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Symbol Veli¢ina Jednotka
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1 Uvod

Tématem této bakalarské prace je vliv pulzniho magnetického pole na chovani
mikroorganismil. Jiz od nepaméti byly pozorovany vlastnosti magnetického pole,
kde napiiklad lidé ve starovéku pozorovali vzajemné silové pisobeni nékterych
nerostl, naptiklad nerost znamy jako magnetit ptritahoval Zelezné predméty. Poté co
byl vyroben kompas, tak zdjem o magnetismus vzrostl. V dnesni dob¢ uz se
s magnetickym polem setkdvame na kazdém kroku, nejen ze si uvédomujeme
pusobeni magnetické pole Zem¢, ale i my samy a kazdy zZivy organismus ma své
vlastni magnetické pole. Dnes existuje mnoho moznosti vyuziti magnetického pole
a jeho uc¢inek na zivé 1 nezivé latky. V teoretické cCasti prace budu zkoumat
problematiku elektromagnetického pole v biologickych aplikacich se zaméfenim
na pulzni magnetické pole, dale popiSu pouzité bakterie pii vyzkumu, jako je
Escherichia coli a Micrococcus Luteus . V praktické Casti se zaméfim na hodnoceni
ziskanych poznatk a udajii z provedenych méteni v laboratoti. Zhodnotim vysledky
pomoci dostupnych metod, jako je napfiklad fluorescence nebo hodnoceni
kultivovatelnosti. Také provedu hodnoceni, do jaké miry ovliviluje plsobeni
pulzniho magnetického pole testované bakterie. VSechny ziskané vysledky budu
porovnavat Se svétovymi publikacemi. V literatufe je publikovano pulzni
magnetické pole, které pusobici na biologické tkdné a bakterialni populace. Miize
mit jak pozitivni tak i negativni vlivy v zavislosti na frekvenci a intenzité¢ pulzniho
magnetického pole. N&které svétové publikace uvadéji zkoumdni bakterii pouze
v kratkém casovém useku. Rad bych se proto zaméfil na tuto problematiku

a zkoumal vliv pulzniho magnetického pole 1 po delsi ¢asové tseky.
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TEORETICKA CAST

2  Magnetické pole

2.1 Maxwellovy rovnice

Maxwellovy rovnice nam vyjadiuji zakladni zdkony, které se tykaji teorie
elektromagnetického pole. Popisuji nam jak veliiny elektrického, tak i magnetického
pole z ¢ehoz vyplyva, Ze jsou vzajemné propojené a vytvaii nam fyzikalni oblast, kterou

nazyvame elektromagnetické pole. [1]

Maxwellovy rovnice Ize napsat jak v integralnim tvaru, tak i v diferencialnim
tvaru. Integralni tvar Maxwellovych rovnic popisuje elektromagnetické pole Vv urcité

prostorové oblasti a diferencialni tvar rovnic se zamé&fuje na urcity bod této oblasti.
Jsou celkem ¢tyti druhy Maxwellovych rovnic.

Prvni Maxwellova rovnice vychazi ze zdkona celkového proudu. Rovnice

vyjadiuje elektricky proud, nasledna zména elektrického toku vytvari magnetické pole.

Druha Maxwellova rovnice vychazi ze zdkona elektromagnetické indukce
neboli Faradayova zdkona, kde zména magnetického toku nasledné vytvoti elektrické

pole.

Treti Maxwellova rovnice vychazi z Gaussova zakona elektrostatiky a popisuje
nam, elektricky tok, ktery proudi pies uzavienou plochou je zaroven umérny

uzavienému naboji.

Ctvrta Maxwellova rovnice vychazi ze zakona spojitosti indukéniho toku
a vyjadfuje nam, ze celkovy magneticky tok, ktery prochazi uzavienou plochou je

nulovy.
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Tabulka 1: Soustava Maxwellovych rovnic [1]

Maxwellovy rovnice Diferencidlni tvar Integralni tvar
l. - 6D dy
rot H = Jg +F % H-dl =i + —
c dt
. _ _%B do
I’O'[E—-F f E -dl=— —
c dt
M. div D = po
s
V. divB=0
§£ B-dS =0
s

2.2 Rozdéleni magnetik

Kazdy elektron v atomu ma orbitalni dipélovy magneticky moment a spinovy
magneticky dipolovy moment, které se vektorové skladaji. Vyslednice téchto dvou
vektorti se vektorové sklada s vyslednicemi ostatnich elektronu v atomu. A takto
ziskana vyslednice pro jeden atom se skladd s vyslednicemi vSech ostatnich atomul
ve vzorku latky. Pokud soucet vSech téchto magnetickych dipoélovych momentl vytvari

makroskopické magnetické pole, je latka magneticka. [2]
RozliSujeme tii typy magnetik: diamagnetické, paramagnetické a feromagneticke.

1. Diamagnetismus (u; < 1)

Diamagnetismem se vyznacuji vSechny latky, ale vétSinou jsou tak slabé,
ze je prevySuji latky, které vykazuji paramagnetismus nebo feromagnetismus.
Latky, které se oznacuji, jako diamagnetické se vyznacuji tim, Ze magneticky
dipolovy moment jde proti vné&jSimu poli, coz ma zanasledek zeslabeni
magnetického pole. Mezi diamagnetické latky fadime naptiklad méd’, rtut,

stfibro a vodu.
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2. Paramagnetismus (u, > 1)
U paramagnetickych latek dochazi k tomu, ze vnéj$i magnetické pole
muze docilit to, Ze magnetické momenty budou shodné s vnéjSim polem
a dusledkem toho se Vv latce vytvoii magnetické pole. Jedna se o latky jako je O,
vapnik, sodik, hlinik.

3. Feromagnetismus (u, >> 1)
Latky takto oznaCované maji oproti vSem ostatnim mimoradné
magnetické vlastnosti.
| zde se magnetické dipolové momenty ftadi shodné¢ S vnéjSim polem
a nasledkem toho se vytvoii pole se silnymi magnetickymi momenty. Vlivem
velkych magnetickych vlastnosti jsou, také Casto vyuzivany v magnetickych

obvodech. Jedna se o latky nikl, zelezo, kobalt.

2.3 VIiv prostredi na elektromagnetické pole

Elektromagnetick¢é  pole semiize vyskytovat v  prostiedi, které

je charakterizovano veli¢inamiy , & , p. [3]

Prosttedi linearni je takové prostredi, kde veli¢ina, ktera charakterizuje prostiedi

je konstantni pro vSechny hodnoty. Pokud tomu tak neni a veli¢ina neni konstantni,

jedna se o0 nelinedrni prostredi.

Homogenni prostiedi je takové prostiedi, které ma v kazdém bodé sledované

oblasti stejné materidlové konstanty. Neni-li tomu tak, jedna se 0 nehomogenni pole.

Izotropni prostiedi je takové, které ma jak elektrické, tak i magnetické vlastnosti

V kazdém sméru stejné. Anizotropni prostfedi ma v rizném sméru rizné vlastnosti.

M¢ekké latky — Jedna se o feromagnetickou latku, kterd po zmagnetizovani
a nasledném vyjmuti z vné&jsitho magnetického pole ihned ztraci magnetické vlastnosti.

Jedna se napiiklad 0o do¢asné magnety.

17



Tvrda latka — Jedna se o feromagnetickou latku, ktera si po zmagnetizovani stale
udrzuje magnetické vlastnosti ipo vyjmuti z vn&jsiho magnetického pole. Jedna

se 0 trvalé (permanentni) magnety.

2.4 Permeabilita

Permeabilita patii k zakladnimu popisu magnetik, mtize byt jak prostiedi nebo
materidlu. Jedna se o fyzikalni veliCinu, ktera urcuje miru magnetizace vlivem piisobeni
magnetického pole. Kdyz hodnota permeability se zvysi, zvysi seiindukce vlivem

magnetického pole shodné intenzity. [4]
_B —

R=— 1 = Po

kde:

1 je absolutni permeabilita

1r je relativni permeabilita

1o je permeabilita vakua

B je magneticka indukce

H je intenzita magnetického pole

18



2.5 Vztah mezi vektoryBaH

Vztah mezi vektory B a H neni u skute¢nych magnetik linearni, ale probiha napf.
podle kiivky prvotni magnetizace. Zde je poCateCni strma cCast linearni, vektory

B, Hi M jsou tedy vzajemné tmérné a plati zde vztah [1]

B = pH = prpoH
feromagnetikum
B
n
paramagnetikum
0 —= H

Obrazek 1: Prvotni magnetizace

2.6 Hysterezni smyc¢ka

Vime, Ze zavislost mezi magnetickou indukci (B) a intenzitou magnetického
pole (H) neni jednozna¢na. Kdyz magneticka indukce dosahne urcité hodnoty a my
zmensime budici proud a vlivem toho i velikost intenzity magnetického pole. Dojde
k tomu, ze magneticka indukce ubyva pomaleji, nez podle kiivky prvotni magnetizace,
zde nastava jakasi hystereze (zdrzeni). Stav materialu nezavisi jen na velikosti H, ale
I na predchozim stavu. Lze tedy fici, Ze zelezo ma jakou si,pamét*. Zanikne-
li intenzita H pfi plném buzeni, tedy vypnuti budiciho proudu az nanulu, zdstava
v magnetiku stale jistd remanentni indukce B, Magnetikum se tak stava trvalym
magnetem. Chceme-li tuto indukci zrusit, musime budit opacnym proudem tak, aby

intenzita dosahla velikosti —Hy . Tase nazyva Kkoercitivitou. Pfi dalSim pribéhu
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dostaneme stejnou, ale negativni indukci — B; . Obratime-li pochod, buzeni zvétSujeme

na velikost +H; . Dostaneme uzavienou hysterezni smycku. [1]

Obrazek 2: Hysterezni smycka [1]

2.7 Stacionarni magnetické pole

A. M. Ampér provadél mnoho experimentd, ale mezi ty nejvyznamnéjsi se fadi
experiment, kdy zjistil, Zze se dva rovnobézné vodi¢e pftitahuji. Pokud mezi vodici
protéka proud stejnym smérem a naopak se odpuzuji, jestlize proud protéka opaénym
smérem. VodiCe se navzdjem Ve velké mife neovliviyji, pokud jsou pfimé, dostatecné
dlouhé a na sebe navzdjem kolmé. Na podklad¢ vSech experimentti, které provadél A.
M. Ampér byl zaveden pojem magnetické pole. Magnetické pole ptisobi svymi silovymi
ucinky na zmagnetizovana télesa, tak i na vodi¢, kterym protéka proud. Mezi zdroje,
které vytvaii magnetické pole, miZeme fadit zmagnetizovana télesa nebo

makroskopické elektrické proudy. [2]

Stacionarni magnetické pole je takové magnetické pole, které neméni své
vlastnosti v ¢ase. Stacionarni magnetické pole puisobi silovymi u¢inky na nepochybujici
se permanentni magnet, nebo na vodic¢, kterym prochazi staly proud a neméni svou

polohu. [2]
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Tyto silové ucinky lze popsat pomoci vektorového pole a Ize si je predstavit,
ze vodi¢, kterym prochazi proud nebo zmagnetizované téleso vytvoii ve svém okoli
magnetické pole, které poté pusobi na ostatni vodi¢e nebo jina télesa. Kdyz budeme
bodové naboje povazovat za Castice, které nesou naboj g, které se budou pohybovat
v okoli vodi¢u protékanych proudem nebo okolo castic, které jsou zmagnetizované.
Timto dokézeme, Ze celkova sila F, kterd ptisobi na dané castice lze vyjadrit pomoci

vztahu. [2]
F=q[E+vxB]

V tomto vztahu v vyjadiuje rychlost Castice v dané inercidlni soustave,
E je intenzita elektrického pole a B je magneticka indukce. Tento vztah lze nazvat také
jako Lorentziv vzorec. Pouziva se také jako defini¢ni vztah pro intenzitu elektrického

pole a magnetickou indukci. [2]

Pusobi-li na ¢astice pouze magneticka sila a elektrické pole je nulové, Ize tento vztah

vyjadfit vzorcem.
F=q(vxB)
Jednotka magnetické indukce v Mezinarodni soustavé Se nazyva tesla (T). Ze vztahu

F = q (v x B), Ize snadno odvodit, 7e Tesla = newton (amper.metr)™. Lze fici,
ze Tesla pasobi na naboj jednoho coulombu, ktery se pohybuje rychlosti jednoho metru
za sekundu, silou jednoho newtonu. Pro kazdé vektorové pole, l1ze také pro vektor
magnetické indukce zavést pojem tok. Mluvime pak 0 magnetickém toku ®. Pro

libovolnou orientovanou plochu S plati. [2]
®=[ B-dS

Jednotkou magnetického toku je jeden weber (Wb). Podle defini¢ni relace

jednotky magnetické indukce plati. Weber = joule . sekunda . coulomb™ [2]
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2.8 Pulzni obdélnikové pole

vvvvvv

predevsim biologicka odezva i vlastni terapeuticky ucinek. Jako nejucinné;si tvar pulzu
z pohledu biologické aktivity organismu se povazuje obdélnikovy pribéh pulzu, ktery

je buzen napét'ovym pulzem a méni skokové hodnotu z maximalni na nulovou. [5]
Nejcastéji se v terapiich pouZivaji dva druhy pulzi.

Mezi prvni patii tzv. jednotlivy puls (single pulse), ktery pusobi piimo
na urcitou buiiku. Zde tvar ptsobiciho pulzu podporuje riist cév a kosti. Pfi terapii timto
pulzem se pouzivaji bifazické obdélnikové pulzy nebo obdélnikové impulzy

s ptechodem do zaporné hodnoty. [5]

Druhy pulz se nazyva tzv. salva impulzt (puls bursts) tyto pulzy velice malo ovliviiuji

o J4 H v 7 . + N
rust cév, ale je zde znacna resorbce iontu Ca” z tkani.

Tvar impulzu magnetického pole vychazejiciho z aplikatoru se piesné shoduje
s ¢asovym prib&éhem budiciho proudu vstupujiciho do aplikatoru. Tvar budiciho proudu
muze byt obecné jiny. Toto je dano skuteénosti, ze proud tekouci civkou ur€uje energii
a je tedy stavovou veli¢inou. Stavové veli¢iny nemohou svij Casovy pribéh ménit
skokové. Jelikoz napéti stavovou veli¢inou neni, mize se jeho Casovy priubéh meénit

skokové a proud se pouze snazi tyto skokové zmény plynule vyrovnavat. [5]

Prubéh obdélnikového pulzu: zde se sleduje nejen frekvence, ale i ostatni parametry.

dim]| ] T&s =ML [ | |
S=
_H_Jt_Tn o Td Cms)
) Top )

Obrazek 3: Biotropni parametry obdélnikového pulzu [5]
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Tn — doba trvani nabézné hrany

Tp — doba trvéani sestupné hrany

T — doba trvani impulzu

Tgs — doba opakovani Sumové slozky
Top — opakovaci doba impulzi

SS — indukce $umové slozky

23



3 Bakterie

Bakterie (z ftec. Bakterion = ty¢inka) — jsou vSudypfitomné organismy
(mikroorganismy), rozsifené po celém povrchu Zemé od oblasti s trvale nizkymi
teplotami, jako je Arktida, az po oblasti s teplotami vysS§imi nez 100 °C (podmotské
vulkanické a termalni prameny). Bakterialni organismy patii mezi nejstarsi formy zivota
na Zemi. Jejich vznik se datuje ptiblizné¢ pred cca 3 miliardami let. Nekteré bakterie,
které oznaCujeme jako patogenni, jsou puvodci onemocnéni rostlin, zivocichi
a ¢loveéka. Bakterie také mohou existovat ve vztahu symbiozy mezi organismy, kdy
hostitelskému organismu neskodi. Napiiklad rody Lectobacillus, Escherichia coli

a dalsi bakterie jsou soucasti mikroflory traviciho traktu ¢loveka. [6]

3.1 Escherichia coli

Jedna se o fakultativné anaerobni, nesporotvorné bakterie, které patii do rodu
Escherichia a celedi Enterobacteriaceae. Maji ty¢inkovy tvar apohybuji se diky
ptitomnosti bi¢ikti. Na povrchu bakterie se nachazi dva typy fimbrii. Prvni z nich slouzi
k pfichyceni na epitel hostitele a dokaze ho osidlit, tato fimbrie je sloZzena z kyselého
hydrofobniho proteinu tzv. fimbrinu. Dalsim typem je tzv. sex pili, ktera je dulezita
hlavné pii konjugaci. Vyskytuji se bud’ to jednotlivé, ve dvojcich poptipadé tvoii
| kratké tetézce. Bakterie Escherichia coli dosahuje velikosti v priméru 1 - 1,5 X 2 -
6 um. Jednou z vlastnosti této bakterie je mikrobiologicka analyza, kterd slouzi
k posuzovani kvality potravin a potravinovych surovin. Mezi dalsi vyznamnou vlastnost

patii rezistence k antimikrobialnim latkam. [7]
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3.2 Epidemiologicky vvznam Escherichia coli

VétsSina kmenti Escherichia coli je nepatogenni a tvoii béZznou soucast stievni
mikroflory c¢lovéka a teplokrevnych zvirat. Bézné¢ se vyuziva jako modelovy
organismus pro studium fyziologie bakterii, jejich metabolismu, genetické regulace

¢i stavby a funkce buné¢éné stény. [7]

E. coli muze byt i Clovéku prospésna tim, ze produkuji kolociny jez maji
zanasledek antibioticky ucinek, dale se podileji navzniku vitaminid K. Vyjma
enterohemorhagické E. coli, ktera je také oznacovana jako shiga-like toxigenni E . coli

¢i verotoxigenni E. coli, ty zptisobuji krvavé prijmy a hemolyticko-uremicky syndrom.

3.3 VIliv__vnéjSich _a vnitinich _faktorii__a technologickych

procesu

E. coli roste v teplotnim rozmezi 7 — 45 °C , optimum je 30 — 37 °C. Je citliva
vaci zahtati na vysokou teplotu, pasteracni teploty ji devitalizuji. Roste pii pH 4 — 10,
s optimem Vv rozmezi 6 — 7. Minimalni aktivita vody pro rist a mnozeni je 0,95. Dobie
roste pti obsahu NaCl do2,5%, ale jeschopna zaur¢itych podminek tolerovat
I koncentrace vyssi (6 — 8 %).E. coli dobfe snasi mrazeni. Kmeny Escherichie
coli O157:H7 S$patné rostou pii 44 — 45 °C. Jsou acidotolerantni a dobie prezivaji

i v kyselych potravinach (pH 3,6 — 4,0 ), a to ptedevsim pii snizené teploté. [7]

3.4 Popis Escherichie coli

Vnéj$i membrana E. coli sesklada z dvojvrstvy lipidu a je pokryta

lipopolysacharidem, kde se nachazi mnozstvi membranovych proteint, mezi které patii
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poriny ty maji funkci vstupniho a vystupniho kanalu pro bunétné metabolity a slouzi
I pro pfijem vitaminu Zz okoli. Prostor, ktery jetvofen mezi vn&jsi membranou
abunécnou sténou Se nazyva periplazmaticky. Zde Se nachazeji proteiny vazajici
aminokyseliny ¢icukry aenzymy, které degraduji antibiotika. Bunéfna sténa
je utvotena ze slabé vrstvy peptidoglykanu, ten je zodpovédny zarigidni tvar bunky.
Cytoplasma se sklada vyhradné 2z proteini ato predevsim lipopolysacharidy
a fosfolipidy. Cytoplasma u bakterialnich bun¢k ma viskdzni vodny roztok, ktery
obsahuje rozpusténé anorganické a organické latky. Diky vysokému obsahu ribozomu
probiha proteosyntéza a bakterialni déleni bunék rychle. Escherichia coli je bakterii tzv.
fakultativné anaerobni, coz znamena, ze ke svému metabolismu nepotiebuje kyslik

a vyuziva tak kvasny metabolismus neboli fermentace. [8]

Fermentace je fylogeneticky nejstar$i a praptiivodni zplsob ziskavani energie.
Prvni Zivd hmota iprvni primitivni buniky fermentovaly organické latky
abiogenetického puvodu ptitomné v roztoku kolem nich. To trvalo velmi dlouho —
od vzniku zivota po dobu asi 2 miliard let. Pak, pfed asi 1,5 miliardou let, se objevila
fotosyntéza, zejména sinicového typu, provazena produkci kysliku do ovzdusi. Tim
byly vytvofeny ptedpoklady k tomu, aby se dosud fermentujici chemotrofni bakterie
mohly naugit tento kyslik pouZit jako extracelularni oxidans zdroje energie dosud jen
fermentovaného, aby vznikla aerobni respirace. Kdyz setak stalo, mélo to velice
zavazné dusledky pro dal$i kvantitativni i kvalitativni rozvoj zivota, nebot oxidace
napf. molu glukézy na CO; a H,0 kyslikem dava potencialné 24krat vic volné energie

nez oxidace téhoz molu glukozy na laktat fermentaci. [9]

Jako zdroj energie vyuziva aminokyseliny, ale pfedevsim vyuziva glukosu, ktera

zajistuje bakterii rychly rtst. Tu zpracovava za vzniku laktatu popiipadé ethanolu.

Escherichia coli je gram-negativni  bakterie, je pfi¢inou alimentarnich
onemocnéni a jako primarni hostitel zmény DNA. Jeji rozvijejici se sérotypy mohou
zpusobit vazné gastrointestindlni onemocnéni azsmrt. Jednd Se O sérotypy

0157:H7 a O104:H4 .

Diky dlouhé historii laboratorni kultivace a snadné manipulace je E. coli velmi
vyznamna V modernim bioinzenyrstvi a primyslové mikrobiologii. Rekombinantni E.
coli vznikla pfenosem genu na plasmidech je velmi vSestrannym hostitelem uzivanym

pii produkci heterolognich proteinti prumyslovymi fermenta¢nimi procesy ve velkém
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meéfitku. Jednou z prvnich pouzitelnych aplikaci technologie rekombinantni DNA byla
manipulace E. coli na producenta lidského insulinu. Modifikované kmeny E. coli slouzi
k pfipravé vakcin, 1é¢ebnych biopreparati aimobilizovanych enzymu. Uréitym
omezenim téchto aplikaci je skutenost, ze E. coli nemize byt pouzita k piipravé
komplexnich proteinii obsahujicich disulfidické mustky aneparové thioly nebo

k ptipravé proteinti vyzadujicich pro svou aktivitu posttranslaéni modifikace [10]

Obrazek 4: Escherichia coli pod mikroskopem [11]

3.5 Srovnani nizkofrekvencnich magnetickych ucinku

na bakterii Escherichia coli

V této kapitole bych se zaméftil na studii, kterou popsali Lukas Fojt, Ludék
Strasak, Vladimir Vetterl a Jan Smarda. [12] V tomto experimentu se sledoval u¢inek
magnetického pole natfech bakterialnich kmenech — Escherichia coli, Leclercia
adecarboxylata a Staphylococcus aureus. Vyse zminéné bakterie nebyly vybrany zcela
nahodné, ale protoze jsou snadno dostupné a mohou byt chovany pii teploté 37 °C.
Stapholococcus aureus je gram-pozitivni bakterie zbylé dvé jsou gram-negativni.
K experimentu byla pouzita valcova civka, ktera generuje magnetické pole. Maximalni
efektivni proud byl 1,9 A afrekvence 50 Hz. Teplota uvnité civky byla udrzovana

vrozmezi 0d 20 — 25 °C. Pouzité vzorky bakterii byly umistény v nevodivé casti
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v centru civky. VSechny bakterie byly v Petriho miskach. Konkrétné byly pouzity
bakterie E. coli, L. adecarboxylata (kmen 2177) a S. aureus (FA 812). Pro péstovani
bakterii bylo pouzito 8 g Trypton, 5 g kvasnicovy extrakt, 5 - g NaCl | - vody
a zakladni zivny agar 40 g/l. Experiment se posuzoval z hlediska expozi¢niho ¢asu
a velikosti magnetické indukce, kdy pfislusné bakterialni kultury byly vystaveny
magnetickému poli naagarovych destickach ve fazi jejich logaritmického rustu

(4,5 h od nasazeni). [12]

Bakterialni buiiky na agarovych desti¢kach byly vystaveny magnetickému poli
o frekvenci f = 50 Hz a magnetické indukci B = 10 mT. Vysledkem bylo, Ze pocet
CFU (jednotek tvoftici kolonie) klesa s ¢asem u vSech zkoumanych vzorki. Vysledné
snizeni u E. coli bylo po 25 min o cca 30 % niz8i a u S. aureus o cca 20 % nizsi.

Nejvice citlivé na magnetické pole je E. coli a naopak nejméné S. aureus.(Obr. 5) [12]

n(t)/n(0)

0 5 10 15 20 25 30
t [min]

Obrazek 5: Zavislost relativniho po¢tu CFU na délce trvani expozice (Bm =10 mT) ---

E. coli,----- L. adecarboxylata,— S. aureus [12]

Zkoumané bakterie byly vystaveny magnetickému poli na 12 minut. Amplituda
indukce magnetického pole se pohybovala od 2,7 azdo 10 mT. Vysledky ukazaly

exponencialni pokles CFU, nejvétsi pokles byl zaznamenan opét u E. coli. (Obr. 6) [12]

28



0.2

0 2 4 6 8 10 12
Bm [MT]

Obrézek 6: Zavislost relativniho poctu CFU na velikosti magnetické indukce (t =12
min) --- E. coli, ----- L. adecarboxylata, — S. aureus [12]

Magnetické pole zptsobuje snizeni CFU ve vSech zkoumanych vzorcich. Jiz
diive bylo prokazano, ze magnetické pole zabiji bakterie E. coli adiky tomuto
experimentu se stejné vysledky prokazaly i u bakterii L. adecarboxylata a S. aureus.
Z (Obrazku 6) lze vidét, ze vSechny bakterie reaguji na magnetické pole stejné, pouze

se lisi sila jejich reakce v zavislosti na kmenu bakterie. [12]
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4 Utinky elektromagnetického pole na bakterie

V dnes$ni dobé se elektromagnetické pole uplatiiuje zejména v medicing, kde
se pouziva jako doplikova terapie. Mezi doplikové terapie patii aplikace
elektromagnetickych pulst ke snizovani bolesti pfi zlomeninach nebo onemocnéni
pohybového aparatu. Uplatiiuje se také pii 1é€bé osteopordzy nebo hojeni ran. Pravé
hojeni ran je slozity proces, kterého se ucastni mnoho faktord. Jednim z negativnich
faktori je napadeni rany bakteriemi neboli infekce, ktera proces hojeni mize prodlouzit.
Proto se fada vyzkumu soustfedila nazkoumani vlivu elektromagnetického pole

na ruzné bakterie. [13]

Zkoumani vlivu u¢inku elektromagnetického pole na bakterialnich kmenech
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) a Escherichia coli (ATCC 25922). [13]
Frekvence pole byla 50 Hz aintenzita se pohybovala od 0,5, 1az 2mT po dobu
20 min, 1, 3, 6 a24 hod. Kmeny bakterii byly ulozeny v sdjovém vyvaru pii teploté
37 °C. Poté se vzorky rozdé¢lily napokusné a kontrolni skupiny. Testovaci vzorky
bakterii byly pak vystaveny elektromagnetickému poli, kontrolni skupiny zistavaji
neexponované. Faze toho to pokusu byla provadéna pii pokojové teploté 25 °C . Pfi
experimentu byly pouzity takové prostiedky a nastroje, aby nedoslo k jakémukoliv
ruseni. Po vystaveni vzorku po urcity ¢as elektromagnetickému poli byly tyto vzorky
spole¢né s testovacimi kultivovany na TSB (Trypton Sojovy Bujon) a poté se stanovil
pocet jednotlivych bakterii. Samoziejmé byl prokazan rozdil, navzorky na které
pusobilo a nepusobilo elektromagnetické pole. Expozice se vyhodnocovala pomoci t -
testu. [13]

Utinky elektromagnetického pole zavisi na typu mikroorganismu, intenzité a trvani
expozice, proto nazaklad¢ téchto udaji bylo méfeni provedeno na bakterialnich
kmenech Staphylococcus aureus a Escherichia coli a to s pevnou frekvenci 50 Hz a pfi
intenzit¢ v rozmezi 0,5— 2 mT. Z vysledku bylo zjisténo, Ze vystaveni Staphylococcu
aureus po dobu 20 minut pii intenzit¢ 0,5mTa2mT doslo k vyraznému ubytku
bakterii a to az 0 cca 31 % pii 2 mT. Pfi¢emz pfi vystaveni bakterie po stejny cas, ale
sintenzitou 1 mT doslo Kvyraznému zvySeni poctu bakterii a to occa 39 %.

K nejvys$$imu snizeni u bakterii Escherichia coli a Staphylococcus aureus doslo pii
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intenzit¢ 2 mT po dobu pisobeni 20 min. A to piesné U E. coli 035% aS. aureus
031 %. [13]

Cellini ve své praci [14] poukazal nato ,ze elektromagnetické pole o frekvenci
50 Hz aintenzity 0,1, 0,5a1 mT pii pasobeni 20 az 120 minut ma vliv na morfologii
a antibiotickou nachylnost E. coli, které vedou k polymorfismu aodolnosti vuci
cefalosporinim mezi, které patii ceftazidim. Cellini také tvrdi, Ze elektromagnetické
pole pisobi jako stresovy faktor, ktery ma za nasledek rust bakterii, jelikoz ke zvyseni
poctu bakterii doslo, az po inkubaci 24 h. Dospélo se k zavéru, ze tato zména nebyla
vyvolana pfimym uéinkem elektromagnetického pole, ale vzhledem k aktivaci

mechanismu kompatibility po vystaveni elektromagnetickému poli. [14]

Strasak a kolektiv ve své studii [15] tvrdi, Ze pisobeni EMP o frekvenci 50 Hz
aintenzity 10 mT po dobu 20 minut na rtzné typy bakterii jsou ovliviiovany rtzng.
U gramnegativni bakterie Escherichia coli a Leclercia adecarboxlata po srovnani
s kontrolnimi vzorky se toto pusobeni projevuje tim, Ze U bakterii dochazi ke snizeni
KTJ vrozmezi 30— 40 %. Pro grampozitivni bakterie Paracocuccus denitrificans
a Staphylococcus aureus se jedna 020 % snizeni KTJ ve vzorku oproti kontrolnimu.
[15]

Elektromagnetické pole slouzici jako doplitkova metoda v mediciné a to zejména pti
hojeni ran akontrolu bakterialnich biofilmi ataké pokud jde ortzné ucinky
elektromagnetickych poli s pouzitim riznych ¢as expozice a intenzity, které maji vliv
na rychlost a Zivotaschopnost bakterii. Zde je dulezity vybér spravného ¢asu expozice

a intenzity zafeni jelikoz tyto faktory mohou ovliviiovat proces hojeni. [13]

Z vyse uvedenych udaju lze fici, ze vystaveni bakterii frekvenci 50 Hz a intenzité
0d 2 mT do 10 mT po dobu 20 min dojde ke sniZeni pocti bakterii a to k nejvétsimu
u gramnegativnich bakterii pii intenzit¢ 10 mT. Velikost snizeni KTJ zavisi na druhu
zkoumané bakterie. Naopak vystaveni bakterii nizkym intenzitdm do 1 mT, za ptisobeni

stejného ¢asu ma za nasledek zvySeni poctu KTJ.
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5 Micrococcus Luteus

Mikrokoky jsou nazaklad¢ morfologickych artstovych vlastnosti zafazeny
do stejné Celedé jako stafylokoky. Analyzy genomu vSak ukazaly, Ze jde o rody velmi
odli$né a vyvojov¢ vzdalené. Fenotypicky se mikrokoky nejvyraznéji lisi d stafylokokt
svym striktné¢ respiratnim metabolismem. Zatimco stafylokoky jsou fakultativné

anaerobni, mikrokoky jsou striktné aerobni. [9]

Micrococcus patii do rodu grampozitivnich bakterii aje z kmene Actinobacteria,
jejich piirozené prostiedi vyskytu je ktize savct. Také maji vyznamnou roli v rozkladu
organickych latek jako je napt. celuloza. Proto se vyskytuje v pfirodé a to konkrétné
v pidé (tvorba humusu), vodé¢ aprachu. Vyskytuji seinapokozce lidi, mléénych
produktech a masu. Bunky dosahuji rozméru od 0,5 az po 3 um . Maji kokovity tvar
a jsou usporadané ve Ctveficich. Micrococcus je bakterii, ktera ptezije 1 v nepfiznivych
podminkach po delsi dobu. Za béZznych podminek jsou mikrokoky nepatogenni bakterie,
ale u 0sob s oslabenou imunitou mohou vyvolat zavazné infekce. Microccocus muize

rust i v prostiedi s trochu vody nebo i pii vysoké koncentraci soli.

Optimalni kultivacni teplota je mezi 25 — 37 °C. [16]

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

Obrazek 7: Micrococcus luteus pod mikroskopem [17]
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6 Déleni bakterii na Grampozitivni a Gramnegativni

bakterie

Gramovo barveni Se pouziva pii rozliSeni rodu rozdilnych bakterii. To je dano
stavbou bunécné stény jednotlivych bakterii. Bakterie, které oznacujeme grampozitivni,
maji podle Gramovy metody barveni pod mikroskopem modrofialovou barvu.
To je zapii¢inéno pifedev§im velkym obsahem peptidoglykanu s teichoovymi
kyselinami, ktery tvofi bunécnou sténu a nasledné chybéjici vnéj§i membranou, kterd
obsahuje fosfolipidy, strukturni i enzymové proteiny a lipoproteiny. U gram-negativnich
bakterii je to naopak maji tenkou bunéfnou sténu z peptidoglykanu, ktera postrada

teichoové kyseliny a maji vnéj$i membranu z fosfolipidil, proteint a polysacharida.

Bunééna sténa gram-pozitivnich bakterii je tlustsi asklada se prevazné
z peptidoglykand. Bunécna sténa je barvitelna krystalickou violeti, kterou z ni nelze
vymyt alkoholem. Gramovym barvenim jetedy gram-pozitivni bakterie zbarvena
modrofialové. Mnoho antibiotik je svym u¢inkem zaméfeno na naruSeni struktury

bunécné stény (napft. penicilin) a gram-pozitivni bakterie patii Kk citlivym bakteriim. [6]

Gram-positive bacteria
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acid protein acid
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Figure 2-14 Immunobiology, 7ed. (© Garland Science 2008)

Obrazek 8: : Struktura gram-pozitivni bakterie [18]
Bunétna sténa gram-negativnich bakterii je odolngjsi vaci antibiotikim

a slozkam imunitniho syst¢tmu napadeného organismu. Je podstatné¢ tenci,
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peptidoglykanova vrstva je zredukovana a prevahu maji liposacharidy. Svrchu
je prekryta vnéjsi membranou. Bunééna membrana je barvitelna krystalickou violeti,
ale alkohol jizni vymyva. Gramovym barvenim Se tedy gram-negativni bakterie

zbarvi do ruzové barvy, dodate¢nym zabarvenim safraninovym roztokem. [6]

Gram-negative bacteria

lipopolysaccharide
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Obrazek 9: Struktura gram-negativni bakterie [18]

34



I4

7 Uc¢inky vysokého a nizkého frekven¢niho pulzniho

elektromagnetického pole na rist E. coli

Ve studii [20] se sleduje rist bakterii za pouziti zafizeni, které produkuje pulzni
elektromagnetické pole s frekvenénim rozsahem od 10 Hz — 110 kHz (0,07 mT).
Zatizeni pro generovani magnetického pole je napajeno stejnosmérnym proudem (DC),
6 V, 3 W. Studie byla provadéna naE. coli (ATCC1533). Kolonie bakterii byly
piefiltrovany do kultivaéniho média a inkubovany po dobu 24 hodin pii teploté
37 °C. Poté byly vkultivaénim médiu vystaveny zafeni po dobu 6 hodin a pak
kultivovany v BHI (Brain — heart infusion medium) jedna se o médium pro izolaci
a kultivaci vétsiny anaerobnich bakterii ajinych mikroorganismi. Zakladni nutriéni
vlastnosti jsou mozek infuze srdce od pevnych latek, jakoz imasové peptony,
s ptidavkem kvasni¢ného extraktu. Médium je doplnéno vitaminem K1, ktery slouzi
jako rustovy faktor. Skladuje se za podminek bez kysliku. [19] Po 2 dnech inkubace
se spocitaly kolonie. Ziskané kolonie byly testovany standartni metodou na ptitomnost
mutaci v bakterii. V této studii bylo testovano reakce 50 vzorku pii frekvenci 110 kHz
a10 Hz anasledn¢ byly testované vzorky porovnany S kontrolnimi skupinami.
Vysledkem bylo, Ze nebyl potvrzen Zzadny vliv magnetického pole na biochemické
vlastnosti bakterie E. coli. Tato studie dokazala, ze pulzni elektromagnetické pole
s frekvenci 10 Hz o intenzité 0,07 mT, které pusobi na vzorek po dobu 6 hodin, dokaze
snizit pocet bakterii 0 cca 8 %. Naopak pii pusobeni elektromagnetického pulzniho pole
ofrekvenci 1 — 5Hz ointenzit¢ 1 T nema zadny vliv na pocet bakterii E. coli. Pfi
ozafeni kolonie frekvenci 10 Hz podobu 6 hodin doslo ktomu, zerust bakterii
se snizil 0 475 %, avsak pfti pusobeni 110 kHz po stejnou dobu se rust bakterii zvysil
0 246 %. Vysledkem celého experimentu je, ze pii pusobeni vysoké frekvence dochazi
ke zvyseni rustu bakterii a naopak pti ptsobeni nizké frekvence dochazi ke snizeni
rustu. [20]
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PRAKTICKA CAST

8 MATERIALY A METODY

8.1 Generator pulzniho magnetického pole

Zatizeni, které vytvaii magnetické pole, bylo sestrojeno Ing. Martinem
Truhlatem, Ph.D. (TUL, FM, MTI). Tento generator pulzniho magnetického pole
se sklada z ocelové konstrukce, do které je vyvrtana dira sméfujici az do stiedu mezi
ulozenou civku. Nejsilnéj$i magnetické pole se nachazi pouze v jejim stiedu, ktery
jevelky cca 2 mm. Zafizeni mize dosahnout frekvence v rozmezi 00— 537
Hz a teoreticky by mohlo dosahnout az 1300 Hz. Magnetickou indukci lze nastavit
zhruba vrozmezi 0— 600 mT. [21] Pfesné zjisténi intenzity Se provadi pomoci

gaussmetru hirst gm 08, ktery se vlozi do stfedu mezery.

Obrazek 10: Generator pulzniho pole
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Obrazek 11: 3D obraz generatoru pulzniho pole [21]

Surface: Magnetic flux density, norm [T] Arrow: Magnetic flux density Max: 2.00
2
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Obrazek 12: Simulace rozlozeni magnetického pole ve vzduchové mezeie [21]
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Obrazek 13: Blokové schéma experimentu

8.2 Redéni roztoku bakterie E. Coli

Postup pfi fedéni vzorku. Bakterii E. coli jsme pomoci bakteriologické klicky
odebrali z ploten a dali do banky se sojou a diikladné promichali. Bakteriologicka klicka
je ocelovy nebo jiny vhodny dratek s oCkem. Pfed pouzitim se sterilizuje nad plamenem
a necha se zchladnout. Aby vysledné absorbance zasobniho roztoku byla v rozmezi 0,2
az 0,3, tak jsme v roztoku rozptylili 3 az 4 ocka bakterie a poté jsme z této banky
odebrali 100 pL vzorku ur¢enou pipetou. Vzorek jsme dali do prazdné zkumavky
apridali 900 pL fyziologického roztoku a promichali na zafizeni Heidolph Reax
control, timto jsme provedli prvni fedéni dané bakterie. U vzorku je dilezité¢ dukladné
promichani, aby odebrany vzorek obsahoval primérny pocet bakterii. Pii druhém fedéni
jsme provedli fedéni roztoku odebranim jiz ze zfedéného roztoku 100 pL vzorku a dali
do nové zkumavky a ptidali 900 pL fyziologického roztoku a promichali. Dale jsme
postupovali stejnym zpusobem az do pozadovaného poctu ziedéni. V naSem piipadé

se jednalo o Sest fedéni. Na vysev jsme pouzili posledni tfi zfedéni (viz. Obrazek 14).
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Obrazek 14: Jednotlivé faze postupu nami fedéného vzorku

8.3 Vvsev bakterii

Po ur¢itém poctu ziedéni piisluSné bakterie jsme provedli vysev. V nasem
ptipadé se jednalo o vysev z poslednich tfech fedéni. Postup byl nésledujici, ze ¢tvrtého
fedéni jsme odebrali pipetou 100 pL vzoru a dali do ptislusné prazdné Petriho misky,
kterou jsme sipifedem oznacili dobou méfeni, druhém méfeni a ¢islem vlozeného
fedéni. Vzniklo ndm tedy u kazdé metody s pfisluSnym ¢asem meéfeni tii Petriho misky
se vzorkem. Poté jsme Petriho misku se vzorkem zalili rozehfatym agarovym zivnym
médiem o teploté cca 40 — 50°C . Thned po zaliti rozehfatym agarem jsme misky mirné
promichali, aby se agar rozprostiel po celé plose Petriho misky a kolonie bakterii mohly
rist po celém objemu Zivného média. VSechny misky jsme vlozili do igelitového

pytliku a dali na 24 hodin do termoboxu, kde vlivem teploty doslo k rtstu bakterii.

8.4 Vyhodnocovani poc¢tu bakterii

Po kultivaci v termoboxu vyristaji mikroorganismy na Zzivnych médiich
ve form¢ kolonii. Jedna se o utvary, které vzniknou pomnozenim jedné buiiky nebo

shluku dvou ¢i vice od sebe neoddélitelnych bunék. Jejich tvar a velikost je riznoroda.
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Pti vyhodnocovani poctu bakterii se zpravidla vybiraji jen Petriho misky z téch fedéni,
kde se mnozstvi pomnozenych bakterii d4 snadno spocitat, tedy kde se netvofi slité
nebo nepiehledné kolonie. Za nejvhodnéjsi misky, které prosly fedénim, Sse povazuji
takové, kde je pocet kolonii v rozmezi 30 az 300. Pti vyjadfeni po¢tu mikroorganismu
ve zkoumanych vzorcich se pouziva vyraz CFU/g nebo CFU/ml, ktery znaci ,,pocet
jednotek tvoficich kolonie®. Cesky ekvivalent CFU je KTJ (kolonie tvofici jednotky).

KTJ jsme vypocitali pomoci vzorce:

KTJ = pocet kolonii _ 1 [22]

redéni objem napipetovaného vzorku v ml

8.5 Absorbance

Absorbance jsme provadéli na pfistroji Hach lange DR 6000. S nastavenou

vlnovou délkou 600 nm.

Absorbance je veli¢ina, ktera se pouziva jak ve fotometrii, tak i ve spektrometrii.
Udava, jak velké mnozstvi svétla je pohlceno meéfenym vzorkem. Absorbance

je bezrozmérna veli¢ina. [23]
Absorbanci Ize definovat na zakladé transmitance: [23]
A=-logT [23]
Kde A je absorbance a T je transmitance t€hoz vzorku za stejnych podminek.

Z této definice transmitance vyplyvaji dva vztahy pro absorbanci. [23]
1 1 0
A:-IogT:-IogI—:IogI— [23]
0

A=¢ -1 -c [23]

40



zdroj svétla

detektor

\
opticka |

mrizka kyveta

Obrazek 15: Princip spektrofotometru [23]

Z rovnic je jasné patrné, ze vzorek, ktery nepohlti zadné svétlo, bude mit
absorbanci nula. Prosvétleny vzorek, ktery bude mit absorbanci 1, znamena, ze vzorkem
prosla pravé jedna desetina svétla a nasledné pii absorbanci 2 pro$la pravé jedna setina
vstupujiciho svétla. Zaporna absorbance znamena, ze vzorkem proslo vice svétla, nez
slepym vzorkem. Zaporna absorbance vzniké v disledku hrubé chyby nebo nespravném

usporadani experimentu. [23]

Kdyz koncentrace latky roste, tak dochazi k tomu, ze klesa presnost méteni.
Proto je vhodné nafedit zkoumané vzorky tak, aby absorbance byla v rozmezi od 0 do 1.
V této oblasti je absorbance linearni. Nepfesnost Vv méfeni mize vzniknout Vv disledku

niZ§i citlivosti senzort pii malo zftedéném vzorku, popiipadé pii poklesu svétla. [24]

V naSem piipad¢ jsme absorbanci provadéli tak, Zze jsme zprvu do kyvety
odebrali s6ju a spravné vlozili do spektrofotometru a nastavili vinovou délku 600 nm
a poté vynulovali. Nasledné jsme do kyvety odebrali vzorek ze zasobni banky s bakterii
a provedli jsme to samé jen s tim rozdilem, ze jsme misto vynulovani dali hodnotu
nacist, pot¢ se nam zobrazila hodnota absorbance daného roztoku, kterou jsme si

poznamenali.

8.6 Fluorescence

Pii fluorescenci jsme pouzili zafizeni: mikroskop Zeiss Axio Imager.M2,
napojenou kamerou AxioCam ICc 1 a vyhodnocovaci software AxioVision SE64.
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Vyznamnou soucasti fluorescenéni mikroskopie je excitace fluorochromu
po expozici svétlem 0 kratké vinové délce a poté néasledna emise svétla 0 delsi vinové
délce z fluorochromu. Béhem vzniku fluorescence je Cast energie ztracena, diky tomu
se emisni spektrum dostava do vysSich vlnovych délek. Patfiénymi filtry, které jsou
umistény v mikroskopu, jsou excita¢ni a emisni vinové délky kontrolovany a odd¢leny.
Slozeni fluorescenc¢niho mikroskopu: zdroj svétla, systém filtru a zrcadel, objektiv

a detektor (v nasem piipadé okular s CCD kamerou). [25]

Zkoumané vzorky jsme zkoumali pod mikroskopem Zeiss Axio Imager.M2,
ktery se fadi mezi epifluorescen¢ni mikroskopy. Zakladni vlastnosti je, Ze silny zdroj
svétla (halogenova nebo xenonova lampa) osvicuje vzorek avysledna fluorescence
je optickou cestou poslana na detektor. Vyhody epifluorescenéniho mikroskopu jsou,
ze ma vyssi vykon pifi velkych zvétSenich, které jsou potfebnd pro zachyceni
mikrobialnich bun€k. Mezi dalsi vyhodu patii, ze svétlo ptichazi na vzorek shora

a osvétluje povrch vzorku, proto l1ze analyzovat silné i neprithledné vzorky. [25]

DETEKTOR

L

__OKULAR

EMISNI FILTR

DICHROICKE 3 | ZDROJ SVETLA
ZRCADLO <

__OBJEKTV \
' EXCITAGNI FILTR

VZOREK

Obrazek 16: Princip epifluorescenéniho mikroskopu [25]
Metoda DEFT

Tato metoda oproti béznému mikroskopickému stanoveni kombinuje jak
membranovou filtraci, tak fluorescencni barveni S mikroskopii. Diky membranové
filtraci vzorku se mnohonasobné zvysi citlivost této metody. K barveni se nejcastéji

pouzivaji akridinova oranz. [25]
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K vyhodnocovani jsme pouzili digitalni fotoaparat Axio Cam ICc 1 napojeny
na mikroskop, kterym jsme zachytavali jednotlivé snimky zkoumaného vzorku.
Fotoaparat byl propojeny se softwarem AxioVision SE64, kde se snimky zobrazovaly

a pomoci programu Matlab se snimky nasledn¢ vyhodnocovaly.
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9 Méreni bakterie E.coli

1. Méreni
Frekvence: 10 Hz
Intenzita: 10 mT
Legenda: * Pocatecni absorbance v zasobnim roztoku pred danym méfenim.

Tabulka 2: Kontrolni vzorek E. coli pii frekvenci 10 Hz a intenzité¢ 10 mT

oy s Kontrola
Doba méreni Absorbance
3 fedéni (KTJ/ml) 4 fedéni (KTJ/ml)
15 min 0,241* 13 200 000 16 200 000
30 min 0,280% 10 700 000 26 300 000
60 min 0,352% 14 000 000 19 800 000
90 min 0,451* 25320000 38300 000

Tabulka 3: Vliv pulzniho mag. pole na E. coli pfi frekvenci 10 Hz a intenzité¢ 10 mT

oY Pulzni magnetické pole
Doba méreni Absorbance =
3 fedéni (KTJ/ml) 4 tedéni (KTJ/ml)
15 min 0,241* 11 760 000 15 500 000
30 min 0,280* 6 400 000 13 800 000
60 min 0,352%* 12 120 000 21 000 000
90 min 0,451%* 25200 000 60 500 000

Tabulka 4: Vliv stacionarniho pole na E. coli pii frekvenci 10 Hz a intenzité 10 mT

oy . Stacionarni pole
Doba méreni Absorbance
3 fedéni (KTJ/ml) 4 tfedéni (KTJ/ml)
15 min 0,241* 12 800 000 22 000 000
30 min 0,280* 12 000 000 5500 000
60 min 0,352% 18 400 000 23 000 000
90 min 0,451* 25 840 000 50 700 000
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Tabulka 5: Data z fluorescence pii frekvenci 10 Hz a intenzit¢ 10 mT

Druh méreni / Doba méreni | Pocet bunék celkem (n) | Viabilita (%)
Kontrola / 15 min 300 98,67
Kontrola / 30 min 464 96,98
Kontrola / 60 min 124 85,48
Kontrola / 90 min 724 99,03

Pulzni pole / 15 min 70 97,14
Pulzni pole / 30 min 218 99,54
Pulzni pole / 60 min 96 88,54
Pulzni pole / 90 min 511 96,67
Stacionarni pole / 15 min 106 94,34
Stacionarni pole / 30 min 300 100,00
Stacionarni pole / 60 min 117 91,45
Stacionarni pole / 90 min 430 99,77
Zasobni banka s bakterii 572 100,00

2. Meéreni

Frekvence: 1 Hz

Intenzita: 100 mT

Legenda: * Pocatecni absorbance v zasobnim roztoku pfed danym méfenim.

Tabulka 6: Kontrolni vzorek E. coli pii frekvenci 1 Hz a intenzité¢ 100 mT

vy . Kontrola
Doba méreni Absorbance
4 tedéni (KTJ/ml) 5 fedéni (KTJ/ml) 6 redéni (KTJ/ml)
15 min 0,218* 98 800 000 142 000 000 150 000 000
30 min 0,212* 113 200 000 169 000 000 170 000 000
60 min 0,214* 10 800 000 9 000 000 10 000 000
90 min 0,236* 110 000 000 146 000 000 240 000 000

Tabulka 7: Vliv pulzniho mag. pole na E. coli pfi frekvenci 1 Hz a intenzité¢ 100 mT

o Pulzni magnetické pole
Doba méreni Absorbance
4 redéni (KTJ/ml) 5 fedéni (KTJ/ml) 6 redéni (KTJ/ml)
15 min 0,218* 110 000 000 109 000 000 200 000 000
30 min 0,212%* 123 400 000 157 000 000 160 000 000
60 min 0,214* 24 000 000 27 000 000 10 000 000
90 min 0,236* 101 600 000 64 000 000 100 000 000
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Tabulka 8: Vliv stacionarniho pole na E. coli pfi frekvenci 1 Hz a intenzité 100 mT

Doba méreni Absorbance Stacionarni pole
4 fedéni (KTJ/ml) 5 fedéni (KTJ/ml) 6 redéni (KTJ/ml)
15 min 0,218* 76 000 000 114 000 000 80 000 000
30 min 0,212%* 103 200 000 181 000 000 130 000 000
60 min 0,214* 87 600 000 40 000 000 100 000 000
90 min 0,236* 105 200 000 136 000 000 150 000 000

Tabulka 9: Data z fluorescence pii frekvenci 1 Hz a intenzité 100 mT

Druh méreni / Doba méreni | Pocet bunék celkem (n) | Viabilita (%)
Kontrola / 15 min 569 98,07
Kontrola / 30 min 171 97,08
Kontrola / 60 min 173 70,52
Kontrola / 90 min 383 80,42

Pulzni pole / 15 min 557 100,00
Pulzni pole / 30 min 607 75,95
Pulzni pole / 60 min 491 78,41
Pulzni pole / 90 min 181 48,07
Stacionarni pole / 15 min 194 100,00
Stacionarni pole / 30 min 675 98,81
Stacionarni pole / 60 min 146 74,66
Stacionarni pole / 90 min 231 91,77
Zasobni barka s bakterii | 261 100,00

9.1 Vysledky z KTJ a fluorescence

Méfeni a odbéry bakterii, které jsem provadél v laboratofi, jsem pravidelné

zaznamenaval.

Vyhodnocené vysledky jsem zanasel do tabulek, z kterych jsem

zpracoval grafy. Vzorky jsem odebiral po dobu nékolika dni. U vSech vzorku byl

proveden kontrolni test, ktery slouzil pro porovnani.
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Graf 1: Vliv frekvence 10 Hz a intenzity 10 mT na bakterii E. coli, 3 fedéni

Z grafu je patrné, ze po 15 min vystaveni bakterie E. coli vlivu pulzniho
magnetického pole dochazi ke snizeni poctu bakterii, které trvd az po nami méfeny
casovy usek tedy 90 minut. K nejvétSimu snizeni dochazi po 30 minutidch vystaveni
vzorku a to o cca 40,19 %. Tyto vysledky z grafu jsem porovnal s nalezenou literaturou,
ve které je publikovano méfeni o frekvenci 50 Hz o intenzité 10 mT po dobu 25 min.
Vysledkem experimentu bylo, Ze pocet KTJ u E. coli se také snizil a to o cca 30 %. Lze
tedy konstatovat, Ze jsme dosli k podobnému zavéru pii pasobeni pouhych 10 Hz

o intenzité 10 mT.
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M Kontrola 4 fedéni (KTJ/ml)
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M Pulzni magnetické pole 4
60 000 000 - fedéni (KTJ/ml)
40000 000 [ Stacionarni pole 4 fedéni
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O .
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Graf 2: Vliv frekvence 1 Hz a intenzity 100 mT na bakterii E. coli, 4 fedéni
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V dal$im grafu je zobrazen nartst KTJ u E. coli pfi plisobeni frekvence 1 Hz
a intenzity 100 mT. Tento nardst je patrny pfi méfeni 15 min, 30 min a 60 min. Navic
pii 60 minutovém vystaveni vzorku dochazi k celkovému snizeni poctu bakterii jak
u kontrolniho vzorku, tak u vzorku, ktery byl vystaven plisobenim pulzniho
magnetického pole. Pocet bakterii se snizuje vii€i kontrole pouze pii 90 min vystaveni

vzorku pulznimu magnetickému poli.

300 000 000
250 000 000
200 000 000 H Kontrola 6 fedéni
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150 000 000 1 Pulzni magnetické pole
6 fedéni (KTJ/ml)
100 000 000 I Stacionarni pole 6
fedéni (KTJ/ml)
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0
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Graf 3: Vliv frekvence 1 Hz a intenzity 100 mT na bakterii E. coli, 6 fedéni

Pocet bunék celkem (n)

100 - M Pocet bunék celkem (n)

Graf 4: Vysledky ziskané fluorescenci (10 Hz, 10 mT) bakterii E. coli
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Z vysledkti ziskanych fluorescenci jsme dosli ke stejnému vysledku jako
u pocitani KTJ, zde jsme také potvrdili snizeni poctu bakterii po cely ¢as méieni.
K nejvétsimu poklesu doslo pfi vystaveni vzorku pulznimu magnetickému poli po dobu

30 minut. Pocet bakterii E. coli se snizil o cca 53 % oproti kontrolnimu vzorku.
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Graf 5: Zivotaschopnost bakterii (10 Hz, 10 mT) bakterii E. coli
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Graf 6: Vysledky ziskané fluorescenci (1 Hz, 100 mT) bakterii E. coli
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Data, které jsme ziskali vystavenim vzorku frekvenci 1 Hz a 100 mT jsme
zpracovali pomoci fluorescenéni metody. Ze ziskanych vysledkd miZzeme potvrdit
nariist bakterii po 30 min a 60 min piisobeni pulzniho magnetického pole. Nartst
bakterii oproti predchozi metod¢ pocitani je vyssi, konkrétné je zde nardst bakterii vici

kontrole ptes 200 %. Snizeni nastava az pii 90 min vystaveni.
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Graf 7: Zivotaschopnost bakterii (1 Hz, 100 mT) bakterii E. coli
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10 Zavér

V této praci jsem zkoumal vliv pulzniho magnetického pole na chovani
mikroorganismi. Konkrétné¢ se jednalo o bakterii Escherichia coli a Micrococcus
Luteus. Na zacatku bakalarské prace jsem se seznamil s problematikou pulzniho
magnetického pole. Své poznatky jsem cCerpal ze svétové literatury, kde se touto
problematikou zabyvali. Vyzkum jsem provadél v mikrobiologické laboratofi TUL.

Na pracovisti jsem byl seznamen s pfistroji, které jsem vyuzil pfi praci.

Mym hlavnim cilem bylo pozorovani vlivu pulzniho magnetického pole
na bakterie Escherichia coli a Micrococcus Luteus. Dospél jsem k vysledku, ze dochazi
ke snizovani nebo zvySovani poctu bakterii vlivem pusobeni raznych frekvenci
a intenzity pulzniho magnetického pole. Dulezitou roli zde hraje doba, po kterou je dana
bakterie vystavena. Zpracované vysledky jsem porovnaval s publikacemi, které se
zabyvaly timto tématem. Vysledky mé prace se pfili§ nelisily z Cerpané literatury
a jejich vyzkumu. Z jejich udaji lze fici, Ze vystaveni bakterii frekvenci 50 Hz
a intenzité do 10 mT po dobu 20 min dochazi ke sniZeni poctu bakterii. V mé praci jsem
potvrdil sniZzeni poctu bakterii na bakterii Escherichia coli vlivem pulzniho
magnetického pole. Pfi zpracovani méfeni druhé bakterie Micrococcus Luteus nebylo
provedeno méteni z diivodu technické zdvady na pfistroji. Dokonceni méteni druhé

bakterie a zhotovené vysledky budu interpretovat pii obhajobé této bakalatské prace.

Tato prace zahrnovala pouze ¢ast méteni, proto nelze jednoznacné potvrdit vliv
pulzniho magnetického pole na mikroorganismy. I piesto jsme si vytvofili ¢asteCnou

ptredstavu plsobeni pulzniho magnetického pole na dané mikroorganismy.
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