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ABSTRAKT

Predmétem této bakalarské prace je studium tc¢inku nizkoteplotniho mikrovinného plazmatu na
kvasinky. Pro tyto ucely byla vybrana kvasinka Candida Glabrata. Sledovany jsou tfi
parametry, které maji razny vliv na velikost inhibi¢nich zon a jejich Casovou stabilitu. Je
zkouman vliv pocatecni koncentrace kvasinek, délka oSetfeni a velikost vykonu (9 W a 12 W).
Je pouzivan mikrovinny pochodiiovy vyboj. Pracovnim plynem je argon a po cely experiment
byl udrzovan konstantni pratok 5,0 Slm. Viditelny konec vyboje je pii experimentu v kontaktu
s povrchem vzorku.

V experimentalni casti bylo zjisténo, ze ackoli je pouzity mikrovinny pochodniovy vyboj
nestabilni, byl prokéazan jeho steriliza¢ni ti¢inek na kvasinky.

KLICOVA SLOVA

Candida Glabrata, nizkoteplotni mikrovlnné plazma, inhibi¢ni zony

ABSTRACT

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 Slm 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.
KEY WORDS

Candida Glabrata, 1ow temperature microwave plasma, inhibition zones
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1 Uvod

Kvasinky jsou pro cCloveéka jiz po fadu tisicileti velice uziteCné, vyuzivaji se zejména
v potravinaiském pramyslu pro vyrobu vina, piva nebo pekaiského drozdi. Mohou vsak byt
i velmi nevitané v momentg, kdy se v hotovém vyrobku projevuji jako skodlivé kontaminanty
nebo pokud se vyskytuji jako nezadouci patogeny, coz muze zpusobovat vice ¢i méné zavazna
onemocnéni [1].

V poslednich letech rapidné vzrostl vyskyt infekce zptisobené kvasinkami Candida Glabrata.
Dtvodem vzrustu této infekce je nartst imunosupresivni terapie spolu slécbou pomoci
antimykotik. Timto se C. glabrata stala druhou nejCastéjsi pricinou kandidoz (hned po
C. albicans). Problémem je i kontaminace potravin a vody kvasinkami [2, 3, 4].

Kandidozy tedy predstavuji pomérné zasadni medicinsky problém. Bézna lécba antibiotiky,
ackoliv je uspesna, prinasi fadu vedlejsich problému, naptiklad vysokou zatéz na organismus
nebo postupnou rezistenci kvasinek na antibiotika. Proto se zkoumaji moznosti vyuziti
nizkoteplotniho plazmatu, které ma pro tyto aplikace fadu vyhod. Nejdulezit€jsim aspektem
pro biologické aplikace je, jak uz z nazvu vypovida, ze nizkoteplotni plazma nezvysuje teplotu
opracovavanych materiald. Proto je nizkoteplotni plazma vhodné vyuZzit na kazi nebo

potraviny, nedochazi totiz k poSkozeni vlivem tepla, ani vlivem chemicky agresivnich latek [5].

Nizkoteplotni plazma muize byt tedy vyuzito v mediciné zejména pro zlepSeni hojeni ran nebo
sterilizaci zdravotnickych pomucek. Dale se v oblasti mediciny studuje vyuziti nizkoteplotniho
plazmatu v onkologii, kde by se pomoci plazmatu mohla zesilit imunogenni bunécna smrt [6,
7, 8].

Nizkoteplotni plazma by se mohlo vyuzivat i v ekologii a potravinarském pramyslu. Tato
vyuziti se zdaji byt velice slibnd, je vSak zapotiebi provést vice studii, to je ale potiebné
1 v oblasti mediciny [3, 4].

Tato prace se bude zaobirat studiem ucinku mikrovinného nizkoteplotniho plazmatu na
kvasinky, konkrétné tedy puajde o kvasinky C. Glabrata. Bude sledovana ucinnost
nizkoteplotniho mikrovinného plazmatu na inhibici kvasinek a budou méfeny vzniklé inhibicni

zony. Tyto vysledky budou nasledné diskutovany a porovnavany.



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Kbvasinky

Kvasinky jsou heterotrofni eukaryotni mikroorganismy, které se zarazuji mezi houby. Samotné
tedy netvori taxonomickou skupinu. Dosahuji velikosti 3 az 15 um. Tvar bunék je dan
predevsim rodovou prislu§nosti [1]

Buriky kvasinek jsou chemickym slozenim, funkci 1 stavbou velice podobné jinym
eukaryotickym buiikam. Nejvét§im rozdilem je, ze kvasinky maji pevné a silné bunécné stény,
které bunku chrani pted okolnimi vlivy [9].

Kvasinky se rozmnozuji jak vegetativné, tak pohlavné. Vétsina kvasinek se ale rozmnozuje
vegetativng, nejcastéji puCenim a méné Casto piicnym deélenim [10].

Co se tyCe vyuziti, tak se kvasinky vyuzivaji jiz fadu tisicileti zejména v kvasném pramyslu
napiiklad pfi vyrobé piva, vina, anebo pekaiského drozdi. Nékteré kmeny kvasinek v§ak mohou
byt potencialnimi lidskymi patogeny, anebo mohou byt nezddoucimi kontaminanty nékterych
prumyslovych vyrob (ke kontaminaci v primyslové vyrobé dochazi zejména kvasinkami, které

velice dobfe rostou v prostiedi se zvySenym obsahem cukrt a soli) [1, 11].
2.1.1 Patogenni kvasinky

Patogenni kvasinky zapficinuji mnoha onemocnéni. Tyto choroby jsou fazeny mezi mykozy
a blizsi nazev zavisi na misté u€inku a také na typu mikroorganismu, ktery zapficinil dané
onemocnéni [12].

Kvasinky mohou zptusobovat razné choroby. Jedna se napiiklad o onemocnéni kuze
(dermatomykozy), organt, usi (otomykozy) nebo nehtd (onychomykozy) [12].

Jak uz bylo zminéno, choroby se rozdéluji podle toho, jaky druh kvasinek onemocnéni zptsobil.
Takze naptiklad choroby, které byly zapfi¢inéné rodem Candida, se nazyvaji kandidozy
(podrobnéji nize). Ty, které jsou zapii¢inéné rodem Cryptococcus se nazyvaji kryptokokozy
a choroby zapficinéné rodem 7orulopsis jsou torulopsidozy a podobné.

Dulezité je zminit, Ze ne vSechny kvasinky jsou patogenni. Patogennimi kvasinkami jsou jen
urcité rody kvasinek. A navic jen nékteré druhy danych rodi. Nejcastéji se setkavame napiiklad

s Candida albicans nebo s Cryptococcus neoformans [12].



2.1.2 Candida glabrata

Pro ucely této bakalarské prace byla vybrana jako modelovy organismus kvasinka Candida
Glabrata, proto bude v této kapitole popsana detailnéji.

Candida glabrata (viz Obr. 1) se tfadi spolu s dal§imi druhy rodu Candida do ttidy Fungi

Imperfecti, tadu Moniliales a do Celedi Cryptococcaeae [2].

Obrazek 1: C. glabrata pod elektronovym mikroskopem [13]

C. glabrata je nedimorfni kvasinka, kterd se vyskytuje jako mal4 blastokonidie. V fadé
vlastnosti je C. glabrata odlisna od ostatnich druh@i rodu Candida. Naprtiklad jako jedina
nevytvaii pseudohyfy nad teplotou 37 °C. V porovnani s C. albicans, s kterou se porovnava
nejcastéji, tvoii mensi blastokonidie (viz Obr. 2) a kolonie jsou jiné barvy (C. albicans vytvati
zelené nebo modro zelené kolonie, C. glabrata vytvaii krémové zbarvené, rizové nebo fialové
kolonie). Dillezitym rozdilem je také to, ze C. glabrata ma haploidni genom, kdezto C. albicans

ma genom diploidni [2, 14].
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Obrazek 2: Porovnani velikosti blastokonidii, zleva C. albicans, C. glabrata [2]

Dalsim rozdilem C. glabrata a C. albicans jsou jejich biochemické reakce. C. glabrata je
schopna fermentovat a asimilovat pouze glukozu a trehaldzu na rozdil od C. albicans, ktera je

schopna fermentovat a asimilovat velkou Skalu sacharid vCetn€ sacharozy [14].

Jak bylo uvedeno vySe, C. glabrata se od C. albicans li§i tadou vlastnosti. To vede
k zajimavému faktu, ze C. glabrata se vice podoba Saccharomyces cerevisiae nez

C. albicans [14].
2.1.2.1 Patogenita

Dftive byla C. glabrata zatazovana jako relativné nepatogenni saprofyt. Jen ojedinéle u ¢loveka
zpusobovala néjaké vazngjsi infekce. Bohuzel nartstajici imunosupresivni terapie spolu
s antimykotiky vedla k tomu, ze vyskyt infekce zptsobené C. glabrata rapidné vzrostl, a tim se
C. glabrata stala druhou (né€kdy uvadéno tfeti) nejCastéjsi pricinou kandidéz (hned po
C. albicans) [2].

Mykozy, které jsou zpusobeny rodem Candida vykazuji Siroké spektrum klinickych projevi.
Nejcastéji jde o povrchni infekce kiize ¢i sliznic, ale muze dojit k hlubokym velmi rozsifenym
zavaznym infekcim, jako je tomu u invazivni kandidozy [6].

Invazivni kandidoza je velice vaznou komplikaci zejména u onkologickych pacientd ¢i
pacientd, ktefi trpi poruchou imunity z riznych divodu. Nejcastéji je za priCinou invazivni
kandidozy C. albicans, ktera dobfe reaguje na flukonazol (antimykotikum). Problém ale
nastava, pokud je pficinou C. glabrata nebo jiné kvasinky rodu Candida, které jsou na

flukonazol rezistentni [15].
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Bézné se ale druhy Candida vyskytuji v mikrobioté sliznice ustni dutiny, v travicim traktu ¢i
v pochvé jedinct. U zdravych lidi jsou komenzalni (vztah mezi dvéma jedinci, kdy jeden neni
ovlivnén a druhy ma ze vztahu prospéch), ale mohou zpusobit systémové infekce, pokud
u jedince dojde ke snizeni €i poruSe imunity. Kandidové infekce piedstavuji nejCasté)si
plisiiové infekce u pacienti s AIDS (Acquired Immune Deficiency Syndrom, tj. syndrom

ziskaného imunodeficitu), coz muze mit za nasledek Spatnou absorpci medikace [6].

Kandidova infekce se bud'to mize vyvinout endogenné, anebo se na pacienta mize prenést
z vnéjSiho prostfedi (exogenni cestou). Pokud dojde k oslabeni jedince, tak druhy Candida,
které se normalné€ vyskytuji v mikrobioté hostitele, se zacnou chovat jako oportunni patogeny
(jsou podminéné patogenni). Z vnéj§iho prostiedi dochazi k prenosu prostiednictvim rukou

anebo kontaminovaného zdravotnického materialu, jako jsou naptiklad katétry [6].
2.1.2.2 Virulence [2]

Relativné nepatogenni povaha C. glabrata u zvitecich modela vede k tomu, ze by C. glabrata

e, e

vyskyt infekce zptusobené C. glabrata v poslednich letech rapidné€ vzrostl.

U mnohem podrobnéji prostudované kvasinky C. albicans je znamo nékolik virulentnich
faktort, které prispivaji k patogenité. Tyto virulentni faktory zahrnuji adherenci na epitelialni
1 endotelialni bunky, produkci proteinazy, produkci pseudohyf a hyf, fenotypovou zménu,
produkci fosfolipazy a dalsi. Pokud je tedy C. glabrata malo virulentni, tak by k tomu mohlo
prispivat to, ze nevytvaii nad 37 °C pseudohyfy. Tvorba hyf vede u C. albicans naptiklad
k vy§si pfilnavosti.

Bylo dokazano, ze 1 izolovana C. glabrata je schopna produkce proteinazy, ktera vSak nebyla
blize specifikovana (na rozdil od C. albicans). Adherence (ktera je velice dulezitym faktorem
virulence) je ovlivilovana tvorbou hyf, ale i napfiklad hydrofobicitou bunécného povrchu.
Hydrofobicita bunééného povrchu je totiz ovlivilovana prostiedim a muze ovlivnit pfilnavost
kvasinky. Hydrofobicita bunécného povrchu je téméf shodnd jak u C. albicans, tak
u C. glabrata. Zajimavé je, ze C.glabrata je méne ovlivnitelna a méné citlivd na

environmentalni faktory.

Co se tyce testi adherence na vaskularni endotel in vitro, tak C. albicans prokazuje nejvyssi

adherenci a C. glabrata nejnizsi spolu s C. parapsilosis a C. kefyr.
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Dal$im zmifovanym atributem virulence byla tvorba fosfolipdz, ktera vede ke zvySeni

patogenity u C. albicans. U C. glabrata vsak nebyla aktivita fosfolipaz studovana.

Také je faktorem virulence u C. albicans tzv. fenotypové piepinani. To je fenotypova
nestabilita, ktera kmenim umoziuje ménit fenotyp, aniz by doslo k ovlivnéni genotypu. Ke
zméné fenotypu muze dojit i u C. glabrata. Je zajimavé, ze tento jev se tedy projevuje, jak
u nedimorfnich organismd, tak i u haploidnich organisma. Nicméné u C. glabrata neni znamy
vztah virulence se zménou fenotypu. Pokud by ale vztah mezi fenotypovym piepinanim

a virulenci byl prokazan, mohlo by to hrat roli v pfi¢in€ symptomatickych infekci.
2.1.2.3 Biofilmy

Tvorba biofilmu u nékolika druhti rodu Candida ptispiva k patogenité. Nekolik studii
prokazalo, ze mikroorganismy se na tkanich hostitele (ale 1 na protézach, katétrech, ¢i jinych
povrsich) téméf nevyskytuji samostatné, ale nej¢asteji se nachazi ve skupinach, které vytvari
multicelularni spolecenstvi [6].

Prvnim krokem pfi tvorbé biofilmu je to, ze dochazi k adhezi mezi bunikami kvasinky
a povrchem. Povrchem mohou byt hostitelské buiiky nebo se mize jednat o povrch z jiného
materialu. K adhezi tedy dochazi jak na povrch bioticky, tak i na povrch abioticky. Vazba mezi
buikami a materidlem je zprostiedkovana naptiklad hydrofobnimi nebo elektrostatickymi
interakcemi, ale 1 specifickymi interakcemi, konkrétné vazbou mezi adhesinem a ligandem [6].
Biofilmy jsou specifické a usporadané spolecenstvi bunék, nejedna se o nahodné usporadani.
Typickym druhem, ktery tvoii biofilmy je C. albicans. Dale vSak dokaze tvofit biofilmy
napiiklad i C. glabrata nebo C. tropicalis. Biofilmy ruznych druha se vSak lisi podle vnéjsich
podminek. Obecné matrice biofilmu obsahuje sacharidy, proteiny, fosfor a také hexosaminy
[6].

Jak bylo zminéno, tvorba biofilmu pfispiva k patogenité. Divodem je to, ze biofilmy jsou
odolné vuci antifungalni 1écbé a odolavaji i imunitni reakci hostitele. To vede k tomu, ze

infekce, které jsou spojené s tvorbou biofilmu, jsou bohuzel velmi obtizné l1éCitelné [6].

U C. glabrata je tvorba biofilmu nejzavazné&j§im faktorem virulence. Klinicky izolovana
C. glabrata vytvaii kompaktni strukturu biofilmu ve vice vrstvach. Matrice biofilmu obsahuje

proteiny, sacharidy a ergosterol. Adheze je zde zprostfedkovana epitelialnimi adheziny [14].
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Problémem je, Ze se biofilmy mohou tvofit i na abiotickych povrsich, tedy i na zdravotnickych
zafizenich ¢i pomuckach, coz vede k prenosu onemocnéni na ¢lovéka (jak jiz bylo zminéno
vyse). Konkrétne infekce, které jsou zpusobeny infikovanym katétrem, vedou k infekcim
krevniho feci§té. Biofilmy se ale mohou vyskytovat i na kontaktnich ¢ockach nebo na protézach
[6, 14].
Na obrazku ¢islo 3 je snimek biofilmu C. glabrata pomoci elektronového rastrovaciho
mikroskopu [16].

(A) cf;gﬁ

Obrazek 3: Biofilm C. Glabrata, (A) faze adheze, (B) po 24 hodindch [16]

2.1.2.4 Rezistence

Antifungalni rezistence jde rozdé€lit na dvé kategorie — klinicka rezistence a in vitro rezistence.
Klinicka rezistence znac¢i nedostatecnou klinickou odpovéd na pouzitou antifungalni latku.
Pticin je n€kolik. Velice Casto ale dochazi ke klinické rezistenci u pacienta trpici AIDS, kdy
ani vysoké davky antifungalnich 1é¢iv nejsou schopny pacienta vylécit. In vitro rezistence se
poté rozdé€luje na primarni a sekundarni. Pokud je organismus pfirozené rezistentni
k antifungalni latce, jde o primarni rezistenci (napf. rezistence na flukonazol u C. krusei).
Sekundarni rezistence, neboli ziskana rezistence, nastava, pokud se infekce stane rezistentni na
dané Iécivo [2].

K rezistenci pfispivaji 1 jiz zminéné biofilmy, které brani proniknuti antifungalnich léCiv,
protoze dokazi vytvorenim difizni bariéry vazat nabité molekuly antibiotik [6].

C. glabrata je rezistentni vuc¢i fadé antifungalnich 1éCiv, jako jsou Echinokandiny,
Amfotericin B nebo azolova antimykotika aj. Nicméné antifungalni rezistence je zavaznéjsi,

pokud se nevyviji jen rezistence vuci podanému léCivu, ale i vaci jinym chemickym
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slouceninam. C. glabrata je proto velkou hrozbou, je totiz schopna rychle ziskavat rezistenci

vuci raznym tfidam 1éCiv a dochazi ke zkiizené rezistenci [6].
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2.2 Plazma

Plazma je oznacovano jako ctvrté skupenstvi hmoty. Naprosto se lisi jak od plynu, tak od
kapalin — ma zcela rozdilné vlastnosti. Pokud je plynu dodavana energie, dojde k jeho ionizaci
a latka se stane plazmatem. V plazmatu se nachazi volné nosiCe naboje, a proto reaguje
s magnetickym 1 elektrickym polem. Ackoliv se na Zemi setkadvame s plazmatem minimalng,
ve vesmiru je zastoupeno ve velké mife. V bézném zivote se setkdvame s plazmatem nejcastéji
u zarovek a vybojek. Plazma je cCasto vyuzivano v mikroelektronickém, papirenském

i v textilnim prumyslu [17, 18].
2.2.1 Zakladni terminologie

Plazma rozdélujeme na slabé a silné ionizované. Rozdéleni na zakladé ionizace vypovida
o fyzikalnich vlastnostech plazmatu. Dale muzeme plazma rozdélit na vysokoteplotni

a nizkoteplotni [17].

Slabé ionizované plazma je takové, kde je koncentrace nabitych Castic oproti koncentraci
neutralnich molekul zanedbatelna. Naopak u silné ionizovaného plazmatu je zanedbatelna

koncentrace neutralnich molekul oproti koncentraci nabitych Castic, ktera prevlada [17].

Rozdéleni plazmatu na vysokoteplotni a nizkoteplotni je pouze konvencni. Mezi timto
rozdélenim neexistuje ostra hranice, jako tomu bylo u siln€ a slabé ionizovaného plazmatu.
Z praktického hlediska ale urCujeme, ze pokud je stfedni energie nabitych castic vétsi jak

100 eV, tedy teplota je vyssi jak 1 MK, tak se jedna o vysokoteplotni plazma [17].
2.2.2 Vyznamné vlastnosti plazmatu

Nejvyznamnéjsi vlastnosti plazmatu je, ze je elektricky vodivé. Vodivost je zptisobena tim, ze
plazma obsahuje volné elektrické naboje (viz Obr. 4). Jak dobfe dokaze plazma vést elektricky
proud, zavisi na stupni ionizace plazmatu. Vodivost nariista se zvySujici se koncentraci nabitych
castic. AvSak u siln€ ionizovaného plazmatu nezavisi pouze na tomto kritériu, ale zavisi i na
teploté. Presnégji, elektricka vodivost zavisi i na teploté elektront, tedy na jejich stfedni
kinetické energii, a to s exponentem 3/2. Z toho vyplyva, ze plazma muze byt pfi vysokych
teplotach velice dobfe vodivé. Dokonce muze byt vodivost plazmatu lepsi nez vodivost
nékterych kovovych vodicu. Elektricka vodivost plazmatu je vyznamna pro vyuziti v fadé

raznych aplikaci [17].
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Diky vodivosti na plazma pusobi i magnetické pole. Lorentzova sila plisobi na volné elektrické
naboje v plazmatu a brani v kolmém pohybu na magnetické silocary. Tohoto jevu se da vyuzit

pro uchovani vysokoteplotniho plazmatu [17].

+ +
+ - _  +
+ = -+
I @
+ - -+
+ -+
+ 4 o+

Obrazek 4: Polarizace plazmatu v okoli kladného naboje [17]
2.2.3 Nizkoteplotni plazma

V nizkoteplotnim plazmatu jsou na vysokou energii excitované pouze elektrony, ale ionty
zustavaji teplotné blizké svému okoli. Tento fakt umoziiuje vyuziti nizkoteplotniho plazmatu
napf. v biomedicinskych aplikacich. Vaze se s tim totiz fada vyhod. Prvni vyhodou je to, ze
plazma nezvysuje teplotu opracovavanych materiali a ani neznecistuje povrch chemicky
agresivnimi latkami. Dal§i vyhodami jsou, Ze nizkoteplotni plazma nadm umoziiuje opracovat
lokalné velké plochy, které neni mozné umistit do uzavieného prostoru a také to, ze pfi aplikaci
nevznikaji zadné vedlejsi produkty. Nezanedbatelnou vyhodou je i to, Ze investice a provozni
naklady nejsou vysoké [5].

Vyhodou 1é¢by nizkoteplotnim plazmatem je fakt, ze dochazi k velice malému poskozeni
lidskych bunék a t€la. Dalsi vyhodou je, Ze na rozdil od jinych Cisté chemickych postupt
nedochazi k rezistenci [19].

Velice dobfe prozkoumanym a slibnym zdrojem nizkoteplotniho plazmatu je kINPen (viz
Obr. 5). Jedna se o radiofrekvencné buzeny argonovy plazmovy paprsek, ktery funguje za
atmosférického tlaku. Je velice vhodny pro biomedicinské aplikace skrze jeho tvar a snadnou

manipulaci s nim [20].
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Obrazek 5: kINPen [20]
2.2.4 Druhy plazmovych vyboju

Plazmovych vybojl existuje cela fada. Lisi se tim, jak byly vytvoreny, a také svymi vlastnostmi.
Kazdé maji urcitou aplikaci a pro kazdou aplikaci by mél byt vhodné pfizptisobeny plazmovy
vyboj. V této kapitole je uvedeno nékolik zakladnich druhii plazmovych vyboju, které se Casto
vyuzivaji v biomedicinskych aplikacich.

2.2.4.1 Korénovy vyboj

Korénovy vyboj vznikd v nehomogennim elektrickém poli, které vznikd mezi dvéma
elektrodami. Alesponl jedna z elektrod musi mit maly polomér ktivosti, tedy musi byt Spicata.
Diky tomu vznika v okoli elektrody s malym polomérem kiivosti elektrické pole s vysokou
intenzitou. Pfi dostate¢né intenzit€ pak dochazi na elektrodé¢ k lokalnim elektronovym lavinam
a k lokalnimu prarazu. Vizualné€ pak miuzZeme pozorovat slabé svitici prostor okolo elektrody

obklopeny tmavou vnéjsi oblasti (viz Obr. 6) [5].

Obrazek 6: Koronovy vyboj [5]
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2.2.4.2 Plosny dielektricky bariérovy vyboj

Plosny dielektricky bariérovy vyboj (DBD, tj. dielectiric barrier discharge) vznikd mezi dvéma
elektrodami mezi kterymi se nachazi kromeé plynu 1 vhodna dielektricka vrstva, ktera zabraiuje
prechodu nabitych castic. Dielektricka bariéra mtze byt napfiklad ze skla, kiemene nebo z
keramiky. Podoba se koronovému vyboji, ale rozméry elektrod mohou byt vétsi a vzdalenost
mezi nimi je mala (viz Obr.7). Plosny dielektricky bariérovy vyboj je vhodny pro upravu
vétsich ploch [5].

Obrazek 7: Plosny dielektricky bariérovy vyboj [5]
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2.2.4.3 Doutnavy vyboj

U doutnavého vyboje je nutné, aby doslo k vytvoreni lavinové ionizace. Elektron, ktery je
urychlen v elektrickém poli, je ionizovan. lonty, které dopadaji na katodu, musi mit dostate€nou
energii, aby doslo k sekundarni emisi elektronii z katody. Doutnavy vyboj je vyuzivan
napiiklad v osvétlovaci technice nebo pro upravu znecisténych plyna [21].

Doutnavy vyboj je slozen ze tifi zakladnich vrstev — katodové vrstvy, kladného sloupce
a anodové vrstvy (viz Obr. 8). Kde elektrony maji u anody nejvétsi kinetickou energii, a proto

dochazi k ionizaci a excitaci praveé v této oblasti [21].

SSiDTove kladny sl anoda
: Ul adny sloupec
katoda doutnavé svétlo y P

< >

> < >
katodova Faradayuv temny anodové
vrstva prostor doutnaveé svétlo

Obrazek 8: Doutnavy vyboj s viditelnymi typickymi vrstvami [21]
2.2.4.3 Plazmova tryska

Velice Casto vyuzivanym zdrojem nizkoteplotniho plazmatu je plazmova tryska. Jde o dvé
elektrody, které jsou postavené naproti sobé a vznikd mezi nimi podobny elektricky vyboj jako
u DBD. Rozdilem je ale to, ze proudici plyn strhava castice plazmatu do prostoru, ¢imz se

vytvati dojem trysky, jak je vidét na obrazku 9 [5].
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Obrazek 9: Plazmova tryska [5]

2.2.4.4 Mikrovlnna plazmova tryska

Mikrovlny jsou elektromagnetické viny, které maji frekvenci mnohem vy$si, nez je frekvence
u radiofrekvencnich vyboju. V mikrovinném vyboji ma plazma vyssi elektronovou hustotu nez

plazma ziskané stejnosmérnym a vysokofrekven¢nim vybojem [22].

Mikrovinna plazmova tryska bude pouzita v experimentu, a proto bude detailnéji uvedena

v kapitole 4.
2.2.5 Sterilizace plazmatem

Sterilizace je proces, pii kterém dochazi k odstranéni veskerych mikroorganismu. Sterilizacni
postupy byvaji nejcastéji fyzikalni povahy. Sterilizace 1ze provadét mnohymi zpusoby, a to
i plazmatem. Vyhodou sterilizace pomoci plazmatu je netoxickd povaha plazmatu, pomérné
nizka teplota (neptevysi 50 °C) a neposkozeni sterilizovaného materialu [23, 24].

Za sterilizaci pomoci plazmatu stoji nékolik faktort, které spolupiisobi. Nicméné nejdulezitéjsi
roli pfi destrukci mikroorganismu hraje vliv volnych radikalt [24].

Béhem sterilizace pomoci plazmatu dochazi ke vzniku radikald diky excitaci a disociaci.
Presnéji jde o reaktivni Castice kysliku a dusiku (RONS, tj. Reactive oxygen nitrogen species),
nejcastéji radikaly NO a OH. Nejsilngjsi je radikal OH, ktery je vSak extrémné reaktivni a jeho
zivotnost je tedy velice kratka (107 s). Nicméné je schopny neselektivné interagovat skoro se
vSemi biomolekulami, coz vyvolava fadu biologickych ucink jako napf. indukovani

oxidacniho stresu v mikrobech. DalSim prvkem, ktery je generovany plazmatem je H202, ktery
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je povazovan za dlouhodob€ pusobici antimikrobialni ¢inidlo. Nekteré studie jesté uvadéji, ze
dochazi k inaktivaci mikroorganismti pomoci peroxynitrilu, ktery je generovany kontinualné
z peroxidu vodiku a dusitanu. ZvySené hladiny peroxynitrilu vedou kbunécné smrti

prostfednictvim apoptozy nebo nekrozy [24, 25, 26].
2.2.6 Aplikace plazmatu
2.2.6.1 Aplikace plazmatu v mediciné

V poslednich letech se nizkoteplotni plazma vyuziva i v mediciné. Plazma se mize vyuzit pro
oSetieni 1ékarskych materiala Ci zafizeni, ale maze se vyuzit i pti 1écbé zivych bunék napf. pri
oSetfeni kize. Behem poslednich let je zkoumana zejména interakce plazmatu prave s zivymi
burikami, kde diky tomu miZze dochazet k inhibici nebo stimulaci bunécnych funkci, atim
padem je plazma mozné vyuzit i pro terapeutické tcely. Jednou z dilezitych vyhod vyuziti
plazmatu je fakt, ze se jedna pouze o povrchové oSetfeni a neporusuji se vlastnosti materialu
[27].

Co se tyce terapeutickych aplikaci, tak se plazma da vyuzit pro oSetfovani napt. atopického
ekzému, ran a jizev [28].

Pfi oSetfeni atopického ekzému nizkoteplotnim plazmatem za atmosférického tlaku, bylo
zjisténo, ze se zmirnil pocit svédéni, celkoveé se ekzém zlepsil a nebyly pozorované zadné
vedlejsi ucinky. Nicméné bylo prokazano, ze ke zmirnéni pocitu svédéni dochazi i pfi pouziti
placeba. Zda se tedy, ze by oSetieni plazmatem mohlo mit dobré ucinky, ale je jesté zapotiebi
vice studii [28].

U hojeni ran bylo také prokazano zlepSeni po oSetieni plazmatem. Prikladem je studie [28],
ktera se zabyva prave oSetfenim ran pomoci plazmatu. V této studii bylo vybrano 14 pacientd,
kde 7 z nich bylo oSetfovano standardni péci a dalSich 7 bylo oSetfovano jak standardni péci,
tak plazmatem. U obou piipada doslo ke zmenseni velikosti viedu o 50 %, nicméné v piipade
oSetieni plazmatem se rana zmensila rychleji, a dokonce byla i mensi (5,30 ¢m? pii standardnim
oetfeni, 3,40 cm? pii oetfeni s plazmatem). Dokonce byl ve skuping, kde byla rana o3etfovana
plazmatem pacient, u kterého doslo k tplnému uzdraveni viedu. Ptiklad uspéSného hojeni rany
je uveden na obrazku cislo 10. Studie ukézala, ze kdyz se rana oSetii plazmatem, dochazi

k vyznamnému snizeni bakterialni zatéze v rané [28].
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(a)

Obrazek 10: OSetrent rany nizkoteplotnim plazmatem za atmosférického tlaku, (a) rana pred

oSetienim, (b) rdna po osetreni [28]

V poslednich letech se kromé vyuziti plazmatu pfi hojeni ran nebo v dermatologii zkouma
1 vyuziti plazmatu v onkologii. V soucasné dobé se vyzkum soustfedi na specifické vyuziti
plazmatu pro eradikaci rakoviny nebo alespori pro selektivni redukci rakoviny, a to pomoci
zesileni imunogenni bunécné smrti (tj. bunééna smrt, ktera vede ke stimulaci imunitniho
systému) [7, 8].

Bylo dokéazano, ze pii lokalnim oSetifeni pomoci plazmatu dochéazi k inaktivaci jednotlivych
vrstev rakovinnych bunék. Realné se zda vyuziti plazmatu jako podpirné 1écby spolu
s chirurgickymi resekcemi nadort, kde by mohlo dojit k oSetfeni mista plazmatem tam, odkud
byl nador odstranén. Doslo by totiz k inaktivaci ptipadnych zbylych rakovinnych bunék.
Dal§im slibnym vyuzitim je aplikace plazmatu pii 1é¢bé melanomu. Melanomy se obvykle
vyskytuji na kizi a jsou velice nachylné k imunogennim terapiim. Navic je kiize velmi dobfe
pfistupna pro aplikaci plazmatu. Proto muze dojit diky aplikaci plazmatu spolu s imunoterapii
ke zvySeni ucinnosti 1é¢by. Kromé toho je to na rozdil od chemoterapie, ktera se bézné pouziva,
pouze lokalni 1écba. Je to tedy mnohem méné zatézujici pro jiz tak zeslably organismus [7].
Jak uz bylo ale nastinéno vySe, predpoklada se, ze 1écba pomoci plazmatu nebude jedinou
terapeutickou moznosti v 1écbé rakoviny, ale bude soucasti kombinovanych terapeutickych
strategii, jako je napfiklad uvedena chirurgicka resekce nadoru nebo imunoterapie [7].
Dulezité je zminit, ze nez dojde k aplikaci plazmatu v medicing, tak je nutné zodpovedét otazky
ohledn¢ bezpecCnosti pouziti. Musi byt totiz prokazano, zda je oSetfeni skute¢né selektivni vici
rakovinnym burikam a jestli nedochazi k poskozeni zdravé tkané v dusledku inaktivace

rakovinnych bunék. Dal§im zasadnim problém je, ze v okrajové zon€ dopadu plazmatu muaze
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dojit ke zrychleni rtstu a proliferaci rakovinnych bunék, coz by v kone¢ném dusledku vedlo
k tvorbé metastaz. Ackoli tento problém prvni in vitro studie vyvratila [29], je zapotiebi tuto
otazku jesté vice proveéfit. Dale nékteré in vivo studie prokazaly [30, 31], ze lécba pomoci
nizkoteplotniho plazmatu muze vést ke zvySeni okysliceni tkani a mize dojit k modulaci
prutoku krve. Tento fakt by na jednu stranu mohl vést k podpofe ristu metastaz, na druhou
stanu by ale mohl zvysit uCinky radioterapie a chemoterapie pii kombinované 1éc¢bée. Je tedy
dulezité, aby se touto problematikou zabyvalo vice studii a zjistily se veskeré vyhody

a nevyhody vyuziti nizkoteplotniho plazmatu pro 1écbu rakoviny [7].

Dalsi cestou je nepfimé vyuziti plazmatu pomoci takzvané plazmatem aktivované vody.
Nepiimé vyuziti je to proto, ze nedochazi k pfimé interakci mikroorganisma s plazmatem.
Nejdfive je totiz plazmatem oSetfena voda a mikroorganismy jsou této plazmatem aktivované
vodé nasledné vystaveny. Uginky takto oSetfené vody jsou zalozené zejména na pritomnosti
RONS, které pusobi antimikrobialné. Rozdilem oproti pfimému oSetfeni plazmatem je, ze
nedochazi k a€inku UV zafeni a elektrickych poli. Plazmatem aktivovana voda dokaze velice
dobfe zabijet mikroorganismy i1 rakovinné burky. Jednou z moznosti je ji vyuzit jako
dezinfek¢ni prostiedek (musi vSak dojit ke srovnani sbéznymi prostiedky iz hlediska
ekonomiky). Dalsi slibnou aplikaci je vyuzit takto oSetfenou vodu pro vyplach bficha v pfipadé
peritonealnich nadort, kdy je znemoznéna chirurgicka a radiac¢ni 1écba a vyplach pomoci
chemoterapeutickych 1éki ma fadu vedlejSich ucinkd. U tohoto vyuziti je vSak opét zapotiebi
dal§iho vyzkumu a vyfesit otazky ohledné ekonomického a efektivniho zachazeni. I pres
nekolik nezodpovézenych otazek se zda, ze by nepfimé vyuziti plazmatu mohlo mit velice

slibnou budoucnost [7].
2.2.6.2 Aplikace plazmatu v ekologii

V poslednich letech se pozornost upina i na vyuziti plazmatu v ekologii. Jedna se zejména
o dekontaminaci vody, kde dochazi k degradaci riznych latek. Z vodnych roztoki mohou byt
odstranény napiiklad pesticidy nebo mohou byt odstranéna textilni barviva, kterd vodu
znecCistila. V téchto pripadech je nejvice vyuzivano plazma s dielektrickym bariérovym
vybojem [3, 32].

Vyhodou dekontaminace vody plazmovymi technikami je fakt, ze nedochazi ke zvySeni
teploty, neméni se pH a nezahrnuje to zadné externi oxidanty. To umoziiuje opétované oSetieni

odpadnich vod. Je ale nutné, aby u této techniky byla vice prozkoumana kinetika, toxicita
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vzniklych latek a energeticka ti€innost. Soucasné je ale nejvét§im problémem spotieba plynu,
na ¢emz se pracuje a zkouma se vhodna alternativa smési plynut, v idealnim piipad€ vzduchu.

V laboratornim méfitku ale vypada degradace nezadoucich latek pomoci plazmatu velice slibné

[3].
2.2.6.3 Aplikace plazmatu v potravinarském prumyslu

Kvasinky jsou pomérné Castym kontaminantem raznych potravin, proto je dulezité zminit
i aplikaci plazmatu v potravinaiském pramyslu.

Kvalita a bezpecnost potravin je v této dobé velmi dilezita. Na oba aspekty jsou kladeny vysoké
naroky a jsou piisn¢ hlidany. Organizace pro vyzivu a zemédélstvi (Food and Africulture
Organization of the United Nation, FAO) odhaduje, ze asi 25 % potravin je kontaminovano
nezadoucimi chemikaliemi, jako jsou pesticidy, mykotoxiny a nezadouci mikroorganismy. Ke
kontaminaci jidla Zzivoci$ného puvodu (mléko, vejce, ...) dochazi zejména kvili
kontaminované potravé zivocicht. U jidla rostlinného ptvodu dochazi ke kontaminaci pred
nebo po sklizni riznymi zpusoby [4].

Kontaminaci se da predchazet riznymi postupy, anebo dochazi k detoxikaci chemickymi
postupy, mozna je ale i detoxikace plazmovymi technologiemi. Uprava potravin pomoci
nizkoteplotniho plazmatického vyboje vede ke snizeni poctu nezadoucich mikroorganismi na
jejich povrchu. Diky plazmatu mize dojiti k rozkladu nezadoucich chemickych slouenin, jako
jsou jiz zminované pesticidy nebo mykotoxiny [4].

Osetfeni potravin pomoci plazmatu je velice slibné v laboratornim méfitku. Nicméné expanze
do potravinafského pramyslu neni tak velka, jak by se ocekavalo, protoze je zde nékolik
nezodpovézenych otazek. Otazkou je, jaké produkty vznikaji pfi rozkladu mykotoxinu ¢i jinych
chemickych sloucenin. Rozlozené latky by totiz mohly byt skodlivejsi nez pavodni
mykotoxiny. Dalsi otazkou je, zda se pti 1€cbé plisni nebudou vylu¢ovat mykotoxiny. Nicméné

vyzkum je nadéjny a bude dale pokracovat [4].
2.2.7 Interakce plazmatu s kvasinkami

Jak jiz bylo zminéno vySe, plazma ovliviiuje vlastnosti zivych bunék. Zalezi vSak na dobé
expozice plazmatu a na typu buiky. Neékolik studii se vénuje interakci plazmatu

s prokaryotickymi bakterialnimi buiikami, bohuzel interakce plazmatu s kvasinkami dosud nenti
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tolik prozkoumana. Bylo vSak dokéazano, ze baktericidni ucinek je vétsi nez analogicky
fungicidni ucinek [33, 34].

Podrobné studovanou kvasinkou pro pochopeni vSech déju pfi interakci plazmatu s kvasinkami
je Sachcaromyces cerevisiae. S. cerevisiae byla zvolena proto, ze je to vhodny eukaryoticky
model, ve kterém lze tesit veskeré aspekty ucinku plazmatu na eukaryotickou buiiku, a to by
tedy mohlo umoznit pochopit i G¢inky plazmatu na slozitéjsi bunky savca [33].

Osetfeni nizkoteplotnim plazmatem vyvolava nékolik typt bunécnych strestu v kvasince. Zda
se, ze je to vyvolané pritomnosti reaktivnich Castic, napt. reaktivnich forem kysliku nebo
dusiku. Tyto reaktivni Castice reaguji s bunéénymi slozkami, coz vede k jejich poSkozeni, a to
nejspise prispiva k usmrceni builkky. Pomoci elektronového rastrovaciho mikroskopu byly
pozorovany buriky kvasinky S. cerevisiae, kde bylo zjisténo, ze po oSetfeni plazmatem dochazi
ke zmén€ v morfologii bun€k a ke zméné bunécné stény. Pfi oSetfeni plazmovym paprskem
He/O2 byly pozorovany nejzavaznéj§i zmeény, pokud byly kvasinky oSetfeny ve vodé. Méné
zavazné zmeény byly pozorovany ve fyziologickém roztoku a nejmirngsi zmény byly
pozorovany v YPD (tj. zivna puda zkvasni¢ného extraktu, peptoni a dextrézy). Tyto
pozorované zmeny odpovidaji mife preziti kvasinek. Bylo totiz zji§téno, Ze nejnizsi mira preziti
je u bunék, které byly oSetfené ve vodeé. Men§i ucCinek byl pozorovan u bunék, které byly
oSetfené ve fyziologickém roztoku a nejmirné;si efekt byl u bunék, které byly osetfené v YPD

[33].
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3 Prehled soucasného stavu reSené problematiky

V této kapitole bude uvedeno nekolik experimentt, které se tykaji podobné problematiky. Bude
zde uvedeny i experiment, ktery byl soucasti bakalatské prace [36], na kterou nepfimo navazuji.

Praveé tyto vysledky budou diskutovany a porovnavany s vysledky mé prace.

3.1 Utinek nizkoteplotniho plazmatu generovanym elektrickym vybojem

[34]

Experiment se vénuje studii fungicidniho u¢inku a zménam dynamiky rastu kvasinek a plisni
pomoci stabilizovaného koronového vyboje plazmatu. Napéti bylo nastaveno na 9,7 kV
a vzdalenost mezi $pickou jehly a vzorkem byla 3 mm tak, aby se dosahlo vybojového proudu
400 pA. Veskera meéfeni byla provedena pod laminarnim proudénim filtrovaného vzduchu.
Tento experiment byl analogicky porovnavan s baktericidnim ucinkem nizkoteplotniho

plazmatu generovaného elektrickym vybojem.

Byly studovany kvasinky druhu Candida Albicans, které byly kultivované v médiu YGC (yeast
extract glucose chloramphenicol) po dobu 5 dnt pii teploté 20 °C. Bylo pfipraveno 0,5 ml
suspenze, kterd byla pipetovana na kultivacni desticku do sterilnich jamek. Tyto vzorky byly
oSetfeny plazmatem po riznou dobu. Po oSetfeni plazmatem byl kazdy vzorek odpipetovan na
povrch YGC agaru. Takto pfipraveny vzorek byl kultivovan pii 20 °C a nasledné byl urcen
pocet zivych kolonii.

Bylo zjisténo, Ze podet zivych bunék C. Albicans se snizil z 5-10* CFU/ml na nulu po 3esti
minutovém oSetfeni plazmatem. Pro srovnani, u bakterii doSlo k uplné inaktivaci v krat§im
casovém intervalu. Konkrétné u Escherichia coli doSlo k uplné inaktivaci za 2 minuty a k aplné
inaktivaci Staphylococcus aureus doslo za 4 minuty. Z ¢ehoz vyplyva, ze bakterie jsou vice
nachylné na pasobeni nizkoteplotniho plazmatu. Co se tyCe srovnani s plisnémi, tak ty byly
vuci nizkoteplotnimu plazmatu vice odolné nez kvasinky. K Uplné inaktivaci spor plisni
Cladosporium sphaerospermum a Penicilium crustosum doSlo az za 20-25 minut
a u Aspergillus oryzae nedoslo k uplné inaktivaci ani po 30 minutach expozice. Vyssi odolnost

plisni je pravdépodobné zpisobena zapouzdienymi spoérami hub.
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3.2 Inaktivace kvasinek dielektrickym bariérovym vybojem plazmatu [35]

V tomto experimentu byl zkouman ucinek plazmatu generovaného dielektrickym bariérovym
vybojem v heliu za atmosférického tlaku. Zkoumanym organismem byla kvasinka druhu

Saccharomyces cerevisiae.

S. cerevisiae byla naoCkovana na kultiva¢ni médium (glukoéza 30 g/l, kvasni¢ny extrakt 3,85 g/l
a trypton 3 g/). Takto pfipraveny vzorek byl inkubovan po dobu 24 hodin pii 37 °C. Pro
oSetfeni plazmatem byl pfipraven vzorek z 1 ml inokula zfedéného na 150 ml média. Tento

vzorek byl kultivovan pfi 140 otackach za minutu po dobu 48 hodin pfi teploté 37 °C.

Podle nastaveni vysky spodni elektrody byla pfi méfeni vzdalenost mezi horni elektrodou
a povrchem suspenze kvasinek 3 mm. OSetfovana byla suspenze kvasinek o objemu 2 ml.
Napégjeci zdroj se skladal zvykonového zesilovace, ktery pracuje vrozsahu 0-20 kHz
a pulzniho transformatoru, ktery poskytuje Spickové napéti 40 kV. Provozni podminky pro

tento experiment byly 5 kHz a 8 kV. Pracovnim plynem bylo helium.

Pii téchto podminkach byla oSetfena suspenze kvasinek a nasledné byla zkoumana
mitochondrialni aktivita, koncentrace proteinti v roztoku supernatantu, morfologie a hodnota
pH.

Bylo zjisténo, ze mitochondrialni aktivita slab¢ klesala pfi expozici 1 minuty a nasledné prudce
klesala v intervalu 1-2,5 minuty a poté zistala téméf nezménéna. To ukazuje, ze ke ztraté
mitochondrialni aktivity doslo béhem expozice kratsi nez 2,5 minuty. Co se tyCe koncentrace
proteinu v roztoku supernatantu, tam doslo k pomérné velké fluktuaci pii expozici do 1 min.
Pfi expozici mezi 1-2,5 min byl zaznamenan prudky narGst koncentrace proteini v roztoku

supernatantu, coz znaci, ze doslo k prasknuti bunek (viz Obr. 11).
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Obrazek 11: (a) kvasinka neoSetrend plazmatem, (b) kvasinka oSetiena DBD plazmatem pod

elektronickym rastrovacim mikroskopem [35]

Na rozdil od mitochondrialni aktivity, koncentrace proteint v roztoku supernatantu dale rostla
po expozici deldi jak 3,5 min. Tedy nékteré inaktivované buiky zacaly znovu praskat
s prodlouzenim doby expozice. Hodnota pH téméf linearné klesala s dobou expozice, coz
dokazuje, ze pii chemickém procesu interakce mezi plazmatem a vzorkem doS$lo ke zvySeni
kyselosti.

Bylo prokazano, ze pomoci dielektrického bariérového vyboje dochazi k inaktivaci bunék
S. cerevisiae, pii ¢emz dochazi k ruptufe bun€k, snizuje se mitochondrialni aktivita a pH

a zvySuje se koncentrace proteinll v supernatantu.

3.3 Utinek mikrovinné plazmové trysky na kvasinky Candida glabrata [36,
37]

V tomto experimentu bylo pozorovano, jak ovlivni mikrovinna plazmova tryska buiky
kvasinek C. Glabrata. Byly pozorované tii faktory — doba oSetfeni, velikost vykonu

a koncentrace bunék.

Inokulum pro tento experiment bylo pfipraveno do 7 ml komplexniho tekutého média GPY
(Glucose yeast peptone), kdy pomoci klicky byla do média zavedena kultura C. Glabrata.
Nasledna kultivace probihala v termostatu bez tfepani po dobu 24 hodin. Takto pfipravené
inokulum bylo 10x a 100x nafedéno. Na zivné médium bylo odpipetovano vzdy 50 pul
ptipravenych kultur. Takto pfipravené vzorky byly ihned oSetfeny plazmatem a nasledné byly

kultivované v termostatu bez tfepani po dobu 48 hodin. Experiment byl tedy uskute¢nén pro tfi

28



razné koncentrace a dva vykony 9 W a 12 W, kdy byla Petriho miska se vzorkem od trysky
vzdalend 5 mm pii vykonu 9 W a v ptipadé 12 W byla vzdalenost 3,5 mm. Pracovnim plynem
byl argon.

Co se tyCe vlivu doby oSetfeni, tak bylo zji§t€no, ze dochazi témeér linearné ke zvétSovani
inhibi¢nich zon. Tedy ¢im delsi je doba expozice plazmatem, tim vétsi inhibicni zona vznikne

(viz Obr. 12).

Obrazek 12: Porovndni inhibicnich zon s pouZitim vykonu 9 W za dobu 10 s (vlevo) a 120 s (vpravo)

[36]

Podobny trend plati i pfi pouziti rozdilného vykonu. Pouziti 12 W je uc¢innéjsi nez pouziti
vykonu 9 W, protoze inhibi¢ni zony pii pouziti vykonu 12 W byly vétsi. Bylo také zjisténo, ze
pro vytvoreni stejné velké inhibicni zony staci u vykonu 12 W pouze polovicni Cas oproti
pouziti vykonu 9 W. V piipadée vlivu pocatecni koncentrace bylo zjisténo, ze vétsi inhibicni
zony vznikly u mensich koncentraci, tedy nejvétsi inhibicni zony byly u 100x zfedéného vzorku
a nejmensi inhibicni zony byly u nezifedénych vzorkl. Dale bylo zjisténo, ze po 48 hodinach
dochazi k zartstani inhibi¢nich zon.

Tento experiment bude dale diskutovan a porovnavan s vysledky ziskanymi v této bakalarské

préci.
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4 Experimentalni ¢ast
4.1 Chemikalie, pristroje a materialy

4.1.1 Chemikalie a material

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

Tekuté kultivacni médium YPD (Yeast Extract-Peptone-Dextrose)
Zivné médium YPD s agarem
Sterilni polystyrénové Petriho misky s primérem 55 mm

Pracovni plyn argon (Cistota: 99,9965 %)
4.1.2 Pristroje

UV/VIS spektrofotometr NanoPhotometr Implen

Tesluv transformator

Mikrovinny generator (Sairem, GMS 200 W)

Regulator hmotnostniho pritoku (Bronkhorst FG201-CV)
Termostat

Mobilni fotoaparat
4.2 Priprava vzorka Candida glabrata
4.2.1 Priprava inokula

Inokulum bylo pfipraveno do 50 ml tekutého kultivaéniho média YPD. Pomoci sterilniho
kapatka bylo 0,5 ml kultury C. glabrata zavedené do kultiva¢niho média. Kultivace probihala

v termostatu pii 37 °C s tfepanim po dobu 24 hodin.
4.2.2 Priprava kultiva¢niho média

Pevné zivné médium na kultivaci kvasinky C. glabrata bylo pfipraveno z kultivacniho média

YPD a agaru. Podle navodu bylo piipravené kultivaéni médium v poméru 1:2:2 (viz Tab. 1)
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a byl do néj pfidan agar v pomeéru 20 g na 1 1 destilované vody. Médium bylo sterilizované po

dobu 60 minut pfti teploté 120 °C.

Tabulka 1: SloZeni kultivacniho média

Slozeni Obsah (g/l)
Kvasni¢ny extrakt 10
Pepton z kaseinu 20
D-glukoza 20

4.2.3 Kultivace kvasinek

Do Petriho misek s primérem 55 mm bylo nalito 10 ml sterilizovaného zivného média
sagarem. Po zatuhnuti bylo na agarové plotny naockovano 50 ul kultury. Z predem
ptipraveného inokula byla odebrana ¢ast kultury, ktera byla nafedéna. Byly pouzité kultury
s fedénim 107, 10* a 10°. Z kazdé koncentrace bylo pfipraveno 25 Petriho misek. Takto
pfipravené vzorky byly okamzité oSetfeny plazmatem. Poté byly kultivované v termostatu bez

tfepani pii teploté 37 °C po dobu 48 hodin.
4.3 Oseti‘eni pripravenych vzorki pomoci mikrovinné plazmové trysky

4.3.1 Zapojeni mikrovinné plazmové trysky

Experimentalni zapojeni sestavalo z mikrovinného koaxialniho kabelu, vysokonapétového
vodice, uzemnéného vodice, dielektrika a plastového nastavce. Pracovnim plynem byl argon
4.6 (Cistota 99,9965 %) a pro cely experiment byl pouzit konstantni prutok 5,0 SIm, ten byl
regulovan pomoci regulatoru hmotnostniho pritoku (Bronkhorst FG201-CV). Schéma
experimentalniho zapojeni je uvedeno na obrazku €. 13. Vyboj plazmatu byl sméfovan kolmo
ke vzorku, do stfedu Petriho misky. Pouzit byl vykon 9 W a 12 W. Zafici ¢ast konce vyboje
byla jak v pfipadé 9 W, tak v pfipadé 12 W v kontaktu s povrchem vzorku (viz Obr. €. 14).

Meénila se tedy vzdalenost zdroje od oSetfovaného povrchu.
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Obrazek 13: Schéma experimentdlniho zapojeni: 1 — mikrovinny koaxicdilni kabel,
2 — vysokonapétovy vodic, 3 — uzemnény vodic, 4 — dielektrikum, 5 — plazmovy kandl,

6 — plastovy ndstavec, 7 — privod argonu, 8 - vzorek

Obrazek 14: Plazmova tryska
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4.3.2 Mikrovinna plazmova tryska

Na rozdil od pfedchozi bakalaiské prace [36], kde bylo vyuzito vyboje generovaného v kapilate
pomoci povrchové viny, byla pouzita konfigurace pochodiiového vyboje. Tento vyboj je

nestabilni a dochazi zde k turbulentnimu proudéni plynu.
4.3.3 Osetfeni kvasinek plazmatem

Jak bylo zminéno vySe, kultury C. Glabrata byly ihned po naockovani oSetfené plazmatem.
Meéfeni bylo pro vSechny koncentrace stejné. Bylo méfeno po dobu 10 s, 20 s, 30 s, 60 s,
2x30 s (s pauzou 30 s mezi oSetienim) a 120 s. Vzdy byly pouzity dva riazné vykony (9 W a 12
W) s konstantnim pritokem argonu 5,0 Slm a vzdy byl kazdy parametr proméfen dvakrat. Pro
vSechny tf1 koncentrace byl pro porovnani ponecham vzorek, ktery plazmatem oSetifen nebyl

a mohl slouzit jako reference.
4.3.4 Zpracovani a vyhodnoceni vysledku

Vsechny Petriho misky byly vyfocené a byl zméfen primér inhibi¢nich zon po 24 hodinach
a nasledné po 48 hodinach. Ze zaznamenanych rozmérti byl vypocitan obsah jednotlivych
inhibi¢nich zon. Obsahy inhibi¢nich zon byly dale vynesené do graft, kde se sledoval vliv

jednotlivych parametrti (koncentrace, Cas, vykon).
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5 Vysledky a diskuze

5.1 Vysledky

Byly pozorovany tfi parametry, které mély razny vliv na velikost inhibi¢nich zon a jejich
Casovou stabilitu. Byl pozorovan vliv pocateCni koncentrace vzorkd, ¢as oSetfeni plazmatem

a ruzna velikost vykonu (9 W a 12 W).
5.1.1 Stanoveni koncentrace

PocateCni koncentrace byla stanovena z hodnoty absorbance. Hodnota absorbance byla
zmétena pomoci spektrofotometru pii vinové délce 4 = 630 nm. Pro vypocet byla pouzita
experimentalné stanovend rovnice kalibracni pifimky (y = 3,475x) pro absorbanci inokula
C. Glabrata, kde x je poet bunék v 1 ml média (1-107 CFU/ml) [36]. Naméfena absorbance
byla A = 0,407 a to se rovna koncentraci ¢ = 1171000 CFU/ml vzorku, ktery byl 100x ztedén.
Vzorky, které byly pouzité pro experiment, mély tedy koncentraci ¢; = 117100 CFU/ml pro
kulturu s fedénim 107, ¢2 = 11700 CFU/ml pro kulturu s fedénim 10 a ¢ = 1170 CFU/ml pro

kulturu s fed&énim 107
5.1.2 Vliv parametru

Vsechna naméfena data jsou zpracovana v grafech. U vlivu po¢atecni koncentrace Ize pomoci
rozdilné velikosti inhibi¢nich z6n pozorovat, ze ¢im mensi je koncentrace, tim vétsi jsou

inhibi¢ni zony (viz Obr. 15).

Obrazek 15: Porovndni velikosti inhibicnich zon, které vznikly po 48 hodinach kultivace a pouZiti

vkonu 12 W s Fedénim (a), 107 (b) 107
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U dalSich parametri nelze urcit jasny trend, coz muzeme vidét na obrazcich 16, 17 a 18.
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Obrdzek 16: Graf zavislosti velikosti inhibicnich zon na dobé oSetreni nizkoteplotnim mikrovinnym

plazmatem pro vzorek s Fedénim 107
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Obrdzek 17: Graf zavislosti velikosti inhibicnich zén na dobé oSetreni nizkoteplotnim mikrovinnym

plazmatem pro vzorek s Fedénim 107
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Obrazek 18: Graf zavislosti velikosti inhibicnich zon na dobé oSetieni nizkoteplotnim mikrovinnym

plazmatem pro vzorek s redénim 107

Dutivodem, pro¢ nelze pozorovat jasny trend je fakt, ze byl pouzit pochodfiovy vyboj plazmatu
s pfimym proudénim plynu, ktery je nestabilni. Na rozdil od vyboje generovaného povrchovou
vlnou, ktery byl vyuzit v jiz zminéné bakalarské praci [36], na kterou nepfimo navazuji. Zde
byl vyboj stabilni a dochéazelo k linedrnimu proudéni plynu (viz Obr. 19). Dochazelo tedy
k linearnimu zvétSovani inhibi¢nich zon s ¢asem 1 s vys$§im vykonem, coz v tomto piipade
nebylo pozorovano [36, 37].

V tomto piipadé bylo pozorovano turbulentni proudéni (viz Obr. 19). Turbulentni proudéni
zpusobuje, ze nedoslo k oSetfeni mensi definované plochy, ale doslo k oSetfeni vétsi plochy,
ovSem s mensi UCinnosti.

Vyhodou je vSak to, Ze pfi turbulentnim proudéni dochazi k vétSimu miseni argonu a kysliku,
coz vede ke vzniku vét§tho mnozstvi reaktivnich Castic plazmatu. V pfipad€ linearniho
proudéni se plyn rovnomérmné rozprostfel po povrchu, ale v tomto pfipadé dochazi k vétsimu
pocCtu narazii do stén Petriho misky a tim k vétSimu miseni plynd. Sterilizace je tedy
u turbulentniho proudéni vys§i zejména s vyssi délkou oSetfeni. Tento fakt lze pozorovat

v rozdilnych vysledcich predchozi prace a této prace. V predchozi praci [36] byly totiz obecné
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naméfeny mensi inhibic¢ni zony (zejména pii delSim oSetfeni plazmatem), coz dokazuje tvrzeni
o vyssi sterilizaci pii pouziti vyboje s turbulentnim proudénim. Tento fakt potvrzuje i tabulka
2 (viz nize), kde jsou u 100x zfedéné kultury uvedeny hodnoty z pfedchozi bakalarské prace,
kde je koncentrace bun¢k ¢ = 67700 CFU/ml [36] a u 1000x zfedéné kultury jsou hodnoty

ziskané v ramci této bakalarské prace, kde je koncentrace ¢; = 117100 CFU/ml.

{a) {b)

Obrazek 19: Snimky vyboje z rychlé kamery, (a) pochodriovy vyboj s pFimym proudénim plynu, (b)

vyboj generovany povrchovou vinou pri priitoku argonu 6 I/'mina 12 W

Tabulka 2: Rozdilna velikost inhibicnich zon v predchozi a této praci [36, 37]

12W
100x zfedéna kultura | 1000x ziedéna kultura
doba ozafovani (s) pramérna velikost inhibiéni zony (cm?)
10 0,37 0,24
30 0,59 0,71
60 1,09 2.84
120 1,66 4,62
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Nicmén¢, biomedicinské aplikace vétSinou vyzaduji plosSné osSetfeni a nizkou teplotu.
Vzhledem k miseni argonu a kysliku, nedochazelo k takovému zvySovani teploty. Mazeme
tedy tvrdit, Zze vyboj, ktery byl pouzit v této bakalarské praci, by do budoucna mohl mit pro

takové vyuziti vyssi potencial.
5.1.3 Velikost inhibi¢nich zon s ¢asem

Dale bylo zjisténo, ze po kultivaci po dobu 24 hodin byly inhibi¢ni zony vétsi, nez po kultivaci
po dobu 48 hodin. To lze pozorovat na obrazku 20, kde je Carou vyznacena inhibi¢ni zona, ktera
byla naméfena po 24 hodinach a obrazek byl potizen po 48 hodinach.

Duvodem je to, ze dochazelo k zartstani inhibi¢nich zon. Bylo pozorovano, ze inhibi¢ni zony
zarustaly zejména z kraje, kde dochazelo bud’to ke kolonizaci okolnimi burikami nebo na kraji
inhibi¢ni zony nedoslo k uplné inhibici kvasinkovych bunék. Vyjimecné bylo pozorovano, ze
doslo k naristu bunék i uvnitf inhibicni zony (viz Obr. 21). Vzhledem k tomu, Ze inhibi¢ni zony
zarustaly zejména od kraji, muzeme tvrdit, Zze uvnitf inhibi¢ni zony dosSlo pii oSetfeni

plazmatem k dostatecné inhibici bunek.

Obrazek 20: Zaristani inhibicni zony po 48 hodindch, ktera byla vytvorena piisobenim plazmatu po

dobu 120 s a vykonem 12 W, k zariistani dochdzi z kraje inhibicni zony
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Obrazek 21: Zaristani inhibicni zony po 48 hodindch, ktera byla vytvorena piisobenim plazmatu po

dobu 120 s a vykonem 9 W, k zariistani doslo i uvnitf inhibicni zony

Obecné muzeme tvrdit, ze k zarGstani inhibi¢nich zon uvniti zoény dochazi vice s mensim
vykonem. S vy$sim vykonem dochazi k zardstani inhibi¢nich z6n zejména z kraje. Tohle
tvrzeni lze pozorovat na obrazcich 20 a 21, kdy doba oSetfeni byla v obou pfipadech 120 s.
Rozdilem je vykon, pfi vykonu 12 W mizeme pozorovat zaristani pouze z kraje a v piipade
vykonu 9 W pozorujeme zartistani i uvnitf inhibi¢ni zony. K G¢inngjsi inhibici tedy dochazi

s vys§im vykonem.
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6 Zavér

Cilem této bakalarské prace bylo zjistit cinek mikrovinného nizkoteplotniho plazmatu na
kvasinky. Teoreticka Cast se zabyvala charakterizaci kvasinky Candida Glabrata, ktera byla
pro ucely této bakalaiské prace vybrana jako modelovy organismus. Nasledné bylo
charakterizovano plazma, kde bylo detailnéji popsano nizkoteplotni plazma, které bylo
pfedmétem této bakalarské prace. Bylo zde popsano i vyuziti nizkoteplotniho plazmatu
v riznych aplikacich, nejvice vSak v medicin€. V dalsi kapitole byly diskutovany ¢lanky, jez se
zabyvaly podobnou tematikou a byl zminén i €lanek, ktery vzeSel z bakalatské prace, se kterou

byla data této bakalarské prace porovnavana.

Druhou ¢asti bakalarské prace byla experimentalni ¢ast, vysledky a diskuze. Byl zde popsan
prubéh experimentu, kdy byly vzorky kvasinek Candida Glabrata oSetieny plazmatem,
a nasledné byly zkoumany velikosti inhibi¢nich zon a jejich Casova stabilita. Byl sledovan vliv
tfi parametrd, a to délka oSetfeni plazmatem, pivodni koncentrace vzorku a pouzity vykon.
Bylo zjisténo, Ze ¢im niZsi byla pavodni koncentrace vzorku, tim vétsi byla velikost inhibi¢nich
zon. U Casu oSetfeni a vykonu nebyl nalezen zadny jasny trend, protoze pouzity vyboj byl
nestabilni. Ackoliv jasny trend nalezen nebyl, bylo zji§téno, ze kdyz se vyuzije turbulentni
vyboj plazmatu, tak doslo k vy$si sterilizaci. Diky turbulentnimu proudéni totiz doslo k vétsimu
miseni argonu a kysliku, coz vedlo k tomu, ze se vytvorilo vice reaktivnich Castic, které za
sterilizaci stoji. Dale bylo zjiS§téno, ze nestabilni vyboj plazmatu by mohl mit vyssi potencial
v biomedicinskych aplikacich. Pravé zminéné miseni plyna zajistuje to, Ze nedochazi ke
zvySovani teploty plazmatu, coz je pro tyto ucely zadouci.

Pti osSetfeni kvasinek plazmatem s riznym vykonem bylo zji§téno, ze pfi vy§sim vykonu 12 W
dochazi k ucinngjsi inhibici, nez pfi vykonu 9 W, kde dochazelo k zartstani i ve stfedu
inhibi¢nich zon.

Sterilizacni u€inek mikrovinného nizkoteplotniho plazmatu na kvasinky byl prokéazan. Déle by
bylo zapotiebi dalsich studii, kde by se zajistilo, aby tok plynu nebyl ovlivnén sténami Petriho
misek. Dal§i mozné experimenty na toto téma byly diskutovany a mohly by se stat predmétem
diplomové prace, ktera by na tuto praci navazovala. Ale jiz v tomto momenté muzeme fici, ze

vyuziti plazmatu do budoucna vypada slibné.
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7 Seznamy

7.1 Seznam pouzitych zkratek

AIDS = Acquired Immune Deficiency Syndrom = syndrom ziskaného 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

CFU = colony-forming unit = jednotka tvotici kolonie

DBD = dielectric barrier discharge = dielektricky bariérovy vyboj

GPY = glucose yeast peptone

RONS = reactive oxygen nitrogen species = reaktivni Castice kysliku a dusiku
S. cerevisiae = Saccharomyces cerevisiae

Slm = standard liter per minute = standardni litr za minutu

YGC = yeast extract glucose chloramphenicol

YPD = yeast extract peptone-dextrose
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