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ABSTRAKT

Predmétem této diplomové prace je studium nizkoteplotniho mikrovinného plazmatu na
mikroorganismy Candida glabrata, Staphylococcus epidermidis a Escherichia coli. Sledovan
je inhibi¢ni uCinek plazmatu na zminéné mikroorganismy na pevném zivném médiu
a v suspenzi (zivné médium a PBS). Na pevném zivném médiu je studovan i inhibicni ucinek
na spolecné kultivace danych mikroorganismi. V praci je pouzivan mikrovinny vyboj
s povrchovou vlnou, pracovnim plynem je argon. Pro experiment na pevném zivném médiu je
po cely experiment udrzovan konstantni prutok 5,0 Slm a vykon kolisajici mezi 8-10 W. Pro
experiment v suspenzi je po cely experiment udrzovan konstantni pratok 2,0 Slm a vykon
13 W.

Byl pozorovan inhibi€ni uc€inek plazmatu na pevném zivném médiu na jednotlivé
mikroorganismy a také na spoleéné kultury. Bylo zjisténo, ze mikroorganismy, které jsou
oSetfené plazmatem na pevném zivném médiu jsou inhibované a nekultivovatelné, pficemz
maji neporusenou cytoplazmatickou membranu.

Pti osetfeni mikroorganismt v suspenzi dochazelo k usmrceni jednotlivych bunek, avsak tato
ucinnost byla nizka. Nizka a¢innost byla zpisobena experimentalnim usporadanim, konkrétné
tim, ze kolem viditelného vyboje se kvuli zanofeni kapilary vyskytoval pouze pracovni plyn

argon.

KLICOVA SLOVA

Candida glabrata, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, nizkoteplotni mikrovlnné

plazma, mikrovlnny vyboj s povrchovou vinou, pratokovy cytometr, inhibi¢ni ucinek



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 SIm 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.

KEY WORDS

Candida glabrata, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, low temperature microwave

plasma, surface wave microwave discharge, flow cytometry, inhibitory effect



PETROVA, Veronika. Studium primé aplikace nizkoteplotniho plazmatu na kvasinky Candida

Glabrata a bakterie. Brno, 2023. Dostupné také z: https://www.vut.cz/studenti/zav-

prace/detail/147928. Diplomova prace. Vysoké uceni technické v Brn¢, Fakulta chemicka,

Ustav chemie potravin a biotechnologii. Vedouci prace Frantisek Kréma.

PROHLASENI

Prohlasuji, ze jsem diplomovou praci vypracovavala samostatné a ze vSechny pouzité literarni
zdroje jsem sprave a uplné citovala. Diplomova prace je z hlediska obsahu majetkem Fakulty
chemické VUT v Brn¢ a mize byt pouzita ke komer¢nim uceliim jen se souhlasem vedouciho

diplomové prace.

Veronika Petrova

PODEKOVANI

Timto bych chtéla podékovat vedoucimu mé diplomové prace panu prof. RNDr. FrantiSkovi
Krémovi, PhD. za cenné rady, ochotu a ¢as. Také bych chtéla podékovat konzultantkam, a to
konkrétné pani Ing. Julii Hoové, Ph.D. a Ing. Kristiné Trebulové za jejich zkusSenosti, znalosti,
napady a také za jejich Cas pfi spolupraci na experimentalni ¢asti. Rovnéz mé diky patti panu

Bc. Janu Hrudkovi, ktery je autorem programu Aurora.


https://www.vut

OBSAH

1

2

UVOD 8
TEORETICKA CAST 10
2.1 Mikrobiologicka cast 10
2.1.1 Kozni mikrobiota 10
2.1.2 Candida glabrata 11
2.1.3  Staphylococcus epidermidis 13
2.1.4  Escherichia coli 15
2.1.5 Pratokova cytometrie 18
2.1.6 Plazma 21
2.1.7 Mikrovinné vyboje 22
2.1.8 Chemické a fyzikalni procesy iniciované plazmatem ve vzduchu 23
2.1.9 Chemické a fyzikalni procesy v kapaliné 23
2.1.10  Sterilizace plazmatem 24
2.1.11  Interakce plazmatu s mikroorganismy 26
2.1.12  Biomedicinské aplikace plazmatu 27
EXPERIMENTALN{ CAST 30
3.1 Chemikalie, pfistroje a materialy 30
3.1.1 Pfistroje 30
3.1.2 Chemikalie a material 30
3.2 Piiprava mikrobialnich vzorkl 31
3.2.1 Priprava kultiva¢nich médii 31
3.2.2 Priprava inokul 33
3.3 Kalibrac¢ni kiivky 33
3.4 Priprava spole¢ného zivného média 33
3.4.1 Priprava vzorku 33
3.4.2 Gramovo barveni a mikroskopovani 33
3.5 Raustove kiivky 34
3.6 Piimé oSetfeni mikroorganismi na pevném zivém médiu 34
3.6.1 Piiprava vzorkd 34




3.6.2 OgSetfeni piipravenych vzork pomoci mikrovinného plazmového vyboje

s povrchovou vinou

3.7 Piimé oSetieni mikroorganismu v suspenzi

3.7.1 Piiprava vzorkl

3.7.2 OgSetfeni piipravenych vzork pomoci mikrovinného plazmového vyboje

s povrchovou vinou

VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Kalibracni kiivky

4.2 Piiprava spolecného zivného média

4.3 Ruastové krivky

4.4 Pfimé oSetfeni mikroorganismi na pevném zivném meédiu

4.4.1 Identifikace mikroorganismi

4.4.2 UrCeni viability mikroorganisml v inhibované plose

4.5 Piimé oSetieni mikroorganismui v suspenzi

ZAVER

SEZNAMY

6.1 Seznam pouzitych zkratek

6.2 Seznam pouzitych obrazki

6.3 Seznam pouzité literatury

35

38
38

38

41

41

42

42

44
47
48

50

57

59

59

61

63



1 UVOD

V poslednich letech je celosvétovym alarmujicim problémem rostouci rezistence
mikroorganismi na antibiotika a antimykotika. Ackoliv existuje fada chemickych a fyzikalnich
prostiedku, které jsou schopné inaktivovat nezadouci organismy, tak se u vétSiny konvencnich
technik setkavame s problémem, ze pfi sterilizaci zaroven dochéazi k poskozeni sterilizovaného
materialu, coz miize byt pro urcité aplikace nezadouci. Proto dochazi k vyvoji novych technik,
diky kterym by doslo k uspokojivé sterilizaci a zarovei by nedoslo k poskozeni sterilizovaného
materialu. Do téchto technik fadime i1 vyuziti plazmatu. Pfi sterilizaci plazmatem totiz
nedochazi k poskozeni oSetfovaného materialu a vyhodou je také netoxicka povaha plazmatu
a pomérné nizka teplota, kdy teplota oSetfovaného materialu neptesahne 50 °C [1]. Zaroven je
vyhodou, Ze rezistence mikroorganismi nebyla prokazana a ani se nepfedpoklada vyvinuti
rezistence pii oSetfeni plazmatem, takze 1 v tomto sméru by plazma mohlo mit vysoky aplikacni
potencial [2].

Plazma je vyuzivano v fadé biomedicinskych aplikaci. Studie se zabyvaji feSenim zdravotnich
problémi v mnoha oborech, ztéch biomedicinskych je to napfiklad dermatologie, zubni
lIékarstvi a onkologie. Hlavnim pfedmétem zdjmu jsou zejména dekontaminacni procesy

realizované plazmatem.

Tato prace navazuje na bakalarskou praci, kde byla predmétem kvasinka Candida glabrata,
ktera je normalni soucasti mikrobioty. U zdravého jedince to neni problém, ten ale nastava
u pacientu, ktefi maji snizenou imunitu, coz mize vést k rozvoji mykotické infekce zptisobené
pravé touto kvasinkou [3]. Pro to, abychom se vice pfiblizili redlnym podminkam, budeme
spolecné s kvasinkou C. glabrata kultivovat 1 bakterie. Konkrétné se jedna o bakterie
Staphylococcus epidermidis a FEscherichia coli, které byly zvoleny proto, ze zastupuji jak
grampozitivni, tak gramnegativni bakterie. S. epidermidis je béznou soucasti kozni mikrobioty,
E. coli byla zvolena jako modelovy organismus, ackoliv neni soucasti bézné kozni mikrobioty,
ale je soucasti bézné stievni mikroflory [4, 5].

Diplomova prace se bude zabyvat oSetfenim mikroorganismi pomoci nizkoteplotniho
mikrovlnného plazmatu s povrchovou vinou v podobé plazmové trysky. Bude sledovana
ucinnost inhibice plazmatu na mikroorganismy C. glabrata, E.coli a S. epidermidis.
Mikroorganismy budou osSetfovany plazmatem na pevném zivném médiu a v suspenzi (tekuté
zivné médium NB obohacené o glukozu a PBS). Na pevném zivném médiu bude sledovana

inhibovana plocha v procentech vztazena na povrch Petriho misky o priméru 90 mm.



V suspenzi bude sledovan pocet mrtvych a Zivych bunék (CFU/ml) pomoci prutokové

cytometrie.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Mikrobiologicka ¢ast
2.1.1 Kozni mikrobiota

Termin mikrobiota vystihuje celkovy pocet mikroorganismi na konkrétnim misté, v tomto
piipadé budeme hovofit o kizi. Kize je nejveétsim organem téla a funguje jako mechanicka
bariéra mezi vnéjSim a vnitinim prostfedim téla. Mezi jeji funkce patfi tedy 1 zamezeni vstupu
patogent dovnitf téla a také zamezeni ztraty vlhkosti. Kaze je ale také ekosystém, jehoz
soucasti je fada prospésnych mikroorganismu [6, 7, 8].

Lidské télo je pokryto mikroorganismy i pfesto, ze se kiize zda byt nehostinnym prostfedim pro
jejich zZivot a rust. Epidermalni povrch je z vétsi Casti suchy, hruby a neustale se odlupuje, coz
neumoziuje mikroorganismim nepfetrzit¢ rozmnozovani a tvorbu biofilmi. DalSim
omezujicim faktorem je niz§i pH kuze, které se pohybuje v rozmezi 4-6.5 a také schopnost
nékterych bunék produkovat antimikrobidlni slouCeniny. I pfesto je pocet bakterii, které
pokryvaji kiizi, nékolikrat vyssi nez pocet télu vlastnich bunek (10:1). Kizi ale také kromé
bakterii osidluji plisné, viry i rozto€i. Vzhledem k jiz zminénym podminkam, muze byt kize
kolonizovéana pouze specifickymi mikrobialnimi druhy. Tyto podminky maji také vyznamny
vliv na pocet mikroorganismii, diky ¢emuz je kozni mikrobiota odolna viici zménam a je

stabilni, co se poctu a slozeni tyCe [7, 9].
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2.1.2 Candida glabrata

Druhy rodu Candida jsou nejcastéjSimi oportunnimi houbovymi patogeny u lidi [10].
Nejcastéjsim puvodcem kandidoz je kvasinka Candida albicans (46,3 %), ktera je nasledovana

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

Candida glabrata (viz Obr. 1) se s ostatnimi druhy rodu Candida tadi do ttidy Fungi Imperfecti,

tadu Mowniliales a do Celedi Cryptococcaceae [3].

Obrazek 1: Candida glabrata pod elektronovym mikroskopem [11]

Bunky Candida glabrata jsou na rozdil od jinych druhli tohoto rodu znatelné mensi. Pro
srovnani bunky C. glabrata dosahuji asi 1-4 um, kdezto butiky C. albicans uz dosahuji 4-6 pm
a bunky C. fropicalis jsou témét dvakrat vetsi, konkrétné 4-8 um [12].

Kolonie tvorené kvasinkami C. glabrata jsou bile az krémové zbarvené, jsou lesklé a hladké.
C. glabrata jako jedina z rodu Candida netvoti pseudohyfy pfi teplotach presahujicich 37 °C.

Déle ma na rozdil od C. alicans nebo C. tropicalis haploidni genom [3].
2.1.2.1 Virulence

Za patogenitou druhi Candida stoji nékolik virulentnich faktort. Mezi tyto faktory mizeme
zaradit adherenci, tvorbu biofilmi, ale i tvorbu hydrolytickych enzyml poskozujicich tkan

hostitele [12].

Mezi virulentni faktory kvasinky C. glabrata se tadi tvorba biofilmt a hydrolytickych enzyma
(proteazy, fosfolipazy, hemolyziny). Tyto enzymy pfispivaji k adherenci, bunécnému
poskozeni a také k invazi v tkanich hostitele. Také maji genotypovou a fenotypovou variabilitu.
Tyto virulentni faktory stoji za tvorbou antifungélni rezistence, a také udéluji kvasinkam

schopnost vyhybat se imunitni odpovédi hostitele [13].
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2.1.2.2 Patogenita

Candida glabrata byla diive povazovana za relativné nepatogenni druh rodu Candida. AvSak
s rostoucim uzivanim Sirokospektralnich antimykotik a imunosupresivni 1écby zacala byt

C. glabrata velice castym plivodcem systémovych a slizni¢nich infekci [3].

C. glabrata je oportunni patogen. Onemocnéni se tedy projevuje u imunokompromitovanych
pacientll, coz jsou pacienti, ktefi maji porusené prirozené obranné mechanismy, jako je tomu
naptiklad u pacientd s AIDS (Acquired Immune Deficiency Syndrom, tj. syndrom ziskaného

imunodeficitu) [14].

C. glabrata zatazujeme mezi NAC (non-albicans Candida) druhy spolu s C. krusei,
C. parapsilosis, C. tropicalis a dale 1 méné vyraznymi druhy jako jsou C. kefyr, C. rugosa, aj.
Pravé tyto NAC druhy zacinaji byt velice ¢astymi ptvodci kandidoz. Presnéji mezi lety 1970
a 1990 predstavovaly NAC druhy 10-40 % vsech systémovych kandidoz, kdezto mezi lety
1990-2010 uz predstavovaly 35-65 % [15].

2.1.2.3 Regzistence

Alarmujicim problémem je to, ze vétsSina NAC druht vykazuje primarni rezistenci nebo
snizenou citlivost vici uréitym druhiim antimykotik [15].

Konkrétne C. glabrata je odolna viici azolovym léciviim, zejména pak vici flukonazolu. Je také
rezistentni vaci itrakonazolu, ktery byva vétSinou acinny proti druhim Candida, které jsou
rezistentni na flukonazol. Naopak posakonazol ma fungistatickou aktivitu vici kvasince

C. glabrata a vorikonazol dokonce antifungicidni aktivitu [12].
2.1.2.4 Infekce

Infekce zptisobené kvasinkami Candida se nazyvaji kandidozy [14]. Obecné mykozy
v poslednich letech vyrazné nartstaji. U kandidoz je divodem hned nékolik faktort, které
podporuji kvasinkovou infekci. Casto tyto faktory souvisi s imunodeficienci. K podporeni
kvasinkové infekce mohou vést faktory, jako je napfiklad 1éc¢ba antibiotiky, steroidy,
cytostatiky nebo imunosupresivy. Poté také onemocnéni jako je leukémie, diabetes ¢i AIDS.
Mezi nej¢asté€jsi druhy patii oralni a vaginalni kandidozy [3, 16].

Oralni kandidoza je oportunni infekce, ktera je bézna u imunokompromitovanych pacientt.

C. glabrata je Sasty patogen v Ustni sliznici. Castgji se vyskytuje i s kvasinkou C. albicans, ale
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nachazi se i jako jediny detekovatelny druh. DuleZité je zminit, ze infekce, které jsou zptisobené
C. glabrata, jsou pro 1é¢bu obtiznéjsi nez ty, které jsou zpusobené zminénou C. albicans [10].
Vaginalni kandidéza je nejcastéjSim onemocnénim zenského pohlavniho ustroji. Bé€zné se
jedna o nekomplikované infekce, které jsou zpusobeny kvasinkou C. albicans. Nicméné
pfiblizné 10 % zen trpi komplikovanou vaginalni kandidozou, kde mize byt infekce zptisobena
1 NAC druhy. Tyto komplikované infekce jsou zaznamenavany nej¢astéji u zen s cukrovkou
nebo s imunosupresivnimi stavy. Infekce, ktera je zpusobena C. glabrata, tedy predstavuje

komplikovanou formu onemocnéni [3].
2.1.3 Staphylococcus epidermidis

Stafylokoky jsou shlukujici se grampozitivni koky. Jedna se o fakultativn€ anaerobni bakterie,
které nevytvari spory a jsou nepohyblivé. D¢li se do dvou druhid, na koagulaza negativni
a koagulaza pozitivni bakterie (koagulaza je enzym vyvolavajici koagulaci, koagulaza pozitivni
bakterie tedy produkuji tento enzym a koagulaza negativni bakterie nikoliv) [17].

Buiky S. epidermidis jsou kulovitého tvaru a dosahuji v pruméru velikosti 0,5-1,5 um (viz
Obr. 2). Kolonie jsou hladké, lesklé a kulaté. Maji bilé zbarveni a jsou lepkavé. V praméru

dosahuji velikosti asi 2,5 mm [18].

Obrazek 2: Staphylococcus epidermidis pod elektronovym mikroskopem [18]

S. epidermidis je nejCasté]i izolovanou koagulaza negativni bakterii. S. epidermidis se b&ézné

vyskytuje na kuzi a také na sliznicich [19].
2.1.3.1 Virulence

Zasadnim faktorem virulence u S. epidermidis je tvorba biofilmua a adherence k hostiteli. Méné

se poté na virulenci podili tvorba toxini a exoenzymu, které zpisobuji naruseni tkané [19].
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V prubéhu infekce jde u tvorby biofilmi o dvé stadia - primarni pfipojeni bakterii k materialu
a nasledna tvorba vicevrstvych bunécnych shluka [19]. Biofilm vytvafi bakterialni ochranu
proti obranym mechanismim hostitele a také vaci antimikrobialnim latkam. Biofilmy
S. epidermidis obsahuji veliké mnozstvi perzistentnich bunek, které chrani mikroorganismus
pred inaktivaci a zabitim neutrofily a imunoglobuliny G [20].

Zasadnim toxinem, ktery je produkovan S. epidermidis, je 6-toxin, ktery zpusobuje lyzu
erytrocyti tvorbou pord v cytoplazmatické membrané. &-toxin je biologickou funkci
pfirovnavan k detergentim a hraje roli v konstrukci struktury biofilmi. AvSak pro presné
pochopeni tohoto toxinu je zapotifebi dal§ich studii. Dale S. epidermidis produkuje pouze

omezené mnozstvi jinych toxint ¢i exoenzymu [19].
2.1.3.2 Patogenita

S. epidermidis je komenzalni mikroorganismus (tzn. vztah mezi dvéma jedinci, kdy jeden neni
ovlivnén a druhy ma ze vztahu prospéch), ktery je béznou soucasti mikrobioty, jak bylo
uvedeno vySe. Jedna se o oportunni patogen, ktery se v poslednich letech stal nejvyznamnéjSim
pivodcem nozokomialnich infekci [19]. Nicméné u urCité skupiny pacientl zpisobuje
invazivni infekce. Jedna se o imunokompromitované pacienty, novorozence nebo pacienty,

ktefi maji zavedené zdravotnické prostredky [21].

Vzhledem k tomu, ze ma S. epidermidis omezeny pocet faktort virulence, neni schopen

u zdravych hostitelil vyvolat invazivni infekei [21].
2.1.3.3 Rezistence

Zvysené uzivani Sirokospektralnich antibiotik k prevenci nebo k 1écbé infekce vedlo k nartistu

rezistence také u S. epidermidis [22].

Zejména dochazelo k naduzivani beta-laktamovych antibiotik. Tato antimikrobidlni 1é¢iva
mohou byt S. epidermidis inaktivovana pomoci tfi mechanismt. Muze to byt realizovano
pomoci enzymu beta-laktamazy, nebo muze dojit k modifikaci permeability, anebo také muze
dojit k modifikaci cile antibiotika [20]. Dochazi zejména ke zvySovani rezistence vici
meticilinu, kdy je uz pfiblizné 80 % kmenu S. epidermidis na tato antibiotika rezistentni.
Zaroven také dochazi ke zvySovani rezistence i na jina antibiotika [19].

Velice alarmujicim zjisténim bylo, Ze rezistence muze byt pfenesena in vivo zjednoho
stafylokokového druhu na druhy. Proto je stalad snaha o tvorbu novych antibiotik a vyfeSeni

problému, Zze jednim z poslednich ucinnych antibiotik proti multirezistentnim kmenim je
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vankomycin. Mezi nové vznikla UCinna antibiotika muizeme zafadit dalfopristin nebo

oxazolidinony [19].
2.1.3.4 Infekce

S. epidermidis je nejCastéji se vyskytujicim druhem koagulaza negativnich stafylokoku, tvori
65-90 % vsech stafylokoku ziskanych z krve. V poslednich letech se stal hlavni pfi¢inou
nozokomialnich bakterialnich infekci. Infekce S. epidermidis jsou Casto spojené s katétry,
kloubnimi nahradami ¢i cévnimi Stépy [22].

Infekce jsou tedy nejcastéji spojené se zavedenim ciziho télesa do organismu. Cizi télesa

vyrazné zvySuji nachylnost organismu k infekci a také rezistenci na 1écbu antibiotiky [23].

Dale maze byt infekce zptisobena i bez zavedeni ciziho télesa. Muze se jednat o pooperacni
infekéni komplikace neurochirurgické (zabyvd se mozkem a nervovym systémem),
oftalmologické (ocni lékafstvi) nebo kardiotorakalni (zabyva se organy uvnitf hrudniku

v oblasti srdce) chirurgie [23].
2.1.4 Escherichia coli

Escherichia coli je gramnegativni ty¢inkovita bakterie. Je fakultativné anaerobni a fadi se do
Celedi Enterobacteriaceae [24, 25]. Bunky jsou ty€inkovitého tvaru (viz Obr. 3) a dosahuji
v prumeéru 1-3 um. E. coli je opatiena peritrichnimi biciky pro pohyb, jen n¢které kmeny jsou

nepohyblivé [26].

Obrazek 3: Escherichia coli pod elektronovym mikroskopem [27]

Kolonie tvotené E. coli jsou hladké, kulaté a maji Sedobilé zbarveni. V priméru dosahuji

velikosti mezi 1-3 mm [26].
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E. coli se bézn€ vyskytuje jako komenzalni bakterie soucasti mikrobioty ve stfevnim traktu

u lidi a zvirat [25].
2.1.4.1 Virulence

E. coli je slizni¢ni patogen a obdobné, jako vétSina slizni¢nich patogenti, ma urcitou strategii
rozvoje infekce. Nejdiive dochazi ke kolonizaci mista na sliznici, nasledné se bakterie vyhyba

obrané hostitele a zacne se mnozit. Poté dojde k poskozeni hostitele [28].

E. coli zpisobuje prijmova onemocnéni. Patogenni E. coli dokéaze navzdory peristaltice stieva
a velké konkurenci o ziviny kolonizovat povrch stfevni sliznice. Zaroveti je povrch stfevni

sliznice kolonizovan 1 nepatogennimi kmeny £. coli [28].

Napomocné pii adherenci na povrch sliznice stfeva hostitele jsou povrchoveé adherentni fimbrie.
Patogenni druhy maji potom specifické fimbrialni antigeny, které umoziiuji lepsi adeherenci
a kolonizaci vtenkém stfevé. Dale k adhezi k epitelidlnim buikadm pfispivaji kromé
fimbrialnich adhezint také amfibrialni adheziny nebo vnéj$i membranoveé proteiny [25, 28].

Virulentnim faktorem je i tvorba exotoxind, coz jsou proteiny, které mohou cilit na

metabolismus buriky nebo na cytoplazmatickou membranu ¢i na bunécnou kostru [25].
2.1.4.2 Patogenita

E. coli je komenzalni nebo patogenni bakterie. Je to velice v§estranny mikroorganismus, ktery
je dulezitou soucasti stievni mikroflory u lidi a jinych savcd. Muze vsSak byt i velice
problematickym patogenem zpusobujici rizna onemocnéni [29, 30].

Komenzalni kmeny téméf nezpusobuji onemocnéni, vyjimkou mohou byt
imunokompromitovani pacienti nebo pacienti, ktefi maji naruSenou gastrointestinalni bariéru.
Avsak je znamo né€kolik kment E. coli, které jsou vysoce adaptované a ziskaly specifické
vlastnosti virulence. Praveé tyto patogenni kmeny jsou schopné vyvolat onemocnéni 1 u jinak

zdravych pacientt [30].
2.1.4.3 Rezistence

Jak bylo naznaCeno vyse, tak rostouci rezistence mikroorganismi vic¢i antibiotikim je

celosvétovym problémem [31].
E. coli je ptirozené rezistentni diky své membranové bariéfe vici penicilinu G, ktery se fadi do

beta-laktamovych antibiotik. F. coli je rezistentni 1 na jina beta-laktamova antibiotika, je totiz
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tento typ antibiotik. E. coli také vykazuje rezistenci na karbapenemy; tento problém je
zpusobeny plazmidy, které koduji karbapenemazy (enzymy, které hydrolyzuji karbapenemova
antibiotika). Dale je F. coli rezistentni 1 na fadu jinych antibiotik, které se liSi mechanismem

ucinku [32].
2.1.4.4 Infekce

Patogenni kmeny E. coli je mozné rozdélit do nekolika tfid na zaklade jejich specifickych
vlastnosti. Pro ptiklad budou nasledné uvedené dvé tiidy patogenni . coli, ale v této dobé je
znam jiz vét§si pocet. Jednou ztfid je enteroxigenni FE. coli (ETEC), kterda produkuje
enterotoxiny a zpusobuje nadmérné vyluCovani elektrolyti a vody. Dale mizeme uvést

enteroinvazivni F. coli (EIEC), ktera napada enterocyty (buriky stfeva) u lidi a primatt [25].

Kromé prijmovych onemocnéni je F. coli pivodcem extraintestinalni infekce mocovych cest,

krevniho fecCisté a centralniho nervového systému [29].
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2.1.5 Prutokova cytometrie

Pratokova cytometrie je analyticka metoda, ktera umoziuje rychlou multiparametrickou
analyzu jednotlivych bunék v roztoku. V této praci je tato analytickd metoda vyuzivana pro
analyzu bunék po oSetfeni plazmatem a sledovani poc¢tu zivych a mrtvych bunék (tedy

sledovani a¢innosti oSetfeni) [33].
2.1.5.1 Instrumentace

Prutokovy cytometr se sklada ze tifi systému: fluidniho systému, optického systému
a elektroniky [33].

Nejdiive dochazi k nasati bunééné suspenze pomoci kapilary. Tato suspenze se dostava do
prutokové cely, kam byla dopravena pomoci nosné kapaliny. Fluidnim systémem dochazi
k vytvoteni fokusovaného svazku jednotlivych po sobé jdoucich bunek (viz Obr. 4). To je
zajisténo tim, Ze je bunécnd suspenze piivedena do centralniho jadra, které je ohranieno
vnéj§im plastém, kde protékd nosna kapalina. Tato nosnéa kapalina strhava jednotlivé burky

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

vzorek
centralni jadro

‘ // nosna kapalina

fokusovany
svazek bunék

Obrazek 4: Fluidni systém, upraveno [35]

Nasledné dochazi k ozafeni jednotlivych bunék pomoci lasert. Svétlo, které dopada na buriky
je rozptyleno. Informace o bunce se ziskavaji ze dvou sméra rozptyleni. Pfimy rozptyl je
sniman detektorem, ktery je umistén v uhlu 160-180°. Kanal, ktery tento pfimy rozptyl snima,
se nazyva predni rozptylovy kanal (FSC, tj. forward scatter chanel). FSC je umérny velikosti

bunécného povrchu. Bocni rozptyl je potom snimany detektorem, ktery je umistén v thlu 90°.
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Kanal, ktery tento bo¢ni rozptyl snima, se nazyva bocni rozptylovy kanal (SSC, t;. side scatter
chanel). SSC je imérny bunécné granulovitosti. Obrazek 5 znazoriuje piimy a bocni rozptyl

svetla [34, 35].

Bocni rozptyl
(granulovitost)

A
N

— A

'/

/ ‘ Primy rozptyl
8
®

( ‘ (velikost)
\

Laserovy paprsek

Obrazek 5: Rozptyl svétla, upraveno [34]

Dalsi informace jsou ziskané snimanim emise ruznych fluorofora, které se ptidavaji ke vzorku.
K emisi dochazi po excitaci laserem s vhodnou vlnovou délkou. K detekci emitované
fluorescence jsou pouzivany separované fluorescencni kanaly. Nejcastéji jsou jako detektory
pouzity kiemikové fotodiody (PD) nebo fotonadsobi¢e (PMT). Specificnost detektoru pro
konkrétni barvivo je dana umisténim vhodného filtru. Tyto optické filtry propousti pouze svétlo
urcitych vinovych délek a ostatni vinové délky jsou blokovany. Mize se jednat o band-pass
filtry, které propousti uzky rozsah vinovych délek, které se blizi absorpcnimu maximu daného
fluorescencniho barviva. Short-pass filtry propousti svétlo o nizs§i nez specifikované vinové
délce a long-pass filtry pak naopak propousti svétlo o vyssi nez specifikované vinové délce.
Obrazek 6 znazoriuje vse vySe popsané [35].

Problémem u pritokové cytometrie je rozmanitost analyzovanych mikroorganismu. Fluorofory
musi byt optimalizované pro kazdy ur€ity druh mikroorganismu. Je nutné optimalizovat jejich
koncentraci a také podminky inkubace. VSe musi probihat s ohledem na analyzovany
mikroorganismus. V nekterych ptipadech je pouziti urcitého fluoroforu dokonce znemoznéno.
Fluorofory pouzivané v pratokové cytometrii maji rizny mechanismus ucinku, nebo jejich
fluorescence zavisi na bunéCnych fyziologickych parametrech, muaze také zaviset na
enzymatické aktivité. Dle toho, co chceme zjist'ovat, volime tedy vhodny fluorofor (nebo vice

fluorofort) [36].
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fluidni systém

T~
I pocitac
\v/,

Obrazek 6: Znazornént detekce zdveni v priitokovém cytometru, upraveno [34]

Vystupem méfeni jsou obvykle dvouparametrové histogramy, mohou byt ale pouze

monoparametrické, anebo se muze jednat o trojrozmérnou interpretaci [33, 35].
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2.1.6 Plazma

Plazma muzeme oznacit jako ¢tvrté skupenstvi hmoty. Ma totiz oproti kapalin€ a plynu zcela
rozdilné vlastnosti. Plazma je ionizovany plyn, ktery vznika tim, ze je plynu dodavana energie.
V plazmatu se nachazi volné nosi¢e naboje, které jsou schopné reagovat s elektrickym
1 magnetickym polem [37, 38].

Plazma muzeme rozdé¢lit na slabé a silné€ ionizované, a také na nizkoteplotni a vysokoteplotni.
O slabé ionizovaném plazmatu hovofime, pokud je koncentrace nabitych castic oproti
koncentraci neutralnich molekul zanedbatelna. Naopak u siln€ ionizovaného plazmatu je
zanedbatelna koncentrace neutralnich molekul oproti nabitym casticim. Dalsi rozdéleni
plazmatu na nizkoteplotni a vysokoteplotni je pouze konvencni a neexistuje zde presné dana
hranice. Obvykle se ale oznaCuje plazma za vysokoteplotni, pokud teplota pfesahne 1 MK

a stfedni energie nabitych Castic pfesahne hodnotu 100 eV [37].

Jak bylo zminéno, tak plazma obsahuje volné elektrické naboje, a je tedy elektricky vodivé.
Elektricka vodivost je nejvyznamnéj§i vlastnosti plazmatu. Jak dobfe dokaze plazma vést
elektricky proud, zavisi na stupni ionizace. AvSak nezavisi jen na stupni ionizace, ale také na
stiedni kinetické energii elektroni obvykle charakterizované teplotou elektrona. Elektricka
vodivost se tedy zvySuje s rostouci teplotou a s rostouci koncentraci volnych elektrickych

naboju [37].
2.1.6.1 Studené plazma za atmosférického tlaku (CAP)

Jedna se o nerovnovazné nizkoteplotni plazma, kde maji elektrony podstatné vyssi teplotu nez
tézké castice (ionty, molekuly, atomy). Diky tomu je mozné plazma vyuzit v fadé
biomedicinskych aplikaci, protoze oSetfenim nedochazi ke zvySeni teploty oSetfovaného
materialu. Dal§i vyhodou je, ze nevznikaji chemicky agresivni latky, pfi aplikaci nevznikaji
zadné vedlejsi produkty a je mozné nizkoteplotnim plazmatem opracovat lokalné velké plochy.
Vyuziti je vyhodné 1 z ekonomického hlediska, protoze pofizovaci ani provozni naklady nejsou
vysoké [39].

Obrovskou vyhodou plazmatu je, ze u mikroorganismi nedochazi, na rozdil od jinych Cisté
chemickych postupl, krezistenci. V kapitolach vySe bylo uvedeno, Zze rezistence
mikroorganismi je obrovskym celosvétovym problémem, proto by plazma mohlo mit v tomto

sméru vysoky aplikacni potencial. Dalsi vyhodou je to, Ze pokud dochazi k oSetteni kize, tak
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nedochazi k zasadnimu poskozeni zdravych koznich bunék, ale spis k selektivnimu poskozeni

mikroorganismu [2].
2.1.7 Mikrovinné vyboje

Mikrovinné vyboje jsou elektrické vyboje, které jsou generované elektromagnetickymi vinami
o frekvencich presahujicich 300 MHz. Nej¢ast€ji se pouziva frekvence 2,54 GHz. Dulezité v§ak
je, abychom se pohybovali v mikrovinnych frekvencich, které jsou povolené pro prumyslove,
1ékarské a védecké aplikace [40].

Mikrovlnny vyboj 1ze zkonstruovat jako bezelektrodovy a lze jej generovat v rezimu pulznich
a kontinualnich vln pfi dopadajicich mikrovlnnych vykonech v rozmezi od né€kolika W az po

stovky kW [40].
Existuje fada mikrovinnych plazmovych generatort. V této praci je vyuzivan mikrovinny

vyboj, ktery je generovany povrchovou vinou.
2.1.7.1 Mikrovlnny vyboj generovany povrchovou vinou

Mikrovlny, které jsou generované polovodiCovym generatorem pii frekvenci 2,54 GHz
avykonu 9-12 W, jsou vedeny koaxidlnim kabelem do rezonancni dutiny surfatronu.
V surfatronu dochézi k tomu, ze ¢ast vin zacne vytvaret stojaté vinéni a ¢ast vin unikd malou
Stérbinou a dostava se na hranici dielektrika (kfemenna kapilara, ktera je obklopena vzduchem
a proudi v ni nosny plyn). Po zapaleni vyboje se pak vytvari na rozhrani mezi plazmatem
a okolim (kfemennou kapilarou nebo vzduchem) takzvana povrchova vina. Ta postupuje podél
rozhrani a predava svou energii plazmatu, ¢imz postupné jeji energie slabne. V urcité
vzdalenosti pak vlna zanikd a viditelny rozsah vyboje zmizi [41, 42]. Mikrovlnny vyboj
generovany povrchovou vlnou, ktery byl pouzivany pfi experimentu lze pozorovat na

Obrazku 7.
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Obrazek 7: Mikrovinny vyboj generovany povrchovou vinou v argonu pri vykonu 13 W a priitoku

2 Sim
2.1.8 Chemické a fyzikalni procesy iniciované plazmatem ve vzduchu

Pokud je osSetfovan povrch materialu a elektricky vyboj je ve styku se vzduchem, tak dochazi
k tomu, ze plazma se vzduchem reaguje. Reakce plazmatu se vzduchem vede ke vzniku
reaktivnich Castic kysliku a dusiku, které jsou pro sterilizaci zéasadni (podrobnéji budou
diskutovany nize) [43]. Dulezity vliv ma také elektrické pole, které zpisobuje zvySeni
propustnosti membrany bunék. Dochazi také ale k pusobeni jinych faktort, jako jsou teplo,
UV zafeni, VUV zéfeni a elektrické pole. Tyto faktory maji vSak pouze sekundarni roli pfi
sterilizaci [1].

K rozdilnym chemickym a fyzikalnim procesim dochazi v kapaliné, coz bude diskutovano

v nasledujici kapitole.

2.1.9 Chemické a fyzikalni procesy v kapaliné

fyzikéalnim jevem je vznik silného elektrického pole, UV zafeni a také vznik razovych vin. Pri
pfimém ucinku plazmatu na suspenzi dochazi i k u€inku praveé téchto zminénych fyzikalnich
jevu [44, 45].

V kapaling také dochazi k chemickym procesiim, nejzasadnéjsi je vznik raznych reaktivnich
Castic. Muze dochazet ke vzniku cCastic s kratkou dobou Zzivota pomoci excitace a ionizace

molekul kapaliny, nejCastéji se jedna o radikaly. Vznikat mohou i castice s dlouhou dobou
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zivota, do této kategorie fadime neutralni molekuly s vysokym oxidacnim potencidlem a ionty.
Ve vodé a vodnych roztocich vznikaji zejména vodikové, kyslikové a hydroxylové radikaly,
peroxid vodiku a ozon. Predpoklada se, ze v systému dochazi zaroven ke dvéma souhrnnym
reakcim. Rovnice (1) a (2) zobrazuji tyto souhrnné reakce, které vedou ke wvzniku
hlavnich reaktivnich ¢astic, tedy k hydroxylovym a vodikovym radikalam, peroxidu vodiku

a vodiku [46]:

o
H,0 23 OH-+H- (1)

o
2 H,0 =3 H,0, + H, )

2.1.10 Sterilizace plazmatem

Pri sterilizaci pomoci plazmatu dochazi ke spoluptisobeni nékolika faktor, avsak
v ptedeslych kapitolach, tak dochazi ke vzniku reaktivnich ¢astic kysliku a dusiku, obecné jsou
oznacovany jako RONS, tedy Reactive oxygen and nitrogen species. Zalezi vSak na aplikaci.
Pokud se jedna o ptimou aplikaci, kdy je plazmatem oSetfovany povrch materidlu bez ochranné
atmosféry, tak diky kontaktu se vzduchem vznikaji jak reaktivni Castice kysliku, tak i1 dusiku.
Pokud ale dochazi k osetfeni mikroorganismi v suspenzi (tedy ve vodnim prostiedi), tak
dochazi zejména k tvorbé reaktivnich castic kysliku [1]. V nésledujicich kapitolach budou

jednotlivé reaktivni Castice diskutovany.
2.1.10.1 Singletovy kyslik

Singletovy kyslik (10,) ma oxida&ni potencial 0,65 eV. MiZe reagovat s riznymi bunéénymi
slozkami, jako jsou proteiny, nukleové kyseliny ¢i nenasycené membranové lipidy. Jeho
antibakterialni ucinek je zaloZeny na inhibici enzymu dychaciho fetézce, a to zejména na urovni

syntézy ATP (adenosintrifosfat), coz je pro buiiku jediny mozny zdroj energie [47, 48].
2.1.10.2 Hydroxylové radikdly

Nejsilnéj§im radikalem je prave hydroxylovy radikal, ma nejvyssi oxidacni potencial (2,8 eV).
Je viak extrémné reaktivni, takZe jeho doba Zivota je velice kratka (10 s). Hydroxylovy radikal
je schopny neselektivné interagovat témeéf se vS§emi biomolekulami. Jeho pusobenim dochazi

k rozruSeni integrity bunécné stény, coz vede k bunécné smrti [1, 47].
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2.1.10.3 Peroxid vodiku

Peroxid vodiku (H20:) je dalSim dulezitym antimikrobialnim cCinidlem, které vznika diky
plazmatu. Peroxid vodiku mize vznikat riznymi reakcemi, naptiklad rozpusténim vzdusného
H>0; nebo reakci hydroxylového radikéalu s vodou nebo vodni parou. Na rozdil od singletového
kysliku a hydroxylového radikalu ma peroxid vodiku dlouhou dobu Zivota [49]. Peroxid vodiku
ma antimikrobialni vlastnosti a je zasadni pfi hojeni ran. Je také dulezitou slozkou, ktera se
studuje ohledné protirakovinnych vlastnosti nizkoteplotniho plazmatu [50]. Ma hydrofobni
povahu, a tak ma schopnost prochazet pres bunééné membrany. Peroxid vodiku dokaze
dlouhodobé poskozovat bunécny obsah, ackoliv sam o sobé neni natolik reaktivni. DileZité je,
ze dojde k efektivnimu §tépeni peroxidu vodiku na dvé molekuly OH. A pravé tyto molekuly

OH jsou potom zodpoveédné za tato poskozeni [51].
2.1.10.4 Ozon

Oz6n ma stejné jako peroxid vodiku dlouhou dobu zivota a méa germicidni ucCinek, ktery je
zalozeny na interferenci ozonu s bunéénym dychanim. Respektive dochazi k interferenci
s atomarnim kyslikem, ktery vznikne rozkladem nestabilniho ozénu (spolu s molekulou
kysliku O3). Atomarni kyslik je vysoce reaktivni a neselektivni [1, 49].

Nicméné pusobeni ozonu je pro Cloveéka skodlivé. Vyhodou vsak je, ze mnozstvi, které je
produkované pii oSetfeni kize plazmatem, je velice malé, protoze i doba oSetfeni byva

zpravidla kratka [52].
2.1.10.5 Oxidy dusiku

Oxidy dusiku (NOy) jsou vysoce reaktivni slozky, reaguji zejména se slozkami vné&jsi
membrany bunck, tedy zejména s proteiny a lipopolysacharidy. NOx generované pomoci
plazmatu vyvolavaji oxidaci lipidd. NOx zahrnuji NO, NO,, NOs3, NO4, N>O4, a také N»Os
a hraji dualezitou roli pfi inaktivaci mikroorganismu [52]. NO ma také dulezitou roli jako

signalni latka.
2.1.10.6 Peroxynitril

Peroxynitril se fadi mezi nejvyznamnéjsi reaktivni castice dusiku. Pfi nizkém pH (pfiblizné pH

3) dochazi k jeho vzniku kontinualné z peroxidu vodiku a dusitanu. Peroxynitril je cytotoxicky
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a zvySené hladiny mohou vést ke kritickému poskozeni bunécnych slozek, coz mize vést

k bunécné smrti prostiednictvim apoptdzy nebo nekrozy [53].
2.1.11 Interakce plazmatu s mikroorganismy

Pti interakci plazmatu s mikroorganismy dochazi k ovlivnéni vlastnosti mikroorganismi. Do
jaké miry dojde k ovlivnéni mikroorganisma, zalezi na riznych parametrech plazmatu, druhu
plazmatu, na typu oSetieni a také na mikroorganismu, ktery je studovan. Bylo totiz zjisténo, ze

baktericidni uc¢inek je vyssi nez analogicky fungicidni u¢inek [54].
2.1.11.1 Interakce plazmatu s bakteriemi

Jak bylo uvedeno vySe, tak za sterilizaci pomoci nizkoteplotniho plazmatu stoji zejména
reaktivni Castice. Bylo zjisténo, ze u gramnegativni bakterie E. coli ptisobi ROS (Reactive
Oxygen Species, tedy reaktivni Castice kysliku) zejména na membranové lipidy pomoci
peroxidativnich reakci. U grampozitivni bakterie S. Aureus doslo k tomu, ze ROS mohly byt
aktivné transportovany skrze bunéfnou membranu a mohly tak vyvolat posSkozeni na
intercelularni trovni. Pasobenim nizkoteplotniho plazmatu muaze vSak dojit i k poskozeni
membranovych proteint, a to nejspiSe pomoci hydroxylového radikalu. Nedochazi vsak
k poskozeni DNA ani cytoplazmatickych proteini. ROS také stoji za vyvolanim oxidac¢niho
stresu bunky, coz nasledné vede k programované bunééné smrti. Nicméné je dulezité zminit,
ze obecné jsou gramnegativni bakterie citlivéjSi na expozici plazmatu nez grampozitivni
bakterie, vzhledem k jejich rozdilnostem v bunécné sténé [55, 56].

Také je podstatné to, ze ne vzdy vede poskozeni k pfimé smrti bunky, ale miuze se jednat
o takovy typ poSkozeni, ze jsou bakterie zivotaschopné, ale nekultivovatelné [55]. Tento stav
je reverzibilni, mikroorganismy mohou za dobrych zivotnich podminek opét nabyt plné vitality

pomoci opravnych bunéénych mechanismi.
2.1.11.2 Interakce plazmatu s kvasinkami

Na rozdil od bakterii, interakce plazmatu s kvasinkami neni tolik prostudovana. Nejvice
studovanou kvasinkou je kvasinka Sacharomyces cerevisiae, a to ztoho duvodu, Ze se jedna
o vhodny eukaryoticky model. Takto lze studovat u¢inek plazmatu na eukaryotickych burikach,

coz by mohlo vést k lepS§imu pochopeni G¢inka plazmatu na slozitéjsi zivocisné bunky [57].
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Pfi oSetfeni kvasinek S. cerevisiae dochazi k vyvolani né€kolika typd bunécného stresu. Za
vyvolanim bunécného stresu stoji RONS, které reaguji s bunénymi strukturami, coz vede
k jejich poskozeni [57].

Po osetfeni plazmatem muze dojit u kvasinky S. cerevisiae ke zméné morfologie bunky a ke
zméné bunééné membrany. Poskozeni muze vést az k apoptoze bunky. Velice ¢astym cilem
oxida¢niho poskozeni jsou membranové lipidy, a to zejména polynenasycené mastné kyseliny.
Dochazi tedy k peroxidaci lipidd, coz vede k poskozeni bunécné membrany, a to vede ke vzniku
dalsich reaktivnich produktl. Jednim z hlavnich je malondialdehyd (MDA). K produkci MDA
dochéazi i u bakterii, konkrétné poprvé byla popsana u bakterie £. coli. Déale po oSetfeni
plazmatem dochédzi nejspiSe k posSkozeni intracelularni membrany, coz bylo odvozeno
zvySenim koncentrace Ca’?' v intracelularnim prostoru. Déle plazma reaguje i s dal§imi
bunécnymi slozkami jako jsou proteiny a DNA. VSechny tyto reakce prispivaji k buné¢né smrti
kvasinek . cerevisiae, avSak pro bliz§i pochopeni musi byt tato problematika dale

studovana [57].
2.1.12 Biomedicinské aplikace plazmatu

Pro biomedicinské aplikace je nizkoteplotni plazma studovano jako prostfedek pro oSetfeni

lékarskych materiald a zafizeni, ale i zivych bunék [58].
2.1.12.1 Dermatologie

Jednou z dulezitych aplikaci je vyuziti plazmatu v dermatologii, zejména pak pro 1éCbu
chronickych ran. V rané dochazi pomoci plazmatu k antisepsi a také ke stimulaci regenerace

tkang, coz je jedineCna vlastnost, kterou konvencni techniky postradaji (viz Obr. 8) [58].

- povrchové Cisténi a antisepse

- stimulace regenerace tkani,
bunécna proliferace, angiogeneze

- protizanétlivy ucinek

Obrazek 8: Hojeni ran pomoci nizkoteplotniho atmosférického plazmatu, upraveno [58]
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Kromé hojeni ran je v dermatologii studovana také interakce plazmatu se zanétlivymi koznimi

onemocnénimi jako je akné, atopicky ekzém nebo pasovy opar a dalsi [58].
2.1.12.2 Onkologie

Dale je vyuziti plazmatu studovano v onkologii. Pfesné mechanismy ucinku nejsou v tuto chvili
zcela pochopeny, ale bylo zjisténo, ze velice dulezitou roli v inhibici ¢i zabijeni rakovinnych
bun€k hraji RONS generované plazmatem. V rakovinnych burikach, u kterych je pfirozené
zvySena hladina oxidativniho stresu, dochazi pii nartistu koncentrace RONS k prekroceni limitu
tolerance pro oxidativni stres, coz muze vést k oxidativnimu poskozeni intracelularnich
bunécnych slozek. Na rozdil od zdravych bunék, kde je hladina RONS niz$i, a tedy pfi aplikaci
stejné davky RONS, nedochézi k prekroceni zminéného limitu a butiky se pomoci opravnych
mechanismi dokazou s externimi RONS vyporadat. Z toho lze tvrdit, Ze pii této aplikaci
(ijinych biomedicinskych aplikacich) je puasobeni plazmatu selektivni. Nedochazi tedy

k zasadnimu poskozeni télnich buné€k na rozdil od téch rakovinnych (€i mikrobialnich).

Nez vSak dojde k poskozeni intracelularnich bunécnych slozek, dochazi k poskozeni bunécné
membrany, a to budto oxidaci membranovych lipidd nebo chemickou modifikaci. RONS
nejpravdépodobnéji prochazi dovnitf buiiky pomoci membranovych proteinti — akvaporind.
Akvaporiny jsou dulezité pro transport vody, kromé toho jimi ale mohou prochazet i slouceniny
jako H»0,, NO a NOs;. Rakovinné buniky maji v cytoplazmatické membrané obvykle vice
akvaporinil nez normalni buriky, coz by mohlo vysvétlovat pro€ jsou rakovinné buriky citlivéjsi
na expozici plazmatu [51].

Realné je vyuziti plazmatu v onkologii jako podpturné 1écby. Napiiklad spolu s chirurgickymi
resekcemi nadord, kde by misto odkud byl nador odstranén bylo nasledn€ oSetieno plazmatem,
¢imz by mohlo dojit k inaktivaci pfipadnych zbylych rakovinnych bunék. Déle by plazma
mohlo byt vyuzivano pfilécbé melanomu spolu s imunoterapii, coz by mohlo zvySovat
ucinnost 1éCby, a navic by tato 1écba byla pouze lokélni (na rozdil od chemoterapie). Je tedy
predpokladano, ze plazma bude pro tuto aplikaci vyuzivano, ale bude soucasti kombinovanych

terapeutickych strategii [58].
2.1.12.3 Zubni lékarstvi

Dalsim studovanym smérem je aplikace CAP v zubnim lékafstvi. Plazma muze byt vyuzivano
pro povrchové upravy dentalnich materialti, dezinfekci, k 1é¢bé parodontitidy (tj. zanétlivé

onemocnéni postihujici zaveésny aparat, tedy parodont) nebo pro odstrafiovani biofilma [ 59].
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Studie se zabyvaly inhibici riznych mikroorganismu, které jsou pfic¢inou onemocnéni v dutiné
ustni. V poslednich letech bylo prokézano, ze CAP je mozné vyuzit pro eliminaci
sirokospektralnich mikroorganismii a zubniho plaku. Bylo prokazano, ze CAP ucinné redukuje
oralni biofilm na titanovych discich in situ a také biofilm Porphyromonas gingivalis in vitro.
Pravé P. gingivalis je Castym puvodcem onemocnéni parodontu. Antibakterialni ucinky byly
také prokazané na béznych druzich mikroorganismii v dutin€ ustni, jako jsou
Streptococcus oralis nebo Enterococcus faecalis. AvSak ucinnost CAP na biofilm ma sva
omezeni, protoze nedochézi k iplnému odstranéni bakterii v biofilmu, protoze pronikani CAP

je zabranéno matrici v silnych biofilmech [59].

Pomoci plazmatu je také mozné Cistit kofenové kanalky. Vzhledem ke slozité strukture
kofenovych kanalka je dezinfekce chemickymi prostfedky (typicky roztoky chlorhexidinu
a hypochloridu sodného nebo obklady hydroxidem vapenatym) problematicka. Pro ionizovany
plyn, tedy plazma, to vSak problém neni. Zaroveini bylo potvrzeno, ze pii sedmi denni terapii
bylo vyuziti CAP u¢inngjsi (pfi oSeteni nad 6 minut) nez vyuziti konvencni terapie s vyuzitim
obkladii Ca(OH),. Obklady i plazma byly aplikovany in vitro na vyjmuté zuby kontaminované

Enterococcus faecalis [60].
2.1.12.4 Nepiimé vyuZiti plazmatu

Moznou cestou je 1 nepfimé vyuziti plazmatu pomoci plazmatem osetfené vody (PTW), ale také
jinych biologicky relevantnich vodnych roztoku. Pfi této aplikaci dochazi nejdiive k oSetfeni
vody (nebo vodného roztoku) pomoci plazmatu, tzn. nejdrive je oSetfena voda (vodny roztok),
a az poté jsou této vodeé (vodném roztoku) vystaveny mikroorganismy. Na rozdil od pfimé
aplikace tady vSak nedochazi k uCinku UV zafeni a elektrického pole. PTW nebo oSetfené
vodné roztoky se daji vyuzit pro jiz zminéné aplikace, PTW se navic d4 vyuzit jako dezinfekCni

prostiedek [58].
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Chemikalie, pFistroje a materialy
3.1.1 Pristroje

Denzitometr DEN-1, Biosan Ltd.

Opticky mikroskop Intraco Micro LM 666 PV/LED (CZE)
Opticky mikroskop Labomed, Lx 500

UV/VIS spektrofotometr NanoPhotometr Implen (DEU)
Spektrofotometr Helios y, Unicam (GB)

Mikrovlnny autoklav Microjet ML2, Enbio

Tlakovy hrnec

Termostat s inkubatorem Heidolph Unimax 1010
Centrifuga Hermle Z36 HK (CZE)

ELISA Reader BioTek ELx808, Biotek (DE)

Prutokovy cytometr NL-2000, Cytek Biosciences (NL)
Tesltv transformator

Mikrovlnny generator (Sairem, GMS 200 W)

Regulator hmotnostniho prutoku (Bronkhorst FG201-CV)
Elektromagneticky rezonator povrchové viny (Sairem, SURFATRON 80)
Fotoaparat NIKON D3100, AF-S NIKKOR 18-55 mm

3.1.2 Chemikalie a material

Kvasinkova kultura Candida Glabrata CCM 8270 z Ceské sbirky mikroorganismd
Masarykovy univerzity v Brné

Bakterialni kultura Staphylococcus epidermidis CCM 4418 z Ceské sbirky mikroorganismd
Masarykovy univerzity v Brné

Bakterialni kultura Escherichia coli CCM 3954 z Ceské sbirky mikroorganismti Masarykovy

univerzity v Brné
Tekuté kultivacni médium YPD (Yeast Extract — Peptone — Dextrose/Glucose)

Yeast Extract Powder, Himedia
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Peptone aus Casein, Carl Roth

D-gluk6za monohydrat p.a., Lach:Ner

Tekuté kultivacni médium LB (Lennox Broth), Sigma Aldrich
Tekuté kultivacni médium BHI (Brain Heart Infusion), Himedia
Tekuté kultivacni médium NB (Nutrient Broth), Himedia
Selektivni médium MacConkey agar, Himedia

Agar powder, Himedia

PBS (Phosphate Buffered Saline), VWR Life Science
Propidium jodid, eBioscience

Barviva pro Gramovo barveni (Krystalova violet’, Lugolav roztok, Karbolfuchsin)
Imerzni olej, OPTIKA Italy

Sterilni polystyrénové Petriho misky s primérem 90 mm

Bézné pomiicky na mikrobialni ockovani

Pracovni plyn argon (Cistota: 99,9965 %)
3.2 Piiprava mikrobialnich vzorku
3.2.1 Priprava kultiva¢nich médii

Pro kvasinku C. glabrata bylo pro ucely této prace zvoleno komplexni zivné médium YPD
(Yeast Extract — Peptone — Dextrose/Glucose). Pro bakterii S. epidermidis bylo zvoleno
médium BHI (Brain Heart Infusion) a pro bakterii . coli bylo zvoleno médium LB (Lennox
Broth). Tato zivna média byla pfipravovana dle standardniho postupu (viz Tabulka 1, 2 a 3).
Dale bylo pfipravovano spole¢né zivné médium pro vSechny uvedené mikroorganismy, které
obsahovalo komplexni zivné médium NB (Nutrient Broth) a gluk6zu, poméry jsou uvedené
v tabulce 4. Pokud bylo pfipravovano pevné zivné médium, tak byl do média pridan agar
(15 g/1). Pro identifikaci bakterie F. coli bylo pouzito selektivni médium MacConkey agar,
které bylo pfipraveno dle standardniho postupu (viz Tabulka 5). Pfipravend média byla

sterilizovana v mikrovinném autoklavu, ptripadné v tlakovém hrnci.
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Tabulka 1: Slozeni kultivacniho média YPD pro kvasinku C. glabrata

Slozeni Obsah (g/1)
Kvasni¢ny extrakt 10
Pepton z kaseinu 20
D-gluk6za monohydrat 20

Tabulka 2: Slozeni kultivacniho média BHI pro bakterii S. epidermidis

Slozeni

Obsah (g/1)

BHI

37

Tabulka 3: Slozeni kultivacniho média LB pro bakterii E. coli

Slozeni

Obsah (g/1)

LB

20

Tabulka 4: Slozeni spolecného kultivacniho média pro C. glabrata, S. epidermidis a E. coli

Slozeni Obsah (g/1)
NB 25
D-gluk6za monohydrat 20

Tabulka 5: Slozeni selektivniho média MacConkey agar pro bakterii E. coli

Slozeni

Obsah (g/1)

MacConkey agar

49,53
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3.2.2 Priprava inokul

Inokula byla pfipravovana do 50 ml sterilniho zivného média (ptipraveno dle Tabulky 1,2 a 3),
vhodného pro dany mikroorganismus. Tedy YPD pro C. Glabrata, BHI pro S. epidermidis a LB
pro E. coli. Pomoci klicky byla kultura zavedena do zivného média. Kultivace probihala

v inkubatoru s tftepanim pii 37 °C po dobu 24 hodin.
3.3 Kalibraéni kfivky

Pro tuto praci bylo nutné sestrojit kalibracni kiivky pro bakterie S. epidermidis a FE. coli.

Kalibra¢ni kfivka pro kvasinku C. glabrata byla prevzata (v = 3,475x) [42].

Pro obé tyto bakterie byl postup stejny. Inokulum bylo natedéno tak, aby hodnota odpovidala
co nejblize 0,5 McFarland, coz odpovida 1,5-10® bungk. Redéno bylo sterilnim kultivaénim
médiem, specifickym pro danou kulturu. BHI pro S. epidermidis, LB pro E. coli. Inokulum
S. epidermidis bylo nafedéno na 0,4 McFarland. Inokulum F. coli bylo nafedéno na
0,6 McFarland. Nasledné byla sestrojena fada vhodnych fedéni. Kultura (ktera odpovidala
priblizne 0,5 McFarland) byla nafedéna 5%, 10x, 20x, 50x a 100x. Takto nafedéné vzorky byly
proméfeny na UV-VIS spektrofotometru pii vinové délce 4 = 630 nm. Nafedéné kultury byly
jesté naredény 1000x destilovanou vodou a proméfené na prutokovém cytometru. Tato data

byla zpracovana a byly sestrojeny kalibracni kfivky pro ob¢ bakterie.
3.4 Priprava spole¢ného Zivného média
3.4.1 Priprava vzorku

Pro ucely této prace bylo nutné najit vhodné zivné médium pro vSechny mikroorganismy:
C. glabrata, S. epidermidis a FE. coli. Bylo zvoleno zivné médium NB, které je vhodné pro
sirokou skalu mikroorganisma a bylo obohaceno o glukézu (pfiprava viz Tab. 4). Do 10 ml
tohoto média bylo naockovano 100 ul z kazdého inokula C. glabrata, S. epidermidis a E. coli.

Takto pfipravené vzorky byly kultivované pii 37 °C s tiepanim po dobu 24 hodin.
3.4.2 Gramovo barveni a mikroskopovani

Po kultivaci byla tato spole¢na kultura barvena pomoci Gramova barveni. Spole¢na kultura byla
nanesena na podlozni sklicko a zafixovana protazenim nad plamenem. Nasledn¢ byl na vzorek
nakapan roztok krystalové violeti, ktery byl po 30 s oplachnut destilovanou vodou. Dale byl na

vzorek nakapan Lugoliv roztok, ktery byl rovnéz po 30 s oplachnut destilovanou vodou. Poté
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byl vzorek prekryt ethanolem na 15 s a oplachnut destilovanou vodou. Nakonec byl na vzorek
nakapan karbolfuchsin, ktery byl oplachnut po 60 s [61]. Takto pfipraveny preparat byl

pozorovan pod optickym mikroskopem pfi sto nasobném zvétseni (s vyuzitim imerzniho oleje).
3.5 Rustové kiivky

Byly proméfeny rustové kiivky pro srovnani riistu mikroorganismi ve svém specifickém
zivném médiu ave spoleném zivném médiu (NB s glukozou). Inokulum kazdého
mikroorganismu bylo nafedéno tak, aby absorbance odpovidala pfiblizné hodnoté 4 = 0,2 pfi
vinové délce 4 =630 nm. Tedy kvasinka C. glabrata byla tedéna v YPD a také v NB
s gluk6zou, bakterie S. epidermidis byla fedéna v BHI a rovnéz v NB s gluk6zou a stejné tomu
bylo i u E. coli, ktera byla fedéna v LB, aive spolecném zivném médiu. Vhodné nafedeéné
vzorky byly odpipetovany na 96 jamkovou mikrotitra¢ni desticku v triplikatech. Do jamky bylo
odpipetovano vzdy 200 ul pripraveného vzorku. Takto pfipravena mikrotitracni desticka byla
dana na ELISA reader, kde byla proméfovana absorbance po kazdych 30 minutach po dobu
22 hodin. Z dat byly sestrojeny rustové kiivky pro dané mikroorganismy ve svém specifickém

a spoleCném zivném médiu. Nasledn€ byly tyto rastové kiivky srovnavany.
3.6 Piimé oSetfeni mikroorganismu na pevném zivém médiu
3.6.1 Priprava vzorku

Bylo pfipraveno inokulum, které bylo vhodné nafedéno tak, aby koncentrace odpovidala
rozmezi 10* — 10° CFU/ml. Pokud byla piipravovana spole¢na kultura, tak bylo ze zvolenych
kultur, které byly piedtim vhodné nafed&né na koncentraci 10* — 10> CFU/ml, odpipetovano
vpomeéru 1:1 nebo 1:1:1, aby byla ziskana pozadovana smésna kultura. Takto pfipravené
vzorky byly naockovany na pevné kultivaéni médium NB obohacené o glukézu. Na agarové
plotny bylo naockovano vzdy 100 pul daného vzorku. Vzorky byly vzdy pfipravovany
v kvadruplikatech. Takto pfipravené vzorky byly ihned oSetfeny plazmatem. Poté byly

kultivovany v termostatu po dobu 24 h pti 37 °C bez tiepani.
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3.6.2 Osetfeni pripravenych vzorki pomoci mikrovinného plazmového vyboje

s povrchovou vinou
3.6.2.1 Zapojeni mikrovinné plazmové trysky

Experimentalni zapojeni bylo slozeno z mikrovinného generatoru (Sairem, GMS 200 W), ktery
byl koaxiadlnim kabelem spojeny skomerénim rezonatorem povrchové viny (Sairem,
SURFATRON 80). Jako pracovni plyn byl pouzit argon 4,6 (Cistota 99,9965 %) pfi
konstantnim hmotnostnim pratoku 5 Slm, ten byl regulovany regulatorem hmotnostniho
prutoku Bronkhorst FG201-CV. Vyboj byl tvofen uvniti kiemenné trubice, ktera ma vnitini
prumér 3 mm a vngjsi pramér 8 mm. Experimentalni zapojeni je uvedeno na Obrazku 9. Vykon,
ktery byl pouzit pro tento experiment kolisal mezi 8-10 W. Pfi oSetfeni agarovych ploten vyboj
hofel kolmo smérem k povrchu. Vzdalenost mezi povrchem a koncem viditelné casti

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

2
)
f =y

Ar 4

10

Obrazek 9: Schéma experimentdlniho zapojeni:l1 — argon, 2 — regulator hmotnostniho priitoku,
3 — kifemenna kapildra, 4 — surfatronovy rezondtor, 5- MW anténa, 6 — MW koaxialni kabel, 7 — zdroj

MW, 8 — elektricky vyboj, 9 — Petriho miska zaockovana kulturou, 10 — drzdk

35



Obrazek 10: Ukdzka aplikace plazmatu generovaného povrchovou vinou na pevném Zivném médiu
3.6.2.2 Ofetieni mikroorganismii

Po naockovani byly vzorky ihned oSetfeny plazmatem. Kazda Petriho miska byla oSetfena
zvlast’ pro rizné Casy: 30's, 60 s, 2 min a 5 min. Byl pouzit jeden vykon, ktery kolisal mezi
8-10 W. VSechny meéteni byly paralelné proméfeny v kvadruplikatech. A pro kazdy vzorek byly

pfipraveny ¢tyii kontrolni vzorky, které nebyly oSetifeny plazmatem.
3.6.2.3 Zpracovani a zhodnoceni vysledki

Po uplynuti kultiva¢ni doby 24 h byly veskeré Petriho misky nafoceny. Velikost inhibi¢nich
z6n byla vyhodnocena ve spolupraci s HexTech Research s.r.o. pomoci specialniho programu
Aurora, jehoz autorem je Bc. Jan Hrudka. Jedné se o vicekrokovy algoritmus, ktery vyuziva
umeélou inteligenci a strojové uceni. Z dat programu lze urcit, jaka ¢ast Petriho misky je pokryta
mikroorganismy (viz Obr. 11). Program je vyvijeny a testovany ve spolupraci s VSCHT. Data

byla zpracovana do grafli, které reprezentuji ucinnost inhibice plazmatu.
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Obrazek 11: Vyhodnoceni pokryti Petriho misky programem Aurora
3.6.2.4 Identifikace mikroorganismii

Pokud na inhibované ploSe u spolecnych kultivaci vyrostly jednotlivé kolonie, tak bylo nutné
identifikovat o jaky mikroorganismus se jedna, aby byla ovéfena pripadna selektivita.
Jednotlivé kolonie (v ploSe inhibice z jednoho vzorku) byly rozsuspendovany v 1 ml PBS
(Phosphate-buffered saline, tj. fosfatovy pufr). Takto pfipraveny vzorek byl studovan pod
optickym mikroskopem pii sto ndsobném zvétSeni s imerznim olejem. Rovnéz byl vzorek
ptipraven pro Gramovo barveni, stejné jako v kapitole 3.4.2., takto pfipravené vzorky byly

pozorovany pod mikroskopem pii sto nasobném zvétSeni s pouzitim imerzniho oleje.
3.6.2.5 Urceni viability mikroorganismii v inhibované plose

Inhibovana plocha byla nabrana klickou a rozsuspendovana v 1 ml PBS. Do takto pfipravené¢ho
vzorku bylo odpipetovano 3 ul propidium jodidu, nasledné byl vzorek ponechan 5 min ve tmé
a poté analyzovan na pratokovém cytometru.

Propidium jodid (PI) je mala fluorescencni molekula, kterd se vaze na DNA. Vyuziva se pro
identifikaci mrtvych bunék, neni totiz schopny pasivné prochazet do bunék, které maji

neporusenou cytoplazmatickou membranu. PI je excitovan vlnovymi délkami mezi

400-600 nm a emituje svétlo mezi 600-700 nm [62].

Inhibovana plocha byla zkoumana i po tydenni kultivaci oSetfenych vzorka pii 37 °C

v termostatu bez tfepani. Pro zjisténi kultivovatelnosti byla klickou nabrana oblast inhibice
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(z6na bez rustu) u vzorku E. coli, ktera byla nao¢kovana na selektivni MacConkey agar. Takto

ptipraveny vzorek byl dan do termostatu na 24 h pti 37 °C bez tfepani.
3.7 Piimé oSetfeni mikroorganismu v suspenzi
3.7.1 Priprava vzorki

Vzorky byly pfipravovany v médiu NB obohacené o glukézu a v PBS. Pokud byla suspenze
ptipravovana v PBS, tak byly buriky nejdfive stoCeny na centrifuze po dobu 3 min pfi
2500 rpm. Nasledné bylo odpipetovano médium a buiky byly rozsuspendovany v PBS. Takto
pfipraveny vzorek byl vhodné& nafedén na koncentraci 10° CFU/ml. V pfipadé média bylo
inokulum pouze nafed&no na stejnou koncentraci 10° CFU/ml. Do sterilnich sklenénych vialek
bylo odpipetovano vzdy 5 ml piipraveného vzorku. Vzorky byly pfipraveny vzdy paralelné

v duplikatech. Takto ptipravené vzorky byly oSetfeny plazmatem.

3.7.2 Osetfeni pripravenych vzorki pomoci mikrovinného plazmového vyboje

s povrchovou vinou
3.7.2.1 Zapojeni mikrovinné plazmové trysky

Zapojeni je stejné jako pfi oSetfeni pevnych vzorkll. Rozdilem je, Ze pfi oSetfeni suspenze je
kifemenna kapilara vice vysunutéd a je zanofena tésn¢ pod hladinu oSetfované suspenze (viz

Obr. 12 a 13).

Vykon je nastaven na 13 W a po cely experiment je udrzovan konstantni pratok plynu 2,0 SIm.
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Obrazek 12: Schéma experimentdlniho zapojeni:1 — argon, 2 — reguldtor hmotnostniho priitoku,
3 — kifemennd kapildra, 4 — surfatronovy rezondtor, 5- MW anténa, 6 — MW koaxidlni kabel, 7 — zdroj

MW, 8 — elektricky vyboj, 9 — — oSetFovand suspenze, 10 — drZak

Obrdzek 13: Zanoreni kfemenné kapilary s vybojem v argonu pod hladinu suspenze
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3.7.2.2 Ofetieni mikroorganismii

Vhodné nafedéna suspenze v PBS a v médiu byla oSetfena plazmatem. OSetfovano bylo
v ruznych Casech: po dobu 60s, 5min a 10 min. Kazdy vzorek byl paralelné¢ promeéten
v duplikatech. Pro kazdy vzorek byly pfipraveny dva kontrolni vzorky, kdy jeden ze vzorka byl
povafen pro usmrceni bunék. Byl tedy pfipraven kontrolni vzorek s zivymi butikami

a s mrtvymi buiikami pro GiCely méfeni na pratokovém cytometru.
3.7.2.3 Zpracovani a zhodnoceni vysledki

Po osetteni plazmatem byly vzorky proméfeny na pratokovém cytometru. Pro proméfeni na
prutokovém cytometru byly vzorky nasledné fedény Milli-Q vodou 10x nebo 100x. Do 1 ml
vzorku bylo pfidano 3 ul propidium jodidu. Vzorky byly stejnym zplisobem proméfeny po 24 h
(vzorky byly uchovany v lednici pro pozorovani pisobeni reaktivnich castic s dlouhou dobou

zivota). Vysledky byly pfepocitany na 1 ml a vyneseny do grafii.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Kalibraé¢ni kfivky

Z dat pratokového cytometru byl pocet buné€k prepocitan na 1 ml. Nasledn€ byla dopocitana
koncentrace (CFU/ml) podle pouzitého fedéni. Z téchto dat byly sestrojeny kalibracni kfivky
pro bakterie S. epidermidis a FE. coli. Kalibrani kiivka S. epidermidis byla stanovena na
y=1,2760-10%x (viz Obr. 14). Kalibraéni kfivka E. coli byla stanovena na y = 1,2662-10% x
(viz Obr. 15).
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Obrazek 14: Kalibracni kifivka pro bakterii S. epidermidis
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Obrazek 15:Kalibracni kiivka pro bakterii E. coli

41



4.2 Priprava spole¢ného zivného média

Pro ucel této prace bylo nutné najit spolecné zivné médium, ve kterém budou rust
mikroorganismy: C. glabrata, S. epidermidis a E. coli. Bylo zvoleno médium, které je vhodné
pro Siroké spektrum mikroorganismt Nutrient Broth (NB) a bylo obohaceno o glukézu. Pro
identifikaci mikroorganismu bylo zvoleno Gramovo barveni, abychom dokazali rozpoznat
grampozitivni a gramnegativni bakterie dle zbarveni. Grampozitivni bakterie jsou zbarvené do
fialova (S. epidermidis) a gramnegativni bakterie do Cervena (E. coli). Kvasinka C. glabrata
byla rozpoznana diky vétsi velikosti. Bylo zji§téno, ze v tomto médiu rostou vSechny tfi

uvedené mikroorganismy, jak je znazornéno na obrazku 16.

C. glabrata

.S ep/derm/d/s

-

Obrazek 16: C. glabrata, S. epidermidis a E. coli pod optickym mikroskopem p¥i sto nasobném

zvétSeni
4.3 Rustové kiivky

Ristové kiivky byly proméfeny pro kazdy mikroorganismus v jeho specifickém zivném médiu
(YPD, BHI, LB) a v komplexnim zivném médiu NB obohacené o glukozu. Tyto rustové kiivky
byly porovnavany. Bylo zjisténo, ze vSechny mikroorganismy rostou v porovnani se svym

specifickym zivaym médiem ve spolecném zivném médiu pfijatelné pro na$ experiment.
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U kvasinky C. glabrata lze tvrdit, Ze jsou rustové kiivky ve specifickém zivném médiu YPD

a ve spole¢ném komplexnim zivném médiu srovnatelné (viz Obr. 17). U bakterie S. epidermidis

doslo k vétsimu poklesu poétu bunék (viz Obr. 18) ve spolecném zivném médiu. Proto bylo pfi

identifikaci mikroorganismt ve vzorku vzdy S. epidermidis méné nez bakterie L. coli nebo

kvasinky C. glabrata (viz Obr. 16). U bakterie £. coli poté doslo k rychlej§imu nartistu bunék

ve spoleéném zivném médiu, ale nartst byl celkove nizsi nez ve specifickém zivném médiu LB

(viz Obr. 19).
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Obrdzek 17: Porovndani riistovych krivek kvasinky C. glabrata v YPD a NB obohacené o glukozu
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Obrdzek 18: Porovndni riistovych krivek bakterie S. epidermidis v BHI a NB obohacené o glukozu
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Obrazek 19: Porovnani riistovych kiivek bakterie E. coli v LB a NB obohacené o glukozu
4.4 Piimé oSetireni mikroorganismu na pevném zivném médiu

Byl prokazan inhibi¢ni G¢inek na jednotlivé mikroorganismy 1 na spole¢né kultury, ktery se
shoduje s trendy, které byly naméteny v piedeslych pracich [42, 63] pfi oSetfeni jednotlivych
mikroorganismi na jejich optimalnich zivnych médiich. Dochazelo ke zvétSovani inhibované
plochy, respektive ucinnosti inhibice s rostoucim casem oSetfeni pomoci nizkoteplotniho

mikrovinného plazmatu. Stejny trend se ukazal 1 na spole€ném zivném médiu NB obohaceném

o glukozu, jak pro jednotlivé mikroorganismy, tak i pro spole¢né kultury (viz Obr. 20).

Obrazek 20: Inhibovand plocha spolecné kultury C. glabrata, E. coli a S. epidermidis po oSetireni

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

Inhibi¢ni Gcinek, ktery bude nadale diskutovan je vztazen na plochu Petriho misky s primérem

90 mm. Inhibi¢ni ucinek je vzdy uvadén viici kontrole.
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Inhibi¢ni Uc¢inek na jednotlivé mikroorganismy byl nejvétsi pii nejdelsi dobé oSetieni (5 min),
dosahl témet 20 %, viz Obr. 21 (C. glabrata, E. coli).

Rozdilné bylo plisobeni plazmatu na S. epidermidis, kde inhibi¢ni ti¢inek vzrostl az na 60 %
(viz Obr. 21).
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Obrdzek 21: Ucinnost inhibice nizkoteplomiho plazmatu na jednotlivé mikroorganismy

Tento vysledek pro S. epidermidis odporuje tomu, ze grampozitivni bakterie jsou vici oSetfeni
plazmatem odolnéjsi [55, 56]. Divodem muze byt vyssi nachylnost S. epidermidis na plazma
vnami vybraném spoleném médiu NB obohacené o glukozu, ve kterém tato bakterie
vykazovala mensi rust nez ve svém optimalnim médiu (BHI) (viz Obr. 17). Mohla byt tedy ve
stresovych podminkach, ¢imz mohla klesat jeji odolnost, a proto doslo k takovému rozdilu
inhibi¢niho ucinku od dvou zbylych mikroorganismi. Paralelné s touto diplomovou praci byla
méfena i diplomova prace kolegyné Bc. Sarah Sramkové [64], kde se na optimalnim médiu
(BHI) potvrdil trend, Ze jsou gramnegativni bakterie (na optimalnim médium LB) vice nachylné
na pusobeni plazmatu nez grampozitivni bakterie na svém optimalnim médiu (BHI). Rozdilnost
velikosti inhibované plochy plazmatem po 5 min oSetfeni pro vSechny studované

mikroorganismy lze vidét na obrazku 22.
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Obrazek 22: Inhibovand plocha po 5 min oSetieni plazmatem; zleva: C. glabrata, E. coli,

S. epidermidis

V ptipadé spoleCnych kultivaci bakterii s kvasinkou se inhibi¢ni ucCinek lehce zvysil
(v porovnani inhibi€niho ucinku plazmatu na F. coli a C. glabrata). V piipadé€ spolecné
kultivace bakterie E. coli a kvasinky C. glabrata je inhibi¢ni u€inek pii nejdelsi dobé oSetteni
plazmatem 24 %. U spolecné kultivace bakterie S. epidermidis a kvasinky C. glabrata
inhibi¢ni ucinek dosahuje pii nejdelsi dobé oSetfeni plazmatem témef 34 %. Pfi spolecné
kultivace bakterie S. epidermidis a E. coli dosahl inhibi¢ni G€inek plazmatu necelych 22 % (viz

Obr. 23).
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Obrdzek 23: Ucinnost inhibice nizkoteplotiho plazmatu na spolecné kultury
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Pti oSetfeni vSech tii studovanych mikroorganismti dosahl inhibic¢ni G¢inek pii ¢asu oSetieni
5 min 23 % (viz Obr. 24).
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Obrdzek 24: Ucinnost inhibice nizkoteplotniho plazmatu na spolecnou kulturu kvasinky C. glabrata

a bakterii S. epidermidis a E. coli pri riizné dobé oSetieni

Uginnost inhibice se tedy pohybovala u vétsiny vzorkd kolem 20 % (vybojem se nepohybovalo,
proto ani nelze dosahnout 100% uc¢innosti), pficemz ucinnost inhibice byla u spole¢nych kultur
lehce vyssi. Vyjimkou byla S. epidermidis, pro kterou zvolené médium neni zcela idealni, kvili
¢emuz byl inhibi¢ni Uc¢inek az tfikrat vyS$Si. Oslabeni S. epidermidis vlivem média NB
obohacené o gluk6zu mohlo nasledné vést k prekroCeni limitu tolerance pro oxidativni stres pfi
Case oSetfeni 5 minut, coz mize byt divodem tak vysokého inhibi¢niho ucinku oproti jinym
kulturam. Vyssi ucinnost inhibice se projevila také u spolecné kultivace kvasinky C. glabrata
a S. epidermidis. Za rozdilnou Uc¢innosti muze stat nékolik faktor(, napfiklad kompetitivni
chovani mikroorganisma [65]. Nebo za tim muze stat praveé S. epidermidis a jiz zminéné
divody, které se vsak tolik neprojevi u vzorka s E. coli, protoze ta roste jako bakterie rychleji
nez kvasinka C. glabrata (vyuzije tedy prostoru na ukor S. epidermidis). To mize vést k tomu,
ze u vzorkd, kde je se S. epidermidis 1 E. coli neni pozorovan takovy rozdil. Tato problematika

vSak studovana nebyla a mize byt predmétem dalSiho vyzkumu.
4.4.1 Identifikace mikroorganismu

Pokud na inhibované plose doslo k nartistu mikroorganismut, tak bylo pod optickym
mikroskopem identifikovano, o jaky mikroorganismus se jedna. Bylo zjisténo, ze pii oSetieni

plazmatem nedochazi k selektivnimu pusobeni a dochazi k inhibici vSech studovanych
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mikroorganismii. Pfi studované koncentraci mikroorganismi nebyla inhibice oSetfované
plochy stoprocentni, takze v inhibované plose byl pozorovan vyskyt jednotlivych kolonii.
K narastu kolonii v inhibované plose doslo i po oSetfeni 5 min, pficemz v inhibované plose byl

pozorovan narust vSech tfi studovanych mikroorganismu (viz Obr. 25).
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Obrazek 25: Identifikace Zivych mikroorganismii v inhibované ploSe po 5 min oSetieni plazmatem (po
24 h kultivaci)

4.4.2 Urceni viability mikroorganismu v inhibované plose

Pro blizsi pochopeni interakce plazmatu s mikroorganismy bylo studovano, zda se ve vzorku
odebraném =z inhibované plochy nachazi mikroorganismy usmrcené nebo inhibované
plazmatem. Bylo zjisténo, ze mikroorganismy nejsou usmrcené, ale jevi se zivé. Realizovano
to bylo pomoci prutokového cytometru, kde ziva kontrola nevykazovala zadnou fluorescenci
stejné jako méfeny vzorek. Jev Ize pozorovat na Obrazku 26. Tento fakt mize byt zpisoben
tim, ze studované buriky jsou skuteCne zivé, nebo faktem, Ze nemaji poruSenou
cytoplazmatickou membranu. Tim padem by pouzita fluorescencni sonda PI nemohla vnikat do
bun€k a vykazovat fluorescenci. Pouziti dalSich fluorescencnich sond zalozenych na jinych
principech je perspektivou dalsi prace. Z provedenych experimenti mizeme tvrdit, ze buriky,
které jsou oSetfeny plazmatem ani po tydnu kultivace nerostou a nemnozi se, pficemz ale nemaji

porusenou buné¢nou membranu.
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Obrazek 26:Cytogramy spolecné kultury C. glabrata a E. coli (po 24 h kultivaci); vievo: vzorek

odebrany z inhibované plochy po 5 min oSetreni plazmatem, vpravo: zivad kontrola (bez oSetreni)

Abychom zjistili, zda jsou oSetfené mikroorganismy kultivovatelné, byla inhibovana plocha
klickou naockovana na selektivni MacConkey agar (u vzorku s E. coli), kde bylo zji§téno, ze
mikroorganismus neni nadéale kultivovatelny, na rozdil od kontroly (viz Obr. 27), kde byla

klickou naockovana kolonie E. coli, ktera se vyskytovala v inhibované oblasti.

Obrazek 27: Urceni kultivovatelnosti E. coli (po 24 h kultivaci); a) vzorek odebrany z inhibované

plochy po 5 min oSetieni, b) kontrola

Dale bylo pozorovano, zda inhibovana plocha plné zaroste, coz se ani po tydenni kultivaci
nepotvrdilo (u Zadného z mikroorganismi). Uvedena inhibovana plocha je pro vzorek s E. coli

po 5 min oSetieni plazmatem pii vy$si koncentraci 10° CFU/ml (viz Obr. 28).
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Obrazek 28: Inhibovand plocha E. coli po 5 min oSetreni plazmatem; a) po 24 h kultivaci, b) po

tydenni kultivaci
4.5 Piimé oSetireni mikroorganismu v suspenzi

Mikroorganismy C. glabrata, S. epidermidis a E. coli byly jednotlivé oSetfeny plazmatem ve
spole¢ném zivném médiu NB obohaceném o glukozu a v PBS. Bylo zjisténo, ze dochazi
k usmrceni bun€k pomoci nizkoteplotniho mikrovinného plazmatu s povrchovou vinou. Avsak
tato ucinnost je pomérné nizka, a to od jednotek procent po maximalne 16 % (pti nejdelsi dobé
oSetfeni). Tato zjiSteni jsou v souladu svySe prokazanymi vysledky, kdy za wvyuziti
fluorescencni sondy PI, ve vzorku z inhibované plochy nebyly prokazany téméf zadné mrtvé
buriky. Prodlouzenim doby osetfeni na 10 minut a zménou uspofadani bylo dosazeno
maximalné zminénych 16 % usmrcenych bunék. Z principu fungovani sondy PI se jednalo
o buriky, které mély poskozenou bunécnou membranu. Mohly to tedy byt zejména buiky
nekrotické, coz je typ bunécné smrti, u které dochazi k rupture membrany. Jak jsme vSak vidéeli
vySe, inhibované buiiky nebylo mozné za pomoci sondy PI vizualizovat, a tudiz skutecnou
ucinnost osetfeni neni mozné posuzovat na zakladé téchto vysledkii. Moznosti by bylo suspenze
po osetieni naoCkovat na agarové plotny a vyhodnotit je metodou pocitani kolonii. Tento
experiment vSak realizovan nebyl z divodu omezeného Casu, ale miize byt perspektivou dalsi

prace.

Jak lze vidét na schématu experimentalniho zapojeni (viz Obr. 11), tak kiemenna kapilara je
zanofena pod hladinu suspenze. Kvili vysunuti kiemenné kapilary z rezonancni dutiny hofi
vyboj pomérné vysoko nad osSetfovanou suspenzi. Tim, Ze je kfemenna kapilara zanotfena pod
hladinu suspenze, tak jedinym plynem, ktery je kolem viditelného vyboje je pracovni plyn —

argon, ¢imz je vytvorena inertni atmosféra v kiemenné kapilare. Vzhledem k tomu nedochazi
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k pfimému kontaktu viditelného vyboje se vzduchem ani se suspenzi, a tak nedochazi k primé

tvorbé RONS.

Pomoci elektrického vyboje dochazi ke vzniku rizné excitovanych a jednou ionizovanych stavu
argonu. Jednim z nich je metastabilni stav argonu, coz je zvlastni excitovany stav s dlouhou
dobou zivota (az nékolik ms). Vzhledem k dlouhé dobé zivota metastabilniho stavu argonu
muze dochazet k jeho interakci s jinymi Casticemi v okoli (vzduch, voda, ...) a tvorbé RONS,
kterych je ale mén€, nez kdyz je vyboj piimo v kontaktu s okolim obsahujicim kyslik nebo
dusik. Tedy za usmrcenim mikroorganismt v tomto piipadé stoji RONS produkované pouze
pomoci metastabilniho argonu [66, 67, 68]. Nasledné Ize GcCinnost pfipisovat také pusobeni
elektrického pole, UV nebo VUV zateni. Synergické pusobeni vSech zminénych faktort je pak
zodpoveédné za inhibicni vlastnosti plazmatu [1]. V této praci v§ak nebyl studovan jejich vliv
jednotlive, a proto nelze urit, ktery z faktort se na inhibici podili nejvice. To vSak mtze byt

dalSim pfedmétem studie.

Utinnost usmrceni bunék lze pozorovat na nasledujicich Obrazcich 29-34, kde je srovnani
poctd mrtvych a zivych bunék (v médiu i v PBS) pii rizné dobé osetfeni plazmatem pro

vSechny studované mikroorganismy.
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Obrdzek 29: Zivé a usmrcené buiiky kvasinky C. glabrata v PBS po oSetient plazmatem pFi riizné dobé

oSetrent
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Obrdzek 30: Zivé a usmrcené buiiky kvasinky C. glabrata v médiu po osetfeni plazmatem pri riizné
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Obrdzek 31: Zivé a usmrcené buiiky bakterie E. coli v PBS po oSetfent plazmatem pri riizné dobé
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Obrazek 32: Zivé a usmrcené buriky bakterie E. coli v médiu po oSetreni plazmatem pri riizné dobé
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Obrdzek 33: Zivé a usmrcené buiiky bakterie S. epidermidis v PBS po oSetFeni plazmatem pri riizné

dobé oSetieni
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Obrazek 34: Zivé a usmrcené buriky bakterie S. epidermidis v médiu po oSetreni plazmatem pr¥i riizné

dobé oSetieni

’

Ucinnost inhibice pro vSechny mikroorganismy je blize zobrazena na Obrazku 35 a 36, kde
muzeme u vS§ech mikroorganismt pozorovat lehce vyssi ucinnost v médiu nez v PBS, za kterou
je pravdépodobné zodpoveédné jiné slozeni suspenze, a tedy i tvorba jinych reaktivnich castic,
které nasledné reaguji s mikroorganismy a Casticemi v suspenzi. Toto tvrzeni vSak neni
podlozené a je v perspektivé nasledujicich praci. Ze statistického hlediska mezi oSetfenim
v PBS a oSetfenim v médiu neni vyznamny rozdil jak u jednotlivych bakterii, tak u celkového
prehledu. Pro bakterie E. coli (p=0,82) a S. epidermidis (p = 0,85) byl rozdil velice maly,
u kvasinky C. glabrata bylo mozné pozorovat vétsi rozdil v nameétenych datech (p = 0,14), coz
ale porad neni mozné pokladat za statisticky vyznamné. Celkové se tedy oSetfeni v PBS od
osetfeni v médiu vyznamné nelisi (p = 0,24). U¢innost inhibice na jednotlivé mikroorganismy
je zde velice blizka a vzdy stoupa s ¢asem oSetfeni, coz odpovida tvrzenim predchozich praci

ohledné této problematiky, stejné jako tomu bylo u oSetfeni na pevném zivném médiu [42, 63].
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Obrazek 35: Pocet mrtvych bunék v zavislosti na riizné dobé osetreni plazmatem (PBS)
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Obrazek 36: Pocet mrtvych bunék v zavislosti na rizné dobé osetreni plazmatem (médium)

Pokud bychom srovnali méfeni ihned po oSetfeni a po 24 hodinach, tak se neprojevuje zadny
vyznamny rozdil v PBS (p = 0,54) ani v médiu (p = 0,11). Pokles mrtvych bun¢k byl nejspise
zpusoben nardstem zivych, neporusenych bunék. Neni tedy prokazano, ze by dochazelo
k uc¢inku reaktivnich ¢astic s dlouhou dobou zivota. Trend je u vSech mikroorganismil stejny,

pro ptiklad bude uvedeno méteni s C. glabrata (viz Obr. 37, 38).
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Obrazek 37: Pocet mrtvych bunék C. glabrata ihned po oSetieni a po 24 h pri riizné dobé oSetieni
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5 ZAVER

Tato diplomova prace se zabyvala studiem pifimé aplikace nizkoteplotniho mikrovinného
plazmatu v interakci s kvasinkami C. glabrata a bakteriemi E. coli a S. epidermidis. Byla
studovana inhibicni G¢innost mikrovinného vyboje s povrchovou vinou v suspenzi (v zivném
médiu NB obohacené o glukozu a v PBS) a na pevném zivném médiu (rovnéz NB obohacené
o glukézu). Mikroorganismy byly oSetfovany jednotlivé a na pevném zivném médiu byly
oSetfovany 1 jejich spolecné kultury.

Pro ucely této prace bylo nejdiive nutné najit vhodné zivné médium, kde dojde k rustu vSech
tfi studovanych mikroorganismu. Jako spolecné zivné médium bylo zvoleno NB obohacené
o glukozu. Rist mikroorganismua byl ovéfen proméfenim ristovych kiivek v tomto vybraném
médiu a v optimalnim médiu pro dané mikroorganismy (YPD pro C. glabrata, BHI pro
S. epidermidis a LB pro E. coli). Vyskyt vSech tfi mikroorganisma ve zvoleném médiu byl

potvrzen pozorovanim pod optickym mikroskopem za pomoci Gramova barveni.

Na pevném zivném médiu NB obohacené o glukézu byly vzorky oSetieny plazmatem po dobu
30s, 60 s, 2 min a 5 min. Inhibi¢ni u€inek plazmatu byl vyhodnocovan pomoci softwaru Aurora
a je vztazen na plochu Petriho misky o priméru 90 mm. U vSech studovanych ¢ast byl prokazan
inhibicni UcCinek plazmatu, jak pro jednotlivé mikroorganismy, tak i pro spole¢né kultury.
Nejvyssi inhibi¢ni ucinek byl pozorovan u nejdelsi doby oSetfeni plazmatem (5 min) u vSech
studovanych vzorkd. Bylo zjisténo, ze inhibicni t¢inek se u vétsiny vzork pohybuje kolem
20 % pii nejdelsi dobé oSetfeni plazmatem. Pfi oSetfeni S. epidermidis byl zaznamenan
inhibicni ucinek az 60 %, nejspise kvili zvolenému médiu, které nebylo pro tuto bakterii zcela
optimalni. Toto oslabeni mohlo nasledné vést k prekroCeni limitu tolerance pro oxidativni stres
pii Case osSetfeni 5 minut. Vys§i inhibi¢ni ucinek byl také pozorovan u spole¢né kultury
C. glabrata a S. epidermidis. Za rozdilnou Gc¢innosti mize stat n€kolik faktord, které nebyly
studovany a mohou byt predmétem dalsi studie. Pti studované koncentraci nebyla inhibice na
oSetfované plose stoprocentni a doslo v ni k nartstu jednotlivych kolonii. Tyto kolonie byly
pozorovany pod optickym mikroskopem pro to, aby se urcilo, o jaké mikroorganismy se jedna
a zda nedochazi k selektivnimu ptisobeni plazmatu pfi spole¢nych kulturach. Selektivni a¢inek
nebyl potvrzen, pod mikroskopem byly pozorovany vSechny studované mikroorganismy. Na
pevném zivném médiu bylo, pro bliz§i pochopeni interakce plazmatu s mikroorganismy,
studovano také zda jsou buriky v inhibované oblasti usmrcené. Vzorek byl proméfen na
prutokovém cytometru za pomoci fluorescencniho barviva PI. Méfeny vzorek nevykazoval

fluorescenci stejné jako ziva kontrola, proto mizeme predpokladat, ze mikroorganismy
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v inhibované oblasti jsou zivé. U vzorku z inhibované plochy bylo také urCovano, zda jsou
mikroorganismy stale kultivovatelné, pficemz bylo zjisténo, ze inhibované mikroorganismy
nadale kultivovatelné nejsou. Také bylo prokazano, ze i po tydenni kultivaci nedochazi

k zarastani inhibované oblasti ani u jednoho ze studovanych vzorku.

Pii oSetfeni jednotlivych mikroorganismii v suspenzi (PBS a zivné médium NB
obohacené o gluk6zu) pomoci nizkoteplotniho plazmatu dochazi k usmrceni jednotlivych
mikroorganismii. AvSak tato ucinnost je nizka. Duvodem je experimentalni usporadani.
Vzhledem k zanofeni kapilary pod hladinu suspenze je jedinym plynem okolo viditelného
vyboje argon (pracovni plyn). Za usmrcenim mikroorganismu tedy stoji primarné RONS
produkované pomoci metastabilniho stavu argonu a také teplo, UV a VUV zareni a elektrické
pole. Pro zlepSeni ucinnosti by bylo vhodné jako pracovni plyn pouzit spolu s argonem také

kyslik, aby dochazelo k vétsi produkei reaktivnich ¢astic.

Co se tyCe perspektivy této prace, tak by bylo vhodné podrobnéji prostudovat interakci
plazmatu s mikroorganismy, coz by mohlo byt realizovano za pouziti jinych fluoroforti. Také
by bylo vhodné k argonu (pracovni plyn) ptidat i kyslik pro to, aby dochazelo k vétsi uCinnosti
inhibice diky vyS§si produkci reaktivnich ¢astic kysliku. Dale by bylo dobré provérit, zda by se
pii opakované expozici nezlepsil inhibi¢ni Gc¢inek. A také k jaké ucinnosti inhibice dochézi
v suspenzich po oSetfeni plazmatem, kdybychom vzorky poté naockovaly na agarové ploty
a ucinnosti inhibice vyhodnotili metodou pocitani kolonii.

Vzhledem k tomu, ze mnohé konvencni metody, které se pro dekontaminacni procesy vyuzivaji
maji razna negativa, které jsou pii urcitych aplikacich nezadouci, tak je vyuziti plazmatu
slibnou metodou. Rovnéz na rozdil od antibiotik nebyla prokazana a nepfedpoklada se vznik
rezistence mikroorganismi na tento typ osSetfeni, coz je vzhledem k problematice rezistence na
antibiotika nad€jny pfistup. Nicméné je dulezité optimalizovat podminky, aby se pifi co

nejniz§im Casu dosahlo co nejvyssi inhibice.
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6 SEZNAMY

6.1 Seznam pouzitych zkratek

AIDS = Acquired Immune Deficiency Syndrom = syndrom ziskaného imunodeficitu
ATP = adenosintrifosfat

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 = jednotka tvofici kolonie
E. coli = Escherichia coli

EIEC = enteroinvazivni Escherichia coli

ETEC = enteroxigenni 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 = fosfatovy pufr

PD = photodiode = fotodioda

PI = propidium jodid

PMT = Photoultiplier Tube = fotomultiplika¢ni trubice



PTW = plasma treated water = plazmatem oSetfena voda

RONS = reactive oxygen nitrogen species = reaktivni castice kysliku a dusiku
ROS = reactive oxygen species = reaktivni Castice kysliku

rpm = revolutions per minute = otacky za minutu

S. cerevisiae = Saccharomyces cerevisiae

S. epidermidis = Staphylococcus epidermidis

SIm = standard liter per minute = standardni litr za minutu

SSC = side scatter chanel

YPD = Yeast extract-Peptone-Dextrose
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