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Anotace:

BOHATA, MARTINA. Viiv magnetického pole na bakterialni biofilm, Ing. Lucie
Kfiklavova, Liberec: Ustav zdravotnickych studii, Technicka univerzita v Liberci, 2013,

57 s., 5 ptiloh, Bakalatska prace

Cilem této bakalatské prace je pozorovat vliv magnetického pole na bakterialni
biofilm. Prace se zabyva pusobenim magnetického pole, vytvofenym permanentnimi
magnety, na dva druhy mikrobialnich biofilmt, a to bakterie Micrococcus luteus
a bakterie Escherichia coli. Dale je cilem se, na zakladé provedenych experimentt,
pokusit zhodnotit rozdily v plisobeni na gram pozitivni/negativni bakterie, a také urcit
rozdily ve schopnosti tvofit biofilm na riiznych typech povrchil, pfipadné zhodnotit

u¢inky magnetického pole na zménu adhezivity bakterialnich bunék.

Kli¢ova slova: Magnetické pole, bakterialni biofilm, Micrococcus luteus, Escherichia

coli, permanentni magnety

Abstract:

BoHATA, MARTINA. The effect of magnetic field on bacterial biofilm, Ing. Lucie
Ktiklavova, Liberec: Institute of Health Studies, Technical University of Liberec, 2013,
57 pp., 5 attachments, Bachelor Degree Thesis

The aim of this bachelor thesis is to observe the effect of magnetic field
on bacterial biofilm. The thesis deals with the effect of the magnetic field generated
by permanent magnets, on the two types of microbial biofilms, namely bacteria
Micrococcus luteus and bacteria Escherichia coli. It is also the aim to, pursuant
on performed experiments, trying to evaluate the differences in activity per gram
positive/negative bacteria, and also to determine the differences in the ability to form
biofilms on different types of surfaces, or to evaluate the effects of magnetic fields

to change the adhesivity of the bacterial cells.

Key words: Magnetic field, bacterial biofilm, Micrococcus luteus, Escherichia coli,
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I délka
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S plocha m?
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E intenzita elektrického pole V-m?t
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1 Uvod

Tématem této prace je vliv magnetického pole na bakteridlni biofilm.
Magnetické pole nabizi Sirokou Skalu vyuziti. S jeho projevy se bézné setkavame kazdy
den, a to vriznych typech elektronickych karet, nosi¢t dat, v pocitacové technice
anavigaci. Magnetismus najdeme také ve zdravotnictvi, vyzkumnych laboratofich
a ve strojirenském pramyslu. V neposledni fadé¢ ma své vlastni magnetické pole kazdy
7ivy organismus, po€inaje samotnou bunkou. Za jeden velky magnet by se dalo
povazovat i magnetické pole planety Zem¢, které ovliviiuje mnoho procesii. V soucasné
dobé tedy existuje nespocet moznosti vyuziti magnetického pole a jeho Gc¢inkt na zivé
I nezivé latky. Vyzkum magnetického pole a hledani dalSich zptsobd jeho vyuziti
neustdle pokraCuje. V teoretické Ccasti prace tedy nejdfive predstavim samotné

magnetické pole, v praktické ¢asti poté nami pouzité magnetické pole.

Také bakterialnimu biofilmu je v soucasné dobé vénovana znacna pozornost.
Jelikoz bakterie maji tendenci prisedat a tvofit biofilm na nejriznéjSich povrsich,
mohou tak zptisobovat rizné znecisténi, koroze, ¢i byt puvodci infekei. Tyto infekce
podminky pro rust. Bude proto vypracovana potfebna teorie o bakteriich a bakterialnich
biofilmech, dale bude vypracovéna reSerSe na téma doposud zndmého vyuziti

magnetického pole v biologii.

Hlavnim ukolem této priace bude na =zakladé¢ provedenych experimenti
zhodnotit, jaky vliv ma magnetické pole na mikrobialni biofilmy. Timto vyzkumem se
budu zabyvat v praktické c¢asti prace, kde navazi na vyzkum ohledné vlivu
magnetického pole na bakterie, ktery byl proveden v loniském roce Vv rdmci bakalarské
prace VIiv magnetického pole na mikroorganismy. Ja se ve svém experimentu zamétim,
tentokrdt ne na jednotlivé bakterie, ale na bakteridlni biofilm. V prostorach
mikrobiologické laboratofe TUL se pokusim vytvofit biofilm z bakterii rodu
Escherichia coli a biofilm z bakterii rodu Micrococcus luteus. Biofilm budu vytvaret
na n¢kolika typech povrchii, které byly pro tento experiment vybrany. Nasledné se
pokusim zhodnotit, zda méa magnetické pole vliv na biofilm, zda lze fici, ze je rozdil
mezi témito dvéma druhy bakterii, liSici se Gram pozitivitou/negativitou, a také, zda

zalezi na materialnu nosice, na kterém je biofilm uchycen.

~ 10 ~



2 Magnetické pole

2.1 Zakladni pojmy

Magnet — latka, ktera okolo sebe vytvaii magnetické pole. Existuji dva druhy
magneti: permanentni magnety, které nepotiebuji ke vzniku svého pole zadné dalsi
okolnosti, daji se vyrobit zmagnetovanim; nebo elektromagnety, jejichz magnetické
pole v jejich okoli vznika protékajicim elektrickym proudem ve vodi¢i, ¢im je tento
proud vétsi, tim veétsi ziskavame magnetické pole okolo vodi¢e. Magnety maji dva poly:
zaporny je oznacovan jako severni (znacime N, podle anglického north, cerven¢)

a kladny jako jizni (znac¢ime S, podle anglického south, modre).

Elektromagnetické pole — sklada se ze dvou navzajem neoddélitelnych poli —
magnetického a elektrického. Ma svou energii a je schopno konat praci. Popisujeme ho

pomoci Maxwellovych rovnic.

Maxwellovy rovnice — rovnice popisujici elektromagnetické pole. Popisuji
vztah mezi jeho magnetickou a elektrickou slozkou. Lze je zapsat v diferencialnim
nebo integralnim tvaru. V diferencialnim tvaru popisuji chovani pole v bodé¢,
Vv integralnim tvaru popisuji jeho chovani v oblasti. Maxwellovy rovnice (MR)

V integralnim tvaru vypadaji nasledovné:

1-miff>cH-dl=f+§ 3MR:§ DdS=Q

Jd
2ME: Edl=-— AMR ¢ B.dS=0
¢ de s [1]
Maxwellovy rovnice v diferencialnim tvaru pak:
1ME: ratH=J AME: divD= g2
ZME: rotE =10 4. ME: divB=10 [2]

1. Maxwellova rovnice fika, Ze proud vyvolavd okolo sebe magnetické pole,

které je nejsilngjsi v misté nejblize k protékajicimu proudu a se vzdalenosti se zeslabuje.

~11 ~



2. Maxwellova rovnice fikd, ze zména magnetického pole vyvolava elektrické

pole. Nazyvame ji také jako Faradayliv indukéni zakon.

3. Maxwellova rovnice, nebo také Gaussova véta, tika, ze ¢im je vice naboje

V objemu, tim je vEtsi energie.

4. Maxwellova rovnice, nebo také zakon spojitosti indukéniho toku, je zavisly
na 1. Maxwellové rovnici. Rika, ze magneticky indukéni tok v uzaviené orientované

plose je nulovy. To znamena, ze magnetické pole nema zadny naboj.

Magnetické pole — je soucasti elektromagnetického pole. Vznikd okolo
predmétl, jimiz protéka proud (u permanentnich magneti, ktery tento proud pro vznik
magnetického pole nepotiebuji, vznikd magnetické pole nazékladé vazanych
elektrickych proudi uvnitt objektu). Toto pole je popisovano fyzikalnimi veli¢inami

magnetickd indukce a intenzita magnetického pole.

Magnetické indukce — vektorova fyzikalni veliina, popisujici magnetické pole.
Popisuje jeho silové ucinky na nabité Castice, které se nachazi v tomto magnetickém

poli. Jeji vzorec je:

Magneticky indukéni tok — vyjadiuje hustotu magnetické indukce na urcitou
plochu, pfitom plati, Ze ¢im vice indukénich ¢ar prochdzi plochou, tim vétsi je velikost
magnetického toku. Plati vztah:

o= |Bds

Intenzita magnetického pole — vektorova fyzikalni veli¢ina, popisujici
magnetické pole. Popisuje intenzitu pole, ktera zavisi na faktorech, které toto pole
vytvafi. Nezavisi na okolnostech a prostiedi, v némz se toto pole vyskytuje. Nasledujici

vztah plati pro prostiedi ve vakuu:

Magnetické indukéni €ary — cary, jimiz graficky zndzoriiujeme vlastnosti

magnetického pole, konkrétné magnetickou indukci. Te¢na v daném bodé€ znazoriuje

~ 12 ~



smér vektoru magnetické indukce. Magnetické indukéni Cary jsou uzaviené

a orientované od severniho polu k jiznimu.

Magnetické indukéni cary udavaji, krom¢é sméru magnetického pole, také
velikost magnetické indukce na daném misté pole. To znazoriuje jejich hustota
vV daném miste, pticemz plati, ze ¢im je vétsi hustota indukénich car, tim je na tomto

misté vétsi indukce magnetického pole. [3]

Homogenni prostiedi — veli¢ina, kterou pole popisuje ma v kazdém bod¢

stejnou hodnotu, pokud tomu tak neni, je nehomogenni.

Linearni pole — velicina, kterou pole popisuje je konstantni. Pokud se v ¢ase

meéni, je pole nelinearni.

Izotropni pole — pokud pii zjistovani veli¢iny nezalezi na sméru, je pole

izotropni. Pokud na sméru zaleZzi je pole anizotropni.

Meékké latky — magneticky mékké latky jsou snadno zmagnetizovatelné, ovsem

po odstranéni vnéjsiho magnetického pole, jejich vlastni magnetické pole téméf zanika.

Tvrdé latky — magneticky tvrdé latky po odstranéni vnéjsiho magnetického pole
zistavaji zmagnetizovany astavaji se trvalymi nebo doCasnymi permanentnimi

magnety.

2.2 Stacionarni magnetické pole

Pod pojmem stacionarni magnetické pole rozumime takové magnetické pole,
jehoz vlastnosti se neméni s ¢asem. Vznika tehdy, pokud je pohyb elektricky nabitych
¢astic rovnomérny. Vyskytuje se okolo permanentnich magnetl se stilou polohou

a okolo vodic¢u, které maji neménny proud a stalou polohu.
Magnetické pole se projevuje silovymi ucinky, tedy silou. Velikost magnetické
sily, ktera ptisobi v okoli vodice, vypocitdme pomoci vzorce:

F, =B/lsana

Smér magnetické sily urcujeme pomoci vektoru rychlosti v, jelikoz magneticka
sila je kolma na tento vektor. Zaroven je také kolma na magnetickou indukci B. Proto

muzeme vzorec pro vypocet magnetické sily zapsat v nasledujicim tvaru:
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F, = O(vxB)

Timto vzorcem vyjadifujeme pusobeni magnetické sily nanaboj o urcité
rychlosti, velikost této sily je imérna rychlosti ndboje. Tuto silu nazyvame Lorentzova
sila. Ta je kolma k vektoru magnetické indukce a jeji smér urujeme pomoci pravidla
levé ruky: Polozime-li levou ruku tak, aby prsty ukazovaly smér pohybujicich se nabojt
(kladnych) a induk¢ni ¢ary vstupovaly do dlan€, ukazuje palec smér pusobici sily.

Pro zaporné naboje je smér sily opacny. [4]

Tento vzorec plati v ptipad€, ze na naboj neptisobi také elektrické pole. Pokud
toto pole piisobi, je potfeba zohlednit také velikost intenzity elektrického pole. Tato sila

je elektromagneticka a vypocitame ji podle rovnice:
F=0(E+vxR)

Magneticka sila, je sila, ktera ptisobi v magnetickém poli. Piisobi na pohybujici
se télesa, ktera nesou libovolny naboj, ale i na vSechny druhy latek v klidu. [5] Je tedy
ziejmé, Ze magnetické pole ma jisté UCinky na vSechny castice a latky. Pozorovani
téchto ucinkli na Zivé organismy, konkrétné¢ na bakteridlni biofilm dvou rGznych

bakterii, bude predmétem praktické casti této prace.

Z vyse zminéného vzorce pro vypocet magnetické sily je zfejmé, Ze jeji velikost
zavisi natvaru adélce vodiCe, okolo kterého vznikd magnetické pole protékajicim
proudem. Pro vypocet velikosti magnetické indukce je ale vyhodné, pokud umime ur¢it
jeji  velikost v jakémkoliv bodu v okoli tohoto vodiCe. Ktomu nam slouZzi
Biottiv-Savatliv zédkon, podle kterého lze vypoditat ucinek tzv. proudovych elementd.
Piedstavujeme si, ze vodi¢ zanedbatelného priifezu je rozdélen na linedrni elementy
délky dl, jimiz protéka proud I. [3] Biotav-Savartiv zakon nam tedy tika, jaka je
velikost magnetické indukce v daném bod&. Vzorec v diferencidlnim tvaru vypada

nasledovné:

dB:f“_Df_dlf’”
d F

Kde po je permeabilita vakua. Tento vzorec tedy lze pouzit pro vakuum, ale
velmi pfibliZzné€ i na ostatni latky, kromé latek feromagnetickych. Permeabilita ostatnich

latek se bézné prakticky nelisi od o, [6]
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Biotlv-Savrtiv zdkon ovSem neplati pouze pro magnetickou indukei, plati také
pro intenzitu magnetického pole H. Tento zakon se pro intenzitu pole 1isi pouze tak, ze

nepocita s permeabilitou, z ¢ehoz vyplyva, ze intenzita H neni zavisla na prostiedi.

2.3 Kvazistacionarni magnetické pole

Jiz jsme se seznamili se stacionarnim magnetickym polem, které je casove
neproménné. Casové proménné magnetické pole nazyvame polem nestacionarnim.
Zvlastnim piipadem tohoto pole je pole kvazistacionarni. To je pole, které je sice Casové
proménng, ale ¢asové zmény jsou dostatecné pomalé. Vina se v obvodu §ifi nekone¢nou

rychlosti, amplituda v celém obvodu a Case je stejna.

Teorie nestacionarniho (a kvazistacionarniho) pole nam tika, Ze magnetické pole
nevznika pouze v ¢asové neproménné soustavé. Zdrojem nestacionarniho pole jsou
posuvné proudy, vznika tedy i se zménou elektrického pole v ¢ase. Jak jiz bylo zminéno
diive elektrické a magnetické pole tvoii dohromady pole elektromagnetické a tyto jeho
dvé slozky jsou neoddélitelné. Pokud popisujeme pouze jednu jeho slozku, naptiklad
pole magnetické, je druha slozka minimalni aje Vv uavahach zanedbavana.
Elektromagnetické pole je popisovano Maxwellovymi rovnicemi, z kterych vyplyva, ze

toto pole je zavislé na ¢asovych zménach a na rychlosti téchto zmén.

Pro popis kvazistacionarniho pole vyuZivame elektromagnetickou indukci, ktera
byla objevena M. Faradayem, a podle n¢j je také nazyvan zakon elektromagnetické
indukce jako Faradaylv indukéni zékon. Elektromagnetickou indukci lze ovéfit
nékolika pokusy, zarliznych situaci. Ty nam fikaji, ze zména magnetického pole
vyvolava indukovany proud. Pro vypocet indukovaného elektromotorického napéti

vyuzivame Faradaytv indukéni zakon:
4D
Epli)=— r

Pro kvazistacionarni pole se neméni Maxwellovy rovnice. Pfestoze stacionarni
a kvazistacionarni pole jsou popisovany stejnymi rovnicemi, pasobeni téchto dvou poli
na nabitou Castici se lisi. Matematicky popis téchto dvou poli je tedy stejny, ovSem

fyzikalni podminky jsou pro ob¢ odlisné. [5]
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2.4 Elektromagnetické viny

Elektromagnetické pole je podle predstav a popisu Maxwellovymi rovnicemi
V podstaté¢ elektromagnetické vinéni. Elektromagnetické viny se skladaji z vektord
intenzity elektrického pole E a intenzity magnetického pole H, které jsou na sebe
vzajemn¢ kolmé. Zaroven jsou kolmé na smeér, jimz se tato vlna Sifi v prostiedi.

Nazorné muzeme smér tohoto $ifeni a rozloZeni vektort vidét na Obrazku 1.

Obrazek 1 — Poyntingiiv vektor [5]

Smér toho Sifeni nazyvame Poyntingiiv vektor, zna¢ime ho S ajeho vztah

k intenzitam elektrického a magnetického pole je:
S5=E=xH

Elektromagnetické viny se chovaji podobné jako svételné zateni, a proto pro né
plati stejné zakony pro odraz a lom, a vykazuji stejné jevy — interferenci, polarizaci,

ohyb.

2.5 Magnetické vlastnosti latek

Kazda latka, zivy organismus a dokonce ijednotlivé molekuly a atomy maji
svou magnetickou aktivitu, své magnetické pole a projevuji se svymi magnetickymi
ucinky a stejné tak reaguji a jsou ovliviiovany magnetickym polem ostatnich objekti.

[7]
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U vétsSiny latek, pokud se nevyskytuji v magnetickém poli, jsou atomové
momenty orientovany chaoticky. Vysledny magneticky moment makroskopického
mnozstvi takové latky je roven nule. Po vlozeni do vnéjSiho magnetického pole zacne
na tyto atomové magnetické momenty plisobit moment sily, ktery je orientuje do sméru
pole, coz zpisobi, ze latka jiz nema nulovy makroskopicky magneticky moment.

Znamena to, ze latka je zmagnetovana. [5]

Magnetické vlastnosti latek se samoziejmé 1iSi podle typu latky a uspofadani
atomu. Magnetické pole plisobi na atomy tak, Ze pokud je dostatecné silné, staci spin
elektronii v atomovém obalu. Latky se mohou v magnetickém poli chovat rizn¢ a také
maji rozdilné ucinky na toto pole. Podle téchto jejich vlastnosti je délime nésledujicim

zpusobem.

Diamagnetické latky — v magnetickém poli se jejich vysledny magneticky
moment otaci opacné nez je celkovy moment pole, proto nepatrné zeslabuji silu tohoto
pole. Do této skupiny patii voda, vétSina plynd, vétSina kovu a vétSina organickych

latek.

Paramagnetické latky — v magnetickém poli se magneticky moment téchto
latek orientuje shodné s momentem pole. Pokud tyto latky nejsou v magnetickém poli,
neprojevuji magnetické vlastnosti. Patfi sem naptiklad platina, mangan, hoi¢ik, sodik,

draslik.

Feromagnetické latky — se v magnetickém poli orientuji rovnéz ve sméru
magnetického momentu pole. Dosahuji velkych magnetickych tokl, proto jsou
vyuzivany v magnetickych obvodech. Z téchto latek 1ze vytvofit permanentni magnety.

Patii sem napftiklad zelezo, nikl, kobalt, rizné slitiny.

Jak jiz bylo zminéno dfive, magnetismus ovliviiuje vSechny latky, vcetné
mikroorganismi. Magnetické pole o urCité sile dokdze zménit stav magnetickych
vlastnosti latek a méni tak jejich chovani. Takto naruSend rovnovaha znamena oslabeni
biologického magnetismu a ztézuje schopnosti chemikalii adekvatné reagovat

Vv procesech latkové premény. [8]
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V kazdé latce se vyskytuji elektricky nabité cCastice, a proto je kazda latka
zmagnetizovatelnd. Jak velké ucinky bude mit vnéj$i magnetické pole na latku
&i organismus zaleZi na poétu téchto elektricky nabitych &astic. Cim vice jich latka
obsahuje, tim vétsi u€inky ma pole na tuto latku, protoze Castice se hromadn¢ usporadaji
ve sméru nebo proti sméru pusobeni pole, jak bylo popsano vyse. Pokud latka obsahuje
priliS malé mnozstvi elektricky nabitych ¢astic, jsou ucinky magnetického pole
minimalni.

Pii ptisobeni na nabité ¢astice zalezi také samoziejmé na tom, jestli jsou nabité
kladn¢ nebo zaporné, a tedy Kk jakému podlu budou piitahovany. Pfi biologickém
pozorovani magnetického pole oznacujeme poély jako bioseverni a biojizni. Oba poly
plsobi na Zivou tkén rozdiln€ a do zna¢né miry maji opacné ucinky nez druhy. Biojizni
pol plsobi pozitivné na biologickou ¢innost, zvySuje kyselost prostfedi, zvySuje
prichodnost krevnim fecistém, urychluje latkovou pfeménu. Bioseverni pol naopak
biologickou ¢innost tlumi, zvySuje zasaditost prostiedi, snizuje prachodnost krevniho

fecisté a zpomaluje latkovou pieménu. [9]

Na velikost ucinkli pfi aplikovani magnetismu ma vliv mnoho okolnosti.
Nejdulezitéjsim faktorem je samoziejmé sila aplikovaného pole, déale zalezi na tvaru
magnetu, na jeho velikosti a materialu. Také zalezi na tom, jak dlouhou dobu je latka

vystavena pusobeni toho pole.

Pii experimentech s magnetickym polem je tieba dbat na bezpecnost prace,
at uz se jedna o permanentni magnety nebo elektromagnety. Pozor by si méli davat
piedevsim lidé s kardiostimulatorem, t€hotné Zzeny a lidé, ktefi maji jakoukoliv nahradu
vyrobenou z kovu. Pii praci je také dulezité myslet na to, Ze magnetické pole muze

znehodnotit ID karty, diskety, mobilni telefony, hodinky, apod.
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3 Bakterie

3.1 Struktura bunky

Bakterie jsou jednobunééné organismy, jejich télo je tedy tvofenou pouze jednou
buiikou. Tyto buiiky jsou, kromé n¢kolika vyjimek, pevné ohrani¢eny bunécnou sténou,
pod kterou je cytoplazmatickda membrana. Ta je jedinou membranou bunky, jelikoz
vnitini organely nejsou membranami ohrani¢eny. SkuteCnost, ze bakterie maji
neohranicené jadro, je fadi mezi prokaryotické bunky. Spolecné s jednobunénymi
organismy zvanymi Archea (diive znamé jako archebakterie), jsou jedinymi zastupci

prokaryot. [10]

Bakterie se rozmnozuji pticnym délenim. Z matetské buiiky vznikaji dvé buiky
dcefiné. Ty jsou zcela shodné anesou stejnou genetickou informaci jako buika

materska.

Bakterie maji velikost 0,2-2 um. [11] Mohou mit tvar ty¢inek nebo tvar kulovity,
potom je nazyvame koky. Pro ty je typické, Ze se shlukuji do rtiznych utvarti, naptiklad
do fetizku (streptokoky), hroznu (stafylokoky), dvojic (diplokoky), tetrad (Micrococcus)
a dalSich. Také bakterie ve tvaru ty¢inek mohou tvofit tyto shluky, naptiklad fetizky,

palisady, vé&jite, spiraly. [12]

3.1.1 Bunééna sténa

Bunécnad sténa se vyskytuje téméf u vSech bakterii, kromé nckolika maélo
vyjimek. Obklopuje buiiku, drzi jeji tvar, zajiStuje jeji odolnost, vici vnéjSim vlivim
amuize obsahovat dualezité¢ latky, pomoci kterych urcujeme charakteristiku bakterii.
Témito latkami jsou lipopolysacharidy a peptidoglykany, pomoci ¢ehoz urcujeme, zda
je bakterie gram-pozitivni ¢i gram-negativni, coz je jednou ze zakladnich charakteristik
bakterii. Tyto dvé skupiny jsou pojmenovany na zdkladé¢ barveni podle Grama.
To se provadi aplikovanim Lugolova roztoku a krystalovou violeti. Tato smés se poté

vymyva organickym rozpoustédlem.

Gram-pozitivni bakterie maji bunécnou sténu veétsi Sifky, kterd obsahuje znacné
mnozstvi peptidoglykanu. Ten se vdze na cytoplasmatickou membranu, ktera je také

obalem buriky a nachazi se pod bunéénou sténou. Peptidoglykan je vazan molekulami
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kyseliny teichoové a je velmi citlivy na antibiotika. Ta se navazi na enzymy, které tvori
interpeptidové mustky peptidoglykanu, omezi nebo uplné zastavi jejich cinnost,
coz zpusobi rozpad stény. [12] Jak jiz bylo zminéno vySe, bunéfna sténa drzi tvar
bunky, proto jeji rozpad znamena také rozpad buiiky. Silnd sténa gram-pozitivnich
bakterii nedovoluje pfiliSné pronikdni organického rozpoustédla, proto tyto bakterie

zUstavaji pii barveni podle Grama tmaveé modrofialové.

Gram-negativni bakterie maji naopak svou sténu tenci, obsahuje méné
peptidoglykanu, zato znaéné mnozstvi lipopolysacharidi. Diky malému obsahu
peptidoglykanu jsou odolngjsi vii¢i antibiotiklim. Sténa téchto bakterii umoznuje snadné
pronikéni organického rozpoustédla, dobie tedy odbarvuje aplikovanou smés a po

pifebarveni safarinem se zobrazuje se razov¢. [12]

3.1.2 Cytoplazmaticka membrana

Cytoplazmatickd membrana je polopropustnym obalem buiky, nachazi
se pod buné&cnou sténou. Je tvofena lipidovou dvojvrstvou a obsahuje proteiny
aenzymy. Diky své semipermeabilité nepropousti velké castice, bilkoviny a nabité
ionty, tim udrZuje osmoticky tlak uvnitt bakterialni buniky. Spolecné s buné¢nou sténou

odd¢luje cytoplazmu a vnitini struktury buiiky od vnéjs$iho prostredi.

Tato membrana je fluidni (tekutd) a obsahuje bakterialni lipidy. To jsou zvlastni
struktury typické pro bakterie, nevyskytuji se u eukaryotnich organisma. Téchto lipida
existuje mnoho riznych druhtl, a proto jsou dobie vyuZitelné pro klasifikaci bakterii.

[12]

3.1.3 Cytoplazma a vnitini struktury

Cytoplazma je wvnitini vyplni bakterialni bunky. Je zcela obklopena
cytoplazmatickou membranou a buné¢nou sténou, nedostava se tedy mimo buiiku,
pokud nejsou tyto struktury naruSeny nezadoucimi vlivy. Obsahuje také fadu struktur,

které se nachazi uvniti bunky a nejsou od cytoplazmy oddéleny membranami. Témi

vvvvvv

Ribozomy jsou utvary skladajici se z RNA, probihd zde syntéza bakterialnich

bilkovin. [11]

Plazmidy jsou malé ttvary slozeny z DNA, asi 100x mens$i nez DNA obsazena

v jadie. [12] Obsahuji tedy genetickou informaci. Tyto informace nejsou pro zivot
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bunky nezbytné. Mohou ovSem obsahovat takovou informaci, ktera je pro bakterii
jistym zvyhodnénim, jako je naptiklad resistence vuci antibiotikim. Bakterie mohou
plazmidy pfenaset, a tim padem tak pfredavat genetickou informaci, ktera je v nich
obsaZena. Tento pfenos probihd bud’ konjugaci (spojeni dvou bakterii) nebo transdukci

(plazmid je do jiné bakterialni buniky dopraven pomoci bakteriofaga).

V cytoplazmé se také nachazi tzv. nepravé jadro. Neni to skutecné bunécné
jadro, protoze nema jadernou membranu, ktera by ho oddélovala od cytoplazmy.
Nazyvame ho proto nukleoid. Je uloZzen volné v cytoplazmé a je tvoien bakterialnim

chromozomem, ktery se sklada z jedné molekuly DNA stoc¢ené do kruhu.

3.1.4 Biciky a fimbrie
Fimbrie jsou kratké proteinové brvy na povrchu nékterych bakterii, které
pomahaji k pfilnuti bakterie k néjakému povrchu. Mohou mit také zcela specifickou

funkci, kterd napomaha ptilnuti pouze k ur¢itému povrchu.

Biciky jsou bilkovinna vlakna, schopna kontrakce, a jsou pro bakterie organem
pohybu. Tento pohyb miiZze byt velmi rychly, miize byt nefizeny nebo mize byt ovladan
chemoreceptory. Obvykly pocet bi¢ikl pro jednu buiiku je jedna az deset. Tento pocet
byva zavisly na druhu bakterie, je proto dobrym urcujicim znakem. Bi¢iky se proto

nékdy v mikroskopickém preparatu zvyraznuji tzv. stribrenim. [10]

3.2 Metabolismus bakterii

Metabolismus je souhrn vSech pfenosu latek a energie. Tyto reakce mohou
probihat uvnitf bunky nebo mezi vnitinim a vnéjSim prostiedim. UmozZiuji rlst
amnozeni bakterii, udrzuji rovnovdhu v buice. Existuji dva typy metabolickych

procest — anabolické a katabolické.

Katabolické reakce jsou rozkladné metabolické déje, kdy jsou sloZité molekuly
a struktury Stépeny na mensi a jednodussi ¢asti. Behem téchto procesti se uvoliluje

energie, kterou poté muze bakteridlni buiika vyuzit.

Anabolické reakce jsou takové metabolické déje, pii kterych jsou z jednodusSich

struktur sklddany slozité molekuly. Pro tyto déje je vzdy zapotiebi energie.
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Naroky bakterii na ziviny jsou vazany na druh. Bakterie I1ze tedy rozd¢lit do dvou

skupin — autotrofni a heterotrofni.

Autotrofni bakterie tvoti vSechny své struktury z anorganickych latek. Vyuzivaji

k tomu oxid uhli¢ity nebo karbonaty. [13]

Heterotrofni bakterie potiebuji ke stavbé svych komponent organické latky,

které je potieba ziskat z vnéjsiho prostiedi. [13]

Bakterie muzeme také délit do skupin podle toho, jaké maji naroky na kyslik.
Délime je naobligatné aerobni, obligatné¢ anaerobni, fakultativné anaerobni,

mikroaerofilni a anaerobni aerotolerantni. [14]

Obligatné aerobni bakterie jsou takové, které mohou zit a mnozit se pouze

Vv pritomnosti dostate¢ného mnozstvi kysliku.

Obligatné anaerobni bakterie naopak mohou zit arlst pouze za naprosté

neptitomnosti kysliku, ten je pro né toxicky.

Fakultativné anaerobni bakteric mohou Zit za obou uvedenych podminek, tedy
za pritomnosti 1 neptitomnosti kysliku.

v

Mikroaerofilni bakterie jsou takové, pronéz jsou nejptiznivéjsi podminky

k Zzivotu pfi nizkém obsahu kysliku a naopak velkém mnozstvi oxidu uhli¢itého.

Anaerobni aerotolerantni bakterie mohou zit za pfitomnosti kysliku, ten ovSem

ovliviiyje jejich schopnost ristu a mnoZeni.

Toto rozdéleni podle potfeb kysliku pro zivotaschopnost bakterie je dilezité,
protoze diky nému miizeme odhadnout, kde se dany druh bakterie mize vyskytovat,
a také proto, abychom byli schopni pfipravit odpovidajici podminky pii cilené kultivaci

V laboratofi

3.3 Mikrobialni biofilm

Biofilm je zvlaStni struktura vytvofena spojenim bakterii. Jedna se o bakterialni
povlak (spolecenstvo), které piinasi bakteriim mnoho vyhod. Tato struktura miize
vytvaret uvnitt sebe takové prostiedi, které je pro bakterie daného druhu vhodné

nebo dokonce zcela nezbytné. Biofilm také poskytuje jistou formu ochrany pro bakterie

~ 22 ~



vV ném obsazené, jelikoz tato struktura je méné ovlivnitelnd vnéjSimi vlivy. Napiiklad
Vv lidském téle jsou bakterie diky biofilmu odolnéjsi vacilékim a obrannym

mechanismum lidského téla.

Biofilmy se mohou tvofit na vnéjs§im povrchu, ale i na vhodném vnitinim povrchu.
Vyskytuji se nariznych mistech (ve vodarenskych filtrech, na kamennych povrsich,
také zubni plak je biofilm). Pro ucely této prace je podstatné, ze se biofilmy velmi ¢asto
tvoii také v lidském téle anafadé Ilékarskych prostiedkt, jako jsou napiiklad
implantaty, katétry, kanyly a podobné. [12] V praktické ¢asti se budeme zabyvat
studiem biofilmu, ktery se vytvaii na hadickach (vybrano bylo n¢kolik typt z riznych

material).
3.3.1 Vznik biofilmu

Bakteridlni buitka mé& na svém povrchu struktury, které napoméhaji adhezi
K riznym povrchim. Jedna se piedev§im o glykokalyx, ale také nékteré povrchové
proteiny, glykopeptidy, fimbrie. Glykokalyx se mtze vytvofit na povrchu buiiky, jedna
se 0 vlakna polysacharidl, kterd jsou zakotvena v bunécné sténé. Tato vlakna maji

adhezivni funkci, napomahaji buiice k pfilnuti k jinym strukturdm a povrchiim.

Prvnim krokem pfi tvorbé biofilm je adheze bakterii na povrch struktury, kde
bude biofilm vytvaten. Povrch oznacujeme jako nosic. Povrchové struktury buiky,
které maji adhezivni schopnosti, pfilnou k povrchu nosic¢e. Tento krok je rozhodujici
a byva casto kriticky. Poté se buiiky za¢nou rozmnozovat a rist, vytvaii tak primarni
biofilm, ke kterému se mohou piichycovat dal$i buiiky. Ty mohou byt stejného druhu,
nebo se miZe navazat novy mikroorganismus. Pfisedanim novych bunék se tvofi
sekundarni biofilm. Vznik sekundarniho biofilmu je o poznani rychlejsi, nez tvorba
primarniho. Diivodem je pravdépodobné snadnéjsi piilnuti bunék k jiz vytvorené vrstveé
primarniho biofilmu, na rozdil od prvni faze, kdy se buniky musi adaptovat na podminky
prostiedi. Tato adaptace je spojena s hydrofobitou nosice. Pro tvorbu biofilmu je
vyhodnégj$i hydrofobni povrch. Je prokdzano, Ze biofilmy se lépe tvoii naptiklad

na teflonu nebo obecné na plastech, nez na skle ¢i kovu. [15]

Dal8imi faktory pro tvorbu biofilmu jsou struktura povrchu, jeho podrovitost
(bunky se snadnéji uchycuji na drsném a pérovitém povrchu). Také to, v jakém mediu
se tato tvorba odehrava, hraje dileZitou roli. Tvorba je samoziejmé rychlejsi v takovém

médiu, které poskytuje bakteriim dostatek zivin.
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3.3.2 Rist biofilmu

Dalsi fazi je faze rustu biofilmu, kdy se bunky rozrastaji, diferencuji a zraji.
Dochazi k expresi gend, které napomahaji vzniku biofilmu a méni fyziologii bunék.
Béhem faze rastu bunky produkuji tzv. sliz, ktery je tvofen extracelularni polymerni
substanci (EPS). Tato substance je produkovana bakteriemi v biofilmu, které jsou do ni
poté fixovany. Spole¢n¢ s bakteriemi je EPS zakladni slozkou, ktera vytvaii biofilm.
Po urcité dobé se riist biofilmu zpomali a poté Gpln¢ zastavi a biofilm dosahuje urcité
ustalené tloust’ky. Vysledna struktura a velikost biofilmu zavisi na zachycovani dalSich
bakterii, moznost rlstu zavisi na mnozstvi vyprodukované EPS, a na odumirani bun¢k,
které mize zpUsobit odpadavani ¢asti biofilmu. [15] Cely tento proces vyvoje biofilmu

vidime na Obrazku 2.

Tvorba organického filmu Prisednuti bakterii
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Uvolnovani bunék
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Obrazek 2 - Faze vyvoje biofilmu [15]

3.3.3 Stavba biofilmu

Struktura bakterialniho biofilmu zavisi na biologickych a fyzikalnich faktorech,
které byly popsany vyse, jako naptiklad schopnost pfizplisobeni se bunék, prenos latek,
odtrhavani ¢asti. Biofilmy vytvaii svou strukturu také zavisle na tom, v jakém prostiedi
se tvori, pfipadné jak rychle proudi okolni kapalina, pokud se biofilm tvoii v kapalném

prostiedi. Biofilmy tvofené ve vysokych priatokovych rychlostech jsou hustsi a pevnéjsi
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(potfebuji byt odolné vii¢i proudicimu okoli), nicméné rostou pomaleji, protoze snaha
0 zvySeni odolnosti biofilmu vede k pomalejsimu prenosu latek mezi bunkami.
Pro biofilmy je dtlezitéjsi prvné udrzet celistvost a pevnost, poté teprve zajistuji rychly

ptenos zivin. [15]

Jiz vytvofeny biofilm ma heterogenni strukturu. Bakterie jsou rozptylené
v substanci, ve které se vyskytuji kanalky naplnéné vodou. Neni zde zadna pravidelnost,
bakterie jsou v této struktufe rozmistény nahodile. Rostou zde v mikrokoloniich, které
mivaji obvykle kuzelovity nebo valcovy tvar. Tyto mikrokolonie jsou navzijem
propojeny jiz zminénymi kanalky. Ty slouzi jako transportni drdhy pro Ziviny, nebo
mohou fungovat jako jakysi vylucovaci systém pro odvod odpadnich latek. Tyto
kandlky mohou fungovat jak uvniti biofilmu, tak mezi jeho vnitinim a vnéjSim

prostiedim.

Port je nejveétsi mnozstvi narozhrani mezi vnitinim prostiedim biofilmu
a okolnim prosttedim. Postupné jich ubyva s vétsi hloubkou, v nejhlubsich vrstvach
biofilmu se pory jiz nachazet ani nemuseji, pak probiha pienos latek difuzi. Z tohoto
divodu je kyslik v biofilmu nejvice pfitomen v okrajovych ¢&astech, v hlubokych
vrstvach je koncentrace kysliku nizka, mize dokonce dochazet k anaerobnimu prostredi

a tim tak k odumirani prvotn¢ ptisedlého biofilmu. [15]
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4 VyuZiti (elektro)magnetického pole v biologii

Tato kapitola se bude vénovat doposud zndmym ucinkim magnetického
i elektromagnetického pole v biologii, zejména na mikroorganismy, provedené pokusy,
a zjisténé vysledky. Jelikoz se jedna o jedno z velmi diskutovanych témat, zda lze
(elektro)magnetickym polem ovlivnit zivé organismy, tak tato reSerSe poslouzi
k seznameni se S doposud zndmymi informacemi, aby bylo mozné usoudit na¢ a jakym

zpusobem posléze navazovat v praktické Casti.

Podle Berga [16], ktery se zabyval timto tématem na urovni bunétné biologie
je pasobeni slabého elektrického pole na bunky zcela prokazatelné. Je potfeba méfit
frekvenci, amplitudu a dobu pisobeni tohoto pole, aby mohly byt tyto hodnoty
zohlednény pii hodnoceni ucinkli. Vysledky byly hodnoceny podle zmén bunééné
proliferace, 1iontového transportu, aktivace nckolika specifickych enzymi
(napt. Na/K ATPazy, coz je enzym, ktery slouzi jako pumpa na bunécné membrané
a udrzuje gradient sodnych a draselnych iontll) a zvySeni koncentrace urcitych proteinti
(napfti ,,heat shock protein“, coz je skupina proteint, kterd je zodpovédna za bunéénou
odpovéd, pti vystaveni vysokym teplotdm). Na druhou stranu bylo také zjiSténo, ze
vysledky z riznych laboratofi se nemusi shodovat, obzvlasté¢ pokud bylo pouzito pole
slabsi nez 0,05 mT. Pravdépodobné z nasledujicich duvodu: rozdily v postupech
(metodikach méfeni), interference vinéni pokud bylo pouzito piilis slabé pole, nebo také
to, Ze rozsah métenych parametrti byl pfili§ maly. Podle Berga tedy, aby vysledky byly
hodnotitelné je potteba pouzit pole silné minimalné¢ 12 mT, s minimalni frekvenci

100 Hz, timto polem pak pusobit nejméné dvé hodiny.

Podle ¢lanku Adaira [17] studujici ucinky také na bunécné urovni, je velmi
nepravdépodobné, aby pole mensi nez 50 uT mélo na buniky ucinky. U pole mensiho

nez 5 uT je to pak podle ngj jiZ nemozné.

Clanek, ktery byl zpracovan tfemi némeckymi védci [18], se jiz zabyval
plisobenim nizkofrekvencniho elektromagnetického pole narizné druhy bakterii.
Konkrétné $lo o Escherichii coli, Proteus vulgaris, Photobacterium phosphoreum,
Photobacterium fishen. Tyto bakterie byly vystaveny po rizn¢ dlouhou dobu G¢inkiim
elektromagnetického pole o velikosti 1-10 mT. Vysledky byly ovSem, da se fici

neprikazné, jelikoZ byly pozorovany zmény vlivem elektromagnetického pole u méné
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nez Ctvrtiny provedenych experimentt. Tyto vysledky podporuji teorii, ze bakterie jsou

vuci takto nizkému poli zna¢né odolné.

Studie z roku 2005 shrnuje poznatky ptisobeni jak slabych magnetickych poli
(men$i nez 1 mT), magnetickych poli stfedni intenzity (I mT az1T), tak i silnych
magnetickych poli (vétsi nez 1 T). Je zde uvedeno, ze slabé statické magnetické pole ma
na bakterii E. coli podobné tucinky, jako kombinované pusobeni stejnosmérného
a sttidavého elektrického proudu. Tyto ucinky obnaseji zmény v chromatinu buiiky,
zavislosti viskozity, zmény nékterych biochemickych reakci v roztoku. Naopak
literatura zde tvrdi, Ze G¢inky silného pole nejsou prokazatelné. Nejvice se tento ¢lanek
vénuje problematice ucinkl pole stfedni intenzity. Shrnuje poznatky z ptedeslych let
adale se vénuje vySetfovani u¢inkii tohoto pole na bunéénych kulturach. Rika,
ze stiedni intenzity statického magnetického pole maji schopnost ovlivnit fadu
biologickych systémt, obzvlasté pak procesy na bunécné membrané. Tyto zmény pak
mohou byt vratné ¢itrvalé, mohou to byt zmény funkéni nebo zmény ve struktuie
buniky. Vzhledem k tomu jaké zastavda membrana pro buniku funkce, mize pusobeni
magnetického pole vést ke zméné tvaru buiky, uspofadani cytoskeletu, ke zméné

iontového toku pies membranu, ovlivnéni citlivosti receptort, apod. [19]

Dalsi odborny ¢lanek vydany v roce 2000 popisuje vliv magnetického pole na tfi
druhy bakterii, kterymi byly: Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus a opét
Escherichia coli. Zdrojem pole byly feritové magnety o silach 30, 60, 80 a 100 mT.
Utinky pole byly vyhodnocovany pomoci kultivace téchto bakterii a sledovéni rychlosti
jejich rastu. Vysledky tohoto experimentu ukazaly, ze pole zapficinilo pokles ristu
S.mutans a S.aureus. Ty byly kultivovany v anaerobnim prostfedi. Pocet
zivotaschopnych bun€k se snizoval srostouci silou pole. Tyto ucinky ovSem byly
povazovany za slabé. Dale pak nebyly pozorovany zadné rustové zmény u bakterie
E. coli, ktera je bakterii fakultativné anaerobni, byla tedy péstovana v aerobnich
podminkach. Pro porovnani vysledkti byl pozorovan také ucinek na S. mutans
VvV aerobnim prostfedi. Ani zde nebylo pozorovani zZadné ovlivnéni ristu. Z té€chto
vysledkti lze soudit, Ze existuji rozdily v Gcinku magnetického pole na bakterie

Vv zavislosti na piitomnosti kysliku. [20]

Cesti védci z Akademie véd a Masarykovy univerzity pozorovali uéinky
nizkofrekvencnich magnetickych poli na E. coli, kultivovanych na zivném agaru,

pti kratkodobém  piasobeni, krat§im nez12 minut. Byla pouzita pole
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o0 indukci 2,7-10 mT. Ztéto studie vyplyva, ze magnetické pole muze mit vliv
na bakterie E. coli. Na zaklad¢ méfeni potvrdili, Ze bakterie tohoto druhu mohou
Vv magnetickém poli rist, nicméné rostou mén¢ nez bakterie kultivované v kontrolnim
vzorku, ktery nebyl vystaven zadnému poli. Z téchto vysledkl usoudili, ze magnetické

pole zabiji ¢ast bakterii, které mu byly vystaveny. [21]

Dalsi experiment téchto ¢eskych védci se tykal pusobeni pole o indukci 10 mT,
které bylo aplikovano na bakterie rodu Staphylococcus aureus, Leclerie adecarboxylata
a opét Escherichia coli. Bakterie byly vystaveny magnetickému poli opét 12 minut.
Bylo zjisténo, ze nejvétsi vliv na zivotaschopnost bunék vykazuje magnetické pole
u bakterie E. coli, jejichZ rast byl timto polem potlacovan. Nejvice odolnym druhem
bakterii ptitomto pokusu byl Staphylococcus aureus. Béhem tohoto vyzkumu byla
pozorovana tvorba kolonii, pficemz se ukéazalo, ze magnetick¢ pole ma vliv ihned
po jeho aplikaci. Je pravdépodobné, ze tyto ucinky souvisi s ovlivnénim iontovych
kanalti v bunééné membrané. Bylo tedy zjisténo, ze magnetické pole snizuje pocet
bakterii, schopnych tvofit kolonie, ov§em nebylo prokazano, Zze by magnetické pole

bakterie piimo zabijelo. [22]

Dalsi podobny experiment, provedeny neddvno, zkoumal ucinky slabého
magnetického pole (10 mT) na bakterie Paracoccus denitrificans a Escherichia coli.
Jelikoz jiz bylo znamo, Ze magnetické pole o této indukci zplsobuje pokles
zivotaschopnosti bakterialnich bun¢k, byly v tomto pifipadé pozorovany ucinky pole
na morfologii bakterii. Byly vybrany tyto dvé bakterie z divodu jejich tvaru. E. coli
je tvaru tycinky, Paracoccus denitrificans ma tvar kulovity. Magnetickym polem bylo
na bakterie ptisobeno 60 minut. BEhem toho experimentu nebyly pozorovany jakékoliv

zmény tvaru bakterii, nebyly také pozorovany zadné zmény povrchu. [23]

Clanek zloniského roku [24] popisuje vliv statického magnetického pole
na bakterie Escherichia coli aPseudomonas putida. Tento vyzkum probihal
V navaznosti na informace, které tvrdily, Ze statick¢ magnetické pole zvySuje G¢innost
¢isténi odpadnich vod. Vyse zminéné bakterie byly vybrany z divodu jejich bézného
vyskytu v aktivovaném kalu (smés obsahujici mikroorganismy, nachazejici se v odpadni
vodé). Bakterie byly tentokrat magnetickému poli vystaveny po dobu 20 hodin
a byl sledovan jejich rast. Vysledky ukazaly, Zze oba druhy bakterii byly ovlivnény

......
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magnetického pole. Z vysledk bylo patné, ze ucinky pole jsou pouze kratkodobé

a bakteriim se brzy po odstranéni ptisobiciho pole navraci jejich schopnost ristu.

Lze fici, ze (elektro)magnetické pole plisobi na Zivé organismy, nicméné jsou
tyto ucinky stale nedostate¢né prozkoumany a je zde mnoho mezer a otazek, naptiklad
V porovnani se studiem ucinkl pole elektrického. Ve vétsing piipadt byly pozorovany
ucinky na zivotaschopnost a rust bakterii, nebylo ovsem prokdzano ze tyto ucinky jsou
trvalé 1po odstranéni tohoto pole. Kromé toho také nebylo dokdzéno, ze
by (elektro)magnetické pole zabijelo bakterie, coz se muze zdat jako nevyhoda
pro ucely praktické ¢asti této bakalarské prace. Nicméné byly pozorovany ucinky, které
snizovaly schopnost bakterii tvofit kolonie. Je tedy pravdépodobné, ze magnetické pole,
bude inhibi¢né plisobit také na tvorbu a rust biofilmu, coz se pokusime prokézat v této

bakalarské praci.
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5 Pouzité magnetickeé pole

5.1 Zvolena metoda

Statické magnetické pole muzeme vytvofit permanentnim magnetem nebo
ho vytvorit okolo vodi¢e protékajicim stejnosmérnym elektrickym proudem. Pro nase
potieby je pouziti pole, vytvafeného proudem nevhodné, jelikoz dochazi k priliSnému
zahfati vodiCe, ataké testovaného vzorku. Pro na§ experiment jsme tedy zvolili
magneticky obvod s neodymovymy permanentnimi magnety. Tyto magnety poskytuji

nejsilngjsi pole (vysoké hodnoty magnetické indukce) mezi dosavadnimi magnety.

5.2 Pouzity pripravek

K vytvofeni magnetického pole, kterym bylo plsobeno na bakteridlni biofilm,
byly vyuzity dva shodné piipravky. Na jednom z nich byly umistény ¢tyii magnety,
na druhém z nich pak pouze dva. Pfipravek je sestaven ze Ctyt (¢i dvou) neodymovych
permanentnich magnetti, které jsou umistény na kovové podkové. Ta ma volitelné
nastavitelnou Sitkou §térbiny. K navrhu magnetického obvodu jsme pouzili simulacni
program Comsol Multiphysics. Na Obrazku 3 jsou vyobrazeny vysledky simulace.
Pii takto zvolené konstrukci, a pfi mezetfe nastavené na 1 cm je magnetickd indukce

uprostied vzduchové mezery zhruba 0,6 T.

Obrazek 3 - Pocitac¢ova simulace magnetického pole [25]
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Vlastni ptipravek, ktery vidime na naésledujicim Obrazku 4, se sklada
z ocelovych hranold, které jsou spojeny Srouby do tvaru podkovy. Na jejich koncich
jsou umistény neodymové magnety. Takto volena konstrukce umoziiuje volitelné
nastavitelnou vzduchovou mezeru, do které byl vkladan vzorek, coz umoziuje
CO nejtésnéjsi obepnuti vzorku. Tedy ico nejvétsi mozné magnetické pole, jelikoz

magnetickd indukce je tim vétsi, ¢im je mezera té€snéjsi.

Obrazek 4 - Kovova podkova s magnety

5.3 Méreni indukce

DalS$im krokem bylo zméteni magnetického pole ve Stérbiné. K méteni byla
pouzita 1D Hallova sonda, ktera byla pfipevnéna na 2D rameno. Timto méficim
zafizenim Ize méfit magnetickou indukci v jedné roviné. Sbér dat a pohyb celého
zafizeni je zajistén pomoci A/D pievodnikli. Méfeni bylo provedeno pro Sitku
vzduchové mezery 2mm a pro $itku vzduchové mezery 10mm. 1D Hallova sonda byla

vzdy umisténa uprostied vzduchové mezery kolmo na vektor magnetické indukce. [25]

Pfi malé vzduchové mezefe 2 mm, je magnetickd indukce uprostied roviny
B=-045T. Pro mezeru 10mm je magneticka indukce B =-0,85T. Dochazi

k zeslabovani pole. S rostouci vzdalenosti vzduchové mezery se magneticka indukce
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snizuje. Odhadem mlzeme fici, ze lze pole zesilit na hodnotu pfiblizné¢ 0,4 T

pii vzduchové mezeie 2 cm. [25]

Bylo zjisténo, ze u toho piipravku Ize dosahnout indukce 0,85 T pii vzduchové
mezete 2 mm. Vhodné by bylo aplikovat vzorek do co nejmensi vzduchové mezery.
ToovSsem bylo v naSem pfipadé nerealizovatelné, jelikoz bylo potieba vtésnat
do mezery zkumavku se vzorky. Proto se musi volit kompromis mezi vzduchovou
mezerou a pozadovanou velikosti magnetické indukce. Mezera byla nastavena
nanejmensi moznou vzdalenost, aby bylo mozné¢ zkumavku do pfipravku vsadit
(2,8 cm). V nasem piipadé byly vyuzity tyto ptipravky dva na sob&. Zpusob pouziti
vidime na obrazku pod textem (Obrazek 5). Takto vytvofené pole je nehomogenni

a nami namétena indukce V tomto ptipravku byla 195-240 mT.

Obrazek 5 - Zpisob pouZiti pripravki pri experimentu
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6 Pouzité bakterie

Pro ucely této prace byly vybrany dva bakteridlni kmeny, které se li§i svou gram
pozitivitou/negativitou. Pokusime se zjistit, jaky je rozdil v G¢incich magnetického pole

na grampozitivni a gramnegativnich bakterie a jak se tento ucinek lisi.

6.1 Micrococcus luteus

Jedna se o grampozitivni, striktné aerobni bakterii, kulovitého tvaru, o velikosti
0,9 - 1,8 um. Patii do ¢eledi Micrococcaceae a do kmene Actinobacteria. Jelikoz se
jednd o kokovitou bakterii, byla pivodné zafazena mezi streptokoky. Nicméné
S postupem casu bylo prokazano, ze jsou mikrokoky od stafylokokii znacéné odlisné,
Co se tyce genomové vybavy, a jsou tedy 1 vyvojoveé vzdéalené a nepatii do stejné celedi.
Lisi se také svou potiebou kysliku, jehoz dostatek je u mikrokokii nezbytny k preziti.
Tvofi kolonie, které mivaji Zlutou ¢i kalné€ oranzovou barvu, coz je zptisobeno obsahem
karotenoidnich barviv, které tyto bakterie ochranuji ptfed G€inky slune¢niho zéfeni,
konkrétné pied jeho ultrafialovou slozkou. Bakterialni buniky Micrococcus luteus jsou

nepohyblivé. Obvykle se shlukuji v tetradach nebo baliccich.

Tyto bakterie se bézn€ vyskytuji v pidé€, vode 1 ve vzduchu. Kromé toho jsou také
pfirozenou soucasti mikroflory pokozky a sliznic ust ahornich cest dychacich.
Optimalni teplota pro jeho rhst je 25-37°C, ¢emuz prostfedi lidského organismu
0 bézné teploté 36°C plné vyhovuje. Micrococcus luteus neni povazovan za zdravi
Skodlivy, pokud se jednd o bézné podminky. Pokud se najde pfii kultiva¢nim stéru, byva
obvykle povazovan za zneciSténi, nikoli za patogen. Za nestandartnich podminek,
¢i U oslabenych pacientli ovSem miZe vyvolat nepiijemné infekce. V poslednich letech
se mluvi o jeho vyskytu jako nosokomialniho patogenu (tzv. nemocni¢ni nakaza,
infekce je pifimo spojena s hospitalizaci pacienta ve zdravotnickém zafizeni) u pacienti
S oslabenou imunitou, ¢ipacientl s poruSenymi nebo chybé&jicimi  obrannymi

mechanizmy. [26]

Nasledujici dva obrazky ukazuji realné fotografie Micrococca lutea. Na prvni

fotografii (Obrazek 6) vidime vytvofené kolonie po vysevu na Petriho misku
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se sojovym agarem. Na druhé fotografii (Obrazek 7) vidime tuto Dbakterii

pod rastrovacim elektronovym mikroskopem.

Obrazek 6 - Micrococcus luteus rozo¢kovany na Petriho misce [27]

Acc V  Spot Magn Det WD Exp
30.0kv 3.0 21930x SE 107 0

Obrazek 7 - M. luteus vyfoceny elektronovym mikroskopem [28]

Pro potieby této bakalaiské prace byl Microccocus luteus izolovan ptimo z lidské
kaze, a to otiskem dlani. Postup odbéru a nasledné inokulace a kultivace bude popsan

V pouzitych metodach.
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6.2 Escherichia coli

Escherichia coli je na rozdil od Micrococca lutea bakterii gramnegativni. Bakterie
rodu E. coli jsou fakultativné anaerobni, maji ty¢inkovity tvar. Byvaji dlouhé zhruba
2 um, Siroké pfiblizné 0,5 pm. Tyto bakterie patii do kmene Proteobacteria, celedi
Enterobacteriaceae. Enterobakterie jsou béznymi stfevnimi bakteriemi, byvaji zpravidla
fakultativné anaerobni. Prostiedi traviciho traktu je tedy proné vhodnym mistem

pro zivot.

E. coli je soucasti bézné stfevni mikroflory Cloveéka. Zastava zde dilezitou roli
pfi tvorbé vitamini B a K, chréni také stfevni sliznici pfed jinymi bakteridlnimi druhy,
které by mohly byt v tomto prostiedi patogeny. E. coli osidluje stfeva novorozenych
déti béhem prvnich 40 hodin po porodu, vétSinou byva prvni bakterii, ktera zazivaci
trakt osidli. Bakterie pfitom zpravidla pochazeji z potravy nebo z osob, které déti
osetiuji. [26]

Pokud seE.coli nenachézi na mistech, ktera proni nejsou typicka (tzn.
mimo stfeva), a vyskytuje se pouze v bé&zném mnozstvi, nezpisobuje zadné potize.
Pti pfemnozeni nebo béhem vyskytu jinych variant (sérotypi), ¢i vyskytu
na netypickych mistech maZe byt oviem zdrojem infekci. Casto zapfidifiuje zanéty
mocovych cest, mize také zplsobovat zanéty ZluCovych cest, meningitidy. Kromé
tohoto muze také zpisobovat infekce ran ¢i sepse. Pokud se nasledkem poruseni
celistvosti stfeva dostane do bfisni dutiny, zpusobuje ve vétSiné téchto ptipadi
peritonitidu (zanét biisni dutiny). Tento stav je bez véasného lékaiského zakroku
smrtelny. Terapii 1ze provést antibiotiky, ovSem studie dokladaji, Ze tato 1écba nemusi
byt vzdy ucinnd, diky ziskané rezistenci vii¢i antibiotiktim.

Escherichia coli byva ¢astym pivodcem prujmt, a to predev§im u malych déti.
Byva nejcastéjsi pri¢inou prijmovych onemocnéni u novorozenych déti a kojenci,
u kterych ma infekce velmi rychly nastup (inkubacni doba je 6 — 36 hodin), zplisobuje
Castou stolici s vyskytem hlend a krve, coz obvykle vede k dehydrataci. [14]

Obvyklymi zdroji infekce touto bakterii jsou kontaminovana voda a potraviny,
nedostatecné tepelné zpracované maso, obvykle mleté hovézi, nepasterizované ovocné
Stavy, Spenat. ZvysSené riziko nakazy je také pfi cestovani, pfedev§sim do rozvojovych

zemi, nebo také epidemie v jeslich, skolkach a skolach. [29]
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Escherichia coli je jednou z nejlépe prostudovanych bakterii viibec, proto se také
hojné vyuziva pti pokusech v mikrobiologii, k pfipravé vakcin a biopreparatd. Jak jiz
bylo popsano vyse, Escherichia coli byla také jednim z nejéastéji pouzivanych
mikroorganismu pii experimentech s ptisobenim (elektro)magnetického pole. Pokusime
se proto srovnat vliv magnetického pole na biofilm vytvofeny touto bakterii, u niz byl
vliv na bakterialni bunky jiz nékolikrat pozorovan, svlivem tohoto pole

na biofilm Micrococca lutea, jehoz interakce s magnetickym polem neni prozkoumana.

Nasledujici fotografie zobrazuji, jak vypada Escherichia coli pfirozo¢kovani
na Petriho misku (Obrazek 8) apfidetailnim pohledu rastrovacim elektronovym
mikroskopem (Obrazek 9).

Obrazek 8 - E. coli na Petriho misce [30]
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Obrazek 9 - E.coli vyfocena elektronovym mikroskopem [31]

Pro nase ucely byla bakterie Escherichia coli rozockovana z ¢isté kultury,
objednané z Ceské sbirky mikroorganismii na Pfirodovédecké fakulté Masarykovy

univerzity. Dalsi postupy inokulace, riistu a nasazeni budou pfesnéji popsany dale.
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7 Pouzité materialy a metody

V této kapitole budou shrnuty a popsany metody a postupy, které byly vyuzity

pro piipravu, prubéh a vyhodnoceni experimentu Vv této bakalaiské praci.

7.1 Izolace a pomnoZeni bakterii

Micrococcus luteus byl pronas experiment izolovan otiskem z lidské pokozky
na krevni agar v Petriho misce. Odbér probihal v laboratoii mikrobiologie Technické
univerzity v Liberci. Odbér byl proveden otiskem kozni plochy na dlanich nékolika
osob, dlan¢ pied odbérem omyty ani desinfikovany nebyly, aby bylo zachovano nejvétsi
mozné mnozstvi mikroorganismu. Petriho miska byla ponechana v termoboxu po dobu
3 dnt pfi teploté 37 "C. Na Petriho misce na krevnim agaru vyrostla veskera pfirozena
mikrofléra, ktera se na pokozce vyskytuje. Jelikoz Micrococcus luteus je piirozenou,
nikoli vSak nezbytnou, soucasti mikroflory pokozky, objevil se na kultivaénim nalezu
pouze u n¢kolika osob. Micrococcus luteus tvofi na krevnim agaru jasné zluté kolonie,
které jsou nezameénitelné s jinymi mikroorganismy. Nasledn¢ byly z Petriho misky
mikrobiologickou kli¢kou odebrany pouze zluté kolonie Micrococca lutea, které byly
dale rozockovany na dalsi krevni agar a kultivovany opét pii 37 “C. Takto izolovany

M. luteus byl poté inokulovan do Erlenmayerovy baiky se s6jovym bujonem.

Escherichia coli byla pfi nasem experimentu nanesena na Petriho misky s zivaym
agarem piimo z Cisté kultury. Nasledné byla rozmnoZena na zivném agaru pii 37 'C
po dobu 3 dnt, poté byla inokulovana do sdjového bujonu. Tyto smési jiz byly piimo

pouzity pro testy s magnetickym polem.

Pro naockovani a dobry rist kultur ndmi zvolenych bakterii byl pouZit Zivny agar,
konkrétné Plate count Agar, Biorad CR. Tento agar je v podstaté masopeptonovy bujon,
do kterého je pfidan suSeny extrakt z moiské fasy Agar agar. Pfidava se zpravidla
1,5-2 % tohoto extraktu. V dnesni dobé¢ je jiz agar soucasti smesi urcité pudy, ktera se
navazi na potfebné mnozstvi udavané vyrobcem, doplni se destilovanou vodou, zamicha

anecha se nabobtnat. Smés se poté rozvaii a jesté¢ horka se nalije do Petriho misek
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anechd se zchladnout. Béhem zchladnuti tato smés ztuhne a zivny agar je pfipraven

k nao¢kovani bakterii.

Na takto pifipraveny zivny agar byly naockovany nami zvolené bakterie, jejichz
ziskani bylo popsano vySe. Nandseni probihalo pomoci sterilizované bakteriologické
klicky, kterd byla vysterilizovana plamenem. Vychladlou klickou byl poté nabran
vzorek odebrané bakterie. VVzorek byl naockovan na zivnou pudu pomoci nékolika
dlouhych taht klickou na zhruba ctvrtinu plochy agaru. Poté byla klicka opét opalena
plamenem a po jejim vychladnuti se rozetfel jiz naneseny material do dalsi Ctvrtiny
plochy agaru. Toto bylo opakovano jesté¢ dvakrat, poté byla zivna ptida zcela zaplnéna.
Pii této technice je tfeba dat pozor, aby se posledni roztirany material nedotkl
pocate¢nich ¢ar. Tento postup byl proveden jak u Micrococca lutea, tak u Escherichie
coli stejné. Je znazornén na Obrazku 10 Takto naoCkované bakterie se nechaly rust

po dobu 3 dnti v termoboxu, pfi teploté 37°C.

Obrazek 10 - Rozoc¢kovani na kultivaéni padu
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7.2 Vytvoreni inokula

Po 3 dnech kultivace byly bakterialni kolonie obou bakterii odebrany a bylo
vytvofeno inokulum v tekuté zivné padé. Odbér probéhl opét za pomoci plamenem
opalené mikrobiologické klicky, kterou se provedl opatrné stér dostateného mnozstvi
narostlych kultur. Klicka byla poté vloZzena do banky s tekutou zivnou puadou
a zachycené kultury byly rozetieny na sténu banky. Ta byla poté peclivé promichana,

aby se bakterie v médiu rozptylily. Tento postup byl opakovan nékolikrat.

Tekuté zivné ptudy jsou roztoky, které obsahuji ziviny a ristové faktory potiebné
pro rist a mnozeni bakterii. V nasem ptipad¢ byl pouzit sdjovy bujon. Jeho piiprava je
obdobna jako v ptipadé zivného agaru. PouZije se navdzené mnozstvi smési doporucené
vyrobcem, smicha se s destilovanou vodou, necha se rozpustit a nakonec se vysterilizuje
v autoklavu. Takto ptipraveny s6jovy bujon je vhodnym tekutym kultivacnim médiem
pro vznik arist nejen bakterii a jejich kolonii, ale také pro vznik a rist mikrobialniho
biofilmu. V naSem piipadé bylo vytvoifené inokulum vtomto bujonu ponechano
48 hodin. Bylo uchovéano v termoboxu pfi teploté 37°C. Tekuté Zivné médium bylo
V naSem experimentu zvoleno proto, ze jsme se pokusili vytvofit biofilm na malych
nosicich, vlozenych do zkumavky. Z tohoto divodu nebylo vhodné pouzit pevny zivny

agar.

7.3 Vlastni experiment S magnetickym polem

Pro oba druhy bakterii byl pouzit tentyz postup pti experimentu, abychom mohli
vylouéit pokud mozno vSechny ostatni vlivy, které by mohly rozdily v ristu biofilmu

ovlivnit.

Dale byly pro experiment vybrany Ctyfi typy nosi¢u, jejichz ptesny popis bude
uveden nize. Jednalo se o ¢tyfi riizné typy hadicek, které byly vysterilizovany promytim
v etanolu a vyzafeny UV svétlem, poté byly v UV boxu nastiihany na stejné dlouhé dily
(1 cm), vidime na Obrazku 11. Nastiihani probihalo v UV boxu, z divodu zachovani
aseptického prosttedi, za pouziti sterilnich ntizek, aby nedoslo ke kontaminaci nosicu
jinymi druhy bakterii. Od kazdého druhu hadicky bylo pfipraveno 20 kusii, z nichz vzdy

10 bylo pouzito do zkoumaného vzorku, na ktery bylo pisobeno magnetickym polem,
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zbylych 10 bylo umisténo do kontrolniho slepého vzorku, ktery slouzil ke srovnani

(hodnoceni ristu bakterii bez ovlivnéni magnetickym polem).

Obrazek 11 - Nastrihané nosice

Takto pfipravené nosice byly umistény do velké plastové sterilni uzaviratelné
zkumavky (tzv. falkonky). Do kazdé zkumavky se umistilo od kazdého typu nosice
10 kusti, dohromady tedy 40 kust nosici. Ty byly dozkumavek umistény
nerovnomérné, tedy tak, aby netvofily ve zkumavce vrstvy podle typu nosice. Do takto
pfipravené zkumavky bylo poté nalito ndmi pfipravené inokulum v s6jovém bujonu.
Toto bylo provedeno tak, aby obsah optimalné odpovidal naSim potfebam, tedy,
aby veskeré nosice byly ponofeny, azaroven aby hladina nebyla pfili§ vysoko

a neptesahovala tak ptisobisté magnetického pole.

Hadicky byly spole¢né s inokulem umistény ve zkumavce za téelem vytvoreni
mikrobialniho biofilmu na jejich povrchu. Pfi vyhodnoceni vysledki bude také
posouzeno, jestli je rozdil v uchytu biofilmu na rizné povrchy nosic¢a (hadicky). Byly
pripraveny dvé naprosto totozné zkumavky, se stejnym obsahem inokula, i se stejnym
poctem hadic¢ek. Jedna zkumavka pak byla oznacena velkym pismenem M (magnet)
a byla vlozena do magnetického pole. Druha zkumavka, oznacena pismeny SL (slepy
vzorek), byla umisténa samostatné, v dostate¢né vzdalenosti 0d permanentniho
magnetu, aby byl vylou¢en jakykoliv ucinek magnetického pole na tento vzorek. Tento

vzorek slouzil jako takzvany kontrolni vzorek K hodnoceni rastu biofilmu bez vlivu

~ 41 ~



magnetického pole. Zptsob uloZeni zkumavky se vzorkem v magnetickém poli vidime

na obrazku nize (Obrazek 12).

Pokus byl u Micrococca lutea i u Escherichie coli provadén po dobu tfi tydni
pii laboratorni teploté 22°C. Dvakrat tydné probihala vyména jedné Ctvrtiny sdjového
bujonu s bakteriemi, kterd byla vzdy nahrazena Cerstvym sojovym bujénem, aby byl
podpoten rist bakterii. Ctvrtina starého bujénu byla odpipetovéna sterilni pipetou.
Nasledné stejny objem, ktery byl ze zkumavky odebran, byl doplnén novym.
Aby nedoslo k nechténé kontaminaci, bylo potieba okraje banky, ve které bylo
inokulum uchovavano, sterilizovat plamenem pied tim, nez z ni byl doplnén chybé&jici
objem ve zkumavce. Poté byly zkumavky dobfe promichany aopét umistény

(do magnetu a mimo néj).

Obrazek 12 - Zpusob uloZeni vzorku do magnetu

Zkumavky byly pravidelné dvakrit denné¢ promichavdny a provzduSiovany.
Po dvou tydnech od nasazeni byly odebrany nosice. Od kazdého typu byly z kazdé
zkumavky odebrany 4 kusy. Ty byly pak nasledné¢ zpracovany a vyhodnoceny

metodami a postupy, uvedenymi dale.

Po tfech tydnech byl experiment ukonéen a byly odebrany zbylé vzorky. Ctyii
z nich od kazdého typu byly vyuzity pro vyhodnoceni experimentu. V kazdé zkumavce

byly navic od kazdého typu dva nosice, které slouzily jako zalozni pro ptipad, Ze by se
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néco pokazilo (napt. béhem manipulace by byl vzorek znehodnocen, kontaminovan,
ztracen). Vzorky, které nebyly zpracovany ihned, byly uchovany v chladicim boxu

pii teploté 5 °C.

7.4 Pouzité nosice

Pro vlastni experiment byly pouzity ¢tyfi typy hadicek, které byly upraveny vyse
popsanym postupem. Hadi¢ky byly zvoleny jako nosi¢e pro bakterialni biofilmy z toho
divodu, ze se na nich biofilmy casto tvofi. Zaroven jsou hadicky velmi hojné
vyuzivanym prostiedkem ve zdravotnictvi. Na konci této prace bude tedy zhodnoceno,
zda by bylo plisobeni magnetickym polem vhodnou variantou, jak zamezit vytvareni
mikrobialniho biofilmu na podobnych c¢astech zdravotnickych prostiedkd, at’ uz se
jedna o rizné hadicky, katétry, ¢i spojovaci zafizeni, které by mohly byt vytvofenym
biofilmem znehodnoceny. Bude také posouzeno, zda a jak zalezi na materialu pouZzité
hadicky

Silikonova hadi¢ka tlusta — Tato hadice byla pro naSe potfeby objednana
od firmy Fisher Scientific, jednd se o transparentni silikonovou hadi¢ku o vnitfnim
priméru 6 mm a vnéj§im priméru 7 mm. Hadice pochdzi od vyrobce
Deutsch&Neumann GmbH, ma teplotni stalost -60 az 200°C. Vidime ji na obrazku nize,
jedna se o hadic¢ku €. 1 (Obrazek 13).

Teflonova hadicka ¢erna — Dalsi hadice byla objednana taktéz od firmy Fisher
Scientific a pochazi od vyrbce Deutsch&Neumann GmbH. Jedna se o hadi¢ku
S vnitinim primérem 6 mm a vngj§im primérem 10 mm. Je vyrobena z teflonu
(polytetrafluorethylen), je c¢erné barvy a ma vysokou chemickou odolnost

vici kapalinam a plynim. Vidime ji na Obrazku 13, hadicka ¢. 2.

Marprene hadi¢ka Zluta - Dalsi typ pouzité hadicky byla Maprene od firmy
Watson Marlow, coZ je specialni termoplasticky elastomer, vyrobeny touto firmou.
Jedna se o material s vysokou odolnosti vii¢i chemikaliim, snasejici teploty az do 80°C.
Hadicka ma vnitini primér 8 mm a vnéj§i primér 12 mm. Barva je mlécné zluta.

Hadicka je na Obrazku 13 oznacena Cislem 3.
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Silikonova hadi¢ka tenka - Posledni pouzity typ hadicky byl objednan od firmy
Jezirka Brno, kterd se sice nezabyva pifimo laboratorni technikou a pfisluSenstvim,
nicméné dodava hadiCky vhodné pro pouZiti v kapalindch. V naSem piipadé byla
pouZita silikonova vzduchovaci hadi¢ka, prithledna, o vnitfnim priiméru 4 mm, vnéjSim

priméru 6 mm od vyrobce Tripond. Na Obrazku 13 pod ¢islem 4.

Obriazek 13 - Pouzité hadicky

S témito povrchy se setkdvame velmi Casto také ve zdravotnictvi. Silikon je
Castym materidlem dychacich vakd, infuznich setd, odsavacich zatizeni, apod. Teflon je
nepfilnavy materidl, a proto se pouzivaji teflonové katetry napt. pro invazivni méteni
krevniho tlaku. Jsou z néj také vyrobeny membrany riznych senzord, atd. Marprene
material se ve zdravotnictvi vyuzivd u pump s vysokym = prutokem,

napf. U peristaltickych pump, mimotélniho ob&hu a dalsich. [32]
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8 Vyhodnoceni

8.1 Zpracovani vzorku

Nasleduje popis, jak bylo s odebranymi vzorky nalozeno, aby mohly byt
vyhodnoceny vysledky.

Celkové bylo odebrano osm zkumavek se vzorky. Zkumavka se vzorky
po dvoutydennim ptsobeni magnetickym polem, zkumavka po dvou tydnech se slepym
vzorkem (kontrolni vzorek, ktery nebyl vystaven mag. poli), zkumavka na konci
experimentu, tedy po tfech tydnech, se slepym vzorkem, i zkumavka po tfitydennim
pusobeni magnetickym polem. Takto byly odebrany vzorky jak u Micrococca lutea, tak
u Escherichie coli. Celkové tedy osm zkumavek. Z kazdé zkumavky se vzorky byl
od kazdého nosi¢e odebran jeden vzorek, ktery byl zpracovan a vyfocen

pod mikroskopem.

Z kazdé zkumavky byly od kazdého typu nosi¢e odebrany tfi kusy. Ty byly
vloZeny do sklenéné zkumavky s kovovym vikem, v nichz bylo 10 ml fyziologického
roztoku. Takto pfipravena zkumavka se umistila do tfepacky, kde byla ponechéna
po dobu dvou minut. Cilem bylo vytiepat veSkery biofilm vytvofeny na nosicich
do fyziologického roztoku. Po vytfepani se odebral 1 ml fyziologického roztoku
s vytfepanymi bakteriemi (1. fedéni, celkove jde o fedéni 10x) a ten byl vylit na Petriho
misku a zavafen do Zivného agaru. Nasledné byl odebran 1 ml stejného roztoku, a ten
byl nalit do dal§i zkumavky, kde se nachazelo 9 ml ¢istého fyziologického roztoku.
Vznikl tedy novy roztok, ktery mél opét objem 10 ml (2. fedéni, celkové jde o fedéni
100x). Ten byl promichan na tfepacce po dobu 10s, aby doSlo k rovnomérnému
rozptyleni vzorku v roztoku. Z tohoto nové vzniklého roztoku byl opét odebran 1 ml,
ktery byl vylit na Petriho misku a zavaten do zivného roztoku, a 1 ml, ktery byl nalit
do dalsi zkumavky s 9 ml fyziologického roztoku. Vznikl dalsi roztok (3. fedéni,
celkové jde o fedéni 1000x). Tento postup byl opakovan az do 4. fedéni (celkové jde
o fedéni 10000x). Pro piehled je seznam vzorkti uveden v Tabulce 1 a Tabulce 2.

Od kazdého uvedeného vzorku byla vytvorena tato ¢tyii fedéni.
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Tabulka 1 - Vzorky Micrococcus luteus

po 2 tydnech— | Teflonovy nosié¢ Marprenenosié Silikonovy nosié Silikonovy nosié
slepyvzorek tenky tlusty

po 3 tydnech— | Teflonovy nosié¢ Marprenenosic¢ Silikonovy nosié Silikonovy nosié
slepyvzorek tenky tlusty

po 2 tydnech— | Teflonovy nosié¢ Marprenenosi¢ Silikonovy nosié Silikonovy nosié
vzorek tenky tlusty
zmagnetu

po 3 tydnech- | Teflonovynosié Marprenenosié Silikonovy nosié Silikonovy nosié
vzorek tenky tlusty

z magnetu

Tabulka 2 - Vzorky Escherichia coli

po 2 tydnech— | Teflonovy nosié¢ Marprenenosié Silikonovy nosié Silikonovy nosié
slepy vzorek tenky tlusty

po 3 tydnech— | Teflonovy nosié¢ Marprenenosic¢ Silikonovy nosié Silikonovy nosié
slepyvzorek tenky tlusty

po 2 tydnech— | Teflonovy nosié¢ Marprenenosi¢ Silikonovy nosié Silikonovy nosié
vzorek tenky tlusty
zmagnetu

po 3 tydnech- | Teflonovynosié Marprenenosié Silikonovy nosié Silikonovy nosié
vzorek tenky tlusty

z magnetu

Celkové bylo tedy ptipraveno 128 zkumavek s rizné roztedénymi vzorky, které
byly napipetovany na Petriho misky a zality zivnym agarem. Bé&hem celého
experimentu byly dodrZeny aseptické podminky prace. Petriho misky byly uchovany
po dobu tfi dnd v termoboxu, jehoZ vnitini teplota byla 37°C. Zde se nechaly rist
vytfepané (a ziedéné) bakterie. Nasledné byly spocitany kolonie tvofici jednotky (KTJ)
na kazdé Petriho misce, od kazdého vzorku byly vytvoteny ¢tyii misky (1. - 4. fedéni).

Poté byly zprimérovany hodnoty téchto ¢tyt fedéni pro kazdy vzorek.

8.2 Vysledky

Naméfené vysledky byly zpracovany do grafii nejprve tak, aby dobie
znazoriovaly zavislost v case, tedy aby byly vidét rozdily v odbérech po dvou tydnech
apo trech tydnech, a také rozdily v rastu podle typu nosice. Vysledky pro bakterii
Micrococcus luteus jsou zobrazeny na Grafu 1 a Grafu 2. Na Grafu 3 vidime rozdily

mezi slepym vzorkem a vzorkem z magnetu.

~ 46 ~



1000

900

800
700

600

KTJ 500
400 \
300

200 T~

== Cerna

=il 7|uta
tenka
tlusta

100 -

2.tyden
€as [tydny]

Graf 1 - M. luteus - slepy vzorek

2000

1800
1600 .\\
1400

1200 N

KTJ 000 \\
800

== Cerna

== 7|uta
tenké
tlusta

400

600 ¢ ;

200 T

2.tyden
€as [tydny]

3.tyden

Graf 2- M. luteus - vzorek z magnetu

1800

1600

1400

1200

1000

KTJ
800

600
400 -
200 ~

0 -

¢ernd Zlutd tenka tlusta

Slepy vzorek

¢ernd Zlutd tenka tlustd

Vzorek z magnetu

m 2.tyden
M 3.tyden

Graf 3 - M. luteus - porovnani slepého vzorku a vzorku z magnetu

~ 47 ~




Z grafu je patrné, ze mnozstvi biofilmu (pfepocteno na KTJ) se snizovalo u vSech
vzorkd, bez ohledu na to, zda byl vzorek vystaven piisobeni pole, ¢i nikoli. Stejné tak se
snizilo mnozstvi biofilmu na vSech typech hadi¢ek. Nicméné poéty KTJ ve druhém
tydnu byly vzdy vyssi ve vzorku, ktery byl vystaven magnetickému poli, na rozdil
od slepého vzorku. Z téchto vysledkd lze usuzovat, ze magnetické pole ma na rast
biofilmu pozitivni vliv a podporuje jeho rast v pocatecnich fazich vyvoje. Nésledny
odbér po tiech tydnech ukazal pokles u obou vzorkl pfiblizné ve stejné mifte, z ¢ehoz

1ze soudit, Ze na udrzeni biofilmu nema toto pole jiz ptilisny vliv.

Zvysledki 1ze také usuzovat, Ze magnetické pole miize ménit schopnost
bakteridlnich bun¢k pfichytit se k riznym povrchiim. Zatimco ve slepém vzorku se
biofilm vytvofil ve velmi malé mife na Zluté marprenové hadiéce, ve vzorku z magnetu
se naopak ukazal tento material jako nejvyhodnéjsi pro tvorbu biofilmu. V obou
ptipadech lze povazovat tenkou silikonovou hadicku jako vhodnou pro vznik biofilmu,
naopak silikonovou tlustsi hadicku je mozné oznaCit za nejméné vhodny nosic¢

pro biofilm.

Vysledky pro bakterii Escherichia coli vidime na Grafu 4, Grafu 5 a Grafu 6.
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Z grafii lze soudit, ze magnetické pole mé u této bakterie rozdilny vliv
V pocatecnich a pozdé&jsich fazich vyvoje. Nartst biofilmu byl v prvnich dvou tydnech
vzdy vys§i nastejném typu nosi¢e ve slepém vzorku, coz poukazuje na fakt, Ze
V pocatecnich fazich ma magnetické pole negativni vliv na bakterie rodu E. coli.
To také potvrzuji studie zminéné vySe. Nicméné v téchto studiich nebylo plisobeno
na bakterie déle nez dva tydny. Pfi naSem pokusu se ukazalo, Ze po tiech tydnech doslo
na vsech nosic¢ich ve slepém vzorku k prudkému poklesu. Na rozdil od toho ve vzorku
z magnetu, kde byl plivodné mensi narast biofilmu, doslo k vysokému ristu. U tfech
nosicl ze Ctyt byl tento ndrlst vice nez dvojnasobny. Tento fakt podporuje domnénku,

ze magnetické pole ma opét pozitivni u€inky na rtist biofilmu, ale to az ve tetim tydnu.
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Také v tomto piipadé lze pozorovat zmény u adherentnich schopnosti bunék.
Rozdil je nejvice patrny u tenké silikonové hadicky, u které se zd4, ze magnetické pole
zménilo schopnost pfichyceni se k povrchu, a to negativné. Za nejméné vhodny nosic
1ze opét oznacit tlustsi silikonovou hadicku. Je to tedy nejvhodnéjsi povrch pro pouziti
V biomedicing, jelikoz zde je biofilm nezadouci. Nicméné vSechny nami testované
materidly jsou hojné vyuzivany v medicing, a jejich pouZiti zavisi i na jinych kritériich,
nez je pfichycovani bakterii. Neni tedy mozné zavrhnout néjaky materidl pouze
na zakladé téchto poznatki. Lze ovSem doporucit dodrzovani dostate¢né vzdalenosti

od zdroji magnetického pole, pokud jsou tyto materialy pouZity.

Z vyse zminéného je tedy mozné soudit, ze magnetické pole ma rozdilné G¢inky
na gram-pozitivni a gram-negativni bakterie. V obou pfipadech magnetické pole
podporovalo rist biofilmu, nicméné u gram-pozitivniho Micrococca ovlivnilo toto pole
rist spiSe v pocatecnich fazich, zatimco u gram-negativni E. coli mé¢lo velky vliv

az pozdé¢ji, kdy doslo k jeho velkému nartistu.

Pro nazornou ukazku byly pod mikroskopem oba biofilmy zdokumentovany.
Na Obrazku 14 vidime biofilm bakterie E. coli, a na Obrazku 15 pak biofilm M. lutea.

Obrazek 14 - Biofilm E. coli pod mikroskopem
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Obrazek 15 - Biofilm M. luteus pod mikroskopem
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9 Zavér

Lze konstatovat, ze cile prace byly splnény. Byl pozorovan vliv magnetického
pole, generovanym permanentnimi magnety, na mikrobialni biofilm bakterie rodu
Escherichia coli a na mikrobialni biofilm bakterie rodu Micrococcus luteus. Tyto dva
druhy bakterii se liSi svou gram-pozitivitou/negativitou. Biofilm byl vytvotfen
na n¢kolika typech nosi¢t, a byla porovnana souvislost se schopnosti tvofit biofilm

na riznych materialech.

Magnetické pole mélo v obou dvou ptipadech pozitivni vliv na tvorbu a rist
biofilmu. Byl pozorovan rozdil v ucincich na biofilm tvofeny grampozitivnim
Micrococcem, kde byl rast biofilmu podpofen pisobenim magnetického pole
V pocatecnich fazich, a gramnegativni E. coli, kde byl vliv magnetického pole patrny
az Vv pozdéji odebraném vzorku. Z vysledki prace 1ze také usuzovat, Ze magnetické pole
muze mit vliv na adherentni schopnosti bakterii, které se pod vlivem tohoto pole

uchycovaly na dané typy nosict rozdilné.

Z dosazenych vysledkl nelze tvotit komplexni zavéry, vysledky se tykaji pouze
nami provedenych experimentl. Nicméné fakt, Ze u obou pokusit doSlo vlivem
magnetického pole k podpofeni rastu biofilmu, poukazuje na to, ze vyuziti
magnetického pole, generovaného permanentnimi magnety, ve snaze potlacit vznik
¢irst biofilmu, nebo znicit jiz vytvotfeny biofilm, je pro biomedicinu nevhodny. Lze
doporucit, aby byla vénovana jistad opatrnost pii pouzivani zdroji magnetického pole
Vv blizkosti pfistrojii nebo ¢asti medicinskych pfistroji a prostiedki, jelikoz zde mize
byt podporovan rist biofilmu. Ten ve zdravotnictvi pfedstavuje zavazny problém,
jelikoZ jsou biofilmy zdroji obtiZzné odstranitelnych infekci. Mikrobidlni biofilmy se
Casto tvoii napiiklad na katetrech, cévkach, umélych srdecnich chlopnich, kloubnich
nahradach, kardiostimulatorech, a podobné. Piedstavuji pak zvySené riziko a je tedy
dobré se jejich vzniku vyvarovat. Z tohoto divodu lze doporucit nepouzivat zdroje
magnetického pole v blizkosti téchto a jim podobnych prostfedkt a zafizeni. Naopak
by se tento poznatek dal vyuzit naptiklad v procesech Cisténi vod, které jsou zalozené

na aktivité bakterialnich spolecenstev.
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Jako dalSi postup lze navrhnout opakovéani téchto experimentl pro dalsi
bakteridlni kmeny, aby bylo mozné 1épe posoudit rozdily v piisobeni magnetického pole
na gramnegativni a grampozitivni bakterie. Velice vhodné by bylo také vyhodnotit vliv
pusobni pole v rtizném case (kratkodobé ¢i dlouhodobé ptisobeni). P dalSich pokusech
lze také vyuzit toc¢ivé magnetické pole, ¢i vysokofrekvencni magnetické pole.
Zajimavym pokracujicim experimentem by také bylo pozorovani vlivu magnetického

pole na lidské tkan¢.
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