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ABSTRAKT

Predmétem této bakalarské prace je studium dekontaminacnich vlastnosti nizkoteplotniho
plazmatu generovaného za atmosférického tlaku na vybrané bakterie FEscherichia coli
a Staphylococcus epidermidis. Bylo pouzito nizkoteplotni mikrovinné plazma s pochodiiovym
vybojem. Plazmova tryska byla propojena se softwarem v pocitaci, diky cemuz mohlo dochazet
k jejimu pohybu po osetfované plose. Byl pouzit vykon, ktery kolisal mezi 12-13 W, a jako
pracovni plyn byl zvolen argon (Cistota plynu 4,6) s konstantnim pratokem 5 1/min. Byl
pozorovan ubytek jednotlivych kolonii v zavislosti na zvoleném parametru oSetfeni. Mezi
zvolené parametry oSetieni patfil vliv rychlosti, sméru a doby oSetfeni u obou studovanych
bakterii. Cilem bylo dosahnout co nejvyssi dekontaminace oSetfované plochy a zjistit, jaky
z téchto parametri je nejvyznamneéjsi.

Bylo zjisténo, ze mezi jednotlivymi sméry oSetfeni neni viditelny rozdil v celkové
dekontaminaci oSetfované plochy u studované bakterie FEscherichia coli. Negativni vliv
rychlosti byl zaznamenan pouze u nejrychlejsi pouzité rychlosti v ptipadé grampozitivni
bakterie Staphylococcus epidermidis. Nejvyznamnéj$im parametrem byl Cas oSetfeni, kdy byl
pozorovan vyrazny ubytek nariistu kolonii se zvySujicim se casem daného oSetreni.

Dale bylo provedeno opakované oSetieni, kdy z jiz oSetfenych bakterii bylo znovu nachystano
inokulum a bylo pozorovano, zda nevznika rezistence vii¢i osSeteni nizkoteplotnim plazmatem.
Z vysledku je patrné, ze nedochazi k vyraznému nartstu kolonii ani po znovu opakovaném
oSetfeni. Dale bylo pozorovano, ze u grampozitivni bakterie Staphylococcus epidermidis
dochazi k menSimu ubytku kolonii nezli u gramnegativni bakterie Escherichia coli ve vSech
studovanych parametrech oSeteni.

KLICOVA SLOVA
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ABSTRACT

The subject of this bachelor thesis is the study of decontamination effects of cold atmospheric
pressure plasma (CAP) on selected bacteria Escherichia coli and Staphylococcus epidermidis.
A non-thermal microwave plasma torch was used. The plasma torch was connected to the
software in the computer, which allowed its movement over the treated area. The used power
fluctuated between 12—13 W and argon (gas purity 4.6) was chosen as the working gas with
a constant flow rate of 5 1/min Inhibition efficacy was observed depending on the type of the
selected treatment. The chosen treatment parameters included the effect of speed, direction, and
treatment time for both studied bacteria. The aim was to achieve the highest decontamination
of the treated area and to determine which of these parameters appeared to be the most
significant.

No obvious difference (between the treatment directions) was found in the overall
decontamination of the treated area for studied bacteria Lscherichia coli. The negative eftect of
speed was only observed for the fastest speed used in the case of gram-positive
Staphylococcus epidermidis. The most significant parameter was found to be the treatment
time, where a significant decrease in colony growth was observed with increasing treatment
time.

Furthermore, a repeated treatment was done, where the inoculum was prepared from the already
treated bacteria. By this set of experiments, possible development of microbial resistance
against the plasma treatment was tested. The results showed that there was no significant
increase in the number of colonies even after the repeated treatment. It was also observed that
the gram-positive bacteria Staphylococcus epidermidis showed lower decontamination effect
evaluated via the number of colonies than the gram-negative bacteria Escherichia coli for all
treatment types studied.
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1 UVOD

Nepatogenni bakterie mohou hrat v lidském t&le daleZitou roli. Casto tvoii s &lovékem, jakozto
hostitelem, vzajemné pozitivni vztah. Bakterie tak mohou Cerpat ziviny z prostredi, které jim
lidské télo zajistuje, a tim produkovat télu prosp€sné metabolity. AvSak problém muze nastat,
pokud dojde k oslabeni imunity ¢i jinému naruSeni rovnovazného prostredi. Bakterie se musi
rychle adaptovat na nové vzniklé podminky, coz ma za pfi¢inu vznik adaptovanych kmena se
specifickymi vlastnostmi virulence [1].

Alarmuyjicim problémem je rezistence bakterii vii¢i antibiotikim. Bakterie mnohdy byvaji
rezistentni, jak k nekolika pfibuznym antibiotikiim, tak ik antibiotikiim s jinou chemickou
strukturou [2]. Tento problém patii mezi klicové globalni vyzvy v oblasti zdravotnické péce,
coz vyvolava snahu najit alternativni terapeutické piistupy, mezi které patfi i vyuziti aplikace
nizkoteplotniho plazmatu.

Tato terapeuticka cesta nabizi hned nékolik vyhod. Nizkoteplotni plazma, jenz je
charakterizovano jako kvazineutralni slab& ionizovany plyn, ktery vykazuje kolektivni chovani
a jehoz teplota nepfesahuje 40 °C, je vhodné jak pro biomedicinské aplikace, tak sterilizaci
tézko sterilizovatelnych nastroju [3]. Ke generaci plazmatu je vyuzivana cela fada druht zdroju.
V této praci je vyuzit nizkoteplotni pochodiiovy mikrovlnny vyboj s ptimym proudénim plynu
(argonu). Na inaktivaci mikroorganismu se podili cela Skala faktort, avSak nejdulezitéjsi roli
zde maji reaktivni formy kysliku a dusiku [4].

Budoucnost aplikace plazmatu je zaméfovana zejména na 1écbu akutnich chronickych ran,
unichz konvenc¢ni antibioticka 1écba selhava. Dalsi odvétvi vyzkumu se zabyva 1écbou
rakoviny, zde se jedna zejména o pilotni studie. Je vSak dualezité zminit, Zze jednotliva zafizeni
pro generaci plazmatu se lisi, coz komplikuje stanoveni presné davky pro jednotliva zafizeni.

Vyzkumy se rovnéz zameétuji na moznosti aplikace nizkoteplotniho plazmatu na potraviny,
nebot’ by v porovnani s bézné pouzivanymi metodami nedochéazelo k negativnimu ovlivnéni
kvality potravin vlivem chemickych latek ¢i tepla [4].

V této praci byly zvoleny dvé bakterie, a to Escherichia coli jakozto zastupce gramnegativnich
bakterii a Staphylococcus epidermidis jakozto zastupce grampozitivnich bakterii. Byly
sledovany tfi aspekty oSetfeni, a to smér pohybu plazmové trysky, rychlost pohybu plazmové
trysky a doba oSetfeni. Navic byly provedeny experimenty, zda pfi plazmovém oSetfeni
nedochazi ke vzniku rezistence bakterii na tento typ oSetieni. Tyto aspekty jsou pro budoucnost
aplikace plazmatu v biomedicinskych aplikaci kli¢ové.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Escherichia coli

Escherichia coli (E. coli) je bakterie, ktera se tadi do tfidy Grammaproteobacteria, tadu
Enterobacterales a Celedi Enterobacteriaceae. Jedna se o fakultativné anaerobni, nesporulujici
koliformni bakterie. Buiikky maji ty€inkovity tvar s velikosti 1-3 pm (viz Obrazek 1) ajsou
opatfeny peritrichnimi bi¢iky umoziujici pohyb. Vyskytuji se vSak i nepohyblivé kmeny [5].

E. coli je fazena mezi gramnegativni bakterie, jejichz bunécna sténa je tvorena z tenké vrstvy
peptidoglykanu neboli mureinu. Pii Gramové barveni dochéazi k vymyti barviva krystalové
violeti ethanolem. Jelikoz nedojde ke stabilnimu navazéani krystalové violeti v komplexu
s jodidem draselnym na bunécnou sténu, konecné zbarveni buné€k se jevi jako razové [2]. Obal
bunky gramnegativnich bakterii tvofi dvé membrany, vnitini a vnéj§i, mezi nimiz se nachazi
periplazma. VnéjSi membrana je slozena z fosfolipidd, lipopolysacharidl, lipoproteina
a integralnich membranovych proteint. Tato vnéjsi membrana muze poskytovat bariéru pro
urcita antibiotika, coz muze zpusobovat problémy s 1écbou potencialnich infekci [6].

K optimalnimu ristu E. coli dochazi pti 37 °C. Diky své schopnosti rdstu v anaerobnich
1 aerobnich podminkach a kompletni sekvenci genomu se pouziva v Siroké Skale aplikaci jak
prumyslovych, tak 1ékarskych [7].

W SAccV  Spot Maan  Det WD
500KV 30 10000x SE 5.1

Obrazek 1: Escherichia coli, snimek porizeny pomoci SEM |8]

2.1.1 Patogenita

E. coli vpatfi knejhojngji se vyskytujicim fakultativnim anaerobim lidské stfevni
mikroflory [9]. V prvnich hodindch az dnech od narozeni kolonizuji tyto bakterie
gastrointestinalni trakt vétsiny teplokrevnych zivocichu. Za normalnich podminek predstavuje
neskodného komenzala (vztah dvou organismd, kdy jeden organismus z tohoto vztahu ma
prospéch a druhy neni ovlivnén), ktery vyuziva zdroje stfevni mikroflory, zejména pak
vitamin K avitaminy B. VétSina kmena FE. coli je tedy avirulentni (neschopné vyvolat
onemocnéni). Nekteré kmeny FE. coli ziskavaji specifické vlastnosti virulence, coz vede ke
vzniku vysoce adaptovanych kment se schopnosti se pfizptusobit novému prostiedi. Tato

9



schopnost se projevuje zejména pii vzniku infekci nebo naruSeni imunity, coz naruSuje
rovnovahu prostedi a podporuje vznik a rust virulentnich forem této bakterie [1]. Patogenni
kmeny FE. coli maji nejCastéji specifické faktory adherence (pfilnavost), coz jim umoziuje
kolonizovat mista, ktera bézné neobyvaji. Pfestoze se patogenita E. coli objevuje nejcastéji ve
spojeni s gastrointestinalnim traktem, mtze dojit také ke kolonizaci mocového traktu nebo
mozkovych plen [9].

2.1.2 Virulence

Analyzou sekvence celého genomu byla prokdzana znacna genetickd variabilita 1 v ramci
jednotlivych patogennich druha E. coli [10]. Podle projevt virulence se dale déli nejméné na
pét skupin, které zde budou uvedené, ale v dnesni dobé je znam jiz vétsi pocet. Také je velmi
obtizné pres velkou genomovou plasticitu striktné kategorizovat patogenni druhy E. coli do
ostfe ohrani¢enych patotypu [7].

ETEC jsou enterotoxigenni F. coli, které nejdiive adheruji k butikam epitelu tenkého stieva
prostfednictvim povrchovych struktur (fimbrii), a poté dochazi k sekreci enterotoxint. Jedna se
o sekreci dvou enterotoxind, a to tepelné stabilni toxiny (ST) a tepelné labilni toxiny (LT), které
aktivuji produkci cyklickych nukleotidl, a tim pfispivaji ke ztraté vody, soli a tekutin ve
sttevech. Jelikoz se geny kodujici enterotoxiny nachéazi nejen na chromozomu, ale i na
plazmidech, mohou byt pfenaseny mezi riznymi patotypy F. coli [11]. Timto dochazi k projevu
infekce vodovymi prajmy bez horeCky [12].

EPEC neboli enteropatogenni F. coli je hlavni pfi¢inou vzniku prijmovych onemocnéni
u kojencu [12]. Pii této infekci dochazi k uvoliovani jediného toxinu, ktery muZze vést
k nekréze epitelialnich bunék. K pfipojeni na povrch hostitelské buriky dochéazi pomoci
vlasovitych struktur podobnych pilusum [11].

EIEC je enteroinvazivni F. coli. V tomto piipad€ dochazi k pfilnuti na sliznici, pravdépodobné
bilkovinou vnéj§i membrany a dochazi k pronikani do sliznice a naslednému rozmnozeni [12].
Infekce se projevuje vodnatym prijmem a zanétlivou kolitidou [11].

UAEC je enteroadherentni FE. coli, kterd adheruje k sliznici. Projevy infekce jsou celkem
mirné [12].

Posledni skupinou je EHEC, tedy enterohemoragicka £. coli. Dochazi k vyvolani hemoragické
kolitidy, kdy muaze dojit k rozvinuti smrtelného hemoragicko-uremického syndromu (HUS).
Zdrojem infekce muze byt nepropeCené maso, mosty nebo voda. Hlavnim faktorem virulence
jsou shiga-like toxiny (SLT) neboli verotoxiny [12].

Genotypové riznorodou podskupinu predstavuje uropatogenni £. coli (UPEC). Tento poddruh
se vyvinul z komenzalni £. coli ziskanim faktori virulence horizontalnim pfenosem geni. Na
rozdil od vyse zminénych druht E. coli zpuasobujicich prijmova onemocnéni nemaji UPEC
zadnou zakladni sadu faktora virulence. Ke stoupani mocovym traktem vyuzivaji bi¢iky a rizné
adheziny. Genotypova riznorodost vyplyva z heterogenniho souboru faktorti virulence i fazové
variability, coz vede ke komplikaci spojené s vyvojem vakcin a umoziiuje to pravdépodobnost
opakovanych infekei [10].
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2.1.3 Rezistence

Antimikrobialni rezistence je jeden z hlavnich globalnich problému zdravotni péce. E. coli, jak
uz bylo vySe zminéno, je fazena mezi gramnegativni bakterie, a diky své vnéjsi membrané je
pfirozené rezistentni vaci terapeutickym hladinam penicilinu G (B-laktamového antibiotika).
UE. coli se vyskytuje také rezistence na nékolik riznych tfid antibiotik s odliSnym
mechanismem ucinku, nez vyse zminény penicilin G. Rezistence je zptisobena produkci Siroké
tiidy enzymu B-laktamaz, které jsou Casto kddovany na plazmidech. Také byla prokazana
rezistence na karbapenemy nebo (fluoro)chinolony. Obecné prostiedi hraje velmi kli¢ovou roli
v rezistenci vuci antibiotikim. . coli muze ziskat rezistentni vlastnosti od bakterie vyskytujici
se v daném prostiedi, a naopak muize prenaset své rezistentni geny na potencialni patogeny.
Jako zdroj multirezistentni F. coli se udavaji odpadni vody z nemocnic, coz muze zpusobit
Sifeni téchto kment do komunalnich vod, a proto by méla byt jeji koncentrace ve vodach
striktné hlidana [7].

2.2 Staphylococcus epidermidis

S. epidermidis (Staphylococcus epidermidis) je bakterie, kterd se fadi do tfidy Bacilli fadu
Bacillales a celedi Staphylococcaceae. Jedna se o grampozitivni, nepohyblivé, fakultativné
anaerobni a nesporulujici koky (viz Obrazek 2). S. epidermidis je fazen mezi koagulaza
negativni stafylokoky [13]. Koagulaza muze byt volna nebo vazana, v obou piipadech vsak
zpusobuje polymeraci fibrinogenu na fibrin. Koagulaza negativni stafylokoky byly povazovany
za nepatogenni. Posledni dobou se vSak fadi k podminénym patogenim, které jsou
u oslabeného jedince schopny vyvolat onemocnéni [14].

Obrazek 2: S. epidermidis, snimek porizeny pomoci SEM [13]
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2.2.1 Patogenita

S. epidermidis je jeden z nejCastéji se vyskytujicich koagulaza negativnich stafylokokt na
povrchu lidského epitelu a sliznicich. Radi se mezi oportunni patogen (mikroorganismus, ktery
je schopen za ur€itych podminek, zejména pii snizeni imunity, vyvolat onemocnéni), ktery
muze zpusobit infekce v okoli implantovanych cizich téles, jako jsou napiiklad kloubni nahrady
nebo chlopenni protézy. Vynika ve vytvafeni biofilmu, které nasledné inhibuji obranné
mechanismy hostitele [16].

S. epidermidis je povazovan za puvodce nozokomialnich infekci (infekce zpisobené
v souvislosti s hospitalizaci pacientl v nemocni¢nim zafizeni). Konkrétné se jedna
o nozokomialni infekce krevniho tecisté ¢i kardiovaskularni infekce. Na rozdil od S. aureus
(Staphylococcus aureus) neni S. epidermidis spojovan s pyogennimi infekcemi (infekce
vyvolavajici hnisani) u pacientd, ktefi nemaji oslabenou imunitu [17].

2.2.2 Virulence

S. epidermidis neprodukuje pfili§ mnoho toxini poskozujicich tkané. Je jich malé mnozstvi
a jejich role jako specifickych faktorti virulence musi byt jesté podrobnéji stanovena. Obecné
vSak jeho uspéch jako patogenu je pfic¢itan schopnosti pfilnout k povrchu a zistat zde v relativni
tichosti pod ochrannym krytem. Tvorba biofilmu tedy patfi mezi hlavni faktor virulence.
Biofilm obsahuje velké mnozstvi perzistentnich bunék, které poskytuji S. epidermidis ochranu
pred neutrofily (typ bilych krvinek) a imunoglobuliny G [13,17].

2.2.3 Rezistence
Jak uz bylo vyse zminéno, zvySujici se rezistence bakterii vii¢i antibiotikiim komplikuje 1écbu
infekci zptasobenych S. epidermidis. Navic slizové pouzdro tvorené stafylokoky slouzi jako

nepropustna bariéra pro mnoho antibiotik. Cim dal vice se zvétsuje rezistence viiéi meticilinu,
coZ je nejcast&ji podavané antibiotikum proti stafylokokim [17].

Byla navrzena nova antibiotika proti multirezistentnim kmenim. Za posledni ucinné
antibiotikum je povazovan vankomycin. Ov§em je dulezité poznamenat, ze i v tomto piipadé
dochazi ke zvyseni rezistence. Rezistence byla také zaznamenana vici (fluoro)chinolontim,
jako je napfiklad ciprofloxacin a ofloxacin [13].

2.3 Biofilm

Schopnost tvorfit biofilm je univerzalni vlastnost bakterii. Jedna se o mnohobunécna
spolecenstvi, kterd drzi u sebe vlastni extracelularni matrix [16]. Tvorba biofilmu je nejcastéji
spojovana s komplikacemi béhem lécby infekci souvisejicich s E. coli a S. epidermidis. Obecné
se jedna o slozity proces slozeny z né€kolika kroka, které jsou fizeny fadou gent [19].

Prvni fazi je adheze. K adhezi muze dojit jak na povrchu abiotickém, tak na povrchu biotickém.
Byly objeveny geny odolnosti vuci stresu, které napomahaji biofilmu prezit v neptiznivych
podminkach, a tim 1 zvys$it jeho odolnost. V kapalném prostfedi se vyskytuji hydrodynamické
a elektrostatické sily, které zabranuji jeho tvorbé. K piekonani téchto sil bakterie vyuzivaji
bicik. Dalsi fazi je zrani biofilmu, ke které dochédzi po pevném pfilnuti bunék k povrchu.
Biofilm zde ziskava trojrozmérnou strukturu z divodu produkce extracelularni matrix, ktera
zprostiedkovava snadné interakce mezi jednotlivymi buiikami a mezi buiikami a povrchem.
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Posledni fazi je disperze, kdy dochézi k odde€leni bakterii od zralého biofilmu a jejich
rozptyleni. Rozptyleni slouzi k pfenosu bakterii do vzdalenéjsich mist, kde opét muze dojit
k usazeni a tvorb€ nového biofilmu [19].

2.4 Moznosti sterilizace bakterii

Sterilizaci mikroorganismi se rozumi odstranéni vSech zivotaschopnych forem
mikroorganismii. Sterilizace muze byt provedena pomoci fyzikalnich nebo chemickych
postupt [20].

2.4.1 Chemické postupy sterilizace

Pro chemické postupy sterilizace se pouzivaji latky zvané biocidy, coz jsou dezinfekéni latky.
Dezinfek¢ni latky se déli do raznych skupin podle chemické struktury. Jsou to naptiklad
oxida¢ni Cinidla, halogeny, alkylacni ¢inidla ajiné. Pfi chemické dezinfekci dochazi ke
specifickému ucCinku chemickych latek na mikroorganismy. Odolnost jednotlivych typu
mikrobU se vyrazné li§i u riznych dezinfekcnich latek. Je zde moznost vyvinuti rezistence,
pokud se n&jaka dezinfek¢ni latka pouziva piilis dlouho [20].

2.4.2 Fyzikalni postupy sterilizace

Nejcastéji se jedna o pusobeni tepla, méné Casté je zareni. Teplo muze pusobit na bakterie
riznymi zpusoby. V praxi je nejCasteji pouzivana horkovzdusna sterilizace a autoklavovani.
Ostatni zpusoby, jako je sterilizace varem nebo tyndalizace, nejsou tak a¢inné [20].

Dalsi moznosti je sterilizace zarenim. Ultrafialové zafeni je pomérné ucinné, ale nepronika do
hloubky. InfraCervené zafeni pusobi svym tepelnym zafenim. Ioniza¢ni zafeni se vyuziva
k radiacni sterilizaci. Jeho ucinnost je vysoka, avSak nékteré druhy virti jsou stabilni i viuci
tomuto zareni. VySe uvedené postupy sterilizace lze G¢inné pouzit na sterilizaci naptiklad
nastroju, avSak ne pfimo na zivé tkan¢ [20].

K nejnovej§im zpusobum sterilizace patii plazma. Konkrétné se vyuziva nizkoteplotniho
plazmatu, které 1ze aplikovat i na teplotné citlivé materialy a zivé tkané [20].
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2.5 Plazma

Plazma je definovéano jako kvazineutralni plyn, ktery vykazuje kolektivni chovani.

Kvazineutralita je chéapana tak, ze se plazma navenek jevi jako neutralni, avSak
z mikroskopického hlediska se zde vyskytuje smes ¢astic obsahujici neutralni atomy, molekuly,
ionty, elektrony, volné radikaly a fotony [21].

Pohyb molekul nezivisi pouze na lokalnich podminkéch, ale téz ina stavu plazmatu ve
vzdalenych oblastech. Timto se rozumi kolektivni chovani plazmatu [22].

Hustota elektricky nabitych castic musi byt dostatecné vysoka, aby elektromagnetické interakce
prevladly nad srazkami neutralnich atomt a molekul. Diky tomuto déji je ionizovany plyn
schopen eliminovat elektrické pole. Sdm vytvari urCité prostorové naboje a ustanovuje se nova
rovnovaha [22].

2.5.1 Vznik plazmatu

Plazma se rozliSuje na vysokoteplotni a nizkoteplotni, avSak toto rozdéleni nema pevné
stanovenou hranici. Presto se za vysokoteplotni plazma povazuje takové, jehoz prumérna
energie nabitych Gastic presdhne 10° kelvind. S plazmatem dosahujicich takovych teplot se
setkavame ve vesmiru napiiklad na Slunci a hvézdach nebo pii experimentech s jadernou fuzi.
Vysokoteplotni plazma je silné ionizované a obsahuje tedy mnoho volnych elektrona
aiontd [23].

S nizkoteplotnim plazmatem se setkavame v béznych situacich naptiklad u zafivek nebo
vybojek. V laboratofi se k ionizaci plynu vyuziva elektricky vyboj, ktery muze byt realizovan
jak pfi nizkém tlaku, tak pfi atmosférickém tlaku. Dodanim velkého mnozstvi energie, dochéazi
k odtrzeni elektronu z molekul ¢i atomu, coz ma za nasledek vznik dalSich volnych elektrona
nebo nabitych Castic. Dal§im zptisobem, kterym muze dojit ke generovani plazmatu, je ohiati
plynu na vysokou teplotu, az k nékolika tisicim kelvinti. Tento zplisob se nazyva termicky
zpusob ionizace a v praxi je uzivany mén¢ nez elektricka ionizace [23]. Tato prace se zabyva
nizkoteplotnim plazmatem, které je generovano za atmosférického tlaku.

2.6 Nizkoteplotni plazma

Jedna se o slabé€ ionizovany plyn (zpravidla 1-10 %), ktery muze vznikat i za atmosférického
tlaku. Takto ionizovany plyn miZze byt buzen audrzovan pomoci ruznych zdroji, napf.
mikrovinného vykonu, vysokofrekvencniho vykonu, stfidavého proudu nebo stejnosmérného
proudu. Nizkoteplotni plazma je také oznaCovano jako nerovnovazné plazma. Teplota Castic se
navzajem lisi. Ionty a neutralni molekuly zde maji podstatn€ nizsi teplotu (300—1000 K) ve
srovnani s teplotou elektront (10° K) [3].

Nizkoteplotni plazma generované za atmosférického tlaku ma zna¢né vyhody oproti plazmatu
generovanému za nizkého tlaku. Jedna se zejména o snadnéj§i piistup zafizeni k postizenym
burikam. Z ekonomického hlediska je méné nakladné, nebot’ pro generaci plazmatu za nizkého
tlaku jsou potieba velké vakuové generatory, jejichz cena je velmi vysoka. V neposledni fadé
pfi vyuziti plazmatu generovaného za nizkého tlaku nesmi byt v oSetfovanych vzorcich
pritomna voda, kterd se ovSem nachazi ve vSech tkanich a bunécné vzorky pak mohou
explodovat [24].
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2.6.1 Zdroje nizkoteplotniho plazmatu

Pfi generovani plazmatu pomoci elektrického vyboje je vyuzivano vzniku elektrického pole,
které je vytvareno aplikaci vysokého napéti a naslednym prichodem proudu. Elektricky proud
je do plazmatu zpravidla pfivadén kovovymi elektrodami. Elektrony jsou elektrickym polem
urychlovany, az dosahnou urcité kinetické energie, diky které jsou schopny ionizovat molekuly
plynu [23].

Existuje neékolik druhti zdroja vyuzivanych ke generaci plazmatu za atmosférického tlaku, napf.
koronové ¢i bariérové vyboje nebo mikrovinné plazmové trysky.

2.6.1.1 Koronovy vyboj

Podminkou vzniku korénového vyboje (viz Obrazek 3) je, ze alespon jedna elektroda, mezi
kterymi je nehomogenni elektrické pole, musi mit maly polomér kiivosti. Jedna se o hrotovou
neboli koronovou elektrodu. V dasledku malého poloméru zakiiveni elektrody se v jejim okoli
vytvati intenzivni elektrické pole. Pii dostate¢né intenzité elektrického pole dochazi k lokalnim
lavinam elektront. Tato oblast je ozna¢ovana jako ionizacni oblast aje viditelna jako slabé
zafici oblast okolo elektrody. Podle polarity koronové elektrody a pfipojeného napéti je
rozliSovano nékolik druhti korénovych vyboju. Jedna se o kladné stejnosmérné, zaporné
stejnosmérné, stiidavé a vysokofrekvencni koronové vyboje. Prochéazejici proud se pohybuje
v fadu stovek mikroampérti. Pokud je prochazejici proud vyssi, prechazi koronovy vyboj na
jiskrovy vyboj [25].

Obrazek 3: Koronovy vyboj [25]

15



2.6.1.2 Dielektricky bariérovy vyboj

Dielektricky bariérovy vyboj (DBD) (viz Obrazek 4) vznika typicky mezi dvéma elektrodami,
které jsou napajeny sttidavym napétim [25]. Mezi elektrodami se nachazi vhodna dielektricka
vrstva, ktera ma za nasledek zabranéni priichodu nabitych Castic po pocatecnim rozkladu plynu,
atim dojde ke ztrat€¢ vyboje [24]. Vyboj v plynu je tedy udrzovan pouze indukéné. DBD se
z hlediska plazmo-chemickych reakci a hustoty nabitych castic velmi podoba korénovému
vyboji. Hlavnim rozdilem je vSak to, ze rozméry elektrod mohou u DBD dosahovat az nékolika
centimetra ¢tvereCnych. Jejich vzdalenost ale zistava mala, stejné€ jako je tomu u korénového
vyboje. Z tohoto hlediska jsou DBD vhodnym zdrojem pro ptsobeni na velkych plochach [25].
Pro lékarské ucely se nejcastéji pouzivaji DBD s plovouci elektrodou (FE-DBD). Tyto zafizeni
neobsahuji uzemnénou elektrodu, ta je nahrazovana postizenymi tkdnémi nebo burikami.
Vyhodou je také moznost generovani plazmatu bez spotfeby nosného plynu, jelikoz ionizovany
je zde okolni vzduch [24].

Obrazek 4: Objemovy dielektricky bariérovy vyboj [25]

2.6.1.3 Mikrovinné vyboje

Mikrovinné vyboje (MV) jsou elektrické vyboje, které jsou generované elektromagnetickymi
vlnami s vysokou intenzitou. Mikrovinné plazma lze generovat za nizkého 1 atmosférického
tlaku s frekvenci nad 300 MHz, avSak pro 1ékaiské a védecké aplikace je nejcCastéji vyuzivana
frekvence 2,45 GHz [26]. Vykon mikrovinného zdroje je pfenaSen do rezonatoru, v némz je
plazma generovano, pomoci koaxialniho kabelu. Podle konstrukce 1ze MV délit na nekolik
typu. V této praci je pouzit pochodriovy mikrovinny vyboj s pfimym proudénim plynu [27].

2.6.2 Inaktivacni mechanismus plazmatu

Na inaktivaci mikroorganismu v plazmatu se podili velka skala faktort, jako je elektrické pole,
teplota, UV (ultrafialové zafeni) a VUV (vakuové ultrafialové zareni). Avsak nejvétsi vyznam
zde maji reaktivni formy kysliku a dusiku (RONS) (viz Obrazek 5).

Bakterie jsou tedy napadany RONS, ¢imz dojde k rozbiti chemickych vazeb a naruSeni bunécné
membrany. Timto je otevien vstup pro pronikani RONS do celého vnitiniho objemu bakterie.
Vlivem téchto Castic dochazi ke zméné prostiedi bunék, a tim mutze dojit ke zméné chovani.
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Dochazi k oxidaci aminokyselin, poSkozeni DNA a RNA, poSkozeni bunécné stény
a membrany, coz muze vést i k apoptoze burky [4].

Byla provedena studie zalozena na simulaci molekularni dynamiky pole reaktivnich sil, ktera
prokazala, ze reaktivni formy kysliku (O, OH, HO,, H>O») interaguji s glukanovou strukturou
kvasinky S. cerevisiae a dochazi k abstrakci vodiku za Stépeni chemickych vazeb uhlik-kyslik
a uhlik-uhlik, coz vede k vySe zminéné destrukci bunécné stény. Bylo zjisténo, ze singletovy
kyslik vyvola nejvétsi pocet abstrakci vodiku a jeho aktivita je piiblizné dvakrat vét§i nez
aktivita hydroxylového radikalu. Aktivita peroxidu vodiku je nejnizsi z divodu rozkladu na dva
radikaly -OH, které nasledn€ znovu reaguji s H O za vzniku HO; a H>O. Také bylo potvrzeno,
ze ROS nici glukan na riiznych strukturnich mistech [28].

Zmeény v potencialu
bunécné stény
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Obrazek 5: VIiv plazmového oSetieni na mikrobidlni buriku 28]
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2.7 Aplikace plazmatu

2.7.1 Plazma v biomedicinskych aplikacich

Od samotného pocatku aplikaci nizkoteplotniho plazmatu bylo zjisténo, ze kliCovou roli hraji
reaktivni formy kysliku (ROS) a reaktivni formy dusiku (RNS). Také bylo brzy pozorovano, ze
vyuziti nizkoteplotniho plazmatu vede k inaktivaci mikroorganismu na abiotickych povrsich,
coz muze byt vyuzivano ke sterilizaci t€zko sterilizovatelnych nastroja. V neposledni fade€ se
vyzkumy zabyvaji hojenim ran (Obrazek 6) a moznosti destrukce rakovinotvornych bunek [30].
Jednotlivé druhy aplikaci plazmatu v biomedicin€ budou popsany nize.

/

Obrazek 6: Vievo: ukdzka komercniho zdroje plazmatu pro hojeni ran, vpravo: ukdzka oSetrované
rany pacienta s bércovymi viedy, rana po sedmi oSetienich (B), rana po jedendcti oSetienich (C) [3]

Inaktivace bakterii pomoci CAP (studené plazma za atmosférického tlaku) v posledni dobé
nabyva na vyznamu, zejména z hlediska zvysujici se rezistence bakterii viici antibiotikiim [30].

Momentalné 1ze CAP aplikovat dvéma rliznymi zplsoby, ato pfimo a nepfimo. Pfi ptimé
expozici dochazi k pfimému kontaktu biologického vzorku s plazmatem, a tedy vSechny latky
produkované plazmatem pusobi na bunky. Druhou moznosti je nepiima expozice. V tomto
ptipade dochazi k vyuziti kapaliny, ktera je oSetfena plazmatem (PTL) a nésledné je provedena
aplikace na buriky. V tomto zpisobu expozice pusobi pouze reaktivni Castice (RONS), které
byly plazmatem generovany v kapalin€. RONS nasledné podléhaji difuzi a solvataci do
vodného prostiedi. Nedochazi tedy k ptisobeni UV zafeni, tepla atd. (viz vyse) [30].

2.7.1.1 Lécba akutnich a chronickych ran

Hojeni koznich ran je velmi komplikovany proces, ktery se sklada z n€kolika fazi. Jednotlivé
faze hojeni ran jsou snadno ovlivnitelné vnéj§imi i vnitinimi faktory, coz muze vést ke vzniku
chronickych ran, mezi které patii napiiklad diabetické viedy, dekubity (prolezeniny)
a rakovinné viedy [31].

Vétsina koznich ran je kolonizovana bakteriemi. Chronické rany jsou charakteristické
pritomnosti perzistentnich bakterii, které tvoii biofilm, coz znaéné¢ komplikuje cely proces
hojeni. V soucasnosti se k odstranéni bakterialni zatéze vyuzivaji antimikrobiélni ¢inidla, ale
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jejich pouziti je znacné omezeno precitlivosti na antibiotika. CAP je schopno inaktivovat Siroké
spektrum bakterii, aniz by doslo k alergickym koznim reakcim [31].

Do procesu hojeni se =zapojuji keratinocyty (zakladni stavebni bunka pokozky),
fibroblasty (burika vaziva produkujici zakladni vazivovou hmotu), endotelialni buriky (butiky
vystylajici vnitfek cév) a imunitni buriky. Pisobeni CAP podporuje proliferaci (mnozeni)
a migraci keratinocytu a fibroblasti. Mnozeni bunék je podporovano stresovymi faktory, a to
pusobenim oxida¢nich a dusikatych latek z plazmatu. Pisobeni CAP také mize vyvolat expresi
genu produkujicich proteiny podporujici hojeni ran, jako je napiiklad kolagen typul ¢i
transformacni rastové faktory. Téz muze byt zvySena saturace kuze kyslikem, coz zlepSuje
vaskularni smykové napéti, které pfispiva k tvorbé novych krevnich kapilar [31].

2.7.1.2 Lécba rakoviny plazmatem

Lécba rakoviny pomoci CAP je soucasné se rozvijejici obor v plazmové mediciné. Bylo
provedeno nékolik experimentt, které potvrdily, ze nizké koncentrace nizkoteplotniho
plazmatu dokazaly zastavit rust nadorovych bunék a za vyssich koncentraci vyvolat bunécnou
smrt. Také bylo prokazano, ze CAP se jevilo selektivné pro rakovinotvorné buriky nezli pro
bunky nenadorové, jelikoz pusobeni CAP bylo na nadorovych burikach ac¢innéjsi [32].

Mechanismus bunécné smrti byl podrobnéji zkouman v riznych bunécnych liniich odvozenych
z lidského melanomu, rakoviny jater, rakoviny prsu apozdéi od mozkovych nadora
aleukémie. Bylo potvrzeno, ze hlavnim mechanismem bunécné smrti u niz§ich davek
nizkoteplotniho plazmatu je nejspiSe apoptoza. Dilezité je, ze apoptické bunécné fragmenty
jsou pohlceny a odstranény fagocytozou, tudiz nedojde k uvolnéni toxickych bunécnych
fragmentd do okolni tkané a ke vzniku zanétlivych zmén, které jsou bézné u nekrozy. Bunécna
odpovéd je zprostiedkovavana volnymi radikéaly (zejména RONS) generovanymi
plazmatem [32].

Dulezité je zminit, Zze se jedna pouze o pilotni studie, na které je dulezité navazat dal§im
vyzkumem, zejména z hlediska optimalni davky, jelikoz nizké davky nemusi byt dostatecné
ucinné avysoké davky mohou byt Skodlivé. Také se jednotliva zafizeni pro generovani
plazmatu lisi, a proto je obtizné definovat jednotnou davku [32, 33].

2.7.2 Plazma v potravinarstvi

Celosvétove roste poptavka po Cerstvych, bezpecnych a minimalné zpracovanych potravinach.
Ke zpracovani potravin se vyuziva cela fada metod, jako je pasterizace, ozonizace ¢i razné
chemické upravy. Nevyhodou téchto metod oSetfovani potravin je moznost jejich negativniho
vlivu na kvalitu potravin a z tohoto diivodu se potravinarsky primysl snazi neustale hledat nové
moznosti. Uprava pomoci CAP se zd4 byt G&inna pro konzervaci potravin jiz pii pokojovych
teplotach, coz snizuje negativni vliv pasobeni tepla na potraviny [4].

Je dulezité podotknout, ze antimikrobialni uCinek plazmatu je velmi zavisly na struktufe,
povrchu a objemu dané potraviny. Také pii oSetfeni potravin nizkoteplotnim plazmatem byly
pozorovany mirné zmény v konzistenci ¢i barvé dané potraviny [4, 33].

Osetfeni plazmatem muze vést také k rozkladu nezadoucich latek, jako jsou napftiklad pesticidy
nebo mykotoxiny. Zde je vSak dulezité objasnit mozny vznik meziprodukti pii rozkladu
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mykotoxint, které mohou byt stejné nebezpecné jako samotné mykotoxiny. Rozsifeni celého
procesu do pramyslové oblasti se jevi komplikované vzhledem k Siroké rozmanitosti
pouzivanych zafizeni pro generaci plazmatu [34].

2.7.3 Inaktivace E. coli pomoci plazmatu

Pro inaktivaci bakterie E. coli bylo jiz dfive vyuzito riznych plazmovych systému, jako je
napiiklad DBD. Byla provedena studie na inaktivaci E. coli pomoci plazmatu generovaného za
atmosférického tlaku pomoci dielektrického bariérového vyboje. V tomto experimentu byl jako
nosny plyn vyuzit argon. Plazmovy paprsek byl generovan pfi frekvenci 10 kHz, pouzité napéti
bylo 10 kV a pritok plynu (Ar) byl nastaven na 10 I/min. Bakterie £. coli byly umistény na
agar na Petriho miskach a doba oSetfeni byla zvolenana 1 a 5 s. Po oSetfeni byly Petriho misky
inkubovany pfi teploté 37 °C po dobu 24 hodin [35].

Narust kolonii nebyl pozorovan jiz u oSetfeni po dobu jedné sekundy a prumér inaktivované
plochy odpovidala priméru plazmové trysky (7 mm). Morfologické zmény FE. coli byly
pozorovany pomoci SEM (skenovaci elektronové mikroskopie) (viz Obrazek 7) [35].

Byly provadény termografické snimky agarového média po oSetfeni plazmatem. Teplota
mistnosti béhem provedeného experimentu byla 22 °C. Bylo dokazano, ze povrchova teplota
média se snizila vlivem odpafeni vody z agarové plotny, k ¢emuz doslo vlivem plsobeni
plazmového paprsku. Z tohoto Ize konstatovat, ze teplo nepfispélo ke smrti £. coli [35].

Dale byla vyhodnocovana emisni spektra, ktera ukazala, ze v plazmovém paprsku byly
excitované atomy argonu, excitované molekuly dusiku a -OH radikaly. Pomoci testu bylo
vyhodnoceno, zZe k inaktivaci E. coli je potieba koncentrace H>02 300 mg/l, avSak naméfena
koncentrace H>O; na agarové plotné ¢inila pouze 25 mg/l [35].

Toto vSe poukazuje na to, ze inaktivace F. coli byla zpusobena excitovanymi molekulami
dusiku a -OH radikaly, nikoli excitovanymi atomy argonu nebo vznikajicim H,O: [35].

Obrazek 7: SEM snimky E. coli, vlevo: neoSetrenc kontrola, vpravo: po oSetieni Ar plazmovou tryskou
po dobu 5 sekund [35]
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2.7.4 Inaktivace S. epidermidis pomoci plazmatu

Pusobeni reaktivnich castic generovanych plazmatem na S. epidermidis bylo testovano
v systému vyuzivajicim piimé i nepiimé pusobeni plazmatu. Byla provedena studie na
dezinfekci biofilmi zpisobenych bakterialnimi kmeny S. epidermidis a S. aureus rezistentnich
vucéi meticilinu. Kryci sklicka byla ponofena do BHI média, které bylo naockovano danou
kulturou. Po 24 hodinach byla kryci sklicka vyjmuta a omyta sterilnim Ringerovym roztokem
(izotonicky fyziologicky roztok s obsahem sodnych a chloridovych ionttt). Vlastni dezinfek¢ni
systém vyuzity v této studii je zaloZen na generovani plazmatu za atmosférického tlaku, jehoz
aktivni Castice jsou nasledné pfivadény do dezinfekcéni nadoby (viz Obrazek 8). Dochazi zde
tedy k oddéleni plazmového vyboje a nadoby pro pusobeni aktivnich ¢astic. Plazma zde bylo
generovano pomoci dielektrického bariérového vyboje. Sklicka s biofilmem byla umisténa do
uzavienych sackd z polyethylenu. Tyto sacky jsou pouzivany jako obalovy material pro
zdravotnické prostredky [36].

Vysledky experimentu byly podobné u vzork umisténych do Iékarskych obalovych sacka
s témi, kde vzorky byly pfimo vystaveny plynu proudicimu v dezinfekéni komote. U obou
piipada doslo ke zna¢nému poklesu poctu Zivotaschopnych bunék. Dulezité je zde zminit
vyhodu plazmové dezinfekce oproti béznéjsSim metodam. Relativné nizka prozvoni teplota
nepiesahujici 50 °C ma za nasledek zachovani integrity materialu na bazi polymerd, které nelze
umistit do autoklavi. Studie ovSem zmifiuje, ze pouzité zafizeni je pouze prototyp a je
pravdépodobné, ze vylepSeni povedou k zvySeni tcinnosti [36].

zdroj
. zdroj plynu

l

Atmosféricky

> plazmovy
vyboj

vysokého napéti

Dezinfekéni
kontejner

Obrazek 8: Schéma pouZzitého dezinfekcniho systému v dané studii [36]
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Chemikalie, pFistroje a materialy
3.1.1 Chemikalie a materialy

Kultura Escherichia coli CCM 3954 z Ceské sbirky mikroorganisma Masarykovy univerzity
v Brné

Kultura Staphylococcus epidermidis CCM 4418 z Ceské sbirky mikroorganism Masarykovy
univerzity v Brné

Tekuté zivné médium LB (Lennox Broth), MP Biomedicals
Tekuté zivné médium BHI (Brain Heart Infusion), Himedia
Agar powder, Himedia

Sterilni polystyrenové Petriho misky s primérem 52,8 mm
Pracovni plyn argon 4,6 (Cistota: 99,9965 %)

3.1.2 Pristroje

UV/VIS spektrofotometr VWR UV-1600PC

Papindv hrnec

Automatické pipety 100—-1000 pl a 20-200 pl

Termostat s inkubatorem Heidofolpj Unimax 1010
Termostat IKA INC 125 F digital

TeslGv transformator

Plazmovy hotéak pro generaci pochodiiového vyboje s pfimym proudénim plynu
Mikrovlnny generator (Sairem, GMS 200 W)

Regulator hmotnostniho pritoku (Bronkhorst FG201-CV)
Fotoaparat NIKON D3100, AS-F NIKKOR 18-55 mm
Sterilni box BIOAIR

Vahy VWR Science Education
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3.2 Piiprava mikrobialnich vzorku

3.2.1 Priprava kultiva¢nich médii

Pro bakterii Escherichia coli bylo zvoleno zivné médium Lennox Broth (LB). Pro bakterii
Staphylococcus epidermidis bylo zvoleno zivné médium Brain Heart Infusioin (BHI). Obé
média byla navazena dle navodu a bylo k nim ptidano potfebné mnozstvi agaru (viz Tabulka
1). Takto nachystana média byla dana na sterilizaci do Papinova hrnce pfi teploté 120 °C po
dobu 35 minut.

Tabulka 1: SloZeni kultivacniho média pro bakterii E. coli a S. epidermidis

Slozeni [g/1]

LB médium 25,00
BHI médium 37,00
Agar 15,00

3.2.2 Priprava inokula

Inokulum bylo pfipraveno do 20 ml tekutého sterilniho zivného média. Bakterie E. coli byla
nachystana do LB média a bakterie S. epidermidis do BHI média. Kultivace probihala 20 hodin
v termostatu s tfepanim pfi teploté 37 °C. Pro testovani rezistence byl ¢as kultivace 4 hodiny.

3.2.3 Kultivace mikroorganismu

Sterilni zivné médium bylo rovnomérné rozlito do sterilnich polystyrenovych Petriho misek
s vnitinim pramérem 52,8 mm. Z pfipraveného inokula byla pomoci vhodného fedéni sterilnim
LB médiem (pro . coli) nebo BHI médiem (pro S. epidermidis) nachystana kultura, ktera svou
koncentraci odpovidala 108 CFU/ml. U takto nafedéné kultury byla vzdy zméfena absorbance
na UV-VIS spektrofotometru pii vlnové délce 630 nm (pro K. coli aS. epidermidis)
(viz Tabulka 2). Hodnoty ptesné koncentrace (c) byly vypocteny z absorbance (4) pomoci
naméfenych kalibracnich kiivek (A = 2,186 - ¢ pro S. epidermidis a A = 2,853 - ¢ pro E. coli
v 10° CFU/ml pro obé kalibraéni kiivky). Pomoci desitkového fedéni byla kultura s koncentraci
108 CFU/ml zfedéna az na koncentraci odpovidajici 102 CFU/ml. Po zatuhnuti byl na agarové
plotny ockovan objem 50 pl piipravené kultury s pozadovanou koncentraci. Takto naockované
agarové plotny byly ihned oSetfeny pomoci pochodiiového vyboje s pfimym proudénim plynu.

Tabulka 2: Priklady namérenych hodnot absorbanci pro bakterie E. coli a S. epidermidis

E. coli S. epidermidis
0,393 0,392
A _ b b
-l 0,394 0,391
0,389 0,395
Primér 0,392+0,003 0,393+0,002
CFU/1 ml 1,37-108 1,79 -108
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3.3 Expozice pripravenych vzorki pochodiiovym vybojem s pifimym proudénim
plynu
3.3.1 Zapojeni mikrovinné plazmové trysky

Mikroviny byly generovany pomoci mikrovinného generatoru (Sairem, GMS 200 W) pfi
frekvenci 2,45 GHz. Pouzity vykon byl 12 W. Mikrovlny byly pfivedeny do rezonan¢ni dutiny,
kde se pomoci mikrovinné antény dostaly do celého prostoru rezonan¢ni dutiny a timto
zpusobem doslo k ionizaci molekul argonu. Argon byl do rezonancni dutiny piivadén pres
regulator hmotnostniho prutoku (Bronkhorst FG201-CV), ktery byl nastaven na 5 I/min.
V rezonan¢ni dutin€ doslo ke vzniku ionizovaného plynu, tedy plazmatu, ktery byl vyfukovan
otvorem z rezonanc¢ni dutiny ven. Plazma bylo pozorovano ve formeé plazmovych kanala, které
byly v ptfimém kontaktu s oSetfovanou Petriho miskou (viz Obrazek 9, 10).

Obrazek 9: Schéma experimentdlniho zapojeni pochodnového vyboje s primym proudénim plynu:
1 — zdroj argonu; 2 — reguldtor hmotnostniho pritoku, 3 — primy privod argonu; 4 — MW-koaxidlni
kabel; 5 — MW anténa; 6 — rezonancni dutina; 7 — plazmovy paprsek; 8 — Petriho miska
s naockovanou kulturou; 9 — posuvny drzZdk na Petriho misku; 10 — motorek pro pohyb Petriho misky;
11 — kabel; 12 — obrazovka propojena pomoci USB kabelu s pocitacem; 13 — USB kabel; 14 — motorek
pro pohyb plazmové trysky
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Obrazek 10: Ukdzka aplikace plazmatu generovaného pochodnovym vybojem s primym proudénim
plynu na Petriho misku s naockovanou bakterialni kulturou

3.3.2 Osetfeni mikroorganismu

3.3.2.1 E. coli

Petriho misky s kulturou . coli byly ihned po zaoCkovani oSetfeny plazmatem. Byly zkoumany
tfi hlavni aspekty oSetfeni, ato doba oSetfeni (1 min, 2 min, 5 min, 8 min), smér oSetfeni
(paralelné, kolmo) a rychlost oSetfeni, ktera byla zkoumana pouze u oSetfeni trvajicich po dobu
dvou minut. Jak uz bylo vySe zminéno, vykon byl nastaven na 12 W. Pratok byl nastaven na
konstantnich 5 1/min. Méfeni byla provadéna vzdy v tripletech pro jednotlivé koncentrace
(10%, 10* CFU/ml) a druh o$etieni (doba, smér a rychlost). Zarovei ke kazdé sérii méfeni byly
nechany pogcitatelné kontroly s koncentraci 10? a 10 CFU/ml, které nebyly oSetfeny a nasledné
byly piepoditané na pozadovanou koncentraci. Jelikoz u niz§i koncentrace (10* CFU/ml)
dochazelo k pfili§ velké dekontaminaci a rozdily mezi jednotlivymi parametry nebyly dobte
viditelné, jako optimalni koncentrace se jevila koncentrace 10° CFU/ml. Proto tato koncentrace
byla zvolena jako jedina pro dalsi oSetfeni.

Dulezité je zminit, ze na bakterii F. coli nejprve probihala optimalizace pristroje, ktera
zahrnovala spravné nastaveni posunu plazmového jetu, nastaveni optimalnich rychlosti a dob
oSetfeni s cilem dosahnout co nejvétsi dekontaminace oSetfované plochy. Z tohoto davodu
u bakterie S. epidermidis bylo provadéno mensi mnozstvi méfeni. Po provedeni jednotlivych
oSetifeni byly vSechny Petriho misky kultivovany v termostatu pii teploté 37 °C po dobu
24 hodin.

Také byly provadény experimenty s opakovanym oSetfenim, kdy z jiz oSetfené kultury bylo
ptipraveno inokulum, které bylo opét inkubovano v termostatu s tfepanim pfi teploté 37 °C po
dobu 24 hodin. Takto nachystané inokulum bylo nafedéno a oSetfeno stejnym zplisobem

popsanym vySse.
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3.3.2.2 8. epidermidis

Petriho misky s kulturou S. epidermidis byly thned po zaockovani oSetfeny nizkoteplotnim
plazmatem. V piipadé této bakterie byly studovany pouze dva aspekty oSetfeni, ato doba
oSetfeni (2 min, 5 min, 8 min) a rychlost oSetfeni, ktera byla opét zkouména pouze u oSetfeni
trvajicich po dobu dvou minut. Opét byly ponechany pocitatelné kontroly s koncentraci
10? a 10° CFU/ml. Vykon a pritok byl nastaven na stejné hodnoty jako u bakterie . coli.

Dale byly provedeny experimenty s opakovanym osetienim, kdy z jiz oSetfené kultury bylo
ptipraveno inokulum, které bylo inkubovano po dobu 4 hodin v termostatu s tfepanim, jelikoz
po 4 hodinach zacina exponencialni faze rustu téchto bakterii [36]. Takto nachystané inokulum
bylo nafedéno na pozadované koncentrace (10°, 10%a 10> CFU/ml). Nao¢kované Petriho misky
byly osetfeny zpiisobem popsanym vyse. V piipadé bakterie S. epidermidis bylo opakované
oSetfeni provadéno po dobu 4 dni, kdy inokulum bylo vzdy nachystano z bunék osetfenych
predesly den.

3.4 Zpracovani a vyhodnoceni vysledku

Po uplynuti kultivacni doby byly vSechny Petriho misky nafoceny. Pocet kolonii byl
vyhodnocen ve spolupraci s HexTech Research s.r.0. pomoci programu Aurora, jehoz autorem
je Ing. Jan Hrudka. Tento program dokaze spocitat pocet kolonii za pomoci strojového uceni
aumélé inteligence (viz Obrazek 11). Z takto ziskanych dat byly nasledné sestaveny grafy,
které znazorniuji pokles poctu kolonii oproti neosetiené kontrole pro jednotlivy druh oSetfeni.
Pro piehlednost grafu byly vSechny pouzité koncentrace prepocitany na 10 CFU/ml.

Obrazek 11: Ukdzka vyhodnoceni z programu Aurora: A) pitvodni nafocena Petriho miska s koloniemi
E. coli, B) ofezdni okrajit misky a oznaceni kolonii programem Aurora, C) vypocet poctu kolonii
programem Aurora
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Vliv sméru oSetreni

Bylo zkoumano, zda rizny posun plazmové trysky ma vliv na uGcinnost dekontaminace
oSetfované plochy. OSetfeni bylo provadéné pouze u bakterialni kultury Escherichia coli. Byly
zvoleny dva druhy oSetfeni. Pfi prvnim druhu oSetfeni se plazmova tryska pohybovala po dobu
2 minut po naockované agarové plotné ve stejné draze (typ oSetfeni: paraleln€). Pfi druhém
typu oSetieni se plazmova tryska pohybovala po naockované agarové plotné po dobu 1 minuty
v jednom sméru a poté doslo k otoCeni Petriho misky o 90° a pohybu plazmové trysky po dobu
dalsi 1 minuty v kolmém sméru na smér pavodni (typ oSetfeni: kolmo) (viz Obrazek 12). Jak je
patrné z fotografii kolonii po 24hodinové kultivaci a grafu (viz Obrazek 13, 14), mezi
jednotlivymi druhy oSetfeni neni viditelny rozdil. V obou pripadech dochazi k poklesu o 4 log.

A)

Obrazek 12: Ndazorné zobrazeni sméru pohybu plazmové trysky, A) paralelni oetreni bakterialni
kultury, B) kolmé oSetieni bakterialni kultury

Obrazek 13: Zobrazeni bakteridlni kultury E. coli po 24hodinové kultivaci od oSetieni, A) kontrola
s koncentract 10° CFU/ml, B) kolmé oSetent bakteridini kultury s pitvodni koncentract 10° CFU/ml,
C) paralelnt oSetient bakteridini kultury s pitvodni koncentract 10° CFU/ml
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Obrazek 14:Graf zobrazujici viiv sméru oSetieni u bakterie E. coli

4.2 Vliv ¢asu oSetfeni

Dalsim parametrem, ktery byl zkouman, je vliv ¢asu oSetfeni. Byly zvoleny Ctyfi rizné Casy
oSetfeni, a to 1, 2, 5 a 8 minut. Jak je patrné z fotografii oSetfenych agarovych ploten po
24hodinové kultivaci (viz Obrazek 15, 16), se zvySujicim se Casem oSetfeni agarové plotny
pomoci posuvné plazmové trysky dochazi k vétsi dekontaminaci u obou studovanych bakterii.

Obrazek 15: Zobrazeni inhibicnich ucinkii pro riizné casy oSetieni pro bakterii E. coli s piivodni
koncentraci 10° CFU/ml: A) kontrola s koncentract 10° CEU/ml, B) 1minutové osetenti, C) 2minutové
oSetrent, D) Sminutové oSetrent, E) Sminutové oSetieni
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Obrazek 16: Zobrazeni inhibicnich ucinkii pro riizné casy oSetieni pro bakterii S. epidermidis
s pitvodni koncentract 10° CFU/ml: A) kontrola s koncentract 10° CFU/ml, B) Iminutové osetient,
C) 2minutové oSetreni, D) Sminutové oSetient, E) Sminutové oSetreni

Z grafu (viz Obrazek 17) je patrné, ze v piipadé gramnegativni bakterie F£. coli dochazi
u oSetfeni trvajici jednu a dvé minuty k vétSimu ubytku kolonii nez u grampozitivni bakterie
S. epidermidis. Tento vysledek odpovida predpokladu, ze gramnegativni bakterie ve své
bunécné sténé obsahuji tenc¢i vrstvu peptidoglykanu nez grampozitivni bakterie, a proto jsou
k plazmovému oSetfeni vice citlivé [38].

Dale bylo pozorovano, ze pii pétiminutovém a osmiminutovém osetfeni dochézi ke stejnému
potlaceni narGstu kolonii na oSetfené agarové plotn€, a to jak u grampozitivni bakterie
S. epidermidis, tak u gramnegativni bakterie F. coli. V ptipadé€ téchto dvou oSetieni (5 minut
a 8 minut) uz na bakterie pusobi dostatecné dlouhou dobu reaktivni Castice kysliku a dusiku,
aby dekontaminace oSetfované plochy byla ucinna.
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Obrazek 17: Graf zobrazujici viiv casu oSetieni na dekontaminaci oSetiované plochy, cervend krivka
pro S. epidermidis, modra krivka pro E. coli, cerné kiivky zobrazuji kontroly pro obé bakterie

4.3 Vliv rychlosti oSetieni

Vliv rychlosti oSetfeni byl zkouman na zptisobu oSetfeni, u kterého byla nastavena celkova doba
oSetfeni na 2 minuty vzdy s rozdilnou rychlosti paralelniho posunu plazmové trysky. Byly
zvoleny celkem 4 druhy rychlosti. Posun 8x snake znamend, ze plazmova tryska piejela
oSetfovanou plochu 8x za zvoleny ¢as dvou minut. V pfipadé 5x snake doslo k prejeti
oSetfované plochy 5x po dobu dvou minut. Rychlost 2x snake oznacuje, ze plazmova tryska
oSetfovanou plochu prejela 2x, rychlost 1x snake znaci, ze plazmova tryska prejela oSetfovanou
plochu pouze jednou. Tudiz rychlost 8x snake znaci nejrychlej§i posun plazmové trysky
a rychlost 1x snake znaci nejpomalejsi posun plazmové trysky. Jak je patrné z fotografii kolonii
po 24hodinové kultivaci (viz Obrazek 18, 19), rozdil mezi jednotlivymi rychlostmi oSetfeni
neni pfili§ markantni pro ob¢ studované bakterie.
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Obrazek 18: Zobrazeni inhibicnich tcinku pro riizné rychlosti oSetreni pro bakterii E. coli s piivodni
koncentraci 10° CFU/ml: A) kontrola s koncentraci 10° CFU/ml, B) oSetient Ix snake, C) oSetient
2x snake, D) oSetreni 5x snake, E) oSetieni 8x snake

Obrazek 19: Zobrazeni inhibicnich tcinkii pro riizné rychlosti oSetieni pro bakterii S. epidermidis
s pitvodnt koncentract 10° CFU/ml: A) kontrola s koncentraci 10° CFU/ml, B) oSetient 1x snake,
C) oSetreni 2x snake, D) oSetreni 8x snake

Dale byl sestaven graf vlivu rychlosti na oSetfeni pro ob¢ studované bakterie (viz Obrazek 20).
V ptipadé€ gramnegativni bakterie £. coli nema rozdilna rychlost zadny vliv na potlaceni narastu
kolonii na oSetfené plose.

Jelikoz u gramnegativni bakterie £. coli nebyl pozorovan rozdil v ucinnosti dekontaminace
oSetfované plochy mezi jednotlivymi rychlostmi, pro grampozitivni bakterii S. epidermidis
byly zvoleny pouze rychlosti 1x snake (nejpomalejsi) a rychlost 8x snake (nejrychlejsi).
Rychlost 2x snake byla také zvolena, jelikoz s touto rychlosti se pohybovala plazmova tryska
i v pripadé experimentd zkoumajici vliv sméru a Casu na oSetieni.

U bakterie S. epidermidis byl jiz pozorovan vétsi rozdil mezi jednotlivymi rychlostmi oSetreni.
Pti rychlosti 8x snake (tedy nejrychlejsi rychlosti) dochazi k vyraznéjsimu narastu kolonii po
24hodinové kultivaci na oSetfené plose. Tento fakt muze opét vysvétlovat rozdil ve stavbé
bunécné stény, kdy rychlost 8x snake uz je prilis rychla, aby ucinné dekontaminovala odolnéjsi
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grampozitivni bakterii S. epidermidis. Také se tato bakterie mezi jednotlivymi skeny stihne
rychleji regenerovat, respektive adaptovat na stresové podminky. Jako optimalni rychlost se
jevi rychlost 2x snake, avSak rozdil mezi rychlosti 1x snake a 2x snake je minimalni 1 v pfipadé
bakterie S. epidermidis.

Pro budouci aplikace by tedy bylo vhodné se vyhnout pfilis rychlému posunu plazmové trysky
po oSetfované plose. Jak je patrné u grampozitivni bakterie S. epidermidis, prili§ velka rychlost
je parametr, ktery ma vliv na dekontaminaci oSetfované plochy, a muze tak dojit k snizeni
ucinnosti oSettent.
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Obrazek 20: Graf zobrazujici vliv rychlosti na oSetieni plazmovou tryskou, modra krivka znaci
S. epidermidis, cervend krivka znaci E. coli, cernd krivka znaci kontroly pro obé oSetfované bakterie

4.4 Vliv opakovaného oSetieni

44.1 E. coli

Byly provedeny experimenty, zda nedochazi ke vzniku rezistence bakterii na plazmové
oSetfeni. U bakterie F. coli bylo opakované oSetfeni provedeno pouze jednou, kdy zjiz
oSetfenych bunck bylo nachystano nové inokulum, které bylo nasledné roziedéno na
pozadované koncentrace (10°, 10°, 102 CFU/ml). Jak je patrné z grafu (viz Obrazek 21), pii
druhém opakovani nedochazi ke zvySovani nartstu kolonii. Naopak dochazi k jejich mirnému
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ubytku u vSech Cast oSetfeni, coz znaci, ze pfi opakovaném oSetieni nebyl zaznamenan vznik
rezistence bakterie.

5 3x10° - [ [ ]1x oSetfend
_ [ ]2x o8etiend

2,8x10°

3,0x10°

Ay
A\
Y]

CFU/ml

7,5%x10%

5,0x10%

2,5x10% -|- T

0,0

kontrola 2 minuty 5 minut 8 minut

Zpusob oSetfeni

Obrazek 21: Graf zobrazujici opakované oSetieni u bakterie E. coli, kdy oranzova barva znaci Ix
oSetrené kolonie a zelend barva znaci 2x oSetiené kolonie
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4.4.2 8. epidermidis

U bakterie S. epidermidis bylo také testovano, zda nedochazi ke vzniku rezistence na oSetieni
pomoci plazmové trysky. Zde uz bylo osetfeni opakovano celkem ctyfikrat, kdy z jiz o§etfenych
bunék bylo vzdy nachystano nové inokulum, které bylo dale fedéno na pozadovanou
koncentraci. Byl  sestaven graf  zobrazujici  opakované  oSetfeni  u bakterie
S. epidermidis (viz Obrazek 22). Jako kontrola byla zvolena primérna hodnota pocatecni
koncentrace CFU/ml ze vSech méfeni z duvodi piehlednosti grafu. Hodnoty kontrol pro
jednotliva opakovani jsou poté blize zobrazeny v obrazku 23, tedy v grafu zobrazujicim pouze
vyvoj 8minutového osetfeni v zavislosti na poctu opakovani.

Jak je patrné z grafi (viz Obrazek 22, 23), mezi jednotlivymi opakovanimi jsou drobné
odchylky, avSak nebyl zaznamenan vyrazny nartst kolonii v zadném ze vSech zvolenych ¢asech
oSetfeni. To napovida tomu, Ze i v pfipadé Ctyfnasobného oSetfeni u bakterie S. epidermidis
nedochazi ke vzniku rezistence na plazmové oSetfeni.

Antimikrobialni ucinek plazmatu pro opakované oSetieni byl zaznamenan i v pfipadé studie
zaméfené na grampozitivni bakterii Staphylococcus aureus [39]. To potvrzuje fakt, ze tato
metoda oSetfeni mize byt vhodnou alternativou pro 1écbu infikovanych ran.

AR

25 —— 1x oSetfena 2x oSetfena -
4,5x10% \ —<— 3x oSetifena —+— 4x oSetfena
- - - Kontrola

1

3,0x10% -

CFU/mI

1,5x10% -

\

3,5x10? =~

1,0x10?% ~

= I = I s I
0 minut 2 minuty 5 minut 8 minut

Zpusob oSetieni

Obrazek 22: Graf zobrazujici opakované osetieni u bakterie S. epidermidis, kdy fialova kFivka znaci
Jednou oSetrené kolonie, zelend krivka dvakrdt oSetiené kolonie, cervend krivka trikrdt oSetiené
kolonie a modra kiivka ctyrikrdt oSetiené kolonie, cerna krivka kontrolu
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Obrazek 23: Graf zobrazujici opakované osetieni u bakterie S. epidermidis se zamérenim na
Sminutové oSetrent
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5 ZAVER

Cilem této prace bylo porovnat vliv parametri oSetieni (smér, rychlost a ¢as) nizkoteplotni
posuvné plazmové trysky na studované bakterie Escherichia coli
a Staphylococcus epidermidis. Inokulum po 24hodinové kultivaci bylo vhodné nafedéno
a nao¢kovano na Petriho misky s agarovymi plotnami. Zaockované Petriho misky byly ihned
oSetfovany pomoci mikrovinného pochodfiového vyboje (frekvence 2,45 GHz, vykon 12 W)
s pfimym proudénim plynu (argon, pritok 5 1/min). Po 24hodinové kultivaci byl pozorovan
ubytek kolonii v zavislosti na zvoleném parametru oSetfeni u obou studovanych bakterii.

Nejprve byl zkouman vliv sméru oSetieni, kdy byly zvoleny dva rizné sméry a to paralelné
(pohyb plazmové trysky dvakrat po stejné draze) a kolmo (po prvnim oSetieni byl zménén smer
oSetfeni 0 90°). Obé tato oSetreni trvala dvé minuty a nebyl zaznamenan zadny rozdil v ubytku
kolonii. Tento poznatek je dulezity pro budoucnost biomedicinskych aplikaci plazmového
oSetfeni, jelikoz nezalezi na sméru pohybu plazmové trysky a ucinnost dekontaminace bude
stale stejna.

Dal§im sledovanym parametrem byla rychlost, kdy byl celkovy Cas oSetfeni nastaven na dvé
minuty a rychlost posunu plazmové trysky byla rozdilnd. U gramnegativni bakterie E. coli
nebyl zaznamenan Zzadny rozdil mezi zvolenymi rychlostmi. U grampozitivni bakterie
S. epidermidis doslo k mirnému narastu poctu kolonii pii nejvyssi zvolené rychlosti. To
naznacuje, ze by bylo vhodné se vyvarovat velkym rychlostem posunu plazmové trysky, jelikoz
u grampozitivni bakterie ma tento parametr vliv na u¢innost dekontaminace oSetfované plochy.
Avsak je dulezité konstatovat, ze narust kolonii u nejvyssi pouzité rychlosti nebyl piilis
markantni a stale odpovidal stejnému radu poklesu jako u jinych zvolenych rychlosti.

Poslednim parametrem, ktery byl zkouman, byl vliv doby oSetfeni. Tento parametr se jevil jako
nejvyznamnéj§i. V pfipadé jednominutového a dvouminutového oSetfeni byl pozorovan vyse
zminény trend, kdy doslo k vét§i dekontaminaci oSetfované plochy u gramnegativni bakterie
E. coli. AvSak u pétiminutového a osmiminutového oSetfeni doSlo téméf ke stejné
dekontaminaci u obou zvolenych bakterii. Lze tedy konstatovat, ze tato doba uz je dostatecné
dlouha na to, aby doslo k dekontaminaci oSetfované plochy se stejnou ucinnosti u obou
studovanych bakterii.

Obecné l1ze konstatovat, ze grampozitivni bakterie S. epidermidis byla vice odolna na plazmové
oSetfeni nezli gramnegativni bakterie F. coli ve v§ech zvolenych parametrech. Tento vysledek
odpovida stavbé bunécné stény, kdy grampozitivni bakterie obsahuji silné&jsi vrstvu
peptidoglykanu, ktera je odolnéjsi na ptisobeni plazmového osetieni [38].

V neposledni fad¢ byly provadény pilotni studie tykajici se vzniku rezistence na plazmové
oSetfeni. U obou studovanych bakterii nebyl zaznamenan vznik rezistence na tento druh

oSeteni. Do budoucna by vSak bylo vhodné zkusit delsi série opakovani expozice plazmatu na
oSetfované plochy.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

CAP = Cold atmosferic pressure plasma = Nizkoteplotni plazma za atmosférického tlaku
CFU = Colony forming units = Jednotky tvofici kolonie

DBD = Dielectric barrier discharge = Dielektricky bariérovy vyboj

DNA = deoxyribonucleic acid = Deoxyribonukleova kyselina

EAEC = Enteroaggregative Escherichia coli = Enteroadherentni Escherichia coli

EHEC = Enterohemorrhagic Escherichia coli = Enterohemoragicka Escherichia coli
EIEC = Enteroinvasive Escherichia coli = Enteroinvazivni Escherichi coli

EPEC = Enteropathogenic Escherichia coli = Enteropatogenni Lscherichia coli

ETEC = Enterotoxigenic Escherichia coli = Enterotoxigenni Escherichia coli

FE-DBD = Floating electrode dielectric barrier discharge = Dielektricky bariérovy vyboj
s plovouci elektrodou

HUS = Hemolytic uremic syndrom = Hemolyticky-uremicky syndrom

MYV = mikrovlnny vyboj

PTL = Plasma treated liquid = plazmatem oSetfena kapalina

RNA = ribonucleic acid = Ribonukleova kyselina

RNS = Reactive nitrogen species = Reaktivni druhy dusiku

RONS = Reactive oxygen nitrogen species = Reaktivni druhy kysliku a dusiku
ROS = Reactive oxygen species = Reaktivni druhy kysliku

SEM = Scanning electron mikroskopy = skenovaci elektronova mikroskopie
SLT = Shiga-like toxin

UPEC = Uropathogenic Escherichia coli = Uropatogenni Escherichia coli
USB =Universal serial bus = univerzalni sériova sbérnice

UV = Ultra violet light = Ultrafialové zareni
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