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Abstrakt:

Existuje velké mnozstvi biomedicinskych aplikaci netermalniho plazmatu, napiiklad
sterilizace. Pokud je navic produkovéano za atmosferického tlaku lze jej vyuZit 1 pro dalsi
medicinské aplikace, jako je oSetfeni ran (regenerace tkané a protizanétlivy efekt),
koagulace krve, antibakteridlni 1é¢ba, podpora bunécné proliferace a dalsi. Je zde téz
nékolik studii zabyvajicich se plazmatem vyvolanou apoptézou a tlumenim aktivity
nadorovych bunck, které potvrzuji moznou budouci aplikaci plazmové terapie
u nadorovych onemocnéni. Toto pole vyzkumu — plazmova medicina — je velmi Siroké
a multidisciplinarni, zasahuje do fyziky, inZenyrstvi, biologie, mediciny, je staré ptiblizné
pouhé dvé dekady a za poslednich par let zaznamenalo vyrazny rast. Stale vSak neni
detailn€ porozuméno vSem fyzikdlnim a biochemickym procesim, které hraji roli
v interakci netermalniho plazmatu s buiitkami a tkdnémi.

V predkladané préaci je prezentovana literarni reSerSe v oblasti vlivu netermélniho
(nerovnovazného, atmosferického) plazmatu a plazmatem oSetfenych roztoki
na dezinfekci a hojeni ran, 1écbu nadorovych onemocnéni, mechanismu jeho ucinku
a prehled zdrojti netermalniho plazmatu vyuzitelnych ve zdravotnictvi. Nasledna prakticka
¢ast obsahuje in vitro experimenty s oSetfovanim kultur vybranych mikroorganismd,
vyznamnych z hlediska onkologickych ran a infekci spojenych se zdravotni péci
v onkologii, netermdlnim plazmatem a zkoumani synergického efektu kombinace plazmatu

a antiseptickych obvazu.

Klicova slova: Plazmovd medicina, netermélni plazma za atmosferického tlaku
(CAP), plazmatem aktivované roztoky, reaktivni formy kysliku a

dusiku (RONS)



Title: Disinfecion effect perspectives of non-thermal plasma for
paliative therapy in oncology

Author: Anna Machkova

Abstract:

It was recently demonstrated that plasma has sterilizing, blood-coagulation, tissue
regenerating, induction of endothelial cell proliferation and anti-inflammatory effects.
Non-thermal atmospheric pressure plasma has been proposed as a new tool for various
biological and medical applications such as wound healing. Plasma medicine is
interdisciplinary field of research requiring close collaboration between physicists,
engineers, biologists, biochemists, and medical experts. There are also studies on plasma
induced apoptotic and proliferation-inhibitory effect on cancer cells, clarified so far, the
possibility of cancer plasma therapy application in the future.

Although many studies has been performed in this field of knowledge and our
understanding of the fundamental mechanisms playing important roles in the interaction
between low temperature plasma and biological cells and tissues has greatly expanded,
much remains to be done to get a through and detailed picture of all the physical and
biochemical processes that enter into play.

In this work is presented literary research in the field of influence of non-thermal
(nonequilibrium, atmospheric pressure) plasma and plasma treated solutions on wound
disinfection and healing, cancer treatment, the mechanism issue of this processes and the
overview of plasma sources used in healthcare. The practical part includes the in vitro
experiments of plasma treatment of microbial samples corresponding to microorganisms
which are significant in the term of oncological lesions and research regarding the synergy

effect of combination of plasma and antiseptic dressings.

Key words: Plasma medicine, cold atmospheric plasma (CAP), plasma activated

solutions, reactive oxygen and nitrogen species (RONS)
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Uvod a cile prace

V predloZené praci je feSena problematika cidnich ucinkl nizkoteplotniho plazmatu
na vybrané druhy mikroorganismi a synergicky efekt kombinace plazmatu
a antiseptickych obvazi. Obsahuje uvod do problematiky biomedicinského vyuZiti
plazmatu s dirazem na plazmovou medicinu. Toto pole vyzkumu je velmi Siroké
a multidisciplindrni, zasahuje do fyziky, inZenyrstvi, biologie a mediciny. Existuje velké
mnozstvi aplikaci netermalniho atmosferického plazmatu v medicin¢ jako je oSetfeni ran,
koagulace krve, antibakterialni 1écba, podpora bunétné proliferace a dalsi. Ukazuje se,
ze kli¢ovou roli v interakci plazmatu s bunikami nebo tkdnémi hraji plazmatem generované
reaktivni formy kysliku a dusiku (RONS). Stale vSak neni detailné porozuméno vSem
fyzikélnim a biochemickym procestim, které hraji roli v interakci netermélniho plazmatu
s buitkami a tkdnémi. Pro vypracovéani reSerSe byly pouZity rizné odborné publikace
a shrnuje z nich ziskané poznatky o mechanismu u¢inku a moznych vyuzitich netermalniho
atmosferického plazmatu na poli mediciny. V praktické ¢asti jsou prezentovany in vitro
experimenty na kulturdch mikroorganismiit vyznamnych z hlediska onkologickych ran
a infekci spojenych se zdravotni pé¢i v onkologii. Na n€kolika druzich specialnich obvazi
pouzivanych v onkologii byl zkouman vliv opracovani netermélnim plazmatem na jejich
cidni ucCinky. Dale byl pozorovan a hodnocen synergicky efekt kombinované aplikace

antiseptickych obvazi a nizkoteplotniho plazmatu na bakterialni kultury.
Cile diplomové prace jsou nasledujici:

1. Uvést do problematiky nizkoteplotniho plazmatu a jeho zdroji vyuzitelnych
ve zdravotnictvi.

2. Seznameni se s mikroorganismy vyznamnymi z hlediska onkologickych ran a infekci
spojenych se zdravotni péci v onkologii.

3. Zkoumani cidnich G¢inkt plazmatu na vybrané druhy mikroorganismi.

4. Zkoumani kombinovanych cidnich u€inki plazmatu a antiseptickych obvazii na vybrané
druhy mikroorganismi.

5. Diskuze perspektiv uplatnéni nizkoteplotniho plazmatu v komplexni onkologické 1é¢bé



Prezentovand prace obsahuje nékolik kapitol ve kterych je rozebrana problematika
biomedicinského vyuziti plazmatu. Prvni kapitola Teoretické zaklady pouziti plazmatu
v biomedicin¢ stru¢né¢ nastiiiuje vlastnosti plazmatu a jeho mozné aplikace v biomedicing,
kratce pojednava o historii tohoto pole vyzkumu a stru¢n€ shrnuje mechanismus ucinku
nizkoteplotniho plazmatu na biologické objekty. V kapitole Plazmatem aktivované roztoky
je rozebrano ziskavani, chemickd podstata ufinku a vyuziti plazmatem aktivovanych
roztokli. Tieti kapitola je veénovana zdrojim nizkoteplotniho plazmatu vyuzitelnym
ve zdravotnictvi a pojedndvd o rtznych moznostech produkovani plazmatu a jeho
parametrech. Posledni kapitola reSerSe je vénovana Dezinfekei a oSetfovani ran pomoci
CAP (cold atmospheric plasma, netermalni plazma za atmosferického tlaku) a popisuje
aktualni poznatky o vlivu plazmatu na hojeni ran a dekontaminaci tkani a povrchi, jsou
zde nastinény jeho vyhody a mechanismy ucinku a téz se kratce zminuje o nckolika
mikroorganismech vyznamnych z hlediska onkologickych ran a infekei spojenych
se zdravotni pé¢i v onkologii. Prakticka Cast popisuje usporadani, metodiku, parametry
a vysledky uskute¢nénych in vitro experiment. V diskuzi a zavéru se nachéazi shrnuti
hlavnich ziskanych poznatkd, jejich porovnani s odpovidajici literaturou a jejich pfipadny

vyznam pro pouziti v medicinské praxi.



1. Teoretické zaklady pouziti plazmatu v biomediciné

Plazma je z fyzikalniho pohledu Etvrtym skupenstvim hmoty, obsahuje volné nosice
naboje, ¢imz ziskava nové vlastnosti, které u jinych skupenstvi nezname, napiiklad
kolektivné reaguje na elektrické a magnetické pole a samo je vytvaii. Existuje mnoho typt
déleni plazmatu, podle jeho raznych vlastnosti. (Kulhanek, 2011) Tato prace je zaméfena
na nizkoteplotni plazma za atmosferického tlaku. V angli¢tin€ je Casto pouzivana zkratka
CAP  (cold-atmospheric  plasma) oznacujici ionizovany plyn produkovany
pii atmosferickém tlaku. V takovém plazmatu jsou hlavnimi nosici energie volné elektrony,
jeho makroskopicka teplota je tedy pomérné nizkd a umoznuje i oSetfeni teplotné citlivych
materidld. Za poslednich nékolik let zdroje plazmatu za atmosferického tlaku ziskaly
obrovské mnozstvi pozornosti diky jejich Sirokému vyuziti v riznych odvétvich biologie
a mediciny v¢etné oSetfovani ran (Kuninova a kol., 2017), sterilizace povrchti (Oehmigen
a kol., 2010), koagulace krve (Ikehara a kol., 2013), oSetieni kofenovych kanalti zubti (Jha
a kol., 2017), 1écby zhoubnych novotvart (Keidar a kol., 2013) a oSetieni kiize (Heinlin
a kol., 2011).

1.1 Historie vyuziti CAP v biomediciné

V poloviné devadesatych let vysledky vyzkumu Laroussiho a kol. (1996) ukazaly, Ze CAP
lze pouzit k inaktivaci bakterii. Na zaklad¢ slibnych vysledkt byl vyzkum v tomto sméru
n¢kolik dalSich let sponzorovan US Air Force Office of Scientific Research. Vysledky
ziskané z tohoto vyzkumného programu byly publikovény v literatufe a nové objevenou
moznosti aplikace CAP v biologii a mediciné pfilakaly pozornost okruhu fyzikii vénujicich
se plazmatu. Pivodnim zamérem US Air Force Office of Scientific Research byla aplikace
CAP na oSetfovani ran zranénych vojaka a sterilizaci/dezinfekci biotickych a abiotickych
povrchl. Na zacatku tietiho tisicileti byl vyzkum rozSifen i na eukariotické buiiky,
kde pfi aplikaci malych davek CAP bylo pozorovano zvySeni fagocytdzy, zrychleni
proliferace fibroblastli (pojivova tkan, ¢asto vyuzivané jako modelové buniky pro in vitro
experimenty), moznost odd€leni sav¢ich bunék bez zplisobeni nekrozy a pro vyssi davky

vedla k apoptoze (Shekhter a kol., 1998; Stoffels a kol., 2002). VySe popsané pielomové
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objevy ukazaly, Zze plazma mulze Setrn¢ interagovat s builkkami (prokaryotickymi
i eukaryotickymi) a zptsobovat rizny vysledny efekt v zavislosti na parametrech jeho
aplikace. Tyto pocatecni uspechy vzbudily velky z4djem mnoha laboratoti v§ude po svété
ana konci prvni dekady 21. stoleti byla vznikla kolem této discipliny globalni védecka
komunita. Vzniklé¢ odvétvi je dnes zndmo jako plazmova medicina a zahrnuje nékolik
ruznych aplikaci CAP v biologii a medicin€, naptiklad (Laroussi, 2018): Sterilizace,
dezinfekce a dekontaminace, oSetfeni ran za pomoci plazmatu, plazmové zubni Iékafstvi,
vyuziti pro 1é¢bu nddorovych onemocnéni — plazmova onkologie, plazmova farmakologie
a oSetfovani implantatl plazmatem pro lepsi biokompatibilitu. Na zacatku 21. stoleti bylo
téz schvaleno nékolik zdroji CAP pro kosmetické a medicinské ucely (vice viz. Kapitola
o zdrojich CAP). Né&ktera z téchto zafizeni zacala byt komeréné vyrabéna a par z nich jsou
k dispozici na klinikdch. Na obrazku 1 je vidét casova osa s hlavnimi milniky ve vyvoji

na poli plazmové mediciny.

Schvéleni (FDA)
pouzivani
plazmové trysky v
dermatologii
(USA)
. &
1996 19H7 1998 2002 2005 e 2010 5017 2013
I =
Aplikace na nadorové L
buiiky (USA, Evropa, Asie) | Plazmatem aktivovana
\ }\ média pro onkologické
vyuziti (Japonsko)

{

‘Druhé desetileti: Rychly rozvoj plazmové mediciny ‘

Obr. 1 — Casova osa znazoriujici diilezité milniky na poli pouziti CAP v biomedicinskych aplikacich.

(Laroussi, 2018)

Jak je vidét z obrazku 1, biomedicinské aplikace CAP zacaly experimenty s inaktivovaci
bakterii na biotickych a abiotickych povr§ich a médiich. Bakteridlni kontaminace je
problémem napiiklad v oblasti zdravotni péce, konkrétn¢ jsou to tfeba nozokomidlni
nakazy zpusobené kmeny bakterii rezistentnich na antibiotika, zhorSujicich hojeni

chronickych ran (napiiklad onkologickych nebo diabetickych) hospitalizovanych pacientd.
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CAP je povazovano za novou metodu, kterd by mohla byt uspé$né pouzita pifi feSeni
téchto problému. Naopak jednou z nejnovéjsich aplikaci, kterym je aktudlné vénovano

hodné€ pozornosti je vyuziti plazmatu k selektivnimu ni¢eni nadorovych bunék.

1.2 Zakladni mechanismus biologického u¢inku CAP

V CAP hraji klicovou roli elektrony, které interaguji s atomy a molekulami pracovniho
plynu a zpiisobuji excitace, disociace a ionizace. Plazma v sobé zahrnuje mnoho riznych
bioaktivnich vlivi — ¢astice (elektrony, ionty), fotony, reaktivni formy (napiiklad volné
radikaly) a pole (naptiklad elektrostatické pole, teplo). Jak tyto jednotlivé slozky interaguji
s Zivou hmotou je nyni pfedmétem vyzkumu a kvili komplexité téchto procest stile
nejsou zcela pochopeny.

Nabité ¢astice lze najit hlavné v aktivni zon¢ vyboje, proto hraji roli pfedevsim v piipadé
aplikace plazmatu, kdy je oSetfovany vzorek soucasti elektrického obvodu zdroje.
V piipad¢ kdy plazma pouze bezprostiedné¢ plisobi na buiiku, je kvazineutrdlni a jeho
celkovy naboje je tedy nulovy (Sysolyatina a kol., 2014). Nabité ¢astice mohou zptisobit
protrzeni vnéjsi bakteridlni membrany a hraji tak zsadni roli v inaktivaci mikroorganismu
(Dobrynin a kol, 2009). Existuji dvé vysvétleni jakym zplisobem k tomuto dochazi,
chemické (pfes poSkozeni membranovych proteintl) a fyzikalni (hromadéni naboji
na membran¢ a jejich odpuzovani). Guo a kol. (2015) diskutoval oba inaktivacni
mechanismy a vyvodil, Ze probihaji oba soucasné a vedou k bunécéné¢ smrti. Dochazi
k hromadéni naboje na povrchu membrany, nasledn¢ ke zméné konformace proteind
a otevieni iontovych kanall, coz vede k dalSimu hromadéni néboje, zdsadnimu poniceni
membranovych proteinli a tvorbé porGt v membrané. Prostiednictvim vzniklych pori
se do bunky dostanou reaktivni formy a narusi funkénost proteinli a enzym, coZ indukuje
bunécnou smrt.

Pisobeni CAP miZze kromé chemickych aspekti, plsobit také pomérné silnym
elektrickym polem. Intenzita elektrického pole generovaného pii oSetfovani vzorki
oblakem nabitych ¢astic ze zdroje plazmatu (tzn. vzorek neni pfimo v aktivni zoné vyboje)
neni dostatecna pro pusobeni bakteridlni inaktivace. Tento vliv je tedy zanedbatelny,

co se tyce cidnich ucinkl plazmatu, jedin€ v ptipad¢€ uspotfadani, kdy vzorek funguje jako
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jedna z elektrod mtize elektrické pole vyznamné piispét k bakteridlnimu poskozeni. Rozsah
téchto poli je nckolik kV/ecm a predpokldda se, Ze hraji roli naptiklad v bunétné
elektroporaci, kterd by mohla umoznit vétSim molekuldm pronikat dovniti bun¢k.

Nékteré zdroje plazmatu generuji 1 UV zéfeni, jeho spektralni hustota se vSak u riznych
zdroji plazmatu muze li§it, a v zavislosti na napdjeni a pracovnim plynu. UV zafeni
u kter¢ho vime, Ze ptisobi baktericidné je v pomérné¢ uzkém rozmezi vinovych délek
a se specifickym vykonem, nicméné 1 mensi davka zpisobuje bunécné poskozeni. Navic
nepronika do velkych hloubek (fddu pm) takZze piisobi efektivnéji v piipadé malych
bakterii ve vegetativnim stadiu. Nékolik riznych vyzkumnych skupin (naptiklad Lu a kol.,
2008 nebo Jinasova, 2016) pfi vyuziti riznych zdroji plazmatu potvrdilo, ze UV zéfeni
nehraje vyznamnou roli v plazmatem zplisobené bakterialni inaktivaci.

Pii tepelné sterilizaci jsou potfeba pomérné vysoké teploty aby mély pozadovanou
ucinnost. Pii sterilizaci za pifitomnosti vodni pary (napiiklad v autokldvu) je to kolem
120 °C za vysokého tlaku, u suché sterilizace jesté vice, az 170 °C. Nicmén¢ 1 niz§i teploty
vyvolavaji u vétSiny bakterii subletalni poSkozeni i stresovy stav. Teplota plazmatu klesa
se vzdalenosti od zdroje a pritokem plynu a zavisi na pouzitém zdroji. U nékterych typa
zdrojii je mozno pocitat i s efektem tepelného Soku, ktery podle Bauermeistera a kol.
(2011) u nékterych typt bakterii (E. coli, C. albicans, atd.) hraje roli jiz od 42 °C.

Ze systematickych studii vyplyva, ze vliv CAP na buiiky je zprostfedkovan pievazné
prostiednictvim reaktivnich forem kysliku a dusiku — RONS (reactive oxygen and nitrogen
hydroxylovy radikadl (OH") a hydroxylovy anion (OH’), atomarni kyslik (O), singletovy
delta kyslik (O2('A)), superoxidovy anion (Oy), peroxid vodiku (H,O,) a oxid dusnaty
(NO). Jejich sloZeni a mnoZstvi obsazené v plazmatu se miize liSit v zavislosti na pouzitém
pracovnim plynu a okoli. RONS jsou zndmy pisobenim oxidativniho stresu v bakteridlni
bunice, ktery ovliviiuje vSechny biologické makromolekuly a muize vést k degradaci
cytoplazmatické membrany a DNA. Oxidativni stres je nerovnovaha mezi vznikem ROS
a antioxida¢nimi mechanismy mikroorganismu. Nemusi byt pro builkku nutné letalni,
ale snizuje jeji zivotaschopnost a aktivitu. Hlavnimi ROS zpiisobujicimi oxidativni stres
jsou hydroxylovy radikal, superoxid, radikal oxidu dusné¢ho a peroxynitrit, z nichz kazdy
ma jinou stiedni dobu Zivota a reaktivitu. Nékteré z nich jsou v buiice pfitomny pfirozené,

jako metabolické produkty a diky ochrannym mechanismim produkujicim antioxidanty
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nepusobi za béznych okolnosti buiice oxidativni stres. Nicméné plazma zptisobuje nartst
koncentrace RONS nad fyziologicky limit, ochranné¢ mechanismy zde selhdvaji a muze
dojit k letalnimu poskozeni buiiky. Predpoklada se, Ze mechanismus ucinku CAP
v nadorovych buiikach souvisi se zvySenim intracelularni koncentrace ROS, coz miize vést
k zastaveni bunécného cyklu v S fazi, dvouvlaknovym zlomim v DNA (coz je poskozeni,
které umi bunika opravit jen velmi omezené a je pro ni Casto letalni) a apoptoze. Vyzkumy
ruznych skupin ukazuji, ze RONS generované pomoci CAP reaguji s bunécnou
membranou a mohou dokonce pronikat do buiiky a nasledné uvniti reagovat, coz mize
spustit bunééné signaliza¢ni kaskddy které mohou na vést az k apoptdze rakovinnych
bunék (Laroussi a kol., 2017). Dtivéjsi studie objevili, ze normalni bunky jsou odolné;si
proti plazmatem vyvolanému oxidativnimu stresu nez nadorové bunky, diky tomu
by mohlo byt oSetfovani plazmatem cileno na konkrétni druh bunck (Iseki a kol., 2012;
Wang a kol., 2013). Friedman a kolegové (2008) pozorovali, ze selektivni efekt plisobeni
plazmatu je vysoce zavisly na dobé jeho aplikace, pro kratké casy oSetfeni nebylo
zpusobeno zadné poskozeni kitize. Normalni bunky tudiz mohou vydrzet mirnou uroven
oxidativniho stresu, ovSem do urCitého limitu, delsi ¢as expozice nevyhnuteln¢ zplsobi
jejich tézké poskozeni. Navic bylo experimentaln¢ prokdzano, ze plazmatem generované
RONS mohou pronikat biologickymi tkanémi aZz do hloubky vice nez 1 mm a tedy
interagovat nejen s buiitkami na povrchu, ale 1 hlub§imi strukturami (Duan a kol., 2017).
Interakce vSech bioaktivnich sloZzek plazmatu s biologickym materidlem je velmi
komplexni a slozita, proto ji stdle uplné¢ nerozumime. Navic jednotlivé fyzikalni
a chemické procesy indukované plazmatem zavisi na mnoha riznych parametrech vcetné
okolnich podminek v laboratofi a povaze biologického vzorku, ktery je pouzivan. VSechna

tato fakta zplisobuji velké problémy se vzajemnym porovnavanim ziskanych vysledk.
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2. Plazmatem aktivované roztoky

V této cCasti budou shrnuty zdkladni poznatky o interakci CAP s tekutymi médii.
Experiment uskutecnény v ramci této prace, jehoz data budou prezentovana dale, sice
nevyuziva plazmatem aktivovand média, ale vzhledem k tomu, Ze Zivné pudy pro bakterie
které byly pouzity, obsahuji vice nez 90 % vody a lidské télo je tvoieno zhruba ze 70 %
vodou (napfiiklad pfi modelovani interakce ionizujiciho zafeni s Zivymi organismy se jako
nejvhodnéjsi jevi nahradit v modelech tkan¢ vodou) probiha vétSina interakci plazmatu
s tkdnémi ve vodném prostiedi. Zahrnuti této kapitoly je tedy na misté i pfes to, Ze vyuZiti

cey

piimo CAP je efektivnéjsi a zahrnuje vétsi mnozstvi kratce zijicich RONS.
2.1 Zakladni charakteristika

Plazmatem aktivované roztoky lze vytvorit z biologickych tekutych medii, roztoku,
¢i samotné vody jejich vystavenim ptisobeni CAP po dobu v fadu minut. Plazmatem
generované reaktivni formy molekul a atomil, v t€sné blizkosti s tekutinou reaguji a vytvari
roztoky obsahujici reaktivni formy kysliku a dusiku (RONS), které nazyvame plazmatem
aktivované medium (PAM) nebo plazmatem aktivovana voda (PAW). Po oSetieni
plazmatem maji takto aktivované roztoky bioaktivni roli a jsou obohaceny o dlouho Zzijici
RONS jako je peroxid vodiku (H,0,), dusitany (NO,), dusi¢nany (NO;’), peroxinitrity
(ONOO) a organické radikaly, které maji dobu zivota od hodin po nékolik dni a jsou nyni
Siroce studovany pro jejich rozliéné vyuziti v riznych biomedicinskych aplikacich.
Vyhodou plazmatem aktivovanych roztokti je moznost je dopravit na mista, kde by pfima
generace plazmatu nebyla moznd, jako jsou malé orgény a tézko ptistupné télni dutiny.
Vykazuji velmi slibné vysledky v souvislosti se sterilizaci Zivych tkani, koagulaci krve,
ni¢enim nadorovych buné€k, hojeni ran, jako dezinfekce pro medicinské vybaveni a také
jako typ ustni vody pfi zubnich obtizich. Plazmatem aktivované roztoky jsou unikatni tim,
7e zustavaji stabilni pfi pokojové teploté a je mozné na né plazmatem pusobit déle nez
pfi pfimém aplikaci, bez nezddouciho poskozeni zdravé tkané. Jejich Gc€innost zavisi na

mnoha faktorech jako je doba vystaveni plazmatu a délka a teplota skladovani.
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Plazmatem aktivované roztoky odkazuji na nepfimou aplikaci plazmatu na biologické
cile. Roztoky ziskané po pfimé aplikaci plazmatu jsou poté pfesunuty na oSetfované misto.
Schématicky diagram pfipravy plazmatem aktivovaného roztoku pomoci konvencni
plazmové trysky je zndzornén na obrazku 2. Parametry, které mohou ménit charakteristické
vlastnosti PAM jsou na obrazku v teCkovanych obdélnicich. Hlavni komponentou je
pracovni plyn, bézné je pouzivan dusik, kyslik, inertni plyny vodni péra a jejich smési,
ktery urcuje které¢ RONS budou v plazmatu pfitomny. Zda se, ze takovyto typ roztoku by

mohl byt novym slibnym néstrojem na poli plazmové mediciny.

(b)

(a)

~—— Pracovni plyn

Vysokonapétova elektroda

| Dielektrikum
‘ (kfemenna trubicka)

Vysokonapétova =00 e ;
elektroda

' L S Vzdélenost Kapalny roztok

Plazma
Kapalny roztok

S S TR |

Obr. 2 — Schématicky diagram znazorfiuje dva zptisob piipravy PAM, (a) kdy plazma je generovano mimo
osetfovanou tekutinu a (b) kdy je plazma generovano piimo uvniti tekutiny. V teckovanych obdélnicich jsou
parametry, jejichz zménou lze pfizpisobit charakteristické vlastnosti PAM (neni zde uvedena doba ptisobeni

CAP na roztok a dodana energie zdroje). (Kaushik a kol., 2018)
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2.2 Chemické zaklady

Dopravit aktivni slozky do kapaliny pomoci plazmatu lze dvéma riiznymi zplsoby
aplikace: vné tekutého prostiedi a uvnitf tekutiny. Schématicky diagram téchto dvou metod
je ukazén na obrazcich 2a a 2b. Pokud je zdroj plazmatu (typicky plazmova tryska,
viz. obrazek 4) provozovan mimo tekuté prostiedi, existuji dva zplusoby formovani
aktivnich slozek, bud’ pfimou interakci (dotykem) a nebo nepfimou interakci (bez dotyku)
s plazmovym oblakem (Norberg a kol., 2014). V bezdotykovych podminkéch je biologicky
roztok umistén piimo pod zdroj plazmatu tak, Ze zde neni zddny piimy kontakt
mezi viditelnou ¢asti oblaku a povrchem kapaliny. RONS jsou zpocatku generovany
v plynné fazi interakci plazmatu se vzduchem a nésledné se rozpousti a akumuluji
v tekutém prostiedi. Formovani aktivnich slozek v kapaliné miize byt upraveno zménou
urcitych parametrt plazmového zpracovani, jako je pracovni plyn, prutok plynu, cas
pusobeni, vzdalenost mezi tekutinou a plazmatem, typ cilového roztoku a jeho mnozstvi,
napiiklad v souladu se zménou dodané energie. Toto muze byt vice ¢i méné dulezité

v zavislosti na mnozstvi riznych pufrl a antioxidantt v roztoku (Ghimire a kol., 2017).

Oblast vyboje
Primarni | I
produkty UV
Sekundarni N, H,O 0,

reaktivni formy |

NO NO, NO; OH H,0, O, O 10, HO, HNO, N O," ;
1 Rozhrani plynu

+ Plynna faze

£ - a kapalin
Reaktivni NO;, H,0, ONOO ONOOH ; paliny
formy uvnitt - HNO, HNO, NO O3 | PAM
kapaliny ;

Obr. 3 — Schéma formovani aktivnich slozek v mediu aktivovaném pomoci konvencniho plasma jetu.

(Kaushik a kol., 2018)
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Na obrazku 3 je zndzornén schématicky diagram formovani aktivnich slozek plazmatu,
tj. reaktivnich forem, generovanych v oblasti vyboje, v plynné fazi a uvnitt tekutiny,
pomoci konvenéni plazmové trysky. Kromé efektu elektrického pole (EF) a UV zafeni
mohou byt neutralni molekuly plynu (M) excitovany (M") nebo ionizovany (M) srazkami
s energetickymi elektrony (e”) produkovanymi béhem vyboje. Primarni RONS jako jsou
hydroxylové radikaly (OH), radikaly oxidu dusnatého (NO), radikaly superoxidu (O"),
atomovy kyslik (O), singletovy kyslik ('O,) a excitovany dusik (N) jsou produkovany
piimo v aktivni oblasti vyboje diky interakci elektrond s molekulami pracovniho plynu
nebo okolniho vzduchu. Tyto maji pomérné kratkou dobu Zivota a jejich koncentrace
v aktivni oblasti vyboje je velmi vysoka. Byly pouzity rizné diagnostické techniky
pro ziskani kvalitativni analyzy tykajici se téchto forem atomt a molekul vné i uvniti
povrchu tekutiny, napiiklad optickd emisni spektroskopie, laserem indukovana
fluorescence, UV absorpcni spektroskopie, elektronova spinova resonance a kalorimetrické
metody (Yue a kol., 2016a,b; Ghimire a kol., 2017). Ve studiich je uvedena koncentrace
OH radikalt a atomického kysliku v okolnim prostfedi = 1 . 10'5 cm™ (Dvotak a kol., 2017;
Xiong a kol., 2015), ty jsou pfeménény na sekundérni/dlouho zijici molekuly jako jsou
peroxid vodiku (H,O,), dusitany (NO,), dusi¢nany (NO;) a ozon (Os). RONS generované
v plynné fazi mohou piejit do kapalné faze a rozpustit se v roztoku. H.O, je vysoce
rozpustny ve vodé, NO, a NO; se pfeménuji na NO,” a NO;. Nicméné chemické procesy
okolo formovani RONS se lisi v zavislosti na tom, zda se plazmovy oblak dotyka povrchu
tekutiny ¢i nikoliv. V pfitomnosti plazmového zdroje probihd velké mnozstvi kreacnich
a destrukénich procestt riznych RONS skrze mnoho kratce zijicich forem, utvafenych
béhem vyboje, které se velmi rychle a snadno preménuji na stabilni formy. Diky dlouhé
dobé¢ zivota hlavnich slozek, v tomto ptipadé¢ H,O,, NO, NO,, NO; a HNOs, miiZze byt PAM
skladovan n¢kolik dni a lze jej tedy pfevézt i na vzdalend mista, kde plazmové zdroje
nejsou k dispozici. Ackoli PAM vzdy obsahuje podobné slozky, mé Siroké pole uplatnéni.
Napftiklad H,O, muze, v zavislosti na jeho koncentraci, efektivné plisobit apoptézu nebo
nekrézu a miize byt pouzit na nadorové buiky (Xiang a kol., 2016). Stejna sloucenina také
projevuje bélici vlastnosti, naznacujici jeji potencidl aktivni slozky pro pouziti
v ptipravcich na béleni zubtli. Byla téZ pouzita na sterilizaci a v oblasti zemédélstvi diky
jeji efektivité piizabijeni bakterii a plisni (Friedline a kol, 2015). Dale téz NO je

mnohostranné vyuzitelnd molekula s dichotomickou regula¢ni schopnosti v mnoha
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oblastech biologie. Jakozto signalni molekula aktivuje rizné procesy v biologickych
systtmech a téZ ovliviluje bunééné rozhodovani ohledné smrti bunky, sepnutim

apoptotickych drah, nebo jejich vypnutim. Derivaty NO, jako dusi¢nany a dusitany,

v vy

2.3 Vliv PAM na buiiky — role RONS

Ve vztahu k dalSimu medicinskému vyuziti je velmi dilezité porozumét interakci
mezi plazmatem aktivovanymi roztoky a bunikami (normalnimi, zdravymi i nddorovymi).
PAM ma i tadu dalSich pozitivnich vlastnosti, nez je pisobeni bunééného poskozeni
a indukce apoptézy. Velmi zajimava je jeho izolace chemickych efekti (RONS)
v aktivovaném mediu oddé€len¢ od piimého efektu ostatnich ¢inidel v plazmatu, jako jsou
napiiklad nabité Castice, UV zéfeni nebo teplo. Toto zjisténi rozsifilo aplikaci CAP
indukované terapie v podobé PAM tam, kde jsou nadorové terapie spojeny s nechténymi
vedlejSimi efekty kviili poskozeni zdravych tkdni. Voda oSetfend nizkou davkou plazmatu
muze podporovat rist bunck, zatimco pii oSetfeni velkou davkou plazmatu tato voda
vyvolava apoptézu nebo nekrodzu, coZ znazorituje zavislost zpiisobeného oxidativniho
stresu na dadvce plazmatu. Vychytavani RONS, pozorované u mnoha kmend nadorovych
bun¢k, ma za nasledek jejich poSkozeni. Schopnost PAM pusobit bunécna poSkozeni je
zéavisla na riznych faktorech, jako je typ media, hustota bun¢k v mediu a objem pouzitého
PAM. Pokud medium obsahuje cinidla potlacujici RONS, naptiklad pyruvat, bude
protinadorovy efekt PAM mensi. Niz$i hustota bunék a vétsi objem PAM vedou k vysSimu
procentu poskozeni bunék.

Vet se, ze RONS nebo jejich derivaty jsou kliCovymi faktory vedoucimi k jeho

cey

protinddorovému efektu. Kratce zijici RONS produkované plazmatickym vybojem jsou
preménény na relativné dlouho zijici formy popsané vySe, které jsou zodpovédné
za vysokou a dlouhotrvajici reaktivitu PAM. OH radikély jsou silnymi oxidanty, nicméné
peroxid vodiku. H,O, je povazovan za hlavni aktivni slozku pfi PAM vyvolaném
poskozeni bunék (Boehm a kol., 2017) a navic mize volné difundovat ptes bunécnou

membranu aniz by ji poru$il. Nicméné produkty aktivity H.O,, napiiklad organické
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peroxidy, mohou porusit strukturu membrany a zvysit jeji propustnost, coz se mize stat
prvnim krokem k bunéénému poskozeni vyvolanému diky H,O,, ktery mulze byt
nasledovan prilivem extracelularnich reaktivnich forem 2z okolniho plazmatem
aktivovaného roztoku do buiiky. Ne&které¢ formy obsazené v PAM maji vSak vzhledem k
H,0, kooperativni roli (Adachi a kol., 2015).

NO mize snadno prochdzet bunéfnou membranou a membranou organel, snadno
se rozpousti ve vod¢, zplisobuje narast intracelularnich ROS a poskozeni mitochondrii, coz
v kone¢ném dusledku vede ke spusténi apoptdzy. Byly vyvinuty specifické druhy PAM,
jako naptiklad NO-PAM, kdy se zvySuje koncentrace NO, probublavanim plynu ve vodg,
azna 140 pmol. Rozsahla akumulace NO radikdlii uvnitf nddorovych bunék vyvolava
jejich apoptézu (Li a kol., 2017a). Studie se nicméné neshoduji co se tyce doby zivota NO,
existuji vyzkumy, kdy ve vodném roztoku byl udrzovan polocas rozpadu NO az 24h, jiné
skupiny tvrdi, Ze NO je kratce zijici molekula a rychle se v PAM méni na NO, a NOs".
NO; je do koncentrace tisicti mikromolil, pro nddorové bunky (glioblastoma) velmi malo
toxicky, nicméné ptidanim NO, k H,O, do media vzniké synergicky efekt, ktery zvysuje
umrtnost nadorovych bungk, stale vSak neni tak silny jako v pfipadé¢ kompletniho PAM
(Kurake a kol., 2016). Tento experiment dokazuje, ze dalsi molekuly obsazené v PAM hraji
téz nezanedbatelnou roli ve vysledné protinddorové aktivité. Dale bylo objeveno, ze NO,
nebo NO radikély a H,O, spolu reaguji za vzniku peroxynitritu (ONOO-), ktery je toxicky
a napada dulezit¢ makromolekuly v buiice, coZz by mohlo vysvétlovat pozorovany
synergicky efekt.

Dalsim dalezitym faktorem ve vztahu k PAM je fetdlni bovinni serum (FBS).
Protinadorova kapacita PAM muze byt regulovéana kontrolovanim koncentrace FBS
v mediu a teploty skladovani. Yan a kolegové (2014) demonstrovali protektivni roli FBS
v PAM u bunék U87. Kapacita zabijeni bun¢k PAM klesala s rostouci koncentraci FBS.
Podobny fenomén byl pozorovan 1 jinymi védeckymi skupinami které ukézaly,
ze pritomnost FBS v PAM fungovala jako vychytava¢ RONS, proto snizovala
protinadorovou aktivitu. Diky vychytavacimu efektu FBS, koncentrace H,O, v PAM rostla
linearné s dobou osetfeni media plazmatem, avSak rostla pomaleji pro media s obsahem
FBS v porovnani s medii bez FBS. Koncentrace NO;™ roste linedrné€ s rostouci délkou doby

pusobeni plazmatu na medium a neni ovlivnéna ptitomnosti FBS v mediu (Kurake a kol,
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2016). Tyto vysledky naznacuji, ze FBS ma vétsi vychytavaci efekt na ROS, nez na RNS,
coz by mohlo pfispivat k nestabilit¢ PAM béhem jeho skladovani.

Selektivni mechanismus vii¢i nadorovym bunkam v prostiedi PAM, zprosttedkovany diky
RONS, miize byt vysvétlen z hlediska rozdilného statusu nadorovych a normdalnich bunék.
Jedno mozné vysvétleni jsou vysSi rezervy antioxidantdi, které méa normalni buitka
narozdil od nadorové, proto jsou normalni buiiky tolerantnéj$i k exogennimu stresu
zpusobenému RONS. Naproti tomu nadorové bunky maji specifické metabolické potieby
a vice aquaporinil na svém povrchu, nez normalni zdravé buiiky, jsou tedy vice bezbranné
vici akumulaci intracelularnich RONS.

Osetfeni PAM miuze byt zodpovédné za i1 za potlaceni zivotaschopnosti mnoha druht
normalnich bun¢k, jako jsou MDCK (canine kidney epithelial cells) buitky a ScaBER
buiiky, kvili obsahu peroxidu vodiku (Mohades a kol., 2016a,b), coz neni zadouci.
Kultivace jaternich nadorovych bunék (HepG2) a normélnich bunék jater (L02) v mediich
oSetfenych plazmovou tryskou po rizné dlouhé intervaly, ukazuje u monokultur pokles
v adherenci bunék s rostouci dobou oSetfeni PAM. Tento vyvoj naznacuje, ze optimalni
davka PAM (10 min oSetfeni plazmatem) muze pii spolecné kultivaci zabit nadorové
buiikky a tém zdravym zpusobit jen lehkd poskozeni. To miize byt pfipisovano zvysené
koncentraci H,O, (594 pmol) a NO (29 umol) pti oSetfeni plazmatem 10 minut.

U lidskych bronchialnich, epitelidlnich bun¢k bylo po oSetieni plazmatem aktivovanym
mediem (s 0,9 % NacCl, kviili podobnosti se salinem, pouzitym v in vivo experimentech)
prokézano zvyseni bunécéné proliferace a migrace, zdsadné ovlivilujici proces hojeni rany
(Ho-Ryun a kol., 2018). Na obrazku 4a je vidét statisticky vyznamné zvySeni bunécné
proliferace, vyhodnocené pomoci BrdU testu. Bunécnd migrace pozitivné ovliviuje
schopnost rany se hojit. Migrace byla zkouména pomoci testu seSkrabnutim vrstvicky
prisedlych bunék. Pod mikroskopem byl vyhodnocen pomér odhalené Casti Skrabnuti
u PAM osetfené a kontrolni skupiny (po 24h) a vysledek je vidét v obrazku 4b. Migrace
byla znateln¢ zvysSena po oSetieni plazmatem aktivovanym roztokem.

Na zvifecim modelu byla pak demonstrovana schopnost plazmatem aktivovaného salinu
(0,9 % NaCl) zlepSovat regeneraci sliznice nosniho septa. Bylo pozorovano zvyseni
bunécnd proliferace, snizeni zanétlivych procesit a otoku rany po oSetfeni plazmatem

aktivovanym salinem v porovnani s kontrolni skupinou (Ho-Ryun a kol., 2018).
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Obr. 4 — Plazmatem aktivované roztoky zvySuji proliferaci a migraci bronchialnich epitelidlnich bunék

(BEAS-2B). Na diagramu (a) je pozorovatelny staticky vyznamny vzrist proliferace s rostouci délkou ¢asu

oSetieni roztoku pomoci CAP. (*P < 0.05; ***P < (0.001). (b) Bunky byly oSetfeny roztokem, vystavenym

CAP po dobu 30s a inkubovany 24 hodin. Byl proveden test hojeni rany seSkrabnutim vrstvy bunék

a porovnanim vysledktl pro vzorek osetfeny pomoci PAM a kontrolni skupiny. (Ho-Ryun a kol., 2018)

In vivo experimenty jsou velmi dilezité, jelikoz vetSinou pfinesou méné pozitivni

vysledky nez in vitro experimenty, pravdépodobné kvili rozlicnym vychytadvaciim

pfitomnym v zivych tkanich, které neutralizuji RONS v PAM. Budouci prace by mély vést

k porozuméni velice komplexnim procesiim iniciovanym RONS, obsazenymi v PAM,

ve skute¢nych bunkach a tkénich.
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3. Zdroje nizkoteplotniho plazmatu vyuzitelné ve zdravotnictvi

Plazma je obecné ziskavano aplikaci vysokého napéti na aktivni elektrodu za pomoci
pracovniho plynu, nejcastéji helia, argonu, dusiku, kysliku, vzduchu, ¢i jejich smési.
V biomedicinské oblasti jde vétSinou o vyboj za atmosferického tlaku, jehoz vyuziti je

vyrazn¢ snazsi (naptiklad manipulace s oSetfovanymi objekty) a levné;jsi.
3.1 Typy zdroji

Dvéma hlavnimi zdroji pouZivanymi ve vyzkumu na poli plazmové mediciny je
dielektricky bariérovy vyboj (dielectric barrier discharge — DBD) a plazmova tryska
(plasmajet). Perspektivni je t€z koronovy vyboj, diky jeho jednoduchosti.

3.1.1 Dielektricky bariérovy vyboj

Na pocatcich vyzkumu byl pouzivan DBD pii experimentech s inaktivaci bakterii.
Na obrazku 5 je vidét schéma DBD a fotografie difizniho plazmatu generovaného pomoci
DBD za atmosferického tlaku. Pfi dielektrickém bariérovém vyboji dochazi k zapéleni
vyboje (tvorbé plazmatu) pomoci stfidavého proudu mezi dvéma elektrodami odd€lenymi
tuhym dielektrickym materidlem (naptiklad sklo nebo plast). Takovym materidlem muze
byt kifemen, sklo, akryl nebo teflon a vysokonapétové elektrody jsou z vodivého materialu
jako méd’, nerezova ocel nebo stiibro. Diky dielektriku dochdzi k uzavieni proudového
obvodu posuvnymi proudy a proto ma tato konfigurace nizsi sklony k pfechodu do jiskry
nebo obloukového vyboje. Jelikoz v takovém uspotadani neni mozny transport naboje,
dochazi pouze k elektrické indukci a polarizaci dielektrika. DBD nejcastéji vyuziva
deskové elektrody pokryté vrstvou dielektrika a plazma je generovano v prostoru
mezi elektrodami pomoci silného sinusového napéti ve frekvencnim rozsahu fadu kHz.
UDBD se plazma objevuje v rozsahlé vrstvé mezi plochymi elektrodami, zatimco
u korénového vyboje se objevuje aktivni zona jen blizko bodové elektrody (nebo je
limitovdna v oblasti mm). Obvykle jsou pouzivany pracovni plyny jako helium s ptimési

kysliku ¢i vzduchu.
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Obr. 5 — (a) Schéma a (b) fotografie dielektrického bariérového vyboje (DBD) produkujiciho difuzni plazma
za atmosferického tlaku. Na fotografii vpravo je vyboj buzeny vysokym napétim se sinusovym pribéhem

fadu kHz, pouzitym pracovnim plynem je helium s malou pfimési vzduchu. (Laroussi, 2018)

3.1.2 Koronovy vyboj

Jako zdroj plazmatu vhodny pro biomedicinské aplikace miize byt vyuzit téz korénovy
vyboj, ktery je obvykle generovan ptilozenim vysokého napéti na ostré elektrody, hroty,
¢ivelmi tenké dratky. V blizkosti elektrody s malym polomérem kiivosti ma diky
geometrii elektrického pole tak vysokou intenzitu, ze je piekroCena elektrickd pevnost
pracovniho plynu. K zapaleni vyboje je nutné aby kombinaci geometrie a pfiloZzené¢ho
napéti byla dosazena takova intenzita elektrického pole, aby byly elektrony urychleny
na ionizacni energii pracovniho plynu. Viditelny tvar korony, ktery dal vyboji jméno je
vyvolan tim, ze v blizkosti ostré elektrody dochédzi k excitacim a vyzafovani ve viditelné
oblasti spektra. Z biologického hlediska je dulezité, ze tento vyboj vyzatuje i v UV oblasti.
Pokud dale zvySujeme piilozené napéti popsany korénovy vyboj se méni v doutnavou
korénu a dale v prechodovou jiskru, viz. Obr. 6 (Ashkiev a kol., 2005). Navzdory napéjeni
stejnosmérnym napétim je charakter vyboje pulzni s frekvenci az né€kolik desitek kHz.
Od vysokonapétové elektrody zacina diky silnému elektrickému poli vznikat streamer
(mechanismus je podobny jako u bleskového vyboje v atmosféie). Obvykle se za¢ina tvotit
z lokalizovaného ioniza¢niho zarodku nebo malého mista na elektrodé a pak uz se naboj
lavinovité §ifi prostorem k druhé elektrodé diky vnéjSimu elektrickému poli posileném

generaci vlastniho pole. Mechanismus propagace streameru se li$i v zavislosti na jeho
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polarité, negativnimu stac¢i volné elektrony z ionizovaného kanalu, pozitivni potiebuje
zdroj volnych elektronti z okolniho plynu (Lukes a kol., 2012). Inaktivaci mikroorganismii
pomoci korénového vyboje zkoumalo nékolik riiznych autorti, napiiklad Scholtz a kol.

(2016).

Obr. 6 — (a) koronovy vyboj (b) doutnava korona (c¢) pfechodova jiskra (Ashkiev a kol., 2005).

3.1.3 Plazmova tryska

Plazmova tryska vlastn€ neni samostatnym typem vyboje z hlediska klasifikace na zaklad¢
fyzikélnich vlastnosti, je pouze specidlni konfiguraci korénového, nebo DBD vyboje.
Produkce reaktivnich forem v plazmové trysce je buzena aplikaci vysokého stifidavého
napéti pres vysokonapétovou elektrodu. Aktivni oblast vyboje je rozfukovana proudem
plynu, ktery odnési Castice mimo elektrodovou oblast v propagujicich se ionizujicich
vlnach a zformuje proud aktivnich castic, vypadajici jako maly vytrysk (jet). Plazmova
tryska tedy produkuje oblaky plazmatu (plasma plumes), které se propaguji do okolniho
vzduchu a diky proudicimu plynu smérem od pisobeni elektrod. Oblak z plazmové trysky
ma velikost od par milimetri do né€kolika centimetrq, je tedy viditelny pouhym okem. Diky
tomuto uspofddani mohou byt reaktivni formy generované plazmatem snadno
transportovany smeérem ven z hlavni oblasti, kde je plazma vytvatreno a pusobit na cilovou
plochu (napftiklad tkan). Navic je spojenim lokalni aplikace a vysoké deponované energie
ajeho udrzba je pomérné jednoduchd. Tyto charakteristické vlastnosti ¢ini plazmovou
trysku velmi atraktivnim nastrojem pro biologické a medicinské aplikace (Weltmann a kol.,
2010; Lu a kol., 2016). Obrazek 7 znazoriiuje schéma a fotografii zdroje typu plazmové

trysky — kINPen, ktery je hojné vyuzivan ve vyzkumu na poli plazmové mediciny.
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Obr. 7 — (a) Schéma (Mai-Prochnow, 2015) a (b) fotografie komeréné pouzivaného zdroje typu plazmové

trysky - kINPen (INP, Greifswald, Germany) (Laroussi, 2018).

Pozdé&ji se ukazalo, ze oblaky plazmatu emitované plazmovou tryskou jsou slozeny
zmalych ,balicki“ pohybujicich se velmi vysokymi rychlostmi (desitky km/s). Tyto
plazmové balicky zacaly byt znamé jako ,,plazmové kulky* (plasma bullets) a byly poprvé
objeveny na zacatku 21. stoleti nezévisle na sob¢ dvéma rtiznymi skupinami: Techke a kol.
(2005) a Lu a Laroussi (2006). Lu a Laroussi vyuzivali nanosekundové DC pulzy zatimco
Techke a kol. se zabyvali RF napajenim. Nasledné¢ byly plazmové kulky rozsahle
zkoumany riznymi skupinami, jak experimentalné¢, tak pomoci pocitaového modelovani
(naptiklad Lu a kol., 2012). Dnes panuje obecna shoda, ze plazmové kulky jsou fizené

ionizacni viny (Lu a kol., 2014).
3.2 Mechanismy piisobeni plazmatu na bunky

Vétsina energie zdroje CAP je rozptylena na ionizaci neutradlnich molekul a atomi plynu
jejiz vysledkem jsou elektrony, excitované nebo ionizované atomy, UV zafeni, elektrické
pole, mirné teplo a dalsi efekty s celkovou teplotou blizkou okolnimu prostiedi.
Excitované/ionizované atomy reaguji s ostatnimi atomy pracovniho (nebo okolniho) plynu,
vysledkem je, ze CAP obsahuje mnozstvi riznych aktivnich slozek. Jednou z nich jsou
napiiklad rizné typy castic — konkrétné¢ UV fotony, neutralni ¢i excitované atomy

a molekuly, kladné 1 zaporné ionty, volné radikaly a elektrony. Dalsi dilezitou slozkou jsou
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lokalni pole — elektrické (kvuli lokdlnim nehomogenitdm), proudové (proud nikdy netece
rovnomérne, do urcit¢é miry svazkuje) a tepelné. V bézné pouzivanych zdrojich jsou
hlavnimi reaktivnimi slozkami elektronové ¢i vibraéné excitované cCastice, kyslik (O»),
dusik (N), ROS jako atomarni kyslik (O), singletni kyslik ('O,), superoxidovy aniont (O
a ozon (Os), RNS jako atomarni dusik (N), excitované molekuly dusiku a oxid dusnaty
(NO); v piipad¢ pritomnosti vzdusné vlhkosti se objevuji reaktivni formy tvorené z vody
jako H,O", OH", OH radikal, peroxid vodiku (H>O,). (Scholtz, 2015)

Je vidét, Ze dochdzi k formovéani hojného mnozstvi RONS, které maji v biomedicing
Siroké pole vyuziti. Nicméné slozeni a hojnost zastoupeni zminénych slozek se mize
vyrazn¢ ménit v zavislosti na typu zdroje. Na zaklad¢ tohoto zjiSténi bylo vSude po svéte
vyvinuto mnoho riiznych plazmovych zafizeni jako jsou plazmova tryska a DBD zdroje
s riznymi konfiguracemi. Navic byl formulovéan oficialni postup pro testovaci proceduru
CAP zafizeni, coz umoziiuje porovnani bezpecné aplikace téchto zafizeni pro klinické
ucely (Mann a kol., 2016). Na konci prvni dekady 21. stoleti bylo schvaleno n¢kolik CAP
zdroji pro kosmetické a medicinské ucely. Piikladem jsou: 2008 US FDA schvalila Rhytec
Portrait® (plazmova tryska) pro pouziti v dermatologii. V US jsou pouzivdna i jind
zatfizeni produkujici CAP pro rizné medicinské aplikace, naptiklad Bovie J-Plasma®
a Canady Helios Cold Plasma a Hybrid PlasmaTM Scalpel. V Némecku byla v roce 2013
udé€lena certifika¢ni tfida medicinskych zafizeni Ila pfistroji kINPen® (plasma jet),
znazornénému na obrazku 6 a také PlasmaDerm® device (CINOGY GmbH) bylo
schvaleno.

Pokud jsou zdroje plazmatu pouzity pro biomedicinské aplikace, specifické cile mohou
vyzadovat piimé, nebo nepiimé oSetfeni. Pii piimé 1écbé je aktivni vybojova zéna oblaku
plazmatu o okolni teploté v pfimém kontaktu s biologickym cilem. Toto miize byt vyhodné
pro oSetfeni siln¢ postizenych ran a v podminkéch, kdy se jednd o anatomické lokality
snadno pfistupné aplikaci plazmatu (Akimoto et al., 2016; Bekeschus et al., 2016). Béhem
nepiimé 1€¢by je po urcitou dobu pilisobeni plazmatu vystaven (dotykove ¢i bezdotykove)
aplika¢ni roztok. K oSetfeni biologického cile je poté pouzit tento roztok a ne plazma

ptimo. Tento pfistup je podrobnéji rozebran v kapitole vyse.
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4. Dezinfekce a oSetfovani ran pomoci CAP

Zkraceni doby vyhojeni rany zasadné zvySuje kvalitu zivota pacienta. Hojeni otevienych
a chronickych ran je velkd vyzva z hlediska terapeutického i ekonomického a vyuziti CAP
se zde zdd byt efektivnim a inovativnim pfistupem. Navic velkym problémem
ve zdravotnictvi, kde by pouziti CAP mohlo byt zajimavé, je terapie a prevence
nosokomidlnich infekei, diky jeho schopnosti inaktivovat rizné mikroorganismy, priony
ajiné biomolekuly, nicit biofilmy a ucinné¢ dezinfikovat kontaminované povrchy
s uspokojivou Uc¢innosti a pulsobit minimalni poskozeni exponovanych biomaterialt
arostlinnych ¢i zivocisSnych tkdni. Pomoci CAP je mozné podpofit koagulaci krve,

deaktivovat bakterie a zaroven nepusobit toxicky na okolni tkan¢.

4.1 Vliv CAP na hojeni ran

Hojeni rany je velice komplexnim procesem, kdy se kiize a tkané pod ni opravuji
po poranéni (posttraumatické reparacni procesy). Spravna a rychld regenerace tkané je
dalezita pro hojeni po chirurgickych zakrocich nebo jiném poskozeni. CAP nepusobi
tepelné poskozeni tkané (dosahuji teplot cca 40 °C) a podnécuje jak hojeni koznich
poranéni, tak regeneraci epitelidlnich tkani. Jejich dal§i dilezitou vlastnosti je
protizanétlivy, sterilizacni a hemokoagulaéni efekt. Hemostdza pii zacelovani rany, je
soubor soucasn¢ probihajicich a navzajem se ovliviiujicich déju, které vedou k zastaveni
krvaceni. Témito d&ji jsou vazokonstrikce (reakce cév v misté posSkozeni), Cinnost krevnich
desticek a hemokoagulacni kaskdda. Vlastni hemokoagulace je sledem enzymatickych
reakci aktivujicich potfebné enzymy a vysledkem je tvorba sité¢ z fibrinovych vléken,
do které se zachycuji krevni bunky.

Podpora procesu koagulace krve pomoci CAP je novou metodou, kterd je velmi efektivni
pii zastavovani tekouci krve béhem chirurgickych operacich (Miyamoto a kol., 2016).
Narozdil od elektrokauterizace, kdy k hemokoagulaci dochazi pomoci vysoké teploty,
se uplatiluji 1 pfi vytvofeni plazmatu pii elektrokauterizaci). Bylo prokdzano, Ze dokéze

podporovat aktivaci krevnich desti¢ek a formovani fibrinovych vléken i v antikoagulované
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krvi (Fridman a kol., 2008). Divodem je selektivni ovlivnéni aktivity proteinu fibrinogenu,
ktery se na tvorbé& vldken podili 1 v pritbéhu pfirozenych koagula¢nich mechanismi. Ueda
a kol. (2015) ukazali, Ze zanétlivé procesy jsou po oSetieni CAP mirnéjsi, nez pfi oSetieni
tepelnym koagulatorem. Analyza elektronovym mikroskopem téZ odhalila pfitomnost
rozttisténych bunék (fibroblastll) v kiizi oSetfené elektrokoagulaci, v kiizi osetfené pomoci
CAP vsak fragmenty piitomny nebyly (Akimoto a kol., 2016). OSeteni rany plazmatem
se tedy jevi mén¢ invazivni a Setrnéjsi k okolni tkani, nez elektrokauterizace. To také mutize
vysvétlovat, pro¢ dochazi k mensim zanétlivym reakcim pii pouziti CAP, jelikoz zanét je
komplexni odpovédi organismu na poskozeni tkané a fyziologicky zastdva obranou funkci.

Pokud vSak imunitni systém nedokéaze zanét ukoncit, pfechdzi do chronicity, coz miize byt
pro organismus nebezpecné. S chronickymi zanéty je spojena napiiklad cukrovka, ale také
nadorova onemocnéni. Schopnost plazmatu potlacovat zanétlivé reakce by tedy byla téz
velmi dobfe vyuzitelnou vlastnosti pfi oSetfovani ran. Zajimavou studii v této oblasti
uskutecnili Yoonje a kol. (2019), kdy zkoumali vliv oSetfeni argonovou plazmovou tryskou
na popaleniny 3. stupn¢ na zvifecim modelu. Studie ukdzala, Ze pii oSetfeni plazmatem
dochazi, diky potlaceni zanétlivé faze hojeni, k menSim nekrotickym zméndm v okolni
tkani, kterd nebyla piimo vystavena popaleni. Histopatologické nalezy prokazaly, ze
v plazmatem oSetfenych mistech je vice fibroblastli a kolagenu a mensi infiltrace neutrofili
zpusobujicich zanétlivé reakce.

Zda se, Ze cely mechanismus hojeni rany je pii oSetfovani CAP trochu jiny, nezZ jeji
ptirozeny prub¢h. Hlavnim rozdilem je tvorba membranovité struktury piekryvajici ranu.
CAP vyvolava tvorbu eosinofilni, vlaknité, membranovité struktury, kterd piekryje ranu,
coz se prii piirozené koagulaci nedéje (Ikehara a kol.,, 2013). Imunoelektronovou
mikroskopii byla téz v jeji blizkosti pozorovana pfitomnost galektint, které jsou zndmy
jejich vyznamnym zapojenim do hojeni koznich poranéni a Uzce souvisi s bunécnou
proliferaci. Galektiny -2 a -3 zfeyjm¢ hraji zasadni roli pfi formovani membranovité
struktury, ktera udrzuje vlhké prostiedi a podporuje reepitelizaci poranéni a dale urychluji
hojeni rany.

CAP téz podporuje hojeni rany podpofenim bunécné proliferace (Fathollah a kol., 2016),
migrace keratinocytl a fibroblasttli, coz zrychluje reepitalizaci rany (Schmidt a kol., 2017),
a vyvolava aktivitu genl souvisejicich s hojicimi procesy (Barton a kol., 2013). Bunécna

proliferace a migrace pozitivné ovliviluje schopnost rany se hojit. Pfi vzniku poranéni,
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traumatické rany, ¢i popaleniny, znané vzroste indukovatelnd syntéza NO v téle
v zanétlivé a proliferacni fazi hojiciho procesu. Z toho lze vyvodit, ze NO pozitivné
ovlivituje bunécnou proliferaci. RONS generované v CAP zfejmé hraji vyznamnou roli
v potlaceni zanétu a stimulaci bunécné proliferace a dalSich akcich podporujicich spravné
arychlé hojni ran. Molekula NO, kterd v bunce funguje jako druhy posel a regulator
biologickych funkci, je zndma mnoZstvim riznych dilezitych funkei v lidském organismu,
mimo jiné reguluje koagulaci krve, imunitni systém a apoptdzu a poskytuje antimikrobialni
a protinddorovou obranu. Byla téZ studovéna dilezitost NO pfidaného z vnéjSku
v infek¢énich a zéanétlivych procesech spojenych s jejim antimikrobidlnim efektem,
stimulaci imunitni odpovédi (napiiklad makrofagli, T-lymfocyti a imunoglobulint)
a cytotoxickou a ochranou roli (v zavislosti na podminkach) (Fridman a kol., 2008).

Interakce CAP s zivymi tkdnémi a jeho podpoteni reparacnich procesti bylo prokdzano
v mnoha studiich, co je vSak jen mdlo analyzovéno a vysvétleno jsou mechanismy této

interakce.

4.2 Cidni u¢inky CAP

Mikrobidlni dekontaminaci je chépan rozklad ¢i odstranéni infekénich agens (virt,
bakterii, plisni a prionil), které mohou pusobit infekce, alergie, ¢i intoxikace. Mikrobicidni
lécba je definovéana jako snaha o zniceni mikrobt, tento termin je nadfazen pro sterilizaci,
dezinfekci a také aseptické a antiseptické procedury. Existuje mnoho praci referujicich
o schopnosti CAP efektivné inaktivovat Sirokou fadu mikroorganizmu vcetné bakterii,
plisni, viri, bakteridlnich spor a biofilmu (Kolb a kol., 2008; Pan a kol., 2013).
V nemocnicich je zdsadni moznost efektivni dezinfekce zivé tkané (lidské i zviteci)
s minimalnim poskozenim zdravych bunék. Vyuziti riznych chemickych sloucenin toto
ne vzdy umoziuje, napiiklad v ptipadé sterilizace otevienych ran, viedi ¢i popalenin je
nelze pouzit, jelikoz ptili§ zatézuji poSkozenou tkan a organy. Experimenty ukazuji, Ze
CAP je schopno efektivni a bezbolestné dezinfekce, bez poskozeni zdravé tkané. Julak
a Scholtz (2013) ukézali, Ze je mozné provést dezinfekci kiize jiz béhem nékolika minut.
Klicovymi inaktivacnimi €initeli pii pfimém plsobeni plazmatu na mikrobidlni buiiky jsou

ROS, jako je O, OH" a 'O,, zplisobujici v bakterialni buiice oxidativni stres, ktery byl blize
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popsan v prvni kapitole. V rdmci oxidativniho stresu ROS plisobi posSkozeni DNA a
proteint, coZ ma za nasledek poSkozeni buniky a nasledné jeji smrt (Zhang a kol., 2012).
Hydroxylovy radikal je zndm piisobenim peroxidace nenasycenych mastnych kyselin,
ze kterych jsou slozeny fosfolipidy tvofici cytoplazmatickou membranu buiiky. Je jednim
z nejsilnéjsich oxidacnich ¢inidel v buiice (i pfirozené pfitomny). Reaguje s vodikem
v polynenasycené mastné kyselin¢ za vzniku vody a lipidového radikalu, ktery je nestabilni
a dale reaguje s kyslikem za vzniku nestabilniho a reaktivniho peroxylového radikalu,
ktery ma potencidl odebrat vodik dal§i mastné kyselin€. Takto vznikaji lipidové
hydroperoxidy. Miize téZ zptisobit rozsdhla poskozeni DNA, kterd mohou vést k tvorbé
chybnych proteint, €1 jejich produkovani Uplné zastavit. Biologicky vliv peroxidu vodiku
je dan jeho silnym oxida¢nim ucinkem na lipidy, proteiny a DNA (zde zptsobuje zlomy
vlaken DNA) za vzniku hydroxylového radikdlu (ten dale zplisobuje crosslinking v DNA).
Navic je v plazmatu zastoupen v pomérn¢ vysoké mite.
z RONS (pfedevsim OH®) mohou piisobit peroxidaci lipidi fosfolipidové dvojvrstvy
bunécné membrany, coz vede k zesitovani (cross-linking) bocnich fetézci mastnych
kyselin a k formovéani ptfechodnych péri v bunééné membrang, ndsledované jejim
zprachodnénim a depolarizaci membranového potencidlu. To umoziuje extracelularnim
RONS vstoupit do buiiky. Druhd moznost je, ze vnéjsi oxidativni stres zplisobi oxidativni
stres 1 v bunice a na zaklad¢ toho vzroste koncentrace intracelularnich RONS. Pokud se
pfes poruSenou membranu dostane do buniky velké mnozstvi protoni H', snizi se pH.
Pro bakteridlni buiky muize mit vymizeni protonového gradientu fatalni nasledky.
Intracelularni RONS oxiduji DNA a zptsobuji jeji fragmentaci, reaguji s proteiny, lipidy
a sacharidy a méni jejich molekularni strukturu a chemické vazby. SniZeni pH a pfitomnost
RONS v buiice ni¢i acidobazickou a redoxni homeostazu a nakonec Usti ve fyziologické
dysfunkce a bunécnou smrt (Zhang a kol., 2016).
Na bakterie ptisobime téméi vzdy v prostfedi bohatém na vodu a i samy jsou z velké Casti
sloZzeny z vody, bylo by tedy na misté zminit se i o tom, jak CAP plisobi na vodu a vodné
roztoky. Vliv plazmatu na vodu spocivé hlavné ve zméné pH, elektrické vodivosti a tvorbé
RONS, diky ¢emuz ziska vysledny roztok oxida¢ni potencial. Obecné lze shrnout, Ze
se vytvaii kyselé roztoky s pH cca 2-3, obsahujici HO,, NO, a NOs anionty (Oehmigen
a kol., 2010). Panuje obecnéd shoda, ze baktericidni aktivita PAW je dana synergickym
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efektem vysokého kladného oxida¢né-redukéniho potencidlu (ORP) a nizkého pH. Mezi
riznymi reaktivnimi formami v PAW hraje H,O, klicovou roli, nicméné¢ OH’", O a Os se téz
nepiimo podileji na ORP, jelikoz mohou reagovat za vzniku stabilnich forem a toxickych
molekul. Navic je nutné uvazovat i RNS zptlisobujici vysoky ORP, naptiklad NO a jeho
derivaty vznikajici pti kontaktu s vodou, naptiklad NO,", NO;” a ONOOH (Laroussi, 2005).
Plasma jet byl naptiklad UspéSné pouzit k dezinfekci bakterii B. subtilis ve vodném
prostiedi (Sun a kol., 2012). Piehled plazmatem indukovanych poskozeni riznych struktur
v bakterialni bunice je zndzornén na obrazku 8.

Z vysledkt riznych studii je patrné, Ze bakterie ve vegetativni formé& jsou vyrazné
citlivgj$i na plsobeni plazmatu (vysledek pozorovatelny jiz po jedné minuté expozice),
nez bakteridlni spory, citlivost kvasinek (reakce je pozorovatelnd az po Sesti minutach) je
nékolikandsobné niz8i nez u bakterii a biofilm je vyrazné odolnéjsi nez plaktonickd forma
(Scholtz a kol., 2015). Uginnost dekontaminace zavisi téZ na produkovanych RONS,

zéavislych na pracovnim plynu, typu vyboje, ¢asu plisobenti, atd.
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4.2 Mikroorganismy vyznamné z hlediska onkologickych ran

Experimenty prezentované ve vysledkové ¢ésti byly koncipovany za zdmérem zvySeni
kvality Zivota pacientli podstupujicich paliativni 1écbu na onkologickych oddélenich.
Jednou z komplikaci kterou ¢asto trpi jsou nehojici se zviedovatélé rany. Pokud je rana
mikrobidln¢ infikovana, jeji hojeni se tim dale komplikuje a zpomaluje. Navic takové rany
mohou byt kontraindikaci k onkologické 1€¢bé, jiz z podstaty jejiho fungovéani. Problém
s nozokomidlnimi infekcemi byl zminén jiz vySe a mize byt zdrojem infekce ran u
pacientli vySe popsaného typu. Dle definice jsou nozokomidlni ndkazy onemocnénim
exogenniho (zvenci), nebo endogenni (z vlastniho téla) pavodu, kterd vznikaji v pficinné
souvislosti s hospitalizaci pacientii v nemocni¢nim zafizeni. Jejich zdkladnim znakem je,
ze tyto nemocni¢ni kmeny mikroorganismli maji vyssi rezistenci na antimikrobni 1é¢iva
a dezinfekce. Takovymi typickymi zastupci jsou napiiklad mikroorganismy patiici
mezi antimikrobialné rezistentni bakteridlni patogeny ESCAPE — E. faecium, S. aureus,
K. pneumoniae, A. Baumannii, P. aeruginosa a Enterobacter (Pendleton a kol., 2013).
Od jinych patogeni se lisi jejich zvySenou resistenci na bézn¢ pouzivand antibiotika jako je
penicilin, vancomycin, carbapenemy, atd. Navic jsou vSechny tyto bakterie vyznamné
ve zdravotnictvi. Nasledujici popisy patogenti jsou piejaty z ucebnice Lékarska
mikrobiologie — bakteriologie, virologie, parazitologie od Bednat a kol. (1996).
Stafylokoky jsou gram-pozitivni bakterie bézné osidlujici kiizi a sliznice ¢loveéka, zaroven
jsou nejcastéjs§imi ptvodci pourazovych a pooperacnich infekei, zpasobuji zanétlivy
proces, hnisani rany a naslednou rozsahlou nekrézu a rozpadani rany. Vznik pyogennich
(,,hnis zplsobujicich®) metastdz je v téchto ptipadech castou komplikaci. S. aureus
produkuje celou fadu toxini a patfi mezi nejcastéj$i plivodce patogennich infekci
a intoxikaci u ¢lovéka. Zptisobuje zanéty, abscesy, sepse a kromé toho maji stafylokokové
infekce sklon se opakovat, ¢i ptrechazet do chronicity. Navic cca ¢tvrtina jeho kmeni
vylucuje exotoxin zplsobujici syndrom toxického Soku. Byva souc¢ésti biofilmt. Hluboké
infekce vyzaduji chirurgicky zakrok, ¢i pouziti antibiotik. V soucasné dob¢ je zhruba 80 %
kmenti rezistentnich na penicilin. Multirezistentni kmeny S. aureus se rozsitily zejména
v nemocnicich, divodem je pouzivani Sirokospektralnich antibiotik. S. epidermidis je
patogenem napadajicim zejména pacienty s oslabenou imunitou (popaleniny, chirurgické

zakroky). Zdroji ptenosu infekce jsou hlavné predméty z umélych materidli (ortopedie,
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chirurgie, ORL a onkologie), coz mohou byt naptiklad katetry, vyzivové sondy,
tracheostomické kanily, kloubni ndhrady a podobné. Onemocnéni zpusobena timto
stafylokokem jsou Casto nozokomidlni. (Bednat a kol.,1996)

Enterokoky jsou gram-pozitivni, anaerobni bakterie tvofici pfirozenou mikrofloru stiev,
tim padem jsou velmi odolné viici vysokému pH (8,5) a teplotam, navic vykazuji vysokou
rezistenci k antibiotikiim (hlavné u nozokomialnich kment). Zptsobuji infekce mocovych
a zlucovych cest, gynekologické zanéty, pooperacni komplikace u operaci dutiny bfiSni
a podili se na vzniku infek¢ni endokarditidy (zanét endokardu). E. faecium postihuje opét
predevsim pacienty s oslabenou imunitou a hraje roli nejcastéji v infekcich spojenych se
zdravotni péci. Rezistentni kmeny vykazuji schopnost sdilet jejich odolnosti vii¢i 1€€iviim
pomoci horizontalniho genového pienosu. Mohou byt soucasti biofilmu a rostou v riznych
prostfedich véetné 1ékaiského vybaveni, naptiklad katetry. (Bednéi a kol.,1996)

Zatimco predeslé bakterie byly koky (kulaté), P. aeruginosa je gram-negativni, aerobni,
modrozelen¢ zbarveny bacil (tyCinka), klinicky nejvyznamnégjsi z rodu pseudomonad. Je
schopna pfezit v extrémnim prostiedi, vyskytuje se piedevsim v odpadnich vodach ¢i ptdé
a osidluje zejména sliznice dychaciho a mocového ustroji. U zdravych jedinch mize dojit
ke kolonizaci, ¢imz se mohou stit dilezitym Sifitelem této nozokomialni nakazy.
Produkuje proteolytické enzymy poSkozujici kapilary, indukujici vznik nekrdz a inhibujici
fagocytozu a cytotoxin, ktery poruSuje membrany. Muze zpusobit infekce jakéhokoliv
organu ¢i systému téla, predevsim vSak u osob téZzce nemocnych (nddorovéd onemocnéni,
diabetes, atd.), s oslabenou imunitou, v ptipadé popalenin (zde je prognoza dosti Spatna,
umrtnost je 60%), ¢1 v ptipad¢ dlouhodobé zavedenych cévek, kanyl, apod. Vyskytuje se
¢asto v nemocni¢nim prostfedi a kontaminuje katetry, dychaci piistroje apod. Existuji téz
kmeny rezistentni na rtiznd 1éc¢iva. (Bednar a kol.,1996)

E. coli je gram-negativni ty¢inka tvofici normalni soucast mikroflory tlustého stfeva
aneni schopna dlouhodobé existovat mimo hostitele. Klinicky zavazné infekce plisobi
v ptipad¢ naruseni mikrobialni rovnovéahy (prijmy, stfevni onemocnéni), patogennich
kment produkujicich toxiny nebo jejiho zavleceni do mocovych cest ¢i peritonedlni dutiny.
Obvykle nepatii mezi nozokomidni ¢i nebezpecné typy bakterii, ale jsou znamy i velice
patogenni kmeny (napiiklad EHEC — enterohemoragicka E. coli). Je vhodna pro in vitro

experimenty diky své nenaroc¢nosti pfi kultivaci a manipulaci. (Bednat a kol.,1996)
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Nejcastéjsim kvasinkovym patogenem je C. albicans, kterd je béznou soucast osidleni
stiev, sliznic a ktze ¢loveéka. Kvasinky jsou eukariotni organismy. Pii pfemnoZeni mohou
vyvolavat infekéni onemocnéni — kandidézy, nejCastéji dutiny ustni, nosohltanu
nebo pochvy a zevniho genitalu a mist vlhké zaparky (pod prsy, v tfislech a pod koznimi
zahyby obéznich pacientil). K tomu vsak dojde pouze pii naruSeni stabilnich podminek
(zména pH, poruSeni kozniho krytu, atd.) nebo v ptipadé systémového onemocnéni
(cukrovka, nadorova onemocnéni, atd.) ¢i oslabeni organismu (gravidita, oslabena imunita,
1é¢ba antibiotiky, atd.). (Bednar a kol.,1996)

Jak bylo popsano vyse, nékteré¢ ze zminénych bakterii jsou schopny tvofit biofilm, ktery
funguje jako mechanicky a biochemicky S§tit a velmi efektivn€ chrani bakterie
pied antibiotiky a jinou lécbou. Pfi pfilnuti bakterie k povrchu vznikaji podminky
v extracelularni polysacharidové hmoté, jejich délenim vznikaji mikrokolonie obalené
slizem a ty se dale diferencuji v biofilm. Mohou zde byt pfitomny i vySSi organismy,
napfiiklad kvasinky, v téle to byva vySe zminénd C. albicans. Z biofilmu se mohou
uvolnovat planktonické buiiky a osidlovat vzdalen€jsi mista. Prostiednictvim biofilmu téz
dochazi ke vzdjemné komunikaci bakterii, pfedevSim vyménou genetické informace
z plazmidi, tim mohou ziskavat napiiklad rezistenci vici antibiotikim. Déle také existuji
mechanismy s jejichz pomoci bakterie vnima pfitomnost jinych bakterii v biofilmu
a dochazi tim kregulaci audrzovani optimalni hustoty populace v kolonii. Tloustka
biofilmu muize byt jednotky az stovky mikrometrti a Casto se tvofi naptiklad na kanilach,

implantatech ¢i katetrech. Jeho vytvoteni znacné komplikuje 1€¢bu. (Schindler, 2010)
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5. Prakticka ¢ast

V nasledujici ¢asti jsou popsany detaily provedeni a vysledki experimentti uskutecnénych
v ramci této prace. Byly uskutecnény dva in vitro experimenty, kdy prvni z nich zkoumal
efekt plsobeni netermdlniho atmosferického plazmatu na lékafsky obvazovy material
ajeho baktericidni ucinky. Ze ziskanych vysledkd byly nasledné vyvozeny postupy
pro dalsi vyzkum. Druhy, rozsdhlejsi experiment se vénoval synergickému cidnimu efektu

antibakterialnich obvazli a CAP na sedm riznych mikroorganismi.

5.1 Parametry zdroje CAP

Jako zdroj nizkoteplotniho plazmatu pro uskutecnéné experimenty byla pouzita aparatura
se zapornym korénovym vybojem generovanym mezi hrotovou a prstencovou elektrodou,
viz. obr. 9. Aparatura se sklada ze zdroje stejnosmérného vysokého napéti, elektrodového
systému hrot-prstenec, rozptylové miizky a plastového pouzdra (obr 9 a)). Jako hrotova
elektroda slouzi l1€katskd jehla Medoject (0,6%25) mm, pfipojena k zdporné svorce zdroje
vysokého napéti. Prstencova elektroda, pfipojena ke kladné svorce, ma praimér 12 mm a je
zhotovena z mosazi. Vzdalenost mezi elektrodami je 3,5 mm. Pfi bézném pouziti
v prubéhu experimentu je na elektrody systému ptilozeno napéti U = 6,8 kV a proud
protékajici mezi elektrodami zaporného korénového vyboje dosahuje hodnoty 7 = 150 pA.
Pro napdjeni elektrodového systému byl pouzit zdroj stejnosmérného vysokého napéti
UTES (maximdlni napéti a proud 10 kV, 500 pA). Proud aktivnich Castic vystupujici
z plazmatu vyboje byl rozptylen do vétsi plochy pomoci miizky z nerezové oceli. Takto
rozptylené Castice poté dopadaly na oSetfovany vzorek. Z obrazku 9 b) vime, Ze vnitini
pramér valcové expozi¢ni komirky je 50 mm, oSetiovana plocha je tedy 1963,5 mm®.

Pro méfeni voltampérové (VA) charakteristiky vySe popsané¢ho zdroje CAP zndzornéné
na grafu v obrazku 10 byly pouzity digitdlni multimetry Metex M-3800, jeden piepnuty
do rezimu voltmetru pro meéfeni stejnosmérného napéti a druhy piepnuty do rezimu
ampérmetru pro méfeni stejnosmeérného proudu. Voltmetr byl do obvodu pfipojeny
pies vysokonapétovou sondu (VNS, typ TT-HVP 40, maximdalni stejnosmérné¢ napéti

40 kV), ktera slouzi jako déli¢ napéti 1:1000.
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Obr. 9 — (a) Schéma a (b) fotografie zdroje nizkoteplotniho plazmatu za atmosferického tlaku, pouzitého

k realizaci experimentl prezentovanych v praktické ¢asti prace.

400 [

300

I (nA)

200

100

U (kV)

Obr. 10 — VA charakteristika zdroje nizkoteplotniho plazmatu za atmosferického tlaku, pouzitého k realizaci

experimentl prezentovanych v praktické ¢asti prace.

Pro méfeni emisniho spektra (obr. 11) zdporného korénového vyboje v konfiguraci
elektrod hrot-prstenec byl pouzity spektrometr Ocean Optics USB-650 RED TIDE (350 —

1000 nm). Emisni spektrum bylo snimano z aktivni oblasti zaporného korénového vyboje,

tj. z oblasti v bezprostiedni blizkosti hrotové elektrody.
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Obr. 11 — Emisni spektrum zdroje nizkoteplotniho plazmatu za atmosferického tlaku, pouzitého k realizaci

experimentl prezentovanych v praktické ¢asti prace.

5.2 Metodické postupy

V experimentech byly pouzity Ctyfi typy obvazll pouzivanych v onkologii: Mepilex,
GranuFlex, Inadine a Ialugen (popisy obvazil jsou piejaty z jejich ptibalové informace).

*  Mepilex je poddajné pénové kryti pro Sirokou skéalu akutnich i chronickych ran,
efektivné absorbuje exudat (sekrece z rany) a udrzuje v rané vlhké prostredi.

* Tenké kryti GranuFlex je tvofeno vnitini vrstvou hydrofilnich koloidnich ¢astic
obsazenych v adhezivni polymerové matrix (tato ¢ast ptichdzi do kontaktu s kizi)
a vngj$i vrstvou z polyuretanového filmu. Vytvaii vlhké prostfedi napomahajici
hojeni, absorbuje exudat z rdny a napomahd rozkladani nezivé tkan€. Vhodny
na chronické (naptiklad kozni ulcerace) i akutni rany (napiiklad pooperac¢ni rany).

* Inadine je nepfilnavd miizka impregnovana antiseptickou latkou — povidone-
iodem. Slouzi k oSetfeni akutniho povrchového poranéni jako prevence infekce
nebo pokud jiz k infekci doSlo, pfi popéleninach, traumatickych ranich a
k oSetfeni ulcerujicich ran.

* lalugen je impregnovany obvaz s obsahem lé¢ivych latek sulfadiazinu stiibrného
(protibakterialni, G€inny proti vétSiné bakterii a nékterym plisnim) a kyseliny
hyaluronové (snizuje zanét a urychluje hojeni koZznich ran). Lze jej pouZzit
pro povrchova oSetieni hnisavych 1 nehnisavych ran, odfenin a mensich popalenin,

bércovych viedu ¢i prolezenin.
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Prvni uskuteénény experiment byl spiSe testovaci a proveden pro vsechny Ctyfi obvazy
apouze pro gram-negativniho zastupce (E. coli) a gram-pozitivniho zéastupce
(S. epidermidis) bakterii, aby podle jeho vysledki mohl byt stanoven dal$i postup
vyzkumu. Na Petriho misky (primér 9 cm) s Mueller-Hinton (MH) agarem bylo
naoc¢kovano 0,5 ml suspense bakterii s koncentraci 10° CFU/ml (colony forming unit)
abyly v fadech minut ponechany, aby zaschly. Poté¢ byly rozdéleny do péti skupin,
oSetfovany né€kolika riznymi zpiisoby a nasledné pies noc kultivovany v inkubatoru
pfi teploté cca 36 °C. Nasledujici den byly vyhodnoceny vysledky a potfizeny prezentované
fotografie kultur.

Postupy osSetfeni misek s naockovanymi bakteridlnim kulturami byly nasledujici:

1. Na misku byl pfiloZzen suchy &tvereéek (cca 1 cm?) sterilniho obvazu stranou,
kterou se bézné priklada na kizi pacienta.

2. Suchy ctverecek sterilntho obvazu byl oSetfen plazmatem po dobu 15 minut
ze strany, kterou se priklada na kizi a nasledné ptiloZen aktivni stranou na misku.

3. Na ctverecek sterilniho obvazu byla nanesena kapka sterilni vody pfedem oSetfené
plazmatem po dobu 15 minut ze strany, kterou se pfikladd na kiZi a nasledné byl
ptiloZen aktivni stranou na misku.

4. Suchy ctvereCek sterilniho obvazu byl oSetfen plazmatem po dobu 15 minut
ze strany, kterou se piiklada na kiizi a poté na n¢j byla nanesena kapka sterilni
vody pfedem oSetfené plazmatem po dobu 15 minut a nésledné byl ptilozen aktivni
stranou na misku.

5. Na ¢tverecek sterilniho obvazu byla nanesena kapka sterilni vody ze strany, kterou
se priklada na klizi a poté byl oSetfovan plazmatem po dobu 15 minut a nasledné

ptiloZen aktivni stranou na misku.

V ptipad¢ prvnich dvou obvazi Mepilex a Granuflex, které neobsahuji antibakterialni
slozku a nedoslo u nich k vytvofeni inhibi¢ni zony kolem obvazu, byly jesté¢ potizeny
kontrolni obtisky obvazii na Petriho misku s ¢istym MH agarem. Z nich byla sledovana
kontaminace pfimo pod obvazem. P&t ¢tvereckt kazdého obvazu, odpovidajicich riznému
postupu oSetfeni, bylo poloZzeno na agar, ponechdno 1 minutu a odstranéno. Takto potizené

obtisky a misky s odstranénymi obvazy (s jiz narostlymi kulturami) byly opét kultivovany
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pfes noc v inkubdtoru pii teploté zhruba 36 °C anésledujici den byly vyhodnoceny
vysledky a potizeny fotografie kultur.

V dalsim experimentu byl zkoumdn synergicky cidni efekt antibakteridlnich obvaza
a plazmatu. Byl studovéan in vitro na sedmi riznych mikroorganismech: gram-negativni
E. coli, gram-pozitivni S. aureus, gram-pozitivni S. epidermidis, gram-negativni
P aeruginosa, gram-pozitivni E. faecium, gram-pozitivni FE. faecalis a kvasince
C. albicans. Divodem tohoto vybéru je vyznam pouzitych mikroorganismi z hlediska
onkologickych ran a zdravotni péce v onkologii, coZ je detailnéji popsano v teoretické
casti. Na Petriho misky (primér 9 cm) s Mueller-Hinton (MH, pro bakterie)
nebo Sabouraud (S, pro kvasinku) agarem bylo naoCkovano 0,5 ml suspense bakterii
¢i kvasinek s koncentraci 10° CFU/ml (colony forming unit) a pfed vystavenim plazmatu
byly chvili ponechany aby uschly. Poté byly u kazdého mikroorganismu rozdéleny do ctyt
skupin po tfech miskach, na jednu ze tfi misek byl umistén ¢tverecek (cca 1 cm?) sterilniho
antibakteridlniho obvazu lalugen, na dalsi Inadine a tfeti byla kontrolni. Nésledné byly
oSetfovany netermalnim atmosferickym plazmatem 1, 2, nebo 4 minuty, ¢tvrta trojice byla
opét kontrolni. Zdroj plazmatu byl pfiloZzen expozi¢ni valcovou komurkou na kultiva¢ni
medium na misce, oSetfovana ¢ast tedy méla plochu 1963,5 mm?®. Po kultivaci pfes noc
v inkubdatoru pii teploté cca 36° byly vyhodnoceny vysledky a pofizeny prezentované
fotografie kultur. U nékterych mikroorganismu byla tato doba piili§ kratkd pro pozorovani
predpokladaného cidniho efektu, experiment byl tedy v jejich pfipadé doplnén jeste
o osetfeni 8 a 16 minut.

Nasledna analyza fotografii byla komplikované kvantifikovatelnd, jelikoz pro kazdy
mikroorganismus byla situace troSku jina. Vysledkem analyzy jsou napocitané plochy
inhibi€nich zén (s malym vyskytem bakterii), které byly ur€eny z fotografii na
milimetrovém papiru. V ptipadech, kdy se vyskytovaly pouze zény se snizenym vyskytem
bakterii je jejich hustota uvedena jako pocet CFU na cm?® a byla uréena jako aritmeticky
pramér poétu kolonii ze sedmi riiznych mensich &tvercii na milimetrovém papiru (25 mm?)

vynasobena ¢tyfmi.
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5.3 Vysledky a diskuze

Hlavnim uéelem prvniho experimentu bylo sledovat, zda dojde k ,,aktivaci“ obvazu
plisobenim plazmatu a bude vykazovat baktericidni uc¢inky. Toto je mySlenka, které byla jiz
uspésné zkoumaéna nékolika riznymi skupinami (Eswaramoorthy and McKenzie, 2017)
a byla by velmi dobte vyuzitelna pti oSetfovani infikovanych ran. Diky plisobeni plazmatu
dochézi k nékolika riznym dé&jiim, jednak k leptdni povrchu obvazu, kdy lze upravovat
jeho drsnost, potazmo povrchovou energii obvazu, tedy jeho smacivost (hydrofilni
vs. hydrofobni). Druhym efektem mutze byt tvorba funkcnich chemickych skupin
(v zé&vislosti na pracovnim plynu zdroje CAP, atd.) na povrchu obvazu, které mohou mit
vliv na bakterie ¢i lidské buriky.

Tento efekt bohuzel nebyl v naSem piipadé pozorovatelny, na fotkdch kultur E. coli
(obr. 12) i S. epidermidis (obr. 13) vidime po kultivaci u prvnich dvou obvazii Mepilex (1)
a Granuflex (2) kontinudlni pokryti povrchu agaru bakteriemi. Nicméné byl velmi dobie
patrny baktericidni efekt dvou impregnovanych obvazl Inadine (3) a Ialugen (4), ktery je
pozorovatelny i u kontrolni skupiny, kde byl pouZzit pouze samotny obvaz bez dalSiho
oSetfeni, nesouvisi tedy s aplikaci CAP. Tim padem nam tyto obvazy mohou slouzit jako
nezavisla reference pii posuzovani cidni pravy obvazovych materidlti. Zajimavé vsak je
si v§imnout, Ze pro zastupce gram-negativnich bakterii (E. coli) vykazuje lepsi baktericidni
ucinek obvaz 4 — Inadine, obsahujici sulfadiazin stfibrny jako aktivni latku, viz. obr. 12 kde
vidime vétsi inhibicni zénu bez kolem obvazi na miskach v poslednim fadku. Zatimco pro
zéastupce gram-pozitivnich bakterii (S. epidermidis) je patrny lepsi u¢inek pro obvaz 3 —
[alugen, obsahujici povidone-iod a viz. obr. 13 vidime vét§i inhibi¢ni zénu bez bakterii

kolem obvazl na miskéch ve tfetim sloupci.
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Obr. 12 — E. coli. Cisla uréuji typ obvazu 1=Mepilex, 2=Granuflex, 3=Inadine, 4=Ialugen. Prvni sloupec
zleva je jen pfilozeny obvaz (postup 1), druhy je obvaz oSetfeny plazmatem suchy (postup 2), tieti je obvaz
s kapkou plazmatem oSetfené¢ vody (postup 3), Ctvrty je obvaz oSetfeny plazmatem suchy s kapkou

plazmatem oSetfené vody (postup 4) a paty sloupec je obvaz s kapkou vody osetfeny plazmatem (postup 5).

Obr. 13 — S. epidermidis. Cisla uréuji typ obvazu viz. obr. 12 vy3e. Prvni fada osetiena postupem 5, druhé

postupem 4, tfeti postupem 3, ¢étvrta postupem 2 a pata postupem 1, viz. rozepsano vyse u obr. 12.
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Po provedeni zkusebnich méteni na E. coli a S. epidermidis byly nastaveny parametry
druhého experimentu jak je popsano vySe v metodické casti. Vysledky byly pro rtizné
mikroorganismy dosti odlisné, vétSinou piiblizné¢ kruhové inhibi¢ni zony byly v nékterych
pfipadech ohraniceny ostfe, jinde byly obklopeny fidSi oblasti a ptechod byl pozvolny,
nékdy se v jinak Uplnég Cistych inhibi¢nich zonach vyskytovalo par ndhodné rozmisténych
kolonii, jinde nikoliv. V piipad¢é pseudomonady a candidy bylo nutné ptidat jesté delsi Casy
oSetfovani plazmatem — 8 a 16 minut. V tabulce 1 jsou uvedeny vysledky analyzy
fotografii kultur na milimetrovém papiru. Je zde vZdy uvedena plocha inhibi¢ni zény
kolem obvazu v mm’ a piipadné informace o mnozstvi kolonii v této zén&, o hustoté
kolonii v fidsi oblasti, apod. Jako inhibi¢ni zona je zde oznaCovan prostor s po¢tem kolonii
maximalné 500 CFU.

V ptipad¢ E. coli vidime na obrazku 14 obcasny vyskyt kolonii v jinak pomérné ostie
ohrani¢ené¢ témét Cisté inhibiéni zo6né, coz je méné casté v piipadé aplikace
antibakteridlnich obvazii. Zaroven lze pozorovat zvétSovani inhibicni zony
s prodluzovanim doby oSetieni plazmatem. Nejlepsi baktericidni Uc€inek je vidét v ptipadé
pouziti obvazu 4 — lalugen (stiibro) v kombinaci s oSetfovanim plazmatem po dobu

4 minut, zéna je zde rozlohou nejvétsi a nevyskytuji se v ni zddné kolonie.

Obr. 14 — E. coli. Prvni fada je kontrolni, v druhé jsou misky s obvazem 3 (Inadine) a ve tfeti misky

s obvazem 4 (Ialugen). Sloupce jsou podle doby osetfeni plazmatem, 0, 1, 2, nebo 4 minuty, dle popiski.
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Obr. 15 — S. epidermidis. Prvni fada je kontrolni, v druhé jsou misky s obvazem 3 (Inadine) a ve tfeti misky

s obvazem 4 (Ialugen). Sloupce jsou podle doby oSetfeni plazmatem, 0, 1, 2, nebo 4 minuty, dle popiski.

U S. epidermidis jsou pozorovatelné pomérn¢ vyrazné inhibi¢ni zony s fidSimi oblastmi
okolo ahojnym mnozZstvim kolonii vétSinou u kraje zoény. Na obrazku 15 miiZeme
pozorovat rist inhibi¢ni zony pti prodluzovani doby aplikace plazmatu, zaroven pfi pouZiti
antibakterialnich obvazii se v zon¢ vyskytuje méné kolonii. Nejlepsi baktericidni ti¢inek
vykazoval obvaz 3 — Inadine (iod) v kombinaci s oSetfovanim plazmatem po dobu 4
minuty, zéna je zde rozlohou nejvétsi a vyskytuje se v ni nejmensi mnozstvi kolonii
(50 CFU).

Na obrazku 16 jsou fotografie kultur S. aureus. Opét jsou zde pozorovatelné pomérné
velké a téméf Cisté inhibicni zOny, vétSinou ostfe ohrani¢ené s fidkou kontaminaci na jejich
okraji. Pro obvaz 4 bez pouziti plazmatu je inhibi¢ni zoéna obklopena oblasti niz§i hustoty
kolonii, po které nasleduje pruh naopak s vyssi hustotou kolonii. Vyrazny nartst velikosti
inhibi¢ni zoény je viditelny jiz po minutové aplikaci plazmatu, pro delsi ¢asy klesa pocet

kolonii uvnitt a objevuje se jeji ostfejSi ohraniCeni. Diskutabilni je porovnani efekt
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obvazii 3 a 4, kdy nelze s jistotou urcit, ktery z nich vykazuje lepsi baktericidni ucinky,
jelikoZ velikosti inhibi¢nich z6n 1 mira kontaminace uvnitf jsou podobné. Pro obvaz 4 —
Ialugen (stfibro) se vyrazné snizeni poctu kolonii uvnitf inhibi¢ni zony dostavilo jiz
po dvouminutovém oSetfeni plazmatem (pocet CFU je polovi¢ni nez pro obvaz 3) a zona
uplné bez vyskytu bakterii je trochu vétsi, kontaminace se vyskytuje jen na samém okraji.
Pro E. faecium (obr. 17) vidime, Ze vyrazné inhibi¢ni zony se objevuji jiz po minuté
pusobeni plazmatu a kontaminace uvnitf klesa s rostouci dobou oSetieni plazmatem. T¢éz je
mozné pozorovat inhibi¢ni zény kolem obvazu v obou piipadech, pro obvaz 3 — Inadine
(iod) je vSak baktericidni vliv vyraznéjsi. Pfi kombinované aplikaci obvazu i plazmatu
dochéazi ke zvétSeni zOny upln€ bez kontaminace a nejsilnéjsi uc€inek je pozorovatelny
pro obvaz 3 s oSetfenim plazmatem po dobu 4 minuty. V pfipadé¢ misky bez obvazu
s ¢tyfminutovou aplikaci plazmatu zifejmé doslo k systematické chybé a uvnitf inhbi¢ni
zony se vyskytuje mensi plocha s kontinudlnim pokryvem bakteriemi. Ziejmé doslo
ke Spatné manipulaci s miskou a vyliti suspenze z okoli do oSetfené zony. I pres tuto chybu

je vsak cidni efekt obvazii i plazmatu jasné znatelny.

Obr. 16 — S. aureus. Prvni fada je kontrolni, v druhé jsou misky s obvazem 3 (Inadine) a ve tieti misky

s obvazem 4 (Ialugen). Sloupce jsou podle doby oSetfeni plazmatem, 0, 1, 2, nebo 4 minuty, dle popiski.
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EnvTERS
FAECIUD

Obr. 17 — E. faecium. Prvni fada je kontrolni, v druhé jsou misky s obvazem 3 (Inadine) a ve tfeti misky

s obvazem 4 (Ialugen). Sloupce jsou podle doby oSetfeni plazmatem, 0, 1, 2, nebo 4 minuty, dle popiski.

Obr. 18 — E. faecalis. Prvni fada je kontrolni, v druhé jsou misky s obvazem 3 (Inadine) a ve tfeti misky

s obvazem 4 (Ialugen). Sloupce jsou podle doby oSetfeni plazmatem, 0, 1, 2, nebo 4 minuty, dle popiski.
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Obr. 19 — P, aeruginosa (PA 25442). Prvni fada je kontrolni, v druhé jsou misky s obvazem 3 (Inadine) a
ve tfeti misky s obvazem 4 (Ialugen). Sloupce jsou podle doby osetfeni plazmatem, 0, 1, 2, 4, 8, nebo 16

minut, dle popisktl.

Obr. 20 — C. albicans. Prvni fada je kontrolni, v druhé jsou misky s obvazem 3 (Inadine) a ve tieti misky

s obvazem 4 (Ialugen). Sloupce jsou podle doby oSetfeni plazmatem, 0, 1, 2, 4, 8, nebo 16 minut, dle popiska

(8 a 16 minut oSetfeni bylo doméfeno pozdéji).
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V ptipadé E. faecalis vidime na fotografii (obr. 18) kontaminaci jinou bakterii (nejspise

E. coli) zpisobenou ziejm¢ nedostateCnou dezinfekci hrany expozicni komitrky zdroje
plazmatu (vzhledem k umisténi). To vSak ziskané vysledky nijak nezkreslilo, jelikoz jde
o Uplny okraj ofetfované oblasti. Cista inhibi¢ni zona je na prvni pohled vyrazné veétsi
pro obvaz 3 — Inadine (iod) a téz je zde nejfidSi osidleni kolonii okolo ni, viditelné
profidnuti kolonii vSak pozorujeme jiz od jedné minuty aplikace plazmatu. Nejsilngjsi
synergicky efekt dostavame tedy pro oSetieni plazmatem po dobu 4 minuty v kombinaci
s obvazem 3.

Pro P. aeruginosu byly naméfeny i delsi ¢asy expozice, jelikoz vyrazny efekt se dostavil
aZ po Sestnacti minutové aplikaci plazmatu, nicméné fadové profidnuti je pozorovatelné jiz
pro 8 minut. Na obrazku 19 jsou fady s obvazy piesné v opacném potadi nez pro ostatni
kultury, nejvétsi Cisté inhibicni zény jsou vidét v druhé fadce misek, tedy pro obvaz 4 —
Ialugen (stfibro). Nejvyrazngjsi baktericidni efekt je zde tézko kvantifikovatelny, jelikoz
rozloha uplné ¢isté inhibicni zony je nejveétsi pro aplikaci obvazu 4 a plazmatu po dobu 16
minut, nicméné pro obvaz 3 a oSetfovani plazmatem po dobu 16 minut se vSak vyskytuje
kontaminace v fadu pouze stovek kolonii na celé ploSe oSetiované oblasti.

C. albicans (obr. 20) je jediny testovany mikroorganismus s eukariotni bunikou. Byly zde
nejprve namétfeny Casy oSetieni od jedné do Ctyf minut, ale jelikoz byl pozorovany efekt
maly, byly dométeny i delsi casy (8 a 16 minut), proto se fotografie od sebe typove lisi.
S dobou expozice hustota kolonii evidentné fidne, 4 minuty vSak byly pfili§ kratkou dobou
k pozorovani vyraznéj$iho efektu, pro delsi casy se inhibi¢ni zony zvétSily a v ptipadé
obvazu 3 jsou dokonce uplné¢ bez kontaminace. Vliv antibakteridlniho obvazu 3 — Inadine
(iod) je velmi vyznamny, plochy cistych inhibi¢nich zo6n jsou vyrazné vétsi, nejen
v porovnani s druhym typem obvazu, ale i pfi porovnani s ostatnimi testovanymi

mikroorganismy.
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[mm?] 0 min 1 min 2 min 4 min
0 0 0 1906 (7 kolonii)
E. coli 313 321 302 1964 (2 kolonie)
1346 1399 1503 1902
0 (1964 tidsi zona, 0 (1964 tidsi zona, 0 (1964 tidsi zona,
0 hustota cca 30 CFU na | hustota cca 32 CFU na | hustota cca 35 CFU na
s cm’) cm?) cm’)
epidermidis 511 1912‘3735 (cca 130 kotonil, )| 1964 (cca 130 kolonif) | 1964 (cca 50 koloni)
377 1;2‘32% (cea ig(illé‘s’ll‘;r(’)‘r‘la J|| 1964 (cca 210 kolonii) | 1964 (eca 60 kolonii)
0 1765 (cca 140 kolonii) 1964 (cca 60 kolonif) 1964 (41 kolonii)
602 1964 (cca 100 kolonii) 1964 (cca 60 kolonif) 1964 (35 kolonii)
S. aureus 586 (okolo pruh fidsia | 1964 (cca 120 kolonii, 1964 (33 kolonii, 1964 (41 kolonii,
hustsi zony, kontaminace| kontaminace uvnitf kontaminace uvnitf kontaminace uvnitf
uvniti obvazu) obvazu) obvazu) obvazu)
1964 (cca 50 kolonii,
0 1964 (cca 400 kolonif) 1964 (cca 50 kolonii) plocha cca 196 mm’
kontinudIni pokryti)
E . 637 1964 (cca 500 kolonii) 1964 (cca 65 kolonii) 1964 (cca 55 kolonif)
. faecium —
481 (okolo FidSi zona, | *21 (904 TS0, | 4964 (ccq 100 olonid, | 1964 (26 kolonid,
kontaminace uvnitf uzs tota cca .25 CFU na . kontaminace uvnitf kontaminace uvnitf
obvazu) cm’, kontaminace uvnit obvazu) obvazu)
obvazu)
0 (1964 tidsi zona, 0 (1964 tidsi zona, 0 (1964 tidsi zoéna,
0 hustota cca 100 CFU na | hustota cca 100 CFU na | hustota cca 100 CFU na
cm’®) cm?) cm’)
493 (1964 tidsi zona, 594 (1964 tidsi zona, 546 (1964 tidsi zona,
E. faecalis 561 hustota cca 100 CFU na | hustota cca 100 CFU na | hustota cca 73 CFU na
cm’) cm’) cm?)
296 (1964 tidsi zona, 302 (1964 tidsi zoéna, 312 (1964 tidsi zona,
274 hustota cca 100 CFU na | hustota cca 100 CFU na | hustota cca 80 CFU na
cm?) cm’) cm?)
P. 0 0 0 0 (1964 trochu fidsi zona)
aeruginosa 260 259 305 311
25442 621 533 541 605
8 min 16 min
0 (1964 trochu Fidsi zona)| 0 (1964 Fadove fidsi
zOna)
295 1964 (cca 300 kolonii)
872 (1964 tadové tidsi
611 ,
z6na)
0 0 0 0 (uprostfefi trochu fidsi
zo6na)
C. albicas 1006 1142 907 9?'1 __
306 (kontaminace uvniti | 288 (kontaminace uvnitt | 326 (kontaminace uvnitt ’,369 (1964 rgdove ndS} .
obvazu) obvazu) obvazu) zoOna, kontaminace uvnitt
obvazu)
8 min 16 min
1964 (cca 250 kolonii) 1964 (cca 40 kolonii)
1964 (cca 30 kolonif) 1964
1964 (cca 100 kolonii
1964 (cca 250 kolonii, | hlavné po obvodu zoény,
kontamina uvnitf obvazu)| kontaminace uvnitt
obvazu)

Tab. 1 — Souhrnnd tabulka uvadgjici plochu inhibi¢ni zény (mm?) pro viechny testované mikroorganismy
s ptipadnymi diilezitymi pozndmkami. Vnitini plocha valcové expozicni komirky zdroje plazmatu a tedy i
plocha osetfované ¢asti misky je po zaokrouhleni 1964 mm?. Kolonky s ¢&isly po levé strané tabulky oznacuji

typ pouzitého obvazu: prazdnd znamena bez obvazu, 3 — Inadine (I), 4 — Ialugen (Ag).
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Je nutné¢ poznamenat, ze velikost Cisté inhibi¢ni zény vytvofené v okoli obvazu je
samoziejm¢ zavisla na jeho velikosti. Vzhledem ke sterilni manipulaci by bylo dosti
narocné piesnéji méfit jednotlivé Ctverecky, proto doslo k tomu, Ze nebyly vSechny ptesné
stejné velké. Tato skuteCnost samoziejmé ovliviiuje naméfené plochy inhibi¢nich zon.
V tabulce 1 je mozné toto zpozorovat napiiklad v ptipad¢ C. albicans, kdy jsou v druhém
fadku (obvaz 3) prvni dva kousky obvazu i okem viditelné vétsi (obr. 20) a tudiz 1 pro né
namétfené inhibicni zony, naopak ve tietim fadku (obvaz 4) je druhy Ctverecek o trosku
mensi nez ostatni a opét se to projevuje na uvedené velikosti inhibi¢ni zony. Toto méfeni je
tedy zatizeno relativné velkou chybou zptisobenou lidskym faktorem a pfesnost méieni
ploch inhibi¢nich z6n je pomérné $patnd, odhadem =+ 25 mm?. I v rdmci této chyby je vSak
pozorovatelny synergicky efekt ptisobeni plazmatu a antibakterialnich obvazi, v nékterych
ptipadech velmi vyrazny.

Dalsi zajimavou véci je kontaminace uvnitf ofek obvazu 4, kterd byla v nékolika
ptipadech pozorovana, dobie viditelna je naptiklad pro C. albicans na obrazku 20. Obvaz 3
nic podobného nevykazuje. Tato skutecnost vede k domnénce, ze zde miize existovat
souvislost s velikosti o¢ek obvazu, ktera se dosti 1iSi. Pro mechanismus tohoto efektu vSak
zatim neméame uspokojivé vysvétleni. Na obrazku 20 jsou téz vyraznéji viditelné otisky
po expozicni komirce zdroje. To je dano tim, Ze se jeji okraj mnohem vice propadal
do zivného média, které bylo jiné nez v ptipad¢ bakterii. Viskozita saburodového agaru je

jina nez u MH agaru.
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6. Zavér

vvvvvv

ohledn¢ medicinského vyuziti aplikace nizkoteplotniho atmosferického plazmatu nebo jim
aktivovanych roztokl a téZ zde jsou popsany zékladni typy zdroji plazmatu pouzivanych
pro vyzkum v této oblasti. Dale jsou rozebrany dva rtizné experimenty, které byly
provedeny a jsou uvedeny, zhodnoceny a diskutovany jejich vysledky.

Vystupem uskutecnénych experimentalnich méteni je potvrzeni existence synergického
cidniho efektu pfi spolecném plisobeni antibakterialnich obvazli (Inadine a Ialugen)
a nizkoteplotniho plazmatu na kultury sedmi vybranych mikroorganismti. Vysledky jsou
shrnuty v tabulce 1 a je mozno je vidét na obrazcich 14 az 20. Efekt byl pozorovatelny
v rizné intenzit¢, velmi dobie je vidét v piipadé¢ E. coli (obr. 14), obou streptokoku
(obr. 15 a 16), E. faecium (obr 17) a u pseudomonédy (obr. 19) i candidy (obr. 20), kdy
velikosti inhibi¢nich z6n rostou s prodluzovanim doby aplikace plazmatu a zaroven fidne,
pfipadné Upln€ mizi kontaminace uvnitt a/nebo v okoli této zony pii souasném pouZziti
impregnovanych obvazii. Pro E. faecalis (obr. 18) neni zavér Gpln€ jednoznacny, nicméné
efekt profidnuti kolonii po oSetfeni plazmatem je pozorovatelny i pfesto, ze se plynule
nesnizuje s délkou doby osetieni. Ve vSech piipadech je dobfe pozorovatelny vliv
rozdilnych aktivnich slozek v impregnovanych obvazech, obvykle jeden z nich vykazuje
evidentn¢ siln€j$i cidni efekt pro konkrétni mikroorganismus. Pouze maly rozdil vykazuji
jen kultury S. aureus (obr. 16), naopak velmi vyrazny rozdil a silny cidni efekt jednoho
z obvazil jsou znatelné pro zastupce kvasinek (obr. 20) a pro E. coli (obr. 14). Aktivace
povrchu obvazii pomoci nizkoteplotniho plazmatu bohuzel nebyla potvrzena, ptestoze
zvyse uvedené literatury byl vytvoien ptfedpoklad, ze by tento efekt mohl byt
pozorovatelny.

Vysledky prezentovanych in vitro experimentll potvrzuji U¢innost pouzitého zdroje
nizkoteplotniho atmosferického plazmatu pii dekontaminaci vybranych klinicky
vyznamnych mikroorganismi a zesileni jeho efektu pomoci aplikace antibakteridlnich
obvazli Inadine a lalugen. Této skuteCnosti by bylo mozné vyuzit pii oSetfovani

chronickych ran naptiklad u onkologickych pacienta.
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