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Uvod

Plazmova® medicina? jako samostatny obor vznikla v druhé poloviné minulého desetileti. Navazovala
na vyzkum na pomezi fyziky netermalniho plazmatu, biologie buriky, plazmové chemie, biochemie
aktivnich kyslikovych a dusikovych castic, oxidativniho stresu, molekuldrni biologie, fyziky povrch,
biologie bunécné membrany, patologické fyziologie, mikrobiologie a populacni biologie. Prestoze
historie snah o vyuziti elektrickych vybojd v terapii saha témér k samym zacatklm zkoumani vlastnos-
ti elektrickych vyboju ve zfedénych plynech (¢eska kinematografie dobové nadseni pro vyuZiti do-
mnélych i skutecnych lé¢ebnych Gcinkl elektrickych vybojli ztvarnila nezapomenutelnou scénou po-
pisujici aplikaci elektrického |écebného strojku ve filmu Postfiziny), jsme stale v situaci, kdy nezfidka
na zakladé experimentalnich vysledkli musime zamitnout pracovni hypotézu vychazejici z vysledki
popsanych v literatufe. Vysvétleni mechanism( biologickych ucink(l netermalniho plazmatu tak na
sva vysvétleni dosud jesté cekaji. Na druhé strané z ryze praktického hlediska jsou plazmové techno-
logie jiz v |ékarské praxi vyuzivany. Jako ukdzku propracovanych aplikaci netermalniho plazmatu
v lékarstvi mGZeme uvést napfriklad oSetfeni Iékarskych nastroja a pomucek v plazmatickych steriliza-
torech, povrchové Upravy implantatl nebo zastavu akutniho ¢i chronického krvaceni pomoci argono-
vé koagulacni jednotky. Zaroven se objevuji kazuistiky popisujici hojeni koznich defektl, které vzdo-
rovaly jiné terapii. Dalsi oblasti, kde jsou do plazmové mediciny vkladany velké nadéje, jsou néktera
onkologickd onemocnéni.

! Podstatné jméno plazma plvodné pochdzi z feltiny a je uZivdno ve vice védnich oborech. Do
védecké terminologie termin plazma zaved| v prvni poloviné devatendctého stoleti Jan Evangelista
Purkyné pro oznaceni biologickych tekutin, napfiklad soucasti krve, obsahu burky ¢i bunécného ja-
dra, dale byl v mineralogii pojmem plazma oznacovan rohovcovity Sedozeleny chalcedon. Do cestiny
preslo slovo plazma ve svém plvodnim stfednim rodé (stejné jako drama, téma, sperma nebo klima).
V prlibéhu dvacatého stoleti se vsak v biologii a mineralogii slovo plazma zacalo podobné jako ve
slovenstiné ¢i rustiné pouzivat v Zzenském rodé. Ve fyzice bylo plazma poprvé pouZito Irvinem Lang-
muirem v roce 1927 jako oznaceni pro kvazineutralni ionizovany plyn vykazujici kolektivni chovani.
Na tuto predstavu pojmu plazma navazala terminologie z fyziky pevnych latek a posléze i v jaderné
fyzice pro oznaceni extrémnich stavli hmoty sestavajicich z volnych kvark( a gluond. Plazma ve fyzi-
kalnim vyznamu je pouzivano ve svém plvodnim stfednim rodé, ktery si zatim ponechalo. Literarni
prameny naznacuji, Ze za touto jazykovou pestrosti mizZe stat i dislednost fyzik(i na Elektrotechnické
fakulté CVUT. P¥idavna jména viak odvozena nepravidelné, tvar plazmaticky -d, -é, ktery odpovida
stfednimu rodu, je pouzivan pro pojmy tykajici se plazmy v biologickém slova smyslu (napfiklad cyto-
plazmatickd membrana), naopak tvar plazmovy -d, -é je pozivan k popsani situaci tykajicich se
plazmatu.

2 Termin Plasma medicine zatim nema ustéaleny ¢esky preklad, tvaru medicina pfed pojmem lékaFstvi
jsem dal prednost vzhledem k jiz ustdlenému (prfesto vsak vzniklému relativné nedavno) spojeni
nuklearni medicina.



Ve vyzkumné praci rozvijejici obor plazmové mediciny jsem se zaméfil na tfi vychodiska:

1) Vyvoj a stanoveni parametrd zdroji netermalniho plazmatu za atmosférického tlaku.
2) Studium mechanismu ucink(i netermalniho plazmatu na modelové organismy.
3) Casné monitorovani terapeutického Uéinku po o3etfeni netermalnim plazmatem.

Na vyzkumu orientovaném na vyvoj novych zdroji netermdlniho plazmatu za atmosférického tlaku
jsem se podilel jiz od jeho zavadéni v prvni poloviné devadesatych let na katedfe fyziky ve skupiné
vedené prof. Stanislavem Pekdrkem. [11,12,13] Z pomérné Sirokého spektra moznych feseni jsme se
vénovali stabilizaci vybojli za atmosférického tlaku s elektrodami s malym polomérem kfivosti pomoci
proudéni pracovniho plynu. Reakéni potencial netermalniho plazmatu za atmosférického tlaku byl
studovdn zejména z hlediska generace ozénu, oxid( dusiku a také dekompozice molekul tékavych
organickych latek. Vedle variaci korénového vyboje byla pozornost vénovana dielektrickému bariéro-
vému vyboji. [17,18] Zapojeni do tymu, ktery na pracovisti vytvarel novy smér vyzkumu, bylo cennou
zkuSenosti pro pozdéjsi zavadéni experimentalniho studia biologickych ucinkl netermalniho plazma-
tu.

Studium biologickych ucink( netermalniho plazmatu se orientovalo na inaktivaci rlistu modelovych
mikroorganismd.[3,4,9,10,14,15,16,19] Mikroorganismy byly exponovany netermalnimu plazmatu
nejcastéji bud pfimo na polotuhém kultivaénim médiu, nebo ve vodni suspenzi. Paralelné probihaly
experimenty zamérené na ovlivnéni rlistovych schopnosti osiva osetfeného netermalnim plazmatem.
[20] Tento vyzkum jsme realizovali ve spolupréaci s dal§imi pracoviti, zejména Ustavem imunologie a
mikrobiologie 1. |ékarské fakulty Univerzity Karlovy, Katedrou fyziky Pedagogické fakulty Jihoceské
univerzity, Ustavem nanobiologie a strukturni biologie CVGZ AVCR, v.v.i, Ustavem fyziky a méFici
techniky Fakulty chemicko-inZenyrské Vysoké Skoly chemicko-technologické.

V oblasti ¢asného monitorovani terapeutického ucinku po oSetfeni netermdlnim plazmatem byla
pozornost vénovana prlniku singletového kysliku do polotuhého kultivacniho média. Agarové fanto-
my jsou vyuzivany jako model lidské tkané ve studiich zamérenych na prunik lé¢ebné modality do
hlubsich struktur. [15] Tato studie probihala ve spolupraci s Katedrou anorganické chemie Pfirodové-
decké fakulty Univerzity Karlovy.

Dalsi prace obecné orientované na hledani novych biomarkerd vychazeji z klinického vyzkumu pfi
sledovani pacientl s ledvinnym selhanim provadéné ve spoluprdci s Klinikou nefrologie Vseobecné
fakultni nemocnice v Praze a 1. lékarské fakulty Univerzity Karlovy. [22-25] Tato strategie, kdy jsem
svou pozornost soustfedil na vyzkum, ktery pfimo s plazmovou medicinou nesouvisi, byla zvolena
ze tfi dlivodu. V soucasné chvili se systematické hledani biomarker( pro plazmovou terapii nem(ze
rozvijet, protoZe dosud plazmova terapie neni Siroce pouzivana, presto se da ocekavat, Ze tato pro-
blematika bude v budoucnu velice naléhava. Studie pacientl se selhanim ledvin pracuji s relativné
malymi pocty osob ve studovanych skupinach, podobna situace se da ocekavat i u zavadéni plazmové
terapie, proto je tento vyzkum vhodny k osvojeni potfebnych dovednosti pti sestavovani budoucich
studii vyhodnocujicich Ucinnost oSetfeni patologickych zmén netermalnim plazmatem. Za posledni,
nicméné dulezity faktor, povaZuji udrZeni svych znalosti na aktualnim stavu poznani jak v oblasti fyzi-
ky plazmatu, tak lékarstvi. To vyZaduje udrzeni kontaktu se sou¢asnym vyzkumem orientovanym na
hledani novych biomarkeru.



1. Vyvoj a stanoveni parametru zdroji netermalniho plazmatu za
atmosférického tlaku

Pod plazmatem rozumime kvazineutrdlni soubor nabitych castic vytvarejicich plynnou ¢i tekutiné
podobnou smés volnych elektron(ll a iontd, a rovnéz velice Casto i neutralnich ¢astic (atomd, molekul)
s vysokou stfedni energii elektron(, pfipadné vsech sloZzek plazmatu (v rozmezi od zlomk( elektron-
voltl do jednotek megaelektronvolt na castici) s vyznamnym vlivem nosi¢l naboje a jimi generova-
nych elektromagnetickych poli na vlastnosti celého systému, zejména na kolektivni chovani nosicu
naboje (kdy kazdy nosi¢ naboje interaguje s velkym mnoZstvim ostatnich nosic¢l naboje) a na tvorbu
makroskopickych oblasti objemového naboje v rdmci kvazineutrality plazmatu jako celku. Pfitomnost
volnych nosi¢i naboje vede k sniZzovani intenzity elektrickych a magnetickych poli uvnitf plazmatu.
S tim kontrastuje chovani nabitych ¢astic v okrajovych oblastech plazmatu, kde hraji roli nejen vnéjsi
pole, ale i lokdIni pole vytvafena nosi¢i ndboje v samotném plazmatu.? [6]

Plazma je mozZné kategorizovat podle rGznych kritérii, z hlediska biologickych aplikaci je dilezité dé-
leni podle teploty jednotlivych sloZek plazmatu na plazma termalni, kdy je diky dynamické rovnovaze
srovnatelna teplota vsech sloZek plazmatu (elektrond, iontl i neutralnich ¢astic) a plazma netermalni,
ve kterém je vétsSina energie exponované do vyboje vyuzita na ohtev elektronové slozky. Elektronova
slozka je v tepelné rovnovaze, takZe se pravdépodobnost vyskytu elektrond urcité rychlosti podrobu-
je Maxwellovu rozdéleni. Typicka stfedni energie elektronll ve vybojich vyuZivanych pro netermalini
technologie je v rozmezi jednotek elektronvoltl. lonty a neutrdlni ¢astice v netermalnim plazmatu
jsou rovnéz v lokalni rovnovaze, pficemz vytvofenim plazmatu se zvySuje teplota téchto sloZek
plazmatu o nékolik jednotek az desitek kelvin(.

Netermalni plazma mize byt vytvareno rlznymi zptsoby, napfiklad:

- vysokofrekvencnim vybojem (¢asto v kombinaci s proudicim pracovnim plynem v podobé plazmo-
vych trysek, plazmovych per ¢i plazmovych jehel),

- mikrovinnym vybojem,

- tichym vybojem,

- korénovym vybojem,

- vnéjsimi oblasti klouzavého obloukového vyboje,

- vybojem stabilizovanym proudicim prostfedim,

3 Striktné vzato je tedy oznaéeni plazmovych technologii &i plazmové mediciny pro déje tykajici se
oSetfeni povrchll nepresné, protoze se jedna o interakci s elektrodovymi ¢i okrajovymi oblastmi vy-
bojd, nicméné dana terminologie se jiz vZila a tak do Ucinkd pfimého pusobeni netermalniho plazma-
tu zahrnujeme i pisobeni elektrodovych a okrajovych oblasti. V pfipadé nepfimého plsobeni rovnéz
nemu0zeme rozlisit mezi produkty vznikajicimi ve vlastnim plazmatu vyboje a v okrajovych a elektro-
dovych oblastech.



- vybojem stabilizovanym interakci plazmatu se zvukovou ¢&i ultrazvukovou vinou,

-dielektrickym bariérovym vybojem.

Chemické reakce probihajici v nizkoteplotnim plazmatu jsou ovlivnény jak teplotou chladnych ¢&asti

plazmatu, tak i interakci reagujicich molekul s elektronovou slozkou. Vzhledem k tomu, Ze stfedni

energie elektronl je souméfitelna s energii chemickych vazeb v molekulach, dochazi v dlisledku sra-

zek molekul s elektrony velice intenzivné k disociacnim déjam. Jelikoz elektrony s vy$simi energiemi

zajistuji excitaci a ionizaci, vznika v plazmatu pestra smés chemicky reaktivnich komponent. Disocia¢-

ni, excitacni a ionizacni procesy takto povazujeme za plazmochemické reakce, protoze vzniklé pro-

dukty ziskavaji jiné chemické vlastnosti. Ve vysledku i v prosté soustavé jako je smés kysliku a dusiku

v poméru 1:4 dochazi k fadé reakci, jejichz kinetika je popsdna nékolika sty chemickych rovnic. Pro

ilustraci si ukdzeme typické reakce [2]:
Excitace:
Not+e — Na(A) + e
Oxte— Oz(b) +e
Disociace molekul:
N + e— N(*S) + N(*S) + e
0;+e— OCP)+O('D) +e
O3+e—0,+0+e

lonizace:
+
N, +e— N, +ete
O+etM—0; +M, M=0 N,
0+e—>0+0

0" +0,50; +0
Rekombinace:
O +02a)—0O3te
0, +0—03+te
Tvorba stabilnich reakénich produkta:
O +N— NO2 +e

O +N—NO +e
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N+ 0,— NO + O (14)

0+02+M—03+M,M=02 N2 (15)

Degradace reakcnich produkt(:
e+tNO; - NO + O (16)
e+03— O+ 02 17

Vzhledem k tomu, Ze vyboje emituji fotony ve viditelné a ultrafialové ¢asti spektra, je tfeba plazmo-
chemické reakce doplnit i o reakce fotochemické, jako ptiklad si uvedme vznik reaktivnich forem
kysliku v suchém vzduchu[7, 8, 21]

02 + hv (c/v < 243 nm) — O(*D) + O(°P) (18)
O(!D) +M — O(CP) + M (19)

OCP) + 02 +M — O3 +M (20)

O3 + hv (¢/v < 310 nm) — O(*D) + O, (21)

Pfi exponovani biologického materialu jsou v reakéni smési obvykle prfitomny molekuly vody, takze i u
zjednodusenych modell biologickych aplikaci je tfeba zohlednit v reakéni smési koncentraci vodnich
par. Tim mnoZstvi reakci, které je tfeba zohlednit, rychle narlsta i v pfipadé dobre definovanych
podminek experimentu. Z hlediska prakticky wvyuZitelnych aplikaci je mnohdy tfeba pocitat
s otevienymi systémy, kde je nutné pocitat s difuzi a konvekénim prenosem reakénich produktl do
okoli. Dalsi komplikaci mohou byt pomalé zmény teploty a sloZeni pracovniho plynu zplsobené ne-
rovhomérnym odparem vody béhem osetfovani povrchd.

Experimenty, které jsme realizovali v devadesatych letech a pocatkem tohoto stoleti byly cilené na
tvorbu ozénu a dekompozici tékavych uhlovodiki. Z tohoto hlediska se pracovalo s vyboji v reZimech,
které stabilizovaly parametry plazmatu, napfiklad nastavenim parametrd proudéni a vnéjsiho obvodu
tak, aby voltampérové charakteristiky vyboje vykazovaly kladny diferencidlni odpor. Optimalizace
byla vedena smérem zvyseni energetické ucinnosti tvorby ozdnu, pripadné dekompozice tékavych
organickych sloucenin.

Z hlediska studia biologickych Gc¢ink( plazmatu, pripadné plazmové terapie, se vSak pohled jak na
konstrukci, tak na vhodny pracovni bod méni. Konstrukce aparatury musi umoznovat aplikaci plazma-
tu na cilovy povrch. Uzaviena konstrukce je tak pouzitelna pouze v pripadé, kdy je cely oSetfovany
objekt mozné umistit do reaktoru (prikladem muze byt oSetfeni malych porci osiva nebo potravin
(vejce, ovoce, zelenina). Své misto tak nachazeji oteviena konstrukéni feseni. DalSim trendem je mi-
niaturizace plazmovych aplikator(, které umoznuji naptiklad i oSetfeni dutin. Teplota iont( a neutral-
nich ¢astic ve vybojich vhodnych pro biologické aplikace by méla byt zvySena pouze o jednotky kelvi-
na, jinak hrozi nebezpedi nespecifického poskozeni v disledku denaturace bilkovin.

Vedle pfimého plsobeni plazmatu, kdy je oSetfovany objekt bud’ pfimo soucasti elektrického obvodu
(pfipadné je alespon umistén do oblasti s velikosti proudové hustoty radové srovnatelné se stredni
hodnotou proudové hustoty vyboje), je mozné biologické objekty oSetfovat i nepfimou aplikaci
plazmatu, kdy je oSetfovani provadéno produkty vzniklymi v plazmatu.



Ukazuje se, Ze odezva organismU zavisi nejen na synergii mechanismi pUsobicich v plazmatu (tok
nabitych i neutralnich ¢astic, ucinky aktivnich kyslikovych a dusikovych radikal(, lokdIni zmény pH,
pratok proudu, plsobeni lokalnich poli a nabijeni povrchi, akumulace ozénu a/nebo oxidd dusiku,
infradervené, viditelné a ultrafialové zareni), ale i na poradi, v jakém byly tyto faktory aplikovany.
Z tohoto hlediska jsou zajimava i konstrukéni a elektricka reseni vybojovych systémd, ktera jsou ne-
stabilni diky zapornému diferencidlnimu odporu vybojového plazmatu. Dalsi prostor pro vyvoj umoz-
nuji systémy aktivniho fizeni napdjeni vybojl za atmosférického tlaku.



Ve

2. Studium mechanismii Gc¢inki netermalniho plazmatu na mode-
lové organismy

Nastin soucasného stavu teorii vysvétlujicich mechanismy plsobeni netermalniho plazmatu na biolo-
gické objekty vyda na samostatnou monografii a stile se nahled na dil¢i mechanismy zpresnuje.
V tomto komentafi se proto zaméfim pouze na problematiku, které v literatufe neni vénovana po-
tfebna pozornost, nicméné ji bude nutné fesit, a to sice standardizaci postupl testovani ucinkd
plazmatu na modelové organismy.

PouZiti definovanych mikroorganismd* jako modelovych organismd pfi studiu G¢ink( oSetfeni
plazmatem je metodou prvni volby s ohledem na poftizovaci a provozni ndklady vyzkumu, relativné
nizké naroky na kvalifikaci obsluhujiciho personalu, kratké rlstové doby a variabilitu experimentd. |
pres zdanlivou jednoduchost prace s mikroorganismy je vhodné mit propracované metodiky jednotli-
vych pracovnich postupl, aby se zamezilo ¢asovym ztratam, pfipadné znehodnoceni vysledkt zpUso-
benych nedostatecéné zohlednénymi zdroji chyb zanasenych do vysledkd experimentd.

V soucasné dobé nejsou k dispozici standardizované metody, které by umozZnily napfiklad referenéni
kvantitativni stanoveni inhibice rdstu mikroorganismd uc¢inkem urcitého typu vyboje.

S ohledem na tuto skutec¢nost jsme pfi experimentech s konkrétnim typem vyboje testovali ucinnost
inhibice rdstu definovanych mikroorganism( pomoci modifikace diskové difuzni metody, bézné pou-
Zivané k testovani ucinnosti antibiotik. Tato metoda je standardizovana napfiklad metodickym navo-
dem EUCAST Disk Diffusion Method for Antimicrobial Susceptibility Testing. Aktudlné platna je verze
3.0 z dubna 2013. [1]

Na prikladu této metody si ukdZzeme néktera specifika spojena s testovanimi inhibice rlstu mikroor-
ganisml po pUsobeni netermalniho plazmatu na definované organismy. Volba experimentalniho
usporadani, parametr(i vyboje i poradi aplikace vyboje umoziuje tuto metodu vyuZzit pfimo pro vy-
hodnoceni Gcinku dil¢ich faktord inhibi¢niho plsobeni.

Testovdni antimikrobidlni citlivosti diskovou difuzni metodou EUCAST [1]
1 Uvod

Diskova difuzni metoda je jednim z nejstarsich pFistupii k testovdani antimi-
krobidlni citlivosti a zistdvd jednim z nejvice pouZivanych antimikrobidlnich
testi citlivosti v rutinnich klinickych laboratofich. Je vhodnd pro testovdni
vétsiny bakteridlnich patogent, vcetné nejobvyklejsich narocnych bakterii,

4V nasich experimentech jsme prevainé pouzivali mikroorganismy ziskané z Ceské sbirky mikroorga-
nism0. V pripadé zapocaté spoluprace zamérené na oSetfeni osiva nebo fizeni kvality potravin je na
misté pouzivat izolované kmeny, které typicky kontaminuji cilovy objekt.



je univerzdlni v rozmezi antimikrobidlnich latek, které mohou byt testovd-
ny, a nevyZaduje Zadné specidlni vybaveni.

Spolecné s nékolika dalsimi diskovymi difiznimi technikami je EUCAST
standardizovand metoda zaloZend na zdsaddch stanovenych ve zprdavé Me-
zindrodni spolecné studie pro testovdni antimikrobidlni citlivosti z roku
1972 a ze zkusenosti expertnich skupin po celém svété.

PrestoZe se v publikacich objevuji prace, které vyuZivaji pro testovani citlivosti mikroorganismu na
ucinky netermalniho plazmatu podobnou metodu, dosud nebyla zorganizovana multicentricka studie,
ktera by poskytla data pro standardizaci.

Hraniéni priméry inhibi¢nich zén v metodé EUCAST jsou kalibrovany podle
harmonizovanych evropskych hranicnich hodnot, které zverejiiuje EUCAST a
jsou volné k dispozici na  webovych strankdch  EUCAST
( http://www.eucast.org ).

Pramér inhibi¢ni zony je dan nejen difuzi reakénich produktl do okoli, ale je ovlivnén i rozloZzenim
elektrického pole vyboje a smérem undseni reaktivnich ¢astic iontovym vétrem.

Stejné jako u ostatnich metod musi byt niZe popsand metoda provddé-
na bez upravy, aby bylo dosaZeno spolehlivych vysledkii.

Ze své podstaty musime do metody zasahnout, protoZze modifikaci diskové metody testujeme jiné
faktory inhibujici rdst bakterii, nez jsou antibiotika difundujici v polotuhém médiu, nicméné nemame
k dispozici jinou metodu, ktera by nam slouzila jako referenéni.

2 Priprava média

2.1 Pripravte MH agar podle navodu vyrobce, s aditivy u naroénych orga-
nismii, jak je uvedeno v tabulce 1.° Pfiprava a pfiddni doplrikii jsou detailné
popsdny na strdnce http://www.eucast.org.

2.2 Médium by mélo mit vysi 4 mm 0.5 mm ( cca 25 ml pro 90 mm kruhové
misky, 31 ml pro 100 mm kruhové misky, 71 ml pro 150 mm kruhové misky,
40 ml na 100 mm ctvercové misky).

Vyska média mize byt problematickd u delSich expozic. Diky iontovému vétru je povrch polotuhého
média deformovan a agar mlzZe byt i zcela odtlacen z nejvice exponované oblasti.

> Tabulky, na které se odkazuje ndvod, nejsou podstatné pro pochopeni metody a v textu je necituji.



2.3 Povrch agaru musi byt pied pouZitim suchy. Pokud plotny vyZaduji su-
Seni, pak se doba potifebna k suseni povrchu agaru odviji od podminek
skladovadni a suseni. NepouZivejte pfesusené plotny.

Vysychani ploten ovliviiuje nejen rlstové vlastnosti inokulovanych bakterii, ale vzhledem ke zméné
povrchu polotuhého média v dlsledku plsobeni iontového vétru zména viskozity agarového gelu
zpUsobuje jiné chovani oSetfované plotny v zavislosti na trvani expozice. V pfipadech, kdy jsou jiz
nalité plotny dodavany v ramci sluzby tfeti stranou, je vhodné tento aspekt zohlednit.

2.4 Ukladejte plotny pfipravené v ramci instituce pri 8-10 °C. Jsou-li plotny
skladovdny déle nez 7 dni, mohou byt poZadovdny postupy alternativniho
uloZeni, jako je napfiklad ukladdni ploten pri 4-8 ° C, v hermeticky uzavre-
nych plastovych sdccich.

2.5 Pro plotny pripravené v ramci instituce, suseni ploten, podminky a doba
skladovani by mély byt stanoveny jako soucdst programu zabezpecovdani
kvality laboratore.

2.6 Komercné pripravené desky by mély byt uloZzeny v souladu s doporuce-
nim vyrobce a pouZivané do vyznaceného data exspirace.

Doporuceni vyrobce se vztahuje k o¢ekavanému vyuziti agarovych ploten. Vyse zminéné problémy
s vysychdnim a naslednou zménou viskozity gelu je tfeba mit v patrnosti i u komeréné dodavanych
ploten.

3 Pfiprava inokula

3.1 Pouzijte metodu primého suspendovdni kolonii k vytvoreni suspenze
daného organismu ve fyziologickém roztoku o hustoté zdkalu 0,5 podle
McFarlandovy stupnice ( tabulka 2), kterd pro Escherichia coli pfiblizné od-
povida hustoté 1-2x10% cFus / ml. Metoda pfimého suspendovdni kolonii je
vhodnd pro vsechny organismy, véetné ndroénych organismi, jako je
Haemophilus spp., Moraxella catarrhalis, Streptococcus pneumoniae, 8-
hemolytické streptokoky a dalsi.

PFi testovani inaktivacnich ucink( vybojl vyuzivame i pfedem pripravené suspenze bakterii. Je vidy
nutné kontrolni stanoveni hustoty inokula a je neptipustné v ramci jedné experimentalni kampané
pouzivat suspenze pripravené rliznymi metodami.

® CFU oznatuje Colony Forming Unit, kolonie tvofici jednotku. Jedna se o jednotlivy mikroorganismus
¢i shluk mikroorganism, ze kterého po inokulaci na polotuhé médium muze pfi kultivaci vzniknout
izolovana kolonie.



3.1.1Kultivujte organismus pres noc na neselektivnim médiu. PouZijte néko-
lik morfologicky podobnych kolonii (je-li to moZné), aby se zabrdnilo vybéru
atypické varianty, a vytvorte suspenzi kolonii ve fyziologickém roztoku po-
moci sterilni smycky nebo vatového tamponu.

JelikoZ k testovani jsou pouzivany definované organismy ze sbirky mikroorganism, je naopak tfeba
kontrolovat, zdali nedoslo ke kontaminaci zasobni kultury nezadoucim organismem. P¥i vyskytu mor-
fologicky riznych kolonii je nutné vyslovit podezieni z kontaminace a ndsledné vytvofit novou zasob-
ni kulturu.

3.2 Natitrujte suspenzi inokula na hustotu 0,5 McFarlandovy stupnice. Hus-
tsi inokulum bude mit za ndsledek zmenseni inhibicnich zon a zfedéné ino-
kulum bude mit opacny ucinek.

Na rozdil od standardizovanych davek antibiotik se inhibice ristu zplsobena vystavenim netermal-
nimu plazmatu méni v Sirokém rozmezi. Vhodné zvolena koncentrace inokula v nékterych pfipadech
umozni sledovat zdvislost inhibi¢niho efektu na parametrech expozice.

3.2.1 Doporucuje se, aby k nastaveni hustoty suspenze bylo pouZito foto-
metrické zafizeni. Fotometricky densitometr musi byt kalibrovdn proti
standardu o hustoté 0,5 McFarlandovy stupnice podle pokynii vyrobce.

Pouziti densitometru je zvlasté vhodné pfi titrovani hustot odliSnych od standard( McFarlanovy
stupnice.

3.2.2 Alternativou miiZe byt vizudlni srovndni hustoty suspenze se zdkalo-
vym standardem 0,5 McFarlandovy stupnice.

Energicky protrepejte zdakalovy standard pfed pouZitim na vortexu (nékteré
obchodni normy jsou na gelové bdzi a nemély by se michat, takZe postupuj-
te podle pokynii dodavatele).

Pro snazsi srovndni porovndvejte testovanou suspenzi a standard proti bi-
lému pozadi s cernymi ¢arami.

V pripadé, kdy je pouZito pouze vizualni porovnani se standardem, je na misté provadét kontrolni
stanoveni koncentrace inokula kultivaci fady fedéni suspenze tak, aby bylo mozné stanovit koncen-
traci spocitanim jednotlivych kolonii a vynasobenim Cinitelem fedéni.

3.2.3 Streptococcus pneumoniae by mél byt prednostné do suspenze s hus-
totou 0,5 McFarlandovy stupnice prendsen z krevniho agaru. KdyZ je Strep-
tococcus pneumoniae prendsen z cokolddového agaru, musibyt inokulum
ekvivalentni standardu McFarland 1,0.




3.2.4 Nastavte hustotu suspenze organismi na 0,5 McFarlandovy stupnice
pFiddnim fyziologického roztoku nebo pfiddnim organismii.

3.3 Suspenze by méla byt pouZita v optimdlnim pfipadé béhem 15 minut, a
to vZdy do 60 minut po pripravé.

4 Ockovdni agarové plotny

4.1 V optimdlnim pfipadé vyuZijte titrovanou suspenzi inokula do 15 minut
po pripravé. Suspenze musi byt poZita vidy do 60 minut po pfipravé.

4.2 Namocte sterilni vatovy tampon do suspenze pro odstranéni prebytecné
tekutiny otdcenim tamponu proti vnitiku nddoby.

Je dilezité odstranit prebyteénou tekutinu z tampdénu, aby se zabrdnilo
nadmérné inokulaci ploten, a to zejména u Gram-negativnich organismii.

4.3 Rozprostrete inokulum rovnomérné po celém povrchu plotny stérem ve
tfech smérech, nebo pomoci automatického rotdtoru ploten.

4.4 Pouzijte plotny béhem 15 minut.

Pokud jsou naockované desticky ponechdny pri pokojové teploté po delsi
dobu, neZ jsou aplikovdny na disky, miiZe organismus zacit riist, coZ vede k
chybnému sniZeni velikosti zén inhibice. Disky by proto mél byt aplikovdny
na povrch agaru do 15 minut po naockovani.

JelikoZ vyboje neni mozné aplikovat soubézné pfi riznych parametrech, znamenalo by toto doporu-
¢eni si pred kazdym experimentem pfipravit novou suspenzi. To vede k ¢asovym ztratam, nebot pred
zahajenim expozice nesmi po povrchu plotny suspenze volné stékat (nebylo by mozné odlisit inakti-
vaci od mechanického odtlaceni iontovym vétrem; navic by s plotnami muselo byt manipulovdno
ve vodorovné poloze). Proto je u ploten pouZivanych déle nez ¢tvrt hodiny po pfipraveé (i pti uloZeni
v chladnicce) vhodné provést ovéreni necitlivosti metody na pouZzité prodlevé pred expozici, ktera je
pouzita jako kontrolni standard.

5 Pouziti antimikrobidlnich diska

Namisto diskl napusténych antibiotikem jsou plotny s inokulem osetfeny netermalnim plazmatem.
Povrch gelu je mozZné vyuZzit jako rovinnou elektrodu (pfimého plsobeni plazmatu) je vsak tfeba vést
v patrnosti, Ze v dlisledku iontového vétru se gel béhem expozice deformuje.

5.1PoZadavky na disky v tabulkdch na http://www.eucast.org.

Z hlediska porovnani vysledkd z rliznych pracovist by bylo vhodné zavést etalon plsobeni netermal-
niho plazmatu v podobé relativné levného a jednoduchého vybojového systému.



5.2 Umistéte disky pevné na povrch naockované a suché agarové plotny.
Kontakt s agarem musi byt tésny a rovnomérny. Disky se nesmi pohybovat
po aplikaci na povrchu plotny, protoZe difuze antimikrobidlnich Iatek z dis-
ki je velmi rychla.

5.3 Pocet diskii na talifi by mél byt omezen, aby se zabrdnilo pFekryvdni zén
a rusSeni mezi agenty. Je dileZité, aby priiméry zén slo spolehlivé mérit.
Maximalni poéet disku zdvisi na typu organismu a vybéru diski. Normadlné
je poZivdano maximdlné 6, pfipadné 12 diski na 90 a 150 mm kruhové plot-
ny.”

PFi oSetreni plotny plazmatem musi byt na kazdé jednotlivé méreni pozita nova plotna. Neni pfipust-
né exponovat jednu plotnu na vice mistech pfi rliznych parametrech vyboje. Je experimentalné ové-
feno, Ze se nasledné experimenty provadéné na jedné plotné vzajemné ovliviuji. Toto ovlivnéni neni
komutativni, i pfi stejné expozici na vice mistech plotny dostaneme rozdilné vysledky.

6 Inkubace ploten

6.1 Obratte plotny a inkubujte je do 15 minut po aplikaci diskd. Jsou-li plot-
ny ponechdny pFi pokojové teploté poté, co byly pouZity disky, miiZze mit di-
fuze pfed zahdjenim ristu za ndsledek falesné zvétseni inhibiéni zény.

Respektovani tohoto doporuceni minimalizuje rizika spojend s nechténym opakovanim expozice,
pfipadné s nezadoucim vystavenim plsobeni ozénu pfi ponechani plotny v blizkosti vyboje.

6.2 Ukladani ploten na sebe v inkubdtoru ovliviiuje vysledky diky nerovno-
mérnému ohrevu plotny. Uinnost inkubdtord se lisi, a proto je nutnd kon-
trola inkubace, véetné stanoveni pfipustného mnozstvi desek ukladanych
na sebe, v ramci programu zajisténi kvality laboratore. 8

7 Vysetreni ploten po inkubaci

7.1 Sprdvné inokulum a jeho uspokojivé rozprostreni po plotné by mélo vést
k riistu splyvajici biomasy.

Toto doporuceni narazi na omezeni malé rozliSovaci schopnosti pro nékteré zmény parametr( vybo-
ja.

7.2 Riist by mél byt na plotné rozloZeny rovnomérné k dosaZeni rovnomérné
kruhové (nikoli zubaté) inhibicni zony.

7 Bod 5.4 se tyka kontroly kvality disk(i a neni zde uveden.

8 Body 6.3 6.4 upFeshiuji podminky inkubace pro jednotlivé druhy mikroorganism



Tvar inhibi¢ni zény kromé rovnomérné inokulace povrchu plotny ovliviuji i vlastnosti vyboje, inhibi¢ni
z6ny tak mohou mit i pomérné bizarni tvary.

7.3 Pokud Ize jednotlivé kolonie vidét, inokulum je prilis ridké a test se musi
opakovat.

Gradient Ucinkd plazmatu smérem k okraji inhibi¢ni zény muzZe klesat tak pomalu, Ze i pro pfipad
hustého inokula jsou pozorovany jednotlivé kolonie.

7.4 Ujistéte se, Ze inhibicni zony jsou v mezich kontroly kvality.

PrestoZe neni k dispozici vseobecné uznavany etalon, mGzZeme si zavést sledovani kvality s vybranym
zdrojem netermadlniho plazmatu v rdmci laboratore.

V bodech 8 a 9 se metodicky navod zabyva pokyny pro ¢teni inhibicnich zén, které jsou v experimen-
tdlnim vyzkumu omezené vyuzitelné. Predpokladaji odecitani velikosti zdn pouhym okem, zatimco

v nasem vyzkumu je vhodné poftizovat fotodokumentaci. Dale se zabyvaji interpretaci vysledkd, ktera
neni v nasi modifikaci pouZitelna a metodami kontroly kvality, které testuji cely fetézec pomoci zna-
mych citlivych kmen(.

PFi oSetfeni vodni suspenze je vystupem pocet preZivsich mikroorganismu.

V pripadé zkoumani vlivi parametr( vyboje na oSetfeni osiva pouzivame standardizované testy klici-
vosti a polni testy.



3. Casné monitorovani terapeutického ui¢cinku po osetieni neter-
malnim plazmatem

Otdazku ¢asného monitorovani terapeutického ucinku Ize formulovat jako potfebu nalezeni vhodnych
biomarker( plazmové terapie. Experimenty na mikroorganismech naznacuji, Ze vysledek oSetfeni lze
vyrazné ovlivnit nejen samotnymi pracovnimi parametry, ale i pofadim v jakém byly parametry mé-
nény. Z tohoto hlediska se mnoZstvi parametrd, kterym lze ovlivnit terapii znacné rozsifuje a pouhé
sledovani klinického stavu pacientll po empiricky zvoleném protokolu terapie, které muize trvat i né-
kolik tydn(, je samoziejmé problematické nejen z hlediska praktického (jaké parametry vyboje vybi-
rat v jednotlivych skupinach pacientt), ale i etického (sledujeme pouze vysledek terapie, nemonitoru-
jeme prlbéh a nepfizplsobujeme jej aktudlnimu klinickému stavu).

Biomarker v uzsSim slova smyslu oznacuje méfitelnou vlastnost odrazejici pritomnost, pripadné za-
vaznost chorobného stavu. V sirSim slova smyslu jde o méfitelnou veli¢inu, kterd mdze byt pouZita
jako indikator stavu organismu, vyvoje onemocnéni a prabéhu IéCby. Biomarker mize mit charakter
fyzikalni, chemicky nebo biologicky. Pfikladem fyzikdlniho markeru je naptiklad teplota tkané nebo
jeji zabarveni, chemické markery mohou byt enzymy, metabolické produkty, hormony, hladiny iontd,
aktivni radikaly, biologické markery jsou napfiklad specifické burky, geny, genové produkty, protilat-
ky, signdlni molekuly nebo receptory. Obecné jsou na biomarkery kladeny pozadavky snadné dostup-
nosti (v idedlnim ptipadé bezkontaktni diagnostika, neinvazivni odbér ze slin, potu, moci, pfipadné
tkanového exsudatu, minimalné invazivni odbér u periferni krve) a rychlosti zpracovani vysledk( (ide-
alné béhem nékolika minut). S ohledem na diagnostiku je Zadouci, aby senzitivita testu (pomér klad-
né odpovédi testu ke skutecné kladnému stavu) i specifita (pomér negativni odpovédi testu ke sku-
tecné negativnimu stavu) pfesahovaly 90%.

Biomarkery jsou déleny do tii typQ: [5]
typ 0 — pfirozené markery historie onemocnéni,
typ 1 — markery odrdzejici biologicky efekt terapeutické intervence,

typ 2 — nahradni biomarkery, parametry korelujici s klinickym stavem lécby ¢i prilbéhem onemocné-
ni, avSak s nimi nemusi byt v potvrzené pficinné vazbé.

Pro sledovani plazmové terapie je vyzvou hledani biomarker( typu 1 a 2. U biomarkerl 1 typu je jiz
pozornost vénovana v prvni fadé priniku reaktivnich forem dusiku a kysliku a oxidl dusiku do tkani
z Cisté fyzikalniho pohledu na oSetfovanou soustavu. Z fyziologického hlediska bude zajimavé lokalni
ovlivnéni mikrofldry a bunék tkani a zaroven hladiny ukazatel( zanétu.



Zaver

Plazmova medicina je rychle se rozvijejici soucasti soucasné fyziky plazmatu a povazuji za pfirozené
rozvijet tento smér vramci doktorského studijniho programu v oboru Fyzika plazmatu.
Z dlouhodobého pohledu je pravdépodobné, Zze plazmové technologie budou vice pronikat do Iékafr-
ské praxe a vychova odbornik( v plazmové mediciné je potfebna i z hlediska péstovani oboru Biome-
dicinské inZenyrstvi a informatika.

VsSechna tfi zvolend vychodiska jsou v soucasné dobé v bouflivém vyvoiji.

V oblasti zdroji netermalniho plazmatu za atmosférického tlaku se da predpokladat cileny vyvoj te-
rapeutickych aplikatord, zejména pro potieby endoskopického pristupu.

V oblasti pochopeni mechanism( ucinku plazmatu na Zivé organismy vidim jako jeden z prvoradych
Ukold standardizaci metod vyhodnoceni Gc¢inkl plazmatu pro potfeby rozsahlejsich multicentrickych
studi.

Soucasny rozvoj molekuldrni biologie, konkrétné genomiky, transkriptomiky, proteomiky a metabo-

lomiky rozsifuje spektrum kandidatskych biomarker( typu 1 o diagnostiku na bunécné urovni. Zaro-
ven tyto metody umoZznuji studovat elementarni déje interakce bunek s plazmatem na modelovych

organismech ¢i tkanovych kulturach.
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