]pĤsoben nirĤsWem åiYêch, neporXãenêch bXnČk. Nent Wed\ proki]ino, åe b\ dochi]elo 

k ~þinkX reakWiYntch þisWic s dloXhoX doboX åiYoWa. Trend je X Yãech mikroorganismĤ sWejnê, 

pro pĜtklad bXde XYedeno mČĜent s C. glabrata (viz Obr. 37, 38).  
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Obrázek 37: Poþet mrtvêch bunČk C. glabrata ihned po ošetĜení a po 24 h pĜi rĤzné dobČ ošetĜení 

plazmatem (PBS) 

 

Obrázek 38: Poþet mrtvêch bunČk C. glabrata ihned po ošetĜení a po 24 h pĜi rĤzné dobČ ošetĜení 

plazmatem (médium) 
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5 ZÈVċR 

TaWo diplomoYi price se ]abêYala sWXdiem pĜtmp aplikace nt]koWeploWntho mikroYlnnpho 

plazmatu v interakci s kvasinkami C. glabrata a bakteriemi E. coli a S. epidermidis. Byla 

sWXdoYina inhibiþnt ~þinnosW mikroYlnnpho Yêboje s povrchovou vlnou v suspenzi (v åiYnpm 

médiu NB obohacené o glukózu a v PBS) a na peYnpm åiYnpm mpdiX (roYnČå NB obohacenp 

o glXky]X). Mikroorganism\ b\l\ oãeWĜoYin\ jednoWliYČ a na peYnpm åiYnpm mpdiX b\l\ 

oãeWĜoYin\ i jejich spoleþnp kXlWXr\. 

Pro ~þel\ WpWo price b\lo nejdĜtYe nXWnp najtW Yhodnp åiYnp mpdiXm, kde dojde k rĤsWX Yãech 

WĜt sWXdoYanêch mikroorganismĤ. Jako spoleþnp åiYnp mpdiXm b\lo ]Yoleno NB obohacenp 

o glXky]X. RĤsW mikroorganismĤ b\l oYČĜen promČĜentm rĤsWoYêch kĜiYek Y tomto vybraném 

médiu a v optimálním médiu pro dané mikroorganismy (YPD pro C. glabrata, BHI pro 

S. epidermidis a LB pro E. coli). Vêsk\W Yãech WĜt mikroorganismĤ ve zvoleném médiu byl 

potvrzen pozorováním pod optickým mikroskopem za pomocí Gramova barvení.  

Na peYnpm åiYnpm mpdiX NB obohacenp o glXky]X b\l\ Y]ork\ oãeWĜen\ pla]maWem po dobX 

30 s, 60 s, 2 min a 5 min. Inhibiþnt ~þinek pla]maWX b\l Y\hodnocoYin pomoct sofWZarX AXrora 

a je Y]Waåen na plochX PeWriho misk\ o prĤmČrX 90 mm. U Yãech sWXdoYanêch þasĤ b\l proki]in 

inhibiþnt ~þinek pla]maWX, jak pro jednoWliYp mikroorganism\, Wak i pro spoleþnp kXlWXr\. 

NejY\ããt inhibiþnt ~þinek b\l po]oroYin X nejdelãt dob\ oãeWĜent pla]maWem (5 min) X Yãech 

sWXdoYanêch Y]orkĤ. B\lo ]jiãWČno, åe inhibiþnt ~þinek se X YČWãin\ Y]orkĤ pohybuje kolem 

20 % pĜi nejdelãt dobČ oãeWĜent pla]maWem. PĜi oãeWĜent S. epidermidis byl zaznamenán 

inhibiþnt ~þinek aå 60 %, nejsptãe kYĤli ]YolenpmX mpdiX, kWerp neb\lo pro WXWo bakWerii ]cela 

optimální. ToWo oslabent mohlo nislednČ YpsW k pĜekroþent limiWX Wolerance pro o[idaWiYnt sWres 

pĜi þase oãeWĜent 5 minXW. V\ããt inhibiþnt ~þinek b\l Wakp po]oroYin X spoleþnp kXlWXr\ 

C. glabrata a S. epidermidis. Za ro]dtlnoX ~þinnosWt mĤåe sWiW nČkolik fakWorĤ, kWerp neb\l\ 

studovány a mohoX bêW pĜedmČWem dalãt sWXdie. PĜi sWXdoYanp koncenWraci nebyla inhibice na 

oãeWĜoYanp ploãe sWoprocenWnt a doãlo Y ní k nirĤsWX jednoWliYêch kolonit. T\Wo kolonie b\l\ 

po]oroYin\ pod opWickêm mikroskopem pro Wo, ab\ se Xrþilo, o jakp mikroorganism\ se jedni 

a zda nedochází k selekWiYntmX pĤsobent pla]maWX pĜi spoleþnêch kXlWXrich. SelekWiYnt ~þinek 

neb\l poWYr]en, pod mikroskopem b\l\ po]oroYin\ Yãechn\ sWXdoYanp mikroorganism\. Na 

peYnpm åiYnpm mpdiX b\lo, pro bliåãt pochopent inWerakce pla]maWX s mikroorganismy, 

studováno také ]da jsoX bXĖk\ Y inhiboYanp oblasWi Xsmrcenp. V]orek b\l promČĜen na 

prĤWokoYpm c\WomeWrX ]a pomoct flXorescenþntho barYiYa PI. MČĜenê Y]orek nevykazoval 

fluorescenci sWejnČ jako åiYi konWrola, proWo mĤåeme pĜedpoklidaW, åe mikroorganism\ 
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v inhibované oblasWi jsoX åiYp. U vzorku z inhiboYanp ploch\ b\lo Wakp XrþoYino, ]da jsoX 

mikroorganism\ sWile kXlWiYoYaWelnp, pĜiþemå b\lo ]jiãWČno, åe inhiboYanp mikroorganism\ 

nadile kXlWiYoYaWelnp nejsoX. Takp b\lo proki]ino, åe i po Wêdennt kXlWiYaci nedochi]t 

k ]arĤsWint inhiboYanp oblasWi ani X jednoho ]e sWXdoYanêch Y]orkĤ. 

PĜi oãeWĜent jednoWliYêch mikroorganismĤ Y sXspen]i (PBS a åiYnp mpdiXm NB 

obohacené o glukózu) pomocí nízkoteplotního plazmatu dochází k usmrcení jednotlivých 

mikroorganismĤ. AYãak WaWo ~þinnosW je nt]ki. DĤYodem je e[perimenWilnt XspoĜidint. 

Vzhledem k ]anoĜent kapilir\ pod hladinX sXspen]e je jedinêm pl\nem okolo YidiWelnpho 

Yêboje argon (pracoYnt pl\n). Za Xsmrcentm mikroorganismĤ Wed\ sWojt primirnČ RONS 

produkované pomocí metastabilního stavu argonu a také teplo, UV a VUV ]iĜent a elektrické 

pole. Pro ]lepãent ~þinnosWi b\ b\lo Yhodnp jako pracoYnt pl\n poXåtW spolX s argonem také 

kyslík, aby docházelo k YČWãt prodXkci reakWiYntch þisWic. 

Co se Wêþe perspekWiY\ WpWo price, Wak b\ b\lo Yhodnp podrobnČji prosWXdoYaW inWerakci 

plazmatu s mikroorganismy, coå b\ mohlo bêW reali]oYino ]a poXåiWt jinêch flXoroforĤ. Také 

by bylo vhodné k argonX (pracoYnt pl\n) pĜidaW i k\sltk pro Wo, ab\ dochi]elo k YČWãt ~þinnosWi 

inhibice dtk\ Y\ããt prodXkci reakWiYntch þisWic k\sltkX. Dile b\ b\lo dobrp proYČĜiW, ]da b\ se 

pĜi opakoYanp e[po]ici ne]lepãil inhibiþnt ~þinek. A také k jakp ~þinnosWi inhibice dochi]t 

v sXspen]tch po oãeWĜent pla]maWem, kd\b\chom Y]ork\ poWp naoþkoYal\ na agaroYp ploW\ 

a ~þinnosWi inhibice Y\hodnoWili meWodoX poþtWint kolonit.  

Vzhledem k WomX, åe mnohp konYenþnt meWod\, kWerp se pro dekonWaminaþnt proces\ Y\XåtYajt 

mají rĤ]ni negaWiYa, kWerp jsoX pĜi XrþiWêch aplikactch neåidoXct, Wak je Y\XåiWt pla]maWX 

slibnou metodou. RoYnČå na ro]dtl od anWibioWik neb\la proki]ina a nepĜedpoklidi se vznik 

re]isWence mikroorganismĤ na WenWo W\p oãeWĜent, coå je Y]hledem k problematice rezistence na 

anWibioWika nadČjnê pĜtsWXp. NicmpnČ je dĤleåiWp opWimali]oYaW podmtnk\, ab\ se pĜi co 

nejniåãtm þasX dosihlo co nejY\ããt inhibice. 
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6 SEZNAMY 

6.1 Se]QaP SRXåiWêch ]kUaWek 

AIDS = Acquired Immune Deficiency Syndrom = syndrom získaného imunodeficitu 

ATP = adenosintrifosfát 

BHI = Brain-Heart-Infusion 

C. albicans = Candida albicans 

C. glabrata = Candida glabrata 

C. kefyr = Candida kefyr 

C. krusei = Candida krusei 

C. parapsilosis = Candida parapsilosis 

C. rugosa = Candida rugosa 

C. tropicalis = Candida tropicalis 

CAP = cold atmospheric pressure plasma = studené plazma za atmosférického tlaku 

CFU = colony-forming unit = jednoWka WYoĜtct kolonie 

E. coli = Escherichia coli 

EIEC = enteroinvazivní Escherichia coli 

ETEC = enteroxigenní Escherichia coli 

FSC = forward scatter chanel 

LB = Lennox Broth 

MDA = malondialdehyd 

MW = microwave = mikrovlnné 

NAC = non-albicans Candida 

NB = Nutrient Broth 

P. gingivalis = Porphyromonas gingivalis 

PBS = Phosphate-buffered saline = fosfátový pufr 

PD = photodiode = fotodioda 

PI = propidium jodid 

PMT = PhoWoXlWiplier TXbe = foWomXlWiplikaþnt WrXbice 
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PTW = plasma WreaWed ZaWer = pla]maWem oãeWĜeni Yoda 

RONS = reacWiYe o[\gen niWrogen species = reakWiYnt þisWice k\sltkX a dXstkX 

ROS = reacWiYe o[\gen species = reakWiYnt þisWice k\sltkX 

rpm = reYolXWions per minXWe = oWiþk\ ]a minXWX 

S. cerevisiae = Saccharomyces cerevisiae 

S. epidermidis = Staphylococcus epidermidis 

Slm = standard liter per minute = standardní litr za minutu 

SSC = side scatter chanel 

YPD = Yeast extract-Peptone-Dextrose 
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