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Anotace

Sterilizacni proces je velice dilezitou biomedicinckou aplikaci, ktera hleda stale nové
moznosti provedeni. Je to zpisobeno pozadavkem na sterilizaci riznorodych materialt,
mezi které v posledni dobé¢ patii teplotné a tlakové senzitivni materidly a predméty
nachylné na rizné chemické latky.

Tato prace se zabyva jednou z metod, kterd témto omezenim vyhovuje, tzv. plasmovou
sterilizaci za atmosférického tlaku. Byly tak zkoumany biocidni u€inky na bakterialni
buiiky s pouzitim riiznych druht plasmovych vyboja.

Pomoci optické emisni spektroskopie byla dale provedena spektralni analyza

plasmového vyboje a na jejim zaklad€ byla provedena jeho charakteristika.
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Abstract

Sterilization process is one of very important biomedical application. It is still looked
for a new one, because of sterilization of various materials like heat, pressure and
chemical sensitive objects.

This study deals with one method, which is convenient, with plasma sterilization
exactly. Biocidal effect to bacterial cells by using miscellaneous types of plasma
discharges was researched.

Spectrum analysis of plasma discharge and subsequent determination of its

characteristic was accomplished by optical emission spectroscopy.
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KAPITOLA 1

UvVOD



1.1 Uvod

Plasma jako pracovni medium je v poslednich nékolika letech velice oblibenym a také
uzitecnym prostfedkem v mnoha fyzikalnich ¢i chemickych laboratofich. Pro pouziti
v biofyzikalni a biomedicincké praxi v§ak bylo nutno docilit toho, aby plasmovy vyboj

mohl byt vybuzen a hlavné udrzen i za atmosférického tlaku.

Jakmile bylo tohoto docileno, objevilo se mnoho experimentalnich tymt snazicich se o
nejruznéjsi vyuziti takovéhoto plasmového vyboje.
Koncem 20. stoleti se tak objevuji prvni zminky o vyuziti plasmatu jako steriliza¢niho

média a toto vyuziti je béhem dalsich let vice zkouméano a popisovano.

V soucasné dobé¢ je pro samotnou sterilizaci pouzivano mnoho postupti a alternativ,
které vyuzivaji rtzné fyzikdlni ¢i chemické vlivy. Pravé kvili témto pouzitym
chemickym latkdm a fyzikdlnim vlivim jsou vSak nékteré pouzivané metody
predurceny pouze pro specifické pouziti. Omezujicim faktorem tak mutze byt toxicita
pouzivaného sterilizacniho média, vysoka sterilizacni teplota degradujici teplotné
senzitivni materidly ¢i nebezpeCnost ionizacniho zafeni uzitého pfi sterilizacnim

procesu.

Naproti tomu, pfi pouziti plasmatu jako sterilizacniho prostiedku se lze témto
negativnim a nezadoucim vlivim vyvarovat. Vyhodami této nové sterilizacni metody
tak jsou relativné nizka aplikacni teplota, kratkd sterilizacni doba stejné jako snadna
manipulovatelnost se samotnym zafizenim a také vyfazeni pfitomnosti toxickych latek,

které se u jinych sterilizacnich procesi objevuji.



KAPITOLA 2

TEORETICKA CAST



2.1 Plasma jako fyzikalni pojem

2.1.1 Charakteristika a vlastnosti plasmatu

Béhem devatenactého stoleti pouzil Cesky fyziolog Jan Evangelista Purkyné slovo
feckého plvodu plasma (v ptekladu tvarovany, modelovany), aby popsal Cistou
tekutinu ziskanou odebranim veskerych korpuskularnich slozek krve [01].

Ptiblizné o pal stoleti pozdé&ji, v roce 1922, byl tento termin pouzit americkym védcem
Irvingem Langmuirem pro popis media, jehoz zkoumani bylo teprve v pocatcich a
timto se zabyvalo pouze nékolik malo védeckych pracovist. V této dobé se tak zacina

rozvijet nové fyzikalni odvétvi zvané fyzika plasmatu.

Plasma byva popisovano jako ctvrté skupenstvi hmoty, nasledujici ostatni pevné,
kapalné a plynné, a to se vzristajici energii.

V soucasnosti se pro definici plasmatu pouziva nasledujici definice : ,,Plasma je
kvazineutralni plyn skladajici se z nabitych a neutralnich castic ¢i volnych radikald a

vykazujici kolektivni chovani* [02].

Kolektivnim chovanim rozumime pohyby castic plasmatu, které jsou zcela odlisné od
pohybu ¢astic neutralniho plynu. Molekuly neutralniho plynu jsou elektricky neutralni,
nepisobi na né¢ zadna elektromagneticka sila a ptisobeni gravitacni sily je zanedbatelné.
Takovéto molekuly se pohybuji bezesrazkove, dokud se nesrazi s jinou molekulou, a
tyto vlastni srazky dale rozhoduji o pohybu Castic tohoto neutrdlniho plynu. Pusobeni

vngjsi sily je tak vlastnim molekulam zprostfedkovano pravé pomoci téchto srazek.
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V plasmatu, kde jsou vSak pfitomny nabité Castice, je zcela odlisna situace. Pfi svém
pohybu mohou tyto nabité Castice vytvaret lokalni koncentrace pozitivniho nebo
negativniho naboje vedouci ke vzniku elektrickych poli. Tato pole tak jiz ovliviuji
pohyb a chovani dalSich nabitych ¢astic ve vzdalenéjSich mistech. Kolektivni chovani
jsou tedy pohyby Castic plasmatu, které nezavisi pouze na lokalnich podminkach, ale
také na jeho vzdalenych oblastech.

Pro kvazineutrdlni plasma plati, ze ma v dostatecné¢ velkém objemu ¢i Casovém
intervalu pfiblizn¢ stejny pocet kladné i zaporné nabitych castic.Pii popisu vlastni

kvazineutrality je vhodné zavést pojmy Debeyeovo stinéni a Debeyeova délka Ap.

Debeyeova délka Ap je mirou stinici vzdalenosti neboli tloustkou st€nové vrstvy.

Pro popis Debeyeovy délka Ap je pouzivan nasledujici vztah [03]

12
&kT
Ap = -
n,e

kde & je permitivita vakua, £ Boltzmanova konstanta, T je teplota, n, hustota elektrond

a e je velikost naboje elektronu.

Se vrastajici hustotou nabitych c¢éstic se tak Ap zmenSuje, nebot’ v kazdé vrstvé
plasmatu je vice elektronti. Debeyeova délka Ap také vzristd s rostoucim k7. Bez

tepelného pohybu by se ndbojovy oblak zhroutil v nekone¢né tenkou vrstvu.
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Pro definici kvazineutrality tak plati, Ze je-1i rozmér systému L daleko vétsi nez Ap, pak
jakakoliv lokalni koncentrace nédboje nebo zavedeni vnéjSiho potencialu, jsou odstinény
ve vzdalenosti kratké v porovnani s L a ponechéavaji tak pievaznou ¢ast plasmatu bez
velkych elektrickych potencialti nebo poli. Plasma je tak kvazineutralni (dostate¢né
neutralni), aby bylo mozno polozit n; = n. = n, kde n. je hustota elektronii a n je
spole¢na hustota nazvanad hustota plasmatu, ale ne natolik neutralni, aby se vSechny
zajimavé elektromagnetické sily ztratily.

Dalsi podminka pro definici plasmatu se tyka vlastnich srazek ¢astic plasmatu. Ma-li se
plyn chovat spiSe jako plasma neZ jako neutrdlni plyn, musi platit nasledujici vztah
ot > 1, kde o je frekvence typickych oscilaci plasmatu a t stfedni doba mezi srazkami
s neutralnimi atomy. Pokud se tedy nabité Castice slabé ionizovaného plynu srazeji
s neutralnimi atomy pfili§ ¢asto, je jejich pohyb fizen pfedevSim hydrodynamickymi
silami nikoliv elektromagnetickymi a nemiize byt tedy tento ionizovany plyn nazyvan

plasmatem.

12



2.1.2 Primyslové a biomedicincké vyuziti plasmatu

V dnesni dobé je plasma vyuZzivano v mnoha rtiznorodych a prumyslovych odvétvich a

dalsi vyuziti jsou zkoumana v mnoha plasmochemickych laboratotich.

Néktera vyuziti plasmatu vyzaduji specialni podminky, jako je naptiklad potieba
nizkého okolniho tlaku. Pro vyzkumné tymy jsou vSak velice zajimavé aplikace
plasmatu za atmosférického tlaku. Neni zde totiz potieba zatizeni pro ziskani nizkého
tlaku, které se vyznacuje svoji financni narocnosti. Tato skutecnost tak umoznila
plasmovému vyboji zapojit se do mnoha jinych aplikaci, které do té doby nemohly byt

zkoumany.

Primyslové vyuziti plasmatu

Plasma je pro pramyslové aplikace velice ¢astym a oblibenym prostfedkem. Vyuziva se
zde napitiklad pii vyrob¢ integrovanych obvodd, pro nanaSeni tenkych vrstev nebo pro
povrchovou modifikaci polymert [04]. Dalsi aplikace se tykaji plasmového
povrchového ¢isténi ¢i syntézy nanostruktur [05]. Plasma muze byt také vyuzito pro
rozklad odpadnich latek a plynt (napt. rozklad plynného CF,4), coz mlize napomahat

ekologické likvidaci jinak nebezpecnych odpadi [06].
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Biomedicincké vyuziti plasmatu

Nanaseni tenkych vrstev pomoci plasmatu je jiz delsi dobu pouzivano, bylo tudiz jen
otazkou casu, kdy se toto vyuziti objevi i na biomedicincké pudé. Zacala se tak
zkoumat biokompatibilita tenkych uhlikovych filmu, které pokryvaji ortopedické c¢i
kardiovaskularni implantaty. Vzhledem k vlastnostem téchto uhlikovych vrstev
(tvrdost, chemicka inertnost, povrchova stabilita) a moznosti vytvareni pozadovanych
tenkych vrstev pravé pomoci plasmatu by tato aplikace mohla nalézt znacné vyuziti
pravé v biomedicincké [07].

Ve farmaceutickém primyslu je plasma vyuzivdno pii sterilizaci vnitinich stran
plastikovych lahvi [08]. Ve fazi vyzkumu a zkouSeni jsou také aplikace jako eliminace

nekrotické tkang, sterilizace zubnich kavit ¢i pouziti jako chirurgického nastroje [09].
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2.1.3 Plasma a jeho vyuziti na MU

Problematika vyuziti plasmatu v praxi je jiz po dlouhou dobu zkoumana také na

Ptirodovédeckeé fakulté Masarykovy univerzity v Brné.

Plasmochemicka laboratot, ktera je zde pfitomna, tak nabizi zna¢né moznosti vyuziti, a
to jak nizkotlakych plasmovych vyboju, tak i vyboji za atmosférického tlaku. Jsou zde
tak experimentdln¢ zkoumany a popisovany plasmové vyboje generované

nizkofrekvencnim, vysokofrekvencnim i mikrovinnym elektromagnetickym polem.

Tato prace se zabyva vyuzitim nizko a vysokofrekvenéniho plasmatu jako
steriliza¢niho prosttedku.

Navazuje tak na bakalarské prace, které se také zabyvaly plasmovou sterilizaci, avSak
k tomuto vyuzivaly pouze plasmatu buzené¢ho vysokofrekvencnim elektromagnetickym
polem. Bakalaiské prace ,,Studium sterilizace povrchu materidlu pomoci rf plazmatu*
[10] a ,Sterilizace vody plazmatem™ [11] se tak staly zakladem pro vznik této

diplomové prace.

Mimo sterilizaci pomoci vysokofrekvencniho vyboje byly v Plasmochemické laboratoii
MU provedeny i experimenty s bariérovym vybojem pro sterilizaci mikroskopickych

hub, které shrnuje bakalatska prace ,,Vyuziti bariérovych vyboju pro sterilizaci* [12].

Vysokofrekvenéni plasmovy vyboj, ktery je v celém svém experimentalnim zafizeni
nazyvan ,,plasmova tuzka“, nasel jiz i jiné biomedicincké vyuziti. Plasmovou tuzkou
jako perspektivnim chirurgickym nastrojem se tak na Prirodovédecké fakult¢ MU
zabyvaly bakalarské prace ,,Studium ucinku plazmatu na biologické tkané” [13] a
,UZiti plazmové tuzky v chirurgii [14] a také diplomova prace ,,Studium ucinku

plazmové tuzky a jejiho pouziti jako chirurgického nastroje, diplomova prace* [15].
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2.2 Sterilizace

Mikroorganismy a jejich puisobeni na lidskou tkan ¢i cely organismus ptedstavuji
v dnesni dob¢ velky problém a pfitahuji na sebe znacnou pozornost, co se tyce jejich
inaktivace a eliminace. Jejich nebezpe¢im je hlavné patogenita, kterou mohou tyto
organismy zpUsobovat. Je tedy vice nez ziejmé, Ze se timto problémem bude zabyvat
nejvice potravindiska a medicinskd praxe, kde mohou mikroorganismy ptedstavovat
znacné nebezpeci [16].

Pro vlastni eliminaci a inaktivaci mikroorganismil je pouzivano tzv. dekontaminacnich

procesi.

Mezi tyto procesy patii asepse, desinfekce, sanitace a sterilizace [17].

Asepse — inhibice nebo destrukce mikroorganismi na povrchu zivé tkan¢ vedouci

k prevenci proti vzniku infekce

Desinfekce — eliminace vegetativni formy potencidlné nejvice patogennich

mikroorganismt, av§ak nejde o eliminaci v§ech mikroorganismi

Sanitace — doplituje desinfekeni proces o €isténi (v opracovaném vzorku se tak nesméji

nachazet Zadna cizi télesa)

Sterilizace — eliminace vSech forem Zzivota zahrnujici vegetativni bunky, jejich vysoce
rezistentni spory, mikroskopické houby a viry, a dale také vyvojova stadia protozoi

pfipadné helminta
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Vlastni sterilizani inaktiva¢ni proces a usmrcovani mikroorganismi je popisovan
pomoci logaritmické kiivky [18]. Dle této skutecnosti je tedy ziejmé, ze teoreticky neni

mozné dosahnout absolutni sterility, v praxi se k ni v§ak mlzeme velmi pftiblizit.

Samotny pojem sterility je navzdory této skutenosti chapan jako absolutni pojem —
neexistuje tedy zadny termin jako ,,téméf sterilni®.
Pfitom pfi sterilizaci jde hlavné o usmrceni a inaktivaci mikroorganismd a jejich spor,

neni vSak jiz podminkou jejich odstranéni z povrchu, ktery je sterilizovan.

Pro uspésnou sterilizaci je také neméné¢ dilezita tzv. predsterilizacni ptiprava. Tato
kontrola zahrnuje kontrolu vlastniho steriliza¢niho procesu i sterilizované¢ho objektu,
zdaznam parametrit béhem sterilizace a dale kontrola Uc€innosti sterilizace, poptipadé

také kontrola biogenni neutrality tykajici se opracovavaného vzorku.
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2.3 Steriliza¢ni metody

V dnesni dob& existuje mnoho sterilizacnich metod, které jsou zalozeny na
nejriznéjSim plsobeni fyzikalnich ¢i chemickych faktort.

Vzhledem k témto ptsobicim agens jsou tak uréeny pro specifické vyuziti, které¢ miize
byt vuréitych ptipadech vyhodou, jindy vSak muize pouziti daného sterilizacniho

procesu znacné omezovat.

Zakladni rozdé€leni dnes vyuzivanych sterilizacnich metod je na metody Chemické,
Fyzikalni a Kombinované. Mimo tyto standardni metody se také objevuji metody ne

prilis pouzivané, avsak jsou stale pfedmétem védeckého zkoumani.

2.3.1 Chemické steriliza¢ni metody

Tyto metody jsou urCeny pro materidly, které neni mozno sterilizovat fyzikalnimi

metodami.

Sterilizace formaldehydem
Zalozeno na pusobeni smési formaldehydu s vodni parou a to pfi teploté 60 — 80°C.
Samotna sterilizace probihd v podtlaku pii stanovenych parametrech. Vzhledem
k tomu, Ze tato metoda probiha v podtlaku, zavzdusnéni sterilizacni komory na konci

kazdého cyklu probiha ptes antibakterialni filtr [19].
Sterilizace ethylenoxidem

Zalozeno na puasobeni ethylenoxidu v podtlaku nebo pietlaku a to pii teploté 35 — 37°C

pfi stanovenych parametrech.
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2.3.2 Fyzikalni steriliza¢ni metody

Sterilizace vlhkym teplem (moist heat)

Tato sterilizace je zaloZena na zahtivani v pfitomnosti vody za vzniku vodni pary.

Dané metody jsou ureny pro materidl, ktery je odolny proti podminkdm vlastni

sterilizace (kov, sklo, porcelan, keramika, textil, guma atd.).

Sterilizace vlhkym teplem se dale rozdéluje podle teploty, kterou pro svij sterilizacni
proces vyuziva. Meznikem pro toto rozdélovani je teplota varu vody za normalnich

podminek, tudiz 100°C.

= Teplota pod 100°C

- pasterizace — metoda zaloZzena na kratkodobém zahtivani pod bodem varu (60°C po

dobu 30 min.)

- flash metoda — metoda podobna pasterizaci, vyuzivajici velice kratkych sterilizacnich

intervalt (80°C po dobu 15s)

= Teplota okolo 100°C

- prerusovand, frakcionovana sterilizace — jde o sterilizaci pfi teploté 100°C (var) po
dobu 30 minut v intervalech 18 — 24hod. a to tfi dny po sobé¢. Objekt sterilizace je
v mezidobi uloZen pii pokojové teploté, aby termorezistentni spory, které var piezily,

nemohly vykli¢it. Nasledny var pak tyto spory nici jako vegetativni formy bakterii.
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- tyndalizace — pouziva se pro roztoky bilkovin, které koaguluji pii teplote¢ 60°C.
Steriliza¢ni postu je obdobny jako u frakcionované sterilizace. Dany roztok je zahiivan
pfti teploté 56 — 58°C (60 — 80°C) po 30 — 60 min. a to tii dny po sob¢.

= Teplota vyssi nez 100°C

- autokldavovani — sterilizace pti vysokych teplotach pod tlakem

Teplota [°C]  expozice [min]

121 15
126 10
134 3

Tab. 2.01 : Steriliza¢ni podminky pro autoklavovani [23]

Sterilizace proudicim horkym vzduchem (dry heat)
Tato metoda je vSeobecné méné Ucinna nez sterilizace vodni parou. Je uréena pro

predméty z kovu, skla, porcelanu atd..

Teplota [°C]  expozice [min]

160 120
170 60
180 30

Tab. 2.02 : Pracovni podminky pro horkovzdusnou sterilizaci [23]
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Sterilizace filtraci
Tato metody jsou urceny hlavné pro odstranéni mikroorganismu v piipadech, kdy neni
mozno pouzit jinych sterilizaénich metod. Vzhledem k velikosti pori vlastnich filtri
maji vSak tyto metody velice omezené vyuziti [19].

Pro urychleni vlastni filtrace je mozno pouzit podtlaku za pomoci vyvévy.

= Azbestové Seitzovy filtry
Jsou vyrobeny lisovanim azbestu a celuldzy. Filtry je nutno pted vlastnim pouzitim

sterilizovat v autoklavu a to i s filtra¢nimi nalevkami.

= Sklenéné jenské filtry
Vyrobeny z borosilikatového skla ve formé poréznich desticek, které se mohou
pouzivat i opakované. Pfed pouzitim musi byt autoklavovany a po pouziti dikladné

c¢istény koncentrovanou kyselinou sirovou nebo chromsirovou.
= Membranové ultrafiltry

Vyrobeny z nitroceluldozy sriznou velikosti poérd. Pred pouzitim se sterilizuji

autoklavovanim nebo UV zafenim a to i se speciadlnimi kovovymi nadobkami.
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Radia¢ni sterilizace
Tyto metody vyuzivaji germicidnich vlastnosti ionizujiciho a UV zafeni. Je tak nutné
zabezpecit persondl, ktery obsluhuje dané sterilizacni zafizeni, pted nepiiznivymi

ucinky tohoto zateni.

= Ultrafialové zareni
Tato metoda vyuziva tzv. germicidni lampy generujici elektromagnetické zatreni
s vinovou délkou okolo 265nm, které je maximalné absorbovano nukleovymi
kyselinami. Vzhledem k moznosti §ifeni elektromagnetickych vin se UV zateni pouziva
ke sterilizaci vzduchu, vody a pracovnich ploch [20]. Je vSak nutné si uvédomit, ze

ucinnost UV zafeni klesa se vzdalenosti ozafovaného objektu.

= Jonizujici zaFeni
Metoda ma svou vyhodu v pronikéni gama ¢i beta zateni [21] dovnitf sterilizovaného
objektu, je tudiz vyuzivana predevSim k primyslové sterilizaci. Zdrojem ionizujiciho

zéfeni, které je zde vyuzivano, byva radioaktivni kobalt “°Co [22].

Sterilizace plasmatem
Tento zplsob sterilizace vyuZziva plasmatu generovaného elektromagnetickym polem
(nizkofrekven¢nim, vysokofrekven¢nim, mikrovinnym). Jako pracovni médium jsou
vyuzivany rizné plyny ¢i jejich smési. Podminky a parametry pro sterilizatni proces
jsou ur¢eny funkénim provedenim vlastniho pfistroje.
Vzhledem k principim této metody, je zde kombinovano ptisobeni vice faktori a to jak
fyzikalnich (UV zafeni), tak i1 chemickych (pisobeni ozonu, volnych radikald).

Standardné se vSak tato metoda zatazuje mezi fyzikalni steriliza¢ni metody.

Podrobny popis inaktivacnich ucinkl této metody a jeji samotny pribéh je predmétem

celé této prace, podrobnéjsi informace tedy budou uvedeny niZe a to v samostatnych

kapitolach.
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2.3.3 Kombinované steriliza¢ni metody

Tyto sterilizaéni postupy kombinuji vySe uvedené metody, aby tak docilily dané
sterilizace v co nejkrat$im cCase.

Nejcastéji se tak kombinuje vyuziti chemickych agens za pusobeni nékterého
z fyzikalnich faktord.Tyto kombinované metody vSak jiz vétSinou potiebuji specialni

zafizeni, nejsou tudiz v praxi pfili§ vyuzivany.

Termochemické oSetreni

Pii pouziti této metody se slucuje tepelné ptisobeni za soucasné injektazi ethylenoxidu.

Kombinace chemického ptisobeni s radiaci
Chemické latky pouzité pfi této sterilizacni metod€ zvySuji senzitivitu mikroorganismu

k ionizujicimu zareni.

Termoradiaé¢ni inaktivace
Tato metoda vyuziva zvysenou senzitivitu mikroorganismti vici ionizujicimu zafeni pii

zvysené teplote.
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2.3.4 Méné ¢asto pouzivané metody

Inaktivace chladem (cold inactivation)
Pfi této metod¢ je pouzito tzv. cold shock. Jedna se o prudké zchlazeni bez postupného
zamraZovani.
Bylo prokazéano, ze inaktivace chladem je ucinnd pro gram-pozitivni a gram-negativni

bakterie, nikoliv v§ak pro kvasinky [23].

Vyuziti svazku iontt dusiku N*
Metoda vyuziva radiobiologického efektu iontii dusiku s energii v rozmezi 5 -20keV na

bunéény genom [24].

Inaktivace vyuzitim nizkofrekvenc¢niho elektromagnetického pole
Tato metoda je zalozena na pisobeni elektromagnetického pole s vysokou intenzitou
[25]. Pii aplikaci tohoto elmag. pole dochdzi k ireverzibilni ztrat¢ membranoveé

integrity, ktera ma za nasledek bunécnou smrt [26].

Pisobeni mikrovinného elektromagnetického pole
Bylo prokazano, ze samotné mikrovinné elmag. pole nemé zadné germicidni Gcinky.
Jeho bakterialni inaktivace tak neni zaloZena na vlastnim plsobeni tohoto pole, ale na

zahtivani bunécéné suspenze — jedna se tak o inaktivaci pomoci vysoké teploty [27].
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2.4 Porovnani riuznych sterilizacnich metod

Vzhledem k principiim, na kterych jsou jednotlivé sterilizacni metody zaloZeny, neni
mozné dané postupy sterilizace pouzit pro vSechny pozadované piipady.
Pii vybéru sterilizaéni metody je tedy dulezité védét, jaka jsou omezeni vyplyvajici

vlastnosti sterilizovaného objektu.

Chemické steriliza¢ni metody

Sterilizace ethylenoxidem

- nevyhody — nebezpeci této metody je v karcinogenité samotného ethylenoxidu a jeho
vysokou absorpci v plastovych hmotach [28], nevhodna je také nutnost pouziti
ptetlakové komory

- whody — tyto metody je vSak vhodné pouzit v pfipadech, kdy neni mozno pouzit

fyzikalni steriliza¢ni metody

Fyzikalni steriliza¢ni metody

Sterilizace pomoci vysokych teplot

- nevyhody — tyto metody jsou velice nevhodné pro materialy, které jsou senzitivni
k vysokym teplotam (latky vzniklé na bazi polymerd, napt. polyuretany) [29]

- vwhody — pti pouziti materialii, které nejsou teplotné senzitivni (sklo, kov, keramika

atd.) je mozné zvolit dlouhou aplikacni dobu této metody
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Sterilizace filtraci

- nevyhody — tato metoda je znacné¢ omezena pii jejim pouziti pro odstranéni virl
z tekutin (velikost poru ve filtrech staci zamezit prostoupeni pouze bakteriim)

- vwhody — v ptipadech, kdy vime, Ze je velikost mikroorganismi mnohem vétsi nez je

velikost port vlastnich filtrt, je filtrace levnou alternativou

Radiacni sterilizace (UV zafreni, gama zareni)

- nevyhody — ionizujici zafeni mize pozménit vnitini strukturu sterilizovaného objektu
béhem vlastniho sterilizacniho procesu, dale je nutno investovat do prostiedki pro
izolaci okolniho prostfedi (nebezpeci ozareni pracovnikii) [30]

- vwhody — ionizujici zafeni postihuje hlavné nukleové kyseliny, které jsou esencialni

pro zivot organismu [31]

Sterilizace plasmatem

- nevyhody — relativné nova sterilizacni metoda, kterou je nutno jesté podrobné
zkoumat

- vwhody — kratka aplikacni doba, nizka sterilizacni teplota, pouZiti za atmosférického

tlaku a absence toxickych latek [32, 33]

Obr. 2.01 : SEM snimek B. stearothermophilus po rizném opracovani

(a) 10 min. plasmové sterilizace, (b) 15 min. autoklavovani, (c) bez opracovani [30]
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2.5 Plasmova sterilizace

Plasmova sterilizace je v posledni dobé velice popularnim tématem mnoha praci
publikovanych riznymi védeckymi tymy, které se zabyvaji problematikou vyuziti
plasmového vyboje v praxi. Tato aplikace tak zac¢ind mit své pevné postaveni i na
mezinarodnich konferencich, které se zamétuji na vyuziti plasmatu v biomedicincké

praxi.

Podle tohoto trendu je tedy ziejmé, ze plasma je jesté stale vyhledavanym prostiedkem

pro feseni nejruznéjsich védeckych problému.

Germicidni ucinky sterilizace, pii které bylo pouzito plasmového vyboje pii pokojové
teploté a za atmosférického tlaku, byly jiz prokazany ve vice studiich [34]. Naprosta
vétsina téchto sterilizacnich piistroju je jeste ve fazi vyvoje a védeckého zkoumani.

Existuji jiz sice komercné vyrabéné plasmové sterilizatory, ty vSak pracuji
s nizkotlakymi vyboji, a jsou tudiz nevhodné pro sterilizaci materiali, které jsou

senzitivnim k prostiedi s nizkym tlakem.

Uspéch plasmové sterilizace je hlavné v absenci vysokych aplikaénich teplot, toxickych
a kancerogennich latek nebo nebezpecného gama zatfeni. Tato fyzikdlni a chemicka
omezeni, pfitomna u ostatnich dnes vyuzivanych sterilizaénich metod, tak plasmovou
sterilizaci stavi na vyhodnou pozici nové konkuren¢ni metody, kterd se stale jeste¢ vyviji

a mize tak nabidnout mnohé vyhody.
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2.5.1 Pocatky plasmové sterilizace

Jiz od prvnich zminek o plasmové sterilizaci byly feSeny otdzky pouziti vhodné
frekvence k buzeni plazmatu , vybéru plynu jako pracovniho média a také tlaku okoli,

pfi kterém samotna sterilizace probiha.
Struktura zarizeni a frekvence generatoru pro buzeni plasmatu

Prvni zminka o plasmatu jako sterilizacnim médiu se objevila v Menashiho patentu
v roce 1968. Toto zafizeni vyuZzivalo pro buzeni plasmatu pulsniho RF pole a argonu
jako pracovniho plynu. Za atmosférického tlaku byly timto zptsobem sterilizovany
vnitini povrchy sklenénych lahvi. Jednalo se o koronovy vyboj (plasma vznikalo mezi
dvéma elektrodami — rovny drat uvniti lahve jako prvni a civka ovinuta vné lahve jako

druha elektroda). Tento vyboj tak pokryl celou vnitini stranu lahve.

S dalSimi patenty piichdzi Ashman a Menashi (1972), Boucher (Gut) (1980) a Bithell
(1982). Ukazuje se tak, ze elektricky vyboj ve vhodném plynu (nebo smési plynil)

muze byt pouzit ke sterilizaci.

‘ MATCHING NETWORK |
——

WATTMETER RF
GENERATOR

(13.56 MHz)

Obr. 2.02 : Schéma jedné z prvnich aparatur pro plasmovou

sterilizaci, Boucher (Gut) (1980) [18]
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Pro vybuzeni plasmového vyboje se tak zacina vyuzivat RF pole, a to hlavné frekvence
13,56 MHz (celosvétové autorizovana frekvence pro prumyslové, védecké a
medicinské aplikace).

Boucher (Gut) (1980) vsak také realizuje vybuzeni a udrzeni plasmatu pomoci

mikrovinné frekvence 2450 MHz (frekvence pouzivana v mikrovinnych troubach).

Casem se objevuje mnoho dalsich zafizeni pro plasmovou sterilizaci. Na ptiklad,
Tensmayer et al. (1981) vyuzili pro sterilizaci vnitinich ploch lahvi mikrovinné pole,
které vsak bylo aplikovano zvnéjsku (na rozdil od Menashiho systému z roku 1968, kde

byl vyboj buzen pomoci RF pole startovaného laserovym pulsem).

Plyn a smési plynii jako pracovni médium

V pocatcich plasmové sterilizace byly pro dané experimenty vyuzivany inertni plyny
jako argon a helium. Nicméné Ashman a Menashi (1972) zacali do pracovniho média
pridavat halogeny (nejcastéji chlor, brom a jod), aby tak zvysili G¢innost steriliza¢niho
procesu. Toto vedlo k dal$im experimentiim, a tak Boucher (Gut) (1980) zacal pouZzivat
aldehydy jako pracovni plyn.

Dale Boucher (Gut) (1985) objevil skutecnost, ze pro inaktivaci bakterialnich spor jsou
nekteré plyny (napt. CO,) mnohem G¢inngj$i nez jiné (napt. argon).

Ratner et al. (1990) také poukazali na skutec¢nost, ze plasmova sterilizace je ucinna pro
vétsSinu plynll pouzivanych v laboratofich jako pracovni médium (O,, N,, vzduch, H,,

halogeny, N,O, H,0, H,0,, CO,, SO,, SF, aldehydy, organické kyseliny a dalsi).
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Tlak okoli p¥i plasmové sterilizaci

Plasmova sterilizace byla ve svych pocatcich provadéna nejvice pii tfech tlakovych
oblastech.

Tyto oblasti byly nazvany jako nizky tlak (1 — 10 mTorr), stfedni tlak (= 0,1 — 10 Torr)
a atmosféricky tlak. Pfi experimentech uvedenych vySe byla vyuzivana hlavné
vyuzivano prostiedi pfi stfednim tlaku. Postupem casu se vSak ukazala velka vyhoda
pouziti sterilizace pti atmosférickém tlaku (tlakova senzitivita opracovavaného

predmétu atd.).
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2.6 Inaktiva¢ni mechanismy

Jednotlivé sterilizaéni metody jsou déleny podle agens jejich pisobeni. Je tak mozné
pouzivat chemické, fyzikalni ¢i kombinované sterilizacni metody. Na zakladé
rozdilnosti téchto pusobicich agens tak jednotlivé sterilizacni metody vlastni rozdilné

inaktiva¢ni mechanismy.

Sterilizace pomoci plasmatu je fazena mezi fyzikalni sterilizacni metody. Vzhledem
k principiim této metody zde vSak pusobi jak fyzikalni agens, tak i agens chemické,
které vznikaji chemickymi zménami prostfedi. Vznik chemickych agens je zcela
zavisly na fyzikalnich vlastnostech plasmatu, nelze jej tedy ziskat prave bez pritomnosti

plasmového vyboje.

Mezi inaktivaéni mechanismy plasmové sterilizace tak lze zarfadit teplotni vliv,

pusobeni UV zafeni, plisobeni volnych radikalii ¢i ozonu.

Sterilizacni metoda zalozena na plsobeni vysokych teplot je jednou zvelice
rozSifenych a ucinnych metod, avSak pro mnoho sterilizovanych vzorkd naprosto
nevhodnou.

Pii plasmov¢ sterilizaci, ktera byla béhem této prace zkoumana, bylo tedy nutné tepelné
ucinky plasmového vyboje sledovat pfipadné jej i omezit. Samotny postup
monitorovani a usmeérnovani tepelnych ucinki béhem sterilizacniho procesu je uveden

nize v této praci.

Princip puisobeni dalSich fyzikalnich a chemickych agens, které jsou pii plasmové

sterilizaci pfitomny, je podrobn¢ objasnén a popsan v nasledujicich ¢astech této prace.
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2.6.1 Vliv teploty na metabolickou aktivitu mikroorganismi

Teplotni Cinitel je jednim z mnoha faktort, které piisobi na metabolickou aktivitu

mikroorganismt a na jejich rozmnozovaci schopnost.

Pro kazdy mikroorganismus lze ur¢it tfi teplotni body :

cvwr

rozmnozuje jeste zjistitelnou rychlosti

- optimalni teplota — v tomto intervalu se druh rozmnoZzuje nejvyssi rychlosti

- maximalni teplota — nejvyssi teplota, pfi které se mikroorganismus jest¢ rozmnozuje

Pii kratkodobém zvySeni teploty nad maximalni teplotu dochazi ke vzniku tzv.
teplotniho Soku. Teplotni Sok vede k metabolickym vykyvim, které by mohly
mikroorganismus zavazné poskodit.

Ten se proti tomuto plsobeni brani syntézou specifickych ochrannych latek, mezi které

patii hlavné tzv. HSPs (Heat Shock Proteins — proteiny teplotniho Soku) [35].

Tyto ochranné latky se snazi poskozenym komponentam riiznych metabolickych drah
navratit jejich ptivodni funkcei (vlivem teploty mlize napt. dochazet ke zméné kvartérni
struktury proteinu; HSP poté poskozeny protein sbali do jeho plvodni prostorové

struktury).
Pii delSim puisobeni vysokych teplot vSak jiz ochranné latky proti teplotnimu stresu
nejsou dostate¢né¢ ucinné, metabolické procesy jsou vazné naruseny a dochazi tak ke

smrti mikroorganismu.

Vzhledem k témto skutecnostem je plsobeni vysokych teplot uzivano jako Uc€inny

steriliza¢ni prostiedek.
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2.6.2 Pusobeni UV zareni

Vzhledem k vysokoenergetickému charakteru plasmového vyboje je béhem existence

tohoto vyboje generovano UV zafeni.

UV zafeni je elektromagnetické zateni o vlnové délce 100 — 400nm, které lezi mezi
X-paprsky a viditelnou casti spektra.

Dale jej lze rozd¢lit na Vakuum UV (100 — 200nm), UV-C (200 — 280nm), UV-B
(280 —315nm) a UV-A (315 — 400nm).

Germicidni u¢inek UV zafeni se lisi podle rozsahu jeho vinové délky a jeho charakter
je zcela odlisny od plsobeni chemickych agens. Ta ireverzibilné poSkozuji jadernou
hmotu, protoplasmu, enzymy a bunéénou membranu.

Oproti tomu, germicidni pisobeni UV zafeni je zaloZeno na fotochemickém poskozeni
molekul nukleovych kyselin (DNA/RNA) a déle proteinil, enzymi ¢i jinych pro buiku
vyznamnych biomolekul .

Kromé ptimého plisobeni na biomolekuly dava také UV zateni vzniku toxickych latek,
jako jsou peroxidy, ozon ¢i volné radikaly, a zpisobuje tak sniZeni odolnosti
mikrobialnich bun€k vii¢i ostatnim stresovym faktorim (napf. teplota, ph, obsah soli

v kultiva¢nim prostredi atd.) [36].

Germicidni u¢inek UV zafeni je také zavisly na relativni vlhkosti vzduchu, teploté,

prasnosti ¢i proudéni vzduchu [37].
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Vlastni poskozeni biomolekul je zaloZeno na absorpci UV zafeni témito biomolekulami
obsazenymi v bunce [38], coz muize vést k deformaci jejich prostorové struktury,
vzniku kovalentnich vazeb ¢i zméné€ chemického slozeni vlastni molekuly.

Nukleové kyseliny (DNA/RNA) absorbuji UV zafeni pii vinové délce 240 — 280nm,

nejvyssi germicidni efekt je pak pozorovan pti 260 — 265nm.

. 220 240 260 280 300
Wavelength - nm

r. 2.03 : Germicidni efektivita nflogio o) ha mJ/cm™| pro E.Coli
Obr. 2.03 : Germicidni efektivita n[logio(N/No) J/em?] pro E.Col

v zavislosti na vlnové délce [20]

Dusledkem je poskozeni spocivajici ve vzniku thyminovych dimer(, které znemoziuji

replikaci genetické informace a nasledné mnozeni mikroorganismu.
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Dale miize byt také indukovan vznik 5,6-dihydroxydihydrothyminu ¢i 5-thyminyl-5,6-
dihydrothyminu [39, 40].
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Obr. 2.04 : Zmény v DNA indukované UV zafenim [23]
- a) vznik pyrimidinového dimeru
- b) 5,6-dihydroxydihydrothymin
- ¢) 5-thyminyl-5,6-dihydrothymin

Kromé¢ nukleovych kyselin jsou ptisobenim UV zareni poSkozovany i jiné biomolekuly.

Pro enzymy, které jsou zodpovédné za reparaci nukleovych kyselin, lezi maximum
absorbovaného UV zafeni vrozmezi 280 — 290nm. Vyrazenim téchto enzymu se
zvySuje senzitivita mikrobialnich organisma vici ostatnim stresovym podminkach,

které na mikroorganismus ptsobi.

Aplikace UV =zafeni svlnou délkou vrozmezi 320 — 400nm zpasobuje zmény
nenasycenych mastnych kyselin v bunééné membrané. To vede ke zménam
permeability téchto membran a dochézi tak abnormalnimu toku iontti dovnitf ¢i vné

burnky.
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2.6.3 Volné radikaly

Chemické sterilizacni metody jsou zaloZzeny na pfimém ptsobenim chemickych agens
na biomolekuly. Béhem plasmové sterilizace vznikaji excitaci a disociaci velmi

reaktivni chemické latky zvané volné radikaly.

Volné radikaly jsou atomy, molekuly a ionty schopné samostatné existence, které¢ maji
ve svém elektronovém obalu jeden, popfipadé vice neparovych elektront. Z tohoto
divodu se snazi ziskat dalsi elektron a doplnit tak elektronovy par pro vznik stabilni
konfigurace.

Tyto latky reaguji i s ostatnimi biomolekulami a vytvaieji tak dalsi volné radikaly.

Tento d¢&j se pak ma tendenci §ifit fetézovou reakci [41].

Volné radikdly mohou chemicky napadat lipidy v lipoproteinech a bunécnych

membranach, nukleové kyseliny, sacharidy a polysacharidy, bilkoviny i enzymy.

Chemicky nejvyznamnéjsimi jsou volné radikaly kysliku a dusiku. Dal§imi preménami
z nich mohou vznikat jiné reaktivni latky, které jiz nemaji neparovy elektron (napft.
peroxid vodiku, kyselina chlorna ...).

Tyto latky se spolecné s volnymi radikaly oznacuji jako reaktivni formy kysliku
(reactive oxygen species, ROS) a reaktivni formy dusiku (reactive nitrogen species,

RNS) [42].
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Nasleduji nékteré reakce vedouci ke vzniku volnych radikala v plasmatu [43]:

0+0,+M—-0;+M
N+O+N; - NO+N,
NO + O3 < NO; + O,
NO; + O, +hv — O3 +NO
H,O + O3 +> O, + 20H
O+ H,O — 20H

M = katalyzator

volny radikal vZorec polocas rozpadu [sec.]
hydroxylovy radikal -OH 107
alkoxylovy radikal RO- 10°
kyslikovy singlet '0, 10”°
peroxynitritovy anion ONOO 0,05 - 1,00
peroxylovy radikal ROO- 7
peroxid vodiku H,0, enzymaticky rozklad
superoxidovy anionovy radikal 0, enzymaticky rozklad

Tab. 2.03 : Obecny piehled volnych radikalt [42]
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Volné radikaly a DNA

Dosud bylo identifikovano piiblizné 100 riiznych defektli DNA, které¢ jsou indukovany
volnymi radikaly. Mezi tyto patfi vznik primarnich defektd, které jsou Casto nestabilni,
a také sekundarni rozkladné produkty vzniklé hydrolyzou ¢i presmyky.

Nejcastéjsi jsou vSak modifikace bazi DNA, které maji za nasledek toxicky efekt
spocivajici v inhibici replikace DNA. Témito inhibitory jsou napt. thyminglykoly jako
produkty oxidace thyminu.

Dalsi produkty, cytosinglykoly, mohou podléhat sekundarnim reakcim, jako je napf.
deaminace. Puriny mohou byt oxidovany v mist¢ atomti purinového kruhu za vzniku

riznych typa produktd.

Piisobenim volnych radikali miize dochazet také k poskozeni struktury deoxyribozy,
coz ma za nasledek odstépeni ¢i premisténi bazi a vznik abazickych mist. V mensSim

meéritku mohou vznikat mezitetézcové spoje [35].

Volné radikaly a proteiny

Informaci o vlivu volnych radikalti na sacharidy a jeho nasledky je podstatné méné€ nez
udaju o pisobeni téchto reaktivnich ¢astic na DNA, lipidy a proteiny.

Bylo zjisténo, ze volné radikdly depolymerizuji polysacharidy. Mira této
depolymerizace je zavisla na konfirmacnim stavu molekul, zvlasté jejich koncovych
fetézct.

Vliv volnych radikalti na polysacharidové fetézce jsou nespecifické.
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Volné radikaly a lipidy

Kyslikové radikaly mohou poskozovat fosfolipidy i lipoproteiny bunééné membrany
mikroorganismu.

Dochazi tak ke zméné fluidity této membrany a bunka nemlze plné regulovat jeji
permeabilitu. Nasledkem je nekontrolovatelné proudéni iontii vné€ i dovnitt bunky, které

muze mit za nasledek smrt mikroorganismu [04].
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Obr. 2.05 : Schéma bunééné membrany

Gram-negativni bakterie [56]
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Volné radikaly a ozon

Reakcei kyslikového radikalu se vzduSnym kyslikem dochazi ke vzniku ozonu. Tato

reakce je indukovana UV zafenim o vlnové délce v rozsahu 200 — 360nm [44].

O 278+0.0034
//)\

0 116°49°+30° 0

Obr. 2.06 : Molekularni struktura ozonu [44]

Kyslikové radikaly i molekuly ozonu hraji dilezitou roli v inaktivacni procesu bakterii

zpuisobeném oxidaci lipida a proteinti ve vnéjsi membrané mikroorganismu [45].
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2.7 Adaptace mikroorganismi na stresové

podminky

Adaptace mikroorganismii bc¢hem sterilizatniho procesu pfedstavuje potencialni
problém. Subletalni stresové podminky tak mohou u mikroorganismi indukovat expresi
bunééného reparacniho systému [31].

Typ tohoto reparacniho systému zavisi na vlastnich stresovych podminkach.
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Obr. 2.07 : Proces mikrobialni adaptace na stresové podminky [31]
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Pfi plsobeni vysokych ¢i naopak nizkych teplot (vysoko ¢i nizkoteplotni Sok) tak
dochazi k produkei specifickych proteind, tzv. HSPs (Heat Shock Proteins — proteiny
teplotniho Soku).

Pti aplikaci UV zateni se u téchto bun¢k jako reparacni prvek objevuje tzv. reaktivace.
Reaktivace je fizena enzymaticky a miize probihat ve tm¢ i za svétla jako reparace za

tmy (dark repair) nebo fotoreaktivace (photoreactivation) [39].

Vsechny mikroorganismy vsak nejsou schopny této reaktivace. Jsou to mikroorganismy
jako Bacillus subtilis, Haemophilus influenzae, Diplococcus pneumoniae a dalsi. Jiné
naopak tohoto reparacniho procesu jsou schopny — napf. fada enterobakterii,
streptokokll, mikrokoktl,, sacharomycet, aerobakter, plisni a jinych. Pro viry je
schopnost reparace mozna pouze v hostitelskych bunkach.

Vlastni reaktivaci ovliviuji rizné faktory, jako je pfitomnost svétla, pH, teplota,

pritomnost organickych latek ¢i typ mikroorganismu.

Vzhledem k enzymatickému charakteru reaktivacniho procesu je vhodné pouziti UV
zateni stakovou vlnovou délkou, ktera poskozuje nejen nukleové kyseliny

(DNA/RNA), ale i jiné biomolekuly, které jsou zodpovédné za reparacni piisobeni.

Pii ptsobeni sterilizacnich médii je tak nutné pouzit takovou steriliza¢ni davku, pfi
které v mikroorganismu nedojde k aktivaci reparacnich mechanismt. Davka skladajici
se z vysoké intenzity a kratké expozice tak ma vyssi sterilizani ucinky nez stejna

davka pfti nizké intenzité a dlouhé expozici.

42



2.8 Vybér kontrolniho mikroorganismu

Pro realizaci vlastnich experimentl, které jsou obsazeny v této praci, bylo velice

dilezité nalézt vhodny kontrolni mikroorganismus.

Védecké tymy, které se problematikou sterilizace zabyvaji, pouzivaji pro srovnani
sterilizacnich U¢inkl rizné druhy mikroorganismil, nejcastéji se vSak rozhoduji podle

toho, jak je jejich prace sméfovana.

Pro aplikaci sterilizace v potravinarském pramyslu je tak vhodné pouziti kontrolnich
mikroorganisml jako je Clostridium botilinum (konzervace potravin) nebo

Mpycobacterium (pasterizace mléka) [31].

V USA naptiklad vznikl institut EPA (American Environmental Protection Agency),
ktery pro testovani sterilizacnich metod vyzaduje pouziti dvou druhii mikroorganismt

s riznymi druhy metabolismu (aerobni a anaerobni) [18].

Pro srovnani U¢inkt steriliza¢nich metod na rizné druhy mikroorganismil tak postupné
vznikaji a jsou uvetejilovany data, kde experimentatofi ukazuji své vysledky pfi pouziti

téchto organismii [39].

Tyto udaje jsou vSak pouzitelné pouze pro porovnavani sterilizaci za identickych
podminek, nejsou tudiz vhodné pro ostatni metody. Ty Casto maji jiny inaktivacni
mechanismus, ke kterému maji mikroorganismy zcela rozdilnou senzitivitu, nez u
ostatnich sterilizacnich metod. Sterilizace pomoci plasmatu kombinuje nékolik
inaktivacnich mechanismi, je proto nutné ziskat vlastni udaje. Pfesto jsou tato

experimentalni data velice uzitecna a cenna.
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Bacillus anthracis 1,3 E. coli 1,0

Bacillus anthracis, spory 6,6 Proteus vulgaris 1,0
Bacillus subtilis,spory 33 Psuedomonas eruginosa 1,6
Clostridium tetanii 33 Salmonella sp 1,5
Clostridium botulinum 1,6 Salmonella yphimurium 2,3
Staphylococcus aureus 1,0 Aspergillus flavus 15,0
Streptococcus pyogenes 0,6 Aspergillus niger 50,0
Cyanophyta 60,0  Chlorella sp 3,3
Entamoeba histolytica 12,0  Paramecium 30,0

Tab. 2.04 : Relativni rezistence mikroorganismi vici UV zéfeni,

vztazeno k E. coli =1 [39]

Nakonec byl k ziskavani experimentalnich dat, ktera jsou uvedena v této praci, vybran
mikroorganismus Escherichia coli.

Tento organismus je Casto vyuzivan jako modelovy a tudiz byl ur€en jako velice
vhodny pro toto pouziti. Senzitivita E. coli vic¢i riznym sterilizaénim metodam je také

publikovana v mnoha pracich, které pochazi od nejriznéjsich védeckych tymd.
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2.9 Escherichia coli

Veskeré experimenty uvedené v této praci byly provadény na mikroorganismu

Escherichia coli pochazejiciho z Ceské sbirky mikroorganismi (E. coli CCM 3954).

2.9.1 Taxonomické zarazeni

Rige : Bacteria

Odd¢leni : Protobacteria
Ttida : Gamma Proteobacteria
Rad : Enterobacteriales

Celed’ : Enterobacteriaceae
Rod : Escherichia

Druh : E. coli

Tuto bakterii poprvé identifikoval némecky pediatr Theodore Escherich v roce 1885, a
to béhem svych studii intestinalni flory.
Popsal ji jako Bacterium coli commune. Tento nazev byl uzivan az do roku 1919, kdy

Castella Chalmers definoval bakterialni rod Escherichia.

Mezi dal$i druhy rodu Escherichia patti Escherichia blattae, Escherichia fergusonii,

Escherichia hermannii a Escherichia vulneris [23].
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2.9.2 Vyznam

Po mnoho let byla tato bakterie studovana a stala se tak modelem pro popis struktury,
ristu i metabolismu mikroorganismt. Pozdéji se také stala velice dulezitou pro
experimenty s klonovanim genti prokaryotickych i eukaryotickych bun¢k. Dnes je tento
organismus také vyuzivan jako indikator pro fekalni znecisténi vody, jidla i Zivotniho

prostiedi.

Obr. 2.08 : Kiizovy roztér E.coli CCM 5172 na MPA [57]

E. coli je béZnou soucasti lidské intestindlni flory a také flory teplokrevnych zvitat
(savci, ptaci). Nicméné pokud se tento organismus dostane mimo intestinalni trakt,
muze zpusobit vznik rGznych onemocnéni a zanétlivych stavil (infekce mocovych cest,

respiracniho ustroji, zanéty v hojicich se ranach, otrava krve apod.)[23].
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2.9.3 Morfologie

E. coli patii mezi gramnegativni bakterie tvaru rovnych tycek se zaoblenymi konci.
Bunky dortstaji do délky 2,0 — 6,0 um sSitkou 1,1 — 1,5 pum. Patii mezi

mikroorganismy nevytvarejici spory.

Obr. 2.09 : E. Coli - elektronovy mikroskop
zvétSeni 10 000x [58]

Jeji motilita je uskutecniovana pomoci peritrochealnich flagel. Tyto proteinové struktury
dosahuji do vzdalenosti 15 — 20 mm od povrchu samotné bunky, a jejich vlastni pramér

je 19 — 24nm [23].
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Obr. 2.10 : Schéma morfologie

gramnegativni bakterie [56]

2.9.4 Metabolismus

E. coli je fakultativné anaerobni organismus. Disponuje obojim druhem metabolismu,
to je jak respiratnim v pfitomnosti kysliku a fermenta¢nim v pfipadé jeho absence. Pfi
fermentaci se vyznaCuje znac¢nou produkci plynt. Patii mezi oxydaza-negativni a
katalaza-pozitivni organismy. Optimalni rlstova teplota je 37 °C, nicméné experti
urcuji metabolickou aktivitu mikroorganismu mezi 15 a 45 °C. Tato bakterie dobie

roste na vétsin€ béznych mediich [46].
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2.10 Opticka diagnostika plasmatu

Optickd diagnostika je jednou zhlavnich a nejvice pouzivanéjSich metod pro
diagnostiku plasmatu. Velkou vyhodou je, ze nedochazi ke zménam plazmatu touto
diagnostickou metodou.

Mezi tyto optické diagnostické metody patii opticka emisni spektroskopie. Tato metoda
vyuziva detekci zéafeni, které je emitovano excitovanymi Casticemi plasmatu pii
prechodu z jedné energiové hladiny na druhou, a nasledné analyze takto ziskanych dat.
Pomoci této metody lze ziskat rizné informace o vlastnostech plasmatu, jako je jeho

chemické slozeni, velikost rota¢ni ¢i vibracni teploty a jiné [47].

2.10.1 Meéreni teploty z rota¢nich ¢ar molekulovych spekter

Intenzita emisni ¢ary rotacniho spektra je zavisla na poctu molekul nabuzenych do
rotacniho stavu, ze které¢ho se d&je pfislusné vyzaieni rotacniho kvanta. Dale tato
intenzita zavisi na stupni degenerace, na vlnoCtu vyzafované Cary a schopnosti
molekuly tuto ¢aru vyzatovat. V praxi nejpouzivanéj$i metodou pro ziskani teploty
z intenzit rotaCnich ¢ar jednotlivych vétvi je metoda Ornstein-van Wijkova. Vyuziva se
meéfeni intenzity rotacnich Car zvolené vétve vibra¢niho pasu, ktera vSak netvoti hranu

vibra¢niho pasu [48].
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Pro zavislost intenzity rotacni ¢ary na teplot¢ mame rovnici :

~B'J(J +1)he
kT

—Cvio i

I=Cvigie

C je konstanta pro danou vétev, v je vlnocet dané rotacni Cary, g; je statistickd vaha

energiové hladiny, i je intenzitni faktor daného energiového piechodu, B” rotacni
konstanta pro horni vibracni stav a J je rotani kvantové ¢islo horniho stavu.

Po zlogaritmovani dostdvame rovnici :

I hcB'
In—=-

J'(J' +1)+ konst.

Grafem zavislosti /g I/Ci na J'+1) je ptimka.

Lze tak ziskat rovnici pyrometrické ptimky a nasledné jeji smérnici, ktera je vyjadiena

vztahem :

Z této smérnice jiz ziskame rovnici pro vypocet rotacni teploty :

T - hcB'
ktana
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2.10.2 Méreni teploty z vibraénich spekter molekul

Pro vypocet teploty se opét vyuziva intenzity, tentokrat vSak vibra¢niho pasu, pro
kterou plati vztah:
E,

_ 4 1,0 kT
1, , =konst.vp(v'v')e

b

kde v/ je vibracni kvantové ¢islo horniho stavu, \//je vibracni kvantové Cislo dolniho
stavu, p(v/ V) je pravdépodobnost ptechodu a v je vinocet pasu (zpravidla vinocet hrany

pasu).

Podle Boltzmannovy statistiky je pocet molekul nabuzenych do ur€itého vibracniho

stavu v imérny exp(—E_/kT).

Logaritmovanim rovnice pro intenzitu dostaneme vztah:

I,,
In L =— .
konst v* p(v'v") kT

E,

v

Toto je rovnice piimky se smérnici —1/kT, kde T je vibracni teplota [49].

Pro neizotermické plasma byva vibracni teplota zpravidla vyssi nez teplota rotacni. Na
jeji hodnotu ma vliv stupen ionizace plasmatu, teplota elektrond, teplota neutralniho

plynu a tlak plynu. Dale také maji vliv chemické reakce, které probihaji v plasmatu.
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2.11 Kolorimetricka analyza

Kolorimetrie je méfici metoda k urovani barevnych vlastnosti pozorovaného vzorku.
Kazdy pfedmét méni charakteristiku zareni dopadajiciho ze zdroje a odrazi tak jinak

spektralné rozlozené svétlo [50].

Pro toto méfeni je dulezité mit presn¢ definovany zdroj elektromagnetického zareni.
Asociace CIE (Commission Internationale de 1'Eclairage) tak definovala nékolik druhii
standardnich osvétleni. Standardni osvétleni jsou odvozena od redlnych zdroju

elektromagnetického zéfeni.

Nejcastéji pouzivané standarty jsou :
- A - Zarovka s wolframovym vldknem (2856 K)
- C - Denni svétlo na severni polokouli (6774 K)

- Dgs - Primérné denni osvétleni v pravé poledne (6504 K)

Pro porovnavani naméfenych hodnot byly déale vyvinuty rGzné souradnice pro
zaznamenavani barvy. Témito stupnicemi jsou CIE XYZ, CIE Yxy, bélost WI
a zlutost YI. Pfitom parametry, které¢ jsou pii vypoctech téchto parametrii pouzity,
charakterizuji osvétleni vzorku a jeho odrazivost.

Parametry bélost a Zlutost jsou vhodné pro méteni bilych objekti a jejich degradaci.
Pro tato méfeni se pouziva tzv. kolorimetru. Je to pfistroj, ktery odrazené svétlo od

objektu rozdé€luje na tfi barevné filtry a reprezentuje tak soutadnice XYZ. Z téchto

soutadnic pak jiz sam urc¢i hodnoty bélost a zlutost.
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KAPITOLA 3

EXPERIMENTALNI CAST
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3.1 Pouzita média, laboratorni, experimentalni

pristroje a software

Pro uskute¢néni danych experimentii bylo zapotfebi pouzivat rizna kultivacni media,
roztoky a laboratorni pfistroje a pfislusSnym softwarem.
Roztoky a kultivaéni média

MPB (masopeptonovy bujon)
Nutrient Broth M002 — (HIMEDIA)

Chemicke sloZeni:

Masovy pepton 5,0 g/l
Hovézi extrakt 1,5 g/l
Kvasni¢ny extrakt 1,5 g/l
Chlorid sodny 5,0 g/l
Destilovana voda 1,01
pH 7,4 £ 0,2 (pti 25°C)

MPA (masopeptonovy agar)

Chemické slozeni:

MPB + agar RM 026 15g/1 (HIMEDIA)
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Fosfatovy pufr

Chemické slozZeni:
Na;HPO, .12 H,O
KH,PO4
Destilovana voda

pH 7,2

1431 g
0,549 g
240 ml

Presence-Absence broth (MERCK)

Chemické slozZeni:

Masovy extrakt

Pepton

Laktoza

Tryptoza

Hydrogenfosfore¢nan didraselny
Dihydrogenfosforecnan draselny
Chlorid sodny

Laurylsiran sodny

Bromkrezolova ¢erven

3,0 g/l
5,0 g/l
7,46 g/1
9,83 g/l
1,35 g/
1,35 g/l
2,46 g/1
0,05 g/1
0,0085 g/l
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Laboratorni pristroje

Autoklav - AUT 26, Medicinska technika Brno
Biohazard-box - EF A4, Sholler Instruments

Analytické vahy - Sartorius excellence

Piistroj pro ptipravu demineralizované vody - Demiwa 3ros
Tiepacka - Water bath shaker 357, ELPAN

Termostat - RT 120, Laboratorni pfistroje Praha

Centrifuga - Universal 30RF, Hettich

Spektrofotometr - Spekol 11, Carlzzeiss Jena

Experimentalni zafizeni pro vysokofrekven¢ni vyboj

Vysokofrekvenéni generator - CESAR 1310, Dressler
Prizptisobovaci ¢len - VM 1000 A, Dressler
Teslav transformator - TVI 862, Tesla Roznov

Pratokomér - FMA-Series, Omega, max. prutok 5 1/min

Experimentalni zaFizeni pro nizkofrekvenéni vyboj

Stejnosmérny zdroj - Mesit YE3 T (2x40 V-4 A)
Nizkofrekven¢ni generator - Lifetech

Pratokomér - FMA-Series, Omega, max. prutok 5 1/min
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DalSi experimentalni zarizeni

Spektrometr - HORIBA JOBIN-YVON FHR 1000
Spektrometr - JOBIN-YVON TRIAX 550
Termokamera - FLUKE Ti 30 Thermal imager
Multimetr - Metex M-3860 D

Kolorimetr - X-RITE 918

Software

Spektrum Analyzer 1.6 - Katedra fyzikalni elektroniky, PfF, MU Brno
LabSpec 5 - emisni spektrometrie
Spektramax for Windows 2.50 , Grams version 3.04 Level III - emisni spektrometrie

InsidelR - zpracovani snimkil z termokamery
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3.2 Priprava médii a experimentalniho

bakterialniho vzorku

Priprava médii

MPB
- rozpusténi 13g média v 1 1 destilované vody

- sterilizace v autoklavu po dobu 15 min pii 121°C a 105 kPa

MPA

- rozpusténi 15g agaru v 1 | ptfipraven¢ho MPB

- sterilizace v autoklavu po dobu 15 min pii 121°C a 105 kPa
- sterilni rozliti do sterilnich Petriho misek

- uchovavani v chladu dnem vzhuru

Presence-Absence broth
- rozpusténi 91,5g média v 1 | demineralizované vody

- sterilizace v autoklavu po dobu 12 min pti 121°C a 105 kPa

Fosfatovy pufr
- sterilizace v autoklavu po dobu 20 min pii 121°C a 105 kPa
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Priprava bakterialniho vzorku

Pro vlastni experimenty byl pouzit bakteridlni kmen Escherichia coli CCM 3954

pochazejici z Ceské sbirky mikroorganismu.

E.Coli Dbyla pfeockovana ze Sikmého masopeptonového agaru (MPA) do
Erlenmayerovy banky s 50 ml masopeptonového bujonu (MPB). Tato banka byla
v termostatu kultivovana pfi teploté 30°C po dobu 12 hodin (tzv. over-night kultura).
Dale bylo ztohoto inokula odpipetovano po 5ml do tfi Erlenmayerovych banék
se 150 ml MPB. Tyto baniky byly kultivovany na ttepacce s vodni lazni pfi teploté 30°C
po dobu 24 hodin a s amplitudou 120 rpm.

Nasledné byl vzorek promyvan demineralizovanou vodou a centrifugovan.
Centrifugace byla provadéna pii 6000 ot/min po dobu 15 min a pii teploté 4°C. Poté byl
vznikly supernatant odlit, doplnén demineralizovanou vodou a opét centrifugovan.
Tento postup byl zopakovan jesté jednou.

Po poslednim odliti supernatant byl ziskan pozadovany vzorek promytych bakterialnich
bun¢k, ktery byl pomoci demineralizované vody ziedén na spektrofotometru na
hodnotu zékalu 80 % (propustnost 0,20) pfi vinové délce 600 nm.

Bakteridlni suspenze pfipravena timto zpisobem byla pouzita v nasledujicich

experimentech.

59



3.3 Vyhodnocovani

Proces vyhodnocovani béhem této prace zaujimal metody kvalitativni i kvantitativni, a

to podle aktudlni situace a potieby, ktera pti experimentech nastala.

3.3.1 Kbvantitativni hodnoceni experimentu

Kvantitativni stanovovani poctu mikrobialnich bun¢k je nedilnou a velice vyznamnou
soucasti mnoha mikrobiologickych experimentti. Vysledné hodnoty jsou zpravidla
prepocitavany na objem 1ml plvodniho vzorku, coZ umoziuje nasledné porovnavani

s vysledky ostatnich experimentt.

Dané metody se rozd€luji na primé — mikroskopické a neprimé — kultivacni [51].

Tyto metody maji zna¢né vyhody i nevyhody a jejich volba zavisi na charakteru
experimentu.

Mikroskopické stanovovani poctu mikroorganismti ma vyhodu v rychlosti ziskani
vysledkd, zahrnuji v§ak pocet Zivych i mrtvych bunék. Naproti tomu, kultivacni metody

poskytuji obraz o skutecném fyziologickém stavu mikrobiologické kultury, avsak jsou

N 24

Vzhledem k nutnosti analyzovat pouze zivé mikrobidlni buniky byla z kvantitativniho

vyhodnocovacich metod zvolena metoda nepiimd — kultivacni.
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Kultivacni stanoveni celkového poctu Zivotaschopnych bunék

Tato metoda vychazi z obecného, empiricky oveéfeného piedpokladu, Ze zjedné
zivotaschopné buiiky vyrtstd jedna kolonie. Pojem ,,zivotaschopnost™ v tomto piipadé
vyjadiuje schopnost buiiky vytvafet na agarovém zivném médiu makroskopicky

viditelné kolonie.

Samotné zaoCkovani inokula do agarového média je provadéno nanesenim 0,1 ml
experimentalniho vzorku a jeho néslednym dikladnym rozetfenim po celé agarové
plotné.
Je také nutné suspenzi pred ockovanim ztedit, aby na tuhém médiu vyrostly jednotlivé
kolonie, které se nepiekryvaji svymi okraji. Pii fedéni se obvykle, pro snadngjsi
vypocty, pouziva koeficient 10.
Pro urceni optimalniho kone¢ného zfedéni je nutno odhadnout hustotu suspenze

- 0-10° bun&k/ml — bez opalescence

- 10° bungk/ml — lehce opaleskuje

-107-10° bunék/ml — tvoFi mléény zakal

- zavisi na tvaru a velikosti bunék

Postup :

Pfipravime fadu sterilnich zkumavek s fosfatovym pufrem o objemu 0,9 ml.
Z experimentalniho vzorku odebereme 0,1 ml suspenze a pieneseme do prvni
zkumavky. Nasledn¢ ¢istou pipetou zamichame obsah prvni zkumavky, odebereme z ni
0,1 ml a pfeneseme do druhé zkumavky. Dalsi Cistou pipetou opét promichame obsah

druhé zkumavky a odebereme 0,1 ml do tieti zkumavky.
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Tento postup opakujeme az do konecného ziedéni. VSechny tyto kroky je nutno
provadeét sterilng.

Nasleduje ockovani, které provadime na Petriho misky s MPA. Ockujeme 0,1 ml
suspenze, vzdy alespon tfi misky od kazdého fedéni, a nasledné¢ roztirame sterilni

hokejkou po celém povrchu misky.

Poté Petriho misky kultivujeme v termostatu pii teploté 30°C po dobu 24 — 48 hodin, a

to oto¢ené dnem vzhuru.

01ml 0,1ml 01ml 0,1ml 01l

TN N N N Y

- 1072 1073 104 107 5

fosfatowy
lstoj
0,9ml

D,1ml\\/
EI,‘ImI\l/ D,‘ImI\L D,1m|\\/

Obr. 3.01 : Kultivacni stanoveni poctu bun¢k [51]
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Vyhodnoceni :

Ke konecnému vyhodnoceni vybirdame misky s nejvhodnéjsim fedénim (20 — 200
kolonii na misce) a spocitame pocet kolonii na vSech miskach tohoto fedéni. Z takto
ziskanych hodnot ziskame vynasobenim poctem fedéni a deseti (pipetovani 0,1 ml na

misku) vysledny pramér.

Pocet bunék je uvadén jako CFU/ml (Colony Form Unit / ml). Divodem je to, Ze ne
vzdy jedna kolonie reprezentuje jednu buiiku. Nékteré buiiky mohou byt docasné

spojeny a vyrusta z nich tak pouze jedna kolonie.
Timto zptsobem byl stanovovan i pocet bun¢k v plivodnim, neopracovaném vzorku.

Objem 0,9 ml pro kvantitativni vyhodnoceni byl odebran pifimo z plného objemu
opracovaného vzorku (sterilizace 20ml experimentalni suspenze) nebo z objemu 50 ml
vody (do které¢ byl vlozen opracovany filtracni papir s 25 pl bakteridlni suspenze a

nasledné 5 minut vytfepavan).

3.3.2 Kbvalitativni hodnoceni experimentu

Tento zplsob vyhodnocovani je nutné pouzit v pripadé, kdy koncentrace
zivotaschopnych bun¢k ve vzorku dosahuje velice nizkych hodnot a neni tak mozno
pouzit kultiva¢ni metodu.

Pro toto hodnoceni bylo pouzito specialni médium, Presence Absence Broth.

V ptipadé ptitomnosti bakterie E.Coli vtomto médiu je pii dodrZeni kultivacnich

podminek zménéna jeho barva z purpurové na zlutou.
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Postup:
50 ml experimentalniho vzorku smichdme s 50 ml pfipraveného sterilniho média a

nasledné kultivujeme na tfepacce pii teplot¢ 35°C po dobu 48 hodin.

Vyhodnoceni :
Po 48 hodinach kontrolujeme barvu média. Pokud v experimentdlnim vzorku byly
pfitomny bakterie daného typu, doSlo ke zméné¢ barvy tohoto média na Zzlutou.

V opaéném piipadé zlistava médium barevné nezméneéno — barva je purpurova.

Obr. 3.02 : Médium s piitomnosti bakterie E.Coli (vlevo)

a médium se sterilni vodou (vpravo)
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3.3.3 Grafické vyhodnoceni dat ziskanych mikrobiologickym

experimentem

Pro vyhodnoceni mikrobiologickych experimenti bylo zapotfebi pouzit vztahy

charakterizujici preziti bakterialnich mikroorganismi po aplikaci sterilizacniho média.

Mira sterilizace byla tedy charakterizovana pomoci dvou veli¢in
— Faktoru preziti Ry[12]
— Letality L [31].

Ob¢ tyto veliCiny pracuji s logaritmickym vyjadienim poctu CFU/ml (v ptvodnim
vzorku, opracovaném vzorku ¢i nevyrostlych kolonii). Diivodem je velky rozdil poctu

kolonii ve vzorku pied a po opracovani (Casto n¢kolik radi).

Vyjadreni Faktoru pieZiti Ry
R, =log(N,) —log(N,),

kde Ny je poc¢et CFU/ml v neopracovaném vzorku a Ny je pocet nevyrostlych kolonii.

Vyjadreni Letality L
L=log(N,) - log(N),
kde Ny je pocet CFU/ml v neopracovaném vzorku a N je pocet CFU/ml v opracovaném

vzorku.

65



3.4 Popis experimentalniho zarizeni a expozice

bakterialniho vzorku

Pro experimenty, které jsou uvedeny vtéto praci, byla pouzita zafizeni pro
vysokofrekvenéni a nizkofrekvenéni plasmovy vyboj.

Zatizeni pro vysokofrekvencni vyboj bylo pouZito pro sterilizaci bakteridlniho vzorku o
objemu 25ul na filtraénim papiru a pro sterilizaci vzorku o objemu 20ml v laboratorni
bance. Nizkofrekvencniho vyboje bylo pouzito pouze pro expozici vzorku s objemem

25ul na filtraénim papiru.

Zarizeni pro vysokofrekvenéni plasmovy vyboj

Toto experimentalni zafizeni je slozeno z vysokofrekvencniho generatoru CESAR
1310, ktery pracuje s frekvenci 13,56 MHz, z ptizpisobovaciho ¢lenu WM 1000 A, a
dale mosazné elektrody s kiemennou kapilarou. Elektroda s kapilarou jsou uchyceny na
teflonové trubicce, ktera tak umoziuje snaz$i manipulaci stimto zafizenim.
Prizpisobovaci ¢len, skladajici se z kondensatort a civek, je po pfipojeni ke generatoru
plné automatizovan a je tak schopen meénit velikost odrazeného vykonu na nejnizsi
moznou hodnotu. Jako pracovni plyn byl pouzit argon a hodnota jeho pritoku byla

nastavovana na pozadovanou hodnotu pomoci pratokoméru Omega FMA-A2408.
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Obr. 3.03 : 1-vysokofrekvencni generator, 2-ptizpiisobovaci Clen,

3-prutokomér, 4-elektroda s kifemennou kapildrou

Zavtizeni pro nizkofrekven¢ni plasmovy vyboj

Zatizeni je slozeno ze stejnosmérného zdroje Mesit YE 3 T (2x40 V — 4 A), ke kterému
je pripojen nizkofrekvencni generator Lifetech, a dale zmosazné elektrody
s kfemennou kapilarou. Pracovni frekvence se pohybovala okolo 10 kHz. Jako pracovni
plyn zde byl pouzit argon a hodnota jeho pritoku byla nastavovana pomoci

pratokoméru Omega FMA-A2408.
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Spektralni analyza plasmového vyboje

Pii méfeni optickych emisnich spekter plasmového vyboje (vysokofrekvencniho ¢i
nizkofrekvencniho) byly pro zjisténi intenzit pouzity spektrometry HORIBA JOBIN-
YVON FHR 1000 se CCD detektorem a JOBIN-YVON TRIAX 550. Takto ziskana

data byla dale pocitatové zpracovana a vyhodnocovana.

dressiely

W 1008

I
\

dressleiy

CESAR 1314

Obr. 3.04 : 1-vysokofrekvencni generator, 2-ptizpiisobovaci Clen,
3-pracovni plyn, 4-vfvyboj, 5-Petriho miska se vzorkem,

6-spektrometr se CCD detektorem, 7-pocitacové zpracovani emisnich spekter
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Expozice bakterialniho vzorku

Pti sterilizaci bakterialniho vzorku o objemu 25ul na filtracnim papiru bylo pouzito
zatizeni pro vysokofrekvencni i nizkofrekvencni vyboj.

Tento filtra¢ni papir byl umistén na Petriho misce a vzdalenost mezi koncem kapilary a
povrchem filtra¢niho papiru byla 2 mm.

Petriho miska byla umisténa na zafizeni opatiené krokovym elektromotorkem (pohyb
Petriho misky ve sméru osy x) a posuvnym mikrometrovym Sroubem (pohyb misky ve
sméru osy y). Rychlost pohybu ve sméru osy x byla 12,5 mm.s” a pohyb ve sméru

osy y byl uskute¢nén manualné vzdy po 1 mm.

Obr. 3.05 : 1-Petriho miska se vzorkem, 2-vf vyboj,

3-elektromotorek, 4-mikrometrovy Sroub
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Obr. 3.06 : 1-Petriho miska se vzorkem, 2-nf vyboj

Pii sterilizaci bakteridlni suspenze o objemu 20ml v laboratorni baiice byl pouzit
vysokofrekvenéni plasmovy vyboj.

Laboratorni bainika byla umisténa na chladicim zafizeni slozeném z chladice s
ventilatorem a Peltierova clanku. Tento clanek se sklada ze dvou raznych
polovodicovych téles (polovodi¢ typu P a polovodi¢ typu N) a ze spojovaciho mustku.
Pracuje na zaklad¢ tzv. Peltierova jevu, kdy pfi prichodu elektrického proudu jedna
strana Clanku teplo z okoli absorbuje (Peltierovo chlazeni) a druha teplo vyzatuje
(Peltiertiv ohtev) [52].

Peltierova clanku zde tedy bylo wvyuzito kchlazeni bakteridlni suspenze pii

steriliza¢nim procesu.
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Obr. 3.07 : Schéma Peltierova ¢lanku

Obr. 3.08 : 1- vf vyboj, 2-bakterialni suspenze,

3-Peltiertv ¢lanek, 4-chladicC s ventilatorem
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3.5 Vliv teploty na sterilizaci experimentalniho

vzorku

Pti plasmoveé sterilizaci bylo nutné omezit teplotni vlivy na uroven, kdy jiz neptispivaly
k dal$im sterilizaénim faktorim piasobeni plasmového vyboje. Teplotni sterilizace,
zaloZena na konformacni a nasledné i funkéni zméné pro mikroorganismus dilezitych
biomolekul, je jednou z fyzikalnich steriliza¢nich metod.

Plasmova sterilizace je vSak zalozena na pusobeni jinych fyzikéalnich agens, tudiz byly
tyto teplotni vlivy béhem steriliza¢niho procesu peclivé kontrolovany.

Pozadavkem piitom bylo, aby teplota sterilizacni prostiedi (kapalinovy objem, filtra¢ni

papir) neptesahla 50°C.

Pro kontrolu teploty byl béhem sterilizace kapaliny pomoci vysokofrekvencniho vyboje

pouzit termoclanek typu K a multimetr Metex M-3860 D.
Jako monitorovaci zafizeni béhem sterilizace filtracniho papiru s nanesenym vzorkem

pomoci nizkofrekven¢niho a vysokofrekvencniho vyboje byla pouzita termokamera

FLUKE Ti 30 Thermal imager.
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Termoclanek jako monitorovaci zarizeni

Teplota kapalinového objemu béhem sterilizaéniho procesu byla meéfena pomoci
termoclanku typu K a multimetru Metex, a to ihned po dané aplikacni dobé , kdy byl
vysokofrekvencni plasmovy vyboj pouzit.

Bylo zjisténo, Ze se tato teplota pro vSechny pouzité Casové useky vzdy pohybovala
v rozmezi mezi 40-45°C.

Takto byla potvrzena a splnéna podminka pro omezeni teplotniho ptsobeni plasmového

vyboje na experimentalni kapalinovy objem.

Termokamera jako monitorovaci zarizeni

Pomoci termokamery bylo sledovano rozlozeni teploty na filtratnim papife béhem
aplikace vysokofrekvencniho a nizkofrekvencniho plasmatu jako sterilizacniho media
na experimentalni vzorek.

S vyuZitim softwaru pro zpracovani udaji ztermokamery byly nasledné ziskany a
vyhodnoceny teplotni mapy snimanych objekt, které tak potvrdily nezavislost

teplotniho Cinitele na steriliza¢ni G¢inky plasmového vyboje.
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Obr. 3.09 : Teplotni mapa plasmové tuzky

Na obrazku Obr. 3.09 je zafizeni pro vysokofrekvenéni plasmovy vyboj snimané
termokamerou. Lze zde vidét rozlozeni teploty podél kiemenné kapilary. Znatelné je
také zvySeni teploty na pfivodnim kabelu, které bylo zpiisobeno absorpci vykonu

v téchto mistech.

194

T bl

Obr. 3.10 : Teplotni rozlozeni Petriho misky s filtranim papirem a 25ul vzorku
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Obr. 3.11 : Filtracni papir po aplikaci vf vyboje (bez vzorku)

Obr. 3.12 : Filtracni papir po aplikaci nf vyboje (bez vzorku)
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Obr. 3.13 : Filtracni papir s 25ul vzorku po aplikaci vf vyboje

Obr. 3.14 : Filtracni papir s 25ul vzorku po aplikaci nf vyboje
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3.6 Vliv proudu plynu na abytek CFU/ml

Béhem aplikace plasmového vyboje jako sterilizacniho média pfi sterilizaci vzorku o
objemu 25ml na filtra¢nim papiru neni mozné bunky na tomto povrchu jakymkoliv
zpuisobem fixovat, aniz by pii tom doslo k poskozeni ¢i usmrceni mikrobialnich bunék.
Proud plynu vychazejici z kiemenné kapilary, ktera je soucasti zatizeni pro plasmovou
sterilizaci, tak mize zptsobit to, Ze nékteré mikroorganismy jsou proudem tohoto plynu
odneseny mimo filtracni papir.

Bylo tak nutné experimentalné jistit, jakou mérou se proud plynu béhem steriliza¢niho

procesu podili na ubytku CFU/ml.

Pti experimentech byla pouzita zatfizeni pro nizkofrekvencni i vysokofrekvenéni vyboj,
rychlost skenovani byla 12,5 mm.s™. Vzdalenost konce kapilary od filtraéniho papiru

s experimentalnim vzorkem byla 2 mm. Pritok pracovniho plynu byl 2,5 I/min.

Pouzité zkratky :

Origin — ptvodni vzorek

CTRL — kontrolni vzorek (bez opracovani)

VF — zatizeni pro vysokofrekvenéni plasmovy vyboj
NF — zafizeni pro nizkofrekvenéni plasmovy vyboj

P — opracovany vzorek
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Origin CTRL o Pocet P
Typ zatizeni .
[CFU/ml] [CFU/ml] skenovani [CFU/ml]
1,091*10™ 6,227%10° VF 2 2,873*%10°
1,091%10™ 6,227%10° NF 2 3,910%10°

Tab. 3.01 : Vysledky experimentu pro zjisténi vlivu proudu
plynu na ubytek CFU/ml

Bylo experimentalné zjisténo, ze proud plynu bez plasmového vyboje ma vliv na

ubytek CFU/ml v bakteridlnim vzorku.

Tento tbytek byl pro obé sterilizacni zatizeni (pro vysokofrekvencni i nizkofrekvencni

plasmovy vyboj) charakterizovan snizenim hodnoty CFU/ml ptiblizn€ o jeden fad.
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3.7 Kolorimetrické stanoveni zmén filtraéniho

papiru

Pfi sterilizaci bakterialniho vzorku o objemu 25 pl na filtratnim papiru pomoci
plasmového vyboje dochazelo k interakci plasmatu prave s filtracnim papirem.
Bylo tak nutné zjistit, zda pfi aplikaci tohoto vyboje nedochazi k degradaci filtracniho

papiru.

Pro toto méfeni byl pouzit kolorimetr X-RITE 918 a byly tak uréeny parametry XYZ,
bélost WI a zlutost YI. Pozorovaci podminky byly nastaveny podle standartu E313 (typ
osvétleni C a pozorovaci thel 2°).

Tento pfistroj spocetl primér z pétinasobného méteni v jednom bodé¢ a nasledné urcil
vyse dané hodnoty.

Vsechny vzorky byly méfeny na podlozce, kterou byl bily papir.

Jako zdroj plasmového vyboje byl pouzit nizkofrekvencni vyboj (45,07 V, 0,63 A,
10 kHz) a vysokofrekvencni vyboj (50W, 13,56 Mhz) s prutokem pracovniho
plynu 2,5 /min pro oba typy vyboje, kterym byl argon.

Rychlost skenovani pracovavaného vzorku byla 12,5 mm.s™.

Nastavené parametry pro standart :

X = 83,86
Y= 86,15
Z= 101,92
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Typ vzorku Pocet skenovani Bélost WI Zlutost YI
Podlozka - 121,66 - 10,44
Kontrolni vzorek - 94,96 - 1,71
VF vyboj 1 94,24 - 1,46
VF vyboj 4 94,91 - 1,77
NF vyboj 1 94,67 - 1,66
NF vyboj 4 94,40 - 1,66

Tab. 3.02 : Vysledky kolorimetrickych experimentt

Vzhledem k tomu, Ze se parametry bélost WI a zZlutost YI pro vzorky (filtracni papir)
stuznou dobou opracovani plasmatickym vybojem (vysokofrekvencnim = ¢i
nizkofrekvencnim) neménily, nebyla tak zplisobena degradace téchto vzorkl. Bylo tak

ovéteno, ze lze plasmovy vyboj pouZit i pro sterilizaci velice citlivych materiald.
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3.8 Dukaz existence volnych radikalu

v pribéhu plasmové sterilizace

Volné radikaly maji v procesu sterilizace plasmatem zéasadni roli. Vzhledem k jejich
vysoké reaktivit¢ jsou nepostradatelnym steriliza¢nim cCinitelem ucastnicim se mnoha
chemickych reakci, které vedou ke zmeéné ¢i Uplné ztrate¢ funkcnosti dilezitych
biomolekul.

Piitomnost téchto chemickych agens byl ovéfen pomoci spektralni analyzy plasmového
vyboje, a to nizkofrekvenéniho i vysokofrekvenéniho.

Pro méfeni spekter byl pouzit spektrometr HORIBA JOBIN-YVON FHR 1000 a
spektrometr JOBIN-YVON TRIAX 550.

Nasledna analyza byla provedena pomoci programu Spektrum Analyzer 1.6 [53].
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Obr. 3.15 : Vysokofrekvencni vyboj, vykon 50W,
NO, N, a OH radikaly
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Obr. 3.17 : Nizkofrekven¢ni vyboj, 46,3V, 0,75 A,
NO, N, a OH radikaly
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Obr. 3.19 : Vysokofrekvenéni vyboj, vykon 110W,
N, radikaly
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Obr. 3.20 : Kyslikovy triplet

Diky spektralni analyze vysokofrekvencniho i nizkofrekvencniho plasmového vyboje
byla dokdzana ptitomnost volnych radikald, které se znacné podileji na vlastnim ti¢inku
béhem steriliza¢niho procesu.

Touto analyzou byla prokdzana existence radikald NO, N, a OH a to pro ob¢
frekvencni nastaveni pouzita pii plasmové sterilizaci.

U nastaveni plasmového vyboje pro sterilizaci bakterialniho vzorku s objemem 25 pl
byla pomoci spektralni analyzy prokdzana piitomnost kyslikového radikalu, ktery se

vzhledem ke své vysoké reaktivit¢ ihned méni na molekulu ozonu.
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3.9 Opticka diagnostika plasmatu

Pro snimani emisnich spekter plasmovych vyboji, které byly pouzity pfi steriliza¢nich
experimentech, byl vyuzit spektrometr HORIBA JOBIN-YVON FHR 1000 se CCD
detektorem.

Takto naméfend emisni spektra byla dale zpracovdna pomoci programu Spektrum
Analyzer 1.6 [53], ktery byl vytvofen na PfF MU Brno. Pomoci né&j byl uréen vypocet

rotacni a vibracni teploty plasmového vyboje.

Data pro samotny vypocet byla namétena pro vSechny typy experimentalnich zatizeni
pouzitych pii plasmové sterilizaci — vysokofrekvencni (13,56 MHz) i nizkofrekven¢ni

(10 kHz) plasmovy vyboj.

Pracovni vykon pro vysokofrekvenéni plasmovy vyboj byl nastavovan pomoci
vysokofrekvencniho generatoru CESAR 1310 a pro nizkofrekvencni plasmovy vyboj
pomoci zdroje Mesit YE 3 T a generatoru Lifetech.

Hodnota priitoku plynu byla natavena pomoci pratokoméru Omega FMA na hodnotu

2,5 1/min a to pro vSechny typy plasmového vyboje.

Samotna teplota byla métfena podél celé kapilary od pracovni elektrody aZz po konec
jazycku plazmatu.

Poloha sondy 0 mm tedy urcuje hodnotu teploty v misté tsti kapilary. Kladné hodnoty
oznacuji posunuti sondy spektrometru ven z kapilary a zdporné hodnoty smérem k

elektrod¢, tedy dovnitf kapilary.

Vzdalenost konce kapilary od elektrody pro vysokofrekvenéni vyboj s vykonem 45 W
byla 4 cm, pro vykon 50 W byla 6 cm a pro vykon 110 W byla tato vzdalenost 14 cm.
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Kalibrace na citlivost méficiho pfistroje nebyla provedena, jelikoz interval métené
vlnové oblasti byl maly a citlivost pfistroje tak byla pro tento rozsah vinovych délek
s dobrou aproximaci konstantni [54].

Chyba takto vypoctenych hodnot byla stanovena pomoci programu Spektrum Analyzer
1.6 a pohybovala se okolo hodnoty 10 % z vypoctené hodnoty.

3.9.1 Vypocet teploty z rota¢nich ¢ar molekulovych spekter

Pro vlastni vypocty rotacnich teplot byly pouzity molekulové pasy OH™ ionti a to vétev

Q! pro piechod *% — “II.
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Obr. 3.21 : Cast spektra, které bylo pouzito pro vypodet rotaéni teploty

86



460 [
450 |-
440 [
0l 7
420 |-
40 [
swo w—1 Tt
390 [
380 [
sol | 1
360 [

350 |- =~
I =
N s miskou

330 [

teplota
(Kl

1 ) 1 A A A ) 1 ) 1 ) 1
-18 -15 -12 -9 -6 -3 0 3

poloha sondy
[mm]

Obr. 3.22 : Rotaéni teplota nizkofrekvencniho vyboje v uspotfadani s miskou
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Obr. 3.23 : Rotacni teplota vysokofrekvencniho vyboje s vykonem 45 W

usporadani bez misky a s miskou
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Obr. 3.24 : Rotac¢ni teplota vysokofrekvenéniho vyboje s vykonem 50 W

uspotadani bez misky a s miskou
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Obr. 3.25 : Rotacni teplota vysokofrekvencniho vyboje s vykonem 45 a 50 W

uspoiradani s miskou

88



T T T T T T T T T
720 | -
690 |- -
660 - .
®©
o 630 -
g I
= 600 |- -
570 |- - .
A —=— bez kapaliny °e
540 |- —e— v kapaline o
%
[ ]
510 |- -
1 n 1 n 1 n 1 n 1 n 1 n 1 n 1
140 120 -100  -80 -60 -40 -20 0
poloha sondy
[mm]

Obr. 3.26 : Rotacni teplota vysokofrekvencniho vyboje s vykonem 110 W

uspotadani bez kapaliny a v kapaliné
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3.9.2 Vypocet teploty z vibracnich ¢ar molekulovych
spekter

Tato teplota byla stanovena pomoci emisnich ¢ar molekulového pasu dusiku N». Byly

pouzity hlavy 0-2, 1-3 a 2-4.
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Obr. 3.27 : Cast spektra, které bylo pouZito pro vypodet vibraéni teploty
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Obr. 3.28 : Vibracni teplota nizkofrekvencniho vyboje v uspotfadani s miskou
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Obr. 3.29 : Vibracni teplota vysokofrekvencniho vyboje s vykonem 45 W

usporadani bez misky a s miskou
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Obr. 3.30 : Vibracni teplota vysokofrekvencniho vyboje s vykonem 50 W

uspotadani bez misky a s miskou
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Obr. 3.31 : Vibracni teplota vysokofrekvencniho vyboje s vykonem 45 a 50 W

uspoiradani s miskou
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Pomoci optické diagnostiky byly prométfeny teplotni zavislosti (rota¢ni a vibracni

teplota) plasmového vyboje na poloze snimaci sondy.

Vypocet rotacni teploty

Bylo zjisténo, Ze teplotni zavislost u nizkofrekven¢niho vyboje se na poloze sondy
meéni jen s malymi odchylkami a to v celé délce kapilary.

Pii analyze vysokofrekvencniho vyboje pii vykonu 45 a 50 W v uspotradani s Petriho
miskou a bez ni byl prokazatelny podobny prubéh zavislosti na poloze sondy pro obé
pouzité¢ hodnoty vykonu. U obou nastaveni byl také vidét trend snizeni teploty od
polohy sondy 6 mm smérem dovniti kapilary v uspofadani s Petriho miskou oproti
uspotadani bez misky, které bylo pravdépodobné zplisobeno ochlazenim touto miskou.
Pfi porovnani rota¢ni teploty vysokofrekvenc¢niho vyboje pfi vykonu 45 a 50 W bylo
vidét, Ze teplotni zavislost byla pro vykon 50 W posunuta k vyssim teplotam.

Pro teplotni zavislosti vysokofrekvencni vyboje s vykonem 110 W (spofadani bez
kapaliny a s kapalinou) bylo opét znatelné, Ze jsou tyto teploty podobné a meéni se az
v poloze sondy 22 mm smérem dovnitt kapilary, kdy teplota v uspotadani s kapalinou
nahle klesa. Pravé k této vzdalenosti od konce kapilary dosahovala hladina kapaliny
v uspotadani plasmového vyboje s kapalinou. Tento pokles teploty byl zpiisoben pravé

ptitomnosti kapaliny.

Vypocet vibraéni teploty

Pro nizkofrekvencni plasmovy vyboj byl viditelny pokles vibra¢ni teploty ihned za
elektrodou.

Pii porovnavani teplotni zavislosti vysokofrekvenc¢niho vyboje s vykonem 45 a 50 W
v uspofadani s Petriho miskou a bez ni byla vidét podobnost téchto hodnot az do
polohy sondy 4 mm smérem dovniti kapilary, kdy se tato teplota snizovala
v pritomnosti Petriho misky a to u obou pouzitych pracovnich vykond. Toto sniZeni
teploty bylo pravdépodobné zptsobeno ochlazenim Petriho miskou.

Teplotni zavislosti a hodnoty ziskanych vibracnich teplot pro vysokofrekvenéni

plasmovy vyboj s vykonem 45 a 50 W si byly velice podobné.
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3.10 Vysledky steriliza¢nich experimentu

Plasmovy vyboj, pouzity pifi sterilizacnim procesu, byl realizovan pomoci
nizkofrekvencniho a vysokofrekvenéniho vyboje.

Pomoci nizkofrekvencniho vyboje byl sterilizovan bakteridlni vzorek o objemu 25 pl,
ktery byl nanesen na sterilni filtra¢ni papir.

Vysokofrekvencnim vybojem byl sterilizovan bakteridlni vzorek o objemu 25 pl
naneseny na sterilni filtracni papir a také bakteridlni suspenze 20 ml, ktera byla

umisténa ve sterilni bance.

Pracovni nastaveni pfi pouziti nizkofrekvencniho vyboje bylo 44,02 V a 0,66 A.
Pracovni frekvence byla 10 kHz.

Pracovni nastaveni s vyuzitim vysokofrekvencniho vyboje (13,56 MHz) pro sterilizaci
vzorku o objemu 25 pl bylo 45 a 50 W a pro sterilizaci 20 ml bakteridlni suspenze

bylo 110 W.

Pii aplikaci plasmového vyboje na vzorek o objemu 25 ul byla vzdéalenost konce
kifemenné kapilary od povrchu filtracniho papiru 2 mm. V tomto nastaveni byla pouzita
rychlost skenovani 12,5 mm.s”. Nasledné byl pro posouzeni sterilizaénich u&inka
meénén pocet skenovani bakterialniho vzorku.

S pouzitim vysokofrekvencniho plasmového vyboje byla pro vykon 45 W vzdalenost
konce kapilary od elektrody 4 cm a pro vykon 50 W byla tato vzdalenost 6 cm.

Pratok pracovniho plynu, kterym byl argon, byl pro vSechna experimentdlni zatizeni

nastaven na hodnotu 2,5 1/min.
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Pouzité zkratky :

Origin — ptvodni vzorek

CTRL — kontrolni vzorek (bez opracovani)

VF — zatizeni pro vysokofrekvencni plasmovy vyboj

NF — zafizeni pro nizkofrekvenéni plasmovy vyboj

P — opracovany vzorek

Zluta/nesterilni — kvalitativni metoda pomoci média Presence Absence Broth

Cervend/sterilni — kvalitativni metoda pomoci média Presence Absence Broth

Obr. 3.32 : 1 — Origin - fedéni 107, 2 — CTRL - fedéni 107,

3 — ogetieni nf vybojem 1x - fedéni 10°, 4 — oSetieni nf vybojem 3x - fedéni 10°
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Sterilizace bakteridlniho vzorku o objemu 25 pl na filtra¢nim papiie

Origin CTRL o Pocet
Typ zatizeni L, P
m m skenovani

[CEU/ml] [CFU/ml] k

1,246%10" 7,189%10° NE 1 Zluté/nesterilni
1,246*10™ 7,189%10° 1402V 2 Zlutd/nesterilni
1,246*10" 7,189*10° 0’6 6 A 3 Cervené/sterilni
1,246*10" 7,189%10° ’ 4 Cervena/sterilni
1,721*10" 8,567*10° 1 Cervena/sterilni
1,721%10" 8,567*10° VE 45 W 2 Cervend/sterilni
1,721*10" 8,567*10° 3 Cervené/sterilni
1,721*10" 8,567*10° 4 Cervené/sterilni
6,567*%10° 4,933*10° 1 Cervena/sterilni
6,567%10° 4,933*10° VE_ 50 W 2 Cervena/sterilni
6,567%10° 4,933*10° 3 Cervend/sterilni
6,567%10° 4,933%10° 4 Cervend/sterilni

Tab. 3.03 : Vysledky sterilizacnich experimentii pro dana zatizeni

Sterilizace bakterialni suspenze o objemu 20 ml v sterilni baiice

Origin Aplikacni P Faktor preziti Letalita
[CFU/ml] doba [CFU/ml] Ry L
1,486%10" 3 min 1,102%10™ 5,888%107 1,294%10™
1,486%10™ 4 min 9.838*%10° 4,717%107 1,788*107
1,842%10" 5 min 1,030*10" 3,885%10 2,283%10
1,842%10" 7 min 1,024*10° 3,226%107" 2,805%10™"
1,842%10" 8 min 9,656*10’ 2,364*10™ 3,769%107"
2,246*10™ 10 min 3,534*%10° 7,436%107 8,031*%10
2,246%10" 11 min 2,322*%10° 4,739%107 9,856*107"
2,246*10™ 12 min 2,128*10° 4,324*10~ 1,023*10°

Tab. 3.04 : Vysledky sterilizacnich experimentii pro dand zatizeni
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Faktor preziti R,

Obr. 3.33 : Zavislost Faktoru pieziti Ry na dob¢ aplikace plasmového vyboje

Letalita L

Obr. 3.34 : Zavislost Letality L na dob¢ aplikace plasmového vyboje
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Bylo experimentalné zjisténo, Ze sterilizacni ucinek nizkofrekvencniho vyboje je tiplny
az pro vetsi pocet skenovani, tzn. pro delsi aplikacni dobu. Pro pocty skenovani 1x a 2x
byla koncentrace CFU/ml velice nizkd (fadové 10° CFU/ml), aviak piitomnost
bakterialnich bun¢k v opracovaném vzorku byla ovéfena pomoci kultiva¢niho média
Presence-Absence Broth.

Pti aplikaci vysokofrekvencniho vyboje na bakterialni vzorek o objemu 25 pl naneseny
na sterilni filtracni papir byl sterilizacni i€inek prokdzan pro vSechny aplikacni doby.
Pro vyhodnoceni t¢inku vysokofrekven¢niho vyboje na bakterialni suspenzi o objemu

20 ml byly pouzity vztahy pro Faktor preziti Ry [R, =log(N,)—log(N,)] a
Letalitu L [ L =log(N, ) —log(N)] (viz kapitola 3.3.3). Byly tak zjiStény a zpracovany

ktivky charakterizujici steriliza¢ni u¢inky tohoto plasmového vyboje.
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KAPITOLA 4

ZAVER

99



4.1 Zavér

Béhem provadénych experimentd bylo prokazano, ze plasmovy vyboj =za
atmosférického tlaku lze uspésné pouzit jako fyzikalné chemické sterilizaéni médium.

Jako experimentalni mikroorganismus byla pouzita bakterie E.Coli. K samotné
sterilizaci byl pouzit nizkofrekvencni a vysokofrekvencni plasmovy vyboj pro
sterilizaci povrchu za atmosférického tlaku a dale vysokofrekvenéni plasmovy vyboj

pro sterilizaci kapaliny.

Vzhledem k ndrocnosti piipravy samotnych sterilizatnich experimentti a jejich
nasledného zpracovani (¢asova narocnost pouzitych kultivacnich metod) zpusobila to,

7e nebylo mozné provést veétsi mnozstvi mikrobiologickych experimentt.

Pomoci emisni optické spektroskopie byla dokazana ptitomnost volnych radikal a to
pro vSechny typy pouzitych plasmovych vyboji. Tyto volné radikaly maji majoritni
podil na sterilizacnim ucCinku plasmového vyboje. Takto byla zjiSténa existence
volnych radikalti N,, NO, OH a kyslikového radikalu.

Pfitomnosti emisnich spektralnich c¢ar volnych radikali v oblasti vlnovych
délek 230 — 400 nm bylo prokazano plsobeni UV zatfeni béhem sterilizace povrchu,
které je dalSim z hlavnich steriliza¢nich faktorti plasmové sterilizace.

Emisni optické spektroskopie a nasledna analyza také neprokazala pfitomnost zadnych

toxickych latek.
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Pomoci optické diagnostiky plasmatu byla také urCena zavislost rota¢ni a vibracni
teploty plasmovych vybojt na poloze sondy.

Zavislost rotacni teploty na poloze sondy méla pro nizkofrekvencni vyboj témeét
konstantni prib¢h, zatimco u zavislosti pro vibracni teplotu byl znatelny jeji pokles
v mistech za elektrodou.

Bylo také prokazano, ze pro rotacni i vibracni teploty, naméfené u daného vykonu
vysokofrekvenéniho vyboje v uspofadani s Petriho miskou a bez ni, je znatelna
podobnost az do polohy sondy pfiblizné¢ 5 mm smérem dovnitf sondy. Od tohoto mista
teplota v uspotfadani s Petriho miskou klesala znateln¢ rychleji nez pro uspotfadani bez
misky. Toto bylo pravdépodobné zptisobeno ochlazenim samotnou Petriho miskou.

U vysokofrekvencniho vyboje v uspotfadani pro sterilizaci kapaliny byl znatelny pokles
rotacni teploty oproti seskupeni bez kapaliny v mistech, kde se nachazela hladina

kapaliny.

Kolorimetrickd analyza filtracniho papiru pouzitého pfi sterilizaci povrchu pomoci
nizkofrekvencniho a vysokofrekvenéniho vyboje prokazala, Ze samotny plasmovy
vyboj nezpiisobuje optickou zménu tohoto filtracniho papiru. Lze tak fici, Ze se jedna o

velice Setrnou steriliza¢ni metodu.

Béhem provadénych sterilizacnich experiment bylo monitorovano tepelné piisobeni
plasmového vyboje, aby tak nedochdzelo ke sterilizaci pomoci vysoké teploty.
Takovyto druh sterilizace totiz nebyl piredmétem zkoumani této prace.

Pii sterilizaci povrchu pomoci zafizeni pro nizkofrekvencni a vysokofrekvencni
plasmovy vyboj byl experimentdlné zjistén vliv piisobeni proudu pracovniho plynu.
Toto proudéni sice zplsobilo snizeni poctu bakteridlnich bunc¢k v experimentalnim
vzorku o pfiblizné jeden tad (charakterizovany pomoci jednotky CFU/ml), nemohlo

vsak pfi plasmové sterilizaci zptsobit falesné pozitivni vysledek.
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Béhem sterilizac¢nich experimentii s vyuzitim vysokofrekvencniho plasmového vyboje
na sterilni filtra¢ni papir s nanesenym bakteridlnim vzorkem o objemu 25 pl byl
prokazan Uplny steriliza¢ni uc¢inek pro vykon 45 a 50 W.

Pii aplikaci nizkofrekvencniho plasmového vyboje na sterilni filtracni papir
s nanesenym bakterialnim vzorkem o objemu 25 pul byl zjistén uplny sterilizacni uc¢inek
pro vetsi pocet skenovani. Pfi poctu skenovani 1x a 2x byla koncentrace bunck, které
sterilizaCni proces ptezily, velice nizka (jednotky CFU/ml).

Pti pouziti vysokofrekvencniho plasmového vyboje pro sterilizaci bakterialni suspenze
o objemu 20 ml byly ziskdny kfivky zéavislosti Faktoru pteZziti Ry a Letality L, které

charakterizuji uc¢inek tohoto plasmového vyboje.

Tato prace tedy potvrdila sterilizacni u€inky pouzitych plasmovych vybojli. Ostatni
experimenty také zjistily, ze pouzitd plasmova zafizeni jsou pouzitelnd pro sterilizaci
teplosenzitivnich materiald (kolorimetrickd analyza, skenovani termokamerou) c¢i
materidl nachylnych na toxické latky (spektralni analyza). Plasmova sterilizace pfi

pouziti danych experimentalnich zafizeni se také vyznacovala kratkou aplika¢ni dobou.

Studium uc¢inkh tohoto zafizeni pii nastaveni jinych provoznich parametri by tak
mohlo byt ndmétem dalSich odbornych praci. Bylo by tak vhodné ovéfit sterilizacni
ucinky plasmového vyboje na jiné mikroorganismy, pouziti pracovniho plynu s vyssi
koncentraci kysliku ¢i pouziti jiného rezimu generatoru plasmového vyboje nez

kontinualniho [55].
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Vzhledem k jednoduchosti zafizeni, jeho pfenositelnosti, moznosti snadné¢ manipulace
s kratkou aplikacni dobou a nizkym provoznim nakladtim ¢i absenci toxickych latek by
tak plasmova sterilizace s vyuzitim tohoto plasmového zafizeni mohla byt vhodnou
alternativou oproti standardnim sterilizacnim metodam, které jsou pro svou fyzikalni a
chemickou podstatu sterilizaéniho ucinku nevhodné pro opracovani mnohych
materiali. Vzhledem k tomu, ze dané zatfizeni pracuje za atmosférického tlaku, odpada
zde také nutnost potieby zafizeni pro ziskdni nizkého tlaku, které jsou pro jiné

sterilizacni metody nezbytné, a jsou velice finan¢né narocné.
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