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Abstrakt

Rostouci rezistence mikromycetnich patogen(i na Iécbu abiotickymi pfipravky predstavuje
vyznamné celosvétové riziko 21. stoleti. Mikromycetni infekce zplsobujici zavazna invazivni
a diseminovand onemocnéni spojené svysokou mirou pridruzené mortality jsou vazinou
hrozbou pro soucasnou medicinu zejména imunodeficientnich pacient(. Prioritou mnohych
védecko-vyzkumnych pracovist po celém je nalezeni inovativnich metod vyvoje antifungalnich
|éCiv, které by umoznily eliminaci téchto mikroorganism( a nastaveni takové metodologie,
kterd zajisti reprodukovatelné informace o fyziologickém stavu danych mikroorganisma
po pusobeni antifungdlnich prostfedk(l. Mikromyceta patfi mezi eukaryota, jsou tedy
strukturné slozitéjsi nez prokaryotni bunky, a zaroven je jejich rlst odliSny od jednobunécnych
eukaryot, kterymi jsou naptiklad kvasinky. Mikromyceta vytvafri jak biofilmy, tak velmi odolné
asexudlni spory, které umozniuji pfekonani narocnych ¢i nehostinnych podminek i po dobu
nékolika let. V této souvislosti jsou v ramci této disertacni prace studovany aplikacni ucinky
stfibrnych biosyntetizovanych nanocastic a abioticky vliv nizkoteplotniho plazmatu.

Byl proveden zakladni vyzkum vlivu biosyntetizovanych nanocdstic na morfologii bunééného
povrchu vybraného mikroorganismu Candida albicans, ktery patfi dle World Health
Organization mezi patogeny v kategorii kritického rizika pro svétovou populaci a verejné
zdravi. Zaroven byla provedena studie vlivu nizkoteplotniho plazmatu na morfologii
bunéénych povrchl vybranych mikromycetnich organismG druhl Alternaria alternata,
Aspergillus niger, Fusarium graminearum a Fusarium culmorum. Aplikace nizkoteplotniho
plazmatu na mikromycetni organismy byla do soucasné doby opomijena. Vyzkum této prace
uzavird studium morfologie struktur vybranych mikromycetnich spor a C. albicans.
Byly zjistény morfologické zmény mikrobidlnich struktur vybranych patogent prostrednictvim
pokrocilych mikroskopickych metod SEM, STEM-in-SEM, AFM a FIB-SEM. Aplikace téchto
metod prokazala antifungalni plsobeni biosyntetizovanych stfibrnych nanocastic
na C. albicans, vCetné potvrzeni pfitomnosti nanocdastic na bunééném povrchu a fungicidni
efekt plsobeni netermalniho plazmatu na uvedené mikromycetni druhy. Bylo experimentdlné
zjisténo, Ze je mozné zobrazovani spor pomoci SEM bez nutnosti aplikace vodivého povlaku
na vzorky. Byla zobrazena vnitfni struktura vybranych mikromycet, kterd byla provedena
tomografickymi rezy C. albicans a zdroven demonstrovala poskozeni vnitrobunécné stavby
mikromycetnich bunék zejména druhu A. alternata vlivem nizkoteplotniho plazmatu.

Vysledky této disertaéni prace prispély k vybéru vhodného ucéinného typu polydisperznich
nanocdstic, jehoz vyzkum v oblasti abiotického plsobeni na C. albicans v soucasné dobé
pokracuje s aplikaénim cilem v nemocni¢nim prostredi (IéCiva, antifungalni i obvazy, natéry
a upravy povrchll). Zjisténd vysoka ucinnost netermalniho plazmatu na inaktivaci spor
a eradikaci biofilmu plisni je vyuzitelnd pro humanni i veterindrni 1é¢bu fungdlnich
onemocnéni klize a zaroven je vhodna pro sterilizaci a dekontaminaci povrchi, kde doposud
béiné pouzivané UV zareni neni dostatecné ucinné.

Klicova slova: SEM, STEM-in-SEM, AFM, FIB-SEM, mikromyceta, biosyntetizované stfibrné
nanocastice, nizkoteplotni plazma, plisné.



Abstract

The increasing resistance of micromycete pathogens to abiotic treatments represents
a significant global risk in the 21st century. Micromycete infections causing severe invasive
and disseminated diseases with high associated mortality rates are a serious threat
to contemporary medicine, particularly for immunodeficient patients. Finding innovative
methods of antifungal drug development to eliminate these microorganisms and setting up
a methodology that provides reproducible information on the physiological state
of the microorganisms after antifungal treatment is a priority for many research institutes
around the world. Micromycetes are eukaryotes, thus structurally more complex than
prokaryotic cells, and their growth is different from that of unicellular eukaryotes such as
yeasts. Micromycetes produce both biofilms and highly resistant asexual spores that allow
them to survive harsh or inhospitable conditions for several years. In this context,
the application effects of silver biosynthesized nanoparticles and the abiotic effect of low-
temperature plasma are studied in this dissertation.

Basic research of the effect of biosynthesized nanoparticles on the cell surface morphology
of a selected microorganism Candida albicans was performed, which according to the World
Health Organization belongs to pathogens in the category of critical risk for the world
population and public health. At the same time, the study of the effect of low-temperature
plasma on the morphology of cell surfaces of selected micromycete organisms of Alternaria
alternata, Aspergillus niger, Fusarium graminearum and Fusarium culmorum species was
performed. The application of low-temperature plasma on micromycete organisms has been
neglected until now. The research of this thesis concludes the study of the morphology
of the structures of selected micromycete spores and C. albicans. The morphological changes
in the microbial structures of the selected pathogens were determined by advanced
microscopic methods such as SEM, STEM-in-SEM, AFM and FIB-SEM. The application of these
methods demonstrated the antifungal effect of biosynthesized silver nanoparticles
on C. albicans, including the confirmation of the presence of nanoparticles on the cell surface
and the fungicidal effect of non-thermal plasma treatment on these micromycete species.
It has been experimentally established that imaging of spores by SEM is possible without
the requirement of applying a conductive coating to the samples. The internal structure
of selected micromycetes was imaged by tomographic sections of C. albicans, demonstrating
the damage to the intracellular structure of micromycete cells, particularly of the species
A. alternata, due to low-temperature plasma.

The results of this dissertation contributed to the selection of a suitable effective type
of polydisperse nanoparticles, the research of which in the field of abiotic action on C. albicans
is currently ongoing with application goals in hospital settings (pharmaceuticals, antifungal
dressings, coatings and surface treatments). The observed high efficacy of non-thermal
plasma for spore inactivation and biofilm eradication of fungi is applicable for human and
veterinary treatment of fungal skin diseases and is also suitable for sterilization and
decontamination of surfaces where the commonly used UV radiation is not sufficiently
effective.

Keywords: SEM, STEM-in-SEM, AFM, FIB-SEM, micromycetes, biosynthesized silver
nanoparticles, low-temperature plasma, fungi spores
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Seznam symbolUl a zkratek

Zkratka Vyznam

AAS Atomova absorpcni spektrometrie (Atomic absorption spectrometry)

AIDS Syndrom ziskaného selhani imunity (Acquired immune deficiency
syndrome)

ATCC Americka sbirka typovych kultur (American type culture collection)

AFM Mikroskopie atomarnich sil (Atomic force microscopy)

AgNPs Nanocastice stfibra (Ag nanoparticles)

BSE Zpétné odrazené elektrony (Backscattered electrons)

CRISPR Pravidelné rozloZené kratké palindromické repetice (Clustered regularly
interspaced short palindromic repeats)

CVR Centrum vyzkumu Rei s.r.o.

DLS Dynamicky rozptyl svétla (Dynamic light scattering)

DNA Deoxyribonukleova kyselina (Deoxyribonucleic acid)

EBD Depozice elektronovym svazkem (Electron beam deposition)

EBSD Difrakce zpétného rozptylu elektronl (Electron backscatter diffraction)

EDS Energiové disperzni spektrometrie (Energy dispersive spectroscopy)

FEG Zdroj emisniho pole (Field emission gun)

EELS Spektroskopie energetickych ztrat elektronl (Electron energy loss
spectroscopy)

EPS Exopolysacharidové struktury (Exopolysaccharide structures)

ET Everhardt-Thornly

FIB-SEM Skenovaci elektronovy mikroskop s fokusovanym iontovym svazkem
(Focused ion beam scanning electron microscopy)

GIS Systém vstrikovani plynu (Gas injection system)

IBID Depozice indukovana iontovym svazkem (lon beam induced deposition)

JIP Jednotka intenzivni péce

FFT Rychld Fourierova transformace (Fast Fourier transform)

FIB Fokusovany iontovy svazek (Focused ion beam)

FT-IR Infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci (Fourier-
transform infrared spectroscopy)

LVSTD Detektor sekundarnich elektrond v nizkém vakuu (Low vacuum
secondary Tescan detector)

mAgNPs/e Monodisperzni AgNPs s extraktem Vitis vinifera

mAgNPs/w Monodisperzni izolované AgNPs resuspendované v ultracisté vodé

MALDI-TOF Time-of-flight hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci
za Ucasti matrice (Time-of-flight matrix assisted laser
desorption/ionization)

NMR Magneticka rezonance (Nuclear magnetic resonance)

NTA Analyza sledovani nanocastic (Nanoparticle tracking analysis)

NTP Nizkoteplotni plazma (Non-Thermal Plasma)

pAgNPs/e Polydisperzni AgNP s extraktem Vitis vinifera



Zkratka

Vyznam

pAgNPs/w Polydisperzni AgNP resuspendované v ultracisté vodé

PID Proporicondlné-integracné-derivacni parametry (proportion-integral-
derivative parameters)

ROS Reaktivni formy kysliku (Reactive oxidative stress)

SE Sekundarni elektrony (Secondary electrons)

SEM Skenovaci elektronovy mikroskop nebo mikroskopie (Scanning electron
microscope or microscopy)

STEM-in- Skenovaci TEM v SEM (Scanning TEM in SEM)

SEM

TEM Transmisni elektronovy mikroskop nebo mikroskopie (Transmission
electron microscope or microscopy)

TGA Termogravimetrickd analyza (Thermogravimetric analysis)

TOF-SIMS Time-of-flight hmotnostni spektrometrie sekundarnich iontt (Time-of-
flight secondary ion mass spectrometry)

uv Ultrafialovy (Ultraviolet)

UV-Vis Spektroskopie v UV viditelném spektru (UV-Visible spectroscopy)

VSCHT Vysokd $kola chemicko-technologickd v Praze

WDS Vinové dispersni spektroskopie (Wavelength-dispersive spectroscopy)

WHO Svétova zdravotnicka organizace (World Health Organization)

XPS Rentgenova fotoelektronova spektroskopie (X-ray photoelectron
spectroscopy)

XRD Rentgenova krystalografie (X-ray crystallography)

3D Tridimenzionalni (Three-dimensional)

Symbol Jednotka Vyznam

A ) Plocha nanodastice; projekce tvaru nanocastice do roviny
nm . .

ohniska elektronového svazku

Ag [-] Chemicka znacka stribra

decp nm Kruhu ekvivalentni prGmér nanocastice

faire [-] Kruhovitost nanocastice

P nm Obvod nanocastice



1 Uvod

Jsme mikrosvétem fascinovani. Vyndlez elektronové mikroskopie nam oteviel pohledy
do Uplné novych perspektiv. Perspektiv, ve kterych se snoubi plvab a elegance.
Predvidané versus necekané. Pohled do zakouti, kterd jsou nasemu béznému pohledu skryta
a zapovézena. Jako lidstvo nas spojuje touha prekonavat a posouvat opojné hranice poznani
¢i technickych mozZnosti. A elektronova mikroskopie ndm umoznila nahlédnout za oponu
fyziologie lidského oka a fyzikalni omezeni optické mikroskopie ve viditeIném svétle a ukazala
nam novy svét, diky némuz mlzZeme pochopit procesy, mechanismy a pfirodni a fyzikalni
zakonitosti, které se déji v mikro a nanometrovych méfitcich.

Mikroskopie v biologii a |ékafstvi je vyuZivana at uZ k identifikaci a klasifikaci mikroorganismi,
porozuméni zpUisoblm jejich vitalnich projevl a procesti mechanism( interakce s prostfedim
¢i vlici sobé navzdjem, tak i k diagnostice infekénich onemocnéni a pochopeni principu,
jak jejich toxicitu potlacit. Elektronova mikroskopie pak s sebou prinesla moznosti pozorovani
mikroorganismu s nanometrovymi detaily a prostfednictvim fokusovaného iontového svazku
(FIB) i prileZitost provést fezy a nahlédnout tak do vnitfniho prostiedi bunék. Stala se tak
cennym a plnohodnotnym spojencem védcu pfi vyvoji léCivych pripravkl a metod proti
bakteridlnim, mykologickym i virovym onemocnénim a pochopeni zplisobl pUsobeni
|é¢ebnych Ciniteld rozsifuje nase moznosti v boji proti vdznym onemocnénim.

Mikroskopické houby predstavuji vSudypfitomnou skupinu eukaryotickych aerobnich
mikroorganismu. Jejich variabilita zahrnuje jednobunécné ¢i pseudomycelarni kvasinky
po pravé hyfy plisnovych hub tvoficich mycelia [1] (Obr. 1). Mikromycetni infekce jsou ptic¢inou
uamrti ~ 1,6 milionu lidi ro¢né, pricemz jen jejich patogen Candida albicans zpUsobi umrti
~ 200 000 rocné v dusledku invazivnich a diseminovanych onemocnéni [2]. Globalni hrozbu
predstavuji zejména invazivni kandiddzy, které svym spektrem virulence obsahuje
symptomatickou kandidézu az po fulminantni sepsi s pfidruzenou mortalitou [3].
Mikromyceta jsou navic schopna za pfiznivych podminek produkovat mykotoxiny, metabolity
toxickych latek, které predstavuji zavainé nebezpecni pro zdravi lidi i zvifat [4], které mUze
vést az k umrti [5]. Mykotoxiny mohou byt obsazeny v napadenych obilovinach, suseném
ovoci, oresich i kofeni. Zaroven k rlstu mikromycet produkujicich mykotoxiny mizZe dochazet
pred i po sklizni, v pribéhu skladovani v teplych a vihkych podminkach. Vétsina mykotoxin( je
navic chemicky stabilni a preziva i po zpracovani potravin a k infikaci dochazi pfimo konzumaci
kontaminovanych jidel, prenosem ze zvirat, kterd jsou krmena infikovanym krmivem [6] nebo
kontaktem mikromycet s kGzi ¢i jejich inhalaci [7]. Tyto toxiny jsou spojeny s rlznymi
mykotoxikdzami u lidi po celém svété [8].

Abiotické pfipravky a metody proti mikromycetnim onemocnénim a kontaminacim jsou vsak
v souCasné dobé omezené, nebot existuje pouze nékolik tfid antifungalnich 1€k a metod.
Stale se zvysujici rezistence a odolnost mikroorganismd vaci antimikrobidlnim latkam
predstavuje zna¢nou hrozbu pro medicinu 21. stoleti. LécCiva a prostredky, které v minulosti
byly neochvéjnym pilifem v boji proti mnoha zavainym onemocnénim nyni ztraceji sv(j
|éCebny potencial. Antifungalni Iéky a pripravky je vSak relativné obtizné vyvijet ve srovnani
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s antibakteriadlnimi léky, zejména z dlivodu eukaryotické povahy bunék, proti kterym plsobi
[9]. Vyvoj novych lé¢iv a metod, které umoini eliminovat, nereverzibilné poskodit
mikroorganismy ¢i zamezit jejich rlstu jsou predmétem zajmu mnoha vyzkumnych instituci
po celém svété, véetné Ceské republiky.

Obr. 1: Mikromyceta (SEM fotografie Rabochovd, M., kolorovdno v AKVIS Coloriage [10]).
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1.1 Prehled soufasného stavu problematiky rizik onemocnéni zplsobenych
mikromycety pro lidsky organismus a vyznam vyvoje novych metod léCby

Infekce a onemocnéni, jejichz pavodci jsou mikromyceta, at uz ve formé solitérnich
planktonnich bunék ¢&i biofilmu, predstavuji vyznamny klinicky celosvétovy problém.
Jeho vyznam tkvi predevsim ve znaéné obtiznosti takové infekce potlacit, nebot antimykoticka
|éCba casto nema dostatecny efekt a selhdva z dlvodl vysoké rezistence patogenl na
abioticka léciva a imunitni reakci hostitele [11]. Lidsky organismus je vystaven znacné zatézi,
kterd mUzZe byt v fadé pripadl aZ fatdlni. Zaroven tato |écba predstavuje znacnou financni
zatéz pro poskytovatele zdravotnich sluzeb. K vyznamnym predispozi¢nim faktordm invazivni
mykotické infekce se pak fadi imunosuprese organismu, pouZivani permanentnich katétrq,
parenteralni vyZiva, uZivani Sirokospektrych antibiotik a také naruseni slizni¢nich bariér
v dUsledku operace, radioterapie ¢i chemoterapie [12].

Mikromycetni biofilm predstavuje spoleCenstvo mikroorganism( usazenych v matrici
extraceluldrni polymerni latky (EPS), kterou samo vytvofilo. Hlavni slozku matrice EPS tvofi
exopolysacharidy, coz jsou dlouhé rozvétvené ¢i linearni molekuly, tvorené zejména
heteropolysacharidy skladajici se z neutrdlnich i nabitych cukernych zbytk(. Nékteré
expolysacharidy jsou tvoreny homopolysacharidy zahrnujici glukany odvozené od sachardzy,
celuldzy a fruktand. Jsou velmi rozmanité a obsahuji organické i anorganické slozky
vyznamnou meérou ovliviujici jejich fyzikdlni vlastnosti a biologickou funkci [13]. V EPS jsou
také obsaZzeny strukturni proteiny a extracelularni deoxyribonukleovou kyselinu (DNA).
Pro spoleCenstvo ma nezastupitelnou roli hned vnékolika dllezitych funkcich.
Pfedevsim usnadnuje adhezi mikroorganismd k povrchu, zajistuje jim konstrukéni stavebni
oporu pro rlst a umoznuje hydrataci a transport Zivin. Hlavni Ulohu vsak hraje zejména
v rezistenci spolecenstva vUci nepfiznivym vnéjsim vliviim, a tedy i plisobeni antimikrobidlnich
latek [14]. EPS tak predstavuje difuzni bariéru pro aplikované |Iécivo a zpUsobuje tak snizenou
citlivost bunék vici antimykotickym pfipravkim ¢i obrannym latkdm imunitniho systému
hostitele. Pro pfiklad ucinna koncentrace |lé¢ivého pripravku proti C. albicans mlze byt az
tisicinasobné vyssi pro biofilm, nez pro aplikaci vici planktonnim burikdm [15].

Po kolonizaci a adhezi usnadniuje biofilm preziti a pribéh celého Zivotniho cyklu
mikroorganismd na Siroké skale povrchl. Kjejich uhnizdéni dochazi napf. na pokoice
(kde dochazi ke vzniku dermatitidy) [16], v plicich (pneumonie, chronické infekce, cysticka
fibréza) [17] [18], gastrointestinalnim traktu (zanétliva stfevni onemocnéni, kolitida vyvoland
Clostridium diffcile) [19] [20], dasnich (parodontitida, infekce po aplikaci implantatu) [21],
mocovych cestdch (infekce mocovych cest) [22], v kostech (osteomylitida) [23], stfednim uchu
(chronické zadnéty stfedniho ucha) [24], dutiné nosni nebo vedlejsi nosnich dutinach
(rhinosinusitida) [25], nosohltanové sliznice (meningitida) [26] ¢i v ledvinach
(zanétlivd onemocnéni ledvin) [27]. Tento seznam je jen kratkym vyétem moznych prostredi
v lidském organismu, které jsou biofilmy schopny kolonizovat. Vycet onemocnéni patogennimi
mikromycetnimi biofilmy by byl znacény.

Patogenni mikromyceta jsou schopna adherovat nejen na epitelidlnich a endotelidlnich
povrsich, ale i na abiotickych, véetné napfr. Iékarskych pristrojd a nastroja, kloubnich nahrad,
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Sirokého spektra implantati, protetickych srdecnich chlopni, kardiostimulatord,
ventrikuldrnich shuntd, katetr, endoskopl, endotraechalnich trubic i kontaktnich cocek.
Zejména kvasinky (ale nejen ony) timto zplisobem mohou proniknout do krevniho fecisté a
zpUsobit infekéni onemocnéni vnitfnich organ(i. Diseminované mykotické infekce maiji
zaroven vysokou mortalitu, cozZ je velmi znepokojivé [28]. Napfiklad rod Candida v ptipadé
mikromycetnich biofilm0 je patogen, ktery je nejcastéjsi pficinou kvasinkovych infekci, ¢tvrtou
nejcastéjsi pficnou vainych nokozomidlnich infekci krevniho fecisté a treti nejcastnéjsi
nokozomidlni infekci pacientd na jednotkach intenzivni péce spojenym svyznamnou
morbiditou a mortalitou. ZpUsobuje spektrum rliznych onemocnéni, jakymi jsou napftiklad
kandidéza, kandidémie, infekéni endokartitida, infekce kosti a kloubl, endoftalmitida,
meningitida atd. [29]. Vyfet onemocnéni zplsobenych mikromycety je vSak znacné rozsahly.
Svétova zdravotnickd organizace (WHO) vydala vroce 2022 seznam nejvyznamnéjsich
mikromycetnich patogenli (WHO fungal priority pathogens list to guide research,
development and public health action [30].), ktery predstavuje sbirku nejvyznamnéjsich rodu
a druhd mikromycetnich plvodcl onemocnéni s ohledem na soucasny stav poznani védy a
vyzkumu a dopadl na svétovou populaci a verejné zdravi. Zaroven je seznam rozdélen do tfi
kategorii v zavislosti na mire dopadu na vefejné zdravi a vzhledem k riziku antifungalni
rezistence (Obr. 2).

® .,  Cryptococcus ... Nakaseomyces glabrata —  Scedosporium spp.
L ) neoformans (Candida glabrata) 1<
Candida auris ‘ﬁ_‘: Histoplasma spp. “‘k Lomentospora
prolificans
. . : = L
] Aspergillus fumigatus 5ﬁ‘ Eumycetoma causative w47, Coccidioides spp.
A\ it agents oder”
.O. Candida albicans Jg Muccrales / \ Pichia kudriavzeveii
' (Candida krusei)
{%{\'} Fusarium spp. i *  Cryptococcus gattii
.l Candida tropicalis (;L ! ‘“_-1\ Talaromyces marneffei
L] ?Q\J
.’ Candida parapsilosis B3 b Pneumocystis jirovecii
L
&

* Paracoccidioides spp.

Obr. 2: Seznam nejvyznamnéjsich druhl mikromycetnich patogent podle miry rizika dle WHO (upraveno z [30]).

Soucasny neutéseny stav vysokého pocCtu onemocnéni a s ni spojenou mortalitou (Tab. 1)
zpUsobenou mykotickymi infekcemi ma prfimou souvislost s omezenym mnoZstvim
antifungdlnich lécivych prostfedkl. Syntéza novych [éCiv je navic obtizna z divodu vysoké
podobnosti mikrostruktur mikromycetnich a lidskych bunék [31], kterd ztéZuje identifikaci cild

13



pro zacileni |éCiva, vysoké toxicity antimykotik a rezistenci mikromycet vici abiotickym
[é¢iviim [32]. Védecko-vyzkumné organizace po celém svété se tak snazi zaméfit vyvoj na nové
ucinné strategie prekondvajici rezistence mikromycet. Toho se snazi dosdhnout jak v oblasti
zvySeni synergického efektu kombinace antimykotik ¢i modulaci stavajicich antimykotik,
syntézou novych IéCiv, vyvojem imunoterapie i vyuZiti pdsobeni nanocastic at uz s pfimym
ucinkem ¢i jako nosica antimykotickych léciv [32] [33] a vyzkumem novych lé¢ebnych metod
jako naptiklad pouziti nizkoteplotniho plazmatu [34].

Tab. 1: Celkovd mortalita pacientt s onemocnénim zplsobenym mikromycetnim patogenem dle WHO

(data prevzata z [30]).

Druh Celkova mortalita [%]
Aspergillus fumigatus 47-88
Candida albicans 20-50
Candida auris 29-53
Candida parapsilosis 20-45
Candida tropicalis 55-60
Coccidioides spp. 2-13
Cryptococcus gattii 437, 10-23"
Cryptococcus neoformans 41-61
Eumycetoma nedostatek dat
Fusarium spp. 43-67
Histoplasma spp. 21-53"",9-11
Lomentospora prolificans 50-71
Mucorales 23-80
Nakaseomyces glabrata (Candida glabrata) 20-50
Paracoccidioides spp. 3-23
Pichia kudriavzeveii (Candida krusei) 44-67
Pneumocystis jirovecii 0-100
Scedosporium spp. 42-46
Talaromyces marneffei 12-21

Pozn.: *u pacientl s meningitidou, *“u pacientd s infekci CNS a plic, ***u pacientd s HIV.

Mikromyceta, na jejichz druhy Candida albicans, Alternaria alternata, Aspergilus niger,
Fusarium culmorum a Fusarium graminearum, na které se tato prace zaméruje, jsou slozité a
adaptivni mikroorganismy. Pokud jsou vystaveny neptiznivym vnéjSim podminkam, jsou
schopny preziti a nasledné regenerace a dalSiho vyvoje véetné mnozeni dalsi populace.
To predstavuje znacné medicinské a celopopulacni riziko pro |é¢bu chorob vyvolanymi témito
patogeny.

Candida albicans je rozsifenda komenzalni mikromyceta, ktera kolonizuje orofaryngedlni
dutinu, gastrointestinalni trakt a vaginalni prostfedi. Ackoliv je u znaéné casti populace
soucasti bézné mikrobidlni fléry, u imunodeficientnich lidi mize dojit k poruse normalni
homeostaze a rozvoji patogennich a oportunnich infekci. V zavislosti na zavaznosti infekce
muze dojit k lokalizovanym povrchovym porucham sliznic aZz k invazivnimu onemocnéni
vyusténé v multiorgdnova selhani a Zivot ohroZujici stavy [35]. C. albicans, s niz je pti infektnim
vyskytu v krevnim frecisti pacientd spojena umrtnost, je navic nejcastéji se vyskytujici

14



kvasinkou izolovanou z biologickych vzork( pacientl [36]. V soucasné dobé jsou pro lécbu
infekci C. albicans dostupné Ctyfi hlavni druhy |écCiv: antimykotika na bazi polyend, azolq,
echonokandiny a 5-flucytosin (5FC). Tato antimykotika vSak maji svd omezeni z pohledu
toxicity pro hostitele, recidivy infekci, vysokych potizovacich nakladl, dostupnosti a
omezeného spektra pouZiti [37].Pfes variabilitu mozné |écby dochazi také pfedevsim ke vzniku
evoluéni rezistence kvasinek v(ci IéCivim, pticemz klicovy je nejen vyzkum mechanismd, ke
kterym pfi ni dochazi [38], ale také predevsim vyvoj novych ucinnych typ( léciv.

V této souvislosti jsou studovany aplikaéni ucinky kovovych nanoddstic zejména pro svou
zvySenou biokompatibilitu a vhodnou fungicidni ucinnost, ktera minimalizuje vznik rezistence
[37]. Zejména nanocastice ziskané metodou biosyntézy tvofi moderni nanobiotechnologii
[37], [39]. V soucasné dobé je vyzkum v oblasti vyvoje novych a biologicky Setrnych nanocastic
jednim z hlavnich smérd vyroby nanocastic, kterd predstavuje vhodnou alternativu
k fyzikdlnim a chemickym syntézam [40]. Stfibrné nanocdstice maji pUlsobivé vyuzZiti
v medicinskych aplikacich, zejména pro své abiotické a protizanétlivé ucinky. Jejich viestranna
pouzitelnost je dana zejména jejich laditelnymi vlastnostmi a Sirokym spektrem fyzikalné-
chemického pusobeni majiciho vliv na vyborné antimikrobialni ucinky, protizanétlivé pisobeni
a protinddorovou aktivitu [41]. Ddle jsou stfibrné nanocastice uplatnitelné jako transportni
substrat lé¢iv, mlGze byt soucasti biomateridld a povlak(i pro zdravotnické pfristroje a
implantaty, obvazu pro regeneraci tkani atd. [42].

Dalsi rozvijejici se a vhodnou metodou eliminace patogennich mikromycet je aplikace
nizkoteplotniho plazmatu (NTP). Aplikace NTP v mediciné i jinych oborech (potravinarstvi,
zemédélstvi apod.) je dynamicky se rozvijejici interdisciplinarni obor a jeho pouZiti je vénovana
stale vétsi pozornost. Vyzkum v oblasti NTP se ukazuje jako velmi slibny a publikaci v této
oblasti exponencialné pribyva [43]. NTP wvykazuje Uucéinnou schopnost eliminace
mikromycetnich kontaminantli, a predevsim inaktivace jejich rezistentnich spor [44].
Predpoklada se, Ze interakce NTP a Zivych bunék je synergickd, ale doposud neni dobie
pochopena [45]. V pfipadé NTP je pak Zadouci vytvoreni databdaze vlivu jeho pUsobeni pfi
velmi odolna a zplsobuji zavazné komplikace ve zdravotnictvi zejména u imunosupresivnich
jedincl. V potravinarstvi mohou byt navic zdrojem druhotné kontaminace povrchl z
kontaminovanych potravin nebo z kontaminovanych povrch(i na potraviny. Ro¢né plisné
znehodnoti az 20 % zemédélské produkce [47]. Navic 30 — 40 % vSech druhd mikromycet
mohou produkovat za priznivych podminek mykotoxiny [48], které prfedstavuji vaznou hrozbu
pro lidské zdravi, pricemz jejich toxicita mizZe vést az k umrti [49]. Rozvoj metod NTP v |ékarstvi
sméruje kinaktivaci patogenli a tedy sterilizaci, dekontaminaci a podpore hojeni ran,
protinddorové terapii, [écbé chronickych infekci, jakozto i sterilizaci kontaminovanych povrch(
[50]. Netermalni plazma bylo testovano pfi aplikacich na bakterie [51] a kvasinky [52], ovSem
o znalosti jeho vlivu na mikromyceta a zejména na mikromycetni biofilmy jsou stale nejasné.
Inaktivace biofilm( a spor je velmi narocna, nebot jsou vuici antifungalni 1éébé znacné
rezistentni [53]. Mikromyceta maji nékolik forem Zivota, které se liSi svou odolnosti k
dezinfekénim  prostredklm a antibiotikim. Dosavadni metody zkoumaji efekt
antimikrobidlnich latek casto formou stanoveni zmény metabolické aktivity nebo zmény
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v podilu kultivovatelnych mnozZstvi kolonii. Tyto metody nejsou dostatecné a dostatecné
nevypovidaji o fyziologickych zméndch danych mikroorganismu.

Pochopeni vlivu pusobeni antifungalnich latek a metod prokazujicich abiotické ucinky je
vyznamnym faktorem pro umoznéni vyvoje novych |éCiv a metod a hybnou silou pro jejich
postupné uvedeni do lé¢ebné praxe. V pfipadé vyzkumu se zamérenim na vizuadlni
porozuméni antifungalniho pulsobeni na burfky patogenu vyZaduje pouZiti Siroké Skaly
pokrocilych mikroskopickych metod, umoznujicich pohled nejen na bunéénou morfologii, ale
také do nitra bunék. Skenovaci elektronova mikroskopie a mikroskopie atomarnich sil je
v biomedicinskych aplikacich pouzivdna pro charakterizaci topografie povrchu bunék ¢i tkani.
Tato prace demonstruje uzite€nost a pfinos metod SEM, STEM-in-SEM, FIB-SEM a potazmo
AFM pro stanoveni vlivu stfibrnych nanocdstic na buriky patogenu Candida albicans a NTP na
patogenni mikromyceta (spory a biofilmy) Alternaria alternata, Aspergillus niger, Fusarium
culmorum a Fusarium graminearum.
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1.2 Elektronova mikroskopie pro biologické vzorky

Skenovaci elektronova mikroskopie (SEM) jiz od dob svého rozsiteni v 30. letech 20. stoleti
vyznamnou metodou zobrazovani mikro a nanosvéta. Nachazi uplatnéni témér ve vsech
oblastech lidského poznani, kde je tfeba provést morfologické analyzy na mikrometrové nebo
nanometrové uUrovni. Moderni SEM vsak jde dale a poskytuje viestranné moZnosti méreni a
detekci v Sirokém spektru at uz védecko-vyzkumnych instituci, ale také v priimyslu a vyrobé.

Mikroskopie a zejména skenovaci elektronovd mikroskopie je jednim ze zakladnich metod
pochopeni struktury a vlastnosti povrch( v biologii [54]. Vizualizace buné¢ného obsahu a
jemné vnitfni struktury mikroorganisma predstavuje fundamentalni pilif vyzkumu v biologii.
Pfedstava o vnitfnim usporadani bunék a organel umoZnuje charakterizaci morfologie,
pochopeni strukturni biologie a také porozuméni evoluci [55]. Zobrazeni slozité intracelularni
struktury bunék a tkani mize zasadnim zpUsobem ovlivnit pochopeni pocatecnich zmén, ke
kterym dochdzi pfi rozvoji chorobnych proces(l. Lokalizace usporadani organel a jejich
interakci pak mUze poskytnout dulezité informace vedouci ke stanoveni v€asné diagndzy [56].

Elektronova mikroskopie pres nesporné vyhody, které s sebou v oblasti biologického poznani
pfinasi prostfednictvim kontinualniho ziskavani novych informaci, mai urcité limity a omezeni.
Tyto meze vétSinou vychazi z fyzikalni podstaty vyuZziti svazku elektront, jakoZto interakcnich
Castic pro kontakt s povrchem vzorku. Mezi hlavni Uskali skenovaci elektronové mikroskopie
Ize zaradit:

e Nabijeni vzorku — biologické vzorky obecné jsou témér nevodivé vzhledem k nutnosti
dehydratace z divodu skenovdni ve vakuu. Hromadéni naboje na povrchu vzorku pak
zplUsobuje artefakty obrazu, ktery se projevuje jako preexponované misto
s rozmazanymi strukturami a nejcastéji ma tvar car nebo pruhl napfi¢ snimkem.
V nékterych pripadech je nabijeni tak silné, Ze neni mozné vzorek sam o sobé zobrazit
[57] a mUzZe dokonce fungovat jako elektronové zrcadlo [58]. Existuje mnoho metod,
jak vliv nabijeni omezit, které lze obecné rozdélit do tfi kategorii — optimalizace
pripravy vzorku, podminek zobrazovani a nastaveni mikroskopu. V pfipadé pfipravy
vzorku jde pfedevsim o vodivé spojeni vzorku se substratem a mikroskopickym stolkem
(pomoci mlze vodiva pasta) a naneseni vodivé vrstvy (pokoveni) napriklad zlata,
platiny, uhliku apod. Pokoveni vSak muze mit vliv na pripadné vysledky EDS. V pfipadé
zobrazovani rezd (napft. tkani) je vhodné pripravit je co nejtenci s nejmensim moznym
objemem. U podminek zobrazovani pak je vhodné co nejvice omezit dobu skenovani,
tj. ¢as, po ktery svazek setrvdva na vzorku, snizit proud svazku, velikost apertury ci
urychlovaci napéti, popfipadé pouzit jiny druh detektoru nez sekunddrnich elektron
(secondary electrons, SE), napfiklad zpétné odraziené elektrony (back-scattered
electrons, BSE), nebot signal je méné ovlivnén nabijenim vzorku. Pokud to umozriuje
vybaveni mikroskopu, je moiné pouzit skenovani pfi proménlivém tlaku v komore,
ktery umozni ¢astecny rozptyl naboje [59].

e Vliv vakua — velmi citlivé bunécné struktury mohou vlivem nezbytné dehydratace
nutné pro zobrazovani ve vakuu mit sklon k poruseni ¢i kolabovani. V pripadé velmi
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citlivych vzork( tak nabyva na duleZitosti jeho vhodnd fixace a spravnd metoda
vysouseni vzorkU [60] nebo ptfimo jejich zmrazeni a zobrazeni v kryostavu. Popfipadé,
je-li to mozné, pouzit SEM s moznosti proménlivé volby tlaku (variable pressure SEM),
nizkovakuové SEM (low vaccum SEM) ¢i ptfimo environmentdlni SEM umoZiujici
pozorovani hydratovanych vzorkl [61].

e Radiacni poSkozeni —vznika interakci elektron(i svazku s atomy vzorku, a to v podstaté
dvéma moZnymi zpusoby: elastickym a neelastickym rozptylem. Pfi neelastickém
rozptylu, tedy interakci elektronového svazku s elektrony v obalu jadra vzorku, mze
dojit k pfenosu znacné energie, kterd se projevi zvysenim lokalni teploty zndmé jako
radiacni tepelné poSkozeni [62] a emisi rentgenového zareni ¢i elektron( [63]. DalSim
jevem doprovazejicim neelasticky rozptyl a ktery ma velky vyznam zejména u
biologickych vzork(, je ionizacni poskozeni, tzv. radiolyza [64], diky niZz dochazi
k poskozeni chemickych vazeb a vyrazeni lehkych prvk( jako H, N a O [65]. V pripadé
elastického rozptylu dochazi k interakci elektront svazku s atomovymi jadry vzorku a
muze tak dojit k posunuti atomu z plvodni polohy v atomové mfizce nebo dokonce
jeho vyrazeni (knock-on) a tvorbé lokalnich defektl [66]. Vliv radiacniho poskozeni Ize
potladit, nikoliv vSak Uplné odstranit, nebot vznika ze zobrazovaci podstaty.

Kontaminace uhlovodiky na povrchu vzorku — pfi prichodu elektronového svazku komorou
vzorek muze dochazet ke kontaktu s uhlovodiky, jejich disociaci a depozici na povrch vzorku.
Tato kontaminace byva vyraznéjSi zejména u nizkych urychlovacich napéti [67]. Tato
kontaminace se projevuje nahromadénim uhlikové vrstvy na povrchu vzorku a vede ke snizeni
jasu snimku, snizeni rozliSeni morfologie povrchu a generovani signalu, ktery neni pro vzorek
reprezentativni. Mlze pak mit vliv zejména na vysledky analyz energiové dispersni
spektrometrie (EDS), difrakce zpétného rozptylu elektroni (EBSD), popf. spektroskopie
energetickych ztrat elektronl (EELS, electron energy loss spectroscopy) [68]. Tato
kontaminace mUlze pochazet z vnitfniho prostiedi mikroskopu, napfiklad plynné uhlovodiky
v atmosféfe komory mikroskopu z ¢erpacich oleji, maziva vakuovych vyvév ¢i uvolnéné
z tésnicich krouzkl [62] ¢i pfimo ze vzorku. Omezeni projev( depozice uhlovodik(i spociva
zejména v co nejéistsi praci se vzorkem (v rukavicich, dezinfekce vzorku, je-li to mozné), popft.
je-li to zpovahy vzorku moiné, lze aplikovat cCisténi plazmatem (plasma cleaner) i
ohrev/vakuovy ohfev nebo naopak ochlazeni vzorku [68].

Pfi praci s elektronovym mikroskopem je kyZzenym cilem tato omezeni a Uskali co nejvice
potlacit a minimalizovat. Povédomi o rizicich interakce elektron(i se zkoumanou latkou pak jde
ruku v ruce se s optimalizaci snimkovani's ohledem na nejlepsi mozné ziskané vysledky a snaze
0 co nejvétsi snizeni rizik poskozeni vzorku.

Pro mikroskopické snimkovani v rdmci této prace byl pouZit skenovaci elektronovy mikroskop
verze LYRA3 GMU od spoleénosti TESCAN ORSAY HOLDING, a.s., Ceska republika (Obr. 3).
Ptistroj je vybaven autoemisni katodou FEG (Field Emission Gun), pfiéemz urychlovaci napéti
se pohybuje v rozmezi 0,05 — 30 kV. Mezi integrované detektory patfi pro chemické analyzy
energiové dispersni spektrometrie (EDS) a pro krystalografické analyzy detektor difrakce
zpétného rozptylu elektroni (EBSD). Dale je mikroskop vybaven fokusovanym iontovym
svazkem (FIB) s Ga zdrojem, ktery vytvari usmérnény tok urychlenych iont fokusovanych
do mista dopadu vhodny pro mikroobrabéni ¢i zobrazovani pevnych latek v nanometrovém
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méritku. Disponuje téZ tzv. GIS (gas injection system), ktery umoziuje jak nanaseni tenkych
vrstev materidlu (v tomto ptipadé Pt, W, C) ¢i mikroobrdbéni. Mikroskop je standardné
vybaven detektory sekundarnich elektron(l (SE) a zpétné odrazenych elektronl (BSE) véetné
detektoru sekunddrnich elektront v nizkém vakuu (LVSTD). Pro pfipravu TEM lamel je SEM
vybaveno i mikromanipuldtorem. Specialné pro biologické aplikace byl zakoupen detektor
STEM-in-SEM, ktery umoZiuje transmisni mod a pfilezitost ziskat snimky blizké snimk{m
z transmisniho elektronového mikroskopu (TEM) svyhodami rastrovaciho mikroskopu.
Specidlni drzak vzorku je pak optimalizovdn pro manipulace s TEM mfizkou.

Obr. 3: Skenovaci elektronovy mikroskop Centra vyzkumu ReZ s.r.o. (fotografie CVR).
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1.3 Cile disertacni prace a jeji ¢lenéni

Disertacni prace predstavuje zdkladni vyzkum v oblasti studia vlivu antifungalnich metod
nizkoteplotniho plazmatu (NTP) a biosyntetizovanych stfibrnych nanocastic na vybrané
eukaryotni  patogenni organismy pomoci pokrocilych  mikroskopickych  metod.
Pozorovatelnym projevem pusobeni antifungalnich prostfedk( jsou tvarové deformace,
které pro mikroorganismy studované v této praci doposud nebyly v dostate¢né mire popsany
nebo vysvétleny. Z toho vychazi tti hlavni cile této préace:

1. Aplikace pokrocilych mikroskopickych metod na charakterizaci nanocastic
a identifikaci morfologickych zmén bunécného povrchu Candida albicans vlivem
plsobeni stfibrnych nanocastic

2. Aplikace pokrocilych mikroskopickych metod na identifikaci morfologickych zmén
bunécénych povrchd vybranych mikromycetnich spor a jejich biofilm{ vlivem plsobeni
nizkoteplotniho plazmatu

3. Aplikace pokrocilych mikroskopickych metod na identifikaci zmén vnitfnich struktur
vybranych mikromycetnich spor a Candida albicans vlivem pusobeni antifungalnich
prostredk

Tyto cile zaroven tvofi z reSerSniho i experimentalniho pohledu obsahové ucelené celky.
Tyto celky vyplyvaji z druhu pouzitého abiotického prostredku na testovany mikroorganismus
a zameérenim studii na povrchovou, resp. vnitfni morfologii bunék a jsou navzajem provazany
prostfednictvim pouZiti metod skenovaci elektronové mikroskopie jakoZto prostfedku
pro vyzkum dopadd uvedenych metod na eukaryotni mikroorganismy. Kazdy tematicky celek
obsahuje Uvod do resené problematiky nasledovany pouzitou metodikou a uzavieny shrnutim
dil¢ich vysledk a diskusi.
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|. Aplikace pokrocCilych  mikroskopickych metod
na charakterizaci  nanocCastic a identifikaci
morfologickych zmén  bunééného  povrchu
Candida albicans vlivem pusobeni stfibrnych
nanocastic

2 Prehled soucasného stavu problematiky interakce
Candida albicans a nanocastic

Rychly vznik [ékové rezistence vyvolava v soucasné dobé nesmirné obavy napfi¢ nadndrodnimi
i ndrodnimi zdravotnickymi organizacemi. Lidské télo je denné vystavovdno tisicim
potencialnich patogen( a zejména v poslednich nékolika desetiletich, kdy se antimikrobialni
latky staly nepostradatelnou soucdsti Iécby mikrobialnich infekci, vznikaji znaéné problémy
s rezistivitou v0cCi lécivim. Dochdzi k omezovani pouziti a samotné ucinnosti starSich,
ale i novych typa Iékd. Hlavnim disledkem rezistence vici lécbé pak mize byt zvysujici se
morbidita a mortalita u nékterych druh(i chorob nehledé na nutnost aplikace silnéjsich
|é¢ebnych preparatd, invazivnéjsi terapie a zvysujicich se nakladd na samotnou IéCbu.

V 21. stoleti doslo slouc¢enim znamych terapeutickych vlastnosti vybranych kov( (popf. jinych
materiall) s modernimi nanotechnologickymi postupy kznacnému rozmachu vyroby
nanocastic. Zejména syntéza nanocastic s presné danymi specifikacemi co se tyka tvaru,
velikosti, funkcionality apod. pfinesla rozvoj novych terapeutickych pristupl k [écbé chorob
vznikajicich v dasledku rezistence mikroorganismu, které je zpUsobuji. Zejména pak
nanocastice stfibra vynikaji svym potencidlem diky snizovani akutni toxicity,
dobré biokompatibilité a Siroké dostupnosti.

Rezistivita mikroorganism( v(c¢i antimikrobidlnim |atkdm je v soucasné dobé velmi
diskutovanym tématem, kterému se vénuji mnohda védecko-vyzkumna pracovisté po celém
svété. Odolnost mikrob(l predstavuje zavainy problém pfi 1é¢bé nemoci, kdy jsou bézina
antibiotika ¢i chemoterapeutika pro lIé¢bu prakticky nepouzitelnd. World Health Organization
(WHO) and the European Centre for Disease Prevention and Control varuji pred stale rostouci
bakterialni rezistenci vicéi antibiotikllm a povazuji ji za jeden z nejhorsich probléma
pro dlouhodobé zdravi lidstva [69] (Obr. 4). Nedostatecné tempo vyvoje novych typu
antibakteridlnich 1écCiv je v soucasné dobé vzhledem krostouci hrozbé rezistence velmi
rizikové. Dle rocnich analyz WHO bylo v roce 2021 v klinickém vyvoji pouze 27 novych
antibiotik puUsobicich proti prioritnim patogenim?, co? predstavuje pokles oproti
31 pripravklm vyvijenych v roce 2017 [70].

1 Seznam prioritnich patogen( je k dispozici v dokumentu WHO [273].
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Obr. 4: Staphylococcus aureus na titanovém Zetonu pred testy antibakteridlnich Iatek (SEM fotografie Rabochovd, M.,
kolorovdano v AKVIS Coloriage [10], velikost zorného pole 33 um).

Nepfiznivy trend v poctu invazivnich mykotickych infekci vedouci k vysoké morbidité
a mortalité imunosupresivnich pacientll vs. rezistivita mikroorganismi na podani
antimykotickych léc¢iv predstavuje zdvainy celosvétovy problém [71]. Vysokd mortalita
se vyskytuje zejména u hospitalizovanych pacientd rozvinutou kandidovou infekci,
tedy imunodeficientnich pacientl nejcastéji po transplantacich organa ¢i krvetvorné tkané,
na jednotkach intenzivni péce (JIP), po nebo v prlbéhu Ilécby imunosupresivy
(Ié¢ba onkologickych onemocnéni, syndromu ziskaného selhani imunity (AIDS) atd.).
Mezi rizikové faktory se radi také novorozenecky nebo seniorni vék [72]. Candida albicans je
pak nejcastéjsi pricinou diseminované kandiddzy, ktera predstavuje invazivni Zivot ohrozujici
v multifaktorovém projevu kolonizace, ktery je zpocatku onemocnéni casto zaménovan
s jinym typem infekci [74]. ZpUsoby IéCby invazivnich kandiddz jsou shrnuty v praci [75].

S pfichodem rozvoje nanotechnologii a znalosti abiotickych vlastnosti nékterych prvkd doslo
k rozmachu vyvoje nanocastic a jejich implementaci do mediciny. Mnoho anorganickych
nanocdstic je syntetizovdno se specifickymi vlastnostmi pro biologické, farmaceutické,
diagnostické ¢i biomedicinské aplikace. Vzhledem k jejich fyzikalné-chemickym vlastnostem
predstavuji reprezentativni kandidaty pro reseni Iékovych rezistenci.

V nedavné dobé bylo vyvinuto mnoho pfistupl k syntéze nanocdstic s vyuzitim fyzikalnich,
chemickych ¢i biologickych metod. VSechny tyto metody maji své vyhody i nevyhody.
Mezi zvazovanymi aspekty jednotlivych metod jsou i biologicka aplikovatelnost, narocnost
syntézy a pofizovaci naklady. Soucéasné fyzikalné-chemické pfistupy s sebou &asto pfrinasi
produkci toxického odpadu, ¢im dal vice do popredi se dostava biologicka syntéza nanocastic
za pouZiti rostlinnych ¢asti a extraktl ¢i mikroorganismU. Biosyntetizované nanocastice lze
navic ziskat ve velkych mnoZstvich a jejich syntéza je zaroven Setrnd k Zivotnimu prostredi.
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Jednim z hlavnich zaméreni této prace je mikroskopicka analyza biosyntetizovanych stribrnych
nanocdstic vyuZivajicich extraktu Vitis vinifera. U takto syntetizovanych nanocastic pak byla
stanovena jejich charakteristika a zkoumany antifungalni vlastnosti na vyznamny lidsky
patogen Candida albicans, ktery zpGsobuje mnoho tézkych a zavaznych chorob, jakymi jsou
kandiddza ¢i kandidemie a které ohrozuji ¢im dal vice lidskych Zivotd.

Predkladana studie pfrispivd k poznani biosyntetizovanych stfibrnych nanodastic pomoci
mikroskopickych a mikroanalytickych metod zamérenim se na jejich antifungalni pisobeni
dané velikosti ¢i predpokladanou synergii s bioaktivnimi latkami z extraktu Vitis vinifera na
vybrany mikroorganismus Candida albicans. Samotna syntéza nanocastic vyuziva velmi dobre
dostupné suroviny a ekologicky Setrné vyroby bez toxického odpadu. Morfologie
biosyntetizovanych Ag nanodastic byla charakterizovdna svyuZitim skenovaciho
elektronového mikroskopu (SEM), transmisni detekce elektron(i skenovaciho elektronového
mikroskopu (STEM-in-SEM), mikroskopu atomarnich sil (AFM), které byly provedeny v ramci
této disertacni prace. Uvedené metody se vhodné doplfiovaly s metodami Dynamic light
scattering (DLS), UV—Visible spectroscopy (UV-Vis), rentgenové difrakce (XRD) a atomové
absorpéni spektrometrie (AAS), které byly provedeny na pracovisti VSCHT a nejsou obsahem
této disertacni prace, avsak tvori soucast spolec¢né publikace (152). Bylo téZ provedeno
zpracovani obrazu v software FlJl/Imagel [76]. TaktéZ byla pozorovana interakce nanocastic
s Candida albicans a jejich vliv na bunécnou morfologii.

Vysledky ptindsi novy vhled do problematiky Setrné ekologické syntézy sttfibrnych nanocastic
s predem definovanymi vlastnostmi a prokazani abiotické aktivity proti vyznamnému lidskému
patogenu Candida albicans. Tato studie podporuje zavér, Ze pouZiti takto syntetizovanych
stfibrnych nanocastic ma vyznamny potencial pfi pripravé dalSich antibiotickych léciv.

2.1 Candida albicans

Rod Candida predstavuje kvasinkové dimorfni houby o velikosti cca 2 — 20 um. Jednotlivé
buiky jsou oznacovdny jako blastospory, pficemz mohou vytvaret i rezistentni
chlamydospory. Rod Candida zahrnuje nékolik druhl odliSujicich se rGznou patogenitou,
pficemz vice nez 95 % invazivnich onemocnéni zplsobuji Candida albicans (typicka je
pro nitvorba kli¢icich hyf po inokulaci vséru), Candida krusei, Candida glabrata,
Candida tropicalis, Candida parapsilosis atd. [77] [78]. Nékolik druht kvasinek ma své genomy
kompletné sekvenované (napf. Saccharomyces cerevisiae v r. 1996 Ci Schizosaccharomyces
pombe v r. 2002) a taktéz probihd vyzkum, ktery by kvasinkovym gentdm pfiradil fyziologickou
funkci, nebot studium kvasinek pfinasi jak vhled do problematiky fungovani jednoduchych
eukaryot, tak vyzkumu lidskych nemoci a dédi¢nych poruch [79]. Vzhledem k tomu, Ze je jejich
genom ve znacné mire flexibilni a vykazuje vysokou miru variability na rGzné podminky
prostfedi, je znalost plasticity genomu predmétem znacného z4djmu genetikd.
Mikroorganismus ma vysoce dynamicky diploidni heterozygotni genom, ktery maze vykazovat
variace znacéné Sife chromozomalniho preusporadani a aneuplodii, které maji znaény dopad
na patogenitu, virulenci a rezistenci vaci Iékim [80]. Editace genomu Candida albicans
a ovlivnéni jeho patogenity v soucasné dobé probihd i s vyuzitim CRISPR (Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats) [81] [82] [83]. Slibnd metoda predstavuje dalsi
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alternativu v feseni odolnosti patogenl vuici antibiotickym latkam prostrednictvim studia
jejich genetického kddu [84] [85] [86].

Candida albicans je jednou z hlavnich pfi¢inou humannich kandidéz a je znama jako oportunni
patogen. Ackoliv je pfitomna v lidském mikrobiomu jako neSkodny komenzal, po naruseni
rovnovahy hostitel-mirkobiom-hostitelska imunitni odpovéd, muize zplsobovat infekce
od povrchovych az po Zivot ohroZujici systémové. Pri¢inu patogenity zpUsobuje mnoho
faktor(: tvorba biofilmu, thigmotropismus, morfogeneze, povaha molekul zprostfedkovavajici
adhezi (adheziny) a invazi do hostitelské tkané, fenotypicky dimorfismus (také jako phenotypic
switching) a vylucované extraceluldrni hydrolytické enzymy [87] [88] [89].

Hlavnim faktorem patogenity kvasinky rodu Candida albicans viak predstavuje jeji schopnost
tvofit husté nahromadéné shluky bunék, tzv. biofilm, ktery je umoZiuje rezistenci vici
antifungdlnim |éklm, stresovému prostiedi i imunitnimu systému svého hostitele [90]. Biofilm
tvofi spolecenstvi mikrobialnich bunék pevné vazanych k matrici, fdzovému rozhrani nebo
sobé navzdjem obalenych extracelularni matrici, kterou tvofi slou¢eniny vzniklé samotnou
produkci bunék. Tato sloucenina pak komunitu chrani pfed vnéjsimi vlivy. Zaroven spolu
prostiednictvim biofilmu mohou buriky komunikovat ménit své vlastnosti, coz poskytuje
celému spolecenstvi zna¢né vyhody oproti burikdm solitérnim [91]. Mikrobidlni biofilmy jsou
tedy mnohem odolnéjsi (az tisicinasobné) nez buriky planktonni [92]. Biofilmy tvorené Candida
albicans jsou vysoce strukturované, tvorené kvasinkami, pseudohyfami a hyfami obklopené
extraceluldrni matrix (obsahujici proteiny, lipidy, nukleové kyseliny a sacharidy) [93]. Cyklus
tvorby biofilmu se sestdva ze ctyr fazi (viz Obr. 5):

1. Adheze kvasinkovych bunék na povrch.

2. Proliferace, pfi niz dochazi k tvorbé biofilmu v jejimz pribéhu adherované k povrchu
tvofi bazalni vrstvu obsahuijici kvasinkové, pseudohyfalni a hyfalni bunky.

3. Zrani do komplexniho strukturovaného biofilmu, ve kterém jsou burky uzavieny
v extraceluldarnim matrix.

4. Disperze kvasinkovych bunék vné biofilmu.

Buniky Candida albicans adheruji s uspéchem na jakykoliv typ biotického ¢i abiotického
povrchu pomoci adhezivnich proteinl kovalentné vazanych na bunéénou sténu kvasinky [94].
Nasledné se buriky ukotvi a z délicich se kvasinkovych bunék se za¢nou tvofit pseudohyfy
a hyfy, které  se prodluzuji  a proliferuji ~ dokoncéenim biofilmu [93].
Extracelularni polysacharidova matrix pak chrani obsah biofilmu [94]. V pozdéjsich stadiich
tvorby biofilmu se vytvori hyfy, které tvori jeho podpulrnou slozku pro stabilitu celkové
struktury. Jakmile je biofilm vyzraly, dochazi k posledni fazi, pfi které biofilm postupné pomalu
rozptyluje pucici kvasinkové buriky z hyf, které pfispivaji k Siteni infekce [93].
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Obr. 5: Cyklus tvorby biofilmu Candida albicans [93].

Pro biofilm Candida albicans je charakteristické, Zze ma slozitou strukturu. Hustota bunék
v ném obsaZzenych je vysoka a biofilm vykazuje celkové snizenou metabolickou aktivitu
a zvySenou odolnost vici stresovym podminkam, pricemz extraceluldrni matrix pak funguje
jako fyzicka bariéra. Biofilm také muZe obsahovat tzv. perzistentni buriky v bazalni vrstvé.
Tyto buriky se dale nedéli a maji snizenou metabolickou aktivitu, diky cemuz se stavaji vysoce
odolné vici antimikrobialnim latkam [93] [95].

Kvasinky jsou casto schopny kolonizovat a kontaminovat lékarské nastroje, protetika
(umélé kloubni nahrady, srdecni chlopné, zubni ndhrady apod.), kardiostimulatory,
kontaktni cocky ¢i pfimo povrchy sliznic [87]. Ackoliv bylo analyzovdno znacné mnoZstvi
faktorq, které ovliviiuji biofilm, samotny molekuldrni mechanismus jeho tvorby stdle z(stava
neobjasnén [96].

2.2 Kandiéza a kandidémie

Invazivni mykotické infekce zplsobené rodem Candida — kandidéza a jeji forma kandidémie —
jsou, zodpovédné za nejCastéji se wvyskytujici Zivot ohroZujici mykotické infekce
u hospitalizovanych pacientll. Zatimco kandiddza je onemocnéni, které postihuje zejména
sliznice ¢i klzi a v pripadé imunitné oslabenych lidi i organy, kandidémie je predevsim invazivni
nozokomialni infekce krevniho recisté, pfi niz mohou byt také zasaZzeny vnitini orgdny a byva
spojena s vysokou mortalitou [97] [98]. Metastatické infekce pak mohou vznikat v jatrech,
plicich, sleziné, kostech ¢i oku a mohou zUstat lokalizované ¢i vést k sekundarni kandidémii
[99].

V populacnich studiich epidemiologického vyvoje v Evropé byla provedena analyza
a shromazdovani dat od ledna 2000 do uUnora 2019 tykajici se wvyskytu kandiddz.
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Celkova souhrnnda mira incidence kandidémie byla 3,88/100 000, pficemz nejvyssi incidence
byla pozorovana na JIP: 5,5/1000 prijatych pacient(, mortalita pacient 30. den po pfijeti pak
byla 37 %, dale pak centrech tercialni péce: 0,96/1000 prijatych pacientli, mortalita pacient(
30. den byla 38 % a smiSena skupina fakultnich a vSeobecnych nemocnic: 0,52/1000 pfijatych
pacientl, mortalita pacientd 30. den byla 37 %. Evropska incidence kandidémie pak byla
extrapolovdna na pfiblizné 79 novych pfipadd denné. Pro 29 pacientll mohla mit fataini
nasledky [100]. Celkovy prehled zastoupeni rodu Candida dle druh( zpUsobujici kandidémie
je uveden na Obr. 6, pfiCemz nejvyssi zastoupeni ma druhy Candida albicans (v souladu i se
zdroji napt. [101], [102], [97]).
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Obr. 6: Diferenciace rodu Candida prostrednictvim populacnich studii. Studie jsou oznaceny jménem prvniho autora,
casopisem a rokem vyddni. Sefazeno chronologicky podle medidnu studovaného obdobi zleva doprava [100].

Zvysend mira vyskytu kandidéz byla pozorovdna i v souvislosti s koronavirovou pandemii
Covid-19. V jejim dUsledku se projevila u zna¢né ¢asti pacientl tézka respiracni insuficience,
ktera vyzadovala hospitalizaci na JIP. Bylo prokdzadno, Ze takto hospitalizovani pacienti,
ktefi jsou léceni kortikosteroidy potlacujici projevy tézkého pribéhu Covid-19, jsou ohrozeni
ve vysoké mife invazivnim mykotickym infekcim véetné kandiddz a plicni aspergildzy [103]
[104]. Pripadové studie tohoto fenoménu lze uvést na prikladech viz [105], [106], [107], [108].

2.3 Nanocastice

Nanotechnologie si ziskaly velkou pozornost védcl pro svij potencidl v Siroké oblasti oboru
od mediciny, biomediciny, elektroniky, primyslu az po zemédélstvi, textilni pramysl,

vvvvvv

Na znacném vyznamu pak ziskavaji zejména v oblasti diagnostiky a zdravotnictvi.
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Nanocastice jsou pak objekty se vSsemi tfemi vnéjsimi rozméry v nanostupnici, pokud se délka
nejdelSi a nejkrat$i osy nanoobjektu vyrazné nelisi (obvykle vice nez ttikrdt — pak jde
o nanovldkno & nanodesku), definované dle normy CSN P CEN I1SO/TS 27687 [109].

Ve stru¢ném prehledovém méfitku Ize nanocastice rozdélit do ¢tyr vyznamnych skupin [110]:

1.

Nanocastice na bazi kovid

V Cisté formé nékterého z kovl napf. Ag, Au, Cu, Pt, atd., jejichz kovova jadra lze
transformovat do formy vétSich kovovych klastri o poZzadovaném geometrickém
usporadani ¢i obalit povrchové aktivni organickou vrstvou [111] [112].

Nanocastice na bazi slitin kovu

Slitiny vybranych kov( v pfipadé vyroby tohoto typu nanocastic mohou mit aditivni
pozitivni dopad na poZadované vlastnosti zejména v oblasti strojirenstvi,
elektroniky nebo reakéni katalyzy [110] [113].

Nanocastice na bazi oxidl kov(

Tato varianta nanocastic je pfipravovana na bazi oxidu kovu ¢i hydroxidu kovu [110].
Nanocastice typu Ag,0, ZnO, MnO; ¢i TiO2 jsou nejrozsifenéjsimi predstaviteli tohoto
typu. Nespornym kladem je jejich vysokd stabilita, laditelnd morfologie
a transformovatelnost povrchu a jednoducha pfiprava [111].

Magnetické nanocastice

Strukturu magnetickych nanocastic tvofi jadro sloZzené z oxid(i Zeleza a obalu, jakym je
napr. z oxid kifemicity. Jejich pouziti je zejména jako nanokatalizatory k urychleni
reakéniho procesu v chemickych &i biologickych aplikacich [114] nosice cilovych [éCiv
¢i se pouzivaji k detekci pomoci magnetické rezonance [115].

Polovodic¢ové nanocastice

Polovodi¢ové nanocastice — znamé tako jako kvantové tecky (quantum dots) jsou
koloidni fluorescencni polovodi¢ové nanokrystaly [116]. Velky pomér povrchu vici
objemu tohoto typu nanocastic umoznuje funkcionalizaci jednotlivych ¢asti riznymi
organickymi Cinidly. A v disledku zna¢ného mnozstvi reaktivnich mist na povrchu je
mozné vyuzit je pro syntézu supramolekularnich sestav [117]. Disponuje jedine¢nymi
optickymi (vynikajici fotoindukovany prenos elektron() a elektrickymi vlastnostmi jsou
velmi pouZivany ve fotokatalytickych aplikacich [118].

Polymerni nanocastice

Pro svou vysokou miru biokompatibility, biodegradability a moZnosti kontrolované
syntézy co se tyka stability tvaru, povrchového potencidlu a velikosti jsou polymerni
nanocastice uplatiovany predevsim jako nosice IéCiv. Terapeuticky uUcinek je zvysen
zejména diky inzerci aktivnich molekul do nanosystémt a jejich ochranou pred okolnim
prostifedim [119].

V mediciné jsou pak nanotechnologie cileny zejména na nasledujici vyzkumné ukoly:

cilend distribuce Ié¢iva na specifické misto uréeni jako jsou bunky ¢i tkané,
lepsi absorpce ve vodé Spatné rozpustnych Iéku,
distribuce velkych makromolekuldrnich 1ék( do konkrétnich intracelularnich organel,
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- distribuce dvouslozkového |éCiva pro kombinovanou terapii,

- transcytéza léciv skrze epitel ¢i endotel,

- detekce Ucinnosti terapeutického prostfedku in vivo v redlném case,

- vizualizace mista plGsobeni léCiva navazaného na terapeutické agens prostrednictvim
vhodnych zobrazovacich metod [120].

2.3.1 Ag nanocastice

Kombinaci nanotechnologii s materidly, které maji vlastni mikrobidlni aktivitu, lze ziskat
vhodny typ antimikrobidlnich latek pro boj srezistenci vic¢i antibiotickym Iécivim
a pripravklm. Pfedevsim nanocastice na bazi kov( ptitahuji velky zdjem védcl z divodu jejich
ucinnosti proti patogennim mikroorganismim a velké reaktivité [121]. V centru zajmu je
pfedevsim produkce nanocastic stfibra, zlata, médi, selenu a z oxidl pak oxid Zeleza, titanu,
kobaltu, hliniku, platiny a zinku atd. [122] [123]. Stfibrné nanocastice si pak ziskaly velkou
pozornost pro své Sirokospektrdlni antimikrobidlni vlastnosti, které byly prokazany
u grampozitivnich (Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Bacillus subtilis atd.)
gramnegativnich (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa atd.)
bakterii [124], dale vir( (Hepatitis B virus [125], Bunyamwera virus [126], HIV-1 [127] atd.) a
hub (Aspergillus fumigatus [128], Bipolaris spicifera [129], Colletotrichum falcatum [130] atd.).

2.3.2 Antimikrobialni pdsobeni Ag nanocastic

Antimikrobidlni plsobeni nanocastic je zavislé na radé faktorl pfipravy v zavislosti
na pozadované antimikrobidlni aktivité. Na ucinnost maji vliv fyzikalné-chemické vlastnosti
jakymi jsou jejich velikost, tvar, povrchovd modifikace, poréznost, stabilita ve fyziologickych
podminkach atp. Zalezi také na zpUlsobu aplikace, tedy zda budou soucasti napr. kompozitnich
material( ve formé povlak ¢i obalovych materiali nebo budou plsobit individualné napf. ve
vhodnych disperzich [131]. Ackoliv pIné porozuméni antibakteridlniho plsobeni nanodastic
jesté neni zcela pochopeno [132], mezi hlavni mikrobicidni ucinky Ize zaradit (Obr. 7):

a) Navazani nanoddastic na povrch bunééné membrany a naruseni jeji funkce,
permeability a blokaci bunééného dychani [133] [134]. Nanocastice se mohou
hromadit na bunécné sténé a membrané a tam zplsobit morfologické zmény jako
napfiklad odchlipnuti membrany a smrstovani cytoplazmy [135]. Lze pozorovat také
navazani nanocdastic na membranové proteiny, coz ma za ndasledek vyrazné zhorseni
propustnosti membrany a transport iontl a vtomto dlsledku muze dojit
k nekontrolovatelnému Uniku bunééného obsahu a transportu skrze cytoplazmatickou
membranu zplsobenou zvySenou permeabilitou membrany [135].

b) Stribro je povazovdno za Lewisovu kyselinu, a tak je po priniku do buriky schopno
interagovat se slouceninami obsahujicimi fosfor a siru, jakymi jsou napftiklad
deoxyribonukleova kyselina (DNA), proteiny ¢i bunécna membrana a zpUsobit tak
jejich strukturalni zmény [133]. TaktéZ zplUsobuje pfi kontaktu s cytoplazmou blokadu
transkripce a translace a redukci syntézy proteind a stejné tak miUZe dochazet
k denaturaci DNA a blokovani metabolismu cukrd [135].
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c) Tvorba reaktivnich forem kysliku (tzv. reactive oxidative species — ROS) a volnych
radikall v disledku zvyseného oxidacniho stresu zplsobeného nanocasticemi stribra.
Superoxidové aniony, hydroxylové radikaly, peroxid vodiku a kyselina chlornd jsou
prirozené vedlejsi produkty bunécného dychani a jejich intracelularni koncentrace jsou
obvykle udrzovany na relativné nizké urovni. Stfibro vsak muize byt katalyzdtorem
pro tvorbu volnych radikall v pfitomnosti kysliku [134]. Nadmérné mnozstvi volnych
radikal pak zpUsobuje pfimé poskozeni mitochondridlni membrany, destrukci DNA
a hyperoxidaci DNA, lipidd a proteint [135].

. s 7
I 1) Adheze k bunééné membrané ¥ 2) Prinik do buriky

- Poruseni struktury membrany - Mitochondrialni disfunkce
- Blokace bunééného dychani - Destabilizace proteint
- Zhorseni permeability membrany - Denaturace proteinQ
- Unik buné&&ného obsahu - Destabilizace ribozomii
- Poruseni DNA

3) Bunééna toxicita a ROS

>

Obr. 7: Zdakladni mechanismy antimikrobidlniho plsobeni Ag nanocdstic (SEM fotografie Rabochovd, M., kolorovdno
v AKVIS Coloriage [10], velikost zorného pole 7,6 um).

2.3.3 Biosyntéza nanocastic prostfednictvim rostlin a rostlinnych extrakt(

Obecné jsou nanocdastice syntetizovany dvéma pfistupy: bottom-up a top-down. V pfipadé
bottom-up vznikaji nanocastice z jednodussich latek pomoci technik biologické syntézy,
technik kapalné ¢i plynné faze Ci zvlaknovani nebo pyrolyzy atd. Pfi top-down pfistupu jsou
pak pouzity destruktivni metody, pfi nichz se objemny material véetné makromolekul rozklada
na mensi fragmenty tvorici nanocastice [136]. Mezi tyto metody se radi fotolitografie,
interferencni litografie, litografie elektronovym svazkem [137], iontové naprasovani, laserova
ablace, pyrolyza atd. [138].

K produkci nanocastic se pouzivd mnoho fyzikalnich a chemickych metod, které jsou vsak
velmi nakladné a ¢asové narocné. Navic je pro syntézu tfeba dosazeni vysokych teplot a tlaku
a vyzaduji pouziti toxickych chemickych latek jakozto prekurzorl kovl a pro stabilizaci.
V dusledku tak maze byt jejich vyuziti k v klinickych aplikacich z dvoda toxickych sloucenin
adsorbovanych na povrch nanocastic a produkci toxického odpadu nevhodné ¢i omezené
[139]. Jako vhodna alternativa byla testovdna produkce nanocastic prostrednictvim
mikroorganismu, jakymi jsou kvasinky, bakterie ¢i mikromycety [140] [141] [142]. Z dGvodu
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malé produkce prozatim vsak nelze uvazovat o prlmyslovém vyuZiti [139]. Jako vhodna
alternativa je pak syntéza z rostlin Ci rostlinnych extraktl. Pfehledny systém prostfedkd pro
tvorbu nanocastic Ize pak rozdélit do nasledujicich kategorii Tab. 2:

Tab. 2: Syntéza nanocdstic [143] [144].

A. Biologické metody B. Chemické metody C. FyzikdIni metody
- Rostlinna syntéza - Mikroemulze - lontova implantace
- Mikrobiologicka syntéza - Koprecipitace - Pulsni laserova ablace
(bakterie, houby, - Chemickd redukce - Sprejova pyrolyza
kvasinky) kovovych soli - Ball milling
- Syntéza prostrfednictvim - Dekompozice - Mechanické obrabéni
mikromofskych ras (elektrochemicka, - Plasma arc
- Syntéza prostfednictvim mikrovinna, - Parnia plynna faze
enzymu a biomolekul sonochemicka, - Litografie
- Syntéza zindustridlnich solvotermalni, termalni) atd.
a zemédélskych odpadli - Mikroemulzni metoda

- Fytochemicka
(ozarovaci) metoda
atd.

Tab. 3: Charakteristické rysy riznych druht syntézy nanocdstic [145].

Vlastnosti Biologické metody = Chemické metody FyzikdIni metody
Produktivita: Vysoka Vysoka Nizka
Toxické chemikalie: Nepouziva se PouZiva se PouZiva se
Produkce: Velké mnozstvi Malé mnozstvi Velké mnozstvi
Velikost a tvar: Definovatelné Kontrolovatelné Obtizné riditelné
Stabilita: Nizka Vysoka Nizka
Energeticka ndrocnost:  Nizka Vysoka Vysoka
Naklady Efektivni Nizké Vysoké

Biosyntéza nanocdstic prostrednictvim rostlin i rostlinnych extraktd (v literatufe ekvivalentné
pod pojmem green synthesis) je ve srovnani s fyzikdlné-chemickymi metodami Setrna
k Zivotnimu prostredi, ekonomickd a bez toxickych odpadnich produktd (viz Tab. 3).
Nevyhodou pak mulze byt delSi doba syntézy, nehomogenita velkosti nanocastic Ci
nedostupnost nékterych surovin vhodnych pro vyrobu [146]. Syntéza nanocastic z rostlin i
rostlinnych extraktl ma oproti syntéze z hub nebo bakterii vyhodu v rychlejsi pfipravé
(nevyzaduji dlouhou inkubacni dobu), nepotiebuji naroc¢ny proces udrzovani mikrobidlnich
kultur ani slozité purifikacni systémy vyZadujici nékolik cykld vysokorychlostni centrifugace
a promyvani [147] [148] a zaroven je manipulace s rostlinami bezpecna. Taktéz rostliny
obsahuji Sirokou skalu biomolekul a metabolitl, které napomahaji stabilité a redukci
nanocastic. Nanocdstice mohou byt obecné produkovany zpracovanim témér vsech casti
rostlin [147].

Metodika biologickych syntéz zdvisi predevSim na typech bioprekurzorli pouzitych
pro stabilizaci a redukci nanocastic [149]. Na jejich zakladé jsou pak stanoveny dalsi parametry
reakce, jakymi jsou pH, teplota, tlak a typ rozpoustédla. Napfiklad pH je dalezitym faktorem,
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ktery ovliviiuje texturu a velikost syntetizovanych nanocastic a jeho Upravou tak lze Fidit
velikost syntetizovanych nanocastic. Teplota pak urcuje povahu nanocdstic a typicky
pro biosyntézy je < 100 °C, chemické metody < 350 °C a fyzikalni metody > 350 °C.
Aplikovany tlak pak také ovliviiuje tvar a velikost nanocastic. Mezi dalsi faktory ovliviujici
tvorbu nanocastic Ize také zaradit vliv prostredi a délku reakéni a inkubacni doby [110].

Obecné lze pak shrnout, Ze biomolekuly (jakymi jsou ketony, flavony, aldehydy,
karboxylové kyseliny, amidy, fenoly, terpenoidy, kyselina askorbova a dalsi [149]), které jsou
obsazeny v rostlinach (potazmo jsou sekretovany bakteriemi ¢i houbami) plsobi jako redukéni
¢inidla redukujici kovové ionty (M+) na neutrdlni atomy kovu (MO) prostfednictvim oxidacné-
redukéniho mechanismu. Redukovana forma kovl pak agreguje a vytvafi shluky nanocastic
[150]. Pfehledné pak biologickou syntézu shrnuje Obr. 8.

duk
Charakterizaéni techniky:
2

’ Biologicka syntéza

SEM, TEM, FTIR,
XRD, UV-Vis, EDEX

\ Oxidace Shlukovani

(0 ——) (+ oD @ 0

Kovové soli (M) Kovové ionty Rostlinny extrakt Neutraini atom
(Mmo)

(M+)
NADPH NADP+|
Stabilizované nanocastice
NADH+ NAD+

Obr. 8: Biologickd syntéza nanocdstic [150].
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2.3.4 Prehled zédkladnich technik charakterizace nanodcastic

Povrchové vlastnosti a velikost patfi mezi esencialni atributy aplikacniho vyuziti nanocastic.
Analyza povrchu je ¢asto nezbytnou soucasti vyzkumu a pochopeni vlastnosti syntetizovanych
nanocastic. Na zakladé znalosti parametrd Ize usuzovat terapeutickou ucinnost, biologickou
aktivitu, stabilitu, biokompatibilitu a toxicitu [151]. V pfipadé nanocastic tak Ize posuzovat
chemické sloZeni, tvar a strukturu povrchu, poréznost, velikost por(, agregaci, smacivost,
rozpustnost, adsorpcni potencidl, zeta potencidl, krystalickou strukturu, velikost reaktivni
plochy, distribuci velikosti nanocastic atd. [144]. Ke stanoveni parametr(i syntetizovanych
nanocastic lze pouzit Siroké spektrum metod, jakymi jsou napftiklad SEM [152], TEM [153],
time-of-flight hmotnostni spektrometrie sekundarnich iontl (TOF-SIMS) [154], AFM [155],
hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za uc¢asti matrice (MALDI-TOF) [156],
rentgenova difrakce (XRD) [157], UV-Vis spektroskopie [158], rentgenova fotoelektronova
spektroskopie (XPS) [159], dynamic light scattering (DLS) [160], Fourier transform infrared
spectroscopy (FT-IR) [161], termogravimetrickd analyza (TGA) [162], magnetickd rezonance
(NMR) [163] a nanoparticle tracking analysis (NTA) [164].

Povrchova analyza nanocastic je klicovd v mnoha ohledech. Nejen, Ze stabilita nanocastic je
pfimo spojena s jejich povrchovym nabojem, ale také chemické sloZzeni povrchu Uzce souvisi
s toxicitou, coZ je pro biologické systémy zdsadni. Pro blizsi a velmi struény nahled
do problematiky je uveden nasledujici prehled aplikaci jednotlivych vySe uvedenych metod
(viz Obr. 9): UV-Vis spektrometrie slouzi zejména k identifikaci pritomnosti, koncentrace
a prukazu syntézy nanocastic po redukénim procesu [165] prostfednictvim absorpcnich
spekter. Analyza méfi intenzitu svétla prochdzejiciho vzorkem, kterou porovna s referencnim
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mérenim dopadajiciho zareni ze zdroje [166]. Metody elektronové mikroskopie, jakymi jsou
napt. SEM, TEM a mikroskopie se skenujici hrotovou sondou, jako naptiklad AFM, zpresnuji
vizudlni charakteristiku nanocédastic. TEM poskytuje informaci o distribuci, velikosti, tvaru a
morfologii nanocastic prostfednictvim 2D obrazu [167]. TEM ziskavd obraz prlichodem
elektronového svazku vzorkem, ktery je nejcastéji umistén na mtizce z uhlikové oceli.
Poskytuje lepsi prostorové rozliseni ve srovnani se SEM a tim umozniuje podrobnéjsi analyzu
nanocastic. Oviem k TEM analyze vSak patfi naroky na velkou pracnost a odbornost obsluhy
mikroskopu [168]. SEM pak poskytuje kromé 2D snimkd i 3D sekvence, které umoznuji
studovat morfologii nanocastic. Pti zobrazovani prostfednictvim SEM, podobné jako v pfipadé
TEM, je emitovan svazek urychlenych elektrond, ktery je skrze soustavu elektromagnetickych
civek fokusovan na povrch vzorku [166]. Interakci elektron( se vzorkem a vhodnou volbou
detekce vybranych typl emitovanych castic lze vybrat vhodny zobrazovaci mod k ziskani
poZadované informace o vzorku. Mezi zobrazovaci médy SEM patfi SE — detekce sekundarnich
elektront — ziskani topografické informace o vzorku, BSE — detekce zpétné odrazenych
elektrond — zjisténi materidlové kontrastu zavislém na atomovém Cisle, EDS — detekce
charakteristického rentgenového zareni — pouziti pro analyzu chemického sloZeni a
koncentrace daného prvku a EBSD — detekce difrakce zpétné odrazenych elektron( — data pro
krystalografickou analyzu [169]. Doplrikovym vybavenim pak muzZe byt detektor STEM-in-SEM,
ktery umozZnuje transmisni rezim a poskytuje tak detailni informace o morfologii nanocastic.
AFM je cilena na 3D analyzy povrchovych charakteristik, které mohou dosahovat
az atomarniho rozliseni. XRD se pouziva k analyze krystalinity [170] a fazové Cistoty struktury
a EDS pak ke stanoveni prvkového sloZeni materidlu nanocastic. FT-IR slouZi k identifikaci
funkénich skupin v nanocasticich. Pomoci FT-IR tak lze hodnotit spektrum infracerveného
zareni, absorpci a Ramanuyv rozptyl v kapalném, pevném ¢i plynném sloZeni [171]. Rozpoznava
funkéni skupiny, jakymi jsou napt. -C dvojnd vazba, -N-H, -O-H atd. pfitomné v biologickych
extraktech, které redukuji kovové ionty stfibra v roztoku soli (dusi¢nan stfibrny) na jejich
nanokrystalickou formu [172]. TGA je technika, pfi které je hmotnost vzorku monitorovana
v zavislosti na ¢ase nebo teploté [173] a pomdaha stanovit fyzikdlné-chemické vlastnosti
nanocastic [128]. XPS slouZi pro charakterizaci prvkového sloZeni nanocdstic a chemickych
vazeb [174]. Metoda NTA umozZnuje stanovit velikost nanocastic v suspenzi na bazi bodovych
rozptyl( laseru na nanocasticich pohybujicich se Brownovym pohybem [175]. DLS je pak
pravdépodobné nejbéznéjsi technikou pouzivanou pro analyzu nanocastic v kapalném
roztoku, a to diky rychlosti a jednoduchosti méreni. Jejim prostfednictvim lze ziskat informace
o hydrodynamickém pridméru nanocastic, rozdéleni velikosti a polydispersnim indexu [176].
MALDI-TOF je pak povaZovana za zobrazovaci hmotnostné spektrometrickou metodu
s mékkou ionizaci, tedy Setrnou z pohledu ionizovanych fragmentace molekul [177]. Dalsi
zobrazovaci hmotnostné spektrometrickou metodou je TOF-SIMS [178], ktery ma v porovnani
s MALDI vyssi obrazové rozliseni, avsak nizké vytézky nefragmentovanych molekularnich iont(
velkych molekul.
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Obr. 9: Pfehled metod vhodnych pro charakterizaci nanocldstic a jejich aplikace (upraveno z [179]).
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3 Mikroskopie a charakterizace AgNPs a jejich vliv
na Candida albicans

3.1 Metody

Vramci disertacni prace byla prostfednictvim SEM, SEM-in-STEM a AFM provedena
charakterizace stfibrnych nano&astic a vizualizace planktonnich bunék. Na pracovisti Ustavu
biotechnologie Vysoké Skoly chemicko-technologické v Praze vedené pani doc. Ing. Olgou
Matdtkovou, Ph.D. a pani Ing. Annou Miskovskou byly syntetizovany AgNPs a aplikovany dalsi
metody doplnujici studii, jako napfiklad charakterizace AgNPs prostfednictvim DLS, UV-Vis,
XRD, AAS, statisticka analyza mikrobialniho rlstu a stanoveni antimikrobialni aktivity, jejichz
motivace, metody a vysledky jsou uvedeny ve spole¢né publikaci [180]. Jako doplnék
k disertacni praci bylo provedeno skenovani topologie povrchu C. albicans prostfednictvim
mikroskopie atomarnich sil. Systematické vyuziti AFM je pak mimo hlavni zaméreni prace.

3.1.1 Identifikace stfibrnych nanocastic pouzitych ve studii

Stribrné nanocdastice byly syntetizovany z letorostl bilych a cervenych odrld Vitis vinifera,
konkrétné odrid Pinot noir, Pinot gris a Ryzlink rynsky sbérem zvinice Grébovka
(Praha, vinaFska oblast Cechy, Ceskd republika). Podrobny zp(isob syntézy monodispersnich i
polydisperznich nanocastic je uveden v [180]. Pro ucely studie byly nanocastice
biosyntetizovany a dispergovany v rlznych nosnych médiich pro ucely zjisténi moziného
synergického anfifungicidniho ucinku rostlinného extraktu s AgNPs (Tab. 4).

Tab. 4: Testované typy Ag nanocdstic.
Zkratka Typ nanocastic
mAgNPs/e = monodisperzni AgNPs s extraktem Vitis vinifera
mAgNPs/w = monodisperzni izolované AgNPs resuspendované v ultracisté vodé
pAgNPs/e | polydisperzni AgNPs s extraktem Vitis vinifera
pAgNPs/w  polydisperzni AgNPs resuspendované v ultracisté vodé

3.1.2 Charakterizace AgNPs prostfednictvim STEM-in-SEM

Zobrazovani biosyntetizovanych AgNPs bylo provedeno prostfednictvim SEM s vyuZitim
STEM-in-SEM integrovaného v zafizeni FIB-SEM. Mikroskopie byla provedena na pfistroji verze
LYRA3 GMU od spole¢nosti TESCAN ORSAY HOLDING, a.s., Ceskd republika.

Biosyntetizované nanocastice byly ve formé 2 pl roztoku nakdpnuty na uhlikovou blanku
transmisni médéné mtizky (Carbon Film Supported Copper Grid, Standard Thickness, 200
mesh, MERCK spol. s r.o0.) (Obr. 10, Obr. 11).
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Obr. 10: Vzorky roztoku Ag nanocdstic Obr. 11: Ukdzka transmisni mrizky pouZité pro STEM-in-
(fotografie Rabochovd, M.). SEM mikroskopii [181].

Vzorky byly analyzovany pfi energii svazku 30 keV pomoci STEM detektoru v rezimu svétlého
pole (bright field, BF). Rezim BF poskytoval vysoce kontrastni snimky AgNPs, které byly
nasledné pouzity pro charakterizaci nanocastic a stanoveni jejich morfologie, véetné rozdéleni
jejich velikosti a tvaru. V reZzimu BF je detekovan pfimo prosly nerozptyleny
elektronovy svazek, zatimco rozptylené elektrony jsou blokovéany. Z tohoto dlivodu objekty
o vysokém atomovém Cisle Z na obrazku vypadaji tmavé.

Analyza obrazu byla provedena v programu FlJI/Image) [76]. FlJI obsahuje zasuvné moduly
(plug-in) pro zpracovani obrazu vramci distribuce Imagel. Tento software byl vyvinut
pro analyzu obrazu zejména pro védecké aplikace.

Pfed zapocetim analyz byl kazdy snimek kalibrovan, preveden na Sedoténovy (8-bit)
a optimalné segmentovan (treshold), aby byla ziskdna bindrni reprezentace hledanych
nanocastic (1) na pozadi (0). Pokud vznikly nedokonalé bilé odrazy/diry uvniti nanocastic,
bylo provedeno jejich vyplnéni (fill holes). Dale byly odstranény drobné artefakty v obrazu
prostfednictvim jednotlivych morfologickych operaci (napt. Open, Close, atd.). Pokud doslo
ke spojeni nékterych sousedicich nanoddstic, které by se pocitaly jako jeden obijekt,
byly rozdéleny bud' manualné anebo byly shluky oddéleny prostfednictvim funkce Watershed.
Taktéz byla na snimky aplikovana rychld Fourierova transformace (FFT), kdy vystupem
transformace je obraz ve frekvencéni oblasti, zatimco vstupni obraz je ekvivalentem prostorové
domény. Na obrazku ve frekvenéni doméné kazdy bod predstavuje urcitou frekvenci
obsazenou v obrazku v prostorové doméné [182]. Frekvencni doména je zdkladem mnoha
obrazovych filtr pouzivanych k odstranéni Sumu, zostfeni obrazu, analyze opakujicich se
vzorl nebo extrahovani prvk(. Ve frekvenéni doméné je umisténi pixelu reprezentovano jeho
x- a y- frekvencemi a jeho hodnota je reprezentovana amplitudou. Provedeni FFT ve FlJI navic
zachovava vsechna plvodni data. FFT rozlozi obraz na sinus a kosinus rtiznych amplitud a fazi,
coz odhali opakujici se vzory v obraze. Nizké frekvence predstavuji postupné variace v obrazu;
obsahuji nejvice informaci, protoze urcuji celkovy tvar nebo vzor na obrazku. Vysoké frekvence
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odpovidaji nahlym zménam obrazu; poskytuji vice detailll v obraze, ale obsahuji vice Sumu
[183]. Z tohoto dlivodu byla FFT pouZita pro odfiltrovani Sumu na pozadi (viz Obr. 12, Obr. 13).

Obr. 12: Snimek nanocdstic ze STEM-in-SEM pred FFT.

Obr. 13: Snimek nanocdstic ze STEM-in-SEM po FFT.

Nakonec byly provedeny analyzy vSech nanocastic ve smyslu ziskani dat o cetnosti,
kruhovitosti a hodnot prdmeéru. Do analyzy nebyly zahrnuty nanocastice leZici na kraji snimku,
nebot je predpoklad, Ze nebyly kompletni. Zakladnimi parametry, které byly pro kazdou
nanocastici ziskany, byly plocha A v jednotkdch nm? a obvod P v jednotkdch nm. Plocha A je
definovdna jako projekce tvaru nanoclastice v roviné zaostfeni elektronového svazku.
Na zdkladé téchto dvou parametrl byly vypocteny u kazdé nanocdstice hodnoty
ekvivalentniho priméru kruhové plochy decp a kruhovitost fcre. Hodnota decp je definovéna
jako pramér kruhu, ktery ma stejnou plochu jako detegovana nanocastice, tj.:

dgep = 2 4
EcD = & |

36



Hodnota fcre pak predstavuje pomér plochy nanocastice ku ploSe kruhu se stejnym
obvodem, tj.:

fcire = 47Tﬁ

Hodnota kruhovitosti dokonalé kruznice je rovna 1,0, nizsi pak indikuje vétsi odchylku dané
nanocastice od dokonalé kruznice. Nasledné byly pfipraveny histogramy velikosti decp a feire
distribuce biosyntetizovanych nanocastic. Také byly vypocteny pramérné hodnoty
a standardni odchylky.

Pocty analyzovanych nanocastic byly nasledujici (Tab. 5):

Tab. 5: Celkové mnoZstvi analyzovanych nanocdstic.

Typ nanocastice Pocet
mAgNPs/e 1157
mAgNPs/w 480
pAgNPs/e 708
pAgNPs/w 558

3.1.3 Vizualizace planktonnich bunék Candida albicans s AgNPs prostfednictvim SEM

Analyzovanym kvasinkovym mikroorganismem byl druh Candida albicans ATCC 10231
pochdzejici z American Type Culture Collection (ATCC). Podrobny zpUsob kultivace a inkubace
mikroorganismu je uveden v [180].

Vzorky byly odebrany z bunéénych kultur s a bez pfitomnosti nanocastic (kontrola). 24-hodin
stara kultura byla odstfedéna (10 min, 9 000 x g), dvakrat promyta fyziologickym roztokem a
nakonec jedenkrat destilovanou vodou. Nasledné bylo nakdpnuto 10 ul bunécné suspenze na
kfemikovou desticku (Sil'tronix Silicon Technologies, Francie). Pfipravené nakdpnuté vzorky
byly ponechdny volné vyschnout.

Pro SEM zobrazeni bylo pouzZito urychlovaci napéti elektronového svazku 10 kV. Snimky
Candida albicans spolecné s AgNPs byly zobrazeny detektorem SE s dlirazem na co nejvyssi
kvalitu a rozliseni snimku.

3.1.4 Mikroskopie atomarnich sil — topologie bunécného povrchu

Zobrazeni povrchu bunék bylo realizovano prostrednictvim mikroskopie atomarnich sil na
pristroji Dimension Edge Scanning Probe Microscop s kontrolnim systémem Dimension Edge
Control Systém od spolecnosti Bruker (Obr. 14). Pfistroj je navrzen ke stanovovani struktury
povrchu s nanometrovym laterdrnim rozliSenim a az subnanometrovym rozliSenim ve sméru
kolmém k povrchu. Pro skenovani byl zvolen semikontaktni ¢i také nazyvany poklepovy maéd
(tzv. tapping mode), kdy hrot osciluje nad vzorkem na frekvenci blizké rezonanci, a dochazi
k jeho priblizeni k povrchu aZ do oblasti plisobeni odpudivych sil (Obr. 15). Prostrednictvim
zmény amplitudy oscilace dochazi k detekci zmén sil mezi hrotem pruiného raménka
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kantylévru (cantilever) a povrchem vzorku, ¢imZ je detekovan signal a zaznamenana
topografie povrchu. Tento rezim je, na rozdil od kontaktniho rezimu, ktery by mohl poskodit
jemné povrchové struktury, vhodny zejména pro mékké materialy, jako jsou burky a obecné
biologické preparaty. Pouzitym kantylévrem byl typ TESP-V2-SS od spolec¢nosti Bruker o
nomindlnim prdméru hrotu 2 nm. Tento typ byl zvolen z hlediska moZnosti zobrazeni
nanocastic na bunkach. Vzorky byly pfed skenovanim v dehydrovaném stavu a jejich pfiprava
byla stejnd, jako v ptipadé [180], kde je podrobnéji popsana. Skenovani probihalo na vzduchu
za teploty ~ 16 °C. Set point byl zvolen na 1,73 V, nastaveni obvod( zpétné vazby (tzv. PID
charakteristika, proporicondlné-integracné-derivacni parametry) byla nasledujici: P = 1,0,
I=1,1, D =0,0. Rozliseni snimku bylo 1024x1024 pix a skenovaci rychlost 4 um/s.

laserovy
paprsek

pruiné
raménko

plsohbici
sila

/
l/f skenovany
povrch

Obr. 14: AFM typ Dimension Edge [184]. Obr. 15: Schéma semikontaktniho modu AFM [185].

Analyza obrazu za ucelem stanoveni vySkového profilu AgNP na AFM snimku vzorku Candida
albicans pod vlivem AgNPs byla provedena v programu FlJlI/Image) [76]. Pfed zapocetim
analyzy byl vybrany AFM snimek véetné intenzitni Skaly (Obr. 16) kalibrovany a prevedeny na
Sedoténové (8-bit). Na AFM snimku vybrana nanocastice (Obr. 16), kterd byla identicky
detekovana na snimku ze SEM (Obr. 17). Nasledné byl vykreslen profil intenzity pixeld podél
usecky protinajici zvolenou nanocastici. Vzhledem k faktu, Ze se nanocastice nachazela na
Sikmém sklonu, tj. na oblém povrchu bunky, bylo tfeba provést korekci dat vzhledem k
Sikmého naklonu. Byla vypoctena rovnice pfimky prochazejici dvéma krajnimi body povrchu
nanocdstice (tj. krajnimi body na priméru AgNP) a vypoctené hodnoty stupnl Sedi byly
odecteny od originalni udajl. Ziskana data byla vynesena do grafu profilu intenzit, z néhoz byla
odecétena maximalni hodnota vrcholu Urovné Sedi. Na zdkladé porovnani s intenzitni skalou
byla stanovena maximalni priimérna vyska nanocastice.
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Obr. 16: AFM snimek s detekovanou nanocdstici pro Obr. 17: SEM snimek s identickou detekovanou
stanoveni jeji primérné vysky. nanocdstici.

3.2 Dil¢i vysledky a diskuse

Cilem studie byla charakteristika AgNPs ¢ty rdznych typl mAgNPs/e, mAgNPs/w, pAgNPs/,
pAgNPs/w (Tab. 4) liSicich se morfologii a distribuci velikosti za Ucelem ziskani povédomi o
jejich vlastnostech a mikrobiologickém plsobeni na Candida albicans. Velikost a kruhovitost
biosyntetizovanych AgNPs spolecné s jejich ¢etnostmi byla stanovena analyzou STEM-in-SEM
snimka. Vysledky vyzkumu byly publikovany v publikaci [180].

3.2.1 Charakterizace AgNPs prostfednictvim STEM-in-SEM

Zobrazovani biosyntetizovanych nanocastic bylo provedeno pomoci detektoru STEM-in-SEM.
V Tab. 4 jsou uvedeny vSechny Ctyfi druhy biosyntetizovanych stfibrnych nanocastic.
Tytéz snimky (spolecné s dalSimi nasnimanymi fotografiemi stejného charakteru) byly pouzity
pro zpracovani obrazu a ziskdni vyslednych dat o cetnostech, kruhovitosti a priméru
nanocdstic. Monodispersni nanocastice (Obr. 18 A, B) jsou mensich rozmér(, velikostné
uniformni a netvofici velké shluky. Oproti tomu polydisperzni nanocastice jsou vétSich
rozmérd, obsahuji vétsi variabilitu rGznych velikosti, a ackoliv jsou kruhovité, popf. ovalné, tak
tvarové nejsou tak uniformni (Obr. 18 C, D).
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Obr. 18: STEM-in-SEM fotografie analyzovanych biosyntetizovanych Ag nanocdstic (A-monodisperzni AGNPs s extraktem,
B-monodisperzni AgNPs v ultracisté vodé, C-polydisperzni AGNPs s extraktem, D-polydisperzni AGNPs v ultracisté vodé)
[180].

Stfedni pramér a kruhovitost biosyntetizovanych stfibrnych nanocastic jsou uvedeny v Tab. 6
a Tab. 7. Monodisperzni nanocastice obsahovaly malé ¢astice s Uzkym rozsahem velikosti.
Tvarové byly uniformni, tj. témér 90 % mAgNPs lezi v intervalu kruhovitosti 0,85 — 1,0. Oproti
tomu polydisperzni nanocastice byly vétsi a 30 % pAgNPs spadalo do rozsahu kruhovitosti nizsi
nez 0,85, tedy méné kruhovité. Vysledky uvedené v Tab. 6 také poskytuji informace o priméru
a primérné kruhovitosti vSech ctyr skupin sledovanych nanocastic.

Tab. 6: Hodnoty priimérného priiméru a priimérné kruhovitosti biosyntetizovanych AgNPs [180].

Typ nanocastice Primérny prdmér AgNPs (nm) Primérna kruhovitost AgNPs (-)
mAgNPs/e 10,6 £ 2,7 0,92 £ 0,06
mAgNPs/w 10,8+3,4 0,93 +0,06
pAgNPs/e 17,2+ 6,9 0,89 + 0,09
pAgNPs/w 18,3+ 6,9 0,87 + 0,09
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Tab. 7: Procentudlini zastoupeni kruhovitosti biosyntetizovanych AgNPs [180].
Procentualni zastoupeni nanocastic jednotlivych typl (%)

krukllr:)t\i?éi'lci 0 mAgNPs/e mAgNPs/w pAgNPs/e pAgNPs/w
(0.00; 0.70) 0,9 0,4 3,4 5,2
(0.70; 0.75) 1,4 1,9 3,4 3,4
(0.75; 0.80) 2,9 2,9 7,1 9,3
(0.80; 0.85) 5,9 6,5 12,9 16,1
(0.85; 0.90) 17,9 17,1 22,6 26,9
(0.90; 0.95) 44,9 30,8 28,7 24,0
(0.95; 1.00) 26,2 40,4 22,0 15,1

Na Graf. 1 a Graf. 2 jsou zobrazeny histogramy distribuce velikosti ¢astic biosyntetizovanych
nanocastic s pouzitim extraktu z trtiny Vitis vinifera.
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Graf. 1: Histogram distribuce velikosti AGNPs [180].
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Graf. 2: Fit Gaussova rozdéleni distribuce velikosti AGNPs2.

3.2.2 Vizualizace interakce burika-AgNPs prostfednictvim SEM

Interakce nanocdstic a bunék Candida albicans byly vizualizovany pomoci SEM. V této studii
byla studovana interakce nanocastic s bunéénym povrchem Candida albicans. Bylo patrné, ze
po aplikaci monodisperznich i polydisperznich nanocastic doslo k interakci s bunéc¢nou sténou
mikroorganismu ve formé pfilnuti nanocastic na bunécny povrch. Bunky Candida albicans
v kontrolni skupiné bez pfitomnosti nanocastic vykazovaly typicky ovdlny tvar s hladkymi
bunécnymi sténami (Obr. 19). Po aplikaci nanocastic je patrné poskozeni bunécénych stén a
tésny kontakt nanocastic s povrchem bunék (Obr. 20, Obr. 21).

»
.

W&
;’}
3

Obr. 19: SEM fotografie planktonnich bunék Candida albicans (bez AgNPs) [180].

2 Data byla ziskdna z obrazové analyzy FlJI/Imagel (Rabochova, M.) a fitovana v programu Origin (Loriné&ik, J.)
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Bunky vlivem pfitomnosti monodisperznich stfibrnych nanocastic (mAgNPs/e) mély
nanocdastice pfilnuté k bunéénému povrchu (Obr. 20). Struktura bunécné stény vsak nebyla
tak zasadné ovlivnéna jako v pfipadé aplikace monodisperznich stfibrnych nanocastic
v ultracisté vodé (mAgNPs/w) (Obr. 20) a polydisperznich stfibrnych nanocastic (AgNPs) (Obr.
21). Bylo zjiSténo, Ze nanocasticemi oSetfené buriky zménily charakteristicky ovalny tvar a
doslo k jejich zmenseni. Na snimcich jsou patrné velmi poskozené burky vlivem nanocastic,
ovsem téz jsou pritomny bunky bez znatelné degenerace (napf. Obr. 20 A). Existuje tedy
predpoklad, Ze po aplikaci stfibrnych nanocdstic ve vzorku mohly zUstat Zivotaschopné buriky.
Z tohoto zavéru vyplyva, Ze Ucinek pusobeni extrahovanych nanocastic v dané koncentraci je

fungistaticky.
!
D !
e
Obr. 20: SEM fotografie bunék Candida albicans s mAgNPs (5 mg/L) (na snimcich A, B jsou mAgNPs/e, na snimcich C, D

mAgNPs/w) [180].
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Obr. 21: SEM fotografie bunék Candida albicans s pAgNPs (5 mg/L) (na snimcich A, B jsou pAgNPs/e, na snimcich C, D
pAgNPs/w) [180].

vv 71

3.2.3 Vizualizace bunééného povrchu Candida albicans prostifednictvim AFM

Topografie povrchu bunék Candida albicans byla provedena prostfednictvim metody
mikroskopie atomarnich sil. Cilem mikroskopie bylo ziskani informace, zda jsou stfibrné
nanocastice detekovatelné na povrchu burnky tak, jak bylo predpokladano ze snimk( SEM.
Ovsem snimky SEM mohou poskytovat i informace z malé hloubky pod povrchem buriky, a tak
bylo tfeba metodou AFM predpoklad potvrdit.

Buriky bez pritomnosti nanocastic vykazovaly typicky ovalny tvar s hladkym povrchem (Obr.
22, Obr. 23), jako tomu bylo v pripadé snimk( ze SEM (Obr. 19).
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Obr. 22: AFM snimek C. albicans bez AgNPs. Obr. 23: AFM snimek C. albicans bez AgNPs.
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Poté byly prostfednictvim AFM zobrazeny buriky po aplikaci AgNPs. Na Obr. 24 jsou patrné
bunky C. albicans pfilehlé k podlouhlé hyfé, na které jsou patrné stfibrné nanocastice. Snimek
téhoz uskupeni bunék byl pofizen i ve optickém mikroskopu Nikon LV100ND (Obr. 25). Dale
byl pofizen AFM snimek bunék C. albicans s AgNPs (Obr. 28), pficemi ze stejného mista byl
ziskan snimek ze SEM (Obr. 29). Na obou snimcich jsou patrné nanocastice prisedlé k povrchu
bunék, coz podporuje predpoklad, Ze nanocastice jsou pfilnuty k bunéénému povrchu. Snimky
jsou doplnény o 3D topologii povrchu bunék, ktera je ziskdna na zakladé redlnych namérenych
dat z AFM (Obr. 26, Obr. 27).

10pm 15 20 25

458 pm ' =

4.00

3.50 | ‘

3.00
243 ‘ |
Obr. 24: AFM snimek C. albicans a hyfy s AGNPs. Obr. 25: Snimek z optického mikroskopu C. albicans
a hyfy s AgNPs.
Obr. 26: 3D AFM snimek topologie C. albicans s AgNPs — Obr. 27: 3D AFM snimek topologie C. albicans s AgNPs —
pohled shora. pohled zleva.

Korelaci snimk( Obr. 28 a Obr. 29 byla zvolena identickd nanocastice na obou snimcich za
Ucelem stanoveni vysky nanocastice v datech z AFM a prokdzani vyskytu AgNPs na povrchu
bunécné stény Candida albicans. Na zakladé analyzy obrazu snimku Obr. 28 byla stanoven
profil intenzity pixell ve stupnich sedi (Graf. 3). Vzhledem k pfilnuti nanocastice k Sikmému
povrchu, tj. oblému povrchu bunky, bylo tfeba provést korekci dat vzhledem k Sikmému
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naklonu (Obr. 30). Ziskana data byla vynesena do Graf. 4, na jehoZ zakladé porovnanim s
kalibrovanou intenzitni Skdlou stupnid Sedi (napravo od Obr. 16 a Obr. 28) byla zjiSténa
pramérna vyska nanocastice 0,12 £ 0,002 um. Jde o jednoznacny dlikaz, Ze se nanocastice
stfibra vyskytuji na povrchu Candida albicans.

Obr. 28: AFM snimek C. albicans s AgNPs a Obr. 29: SEM snimek C. albicans s AgNPs a vyznacenou
vyznacenou analyzovanou AgNP. analyzovanou AgNP.
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Graf. 3: Profil intenzit pixel( usecky protinajici nanocdstici (viz Obr. 16).

Obr. 30: Demonstrace tvaru intenzitni krivky pro NP umisténou na sikmé plose bunécné stény (viz. porovnadni s Graf. 3) vs.
na vrcholu buriky.
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Graf. 4: Profil intenzity profilu nanocdstice s proloZzenim polynomickou kfivkou.

Porovnanim AFM a SEM snimka vyplyva, Ze Castice zobrazena v AFM ma pfiblizné dvojnasobny
pramér oproti SEM. Zatimco v AFM je jeji priimér ~ 0,2 um, v SEM je zobrazena o priiméru ~
0,1 um. Znacny vyznam na vysledek zobrazeni v AFM ma vliv geometrie hrotu. Snimky jsou
vysledkem konvoluce hrotu AFM a povrchu. Cim mensi jsou rysy povrchu ve srovnani
s rozméry hrotu AFM, tim méné presny je vysledny snimek vzorku. Dva nejvyznamné;jsi faktory
ovliviiujici kvalitu snimk{ jsou polomér zakfiveni hrotu a uhly bocnich hran hrotu (Obr. 31).
Polomér hrotu ma vliv na vysledné rozliSeni snimku, zatimco Uhly boénich hran maji dopad na
zobrazeni ostrych a strmych prechodl na povrchu vzorku. Pfechody mezi povrchem buriky a
znacné vyssi nanocastici se tak mohou jevit v dasledku skenovani jako bocné rozsirené (Obr.
32). Cim $ir$i je AFM hrot, tim je tento efekt vyrazné&jsi [186]. Pouzity hrot TESPA-V2-SS
(Bruker) disponuje vysoce kvalitnim obdélnikovym hrotem z leptaného kfemiku ur¢enym pro
tapping mode a dalsi nekontaktni médy AFM. NomindIni polomér zakfiveni hrotu je 2 nm,
maximalni 5 nm, ¢elni dhel hrotu je 25,0 °, zadni uhel 17,5 °a bocni thel 20,0 ° [187].

Uhel boéni hrany

" Polomér zakfiveni

Obr. 31: NejdileZitejsi parametry hrotu AFM (upraveno z Obr. 32: Vliv hrotu na zobrazeni AFM [187].
[187]).
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Dalsim faktorem, ktery rozdilné zobrazeni AgNP muzZe ovlivnit je pfitomnost organickych latek,
v nichZ jsou biosyntetizované nanocastice obaleny a spolecné s nimi pfilnuty k povrchu buriky.
Hrot pak detekuje AgNP vcetné jeji organické obalky, coZ vede ke zdanlivému zvétseni velikosti
nanocastice. V zobrazeni SEM pak tato vrstva nemusi byt patrnd, nebot ji elektronovy svazek
prostoupi, aniz by byla na snimku viditelna.

48



Il. Aplikace pokroCilych mikroskopickych metod
na identifikaci morfologickych zmén bunécnych
povrchld vybranych mikromycetnich spor a jejich
biofiimi vlivem plsobeni nizkoteplotniho
plazmatu

4 Prehled soucasného stavu reSeni problematiky
vlivu nizkoteplotniho plazmatu v mikrobiologii

4.1 Nizkoteplotni plazma pro abiotické aplikace

Netermalni plazma (NTP) vykazuje velmi slibné vysledky pti abiotickém pUsobeni
na mikroorganismy [188] [189]. V soucasné dobé je tato metoda rozvijena pro Zivé buriky
a tkdné a predstavuje inovativni prostfedek v mediciné pro aplikace v ramci hojeni ran,
sterilizace, srdzlivosti krve nebo Ié¢by rakoviny [190] [191]. Klinickymi studiemi bylo zjiSténo,
Ze nizka davka NTP indukuje proliferaci bunék, zatimco vysokd davka zpusobuje apoptdzu
[190]. Jednd se o ionizovany plyn obsahujici nabité ¢dstice ve formé kladnych a zdpornych
iontu, elektron(, volnych radikal(, fotond a neutralnich molekul plynu [192] o nizké teploté,
ktery vznikd plsobeni elektrického pole, pficemz volné ionty reaguji s ozafovanym materidlem
a oxiduji jej. Napfiklad po interakci s molekularnim kyslikem O, dochazi ke vzniku ozonu Os,
ktery se projevuje jako silny oxidant [193]. Vliv NTP ma negativni degenerativni ucinky jak na
vegetativni buriky, tak i bakteridlni endospory a mikromycety vlivem reaktivnich forem kysliku
— kyslikovych radikal( a dusiku — dusikové radikaly [194] [192]. Studie prokazaly u¢innost NTP
pti inaktivaci virli, mikroorganismd i biomolekul (napf. DNA) [195]. Plsobeni NTP na
mikromyceta byl zdokumentovan pro nékteré druhy, jakymi jsou Aspergillus brasiliensis [196],
A. oryzae [197], A. flavus a A. parasiticus [198], Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici a
Solanum lycopercicum [199], Nurospora crassa [200] nebo napftiklad mikromyceta uvedena
v souhrnné studii [201].

4.2 Uvod do mikromycet pouZitych ve studii a netermélniho plazmatu
4.2.1 Alternaria alternata

Alternaria sp. je jednim z nejrozsitenéjsich rodl na svété, zejména pro svou schopnost ristu
na témér jakémkoliv substratu [202]. Nékteré druhy tohoto rodu jsou fytopatogeny a jsou
pri¢inou chorob rostlin, jiné kolonizuji dozravajici plodiny jako oportunni saprofyté a pusobi
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kazeni plodin po sklizni a pfi jejich skladovani [203]. Dalsi jsou povaZovany za mykotoxiny
a zpUsobuiji u lidi i zvifat patologické stavy znamé jako mykotoxikézy [203] [204].

Jeden z nejbéinéjSich druhl patogenl — Aleternaria alternata — patfi do celedi cerné
pigmentovanych hub. Diky produkci melaninu miZe byt zbarvena aZ do olivové zelené
¢i hnédé. Vytvari rychle rostouci kolonie. Hnédé septovanéné hyfy (Obr. 33) tvofi konidiofory
se septy [205]. Spory, tzv. konidie, tvofi obvykle jednoduché nebo vétvené fetizky s hladkymi
nebo verukdznimi sténami. Vznikaji blastickou ontogenezi jako vyrastky protoplazmy
a po odlouceni mize byt patrna jizva [202].

Onemocnéni zplsobené A. alternata se vyskytuje u Sirokého spektra rostlin véetné ovoce,
zeleniny, obilovin a semen [206]. Tento vSudyptitomny druh hub je béZznou soucasti pudni
mikroflory a ovzdusi po celém svété [203]. Vzhledem k zemédélskym ¢innostem je v ovzdusi
pfitomen organicky prach, ktery, roznasen vétrem, vytvari optimalni podminky pro inhalaci
spor [207] a muUze tim dochazet k vyvolani alergické reakce a alergického astmatu [205]. A.
alternata produkuje celou fadu mykotoxinG jako napfiklad alternarioly, které poskozuji DNA a
chromozomy bunék savc(l [208], altenuen, tentoxin a kyselinu tenuazonovou [209].

Alternaria
alternata

konidie

— mlada
konidie

Obr. 33: Ndkres Alternaria alternata (usecka na ndkresu zndzorriuje vzddlenost 10 um) [210].

4.2.2 Aspergillus niger

A. niger — haploidni vlaknita houba s velkym primyslovym potencidlem. Ve znacné mire se
pouziva diky své schopnosti vyluc¢ovat organické kyseliny a proteiny [211] pfi vyrobé kyseliny
citronové, pri produkci enzym{, jako jsou napriklad amylazy, pektindzy a proteazy [212] Ci
nakladani s odpady a pro biotransformace [213]. Pouziva se zejména v potravinarském a
napojovém primyslu, pfi vyrobé Cisticich prostredkd, 1éCiv, krmiva pro zvifata a pro Cisténi
kovU. Jako saprotrof se nejcastéji vyskytuje v rozkladajici se vegetaci, v pidé nebo rostlinach.
Jednd se o jednu z nejrozsifenéjSich hub [213]. Vytvaii vldknité hyfy a hladké konidie a
konidiofory ze septovanych a hyalinnich hyf [214]. Méchyrek je kulovity, pokryty po celém
povrchu vrstvou metul a fialid s paprscitou konidialni hlavici (Obr. 34).
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niger

konidie
fialidy
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méchyrek

konidiofor

Obr. 34: Aspergillus niger (usecka na ndkresu zndzorfiuje vzddlenost 10 um) [210].

4.2.3 Fusarium culmorum

Rod Fusarium zahrnuje nékteré z nejvyznamnéjsich rostlinnych patogent, které maji znacny
dopad na kvalitu a vynosnost plodin. Produkuje mykotoxiny jako napfiklad aflatoxiny,
ochratoxin, zearalenon, doxynivalenol a fumonisiny. V zavislosti na pouzité koncentraci
mohou nékteré druhy, obdobné jako u rodu Aspergillus, vyvolat nddorové bujeni [215],
potladovat imunitu a v pfipadé akutni toxicity i smrt. U hospodarskych zvifat pak dochazi k
Utlumu jejich rastu a ke snizeni snGsky vajec a produkce mléka [209]. F. culmorum je
mofrologicky podobné F. graminearum. Stejné jako F. graminearum, je zndmé jako patogen
zpUsobujici padli a hnilobu klasu obilovin, kukufice [216], ale i ryZe [217]. Z hlediska morfologie
tvori F. culmorum vétvené konidiofory s kratkymi fialidy (Obr. 35) a zakfivené vietenovitymi
makrokonidiemi [210].

Fusarium culmorum

Obr. 35: Fusarium culmorum (usecka na ndkresu zndzornuje vzddlenost 10 um) [210].

4.2.4 Fusarium graminearum

Askomycetni houba F. graminearum je vyznamnym rostlinnym patogenem.
ZpUsobuje fuzaridzu psenice a je€mene [218], padli obilovin a hnilobu klastd kukufice [219].
Témér vSechny druhy rodu Fusarium jsou schopny produkovat mykotoxiny jako napftiklad
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fumonisiny, zearalenon, doxynivalenol a trichotheceny [220]. Fusarium infikuje rostliny
prostfednictvim nepohlavnich konidii, popfipadé pohlavné vzniklych askospor. Tyto spory
sena rostliny prenesou vétrem ¢i destém a zpuUsobuji u plodin infekci [218].
Fusarium se vyznacuje také rychle rostoucimi koloniemi s plstnatym nebo vlockovitym
vzdusnym myceliem. Pigmentace je svétl3, rlizovd, vinovd nebo modrofialova. Konidie jsou
srostlé vicebunécné (Obr. 36) s pricnymi septy [221].

Obr. 36: Makro- a mikrokonidie typickd pro rod Fusarium [222]. Priimérnd délka 4,5-5,0 um [223].
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5 SEM mikroskopie biofiimli a spor mikromycet
po ozareni nizkoteplotnim plazmatem

5.1 Metody

Cilem vyzkumu bylo zobrazeni a analyza morfologickych zmén vlivem nizkoteplotniho
plazmatu (NTP) na biofilm mikromycet druhG A. alternata, A. niger, F. graminearum
a F. culmorum prostfednictvim skenovaci elektronové mikroskopie.

Jednotlivé druhy mikromycet, tedy A. alternata DBM 4004, A. niger DBM 4054, F. culmorum
DBM 4044 a F. graminearum DBM 4344, pochdzely ze sbirky kvasinek a primyslovych
mikroorganismi Vysoké Skoly chemicko-technologické v Praze. Vramci pripravy byly
inokulovany na dextrézovy agar s délkou kultivace 5 dni pfi teploté 26 °C. Nasledné byly
skladovany pfi teploté 4 °C. Metodika kultivace, popis generatoru nizkoteplotniho plazmatu a
zpUsob ozafovéni véetné piipravy pro transport na SEM, které byly provedeny VSCHT, jsou
uvedeny v publikacich (224), [225] a [226].

Vzorky biofilmu mikromycet byly fixovany na Si desticky nebo Ti Zetony a v dehydrovaném
stavu pokoveny v naprasovacim pfistroji Leica EM ACE600 Microsystems. Jako naprasSovaci
médium byla zvolena platina kvili vy$si jemnosti napraSovanych ¢astic ve srovnani se zlatem.
Pracovni rezim byl nastaven na vykon 80 W, naprasovani probihalo pfi tlaku 7x10> mbar
v komore a pracovni vzdalenost nastavena na 150 mm. Spory mikromycet byly pokoveny
repetitivnim zplsobem, ovsem nékteré vzorky spor byly skenovany v SEM bez pokoveni.

Zobrazovani prostfednictvim SEM v pripadé biofilmd mikromycet bylo provedeno
elektronovym svazkem pfi napéti 20 kV, resp. 10 — 15 kV pro spory. Pracovni vzdalenost byla
nastavena na 9 mm.

Sekundarni elektrony byly snimany detektorem typu Everhard-Thornly. Snimky byly pofizeny
pri dwell time 32 pus/pix s rozlisenim 1024x1024 pix.

Vysledky vyzkumu byly publikovany v publikacich [225], [226], (224).

5.2 Dilci vysledky a diskuse
5.2.1 Dilci vysledky SEM zobrazovani biofilmi

Pro hodnoceni vlivu NTP na biofilmy mikromycet byly potizeny snimky kontrolnich vzorkd pred
oSetfenim biofilml NTP ve srovnani se vzorky oSetfenymi NTP. Byly potizeny snimky se
zamérenim na morfologii biofilmu a jednotlivych vildaken hyf za Gcelem zobrazeni
predpokladanych strukturnich zmén vlivem plsobeni NTP.

Ve vsech pripadech kontrolnich vzorkd biofilm( byly pozorovany hutné spletité struktury
biofilmu s hustym narlstem mycelia a hladkymi bunéénymi sténami hyf se znacnym
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mnoZstvim exopolysacharidovych struktur (EPS): A. alterana - Obr. 37, A. niger - Obr. 39, F.
culmorum - Obr. 41 a F. graminearum - Obr. 43,

Osetfeni NTP u A. alternata ovlivnilo celkovy rlist biofilmu, ktery vykazoval vyrazné fidsi
nartst. U hyf bylo pozorovédno ztenceni jejich priiméru a v nékterych ¢astech bobtnani
a bulkovaténi bunécnych stén (Obr. 38), zaroven doslo k masivni redukci tvorby EPS.

U A. niger po oSetfeni NTP doslo k redukci mnoZstvi narlstu biofilmu a misty k poskozeni
vazeb hyf a jejich strukturdlnim zménam (Obr. 40).

Biofilm F. culmorum opét po aplikaci NTP vykazoval snizeny nartst mycelia. Hyfy byly viditelné
poskozené, plsobily dehydrované a lokalné byl vytlacen cytoplazmaticky obsah (Obr. 42).

Nejvyraznéjsi snizeni nar(stu biofilmu po oSetfeni NTP bylo pozorovano F. graminearum. Hyfy
byly abnormalné zkolabovdany, pokrouceny a poskozeny a jejich bunécné stény vykazovaly
deformity (Obr. 44).

Na zakladé reserSe dostupné literatury jsou podrobné informace o principu pidsobeni NTP
na biofilmy mikromycet druhlG A. alternata, A. niger, F. culmorum aF. graminearum
nedostatecné. Ackoliv je vyzkum v tomto ohledu stale rozvijen, stale chybi komplexni poznani
mechanismy zavisi nejen na parametrech NTP, ale zdsadni vliv ma druh a vlastnosti
oSetfovanych mikroorganismu a faktory prostredi. Prehledova databaze tykajici se vlivu NTP
na rtzné druhy mikromycet véetné udajd o nastaveni NTP, jeho parametrech a intenzitach
[46] by velmi pomohla pro rozsifeni této metody. Ztoho divodu byly pofizeny snimky
kontrolnich skupin bez osetfeni NTP a skupin po pUsobeni NTP za tcelem vizualizace jeho vlivu
na vySe uvedené druhy mikromycet. Byly tak optimalizovany parametry pfipravy vzorku pro
SEM a také snimani biofilm0 i zobrazeni mycelii a mikrostruktur hyf v dostate¢ném rozliseni a
méritku, aby bylo moZzna komparace snimka.

Souhrnné Ize fici, Ze bylo prokazano poskozeni bunéénych struktur biofilm uvedenych druhf
mikromycet vlivem plsobeni NTP. U kontrolnich vzorkd neosetfenych biofilmi tvofily biofilmy
hustou, souvislou a soudrznou sit hyf, zatimco u vzorkd oSetfenych NTP byl zfetelny Gbytek
narUstu biofilmu a hyfy byly oddélené, samostatné rozliSitelné a ¢asto jevila jednotliva vlakna
znaky poskozeni bunééného povrchu. NTP bylo prokazano jako uéinnd metoda eliminace
mikromycetnich biofilm( u druhl A. alternata, A. niger, F. culmorum a F. graminearum.

Podrobnéjsi diskuse nad vlivem NTP z biologického hlediska, Uvaha nad povahou plsobeni
NTP a nastaveni NTP jsou uvedeny v publikacich [225] a (224) vCetné experiment( zmény v
metabolické aktivité vldknitych hub, a tedy Uspé$nosti NTP provedenych kolegy z Ustavu
biotechnologie Vysoké Skoly chemicko-technologické v Praze vedené pani doc. Ing. Irenou
JaroSovou Kolouchovou, Ph.D. a pani Ing. Markétou KuliSovou.
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Alternaria alternata

3 Povrch Ti Zetonu je zvinény, co? zpGsobuje zdanlivé uspofadani biofilma do vertikalnich prouzka.
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Aspergillus niger

L y

Obr. 39: Biofilm A. niger pred osetrenim NTP na substrdtu Si desticky (224).
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Fusarium culmorum

Obr. 42: Biofilm F. culmorum po osetreni NTP na substrdtu Si desticky (224) [225].
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Fusarium graminearum

Obr. 44: Biofilm F. graminearum po osetreni NTP na substrdtu Ti Zetonu [225].
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5.2.2 Dilci vysledky SEM spor mikromycet

V kontrolni skupiné A. alternata pred oSetfenim NTP Ize pozorovat, Ze spory jsou hladké,
vejcitého nebo ovalného tvaru se zretelnymi oblinami identifikujicimi jednotliva septa. Mohou
byt pfimé i zakrivené, vétSinou podlouhlé, o délce 15 — 30 um a Sifce 10- 15 um. Spory mély
variabilni mnozZstvi pfi¢nych sept, vétSinou v rozmezi 1 — 5. Na konci spor mohou byt patrné
jizvy. Snimky z kontrolni skupiny jsou uvedeny na Obr. 45 a Obr. 46. Po oSetfeni NTP byla
patrnd poskozeni bunéénych stén spor, jejich zhrouceni a misty i viditelné propady stén do
prostor mezi septy. Povrch byl svrastély a misty nekompaktni, viz Obr. 47 a Obr. 48.

V ptipadé A. niger byly v kontrolni skupiné pozorovany spory kulatého tvaru o praméru
2 —4 um s jasné patrnymi bodlinovitymi vycnélky (Obr. 49). Aplikaci NTP doslo k poSkozeni
struktury bunécné stény, v nékterych pripadech doslo k jejimu kolapsu dovnitf spory.
U neosettenych spor patrné vyénélky byly redukovany ¢i vymizely uplné, viz Obr. 50.

F. culmorum pred NTP vykazovalo podlouhly valcovity tvar s hladkym povrchem stén
a vyraznym septovanim (Obr. 51). OSetfenim NTP doslo k poSkozeni stén spor a misty jejich
propadu do vnittku sept. Stény byly zvrdsnéné a ryhovité.

Spory F. graminearum pied oSetfenim NTP byly podobné F. culmorum. Ovélny tvar spor
s hladkymi sténami doplfiovaly zfetelné prehradky sept (Obr. 53). Vlivem NTP byla pozorovédna
naruseni bunécéné stény spor a jeji zvrasnéni. Spory byly misty zkolabované do prostoru mezi
prepazkami (Obr. 54).

Pro studii vlivu NTP na spory mikromycet druhQ A. alternata, A. niger, F. culmorum
a F. graminearum a informaci o morfologickych zménach bylo provedeno snimkovani
prostfednictvim SEM. Za timto ucelem byla optimalizovana metodika zobrazovani spor, aby
bylo mozné porovnat snimky z neoSetfené skupiny a po vlivu NTP ave velmi detailnim
priblizeni detekovat strukturni zmény timto plsobenim dotcené.

Souhrnné lze fici, Ze pusobenim NTP doslo k znacné degradaci bunécnych povrchd spor
testovanych mikromycet. Zatimco spory kontrolnich skupin bez oSetfeni vykazovaly
ocekdvany soudrzny tvar, u spor po oSetifeni NTP byly pozorovany strukturni zmény, a to
zejména naruseni bunéénych stén a misty doslo ke kolapsu stény do prostoru mezi septy.
NTP narusilo celistvost bunéénych stén, a tedy doSlo k poruseni jeji ochranné funkce.
Vysledky prokazuji Uspésnost vlivu NTP pfi inaktivaci spor mikromycet druhl A. alternata,
A. niger, F. culmorum a F. graminearum.

evvs

[226] se spoluautory z Ustavu biotechnologie Vysoké $koly chemicko-technologické v Praze
vedené pani doc. Ing. Irenou JaroSovou Kolouchovou, Ph.D. a pani Ing. Markétou KuliSovou.
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Alternaria alternata

Obr. 45: Spory A. alternata pred osetfenim NTP.

Obr. 46: Spory A. alternata pred oSetfenim NTP [225] [226].
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Obr. 47: Spory A. alternata po osetreni NTP [225], [226].

Obr. 48: Spory A. alternata po osetreni NTP.
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Aspergillus niger

Obr. 49: Spory A. Niger pred osetfenim NTP.

Obr. 50: Spory A. Niger po oSetreni NTP.
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Fusarium culmorum

10 ym X ) 5 -

Obr. 52: Spora F. culmorum po o§etr’eniNTP.
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Fusarium graminearum

Obr. 54: Spora F. graminearum po osetreni NTP [226].

5.2.3 Vliv pokoveni na biologické vzorky

Pro ziskani kvalitniho snimku je u nékterych vzork( vhodné provést jeho pokoveni. Vytvorenim
vodivé vrstvy na povrchu vzorku minimalizuje jeho nabijeni pfi skenovani, snizuje poskozeni
povrchu vlivem tepla vznikajiciho dopadajicimi primarnimi elektrony na povrch, dochazi
ke zvySeni vytéinosti detekovaného signdlu sekundarnich elektrond [227] a mulze byt
dosazeno zlepseni poméru signal/Ssum [228]. Pokoveni také muze zvysit kontrast
u zobrazovanych vzork(. Kontrast zde souvisi s fyzikalnimi disledky rozdilu atomového dcisla
pozorovaného objektu a atomového Cisla kovu pokryvajiciho dany objekt v tenké vrstvé.
Detekce SE, kterd byla pro snimkovani zvolena, je pak defacto z mista dopadu a velmi malé
hloubky, diky ¢emuz je moZné zobrazit zejména topografii vzorku [229].
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Zobrazovani nepokovenych biologickych vzorkd je velmi choulostiva zaleZitost. V obecném
ramci jsou dehydrované biologické vzorky na SEM zobrazovani bez pokoveni obtizné pro svou
citlivost na poskozeni elektronovym svazkem, nevodivost a nizkou vytéZznost SE [230].
V pfipadé bunécnych stén hrozi pfi nevhodném nastaveni skenovacich parametr( destrukce
a tim znehodnoceni snimané oblasti. Toto tzv. radia¢ni poskozeni vznikajici ionizaci zplsobuje
poruseni chemickych vazeb ve vzorku vedouci k jeho degradaci a je zavislé na intenzité svazku
[231]. Kromé pfiliS vysoké intenzity je nutné brat na zfetel také dalsi faktory, jako napfiklad
¢asové ndarocnou fokusaci nebo pfilis dlouhou dobu potizovani snimku. Také mize dochazet
ke kontaminaci vzorku vlivem interakce elektronového svazku s rezidudlnimi plyny v komore
mikroskopu a uhlovodiky na povrhu vzorku, a i pfes pokoveni je nutné vyhnout se moznému
nabijeni vzorku. Pokovenim tedy dochazi ke zlepSeni vodivosti zejména u dehydrovanych
vzorkd, omezeni moZného nabijeni, omezeni tepelného/radiacniho poskozeni a zlepseni
emise SE a BSE [232]. | ptes tyto nesporné benefity bylo jednim ze snah této studie zobrazeni
spor mikromycet v dehydrovaném nepokoveném stavu. Motivaci bylo zobrazeni bunééné
struktury studovanych spor pro aplikace, kde pokoveni nemusi byt Zadouci. Cilem bylo tak
najit optimalizaci skenovaciho procesu v(ci stabilité vzorku s dlirazem na co nejlepsi kvalitu
snimku.

5.2.4 Snimkovani nepokovenych vs. pokovenych spor mikromycet

Zobrazovani biologickych vzork( pro vétsinu aplikaci vyZzaduje vzhledem k citlivosti na radiacni
poskozeni nizké hodnoty napéti [233]. Na zakladé experimentalnich dat mikroskopie spor
mikroskopickych hub, které byly ziskdny v rdmci této disertacni prace, dochazi pfi vysokych
hodnotach napéti k destruktivnimu posSkozeni bunéénych struktur a zaroven je pozorovani
obtizné vzhledem k nedostatecné rychlosti odvodu elektrického naboje z povrchu vzorku,
nebot dehydrované buriky maji nizkou nebo témér Zadnou vodivost. Z tohoto divodu bylo
zvoleno napéti 10 - 15 kV jako optimum. PFi napéti 3 kV byl detekovan nizky kontrast a ostrost
zobrazovanych struktur. Pfi hodnotach vyssich jak 15 kV dochazelo k poskozovani povrchu
spor. Doba elektronového setrvani svazku (dwell time) na jednom misté (pixelu) byla o stupen
vy$si na hodnoté 10 ps/px, aby nedochézelo k poskozeni vzorku a zaroven byla zachovana
kvalita obrazu vzhledem k Sumu. Navic finalni fokusace a optimalizace elektronového svazku
pred snimkovanim daného objektu byla provedena mimo cilovy snimany objekt, aby objekt
nebyl pfilis dlouho exponovan a namahan. Velikost stopy svazku (spot size) pak byla 6,9 nm a
proud svazku (specimen current) se pohyboval v rozmezi 268 - 387 pA.

Timto zplUsobem bylo nalezeno vhodné prednastaveni (preset) pro zobrazeni uvedenych
mikromycetnich spor, které jsou odolné vici poskozeni vlivem svazku a nabijeni, a je tak
mozné je zobrazit bez nutnosti pokoveni, pokud je to z néjakého divodu nutné. Je mozné
dosdhnout dostatecné dobrého zobrazeni spor mikromycet. V porovnani s pokovenymi vzorky
jsou snimky uvedeny na Obr. 55 - Obr. 62. Proto je v pfipadé uvedenych spor vhodna jeji
aplikace zejména v pripadech, kde neni pokoveni mozné i dostupné.
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Obr. 55: Spora A. alternata bez pokoveni. Obr. 56: Spora A. alternata s pokovenim.

Obr. 57: Spora A. niger bez pokoveni [226]. Obr. 58: Spora A. niger s pokovenim.
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Obr. 59: Spora F. culmorum bez pokoveni. Obr. 60: Spora F. culmorum s pokovenim.

J" b 10 pm

Obr. 61: Spora F. graminearum bez pokoveni. Obr. 62: Spora F. grainearum s pokovenim [226].

5.2.5 Snimkovani nepokovenych biofilm{ mikromycet

Biofilmy tvofi rozsahlé trojrozmérné struktury bunééné hmoty. Na zakladé provedenych
experimentll a ziskanych dat zobrazeni nepokovenych vzorkl byly snimky zatizeny
tak vyznamnymi artefakty v disledku nedostatec¢ného odvodu elektrického naboje z povrchu
vzorku, Ze se nedafrilo ziskat kvalitni obraz (Obr. 63 a Obr. 64). Zatimco u spor mikromycet je
moznym dldvodem izolovanost jednotlivych objekt(, a tedy odvod ndboje alespon ¢aste¢né
diky pfimému kontaktu bunky s vodivym povrchem podkladni matrice, u biofilm0 je toto
znemoznéno velmi omezenou prostupnosti pfes nékolik vrstev biologického materialu, ktery
je navic propojen EPS. Pokud byl sou¢asné aplikovan rezim rychlého skenovani, napf. rychlost
1 ps/px, vysledkem byly snimky s vysokym podilem Sumu a nizkym kontrastem. V pfipadé
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studovanych biofilm0 tak byla jako vhodna pfiprava vzorku pro zobrazovani preferovano
pokoveni.

Obr. 63: Biofilm A. alternata bez pokoveni. Obr. 64: Biofilm F. graminearum bez pokoveni.

5.2.6 Snimkovani spor mikromycet detekci BSE

Kromé detekce ,pravych” sekunddrnich elektron( (SE) byly provedeny experimenty zobrazeni
zpétné odrazenych elektrontd (BSE). BSE jsou produkovany elastickym rozptylem na
atomovych jadrech ve skenovaném vzorku a jejich energie tak =zdvisi na lokdlné
zpramérovaném atomovém Cisle Z. Diky této interakci se téZsi prvky budou jevit na snimku
jako svétlejsi, zatimco lehéi prvky tmavsi, jednd se o tzv. Z-kontrast nebo také materidlovy
kontrast. BSE elektrony jsou také vzhledem k vyssi energii méné ovlivnény nabijenim povrchu.
Je mozné i kombinovat detekci SE a BSE a ziskat tak snimky z fuze obou metod (Obr. 65 - Obr.
68). Urychlovaci napéti elektronového svazku bylo 15 — 20 kV. Dwell time byl 32 us/pix,
digitalni rozliSeni 1024x1024 pixelQ, velikost stopy svazku pak 5,6 nm a proud na povrchu
vzorku 394 - 411 pA.
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Obr. 65: Spory A. alternata bez osetfenim NTP, detektor BSE (vlevo) a po osetreni NTP, detektor BSE+SE (vpravo).

Obr. 66: Spory A. niger bez osetreni NTP, detektor BSE+SE.
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Obr. 67: Spory F. culmorum bez osetreni NTP, detektor BSE+SE.
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5.2.7 Snimky spor mikromycet v naklonu

Pro rozsiteni perspektivy snimkovanych mikromycet byly pofizeny téz snimky pfi naklonéném
experimentalnim stolku fixujicim vzorky vici detektoru (Obr. 69 a Obr. 70). Snimky tak
poskytuji presnéjsi vizualni predstavu o rozmeéru hloubky obraza.

R | =

Obr. 70: Spory F. culmorum (vpravo) a F. graminearum (vlevo) po oSetieni NTP v ndklonu.

71



Ill.  Aplikace pokrocilych mikroskopickych metod
na identifikaci zmén vnitfnich struktur vybranych
mikromycetnich spor a Candida albicans vlivem
pusobeni antifungdlnich prostredk

6 Prehled soudasného stavu problematiky
zobrazovani vnitrnich struktur bunék

Transmisni elektronova mikroskopie, kterd je pro biologii pouzivana od pocatku 40. let 20.
stoleti, se diky zobrazovani ultratenkych ezl bunék stala dllezitym nastrojem pro
zobrazovani vnitfnich bunécnych struktur [234]. V soucasné dobé predstavuje velmi rychle se
rozvijejici technologii pro zobrazeni vnitfnich struktur bunék predevsim kryo-elektronova
tomografie, zejména pro moznost velmi vysokého rozliseni hydratovanych zmrazenych bunék
[235] [236].

Svételna, potazmo prlilomovd superrozliSovaci mikroskopie (Super-resolution microscopy)
stala vyznamnym a c¢asto klicovym nastrojem pro bunécény vyzkum. Umoziuje pozorovat
objekty s rozliSenim vyssim, nez je difrakéni limit v optické mikroskopii, identifikovat pomoci
fluorescencnich barviv rizné typy organel a je minimalné invazivni [237].

Do nitra bunék se lze podivat pomoci trojrozmérného zobrazovani. 3D informaci poskytuje
v omezené mife metoda SEM, ovSsem snimky jsou pouze pseudotrojdimenziondlni. Zdani
hloubky topografie povrchu je charakterizovano rozdilnymi intenzitami detekovanych
sekundarnich elektron pochdzejicich z urcitého objemu v zavislosti na daném nastaveni
mikroskopu a vlastnostech pozorovaného materialu [238]. Vysledny obraz této metody je
ovsem vzdy dvoudimenzionalni. Existuje vSak také metoda snimani objekt( z rGznych ahlq,
kdy nasledné dochazi ke slozeni mnoha takovych obraz(i do 3D obrazu (3D SEM tomografie).

Mezi prvnimi metodami, které byly pouzity pro 3D pohled do nitra biologickych objektd, je
provedeni sériovych mikrotomovych fez(l. Vzorky je nutné fixovat, aby bylo moziné rezy
provést. Pevného stavu vzorku Ize dosahnout zalitim do epoxidovych nebo metakrylatovych
pryskyric, voskl na bazi parafinu, popripadé zmrazit [239]. Sériové mikrotomové rezy vsak
vyZzaduji sloZitou pfipravu, z ¢ehoz plyne i znacna ¢asova narocnost [240].

Proto bylo po rozsifeni FIB-SEM pfistrojli nasnadé jejich poufZiti v biologii, a to zejména
bunécné. lontovy svazek Ize pouZit zejména k provedeni fezu burikou [241] [242], tkani [243]
[244] ¢i kosti [245] [246] za ucelem zobrazeni jejich vnitfnich struktur ¢i ke studiu interakce
burika/vnitini prostfedi organismu [247] [248] nebo burika/substrat [249] [250].
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6.1 FIB-SEM tomografie v biologii

S rozvojem vyzkumu bunécéné biologie vyvstala potfeba trojrozmérného zobrazeni bunéénych
struktur. Doposud vyuzZivané metody byly vtomto ohledu limitovany. Pfesné trojrozmérné
zobrazovani mlze pomoci porozumét mikroskopickym detailim bunééné biologie a FIB-SEM
tomografie tak predstavuje velmi zajimavou metodu pro 3D-rekonstrukci biologickych vzorku
s vysokym rozliSenim [251]. Oproti tomu mezi prekazky, které brani SirSimu rozsifeni FIB-SEM,
muZe patfit pro nékteré aplikace nizka rychlost zobrazovani a nedostatecnd dlouhodoba
stabilita systému, kterd omezuje maximalni mozny objem snimani [251]. FIB-SEM tomografie
umoziiuje komplexni vizualizaci celych bunék.

Metoda FIB-SEM je zaloZzena na poufZiti iontovych zdroju typu FIB, které poskytuji intenzivni
iontovy svazek s malou stopou. Prvni dokumentace k metodé FIB vyuZivajici ionty kapalnych
kovl (Liquid Metal lon Source, LMIS) byla zvefejnéna jiz v roce 1961 a jejim obsahem byl vyvoj
trysek vyuzivajicich nabitych kovovych kapek pro pouZiti pro vesmirné aplikace. LMIS byl poté
sporadicky provozovan v 60. a 70. letech po celém svété, ovsem k systematické praci byl
rozsiten az v 80. letech 20. stoleti a vtomtéz obdobi také byl uveden na trh prvni komercéné
dostupny FIB [252]. V soucasné dobé je jeho uplatnéni v Siroké sSkale aplikaci materidlovych
véd vcetné biomateriall, polovodicli, mikroelektroniky a v mnoha dalSich odvétvich. Pro
studium vnitfnich charakteristik bunék vramci této studie byl zvolen FIB-SEM, ktery
predstavuje alternativu k mikrotomovym rezim. NiZe je uveden struc¢ny prehled o metodé FIB.

6.2 Strucny prehled FIB systému — konstrukce FIB

Nejjednodussi konstrukci FIB aparatury Ize ilustrovat na Obr. 71. Sestava je sloZena ze dvou
cocek, kondenzor a objektiv), které jsou uréeny pro fokusaci iontového svazku na vzorek.
Vzhledem k tomu, Ze schopnost elektrostatické ¢ocky zaostfit svazek nezavisi na hmotnosti
Castice, jsou v pripadé FIBu pouZivany elektrostatické cocky jako vyhodnéjsi konstrukéni
feSeni. Z podstaty porovnani hmotnosti elektronu vs. iontu by konstrukce bézné pouzivana
pro elektronické mikroskopy sestdvaijici se z elektromagnetickych ¢ocek mohla kvili mocnosti
elektromagnetu vazit tisice kilogramu, aby vytvofrila dostate¢nou intenzitu pole, coz by bylo
dosti tézkopadné reSeni [253]. Proud svazku je regulovan prostfednictvim soustavy
aperturnich clon o rdzném primeéru. Vztah mezi primérem clony a proudem je linearni, tj.
pokud ma clona vétsi priimér, pak skrze ji projde vice iontd, a tedy dosahuje se vétsiho proudu,
s ¢imZ souvisi i vétsi pramér iontového svazku. Pfi urychlovacim napéti 30 kV je pak
charakteristicky typicky rozsah proudi u FIB s galiovym iontovym svazkem 1 pA — 60 nA [254].
Pro pohyb svazku pres vzorek (skenovani) slouzi elektrostaticky vychylovaci systém. Kruhovy
tvar iontového svazku pak zajistuje osmipdlovy stigmator [253].
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= " Konektory pro pfivod proudu k civce pro ohfev rezervoaru
4+ s Ga které samovolné stéka k hrotu
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.. - “Supresor” pro regulaci emisniho proudu z LMIS zdroje

™ Extrakéni elektroda vytrhava Ga z wolframového hrotu

" Clonka usmériujici svazek

. .. 1. Elektrostaticka cocka (tzv. kondensorova
pro formovani svazku)

. Clonky s rlznym primé&rem
pro zménu proudu ve svazku

™ Radkovaci a vychylovaci systém svazku

/ 2. Elektrostaticka Cocka (tzv. objektivova
fokusuje svazek iontl na vzorek)

Obr. 71: Schéma elektronového mikroskopu [253].

Princip zdroje iontl na bazi kapalného kovu spocivd odparovani kapalného kovu a zaroven
jeho ionizaci v silném elektrostatickém poli. Zasobnik kapalného kovu je ohfivan
bombardovanim elektrony o kilovoltovych energiich emitovanych ze Zhaveného vldkna.
Kapalny kov smaci povrch wolframového hrotu a v silném elektrostatickém poli vytvofri
Taylorav kuzel. V okoli vrcholu kuzZele je intenzita elektrostatického pole natolik silna, Ze
umoznuje odpafovani atomarnich ¢astic (atoml) a tunelovani elektroni do hrotu a tim
ionizaci unikajicich odparenych atomi. Vzhledem k malému poloméru vrcholu Taylorova
kuZele a charakteristikam kvantové mechanického tunelovani ma tento zdroj velkou brilanci
(jas) ~10° A/cm?sr [255] a lze jej zfokusovat na nanometrové stopy a dosahovat proudovych
hustot 108 A/cm? [256].

Moderni zafizeni FIB pouzivaji jako zdroj iontd kapalny kov, nejcastéji galium (Ga) a to zejména
pro své vhodné fyzikalni vlastnosti, kterymi jsou nizka teplota tani pfiblizné 29,3 °C[257], nizka
tékavost, dobré emisni vlastnosti [258], kompatibilita s vysokym vakuem, vysokd hustota
umoznujici dlouhou provozuschopnost zdroje [259] a vysoka hmotnost iontli [256]. Prehledny
seznam typQ iontd pro nanoobrabéni a implantaci prostfednictvim FIB je dale uveden v
literature [260]. Nutno dodat, Ze tyto dalsi FIB zdroje tvorené slitinami kovl se vyskytuji
minoritné a vétSinou pouze v zakladnim vyzkumu [260]. Komplikaci pro jejich Sirsi vyuziti
predstavuje nutnost zarfazeni hmotnostniho separatoru do sestavy za Ucelem eliminace ¢astic
o rlznych hmotnostech i nabojich v iontovém svazku [254].

6.3 Strucny prehled FIB systému —interakce iontl s pevnou latkou

Dopadem iontd na pevnou latku dochazi ke ztratam jejich kinetické energie v dasledku
interakce s atomy vzorku. Lze je z hlediska povahy interakce rozdélit do dvou typU: ztrata
energie iontl na jddrech atomu vzorku a ztrata energie na elektronech v elektronovém obalu
atomu vzorku [261]. V prvnim pripadé dochazi k pfeddni hybnosti a kinetické energie ve
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srazkam s atomy vzorku, které mlze vést k poskozeni vzorku nasledkem posunu jeho atom
z vychozich pozic ¢i k emisi atom( terce, jevu, ktery se nazyvd odprasovani [253]. Tento jev
pfevlada pfi relativné nizkych energiich svazku v fadech 10%-10* keV. Pfi druhém pfipadu se
jednd o neelastické srazky, pfi niz dochazi k excitacim ¢i ionizaci atomd vzorku a nasledné
produkci rentgenova zareni nebo sekundarnich elektron(l. Tento proces prevlada pfi vyssich
energiich svazku v taddech stovky keV - MeV [261]. Pokud je pfedand energie dostatecné
vysoka, dochazi k dalSim sekundarnim, tercialnim atp. srazkam, které jsou demonstrovany na
modelu srazkové kaskady Obr. 72. Kaskada tedy popisuje model pro interakci iontli s pevnou
latkou skrze nezavislé binarni srazky iontu s atomy vzorku a je mozné ji modelovat pro rlzné
typy materidld a svazk(i metodou Monte Carlo v programu SRIM — The Stopping and Range of
lons in Matter [262].
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Obr. 72: Model sraZkové kaskady (upraveno z [263]).
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Souhrnné tak v dasledku predavani hybnosti a kinetické energie iontd atom(m terce dochazi
k nasledujicim procesim: implantace dopadajicich iontt, emise sekundarnich elektron, ktera
umoziuje zobrazovani povrchu vzorku, odprasovani [264], které umoziuje nanostrukturovat
povrch, emise sekundarnich iontl (204), které umoznuje chemickou analyzu a emise
elektromagnetického zareni. K odprasovani povrchovych atom( vzorku dochazi v pfipadé, ze
tyto atomy v ramci srazkové kaskady maji smér pohybu ven z terce a jejich kineticka energie
je dostatecna k prekonani vazebné energie atomuU povrchu materidlu. Dopadajici iont preda
energii radové jednotky nebo desitky keV stovkam aZ tisicdm atomuU ve srazkové kaskade,
pricemzZ vétsina rozkmitanych atomUl (recoils) ma energii setin, desetin eV, mensi cast
jednotek eV, vyjimecné desitky aZ stovky eV. Tyto atomy (recoils), pak prekonavaji povrchovou
energetickou bariéru (povrchovou vazebnou energii) a dochazi k odprasovani.
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6.4 Strucny piehled FIB systému — aplikace FIB

Aplikace FIB jsou zaméfeny zejména na procesy obrdbéni odprasovanim, depozice
a zobrazovani. Pfi pouziti vysokych energii a nejmensi pracovni vzdalenosti lze dosahnout
nejmensiho pridméru iontového svazku, coz s sebou prinasi nejlepsi rozliseni pro zobrazovaci
mad. Zaroven na energii zavisi volba metody odprasovani ¢i depozice, které zaroven vyzaduji
veétsi pracovni vzdalenost. Ladénim hlavnich charakteristik iontového svazku, jakymi jsou
urychlovaci napéti, proud a primér svazku dopadajiciho na vzorek Ize modifikovat ucel pouziti
FIB [255].

Z hlediska zobrazovani FIB je intuitivné podobny skenovacimu elektronovému mikroskopu,
ovsem namisto pouziti elektronového svazku je zde svazek iontovy. Sekundarni elektrony pak
vznikaji interakci iontového svazku s povrchem vzorku a je tak moiné ziskat obraz jeho
povrchu [253]. Fokusovany svazek iont( je rastrovdn pres povrch vzorku a sekundarni
elektrony jsou detekovany ve stejném typu detektoru jako SE vybuzené elektronovym
svazkem, tj. v Everhardt-Thornly (ET) detektoru. Napéti na mfizZce ET detektoru lze nastavit i
tak, aby bylo mozné detegovat i kladné nabité atomadrni ¢astice, tj. hmotnostné neseparované
sekundarni ionty. Vsoucasné dobé jsou komercné dostupné kompaktni hmotnostni
spektrometry, které lze integrovat do systému FIB-SEM a tim lze ziskat hmotnostni
spektroskopii sekundarnich iontl (SIMS) jako komplementarni doplnéni k chemické analyze
EDS, ktera je standardni soucasti SEM systému. Pro zobrazovaci rezim jsou pouzivany rlizné
proudy svazku, které maiji vliv jak na rychlost odprasovani, tak na obrazové rozliseni. Mezi
proudem ve svazku a velikosti stopy (rozliSenim) existuje pfima uméra. Nizké proudy jsou
pouzivany zejména z dlvodu vysokého rozliSeni. Pfi pouZziti vysokych proudl je nutné
aplikovat rychly jednorazovy sken, aby nedoslo k ptiliSnému odpraseni povrchu vzorku pfi jeho
zobrazovani. Naopak u malych proudu je mozné skenovat pomaleji ¢i kumulovat rychlé skeny.

lontovy svazek je vyuZivan zejména k mikro/nano strukturnim dpravam povrchi. Rychlost
odprasovani je pfimo umérna koeficientu odprasovani a proudové hustoté a nepfimo umérna
atomarni hustoté materidlu. Koeficient odprasovani zavisi sloZzitym zplsobem na poméru
hmotnosti atom( projektilu a terce, je pfimo umérny brzdné sile (nuclear stopping power) a
Uhlu dopadu projektilu na terc a je nepfimo Umérny povrchové vazebné energii. Brzdna sila
pak zavisi na energii primarni ¢astice a interakénich potenciadlech. Zakladnim konceptem jsou
tzv. linedrni srazkové kaskady, které nastdvaji pfi typickych energiich 102-10* keV a zaroven
pokud se nejedna o extrémni rozdily v hmotnostech projektilu a terce. V pfipadech
odprasovani velmi lehkymi prvky jako H, He, Li dochazi k tzv. fidkym srazkovym kaskadam a
velmi malému vytézku odprasovani. V pripadech vysokohustotnich teréi a dopadu tézsich
projektild dojde k tzv. srdzkovému klinu (collision spike), ktery ma atributy podobné
lokalizovanému plazmatu.

FIB v kombinaci s pracovnim plynem umoziuje i depozici tenkych vrstev nebo vytvareni
nanoobjektll materidld na povrch vzorku. Existuji tfi zakladni metody nanaseni cilového
materialu — prostrednictvim iontd (lon Beam Induced Deposition, IBID), které lokalné indukuji
rozpad molekul pracovniho plynu na povrchu substratu tim, Ze dodavaji energii pro
prerusovani a znovuvytvareni novych chemickych vazeb anebo prostfednictvim elektrond
(Electron Beam Deposition, EBD) ¢i metodou naneseni fotorezistu mimo FIB-SEM, vytvoreni
struktury ve fotorezistu pomoci FIB a jeho ndsledné odstranéni z exponovanych mist mimo
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SEM. Na povrch vzorku je adsorbovan pracovni plyn - nejcastéji organometalickd molekula,
ktera se lokalné rozkladd v misté dopadu iontového nebo elektronového svazku. Cést
fragment( té molekuly obsahujicich kovovy atom vytvofi nové vazby a z(stdva na povrchu a
Cast je emitovdna ze vzorku, a nakonec mUlze byt odéerpana z komory pres vakuovy Cerpaci
systém. Takto pfirlstaji dalsi ¢asti vrstvy aZz do pozadované velikosti nebo tvaru. Dochazii k ke
konkurencnimu jevu a tim je odprasovani a také dochazi k implantaci, a tedy rostouci tenka
vrstva mize mit komplikované sloZeni. Rozdil(i mezi metodami IBID a EBD je vicero, naptiklad
rychlost depozice pfi daném proudu svazku, kdy je metoda IBID vyrazné rychlejsi [265], ddle
Cistota, tj. u EBID nedochazi k implantaci Ga. Dalsi je poSkozeni plivodniho povrchu materialu
(napf. membrany buriky), kde opét EBID neposkozuje povrch anebo mnohem méné nez
v pfipadé metody IBID.

FIB mlzZe byt samostatné zafizeni, avSak nejc¢astéji je integrovan se SEM, kdy potom vytvari
tzv. dvousvazkovy systém. Dalsi ¢asté metody, které byvaji integrovany v SEM jsou napftiklad
detektor difrakce zpétné odraZzenych elektroni (Electron BackScatter Diffraction, EBSD) nebo
detektor energiové dispersni rentgenové spektroskopie (EDS).
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7 FIB-SEM tomografie spor mikromycet

7.1 Metody

FIB-SEM tomografie se sestava z nasledujicich krokl: a) pfiprava iontového a elektronového
svazku na zobrazovani a odprasovani, b) lokalizace zajmové oblasti na vzorkl a jeji zobrazeni,
c) sesouhlaseni iontového a elektronového svazku, tj. oba svazky se zaostti a skenuji ve stejné
roviné a skeny se prekryvaji, d) pfiprava parametrd pro FIB i SEM pro tomografii, poptipadé
pfiprava referencni znacky pro korekci driftu pro automaticky rezim, e) samotny proces
odprasovani a snimkovani, f) rekonstrukce snimanych fez(i burikami a kompletace snimk.
Tomografické snimky byly pofizeny na pokovenych dehydrovanych sporach fixovanych na
podkladu Si desticky/waferu. Snimkovani bylo provedeno ve skenovacim mddu resolution pfi
napéti 15 kV a pfi pracovni vzdalenosti 9 mm. Pracovni stolek se vzorky bylo nutné naklonit na
55 ° kvlli umisténi FIB v komofte a kolmému dopadu iontd na povrch. FIB byl v nastaveni napéti
30 kV s emisi 2 YA a zvolenym prednastavenim pro jemné odprasovani, lesténi (fine milling,
polishing). Snimkovani bylo provedeno ve dvou rezimech: automatickém a manudlnim.

Po lokalizaci mista zdjmu a sesouhlaseni elektronového (SEM) a iontového svazku (FIB) bylo
v pfipadé automatického reZzimu nejprve nutno vytvofit referencni znacku o hloubce
10 — 15 um v blizkosti snimkovaného objektu. Tato znacka, v pripadé této studie byl zvolen
kriz, pak slouzila pro korekci driftu pro FIB i SEM zobrazeni. Poté byly nastaveny prednastaveni
odprasovacich parametrli pro FIB (presets), nadefinovan objem vzorku a nastavena volba
prabéhu odprasovani. Hloubka jednotlivych fez(i byla nastavena na 3 um a dwell time
32 us/pix. Velikost stopy svazku byla 4,4 — 6,9 nm a proud na povrchu svazku v rozmezi
52 — 257 pA. Pozadovany pocet snimk( byl volen v zavislosti na typu a velikosti vzorku
vzhledem k predpokladané stabilité driftu. Prostfednictvim automatizace bylo provedeny
jednotlivé fezy pomoci FIBu a potizovani snimku s vyuzitim SEM.

Ruéni rezim pak byl proveden jednotlivymi samostatné provedenymi navazujicimi fezy. Délka
fezl byla prizplsobovana aktualni Sifce tfezané plochy, pficemz Sitka fezu zlstdvala
konstantni. Timto se docililo zkraceni ¢asu rfezl, protoze nebylo nutné odprasovat nepotiebna
mista v pripadé sto¢enych nebo ohnutych vzorku a bylo tak mozné snaze kopirovat tvar spory.
Hloubka fez(l byla stanovena na 3 um a dwell time 32 ps/pix. Velikost stopy svazku byla
4,4 — 6,9 nm a proud na povrchu svazku pak v rozmezi 60 - 224 pA.

Vysledky vyzkumu jsou publikovany v publikaci [226].

7.2 Diléi vysledky a diskuse

Tomografické FIB-SEM fezy pfinadsi informaci o profilu zkoumaného objektu. Bezespornou
vyhodou je moZnost vizualizace kazdého z fezll samostatné a volba potfebného poctu fezi
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jednoho a toho samého objektu. Je tak moZné pozorovat zmény struktury prostupem objektu
stejné, jako je tomu v pfipadé medicinské tomografie.

V pfipadé automatického reZimu je mozné pofizovat Casové velmi narocnda méreni bez
nutnosti pfimé asistence operatora mikroskopu, kdy je poZzadovan velky pocet fezl. Dllezitym
aspektem je ovSem zamezeni driftu obrazu, k éemuz mlzZe dochazet velmi ¢asto. Proto je
nejen dllezité zvolit vhodny tvar referencni znacky, ale také vybrat dostate¢né rozsahlé
zobrazovaci okoli znacky, aby byla znacka viditelnd pro FIB i SEM po celou dobu méreni.
V opacném pripadé dojde po urcité dobé snimkovani ke ztraté zaostreni na fezany objekt.

Rucni rezim je oproti automatickému rezimu vhodny pro mensi pocet fezli ovSéem umoznuje
jemnéjsi praci s jednotlivymi fezy a moznost korekce snimku na daném fezu, zejména Upravu
jasu a kontrastu tak, aby byly viditelné pozadované struktury. Velkou vyhodou je také moznost
fez(l presné podle aktualniho tvaru buriky, coZ s sebou prinadsi ¢asovou Usporu, nebot neni
nutné rezat pouze prednastaveném nejcastéji obdélnikovém tvaru, pfi kterém dochazi k fezu
i misty, kde se zkoumand burka nenachdzi. Zejména u vétsich objektu je Uspora ¢asu znacna.

Pro tomografické rezy byla zvolena spora mikromycety druhu A. alternata zejména pro svou
velikost, nebot je nejvétsi ze vzorkl pouZitych pro tuto studii. V této studii byly vzorky pro SEM
mikroskopii pfipraveny pomalou dehydrataci bez nutnosti naroénych metod jinych druht
fixace. Buniky si udrzely svi{j tvar a nekolabovaly vlivem vakua uvnitf mikroskopu, cozZ bylo
prokdzano srovnanim snimkUl z optické mikroskopie a SEM. Buriky byly tvarové stabilni se
zachovanou jemnou vnitini strukturou i pfi jednotlivych rezech.

Na snimcich jsou dobfe viditelné zejména pevna bunécnad sténa a soustava bunécénych
prepaiek, tzv. septum.

Spory A. alternaria vznikaji enteroblastickou tretickou konidiogenezi [266]. Konidie se formuje
drive, nez je oddélena prepazkou od konidiogenni buriky, pficemz vnéjsi sténa se protrhne a
konidii utvari vnitfni vrstva. U tretické konidiogeneze vznikaji vicebunécéné konidie, tzv.
porokonidie ¢asto s vyraznou jizvou na konidiogenni burce [267], jako je tomu patrné na Obr.
73 a dalsich uvedenych v této studii.

Zralad spora je vicebunécna, pfricné i podélné septovana, kyjovitého, hruskovitého
¢i valcovitého tvaru na vrcholu se ¢asto zuZujiciho, jako je tomu napf. na Obr. 73. Je obklopena
dvojitou bunéénou sténou, pficemz prvni sténa obsahuje pigment a vnitfni sténa je hyalinni
(€ira). Primarni sténa (vnéjsi) je vytvorena z plvodni stény vyvijejici se spory. Sekundarni sténa
(vnitfni) obklopuje jednotlivé buriky uvnitf spory. Jednotlivé prepazky septa pfiléhaji pfimo
k primarni sténé [268].

Cilem tomografie NTP bunék byla studie poSkozeni vnitfnich struktur bunék vlivem NTP.
Z experimentdlnich  tomografickych  snimk( je patrnd silnd bunécnd sténa.
Primarni a sekundarni bunécné stény jsou odliSitelné zejména na Obr. 73. V ostatnich
pripadech neni rozdil mezi nimi vyrazny. Vyraznéjsi rozlisitelnosti primarni a sekundarni stény
je moiné dosahnout pfidanim barviva do preparatu, napf. uranylacetdtu, a zobrazenim
ultratenkych rezli na TEM, jako je tomu dle [268]. Zaroven byla vyrazné patna jednotliva pri¢na
i podélna septa zralych spor ohranicujici jednotlivé bunky ve vSech snimcich zralych spor.
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Obr. 73: FIB fezy sporami A. alternata osetrenych NTP v manudinim reZimu; P — primdrni bunécnad stém;, S —sekundarni
bunécnd sténa [226].

Buriky jsou v normalnim hydratovaném stavu vyplnény bunéénymi organelami, glykogenem
a kapickami lipida [269]. U NTP osetfenych bunék je patrnd kondenzace vnitrobunééného
obsahu do kompaktni hmoty Obr. 74 A, podobné jako v praci ( [270], Obr. 2D), kde byl pouzit
TEM, az do uplného kolapsu obsahu Obr. 74 B v rdmci kazdé bunky oddélené septem.

Obr. 74: FIB fezy sporami A. alternata osetrenych NTP v manudlinim reZimu s kondenzaci vnitrobunécného obsahu (A)
a zkolabovanym vnitrobunéénym obsahem (B).

Rozlisitelnost jednotlivych organel po oSetfeni NTP nebyla pozorovana. Na snimcich Obr. 75
je viditelny zkondenzovany vnitrobunécény obsah ovSem jsou patrnd i mista, kde se bunécny
obsah liSi v kontrastu jednotlivych ¢asti. To by mohlo naznacovat, Ze Slo o nékterou
z kompaktnich organel. Podobné rozdily jsou uvedeny v praci [271], kde byly vzorky
pro markantni zvySeni kontrastu jednotlivych organel obarveny uranylacetatem a citratem
olovnatym nebo také v praci [272] pro Alternaria eichhorniae. Obé prace jsou ovSem
snimkovany prostrednictvim TEM, nikoliv SEM jako v pfipadé této prdace. V této studii byla
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ovsem preferovana metoda bez obarveni za ucelem moznosti vizualizace spor v pfirozeném
stavu bez aditiv.

Nasledujici snimky Obr. 76, Obr. 77 a Obr. 78 predstavuji rozfazované tomografické fezy
sporami A. alternata. Obr. 76 je tomografie mladé spory o jedné burice, zatimco Obr. 77 a Obr.
78 jsou snimky tomografie zralych septovanych spor. Vzorky byly oSetfeny NTP, a tak je zcela
patrné zhrouceni a poskozeni vnitrobunééného obsahu. Dobfe pozorovatelné jsou pevné
bunécné stény a septa jednotlivych bunék.
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Obr. 76: Tomografie mladé spory Alternaria alternata v manudinim rezimu.
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Obr. 77: Tomografie zralé spory Alternaria alternata — pricny rez v automatickém reZimu.
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Obr. 78: Tomografie zralé spory Alternaria alternata — podélny rez v automatickém rezimu [226].
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Provedena byla také tomografie spor A. niger, F. culmorum a F. graminearum. V pfipadé
F. culmorum byla vnitini struktura patrna, ovsem identifikace jednotlivych ¢asti nebyla mozna
(Obr. 79). U F. graminearum byly vysledky tomografie bez viditelné struktury (Obr. 80), stejné
jako A. niger nebyly viditelné Zadné vnitini struktury ¢i bunécna sténa (Obr. 81).

Obr. 79: Tomografie spory Fusarium culmorum — podélny ez v automatickém reZimu.
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Obr. 80: Tomografie spor Fusarium graminearum v automatickém reZimu.
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Obr. 81: Tomografie spor Aspergillus niger v automatickém rezimu.

Spory druhu A. alternata vykazuji vlastnosti vysoce stabilni mikroskopické houby
pro tomografické snimkovani prostfednictvim FIB-SEM. Bylo v nich také moZné nejlépe
detekovat vnitini strukturu bunék. Oproti tomu A. niger, F. culmorum aF. graminearum
v ramci tomografie nevykazovaly vyraznou vnitini strukturu. Jde oviem o velmi drobné
mikroskopické objekty s velmi jemnou a kiehkou strukturou. Cilem studie bylo zobrazeni
vzorkd v dehydrovaném stavu s co nejmensi zatézi dodatecnych Uprav. Lze predpokladat, ze
v pfipadé mozné aplikace barviva by bylo mozné vydekorovat nékteré z vnitfnich struktur
bunék.

87



8 FIB-SEM tomografie Candida albicans

8.1 Metody

V ramci disertacni prace byly také provedeny experimenty s tomografii na Candida albicans.
Nejprve byly provedeny fezy na dehydrovanych nebarvenych vzorcich bunék. Jak bylo
experimentalni zjisténo, mikroorganismus je vSak oproti mikromicetlim A. alternata, A. niger,
F. culmorum a F. gramiearum vyrazné citlivéjSi na posSkozeni elektronovym i iontovym
svazkem. Vlivem delSiho plsobeni iontového svazku tak pfi experimentech dochazelo
k poskozeni povrchu bunék, jejich bobtnani a ,vypalovani®. Proto byly uvazovany a nasledné
realizovany ochranné obalky predstavujici bariéru expozici iontového a elektronového svazku
na aktudlné nesnimané a nefezané plochy. Ochranné obalky byly vytvoreny prostrednictvim
metody IBID (viz. text v kap. 6.4), kterda umoziuje vytvareni struktur a objekt( iontové
asistovanou depozici z plynné faze. V pfipadé experimentll byl pracovnim plynem
(prekurzorem) Fenanthren, pomoci kterého byl v misté expozice FIB svazkem deponovdn
uhlik. Po experimentech s pfimym pokrytim bunék bylo pro lepsi ochranu zvolen atvar ve tvaru
domku, nebot byl pro bunky bezkontaktni a buriky tak nebyly ovlivnény pfimym stykem
s iontovym svazkem. Ptiklady sekvenci pfipravy ochrannych schranek jsou uvedeny na Obr. 82
a Obr. 83. FIB-SEM tomografické fezy byly pak provedeny v manualnim rezimu stejné, jako
v kapitole 7.1.
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Obr. 82: GIS priprava ochrannych schranek pro FIB tomografii buriky Candida albicans.
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8.2 Dilci vysledky a diskuse

Buriky byly pro zachovéni stavu co nejblizsiho pfirozenému dehydrovany a jejich struktura byla
neobarvena zadnymi aditivnimi latkami. Provedenim tomografickych fezli bunkami Candida
albicans byly ziskany snimky, které v uvedenych pfipadech vykazuji naznaky organel.
Ovsem vzhledem k nizkému kontrastu mezi jednotlivymi strukturami nelze s jistotou
detekovat, o které organely se jednd. Bylo tomu tak v pripadé rezl burikami bez ochrannych
obdlek (Obr. 84, Obr. 85 A), tak bunék v ochrannych obdlkach (Obr. 85 B). Uvedené jsou
snimky, u kterych byly viditelné neidentifikovatelné vnitfni struktury. V prevladajici skupiné
provedenych ptipadl nebyl vnitini obsah viditelny a kontrast jednotlivych organel nebyl
dostatecny k vizualizaci vnitfnich struktur.

Obr. 85:Tomograficky rez C. albicans bez ochranné obdlky (A) a s ochrannou obdlkou (B).
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9 Prinos studie pro biomedicinské inzenyrstvi

Predlozend prace pfindsi unikatni data o, vsoucasné dobé nedostatecné prozkoumané,
problematice vizualizace deformit a dopadd vlivu plsobeni Gcinku stfibrnych nanocastic
biosyntetizovanych inovativni metodou z extraktu letorostl V. vinifera na mikroorganismus
Candida albicans a reprodukovatelné prvni data o ucincich nizkoteplotniho plazmatu na
mikromyceta druhl Alternaria alternata, Aspergillus niger, Fusarium culmorum
a Fusarium graminearum. Z pohledu pouZzitych experimentalnich metod je disertacni prace
zaloZena na kombinaci mikroskopickych metod SEM, STEM-in-SEM, AFM a FIB-SEM.

e Pfinosem mikroskopickych metod SEM, STEM-in-SEM a AFM je ziskani informaci
o morfologii nové biosyntetizovanych nanocastic, které nebyly doposud znamy
ani publikovany a pftispély kvybéru vhodného Uuc¢inného typu polydisperznich
nanocastic, jehoz vyzkum puasobeni na C. albicans v soucasné dobé pokracuje
s aplikacnim cilem v nemocni¢nim prostiedi (léCiva, antifungalni obvazy, natéry
a Upravy povrch).

e Pfinos metody SEM pro detailni hodnoceni dopadu NTP na hyfalni strukturu biofilma
a spor mikromycet druhl A. alternata, A. niger, F. culmorum a F. graminearum
napomahd v hodnoceni Ucinnosti NTP. Konkrétné experimentalné zjisténd ucinnost
NTP je vyuZitelnd pro veterinarni i humdanni |écbu fungalnich onemocnéni kuize
a zaroven je vyuZzitelna pro sterilizaci a dekontaminaci povrchu, kde, jak bylo zjisténo
ve spolupraci s Ustavem biotechnologie pfi VSCHT, je béZné vyuZivané UV zéfeni zcela
neucinné (224), [226]. Soucasti disertacni prace je také zhodnoceni vlivu pokoveni
na mikroskopii uvedenych mikromycet na zdkladé experimentalnich zkuSenosti,
které mohou prinést poznatky o zplsobu pripravy téchto typl vzork( pro dalsi
experimenty.

e Pfinosem FIB-SEM tomografie provedené v ru¢nim i automatickém rezimu je zobrazeni
vhitrobunécnych struktur a stanoveni dopadl NTP na vnitfni usporadani spor
vybranych mikromycet. V pfipadé tomografickych rezl C. albicans pak byly provedeny
experimenty s aplikaci ochrannych obalek za ucelem moZnosti vizualizace jejich
vnitfnich struktur bez posSkozeni vnéjsi membrany iontovym svazkem a pfinasi
poznatky pro budouci reprodukovatelnost tohoto typu experimenta.
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10 Zavér

Hlavnim cilem predkladané disertacni prace bylo rozsifit poznani vlivu antimikrobialnich
a antifungicidnich metod na rGzné typy lidskych patogend prostiednictvim ziskani dat
ze skenovaci elektronové mikroskopie a dalSich mikroskopickych metod, jakymi jsou
mikroskopie atomarnich sil. Experimentalni ¢ast byla rozdélena do tfi hlavnich tematickych
celku:

V prvni ¢asti byly na zakladé snimk( pofizenych metodou SEM a STEM-in-SEM a nasledného
zpracovani analyzy obrazu v programu FlJI/Imagel charakterizovany biosyntetizované stfibrné
nanocdastice dispergované v rlznych nosnych médiich. Byly ziskany informace o kruhovitosti,
priméru i distribuci velikosti syntetizovanych nanocastic. Dale byly pozorovany metodou
SEM dusledky interakce nanocdstic s vybranym patogenem druhu C. albicans. Byl prokazan
fungistaticky ucinek uvedenych nanocastic vcetné vlivu na bunééné kultury. Jednim
z dUlezitych vysledk( této studie je zjisténi vyssi fungistatické ucinnosti polydisperznich
biosyntetizovanych nanocastic v porovnani s monodisperznimi. Z pohledu mikroskopie
biologickych objektli bylo dosazeno nalezeni nastaveni SEM, pfi kterém bylo moiné
zobrazovat stfibrné nanocastice na kvasinkdch C. albicans bez nutnosti pokoveni ¢i naneseni
vrstvy uhliku. Mikroskopie SEM byla doplnéna metodou AFM, kde byl prokazan vyskyt

stfibrnych nanocastic na povrchu bunék C. albicans.

Druha ¢ast byla vénovana studiu dasledkd vlivu nizkoteplotniho plazmatu na mikromycetn/
biofilmy a spory A. alternata, A. niger, F. culmorum a F. graminearum prosttednictvim SEM.
Vysledky ukazuji, Ze NTP predstavuje novou a ucinnou alternativu k v soucasné dobé
pouzivanym metodam antifungalnich pfipravkl nejen biofilmd, ale zejména velmi odolnych
mikromycetnich spor. Ddle byl studovan vliv pokoveni studovanych vzork(i mikromycet
na kvalitu SEM zobrazeni téchto typU vzorkud. Taktéz byly snimky mikromycet v BSE rezimu
porovnany s, vtéto praci dominantni, SE detekci. Soucasné byla prokazdna odolnost
bunéénych oball mikromycetnich spor vic¢i Ga-FIB. Bylo tedy moZné pracovat s FIB bez
nutnosti naneseni ochrannych obalek prosycenych implantovanym Ga. Tyto vysledky jsou
metodickym prinosem pro SEM zobrazovani mikromycet.

Treti ¢ast pfinasi tomografické snimky spor mikromycet A. alternata, A. niger, F. culmorum a
F. graminearum. Ziskané snimky metodou FIB-SEM tomografie v manualnim a automatickém
rezimu prindsi informace o pulsobeni NTP na vnitini struktury bunék. Zejména u druhu
A. alternata je dobte patrné vnitini usporadani bunécné struktury véetné ¢lenéni sept. Bunky
byly snimany v dehydrovaném stavu bez pfidani barviv zvyraziujicich organely, aby byly
usporadani spor mikromycet uvedenych druhi a dokladaji rozsah plisobeni NTP nejen
na povrch bunécnych oball, ale také na jejich vniténi strukturu. Dale byla aplikovdna
metodika IBID pfipravy ochrannych obalek bunék Candida albicans, které jsou velmi citlivé
na delsi expozici elektronovym a iontovym svazkem. Tomografické rfezy, které byly provedeny,
vSak neumoinuji s jistotou identifikovat jednotlivé organely vnitfniho uspofadani bunék.
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Nicméné metodika mlzZe poskytnout namét pro dalsi experimentalni zkoumani vnitrk( bunék
metodou FIB-SEM.

Data ziskand v disertacni praci dale potvrdila antimikrobidlni plisobeni uvedenych typl nového
typu biosyntetizovanych stfibrnych nanocastic na C. albicans a fungicidni efekt NTP na
mikromycetni druhy Alternaria alternata, Aspergillus niger, Fusarium culmorum a Fusarium
graminearum vcetné vizualizace dlsledk( jeho aplikace. Prokazani ucinnosti téchto metod
posouva znalosti vyzkumu a vyvoje efektivnich prostfedkl v boji proti rezistentnim
patogenim, jejichZ prostifedky k eliminaci jsou v sou¢asné dobé omezené.
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