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A B S T R A K T 

Předmětem této bakalářské práce je studium účinku nízkoteplotního mikrovlnného plazmatu na 

kvasinky. Pro tyto účely byla vybrána kvasinka Candida Glabrata. Sledovány jsou tři 

parametry, které mají různý v l iv na velikost inhibičních zón a jejich časovou stabilitu. Je 

zkoumán v l iv počáteční koncentrace kvasinek, délka ošetření a velikost výkonu (9 W a 12 W). 

Je používán mikrovlnný pochodňový výboj. Pracovním plynem je argon a po celý experiment 

byl udržován konstantní průtok 5,0 Slm. Viditelný konec výboje je při experimentu v kontaktu 

s povrchem vzorku. 

V experimentální části bylo zjištěno, že ačkoli je použitý mikrovlnný pochodňový výboj 

nestabilní, byl prokázán jeho sterilizační účinek na kvasinky. 

K L Í Č O V Á S L O V A 

Candida Glabrata, nízkoteplotní mikrovlnné plazma, inhibiční zóny 

A B S T R A C T 

This bachelor thesis subject is the study of low temperature microwave plasma torch on yeasts. 

For this purpose, the yeast Candida Glabrata was selected. Three parameters, which have 

different effects on the size of the inhibition zones and their time stability, are monitored. The 

effect of sample concentration, exposure time, and applied power (9 W and 12 W) are 

investigated. A microwave torch discharge at atmospheric pressure is used. The working gas is 

argon and a constant flow rate of 5.0 Sim was maintained throughout the experiment. The 

visible end of the discharge is in direct contact with the sample surface during the experiment. 

In the experimental part, although the microwave torch discharge used was found to be 

unstable, its sterilizing effect on yeast was demonstrated. 

K E Y WORDS 

Candida Glabrata, low temperature microwave plasma, inhibition zones 
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1 Úvod 

Kvasinky jsou pro člověka j iž po řadu tisíciletí velice užitečné, využívají se zejména 

v potravinářském průmyslu pro výrobu vína, piva nebo pekařského droždí. Mohou však být 

i velmi nevítané v momentě, kdy se v hotovém výrobku projevují jako škodlivé kontaminanty 

nebo pokud se vyskytují jako nežádoucí patogeny, což může způsobovat více či méně závažná 

onemocnění [1], 

V posledních letech rapidně vzrostl výskyt infekce způsobené kvasinkami Candida Glabrata. 

Důvodem vzrůstu této infekce je nárůst imunosupresivní terapie spolu s léčbou pomocí 

antimykotik. Tímto se C. glabrata stala druhou nej častější příčinou kandidóz (hned po 

C. albicans). Problémem je i kontaminace potravin a vody kvasinkami [2, 3, 4], 

Kandidózy tedy představují poměrně zásadní medicínský problém. Běžná léčba antibiotiky, 

ačkoliv je úspěšná, přináší řadu vedlejších problémů, například vysokou zátěž na organismus 

nebo postupnou rezistenci kvasinek na antibiotika. Proto se zkoumají možnosti využití 

nízkoteplotního plazmatu, které má pro tyto aplikace řadu výhod. Nej důležitějším aspektem 

pro biologické aplikace je, jak už z názvu vypovídá, že nízkoteplotní plazma nezvyšuje teplotu 

opracovávaných materiálů. Proto je nízkoteplotní plazma vhodné využít na kůži nebo 

potraviny, nedochází totiž k poškození vlivem tepla, ani vl ivem chemicky agresivních látek [5], 

Nízkoteplotní plazma může být tedy využito v medicíně zejména pro zlepšení hojení ran nebo 

sterilizaci zdravotnických pomůcek. Dále se v oblasti medicíny studuje využití nízkoteplotního 

plazmatu v onkológii, kde by se pomocí plazmatu mohla zesílit imunogenní buněčná smrt [6, 

7, 8], 

Nízkoteplotní plazma by se mohlo využívat i v ekologii a potravinářském průmyslu. Tato 

využití se zdají být velice slibná, je však zapotřebí provést více studií, to je ale potřebné 

i v oblasti medicíny [3, 4], 

Tato práce se bude zaobírat studiem účinku mikrovlnného nízkoteplotního plazmatu na 

kvasinky, konkrétně tedy půjde o kvasinky C. Glabrata. Bude sledována účinnost 

nízkoteplotního mikrovlnného plazmatu na inhibici kvasinek a budou měřeny vzniklé inhibiční 

zóny. Tyto výsledky budou následně diskutovány a porovnávány. 
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2 Teoretická část 

2.1 Kvas inky 

Kvasinky jsou heterotrofní eukaryotní mikroorganismy, které se zařazují mezi houby. Samotné 

tedy netvoří taxonomickou skupinu. Dosahují velikosti 3 až 15 um. Tvar buněk je dán 

především rodovou příslušností [1] 

Buňky kvasinek jsou chemickým složením, funkcí i stavbou velice podobné j iným 

eukaryotickým buňkám. Největším rozdílem je, že kvasinky mají pevné a silné buněčné stěny, 

které buňku chrání před okolními vl ivy [9], 

Kvasinky se rozmnožují jak vegetativně, tak pohlavně. Většina kvasinek se ale rozmnožuje 

vegetativně, nejčastěji pučením a méně často příčným dělením [10]. 

Co se týče využití, tak se kvasinky využívají j iž řadu tisíciletí zejména v kvasném průmyslu 

například při výrobě piva, vína, anebo pekařského droždí. Některé kmeny kvasinek však mohou 

být potenciálními lidskými patogeny, anebo mohou být nežádoucími kontaminanty některých 

průmyslových výrob (ke kontaminaci v průmyslové výrobě dochází zejména kvasinkami, které 

velice dobře rostou v prostředí se zvýšeným obsahem cukrů a solí) [1, 11]. 

2.1.1 P a t o g e n n í kvasinky 

Patogenní kvasinky zapříčiňují mnohá onemocnění. Tyto choroby jsou řazeny mezi mykózy 

a bližší název závisí na místě účinku a také na typu mikroorganismu, který zapříčinil dané 

onemocnění [12]. 

Kvasinky mohou způsobovat různé choroby. Jedná se například o onemocnění kůže 

(dermatomykózy), orgánů, uší (otomykózy) nebo nehtů (onychomykózy) [12]. 

Jak už bylo zmíněno, choroby se rozdělují podle toho, jaký druh kvasinek onemocnění způsobil. 

Takže například choroby, které byly zapříčiněné rodem Candida, se nazývají kandidózy 

(podrobněji níže). Ty, které jsou zapříčiněné rodem Cryptococcus se nazývají kryptokokózy 

a choroby zapříčiněné rodem Torulopsis jsou torulopsidózy a podobně. 

Důležité je zmínit, že ne všechny kvasinky jsou patogenní. Patogenními kvasinkami jsou jen 

určité rody kvasinek. A navíc jen některé druhy daných rodů. Nejčastěji se setkáváme například 

s Candida albicans nebo s Cryptococcus neoformans [12]. 
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2.1.2 Candida glabrata 

Pro účely této bakalářské práce byla vybrána jako modelový organismus kvasinka Candida 

Glabrata, proto bude v této kapitole popsána detailněji. 

Candida glabrata (viz Obr. 1) se řadí spolu s dalšími druhy rodu Candida do třídy Fungi 

Imperfecti, řádu MoniHales a do čeledi Cryptococcaeae [2], 

5 M m 

Obrázek 1: C. glabrata pod elektronovým mikroskopem [13] 

C glabrata je nedimorfní kvasinka, která se vyskytuje jako malá blastokonidie. V řadě 

vlastností je C glabrata odlišná od ostatních druhů rodu Candida. Například jako jediná 

nevytváří pseudohyfy nad teplotou 37 °C. V porovnání s C albicans, s kterou se porovnává 

nejčastěji, tvoří menší blastokonidie (viz Obr. 2) a kolonie jsou j iné barvy (C. albicans vytváří 

zelené nebo modro zelené kolonie, C. glabrata vytváří krémově zbarvené, růžové nebo fialové 

kolonie). Důležitým rozdílem je také to, že C. glabrata má haploidní genom, kdežto C. albicans 

má genom diploidní [2, 14], 
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Obrázek 2: Porovnání velikosti blastokonidií, zleva C. albicans, C. glabrata [2] 

Dalším rozdílem C. glabrata a C. albicans jsou jejich biochemické reakce. C. glabrata je 

schopná fermentovat a asimilovat pouze glukózu a trehalózu na rozdíl od C. albicans, která je 

schopná fermentovat a asimilovat velkou škálu sacharidů včetně sacharózy [14]. 

Jak bylo uvedeno výše, C. glabrata se od C. albicans liší řadou vlastností. To vede 

k zajímavému faktu, že C. glabrata se více podobá Saccharomyces cerevisiae než 

C. albicans [14]. 

2.1.2.1 Patogenita 

Dříve byla C. glabrata zařazována jako relativně nepatogenní saprofyt. Jen ojediněle u člověka 

způsobovala nějaké vážnější infekce. Bohužel narůstající imunosupresivní terapie spolu 

s antimykotiky vedla k tomu, že výskyt infekce způsobené C. glabrata rapidně vzrostl, a tím se 

C. glabrata stala druhou (někdy uváděno třetí) nej častější příčinou kandidóz (hned po 

C. albicans) [2], 

Mykózy, které jsou způsobeny rodem Candida vykazují široké spektrum klinických projevů. 

Nejčastěji jde o povrchní infekce kůže či sliznic, ale může dojít k hlubokým velmi rozšířeným 

závažným infekcím, jako je tomu u invazivní kandidózy [6], 

Invazivní kandidóza je velice vážnou komplikací zejména u onkologických pacientů či 

pacientů, kteří trpí poruchou imunity z různých důvodů. Nejčastěji je za příčinou invazivní 

kandidózy C. albicans, která dobře reaguje na flukonazol (antimykotikum). Problém ale 

nastává, pokud je příčinou C. glabrata nebo j iné kvasinky rodu Candida, které jsou na 

flukonazol rezistentní [15]. 
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Běžně se ale druhy Candida vyskytují v mikrobiotě sliznice ústní dutiny, v trávicím traktu či 

v pochvě jedinců. U zdravých lidí jsou komenzální (vztah mezi dvěma jedinci, kdy jeden není 

ovlivněn a druhý má ze vztahu prospěch), ale mohou způsobit systémové infekce, pokud 

ujedince dojde ke snížení či poruše imunity. Kandidové infekce představují nejčastější 

plísňové infekce u pacientů s A I D S (Acquired Immune Deficiency Syndrom, tj. syndrom 

získaného imunodeficitu), což může mít za následek špatnou absorpci medikace [6], 

Kandidová infekce se buďto může vyvinout endogenně, anebo se na pacienta může přenést 

z vnějšího prostředí (exogénni cestou). Pokud dojde k oslabení jedince, tak druhy Candida, 

které se normálně vyskytují v mikrobiotě hostitele, se začnou chovat jako oportunní patogeny 

(jsou podmíněně patogenní). Z vnějšího prostředí dochází k přenosu prostřednictvím rukou 

anebo kontaminovaného zdravotnického materiálu, jako jsou například katétry [6], 

2.1.2.2 Virulence [2] 

Relativně nepatogenní povaha C glabrata u zvířecích modelů vede k tomu, že by C glabrata 

měla mít málo virulentních atributů. Nicméně proti tomuto tvrzení stojí j iž zmiňovaný fakt, že 

výskyt infekce způsobené C glabrata v posledních letech rapidně vzrostl. 

U mnohem podrobněji prostudované kvasinky C albicans je známo několik virulentních 

faktorů, které přispívají k patogenite. Tyto virulentní faktory zahrnují adherenci na epiteliální 

i endoteliální buňky, produkci proteinázy, produkci pseudohyf a hyf, fenotypovou změnu, 

produkci fosfolipázy a další. Pokud je tedy C glabrata málo virulentní, tak by k tomu mohlo 

přispívat to, že nevytváří nad 37 °C pseudohyfy. Tvorba hyf vede u C albicans například 

k vyšší přilnavosti. 

B y l o dokázáno, že i izolovaná C glabrata je schopná produkce proteinázy, která však nebyla 

blíže specifikována (na rozdíl od C albicans). Adherence (která je velice důležitým faktorem 

virulence) je ovlivňována tvorbou hyf, ale i například hydrofobicitou buněčného povrchu. 

Hydrofobicita buněčného povrchu je totiž ovlivňována prostředím a může ovlivnit přilnavost 

kvasinky. Hydrofobicita buněčného povrchu je téměř shodná jak u C albicans, tak 

u C glabrata. Zajímavé je, že C glabrata je méně ovlivnitelná a méně citlivá na 

environmentálni faktory. 

Co se týče testů adherence na vaskulární endotel in vitro, tak C albicans prokazuje nej vyšší 

adherenci a C glabrata nej nižší spolu s C parapsilosis a C kefyr. 
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Dalším zmiňovaným atributem virulence byla tvorba fosfolipáz, která vede ke zvýšení 

patogenity u C. albicans. U C. glabrata však nebyla aktivita fosfolipáz studována. 

Také je faktorem virulence u C. albicans tzv. fenotypové přepínání. To je fenotypová 

nestabilita, která kmenům umožňuje měnit fenotyp, aniž by došlo k ovlivnění genotypu. K e 

změně fenotypu může dojít i u C. glabrata. Je zajímavé, že tento jev se tedy projevuje, jak 

u nedimorfních organismů, tak i u haploidních organismů. Nicméně u C. glabrata není známý 

vztah virulence se změnou fenotypu. Pokud by ale vztah mezi fenotypovým přepínáním 

a virulencí byl prokázán, mohlo by to hrát roli v příčině symptomatických infekcí. 

2.1.2.3 Biofi lmy 

Tvorba biofilmu u několika druhů rodu Candida přispívá k patogenite. Několik studií 

prokázalo, že mikroorganismy se na tkáních hostitele (ale i na protézách, katétrech, či j iných 

površích) téměř nevyskytují samostatně, ale nejčastěji se nachází ve skupinách, které vytváří 

multicelulární společenství [6], 

Prvním krokem při tvorbě biofilmu je to, že dochází k adhezi mezi buňkami kvasinky 

a povrchem. Povrchem mohou být hostitelské buňky nebo se může jednat o povrch z j iného 

materiálu. K adhezi tedy dochází jak na povrch biotický, tak i na povrch abioticky. Vazba mezi 

buňkami a materiálem je zprostředkována například hydrofobními nebo elektrostatickými 

interakcemi, ale i specifickými interakcemi, konkrétně vazbou mezi adhesinem a ligandem [6], 

Biofi lmy jsou specifické a uspořádané společenství buněk, nejedná se o náhodné uspořádání. 

Typickým druhem, který tvoří biofilmy je C. albicans. Dále však dokáže tvořit biofilmy 

například i C. glabrata nebo C. tropicalis. Biofi lmy různých druhů se však liší podle vnějších 

podmínek. Obecně matrice biofilmu obsahuje sacharidy, proteiny, fosfor a také hexosaminy 

[6]. 

Jak bylo zmíněno, tvorba biofilmu přispívá k patogenite. Důvodem je to, že biofilmy jsou 

odolné vůči antifungální léčbě a odolávají i imunitní reakci hostitele. To vede k tomu, že 

infekce, které jsou spojené s tvorbou biofilmu, jsou bohužel velmi obtížně léčitelné [6], 

U C. glabrata je tvorba biofilmu nej závažnějším faktorem virulence. Kl in icky izolovaná 

C. glabrata vytváří kompaktní strukturu biofilmu ve více vrstvách. Matrice biofilmu obsahuje 

proteiny, sacharidy a ergosterol. Adheze je zde zprostředkována epiteliálními adheziny [14], 
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Problémem je, že se biofilmy mohou tvořit i na abiotickych površích, tedy i na zdravotnických 

zařízeních či pomůckách, což vede k přenosu onemocnění na člověka (jak j iž bylo zmíněno 

výše). Konkrétně infekce, které jsou způsobeny infikovaným katétrem, vedou k infekcím 

krevního řečiště. Biofi lmy se ale mohou vyskytovat i na kontaktních čočkách nebo na protézách 

[6, 14]. 

N a obrázku číslo 3 je snímek biofilmu C. glabrata pomocí elektronového rastrovacího 

mikroskopu [16]. 

Obrázek 3: Biofilm C. Glabrata, (A) fáze adheze, (B) po 24 hodinách [16] 

2.1.2.4 Rezistence 

Antifungální rezistence jde rozdělit na dvě kategorie - klinická rezistence a in vitro rezistence. 

Klinická rezistence značí nedostatečnou klinickou odpověď na použitou antifungální látku. 

Příčin je několik. Velice často ale dochází ke klinické rezistenci u pacientů trpící A I D S , kdy 

ani vysoké dávky antifungální ch léčiv nejsou schopny pacienta vyléčit. In vitro rezistence se 

poté rozděluje na primární a sekundární. Pokud je organismus přirozeně rezistentní 

k antifungální látce, jde o primární rezistenci (např. rezistence na flukonazol u C. krusei). 

Sekundární rezistence, neboli získaná rezistence, nastává, pokud se infekce stane rezistentní na 

dané léčivo [2], 

K rezistenci přispívají i j iž zmíněné biofilmy, které brání proniknutí antifungálních léčiv, 

protože dokáží vytvořením difúzni bariéry vázat nabité molekuly antibiotik [6], 

C. glabrata je rezistentní vůči řadě antifungálních léčiv, jako jsou Echinokandiny, 

Amfoter ic inB nebo azolová antimykotika aj. Nicméně antifungální rezistence je závažnější, 

pokud se nevyvíjí jen rezistence vůči podanému léčivu, ale i vůči j iným chemickým 
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sloučeninám. C. glabrata je proto velkou hrozbou, je totiž schopná rychle získávat rezistenci 

vůči různým třídám léčiv a dochází ke zkřížené rezistenci [6], 
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2.2 P lazma 

Plazma je označováno jako čtvrté skupenství hmoty. Naprosto se liší jak od plynu, tak od 

kapalin - má zcela rozdílné vlastnosti. Pokud je plynu dodávána energie, dojde k jeho ionizaci 

a látka se stane plazmatem. V plazmatu se nachází volné nosiče náboje, a proto reaguje 

s magnetickým i elektrickým polem. Ačkoliv se na Zemi setkáváme s plazmatem minimálně, 

ve vesmíru je zastoupeno ve velké míře. V běžném životě se setkáváme s plazmatem nejčastěji 

u žárovek a výbojek. Plazma je často využíváno v mikroelektronickém, papírenském 

i v textilním průmyslu [17, 18]. 

2.2.1 Z á k l a d n í terminologie 

Plazma rozdělujeme na slabě a silně ionizované. Rozdělení na základě ionizace vypovídá 

o fyzikálních vlastnostech plazmatu. Dále můžeme plazma rozdělit na vysokoteplotní 

a nízkoteplotní [17]. 

Slabě ionizované plazma je takové, kde je koncentrace nabitých částic oproti koncentraci 

neutrálních molekul zanedbatelná. Naopak u silně ionizovaného plazmatu je zanedbatelná 

koncentrace neutrálních molekul oproti koncentraci nabitých částic, která převládá [17]. 

Rozdělení plazmatu na vysokoteplotní a nízkoteplotní je pouze konvenční. M e z i t ímto 

rozdělením neexistuje ostrá hranice, jako tomu bylo u silně a slabě ionizovaného plazmatu. 

Z praktického hlediska ale určujeme, že pokud je střední energie nabitých částic větší jak 

100 eV, tedy teplota je vyšší jak 1 M K , tak se jedná o vysokoteplotní plazma [17]. 

2.2.2 V ý z n a m n é vlastnosti plazmatu 

Nej významnější vlastností plazmatu je, že je elektricky vodivé. Vodivost je způsobena tím, že 

plazma obsahuje volné elektrické náboje (viz Obr. 4). Jak dobře dokáže plazma vést elektrický 

proud, závisí na stupni ionizace plazmatu. Vodivost narůstá se zvyšující se koncentrací nabitých 

částic. Avšak u silně ionizovaného plazmatu nezávisí pouze na tomto kritériu, ale závisí i na 

teplotě. Přesněji, elektrická vodivost závisí i na teplotě elektronů, tedy na jejich střední 

kinetické energii, a to s exponentem 3/2. Z toho vyplývá, že plazma může být při vysokých 

teplotách velice dobře vodivé. Dokonce může být vodivost plazmatu lepší než vodivost 

některých kovových vodičů. Elektrická vodivost plazmatu je významná pro využití v řadě 

různých aplikací [17]. 
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Díky vodivosti na plazma působí i magnetické pole. Lorentzova síla působí na volné elektrické 

náboje v plazmatu a brání v kolmém pohybu na magnetické siločáry. Tohoto jevu se dá využít 

pro uchování vysokoteplotního plazmatu [17]. 

+ - - + 
+ ~ - ~ + 

Obrázek 4: Polarizace plazmatu v okolí kladného náboje [17] 

2.2.3 N í z k o t e p l o t n í plazma 

V nízkoteplotním plazmatu jsou na vysokou energii excitované pouze elektrony, ale ionty 

zůstávají teplotně blízké svému okolí. Tento fakt umožňuje využití nízkoteplotního plazmatu 

např. v biomedičínských aplikacích. Váže se s tím totiž řada výhod. První výhodou je to, že 

plazma nezvyšuje teplotu opracovávaných materiálů a ani neznečišťuje povrch chemicky 

agresivními látkami. Další výhodami jsou, že nízkoteplotní plazma nám umožňuje opracovat 

lokálně velké plochy, které není možné umístit do uzavřeného prostoru a také to, že při aplikaci 

nevznikají žádné vedlejší produkty. Nezanedbatelnou výhodou je i to, že investice a provozní 

náklady nejsou vysoké [5], 

Výhodou léčby nízkoteplotním plazmatem je fakt, že dochází k velice malému poškození 

lidských buněk a těla. Další výhodou je, že na rozdíl od j iných čistě chemických postupů 

nedochází k rezistenci [19]. 

Velice dobře prozkoumaným a slibným zdrojem nízkoteplotního plazmatu je k lNPen (viz 

Obr. 5). Jedná se o radiofrekvenčně buzený argonový plazmový paprsek, který funguje za 

atmosférického tlaku. Je velice vhodný pro biomedi čínské aplikace skrze jeho tvar a snadnou 

manipulaci s ním [20], 
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Obrázek 5: kINPen [20] 

2.2.4 Druhy p l a z m o v ý c h v ý b o j ů 

Plazmových výbojů existuje celá řada. Liší set ím, jak byly vytvořeny, a také svými vlastnostmi. 

Každé mají určitou aplikaci a pro každou aplikaci by měl být vhodně přizpůsobený plazmový 

výboj. V této kapitole je uvedeno několik základních druhů plazmových výbojů, které se často 

využívají v biomedičínských aplikacích. 

2.2.4.1 Korónový výboj 

Korónový výboj vzniká v nehomogenním elektrickém poli, které vzniká mezi dvěma 

elektrodami. Alespoň jedna z elektrod musí mít malý poloměr křivosti, tedy musí být špičatá. 

Díky tomu vzniká v okolí elektrody s malým poloměrem křivosti elektrické pole s vysokou 

intenzitou. Při dostatečné intenzitě pak dochází na elektrodě k lokálním elektronovým lavinám 

a k lokálnímu průrazu. Vizuálně pak můžeme pozorovat slabě svítící prostor okolo elektrody 

obklopený tmavou vnější oblastí (viz Obr. 6) [5], 

Obrázek 6: Korónový výboj [5] 
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2.2.4.2 Plošný dielektrický bariérový výboj 

Plošný dielektrický bariérový výboj ( D B D , tj. dielectiric barrier discharge) vzniká mezi dvěma 

elektrodami mezi kterými se nachází kromě plynu i vhodná dielektrická vrstva, která zabraňuje 

přechodu nabitých částic. Dielektrická bariéra může být například ze skla, křemene nebo z 

keramiky. Podobá se koránovému výboji, ale rozměry elektrod mohou být větší a vzdálenost 

mezi nimi je malá (viz Obr.7). Plošný dielektrický bariérový výboj je vhodný pro úpravu 

větších ploch [5], 

Obrázek 7: Plošný dielektrický bariérový výboj [5] 
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2.2.4.3 Doutnavý výboj 

U doutnavého výboje je nutné, aby došlo k vytvoření lavinové ionizace. Elektron, který je 

urychlen v elektrickém poli, je ionizován. Ionty, které dopadají na katodu, musí mít dostatečnou 

energii, aby došlo k sekundární emisi elektronů z katody. Doutnavý výboj je využíván 

například v osvětlovací technice nebo pro úpravu znečištěných plynů [21]. 

Doutnavý výboj je složen ze tří základních vrstev - katodové vrstvy, kladného sloupce 

a anodové vrstvy (viz Obr. 8). Kde elektrony mají u anody největší kinetickou energii, a proto 

dochází k ionizaci a excitaci právě v této oblasti [21]. 

katodové 
katoda doutnavé světlo kladný sloupec anoda 

katodová Faradayúv temný anodové 
vrstva prostor doutnavé světlo 

Obrázek 8: Doutnavý výboj s viditelnými typickými vrstvami [21 ] 

2.2.4.3 Plazmová tryska 

Velice často využívaným zdrojem nízkoteplotního plazmatu je plazmová tryska. Jde o dvě 

elektrody, které jsou postavené naproti sobě a vzniká mezi nimi podobný elektrický výboj jako 

u D B D . Rozdílem je ale to, že proudící plyn strhává částice plazmatu do prostoru, čímž se 

vytváří dojem trysky, jak je vidět na obrázku 9 [5], 
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Obrázek 9: Plazmová tryska [5] 

2.2.4.4 Mikrovlnná plazmová tryska 

Mikrovlny j sou elektromagnetické vlny, které mají frekvenci mnohem vyšší, než je frekvence 

u radiofrekvenčních výbojů. V mikrovlnném výboji má plazma vyšší elektronovou hustotu než 

plazma získané stejnosměrným a vysokofrekvenčním výbojem [22], 

Mikrovlnná plazmová tryska bude použita v experimentu, a proto bude detailněji uvedena 

v kapitole 4. 

2.2.5 Sterilizace plazmatem 

Sterilizace je proces, při kterém dochází k odstranění veškerých mikroorganismů. Sterilizační 

postupy bývají nejčastěji fyzikální povahy. Sterilizace lze provádět mnohými způsoby, a to 

i plazmatem. Výhodou sterilizace pomocí plazmatu je netoxická povaha plazmatu, poměrně 

nízká teplota (nepřevýší 50 °C) a nepoškození sterilizovaného materiálu [23, 24], 

Z a sterilizací pomocí plazmatu stojí několik faktorů, které spolupůsobí. Nicméně nej důležitější 

roli při destrukci mikroorganismů hraje v l iv volných radikálů [24], 

Během sterilizace pomocí plazmatu dochází ke vzniku radikálů díky excitaci a disociaci. 

Přesněji jde o reaktivní částice kyslíku a dusíku (RONS, tj. Reactive oxygen nitrogen species), 

nejčastěji radikály N O a O H . Nej silněj š í je radikál O H , který je však extrémně reaktivní a jeho 

životnost je tedy velice krátká (10"9 s). Nicméně je schopný neselektivně interagovat skoro se 

všemi biomolekulami, což vyvolává řadu biologických účinků jako např. indukování 

oxidačního stresu v mikrobech. Dalším prvkem, který je generovaný plazmatem je H2O2, který 
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je považován za dlouhodobě působící antimikrobiální činidlo. Některé studie ještě uvádějí, že 

dochází kinaktivaci mikroorganismů pomocí peroxynitrilu, který je generovaný kontinuálně 

z peroxidu vodíku a dusitanu. Zvýšené hladiny peroxynitrilu vedou k buněčné smrti 

prostřednictvím apoptózy nebo nekrózy [24, 25, 26], 

2.2.6 Aplikace plazmatu 

2.2.6.1 Aplikace plazmatu v medicíně 

V posledních letech se nízkoteplotní plazma využívá i v medicíně. Plazma se může využít pro 

ošetření lékařských materiálů či zařízení, ale může se využít i při léčbě živých buněk např. při 

ošetření kůže. Během posledních let je zkoumána zejména interakce plazmatu právě s živými 

buňkami, kde díky tomu může docházet k inhibici nebo stimulaci buněčných funkcí, a tím 

pádem je plazma možné využít i pro terapeutické účely. Jednou z důležitých výhod využití 

plazmatu je fakt, že se jedná pouze o povrchové ošetření a neporušují se vlastnosti materiálu 

[27], 

Co se týče terapeutických aplikací, tak se plazma dá využít pro ošetřování např. atopického 

ekzému, ran a j izev [28], 

Při ošetření atopického ekzému nízkoteplotním plazmatem za atmosférického tlaku, bylo 

zjištěno, že se zmírnil pocit svědění, celkově se ekzém zlepšil a nebyly pozorované žádné 

vedlejší účinky. Nicméně bylo prokázáno, že ke zmírnění pocitu svědění dochází i při použití 

placeba. Zdá se tedy, že by ošetření plazmatem mohlo mít dobré účinky, ale je ještě zapotřebí 

více studií [28], 

U hojení ran bylo také prokázáno zlepšení po ošetření plazmatem. Příkladem je studie [28], 

která se zabývá právě ošetřením ran pomocí plazmatu. V této studii bylo vybráno 14 pacientů, 

kde 7 z nich bylo ošetřováno standardní péčí a dalších 7 bylo ošetřováno jak standardní péčí, 

tak plazmatem. U obou případů došlo ke zmenšení velikosti vředu o 50 %, nicméně v případě 

ošetření plazmatem se rána zmenšila rychleji, a dokonce byla i menší (5,30 cm 2 při standardním 

ošetření, 3,40 cm 2 při ošetření s plazmatem). Dokonce byl ve skupině, kde byla rána ošetřována 

plazmatem pacient, u kterého došlo k úplnému uzdravení vředu. Příklad úspěšného hojení rány 

je uveden na obrázku číslo 10. Studie ukázala, že když se rána ošetří plazmatem, dochází 

k významnému snížení bakteriální zátěže v ráně [28], 
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(a) (b) 

Obrázek 10: Ošetření rány nízkoteplotním plazmatem za atmosférického tlaku, (a) rána před 

ošetřením, (b) rána po ošetření [28] 

V posledních letech se kromě využití plazmatu při hojení ran nebo v dermatologii zkoumá 

i využití plazmatu v onkológii. V současné době se výzkum soustředí na specifické využití 

plazmatu pro eradikaci rakoviny nebo alespoň pro selektivní redukci rakoviny, a to pomocí 

zesílení imunogenní buněčné smrti (tj. buněčná smrt, která vede ke stimulaci imunitního 

systému) [7, 8], 

B y l o dokázáno, že při lokálním ošetření pomocí plazmatu dochází kinaktivaci jednotlivých 

vrstev rakovinných buněk. Reálné se zdá využití plazmatu jako podpůrné léčby spolu 

s chirurgickými resekcemi nádorů, kde by mohlo dojít k ošetření místa plazmatem tam, odkud 

byl nádor odstraněn. Došlo by totiž kinaktivaci případných zbylých rakovinných buněk. 

Dalším slibným využitím je aplikace plazmatu pří léčbě melanomu. Melanomy se obvykle 

vyskytují na kůži a jsou velice náchylné k imunogenním terapiím. Navíc je kůže velmi dobře 

přístupná pro aplikaci plazmatu. Proto může dojít díky aplikaci plazmatu spolu s imunoterapií 

ke zvýšení účinnosti léčby. Kromě toho je to na rozdíl od chemoterapie, která se běžně používá, 

pouze lokální léčba. Je to tedy mnohem méně zatěžující pro j iž tak zesláblý organismus [7], 

Jak už bylo ale nastíněno výše, předpokládá se, že léčba pomocí plazmatu nebude jedinou 

terapeutickou možností v léčbě rakoviny, ale bude součástí kombinovaných terapeutických 

strategií, jako je například uvedená chirurgická resekce nádoru nebo imunoterapie [7], 

Důležité je zmínit, že než dojde k aplikaci plazmatu v medicíně, tak je nutné zodpovědět otázky 

ohledně bezpečnosti použití. Musí být totiž prokázáno, zdaje ošetření skutečně selektivní vůči 

rakovinným buňkám a jestli nedochází k poškození zdravé tkáně v důsledku inaktivace 

rakovinných buněk. Dalším zásadním problém je, že v okrajové zóně dopadu plazmatu může 
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dojít ke zrychlení růstu a proliferaci rakovinných buněk, což by v konečném důsledku vedlo 

k tvorbě metastáz. Ačkoli tento problém první in vitro studie vyvrátila [29], je zapotřebí tuto 

otázku ještě více prověřit. Dále některé in vivo studie prokázaly [30, 31], že léčba pomocí 

nízkoteplotního plazmatu může vést ke zvýšení okysličení tkání a může dojít k modulaci 

průtoku krve. Tento fakt by na jednu stranu mohl vést k podpoře růstu metastáz, na druhou 

stanu by ale mohl zvýšit účinky rádioterapie a chemoterapie při kombinované léčbě. Je tedy 

důležité, aby se touto problematikou zabývalo více studií a zjistily se veškeré výhody 

a nevýhody využití nízkoteplotního plazmatu pro léčbu rakoviny [7], 

Další cestou je nepřímé využití plazmatu pomocí takzvané plazmatem aktivované vody. 

Nepřímé využití je to proto, že nedochází k přímé interakci mikroorganismů s plazmatem. 

Nejdříve je totiž plazmatem ošetřena voda a mikroorganismy jsou této plazmatem aktivované 

vodě následně vystaveny. Účinky takto ošetřené vody jsou založené zejména na přítomnosti 

R O N S , které působí antimikrobiálně. Rozdílem oproti přímému ošetření plazmatem je, že 

nedochází k účinku U V záření a elektrických polí. Plazmatem aktivovaná voda dokáže velice 

dobře zabíjet mikroorganismy i rakovinné buňky. Jednou z možností je j i využít jako 

dezinfekční prostředek (musí však dojít ke srovnání s běžnými prostředky i z hlediska 

ekonomiky). Další slibnou aplikací je využít takto ošetřenou vodu pro výplach břicha v případě 

peritoneálních nádorů, kdy je znemožněna chirurgická a radiační léčba a výplach pomocí 

chemoterapeutických léků má řadu vedlejších účinků. U tohoto využití je však opět zapotřebí 

dalšího výzkumu a vyřešit otázky ohledně ekonomického a efektivního zacházení. I přes 

několik nezodpovězených otázek se zdá, že by nepřímé využití plazmatu mohlo mít velice 

slibnou budoucnost [7], 

2.2.6.2 Aplikace plazmatu v ekologii 

V posledních letech se pozornost upíná i na využití plazmatu v ekologii. Jedná se zejména 

o dekontaminaci vody, kde dochází k degradaci různých látek. Z vodných roztoků mohou být 

odstraněny například pesticidy nebo mohou být odstraněna textilní barviva, která vodu 

znečistila. V těchto případech je nejvíce využíváno plazma s dielektrickým bariérovým 

výbojem [3, 32], 

Výhodou dekontaminace vody plazmovými technikami je fakt, že nedochází ke zvýšení 

teploty, nemění se p H a nezahrnuje to žádné externí oxidanty. To umožňuje opětované ošetření 

odpadních vod. Je ale nutné, aby u této techniky byla více prozkoumaná kinetika, toxicita 
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vzniklých látek a energetická účinnost. Současně je ale nej větším problémem spotřeba plynu, 

na čemž se pracuje a zkoumá se vhodná alternativa směsi plynů, v ideálním případě vzduchu. 

V laboratorním měřítku ale vypadá degradace nežádoucích látek pomocí plazmatu velice slibně 

[3]. 

2.2.6.3 Aplikace plazmatu v potravinářském průmyslu 

Kvasinky jsou poměrně častým kontaminantem různých potravin, proto je důležité zmínit 

i aplikaci plazmatu v potravinářském průmyslu. 

Kval i ta a bezpečnost potravin je v této době velmi důležitá. N a oba aspekty j sou kladeny vysoké 

nároky a jsou přísně hlídány. Organizace pro výživu a zemědělství (Food and Africulture 

Organization of the United Nati on, F A O ) odhaduje, že asi 25 % potravin je kontaminováno 

nežádoucími chemikáliemi, jako jsou pesticidy, mykotoxiny a nežádoucí mikroorganismy. K e 

kontaminaci j ídla živočišného původu (mléko, vejce, ...) dochází zejména kvůli 

kontaminované potravě živočichů. U jídla rostlinného původu dochází ke kontaminaci před 

nebo po sklizni různými způsoby [4], 

Kontaminaci se dá předcházet různými postupy, anebo dochází k detoxikaci chemickými 

postupy, možná je ale i detoxikace plazmovými technologiemi. Úprava potravin pomocí 

nízkoteplotního plazmatického výboje vede ke snížení počtu nežádoucích mikroorganismů na 

jejich povrchu. Díky plazmatu může dojiti k rozkladu nežádoucích chemických sloučenin, jako 

jsou j iž zmiňované pesticidy nebo mykotoxiny [4], 

Ošetření potravin pomocí plazmatu je velice slibné v laboratorním měřítku. Nicméně expanze 

do potravinářského průmyslu není tak velká, jak by se očekávalo, protože je zde několik 

nezodpovězených otázek. Otázkou j e, j aké produkty vznikaj í při rozkladu mykotoxinů či j iných 

chemických sloučenin. Rozložené látky by totiž mohly být škodlivější než původní 

mykotoxiny. Další otázkou je, zda se při léčbě plísní nebudou vylučovat mykotoxiny. Nicméně 

výzkum je nadějný a bude dále pokračovat [4], 

2.2.7 Interakce plazmatu s kvasinkami 

Jak již bylo zmíněno výše, plazma ovlivňuje vlastnosti živých buněk. Záleží však na době 

expozice plazmatu a na typu buňky. Několik studií se věnuje interakci plazmatu 

s prokaryotickými bakteriálními buňkami, bohužel interakce plazmatu s kvasinkami dosud není 
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tolik prozkoumána. By lo však dokázáno, že baktericidní účinek je větší než analogický 

fungicidní účinek [33, 34], 

Podrobně studovanou kvasinkou pro pochopení všech dějů při interakci plazmatu s kvasinkami 

je Sachcaromyces cerevisiae. S. cerevisiae byla zvolena proto, že je to vhodný eukaryotický 

model, ve kterém lze řešit veškeré aspekty účinku plazmatu na eukaryotickou buňku, a to by 

tedy mohlo umožnit pochopit i účinky plazmatu na složitější buňky savců [33], 

Ošetření nízkoteplotním plazmatem vyvolává několik typů buněčných stresů v kvasince. Zdá 

se, že je to vyvolané přítomností reaktivních částic, např. reaktivních forem kyslíku nebo 

dusíku. Tyto reaktivní částice reagují s buněčnými složkami, což vede k jejich poškození, a to 

nejspíše přispívá kusmrcen í buňky. Pomocí elektronového rastrovacího mikroskopu byly 

pozorovány buňky kvasinky S. cerevisiae, kde bylo zjištěno, že po ošetření plazmatem dochází 

ke změně v morfologii buněk a ke změně buněčné stěny. Při ošetření plazmovým paprskem 

He/02 byly pozorovány nejzávažnější změny, pokud byly kvasinky ošetřeny ve vodě. Méně 

závažné změny byly pozorovány ve fyziologickém roztoku a nejmírnější změny byly 

pozorovány v Y P D (tj. živná půda z kvasničného extraktu, peptonů a dextrózy). Tyto 

pozorované změny odpovídají míře přežití kvasinek. By lo totiž zjištěno, že nejnižší míra přežití 

je u buněk, které byly ošetřené ve vodě. Menší účinek byl pozorován u buněk, které byly 

ošetřené ve fyziologickém roztoku a nej mírnější efekt byl u buněk, které byly ošetřené v Y P D 

[33], 
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3 Přehled současného stavu řešené problematiky 

V této kapitole bude uvedeno několik experimentů, které se týkají podobné problematiky. Bude 

zde uvedený i experiment, který byl součástí bakalářské práce [36], na kterou nepřímo navazuji. 

Právě tyto výsledky budou diskutovány a porovnávány s výsledky mé práce. 

3.1 Účinek nízkoteplotního plazmatu generovaným elektrickým výbojem 

[34] 

Experiment se věnuje studii fungicidního účinku a změnám dynamiky růstu kvasinek a plísní 

pomocí stabilizovaného koronového výboje plazmatu. Napětí bylo nastaveno na 9,7 k V 

a vzdálenost mezi špičkou jehly a vzorkem byla 3 mm tak, aby se dosáhlo výbojového proudu 

400 [iA. Veškerá měření byla provedena pod laminárním prouděním filtrovaného vzduchu. 

Tento experiment byl analogicky porovnáván s baktericidním účinkem nízkoteplotního 

plazmatu generovaného elektrickým výbojem. 

B y l y studovány kvasinky druhu Candida Albicans, které byly kultivované v médiu Y G C (yeast 

extract glucose chloramphenicol) po dobu 5 dnů při teplotě 20 °C. By lo připraveno 0,5 ml 

suspenze, která byla pipetována na kultivační destičku do sterilních jamek. Tyto vzorky byly 

ošetřeny plazmatem po různou dobu. Po ošetření plazmatem byl každý vzorek odpipetován na 

povrch Y G C agaru. Takto připravený vzorek byl kultivován při 20 °C a následně byl určen 

počet živých kolonií. 

B y l o zjištěno, že počet živých buněk C. Albicans se snížil z 5• 10 4 C F U / m l na nulu po šesti 

minutovém ošetření plazmatem. Pro srovnání, u bakterií došlo k úplné inaktivaci v kratším 

časovém intervalu. Konkrétně u Escherichia coli došlo k úplné inaktivaci za 2 minuty a k úplné 

inaktivaci Staphylococcus aureus došlo za 4 minuty. Z čehož vyplývá, že bakterie jsou více 

náchylné na působení nízkoteplotního plazmatu. Co se týče srovnání s plísněmi, tak ty byly 

vůči nízkoteplotnímu plazmatu více odolné než kvasinky. K úplné inaktivaci spor plísní 

Cladosporium sphaerospermum a Penicilium crustosum došlo až za 20-25 minut 

a u Aspergillus oryzae nedošlo k úplné inaktivaci ani po 30 minutách expozice. Vyšší odolnost 

plísní je pravděpodobně způsobena zapouzdřenými sporami hub. 
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3.2 Inaktivace kvasinek dielektrickým bariérovým výbojem plazmatu [35] 

V tomto experimentu byl zkoumán účinek plazmatu generovaného dielektrickým bariérovým 

výbojem v heliu za atmosférického tlaku. Zkoumaným organismem byla kvasinka druhu 

Saccharomyces cerevisiae. 

S. cerevisiae byla naočkována na kultivační médium (glukóza 30 g/l, kvasničný extrakt 3,85 g/l 

a trypton 3 g/l). Takto pripravený vzorek byl inkubován po dobu 24 hodin při 37 °C. Pro 

ošetření plazmatem byl připraven vzorek z 1 ml inokula zředěného na 150 ml média. Tento 

vzorek byl kultivován při 140 otáčkách za minutu po dobu 48 hodin při teplotě 37 °C. 

Podle nastavení výšky spodní elektrody byla při měření vzdálenost mezi horní elektrodou 

a povrchem suspenze kvasinek 3 mm. Ošetřována byla suspenze kvasinek o objemu 2 ml. 

Napájecí zdroj se skládal z výkonového zesilovače, který pracuje v rozsahu 0-20 kHz 

apu lzn ího transformátoru, který poskytuje špičkové napětí 40 k V . Provozní podmínky pro 

tento experiment byly 5 kHz a 8 k V . Pracovním plynem bylo helium. 

Při těchto podmínkách byla ošetřena suspenze kvasinek a následně byla zkoumána 

mitochondriální aktivita, koncentrace proteinů v roztoku supernatantu, morfologie a hodnota 

pH. 

B y l o zjištěno, že mitochondriální aktivita slabě klesala při expozici 1 minuty a následně prudce 

klesala v intervalu 1-2,5 minuty a poté zůstala téměř nezměněna. To ukazuje, že ke ztrátě 

mitochondriální aktivity došlo během expozice kratší než 2,5 minuty. Co se týče koncentrace 

proteinů v roztoku supernatantu, tam došlo k poměrně velké fluktuaci při expozici do 1 min. 

Při expozici mezi 1-2,5 min byl zaznamenán prudký nárůst koncentrace proteinů v roztoku 

supernatantu, což značí, že došlo k prasknutí buněk (viz Obr. 11). 
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Obrázek 11: (a) kvasinka neošetřená plazmatem, (b) kvasinka ošetřená DBD plazmatem pod 

elektronickým rastrovacím mikroskopem [35] 

N a rozdíl od mitochondriální aktivity, koncentrace proteinů v roztoku supernatantu dále rostla 

po expozici delší jak 3,5 min. Tedy některé inaktivované buňky začaly znovu praskat 

s prodloužením doby expozice. Hodnota p H téměř lineárně klesala s dobou expozice, což 

dokazuje, že při chemickém procesu interakce mezi plazmatem a vzorkem došlo ke zvýšení 

kyselosti. 

B y l o prokázáno, že pomocí dielektrického bariérového výboje dochází kinaktivaci buněk 

S. cerevisiae, při čemž dochází k rup tu ře buněk, snižuje se mitochondriální aktivita a p H 

a zvyšuje se koncentrace proteinů v supernatantu. 

3.3 Účinek mikrovlnné plazmové trysky na kvasinky Candida glabrata [36, 

37] 

V tomto experimentu bylo pozorováno, jak ovlivní mikrovlnná plazmová tryska buňky 

kvasinek C. Glabrata. B y l y pozorované tři faktory - doba ošetření, velikost výkonu 

a koncentrace buněk. 

Inokulum pro tento experiment bylo připraveno do 7 ml komplexního tekutého média G P Y 

(Glucose yeast peptone), kdy pomocí kličky byla do média zavedená kultura C. Glabrata. 

Následná kultivace probíhala v termostatu bez třepání po dobu 24 hodin. Takto připravené 

inokulum bylo lOx a lOOx naředěno. N a živné médium bylo odpipetováno vždy 50 ul 

připravených kultur. Takto připravené vzorky byly ihned ošetřeny plazmatem a následně byly 

kultivované v termostatu bez třepání po dobu 48 hodin. Experiment byl tedy uskutečněn pro tři 
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různé koncentrace a dva výkony 9 W a 12 W , kdy byla Petriho miska se vzorkem od trysky 

vzdálená 5 mm při výkonu 9 W a v případě 12 W byla vzdálenost 3,5 mm. Pracovním plynem 

byl argon. 

Co se týče v l ivu doby ošetření, tak bylo zjištěno, že dochází téměř lineárně ke zvětšování 

inhibičních zón. Tedy čím delší je doba expozice plazmatem, tím větší inhibiční zóna vznikne 

(viz Obr. 12). 

Obrázek 12: Porovnání inhibičních zón s použitím výkonu 9 W za dobu 10 s (vlevo) a 120 s (vpravo) 

[36] 

Podobný trend platí i při použití rozdílného výkonu. Použití 12 W je účinnější než použití 

výkonu 9 W , protože inhibiční zóny při použití výkonu 12 W byly větší. B y l o také zjištěno, že 

pro vytvoření stejně velké inhibiční zóny stačí u výkonu 12 W pouze poloviční čas oproti 

použití výkonu 9 W . V případě vl ivu počáteční koncentrace bylo zjištěno, že větší inhibiční 

zóny vznikly u menších koncentrací, tedy nej větší inhibiční zóny byly u 100x zředěného vzorku 

a nejmenší inhibiční zóny byly u nezředěných vzorků. Dále bylo zjištěno, že po 48 hodinách 

dochází k zarůstání inhibičních zón. 

Tento experiment bude dále diskutován a porovnáván s výsledky získanými v této bakalářské 

práci. 
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4 Experimentální část 

4.1 Chemikálie, přístroje a materiály 

4.1.1 C h e m i k á l i e a m a t e r i á l 

Kvasinková kultura Candida Glabrata C C M 8270 z České sbírky mikroorganismů 

Masarykovy univerzity v Brně 

Tekuté kultivační médium Y P D (Yeast Extract-Peptone-Dextrose) 

Živné médium Y P D s agarem 

Sterilní polystyrénové Petriho misky s průměrem 55 mm 

Pracovní plyn argon (čistota: 99,9965 %) 

4.1.2 Př í s t ro je 

U V / V I S spektrofotometr NanoPhotometr Implen 

Teslův transformátor 

Mikrovlnný generátor (Sairem, G M S 200 W ) 

Regulátor hmotnostního průtoku (Bronkhorst FG201-CV) 

Termostat 

Mobilní fotoaparát 

4.2 Příprava vzorků Candida glabrata 

4.2.1 P ř í p r a v a inokula 

Inokulum bylo připraveno do 50 ml tekutého kultivačního média Y P D . Pomocí sterilního 

kapátka bylo 0,5 ml kultury C. glabrata zavedené do kultivačního média. Kultivace probíhala 

v termostatu při 37 °C s třepáním po dobu 24 hodin. 

4.2.2 P ř í p r a v a ku l t i vačn ího m é d i a 

Pevné živné médium na kultivaci kvasinky C. glabrata bylo připraveno z kultivačního média 

Y P D a agaru. Podle návodu bylo připravené kultivační médium v poměru 1:2:2 (viz Tab. 1) 
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a byl do něj přidán agar v poměru 20 g na 1 1 destilované vody. Médium bylo sterilizované po 

dobu 60 minut při teplotě 120 °C. 

Tabulka 1: Složení kultivačního média 

Složení Obsah (g/l) 

Kvasničný extrakt 10 

Pepton z kaseinu 20 

D-glukóza 20 

4.2.3 Kultivace kvasinek 

Do Petriho misek s průměrem 55 mm bylo nalito 10 ml sterilizovaného živného média 

s agarem. Po zatuhnutí bylo na agarové plotny naočkováno 50 ul kultury. Z předem 

připraveného inokula byla odebrána část kultury, která byla naředěna. B y l y použité kultury 

s ředěním 10"3, 10"4 a 10"5. Z každé koncentrace bylo připraveno 25 Petriho misek. Takto 

připravené vzorky byly okamžitě ošetřeny plazmatem. Poté byly kultivované v termostatu bez 

třepání při teplotě 37 °C po dobu 48 hodin. 

4.3 O š e t ř e n í p ř i p r a v e n ý c h v z o r k ů p o m o c í m i k r o v l n n é p l a z m o v é trysky 

4.3.1 Z a p o j e n í m i k r o v l n n é p l a z m o v é trysky 

Experimentální zapojení sestávalo z mikrovlnného koaxiálního kabelu, vysokonapěťového 

vodiče, uzemněného vodiče, dielektrika a plastového nástavce. Pracovním plynem byl argon 

4,6 (čistota 99,9965 %) a pro celý experiment byl použit konstantní průtok 5,0 Slm, ten byl 

regulován pomocí regulátoru hmotnostního průtoku (Bronkhorst FG201-CV) . Schéma 

experimentálního zapojení je uvedeno na obrázku č. 13. Výboj plazmatu byl směřován kolmo 

ke vzorku, do středu Petriho misky. Použit byl výkon 9 W a 12 W. Zářící část konce výboje 

byla jak v případě 9 W , tak v případě 12 W v kontaktu s povrchem vzorku (viz Obr. č. 14). 

Měnila se tedy vzdálenost zdroje od ošetřovaného povrchu. 
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Obrázek 13: Schéma experimentálního zapojení: 1 - mikrovlnný koaxiální kabel, 

2 - vysokonapěiový vodič, 3 - uzemněný vodič, 4 - dielektrikum, 5 -plazmový kanál, 

6 - plastový nástavec, 7 -přívod argonu, 8 - vzorek 

Obrázek 14: Plazmová tryska 
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4.3.2 M i k r o v l n n á p l a z m o v á tryska 

N a rozdíl od předchozí bakalářské práce [36], kde bylo využito výboje generovaného v kapiláře 

pomocí povrchové vlny, byla použita konfigurace pochodňového výboje. Tento výboj je 

nestabilní a dochází zde k turbulentnímu proudění plynu. 

4.3.3 O š e t ř e n í kvasinek plazmatem 

Jak bylo zmíněno výše, kultury C. Glabrata byly ihned po naočkování ošetřené plazmatem. 

Měření bylo pro všechny koncentrace stejné. By lo měřeno po dobu 10 s, 20 s, 30 s, 60 s, 

2x30 s (s pauzou 30 s mezi ošetřením) a 120 s. Vždy byly použity dva různé výkony (9 W a 12 

W ) s konstantním průtokem argonu 5,0 Slm a vždy byl každý parametr proměřen dvakrát. Pro 

všechny tři koncentrace byl pro porovnání ponechám vzorek, který plazmatem ošetřen nebyl 

a mohl sloužit jako reference. 

4.3.4 Z p r a c o v á n í a v y h o d n o c e n í v ý s l e d k ů 

Všechny Petriho misky byly vyfocené a byl změřen průměr inhibičních zón po 24 hodinách 

a následně po 48 hodinách. Ze zaznamenaných rozměrů byl vypočítán obsah jednotlivých 

inhibičních zón. Obsahy inhibičních zón byly dále vynesené do grafů, kde se sledoval v l iv 

jednotlivých parametrů (koncentrace, čas, výkon). 
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5 Výsledky a diskuze 

5.1 Výsledky 

B y l y pozorovány tři parametry, které měly různý v l iv na velikost inhibičních zón a jejich 

časovou stabilitu. B y l pozorován v l iv počáteční koncentrace vzorků, čas ošetření plazmatem 

a různá velikost výkonu (9 W a 12 W). 

5.1.1 S t a n o v e n í koncentrace 

Počáteční koncentrace byla stanovena z hodnoty absorbance. Hodnota absorbance byla 

změřena pomocí spektrofotometru při vlnové délce X = 630 nm. Pro výpočet byla použita 

experimentálně stanovená rovnice kalibrační přímky (y = 3,475x) pro absorbanci inokula 

C. Glabrata, kde x je počet buněk v 1 ml média (1T0 7 CFU/ml ) [36]. Naměřená absorbance 

byla A = 0,407 a to se rovná koncentraci c = 1171000 C F U / m l vzorku, který byl lOOx zředěn. 

Vzorky, které byly použité pro experiment, měly tedy koncentraci ci = 117100 C F U / m l pro 

kulturu s ředěním 10"3, C2 = 11700 C F U / m l pro kulturu s ředěním 10"4 a cs = 1170 C F U / m l pro 

kulturu s ředěním 10"5. 

5.1.2 Vliv p a r a m e t r ů 

Všechna naměřená data jsou zpracována v grafech. U vl ivu počáteční koncentrace lze pomocí 

rozdílné velikosti inhibičních zón pozorovat, že čím menší je koncentrace, tím větší jsou 

inhibiční zóny (viz Obr. 15). 

(a) (b) 

Obrázek 15: Porovnání velikosti inhibičních zón, které vznikly po 48 hodinách kultivace a použití 

výkonu 12 W s ředěním (a), 10'3 (b) 10'4 
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U dalších parametrů nelze určit jasný trend, což můžeme vidět na obrázcích 16, 17 a 18. 

7 T 

doba ošetření (s) 

Obrázek 16: Graf závislosti velikosti inhibičních zón na době ošetření nízkoteplotním mikrovlnným 

plazmatem pro vzorek s ředěním 10~3 
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Obrázek 17: Graf závislosti velikosti inhibičních zón na době ošetření nízkoteplotním mikrovlnným 

plazmatem pro vzorek s ředěním 10~4 
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Obrázek 18: Graf závislosti velikosti inhibičních zón na době ošetření nízkoteplotním mikrovlnným 

plazmatem pro vzorek s ředěním 10'5 

Důvodem, proč nelze pozorovat jasný trend je fakt, že byl použit pochodňový výboj plazmatu 

s přímým prouděním plynu, který je nestabilní. N a rozdíl od výboje generovaného povrchovou 

vlnou, který byl využit v j iž zmíněné bakalářské práci [36], na kterou nepřímo navazuji. Zde 

byl výboj stabilní a docházelo k lineárnímu proudění plynu (viz Obr. 19). Docházelo tedy 

k lineárnímu zvětšování inhibičních zón s časem i s vyšším výkonem, což v tomto případě 

nebylo pozorováno [36, 37], 

V tomto případě bylo pozorováno turbulentní proudění (viz Obr. 19). Turbulentní proudění 

způsobuje, že nedošlo k ošetření menší definované plochy, ale došlo k ošetření větší plochy, 

ovšem s menší účinností. 

Výhodou je však to, že při turbulentním proudění dochází k většímu míšení argonu a kyslíku, 

což vede ke vzniku většího množství reaktivních částic plazmatu. V případě lineárního 

proudění se plyn rovnoměrně rozprostřel po povrchu, ale v tomto případě dochází k většímu 

počtu nárazů do stěn Petriho misky a tím k většímu míšení plynů. Sterilizace je tedy 

u turbulentního proudění vyšší zejména s vyšší délkou ošetření. Tento fakt lze pozorovat 

v rozdílných výsledcích předchozí práce a této práce. V předchozí práci [36] byly totiž obecně 
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naměřeny menší inhibiční zóny (zejména při delším ošetření plazmatem), což dokazuje tvrzení 

o vyšší sterilizaci při použití výboje s turbulentním prouděním. Tento fakt potvrzuje i tabulka 

2 (viz níže), kde jsou u 100x zředěné kultury uvedeny hodnoty z předchozí bakalářské práce, 

kde je koncentrace buněk c = 67700 C F U / m l [36] a u lOOOx zředěné kultury jsou hodnoty 

získané v rámci této bakalářské práce, kde je koncentrace ci = 117100 C F U / m l . 

Obrázek 19: Snímky výboje z rychlé kamery, (a) pochodňový výboj s přímým prouděním plynu, (b) 

výboj generovaný povrchovou vlnou pří průtoku argonu 6 l/mín a 12 W 

Tabulka 2: Rozdílná velikost ínhíbíčních zón v předchozí a této práci [36, 37] 

12 W 

lOOx zředěná kultura lOOOx zředěná kultura 

doba ozařování (s) průměrná velikost inhibiční zóny (cm 2) 

10 0,37 0,24 

30 0,59 0,71 

60 1,09 2,84 

120 1,66 4,62 
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Nicméně, biomedičínské aplikace většinou vyžadují plošné ošetření a nízkou teplotu. 

Vzhledem k míšení argonu a kyslíku, nedocházelo k takovému zvyšování teploty. Můžeme 

tedy tvrdit, že výboj, který byl použit v této bakalářské práci, by do budoucna mohl mít pro 

takové využití vyšší potenciál. 

5.1.3 Velikost inh ib ičn ích z ó n s č a s e m 

Dále bylo zjištěno, že po kultivaci po dobu 24 hodin byly inhibiční zóny větší, než po kultivaci 

po dobu 48 hodin. To lze pozorovat na obrázku 20, kde je čarou vyznačena inhibiční zóna, která 

byla naměřena po 24 hodinách a obrázek byl pořízen po 48 hodinách. 

Důvodem je to, že docházelo k zarůstání inhibičních zón. B y l o pozorováno, že inhibiční zóny 

zarůstaly zejména z kraje, kde docházelo buďto ke kolonizaci okolními buňkami nebo na kraji 

inhibiční zóny nedošlo k úplné inhibici kvasinkových buněk. Výjimečně bylo pozorováno, že 

došlo k nárůstu buněk i uvnitř inhibiční zóny (viz Obr. 21). Vzhledem k tomu, že inhibiční zóny 

zarůstaly zejména od krajů, můžeme tvrdit, že uvnitř inhibiční zóny došlo při ošetření 

plazmatem k dostatečné inhibici buněk. 

Obrázek 20: Zarůstání inhibiční zóny po 48 hodinách, která byla vytvořena působením plazmatu po 

dobu 120 s a výkonem 12 W, k zarůstání dochází z kraje inhibiční zóny 
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Obrázek 21: Zarůstání inhibiční zóny po 48 hodinách, která byla vytvořena působením plazmatu po 

dobu 120 s a výkonem 9 W, k zarůstání došlo i uvnitř inhibiční zóny 

Obecně můžeme tvrdit, že k zarůstání inhibičních zón uvnitř zóny dochází více s menším 

výkonem. S vyšším výkonem dochází k zarůstání inhibičních zón zejména zkraje. Tohle 

tvrzení lze pozorovat na obrazcích 20 a 21, kdy doba ošetření byla v obou případech 120 s. 

Rozdílem je výkon, při výkonu 12 W můžeme pozorovat zarůstání pouze z kraje a v případě 

výkonu 9 W pozorujeme zarůstání i uvnitř inhibiční zóny. K účinnější inhibici tedy dochází 

s vyšším výkonem. 
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6 Závěr 

Cílem této bakalářské práce bylo zjistit účinek mikrovlnného nízkoteplotního plazmatu na 

kvasinky. Teoretická část se zabývala charakterizací kvasinky Candida Glabrata, která byla 

pro účely této bakalářské práce vybrána jako modelový organismus. Následně bylo 

charakterizováno plazma, kde bylo detailněji popsáno nízkoteplotní plazma, které bylo 

předmětem této bakalářské práce. By lo zde popsáno i využití nízkoteplotního plazmatu 

v různých aplikacích, nejvíce však v medicíně. V další kapitole byly diskutovány články, jež se 

zabývaly podobnou tematikou a byl zmíněn i článek, který vzešel z bakalářské práce, se kterou 

byla data této bakalářské práce porovnávána. 

Druhou částí bakalářské práce byla experimentální část, výsledky a diskuze. B y l zde popsán 

průběh experimentu, kdy byly vzorky kvasinek Candida Glabrata ošetřeny plazmatem, 

a následně byly zkoumány velikosti inhibičních zón a jejich časová stabilita. B y l sledován v l iv 

tří parametrů, a to délka ošetření plazmatem, původní koncentrace vzorku a použitý výkon. 

B y l o zjištěno, že čím nižší byla původní koncentrace vzorků, tím větší byla velikost inhibičních 

zón. U času ošetření a výkonu nebyl nalezen žádný jasný trend, protože použitý výboj byl 

nestabilní. Ačkoliv jasný trend nalezen nebyl, bylo zjištěno, že když se využije turbulentní 

výboj plazmatu, tak došlo k vyšší sterilizaci. Díky turbulentnímu proudění totiž došlo k většímu 

míšení argonu a kyslíku, což vedlo k tomu, že se vytvořilo více reaktivních částic, které za 

sterilizací stojí. Dále bylo zjištěno, že nestabilní výboj plazmatu by mohl mít vyšší potenciál 

v biomedicinských aplikacích. Právě zmíněné míšení plynů zajišťuje to, že nedochází ke 

zvyšování teploty plazmatu, což je pro tyto účely žádoucí. 

Při ošetření kvasinek plazmatem s různým výkonem bylo zjištěno, že při vyšším výkonu 12 W 

dochází k účinnější inhibici, než při výkonu 9 W , kde docházelo k zarůstání i ve středu 

inhibičních zón. 

Sterilizační účinek mikrovlnného nízkoteplotního plazmatu na kvasinky byl prokázán. Dále by 

bylo zapotřebí dalších studií, kde by se zajistilo, aby tok plynu nebyl ovlivněn stěnami Petriho 

misek. Další možné experimenty na toto téma byly diskutovány a mohly by se stát předmětem 

diplomové práce, která by na tuto práci navazovala. A le j iž v tomto momentě můžeme říci, že 

využití plazmatu do budoucna vypadá slibně. 
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7 Seznamy 

7.1 Seznam použitých zkratek 

A I D S = Acquired Immune Deficiency Syndrom = syndrom získaného imunodeficitu 

C.albicans = Candida albicans 

C. glabrata = Candida glabrata 

C. kefyr = Candida kefyr 

C. krusei = Candida krusei 

C. parapsilosis = Candida parapsilosis 

C. tropicalis = Candida tropicalis 

C F U = colony-forming unit = jednotka tvořící kolonie 

D B D = dielectric barrier discharge = dielektrický bariérový výboj 

G P Y = glucose yeast peptone 

R O N S = reactive oxygen nitrogen species = reaktivní částice kyslíku a dusíku 

S. cerevisiae = Saccharomyces cerevisiae 

Sim = standard liter per minute = standardní litr za minutu 

Y G C = yeast extract glucose chloramphenicol 

Y P D = yeast extract peptone-dextrose 
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