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Abstrakt

V této bakalarské praci se zabyvam studiem ucinkt ultrazvuku na biologické materialy. V teoretické
Casti je zpracovana literarni reSerSe o ucincich ultrazvuku na biomakromolekuly a to
deoxyribonukelové kyseliny (DNA), bilkoviny (BSA) a na bakteridlni buiiky. U¢inky ultrazvuku
byly zkoumany prakticky na geneticky upravenych luminiscencnich bakteriich Escherichia coli. Ty
byly ozvucovany pri rGznych frekvencich po stejnou dobu a poté byla méfena jejich

Zivotaschopnost pomoci luminometru. Vysledky u kazdé frekvence byly poté porovnavany.

Klicova slova: ultrazvuk, DNA, BSA, bakterialni buriky, Escherichia coli, luminiscence

Abstract

In this bachelor thesis I deal with effects of ultrasound on biological materials. In theoretical part is
write up a literature search about effects of ultrasound on bimacromolecules namely
deoxyribonucleic acid (DNA), proteins (BSA) and bacterial cells. Effects of ultrasound was
investigated practically on genetically modified bacterias of Escherichia coli. These bacterias were
sounded by ultrasound by various frequences for the same time and then their viability was

measured on luminometer. The results for ever frequency were compared.

Key words: ultrasound, DNA, BSA, bacterial cells, Escherichia coli, luminiscence
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1. Uvod

Tématem tohoto semestralniho projektu je studium tGcinka ultrazvuku na biologické

materialy.

Ultrazvuk je akustické vinéni, jehoZ frekvence leZi nad hranici slySitelnosti lidského

ucha, tedy nad hranici zvuku = cca 20 kHz. M4 stejnou fyzikalni podstatu jako zvuk.

Byl objeven na prelomu 19. a 20. stoleti a nyni je béZné pouzivan v riznych odvétvich
napr.: strojirenskych, ptirodovédnych, lékarskych atd. V lékarstvi se ultrazvuk hojné pouZiva
at’ uz pro diagnostiku, terapii nebo kosmetické aplikace. NejCastéji se vSak pouZziva pri
diagnostice a to zejména dynamické zobrazeni B, pomoci kterého lze identifikovat cysticka i
solidni loZiska v meékkych tkanich. Vysoké presnosti dosahlo ultrazvukové wvySetfeni v
kardiologii (echokardiografie) a v porodnictvi a gynekologii. RovnéZz abdominalni
ultrasonografie a ultrasonografie povrchovych organi se stala soucasti standardnich
vySetfovacich postupii. Déle se jeji pouZiti rozviji v ortopedii a traumatologii. [1] P¥i nizSich
intenzitach, které se v lékarstvi pouZivaji, nejsou vyrazné negativni biologické ucinky
pfitomny. Ty se mohou projevit az pri vysSich intenzitach. Biologické tucinky jsou zavislé na

intenzité, frekvenci a dobé expozice. Proto je nutné tuto problematiku déle studovat.

Hlavnim cilem této bakalarské prace bylo zjistit a zpracovat jiZ znamé informace o
ucincich ultrazvuku na biologické materidly zejména se zaméfenim na bakteridlni burky a
makromolekuly (DNA a bilkoviny). Dalsi ¢ast byla studovat tyto uc¢inky prakticky na roztoku
geneticky upravenych luminiskujicich bakterii. Bakterie byly ozvuCeny ultrazvukem o
intenzité 2 W/cm?® a frekvencich 1 a 3 MHz po dobu 10 minut. Poté byla méfena jejich
Zivotaschopnost pomoci luminometru. Nasledné byl porovnavan rozdil vlivu ultrazvuku o 1 a

3 MHz.

Meéfeni byla provadéla na biofyzikalnim dstavu LF MU.



2. Teoreticka cast

2.1 Ultrazvuk

Ultrazvuk je mechanické vinéni o frekvenci lidskému uchu neslySitelné. V prirodé
jsou ultrazvukové vlny o nizké frekvenci vyzarovany a vnimany mnoha druhy zvirat.
Ultrazvuk je vyuzivan v Sirokém spektru primyslovych technologii a to mtZe znamenat
zdravotni riziko, protoZe ve vysokych davkach muze byt Skodlivy. [1] Lidé mohou byt
vystaveni puasobeni ultrazvuku také béhem lécby, hlavné pri ultrazvukové diagnostice
pripadné 1écbé, stejné tak jako v chirurgii. MoZné zdravotni riziko vytvari potfebu vyzkumu
ucCinkt a mechanismt jeho biologické aktivity. Mechanismy tcinkii na biologické materialy
miZeme rozdélit na tepelné a netepelné. Tepelné ucCinky se projevuji, kdyZ je akusticka
energie absorbovana a preménéna na teplo, coZ zavisi na absorpci a rozptyleni ultrazvukové
energie v konkrétnim (biologickém) materialu. Netepelné ucinky mohou byt klasifikovany
jako kavitacni a napét'ovy tlak. Napétovy tlak zahrnuje ucinek zarivého tlaku, sily zafeni a

akustického proudéni. Kavitace muzZe vést k tvorbé reaktivnich druhi kysliku. [2]

Chemické ucinky ultrazvuku ve vodnych roztocich probihaji pomoci akustické
kavitace, ktera zptisobuje tvorbu, rtst a kolaps malych plynovych bublin v kapaliné. Velmi
vysoka teplota (fddové stovky az tisice °C) a tlak (fddové stovky atmosfér) nebo kolaps
plynovych bublin vede k tepelné disociaci vodni pary na OH radikaly a H atomy. Jejich
tvorba byla potvrzena elektronovou spinovou resonanci. [3] O zvlastnich vlastnostech
ozvucovanych vodnych roztoki pojednava sonochemie, jejiz kompletni popis prekracuje

ramec predkladané prace.



Ultrazvukové diagnostické zobrazovaci metody se zacaly vyvijet na pocatku 50. let.
Jejich zakladem byla ultrazvukova primyslova defektoskopie, coZ je metoda nedestruktivniho
prikazu vad materidlu. Tato metoda byla zaloZena na detekci akustickych rozhrani dvou
prostfedi na riznych akustickych impedancich a k detekci téchto rozhrani se nejcastéji
pouzivalo impulzni zobrazovaci metody. Pfi této metodé byly do zkoumaného prostredi
vysilany elektroakustickym ménicem velmi kratké ultrazvukové impulzy a jejich odrazy na
akustickych rozhranich (echa) byly timtéZ ménicem zachyceny a po zpracovani zobrazeny
jako vychylky casové zakladny na obrazovce pristroje. Amplituda vychylky odpovidala

velikosti odrazu a jeji poloha mistu akustického rozhrani. [1]

2.2 Fyzikalni vlastnosti ultrazvuku

2.2.1 Typy zobrazeni

Zde je popsan mechanismus ultrazvukového zobrazeni. Zakladem ultrazvukové
diagnostiky je zpracovani a zobrazeni ultrazvukovych signald, odraZenych od tkanovych
rozhrani. Prvnim a nejjednodussim typem ultrazvukového obrazu je zobrazeni A. [1] Vysilac¢
ultrazvukového signalu generuje impuls energie, ktera se Sifi prostredim — tkani. Na
nehomogenitach tkané se Cast energie odrazi a vraci se zpét k sondé, ktera mezi generovanymi
impulzy slouZi jako ultrazvukovy detektor. OdraZené signaly vytvari akusticka echa, ktera
svym Casovym sledem odpovidaji prostorovému Sifeni ultrazvukového impulsu, tedy i
odraztim ultrazvukové energie. Zobrazenim ech, prevedenych ultrazvukovym pfijimacem na
elektrické impulsy, na obrazovce osciloskopu ziskdvame informaci o distribuci tkanovych
rozhrani, které protne hlavni paprsek vyzafovaného ultrazvukového svazku [4]. To je
charakterizované sledem vychylek casové zakladny osciloskopu. Poloha vychylky odpovida
mistu odrazu, jeji amplituda mnozZstvi odraZené energie. Tento typ zobrazeni je stale

pouzivam v oftalmologii. [1]

Novéjsi a nyni nejcastéji pouZivané je dvojrozmérné zobrazeni oznaCované jako
zobrazeni B. [1] V zobrazeni A se informace o primdrnim parametrickém poli prezentuje
vychylkovou modulaci svételné stopy casové zakladny osciloskopu. Zobrazeni B misto
vychylkové modulace vyuzZivd modulaci jasovou. [4] Pivodni systémy zobrazeni B byly
statické (snimani obrazu se délo podle geometrického tvaru vytvoreného pomalym pohybem a

naklonénim sondy na povrchu téla). Daval pouze bistabilni obrazy, na nichZz kontury



vySetfovanych organti byly jasné bilé na cerném pozadi obrazovky. Pozdéji bylo zavedeno
zobrazeni pomoci odstupfiované Sedi, ¢imZ je mozno diferencovat mezi rizné intenzivnimi
odrazy. V soucCasné dobé se pouZiva zobrazeni B dynamického typu s rychlym zptisobem
snimani a Sirokou stupnici Sedi (128 — 256 stupiiti Sedi). Jeho podstatou je vytvoreni postupné
série obrazli vySetfované oblasti, umoziujici jeji souvislé prehlédnuti vCetné moznosti
sledovani pohybu. Nékdy se dynamické systémy oznacuji jako systémy pracujici v redlném

Case. [1]
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Obr. 2.1: Schematické zndzornéni uzv zobrazeni v modu A a B

V reZimu vysilani je generovan uzv impuls, ktery se Sifi ve sméru vyzarovani tkani.
Na rozhranich tkanovych struktur se ¢ast energie odraZi a je v reZimu pfijmu zobrazena
vychylkovou modulaci — A m6d. Ménime-li postupné smér vysilani uzv svazku a zajistime-li
odpovidajici trajektorii rozkladu obrazu, pfi vyuZiti jasové modulace obdrzime B maéd

zobrazeni. [4]



2.2.2 Vyzarovaci diagram sondy

vvvvvv

dosaZeni prostorové rozliSovaci schopnosti ultrazvukového zobrazovaciho systému je tvar

vyzarovaciho diagramu.

Ultrazvukové pole, které je generovano méniCem je mozZno z obecného ohledu rozdélit
na dvé zakladni oblasti: tzv. blizké a vzdalené pole. Rozdéleni pole na blizkou (Fresnelovu) a
vzdalenou (Franhoferovu) oblast je dano pribéhem akustického tlaku v ose ménice. V
blizkém poli vykazuje hladina intenzity celou fadu nehomogenit, rychlost castic sleduje
akusticky tlak s fazovym zpoZdénim o 90°. Ve vzdaleném poli je rychlost Castic ve fazi s

akustickym tlakem, hladina intenzity rovhomérné klesa. [4]

2.2.3 Rychlost Sifeni ultrazvuku

Ultrazvuk se od zdroje Sifi prostfedim v podobé vInéni, které podle sméru kmitani
castic prostfedi rozdélujeme na podélné — longitudialni (pohyb castic se déje ve sméru Sifeni
vlnéni) a pricné — transversalni (Castice kmitaji kolmo na smér Sifeni vInéni). K pfenosu
kmitavého pohybu z jedné Castice na druhou je potfeba urcitého Casu, ktery je charakteristicky
pro kazdé pruzné prostfedi a udava rychlost Sifeni (fazovou rychlost) ultrazvuku v tomto
prostiedi. Pro tekuté prostfedi, jemuZ jsou do urcité miry analogické meékké tkané téla
(parenchymatosni organy, svaly, mozek), zavisi rychlost Sifeni ultrazvuku ¢ na modulu

objemové pruznosti K a hustoté prostedi p vztahem:

o | =

[m.s™] (2.1)

~ s

V tekutinach a tedy i v mékkych tkanich se ultrazvuk Sifi jen formou podélnych vin. V

~e, Wewr

tak i povrchovymi. [5]



Médium Rychlost [m.s™]
vzduch 331

destilovana voda 1,53.10°

krev 1,57.10°

kosti 2,5-4,7.10°

tuk 1,45.10°
ledviny 1,56.10°
svalovina 1,59.10°

Tabulka 2.1: Rychlost Sifeni uzv vinéni v nékterych tkdnich lidského téla

Rychlost Sifeni ultrazvuku v riznych tkanich je v Sirokém rozsahu nezavisla na
frekvenci f ultrazvukového vinéni (jestliZe mtGZeme zanedbat disperzi — rozptyl). Lze tedy

vyuZit jednoduchy vztah mezi vinovou délkou A a frekvenci. [4]

|0

(2.2)

2.2.4 Utlum ultrazvukové energie

V mechanismu ttlumu se uplatiiuji dvé hlavni sloZky: absorpce a rozptyl. Pfi absorpci
dochazi ke sniZovani intenzity preménou akustické energie ultrazvukové viny v teplo. Pfi
rozptylu se intenzita ultrazvukové vlny sniZuje odrazem, ohybem a lomem vlnéni na
nehomogenitach prostiedi. V homogennim prostfedi je utlum zptisoben prevazné absorpci. V
nehomogennim prostiedi se uplatiiuji oba mechanismy, pficemz tutlum rozptylem miZze
prevladnout. ProtoZe tkané vykazuji vZdy urcity stupenn nehomogennosti, je nutno u nich
pocitat s rozptylem jako s vyznamnou sloZkou utlumu. Zatimco rychlost Sifeni je nezavisla na

pouZzité ultrazvukové frekvenci, je utlum na frekvenci zavisly a to tak, Ze se vzristajici
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frekvenci se utlum zvySuje. Tato skutecnost ovliviiuje volbu ultrazvukové frekvence pro

poZadovanou hloubku vySetteni.

Pti priichodu ultrazvukového vinéni pruznym prostiedim se jeho intenzita sniZuje —
dochazi k utlumu. Je-1i tlouStka utlumové vrstvy x pak intenzita Ix v tomto misté je oproti

intenzité I, dana vztahem:

_ —20x
I.=1,e 2.3)

kde symbol o predstavuje tzv. linearni koeficient ttlumu, ktery se vyjadiuje nejcastéji v dB.

Treti zakladni veli¢inou, ktera charakterizuje akustické vlastnosti prostiedi je
ultrazvukovy vlnovy odpor neboli akusticka impedance z. Pro rovinnou ultrazvukovou vinu je

dana soucinem hustoty prostredi p a rychlosti Sifeni c: [5]

Z=p*C [Pa.s™] (2.4)



Tkan o [dB.cm™]
lebecni kost 13-14
holeni kost 8

ktize 3,4

srdecni sval 2-2,5

sval 1,1-1,3
mozek 0,9

tuk 0,5-0,6
krev 0,17

Tabulka 2.2: Koeficient celkového utlumu pro nékteré lidské tkané [4]

2.2.4 Odraz a lom ultrazvukovych vin

V  homogennim prostfedi se ultrazvukové vilnéni S$ifi pfimocafe. Dopadne-li
ultrazvukovy svazek na rozhrani dvou prostfedi o rozdilnych akustickych impedancich projde
zCasti do druhého prostfedi a zcasti se odrazi zpét. Pfi prechodu z jednoho prostfedi do
druhého méni vinéni sviij smér Sifeni (pokud nejde o kolmy dopad) — vInéni se lame. K
odrazu a lomu dojde vSak jen tehdy, pokud jsou rozméry rozhrani (prekazky) vétsi nez je
vlnova délka ultrazvukového vinéni. Pri fadové stejnych rozmeérech prekazky a vinové délky

je lom provazen ohybem (difrakci) vinéni.

Pomér amplitudy odraZzeného echa k amplitudé echa prfed dopadem na rozhrani, od

kterého se ultrazvukova vlna odrazi, je oznaCovan jako amplitudovy reflexni koeficient r,.

10



Pii dopadu ve sméru normaly k roviné akustického rozhrani mize byt amplitudovy reflexni

koeficient stanoven ze vztahu:

r,= (2.5)

kde:  Z, je akusticka impedance prostredi 1

Z, je akusticka impedance pro prostredi 2

Kromé amplitudového reflexniho koeficientu r, se Casto pouZiva tzv. intenzitni reflexni
koeficient r; definovany pomérem reflektované intenzity akustické viny k jeji intenzité pred

dopadem na akustické rozhrani. Vzajemny vztah obou velicin je:

? (2.6)

Cast ultrazvukové viny, které neni na akustickém rozhrani odraZena se lame a pokracuje v
Sifeni do druhého prostredi v odliSném sméru. Pomérna velikost intenzity ultrazvukové viny,

ktera pokracuje v Sifeni po lomu I, vzhledem k vstupni intenzité I; je dana:

i 2.7)
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resp. s pouZzitim rovnice

G=1-r, (2.8)

Jeji hodnota G definuje tzv. koeficient pfenosu ultrazvukové energie.

Uhel lomu o je zavisly na rychlosti §ifeni ultrazvukové viny v obou prostfedich. Pomér sinu
uhlu dopadu a lomu je dan Snellovym zakonem:

simna;, ¢

=—=ny,

sina, ¢, (2.9)

ktery definuje index lomu ultrazvukové viny. [4]
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Zy ;G2

Lie

Obr 2.2: Odraz a lom uzv vinéni

Uhel odrazu o, je nezavisly na velikosti akustické impedance a je totozny s ihlem dopadu o;.

kde:  Z, - akusticka impedance prostredi 1
Z, - akusticka impedance prostredi 2
C: - rychlost Sifeni uzv vin v prostiedi 1
C; - rychlost Sifeni uzv vin v prostredi 2
a; - thel dopadu
a; - uhel odrazu
o - thel lomu
I; — vstupni intenzita
I; — intenzita odrazu

I, — intenzita po lomu
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2.2.5 Rozptyl ultrazvukovych vin

Rozptyl (disperze) ultrazvukovych vln nastava zejména v prostiedi, ve kterém jsou
rozptyleny Castice, jejichz geometrické rozméry jsou srovnatelné s vlnovou délkou
ultrazvukové viny (napr. krev, ktera obsahuje erytrocyty). Malé Ccastice absorbuji Cast

ultrazvukové energie a opét ji generuji do vSech smért jako sférické pole.

Mechanismus rozptylu je oznacovan jako Rayleightiv rozptyl. Experimentalné bylo
ovéreno, Ze tento rozptyl zavisi na zménach akustické impedance rozptylujicich Castic, jejich
velikosti a frekvenci ultrazvukového vinéni. Velikost rozptylu se prudce zvySuje se vzriistem
frekvence. K rozptylu ultrazvukové viny mtiZze dochazet také na nepravidelné strukture
povrchu nékterych organt. V disledku toho mohou byt zobrazeny i nékteré casti organti, na

které nedopada ultrazvukova vina v kolmém smeéru. [4]

rozptylend viny

Obr. 2.3: Schematicka ilustrace rozptylu uzv vin
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2.3 Mechanismy biologického piisobeni ultrazvuku

JestliZe se odvazime konstatovat, Ze jakakoliv aktivni diagnosticka metoda je
neinvazivni, musi byt jednoznacné prokazano, Ze energie, ktera je absorbovana tkani
nezpusobi nevratné zmény tkané, které by ohrozZovali existenci jednak samotného organismu
a jednak také jeho dalSich generaci. Tzn., Ze absorbovana davka energie musi byt mensi nez
prahova. Experimenty na zviratech neprokazaly Zadné Skodlivé ucinky ani po dlouhodobé

expozici v pribéhu gravidity.

Svétova zdravotnicka organizace v roce 1976 vypracovala doporuceni na zakladé
posouzeni aplikace ultrazvuku v 1ékafstvi, ze kterého vyplyva, Ze ve frekvencnim rozsahu 1 -
20 MHz nebyly pozorovany zadné biologické G¢inky pfi intenzitdch mensich nez 100mW/cm?

a expozicnich casech do 500 s. [4]

Biologicky ucinek ultrazvuku je vidy komplexniho charakteru a je vysledkem
multifaktorialniho ptsobeni primérnich i sekundarnich ucinnych sloZek ultrazvukového pole.

Pfi podrobné analyze je vSak mozné v mechanismu diferencovat 3 skupiny jevii:

Tepelné jevy — vznik tepla v ultrazvukovém poli je bezprahovy jev a dochazi k nému v
disledku transformace akustické energie v pribéhu absorpce. ZvySeni teploty se tak stava
konstantnim a vyznamnym faktorem biologického ptisobeni ultrazvuku. Teplo v biologickém
prostfedi vznikd dvéma zpisoby: vnitfnim tfenim a relaxacnimi procesy. V homogennim

prostfedi prevlada vnitini tfeni a v nehomogennim relaxacni déje.

Kavitacni jevy — ultrazvukovou kavitaci rozumime poruSeni kontinuity tekutého
prostfedi v podtlakové fazi ultrazvukové viny spojené s vytvorenim bubliny rizného
poloméru. Ke vzniku bubliny je tfeba urcitého podtlaku, kavitace je tedy prahovym jevem.
Bublina se muzZe chovat dvojim zpisobem. Jeden zptisob je, Ze se bublina dostane do
razovych pulsaci v rezonanci s tlakovymi oscilacemi ultrazvukové viny — tento druh kavitace
se nazyva staly nebo rezonanc¢ni. Bublina sniZuje energii ultrazvukové viny pfeménou v teplo
a rozptylem. Dalsi zptisob je zvétSeni poloméru nékolika oscilacemi a jeji prudky kolaps —
prechodna kolapsova kavitace. Kolaps je spojen s prudkym vzristem teploty (az 10° K) a
silnym tlakovym razem (az 10° Pa). Bublina se rozpadne na vétsi poCet malych bublin. Ty se

mohou stat novymi kavitacnimi jadry.
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Netepelné a nekavitacni jevy — jevy vazané na stfidavy charakter ultrazvukového pole
pri intenzitach pod kavitacnim prahem. Nékdy se tyto jevy fadi pod spolecny nazev akusticky
stres. Hlavnimi predstaviteli jsou viskézni tlak a radiacni sila. V jejich disledku vznika
mikroproudéni v blizkosti akustickych rozhrani. To mtiZze vné i uvnitf buiiky ovliviiovat
nékteré zakladni biologické pochody. ZaleZi na elasticité struktur. U tkani se proto poSkozeni
ultrazvukem projevi nejdfive funkénimi zménami (reverzibilni faze) a nasledné

morfologickymi lézemi (ireverzibilni faze). [5]

Problematika kavitace a jeji hranice v biologickych tkanich je jeden z hlavnich bodi
ve vyzkumu mechanismu biologickych t¢inkt ultrazvuku. Curtis pfi zkoumani na tenkych
fezech jater a jinych tkanich objevil tzv. ,,diry“. Ty mohou byt stejné jako slaby Sum pri
nizSich frekvencich, ktery byl poprvé zaznamenan Hillem pfi frekvenci okolo 1 W/cm?,
zplisobeny pravé kavitaci. Na rozdil od toho Gavrilov prokazal, Ze kavitacni hranice pro
primy ultrazvuk nebyla vice neZ dvakrat vétsi neZ kavitace ve vodovodni vodé. Pokud je tento
vztah platny pro rovinné viny, potom miiZeme ocekavat kavitaci ve tkanich pri intenzité 0,6
W/cm?®. Pfi této intenzité akusticky tlak dosahuje hodnoty 1 atmosféry. Hranice méfena

experimentalné ve vodé pri 1 MHz souhlasi s teoretickymi hodnotami.

Kromé charakteristického Sumu, sonoluminiscence a tvorby peroxidu vodikd,
dusicnand a kyseliny dusité, OH-radikald a jinych latek mtze byt povazZovan za hlavni znak

akustické kavitace ve vodnim médiu nasyceni vzduchem. [6]

Hodnoty rychlosti ultrazvuku a absorp¢niho koeficientu v roztocich jsou definovany
riznymi molekuldrnimi interakcemi. Hodnota absorpce v kapalinach klesa s vinovou energii
kvtli stfihu a viskozité, termoreduktivité a odliSnych relaxacnich procesech vyskytujicich se

béhem kompresnich a dekompresnich cyklid v ultrazvukovém poli.
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Hlavni relaxacni procesy, které mohou nastat v biologickych roztocich je porucha
prenosu protoni a porucha iontovych vazeb, hydratace a rovnovaha vodikovych wvazeb.
Relaxacni procesy mohou byt prokdzany pomoci méfeni zdavislosti frekvence bud'to na
rychlosti nebo na absorpci ultrazvukovych vin. U vodnych roztokd biopolymerd, hlavné
bilkovin a nukleovych kyselin pfi neutralnim pH, bylo prokazano Siroké spektrum relaxacnich
procest, které jsou pripisovany hlavné pohybu segmenti hlavnich a okrajovych skupin
molekul polymerti. Toto spektrum je velmi podobné pro vSechny biopolymery a dokonce i

pro mnoho syntetickych polymert.

Ultrazvukova absorpce v roztocich proteinti ma maximum v zasadité i kyselé oblasti
kvili procesim presunu protont, které zahrnuji disociaci a ionizovatelné aminokyselinové
zbytky. Tento priibéh v bilkovindch a aminokyselindch je nejcastéji zkoumany relaxacni

fenomén v roztocich biologickych latek. [7]

2.4 Vliv ultrazvuku na makromolekuly

Ultrazvuk miZe poSkozovat makromolekuly ultrasonickou kavitaci a to bud
mechanicky (stfihem) a/nebo sonochemicky (tvorbou volnych radikald). Stale neni
uspokojivé vyfeSeno a je narocny problém zjistit, jestli poSkozeni makromolekul zptisobuje
pfimy mechanicky tlak (napéti) nebo nepfimy mechanismus, ktery zahrnuje volné radikaly

nebo jiné toxické latky vzniklé pfi ozvuceni. [8]

Synergické vlivy ultrazvuku a chemickych latek na buiiky jsou znamy jako
sonodynamicka terapie, jeZ je v poslednich letech podrobné zkoumana, vzhledem ke stale
vétSimu vyskytu rakoviny a snahy o jeji 1écbu. Na toto téma jiZ bylo a stale je provadéno

mnozstvi studii.

Jeden z vyzkumt byl provadén za pomoci dvou ftalokyanini (Zn a AlCI), které byly

testovany jako potencialni sonosenzitizéry pro sonodynamickou terapii. Byly studovany
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uCinky ultrazvuku a ftalokyaninii na erytrocyty kapra jako jaderny model buriky. Byly
sledovany tyto parametry: stupeni hemolyzy, osmoticka kiehkost, peroxidace lipidt a oxidace
hemoglobinu. Cervené krevni buiiky byly preinkubované s ftalokyaniny a vystaveny
nepretrZitému ultrazvuku o frekvenci 1 MHz po dobu 5 min. Bylo zjiSténo, Ze vystaveni
ultrazvuku a ftalokyaninu vedlo ke zvySenému stupni hemolyzy, produkti peroxidace lipidi a
osmotické kiehkosti ve srovnani se samotnym ultrazvukem nebo samotnym ftalokyaninem.
Nicméné tyto faktory nezplisobily zmény stupné oxidace hemoglobinu. Vysledky vedou k
zavéru, ze ftalokyanin zptisobuje s ultrazvukem synergicky efekt, ale mechanismy této akce

jsou stale nejasné. [9]

Dalsi vyzkumy vlivu ultrazvuku na biologické materidly byly provadény také na
zfedéné suspenzi lidskych erytrocyti. Tato suspenze byla vystavena ultrazvuku in vitro o
frekvenci 1 MHz. Stupeni lyzy bunék stoupal se zvySujicim se ¢asem expozice. Po pridani
malého mnoZstvi plazmy do suspenze se stupen lyzy ustalil a dale nezvySoval. Gelova
elektroforéza membranovych proteinti extrahovanych ze vzorki membran po lyze ukazala, Ze
expozice ultrazvuku zptlisobila molekuldrni poSkozeni membranovych proteini bez
pfitomnosti plazmy. Naopak pri pfidani malého mnoZstvi plazmy chrénila proteiny pred

molekularnim poSkozenim. [10]

Daéle bylo zjiSténo, Ze ultrazvuk umi reverzibilné i ireverzibilné naruSit membrany

zZivotaschopnych bunék mechanismem, ktery zahrnuje kavitaci. [11]

Tohoto mechanismu, cili kavitace se da vyuZit jako moZné mechanické metody pro
vpraveni malych molekul do cilovych bunék. Tento pokus byl provadén pri 1é¢bé podkoZniho
nadoru mysiho lymfomu. Na ten byl aplikovan ultrazvuk o frekvenci 1 MHz a dobé ozvuceni
5 min. Dale byla aplikovédna intratumoralni injekce plasmidové DNA obsahujici luciferazu
reportujici geny. Ultrazvukovéa 1écba ozarenim potlacila rast nddoru. Aktivita aplikované
luciferazy v DNA ukazala, Ze ultrazvukovym ozafenim bylo dosaZeno lepSi ucinnosti
transfekce neZz kdyZz byla plazmidovd DNA aplikovana samostatné. Tim bylo zjiSténo, Ze
nizka troven energie ultrazvuku, ktera je v soucasnosti uZivana pro diagnostické ucely a
fyzickou terapii v klinickych oborech mtize zvySovat chemosenzitivitu in vivo a poméhat pri

1écbé tumort. [12]

18



Tato metoda, tedy ultrazvukem zprostfedkované vpravovani 1éki je nechemicka,
nevirova a neinvazivni a slouZi pro cileny transport lékii a geni do bunék. Molekuly mohou

byt vpraveny do buriky kdyZ ultrazvuk narusi bunéc¢nou membranu kavitaci. [13]

Dalsi studie zkouma molekularni vychytavani a Zivotaschopnost buiikky v suspenzi
bunék (DU 145 rakoviny prostaty a hladké svaloviny tepen), které byly vystaveny riznym
hodnotam akustického tlaku, casu expozice a pulzni délce v pritomnosti kontrastni latky
Optison. Se vzrlstajicim tlakem a casem expozice molekuldrni vychytavéani sloucenin a
kalceinu stoupalo a bliZilo se rovnovaze s extracelularni suspenzi, zatimco Zivotaschopnost
klesala. Rtizné pulzni délky neprokazovaly vyrazny vliv. Vysledné hodnoty Zivotaschopnosti
a molekularniho vychytavani ziskanych béhem méfeni Siroké Skaly ultrazvukovych podminek
studie mély souvislost s vystavenim akustické energii. Vystaveni akustické energii miize byt

prediktivni pro ultrazvukové nontermalni biologické tucinky. [13]

Akustickd kavitace muZe také naopak pusobit jako zatéZujici parametr pro léky,
bilkoviny a DNA v Zivotaschopnych buiikach a to jako komplexni funkce akustickych a
neakustickych parametri. I tento vyzkum Guzmana a kol. byl provadén na burikach rakoviny
prostaty DU 145 a to na suspenzich téchto bunék o rtiznych koncentracich bunék na 1 ml.
Tyto suspenze byly ozvuceny ultrazvukem o frekvenci 500 kHz v riznych rozsazich
akustické energie, maximalniho podtlaku a ¢asu expozice v pritomnosti riznych pocatecnich
koncentraci bublin s kontrastni latkou Optison. Molekuldrni vychytavani kalceinu a
Zivotaschopnost bunék se zvySovala se zvysujici se hustotou bunék. Zivotaschopnost naopak
klesala a vychytavani se nezménilo pri zvySovani pocatecni koncentrace kontrastni latky.
Biologické ucinky stoupaly se zvySujici se denzitou bunék a klesaly se zvySujici se
koncentraci bublin. Dalsi analyza vedla k odhadu velikosti ,,poloméru vybuchu“ kolem
kterého bubliny zabily nebo permeabilizovaly buriky. Tyto poloméry byly 3 — 90 krat velikost
poloméru bubliny. K rozsdhlému molekularnimu vychytavani bufkami pri vysoké
Zivotaschopnosti dochazi pti expozici ultrazvuku o nizké energii a vysokém poméru burika —

bublina. [14]

Na molekularni vychytavani a Zivotaschopnost bunék ma vliv také velikost molekul.
Molekularni vychytavani v Zivotaschopnych burikach mélo zavislost na vystaveni akustické

energii. Molekularni vychytavani se ukazalo byt heterogenni mezi Zivotaschopnymi bunikami
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vystavenymi stejnym ultrazvukovym podminkdm Tato heterogenita ma také vztah s
vystavenim akustické energii. Vysledek wukdazal, Ze ultrazvuk znamend zatiZeni

Zivotaschopnosti bunék s velkym poctem makromolekul. [15]

2.5 Vliv ultrazvuku na DNA

Molekuly DNA jsou nositelem genetické informace — obsahuji informace i syntéze
viech proteinti organismu. Useky DNA nesouci informaci o syntéze bilkovin se oznacuji jako
strukturni geny. DNA jsou extrémné dlouhé polynukleotidy, které obsahuji vedle deoxyribosy
purinové baze adenin a guanin a pyrimidinové baze cytosin a thymin. Molekuly DNA jsou
dvouvlaknové. Predstavuji svazek dvou vlaken, pricemZ obé vlakna maji opacnou polaritu. V
jednom Fetézci je smét 5' - 3' a ve druhém 3' - 5'. Oba Fetézce jsou navzajem komplementarni
tj. proti sobé umisténé nukleotidy jsou poutany vodikovymi vazbami. Vodikové vazby
vznikaji mezi adeninem a thyminem a dale mezi cytosinem a guaninem. Parovani bazi je dano

tak, Ze jeden Fetézec urcuje sekvenci bazi v druhém.

DNA se nejcastéji nachazi ve formé pravotocivé Sroubovice (model podle Watson —
Cricka). Dva polynukleotidové fetézce se staCi podél podélné osy. Kostru molekuly tvori
diesterové vazané molekuly deoxyribosy a fosfatu. Do nitra dvojSroubovice jsou orientovany
purinové a pyrimidinové baze. Pary bazi leZi vodorovné nad sebou (kolmo k podélné ose

Sroubovice), coZ prispiva ke stabilité Sroubovice. [16]
Zde jsou studie k tématu vlivu ultrazvuku na DNA.

Napt. vyzkum Milowské a Gabrielak. Po ozvucCeni nepfetrZitym ultrazvukem o
frekvenci 1 MHz a o intenzitach 0,61 — 2,44 W/cm® byla v inkuba¢nim mediu sledovéna
tvorba reaktivnich druht kysliku. Volné radikaly a peroxid vodikii vznikly ultrazvukovou
expozici mohou vézt k poSkozeni DNA. Jaderné krvinky ryby byly vystaveny ultrazvuku in
vitro o stejné intenzité a frekvenci. Bylo zaznamenéno, Ze ultrazvuk ve vSech uzitych
intenzitach vyvolal rozpad DNA. Tento ucinek nebyl eliminovan pridanim katalazy, ktera
ukazuje, Ze rozpad DNA nebyl zplisoben pouze peroxidem vodiki. Vysledky ukazuji, Ze

rozpad DNA miiZe byt opraven. Tyto mechanismy jsou nejefektivnéjsi po 30 a 60 min po
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ozvuceni. Navic byl zkouman ultrazvuk vyvolavajici rozpad DNA v blizkosti sonosenzitizéru
(Zn a AlCl-ftalokyanin). Bylo zaznamenano, Ze ftalokyanin (Pcs) sdm nebo s ultrazvukem

nevyvolava vyznamné zmény ve stupni poSkozeni DNA. [17]

Dalsi studie [18] srovnava vysledky vystaveni DNA ve vodném roztoku a DNA
biologické tkané ultrazvuku. Ty se od sebe liSi. V intenzitach ultrazvuku srovnatelnych s témi
pouzivanymi klinicky, je moZzné posSkodit ultrazvukem ciSténé DNA ve vodném roztoku.
Ultrazvuk lze vyuZzit jako uZiteny nastroj pro pripravu DNA fragmentG in vitro. K
ultrazvukovému poskozeni DNA v roztoku dochézi rozbitim vodikovych vazeb a zlomiim v
jednoretézcové a dvouretézcové Sroubovici DNA. Za to jsou odpovédné hlavné 2
mechanismy: kavitace a tepelny a mechanicky efekt. Stabilni kavitace je pozorovana pfi
nizkych intenzitdch ultrazvuku. VzrGstajici intenzita ultrazvuku okolo 2 W/cm® je
nasledovana vzriistem zlomi v jednotetézcové DNA diky tvorbé volnych radikala v disledku
prechodné kavitace. Nasledujici ozvuceni - rozdéleni vyslednych fragmenti DNA, se blizi k
niz§imu velikostnimu limitu 100 - 500 bp. Vznikaji DNA fragmenty s fosforylovanym 5'
koncem a volnym alkoholem na 3' konci. Stépeni Sroubovice DNA zatim neprokézalo dalsi
specificitu, proto fadi ultrazvuk jako dopliikové alternativni k vysoce specifické fragmentaci

ziskané restrikci endonukleasy.

Tato studie ukazuje, Ze primé vystaveni bunék silné ultrazvukové kavitaci zptisobuje
prevazné mechanickou lyzu bunék, ale miize byt pritomen také skryty vliv diky produkci
toxickych latek, které vznikaji, pokud dochazi ke kavitaci. Vyzkum byl provadén na
stabiliza¢nim roztoku fosfatového pufru (PBS), ktery byl vystaven ultrazvukové kavitaci o
frekvenci 1,61 MHz pri 20°C v rotacni trubici slouZzici k tvorbé toxickych produktt. Lécba
byla provadéna na burikach vajecnikt ¢inského krecka a to ve velmi nizké teploté. Pri 1écbé
byly vyvolany zlomy v jednoretézcové DNA. Zlomy mohou byt pfi zahfivani opraveny.
Neprimy tcinek poskozeni by mohl byt vysvétlen kavitaci generovanym peroxidem vodikd,

ktery vznikl v PBS, dale rozpusténi plynu argonu v PBS a H,O, produkci. [19]

Byly provadény i epidemiologické studie ptisobeni ultrazvuku pravé z hlediska
poskozovani DNA. Téchto studii ale bylo provedeno malo. Jedna z nich pojednava o
moznosti poSkozeni DNA ultrazvukem nepfimo. Studie byla provadéna na lékarskych
pracovnicich, ktefi prichazeji do styku s ultrazvukem. Vysledky vySetfovani ukazaly, Ze pfi
individuadlnim pracovnim vystaveni ultrazvuku miZe dojit ke zvySenému genotoxickému

riziku. [20].
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2.6 Vliv ultrazvuku na BSA

Bilkoviny (proteiny) jsou biopolymery sloZzené z L-aminokyselin spojenych
peptidovou vazbou do dlouhych polypeptidovych fetézcii. Proteiny obsahuji prfiblizné od 100
az do nékolika tisici aminokyselinovych zbytkii a maji vyssi organizovanost nez peptidy.
Bilkoviny maji vZdy charakteristické prostorové usporadani, které je dano nekovalentnimi
interakcemi mezi Useky Tetézce tzv. nativni konformace bilkoviny. Bilkoviny wvznikaji
proteosyntézou, ktera je fizena geneticky. Pro kaZdou bilkovinu je dano poradi a pocet
aminokyselinovych zbytkd genetickym koédem. Jsou nezbytné pro zakladni Zivotni procesy,
mezi hlavni funkce bilkovin patfi funkce strukturni - skelet bunécnych i mimobunéckych
struktur (membranové bilkoviny, kolagen), metabolickda - enzymy (pepsin), transportni
(hemoglobin), jsou téZ jedinym zdrojem dusiku pro syntézu dalSich bilkovin a funkce

informacni — bilkovinné protilatky (imonoglobuliny, hormony). [16]

Albumin je protein tvoreny v jatrech. Tvori obvykle 55-65 % vSech plasmatickych
bilkovin. V cévnim fecisti je 40 %, extravazalné (zvlast kize) je 60 %. Na jeho koncentraci
zavisi koloidné osmoticky tlak plasmy (onkoticky tlak) — zajiSt'uje navrat tekutiny do kapilar
na venoznim konci, vaZze a transportuje radu krevnich slozek, je zasobarnou aminokyselin pro
tvorbu bilkovin a hlavnim antioxidantem plasmy. Tvorba albuminu je sniZena pfi vzestupu

onkotického tlaku v extracelularni tekutiné jater, pri snizené dostupnosti aminokyselin.
Mezi bilkoviny na kterych bylo sledovano ptisobeni ultrazvuku, patii i BSA.

Tato studie popisuje vliv ultrazvuku o vysoké intenzité na funkcni a strukturdlni
vlastnosti BSA ve vodném roztoku. Funkéni vlastnosti BSA byly ultrazvukem pozménény.
Povrchova aktivita BSA stoupala, minimalni zmény byly pozorovany v celkové struktute
BSA, ale povrchovy naboj stoupal zejména na zakladé pH hodnot (naptf. pH>9). I kdyzZ
dynamické méfeni rozptylu svétla ukazalo, Ze castice byly zvétSené az 3,4 krat po 90 min
ozvuceni, nebyl sledovan zadny vyznamny vzrist v oligomernim stavu BSA. To bylo
provadéno pomoci nativni PAGE. Cast volnych sulfhydrylovych skupin v BSA po 90 min
ozvucCeni pokleslo. ZvétSujici se velikost castic a zmenSujici se pocet volnych
sulfhydrylovych skupin mohou byt zplisobeny tvorbou proteinovych agregati. Povrchova

hydrofobicita stoupala a byly prokazany zmény v sekundarni strukture BSA. Predpoklada se,
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Ze mechanické, tepelné a funkcni ucinky ultrazvuku zptlisobuji strukturdlni zmény v BSA
které pozmeénuji funkcéni vlastnosti makromolekuly. Ty mohou byt zpiisobeny ultrazvukem.

[21]

Pridanim dalSich latek jako je tfeba metronidazol nebo ZnO miZe byt podporeno

sonokatalycké poSkozeni BSA pod ultrazvukovym ozarenim. [22]

Dalsi studie sledovala vliv ultrazvuku na povrchové napéti a taky vliv pfi pritomnosti
iontd. V prvni sérii méfeni byla zkouméana zména roztoki BSA po ozvuceni. Koncentrace

roztoki BSA byla 10 a 100 ymol/I.

Pritomnost iont v roztoku BSA vyvolala sniZeni povrchového napéti, aniz by byly
roztoky ozvuCeny. Zmény v zavislosti na dobé po ozvuceni byly minimdlni. Ackoliv
absorpcni maximum se pridavkem iontd k neozvucenému roztoku BSA nezménilo, po

ozvuceni byly pozorovany mirné zmény absorbance.

Vysledky ukazuji, Ze ptisobenim ultrazvuku dochazi ke zméndm konformace BSA.
K vétsim rozdiliim povrchového napéti dochazelo u roztoku o koncentraci 10 pmol/l. Odlisné
chovani roztokli po ozvuceni a po ohfevu naznacuje, Ze vliv ultrazvuku na roztoky BSA je
odliSny od vlivu ohfevu. AvSak v pripadé méfeni absorpcniho spektra nebyly odliSnosti
patrné. Zmény povrchového napéti i absorbance se liSily v zavislosti na koncentraci BSA i na
koncentraci ionti. Tyto rozdily pravé ukazuji na mozné zmény konformace studované

bilkoviny, pripadné na agregaci molekul po ozvuceni. [23]
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2.7 Vliv ultrazvuku na bakterie

U¢inky ultrazvuku byly zkoumany na bakteriich a to zejména na biofilmech. Biofilmy
jsou komplexni, diferencované a strukturované komunity bakterii. [24] Byly zkoumany jak
ucinky antibiotik podporené tcinkem ultrazvuku a to in vitro a in vivo, tak i uUCinek
ultrazvuku na bakterie samotné. NiZe vybrané studie provadéné in vivo byly méfeny pfi

aplikaci biofilmti do kraliki. Zde jsou studie, které popisuji tuto problematiku.

2.7.1 Vyzkum in vitro s pouzitim antibiotik

Byl zkouman vliv ultrazvuku na transport antibiotika gentamicinu pfes biofilmy s
koloniemi Escherichia coli a Pseudomonas aeruginosa. Nékteré z téchto biofilmt byly
vystaveny ultrazvuku o frekvenci 70 kHz a poté bylo spocitdno mnoZstvi gentamicinu, ktery
proSel pies biofilm. Ozvuceni vyznamné zvySilo transport gentamicinu skrz biofilm.
Ultrazvuk vyznamné zvySuje transport gentamicinu pres biofilmy, ktery je normalné
blokovany nebo zpomaleny pokud neni vystaven ultrazvuku. Tento zvySeny transport muze
byt Castecné zodpovédny za zvySené zabijeni bakteridlniho biofilmu vystaveného kombinaci

antibiotik a ultrazvuku. [25]

Soucasné studie ukazaly, Ze aplikace antibiotik spolu s nizkou silou ultrazvuku
vyrazné zvysuje zabijeni planktonnich bakterii antibiotiky. Vyzkum byl provadén na biofilmu
Pseudomonas aeruginosa. Pri pouZiti ultrazvuku byly ucinky gentamicinu podporeny. Naproti
tomu ultrazvuk sam o sobé nemél Zadné Skodlivé ucinky na Zivotaschopnost biofilmu. Pro
redukci Zivotaschopnosti biofilmu jsou vice efektivnéjsi nizsi frekvence ozvuceni nez vyssi

frekvence. [26]
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Biofilmy Pseudomonas aeruginosa na které bylo aplikovano antibiotikum gentamicin
byly vystaveny nepfetrZitému ultrazvuku o frekvenci 500 kHz a vykonu 10 mW/cm?. PouZiti
ultrazvuku zvysSilo zabijeni bunék témér o dva fady. Bylo vysledovano, Ze ultrazvuk o nizké

intenzité nenaruSuje biofilm. [27]

Byl zkouman vliv erytromicinu na planktonni kultury Pseudomonas aueruginosa s
aplikaci a bez aplikace ultrazvuku o frekvenci 70 kHz. Ultrazvuk v kombinaci s
erytromicinem redukoval Zivotaschopnost P. aeruginosa o 1 - 2 fady ve srovnani s antibiotiky
samotnymi, i pfi koncentraci pod minimalni inhibi¢ni koncentraci. Ultrazvukova indukce

podporuje pisobeni antibiotik rozrusenim nebo napétim membrany. [28]

Studie efektu ultrazvuku a trvani expozice na zvySeni ultrazvukové akce gentamicinu
proti biofilmu Escherichia Coli. Ultrazvuk byl aplikovan na klinické urovni, ktera
nezpusobuje poskozeni lidské tkané. Studie prokazala, Ze niZSi frekvence zpisobuji vyssi
uroven zabijeni. Vysledek experimentu ukazuje Ze kompletni sterilizace 14 hod starého

biofilmu mtiZe byt dosazZeno po 6 hod expozice.[29]

Byl méfen ucinek gentamicinu na planktonické kultury Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis a Staphylococcus aureus s aplikaci a bez
aplikace ultrazvuku o frekvenci 67 kHz. Ultrazvuk byl aplikovan na trovni, kterd neméla
Zadnou inhibicni nebo baktericidni ucinky proti bakteriim. Méfeni bakterialni aktivity
gentamicinu proti planktonnim kulturam P. Aeruginosa a E. coli ukazala, Ze soucasna
aplikace ultrazvuku podpofila efektivitu antibiotik. Zivotaschopnost bakterii byla redukovana
o nékolik fad pri kombinaci gentamicinu a ultrazvuku, které sami o sobé Zivotaschopnost
nesnizuji. Jak kultury stéarly, stavaly se bakterie vice resistentni k ucinku samotnych
antibiotik. Aplikace ultrazvuku zvratila tuto rezistenci. Ultrazvukova 1écba zvysujici aktivitu
antibiotik byla evidentni u kultur P. aeruginosa a E. coli, ale nebyla sledovéana s kulturami

Gram-pozitivnich S. Epidermidis a S. Aureus. [30]

25



2.7.2 Vyzkum in vitro bez pouZiti antibiotik

Legionella pneumophila a Acanthamoeba castellanii byly po riizné casové periody
vystaveny ultrazvuku o frekvenci 36 kHz. Ultrazvuk dlouhodobé nezptisobuje postiZeni

Zivotaschopnosti bakterii. [31]

Byl zkoumén vliv ultrazvuku na zvySeni tempa rtstu bakterii Stafilococus
epidermidis, Pseudomonas aeruginosa a Escherichia coli. Buniky rostly na polyethylenovém
povrchu za pritomnosti ultrazvuku. Bylo zjiSténo, Ze nizkofrekvenc¢ni ultrazvuk o frekvenci 70
kHz zvySoval tempo rtstu bunék ve srovnani s bufikami rostoucimi bez pfitomnosti
ultrazvuku. Nicméné pri vysoké trovni intenzity byly buniky Castecné odstranény z povrchu.
Ultrazvuk také podpofil planktonicky rist Stafilococus Epidermidis a dalSich planktonickych
bakterii. Pfedpoklada se, Ze ultrazvuk zvysuje rychlost transportu O, a vyZivnych latek do
bunék a zvysuje rychlost transportu odpadnich produkti pry¢ z buiiky a tak urychluje jejich
rust. [32]

2.7.3 Vyzkum in vivo

Byla zkouména aplikace nizkofrekvencniho ultrazvuku na zvySeni aktivity
vancomycinu proti implantovanému biofilmu Stafylococcus epidermidis. Polyethylenovy disk
pokryty biofilmem Stafilococus epidermidis byl implantovan subkutanné kralikovi na obé
strany patefe. Po dobu trvani experimentu dostaval kralik systematicky antibiotikum
vancomycin. Disky byly ozvucovany po rtznou dobu. Jeden disk byl ozvucovan po dobu 24
nebo 48 hodin, zatimco druhy byl kontrolovan. Po ozvuceni byly vyjmuty a poté spocitany
Zivotaschopné bakterie. Po 24 hodinovém ozvuceni nebyl vyrazny rozdil mezi kontrolovanym
a neozvuCenymi biofilmem, zatimco po 48 hodindch ozvuceni byly na ozvuceném disku
pritomny statisticky méné Zivotaschopné bakterie. Lécba odpovidala priznivé kombinaci
ultrazvuku a vankomicinu, ale na Gram-pozitivni organismy je poZadovan delsi Cas 1écby nez

byl sledovan dfive na Gram—negativni druhy. [33]
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Biofilm Escherichia coli na dvou polyethylenovych discich byl implantovan
subkutanné do kralika pfijimajiciho systematicky gentamicin. Ultrazvuk byl aplikovany 24
hodin na jeden disk. Oba disky byly vyjmuty a poté se spocitali Zivotaschopné bakterie.
Pulzni ultrazvuk vyrazné zredukoval Zivotaschopnost bakterii oproti neozvucenym a to bez

znicCeni kuZze. [34]

Cilem studie bylo wvySetfit, zda ultrazvuk v kombinaci s gentamicinem sniZuje
Zivotaschopnost bakterii v biofilmu na kostnim cementu in vivo. Bakteridlni preZivani na
kostnim cementu v pritomnosti a nepfitomnosti ultrazvuku bylo srovnavano na krali¢im
modelu. Dva vzorky kostniho cementu s biofilmem Eschericha Coli byly implantovany do
kralikii. Ve dvou skupinach kostniho cementu byl disk naockovany gentamicinem, bylo
pouZito Cerstvé pripravené a staré antibiotikum. Byl pouZit disk nenaockovaného kostniho
cementu v kombinaci se systematickym podavanim gentamicinu a pulznim ultrazvukem. Po
utraceni kralikti a vyjmuti bakterii z disku, byl spocitan pocet Zivotaschopnych bakterii a
vzorky kiZe byly analyzovany pro histopatologické vySetieni. Aplikace ultrazvuku v
kombinaci s gentamicinem zredukovala Zivotaschopnost biofilmu. Histopatologicka zkousSka
neukazala Zadné 1éze. PouZiti ultrazvuku v tomto modelu se ukazalo byt bezpecné. Studie
naznacCuje, Ze ultrazvuk muze zvysit prevenci infekce ihned po operaci, hlavné proto, Ze
biomaterialy, gentamicin a ultrazvuk uZité v tomto modelu jsou vSechny klinicky lehce

dostupné. [35]

Infekéni biofilmy jsou béZnou komplikaci protéz u lidi. Pfedchozi vyzkumy in vitro
ukazaly, Ze nizkofrekvencni ultrazvuk kombinovany s aminoglykosidovymi antibiotiky je
efektivni metoda k hubeni biofilmi. Dva 24 hod staré biofilmy Escherichia Coli rostouci na
polyethylenovém disku byly implantovany subkutdanné na zada samice bilého kralika, jedna z
kazdé strany patefe. Nizka frekvence a nizky vykon nepretrZité ultrazvukové 1écby byl
aplikovan 24 hodin s a bez systematického podavani Gentamicinu. Disk byl poté premistén a
spoCitam pocet Zivotaschopnych bakterii na kaZzdém disku. Pfi nizké ultrazvukové sile a
vystaveni pouze ultrazvuku (ne gentamicinu) ozvuceni nezapficCinilo Zadny vyznamny rozdil v
Zivotaschopnosti bakterii. V pritomnosti antibiotik byla pozorovana vyznamna redukce diky

ultrazvuk o vykonu 300 mW/cm?, ale pfi vykonu 100 mW/cm?” nebyla vyznamnd. Znicena

koZzni tkan byla pozorovana pfi 1é¢ebné drovni 300 mW/cm?. [36]

Kombinaci gentamicinu a ultrazvukové expozice po dobu 24 hodin byla predbézné

dokazana redukce Zivotaschopnosti biofilmu Escherichia coli in vivo. Takové l1écba po dobu
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48 hod redukuje Zivotaschopnost biofilmu Escherichia coli na téméf neméfitelnou troverm.
Nicméné, kdyZ byl biofilm Pseudomonas aeruginosa implantovan a lécen po dobu 24 a 48
hod, Zadna vyznamna redukce Zivotaschopnosti bakterii po pouZziti ultrazvukem pozorovana
nebyla. Rozdil v reakci téchto dvou organismi je pripisovan lepSi permeabilité a stabilité

vnéjsi membrany Pseudomonas aeruginosa. [37]

Podle vyse predlozenych studii miizeme usuzovat, Ze vliv ultrazvuku na bakterie je za
riznych okolnosti riizny. Zélezi na intenzité i frekvenci ultrazvuku, na kombinaci s jinymi
latkami a také na druhu bakterii samotnych. Pfi vyzkumu vlivu ultrazvuku na rast bakterii
bylo zjisténo, Ze ultrazvuk pri nizZSich frekvencich urychluje jejich rtst tim, Ze podporuje
transport kysliku a vyzivnych latek do burky a transport metabolitli z buriky ven. Naopak pri

vysSich frekvencich dochazelo k jejich castecnému niceni.
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3. Prakticka cast

3.1 Pouzité pristroje a pomiicky

« Ultrazvuk BTL-07p
« Luminometer Thermostated LMT 01

3.2 Postup méreni a popis metod

3.2.1 Roztok bakterii

Pro ozvucovani a méfeni byl pouZit roztok geneticky upravenych luminiscentnich
bakterii Escherichia coli o objemu 50 ml a pfi méfeni byl udrZovan pfi teploté 37°C. Bakterie

byly kultivovany na ptirodovédecké fakulté Masarykovy univerzity v Brné.

Rod Escherichia — gramnegativni rovné tycky vyskytujici se jednotlivé a ve dvojicich,
nékteré tvori pouzdra, fakultativné anaerobni a chemoorganotrofni. Optimalni teplota
inkubace je 37°C. Maji znacnou biochemickou aktivitu, glukézu i jiné cukry okyseluji s
tvorbou plynu. Vyskytuji se jako normdlni flora v koncové ¢asti stfevniho traktu
teplokrevnych Zivocicht. Kmeny E. Coli, které produkuji enterotoxin a/nebo jiné faktory
virulence zptisobuji prijmova onemocnéni. Tento druh je také hlavnim plivodcem infekci
mocovych cest a nozokomidlnich infekci v€etné septikemii a meningitid. E. coli se vyskytuji
ve stievni mikroflofe obratlovcti jako uZitecny komenzal, kmeny s produkci shigatoxint
(verotoxinll) mohou vyvolat zavaznd onemocnéni hemoragickda kolitida a

hemolytickouremicky syndrom. [38]
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Bioluminiscence (vlastni produkce svétla) je schopna fada organismt (napf.
Svétlusky, medtzy). Z bakterii jsou to prevainé morské druhy a jediny terestricky rod
modifikovany bakterialni kmen Escherichia coli (K12pGFPluxBAmp), jehoZ plazmid
obsahuje gen pro enzym luciferazu a substrat — aldehyd s dlouhym fetézcem (plazmid pochazi
z bakterie Photorhabdus). Svételnd emise je vysledkem reakce kdy enzym luciferaza
katalyzuje oxidaci aldehydu a redukovaného riboflavin fosfatu produkovaného pouze Zivymi
burikami. Existuje tedy prima korelace mezi viabilitou bakterii a produkci svétla, proto je

detekce bioluminiscence velmi vyhodna v fadé aplikaci. [39]

3.2.2 Ozvuceni

Ze zasobniho roztoku bakterii (OD 0,5) byl odebran 1 ml do umélohmotné zkumavky, ktera
byla vloZena do otocného drZaku ve vodni lazni o teploté 37°C, kde se zkumavka otacela, aby
byl vzorek ozadfen rovnomérné. Vzorek byl ozvucovan ultrazvukovymi vinami po dobu 10
minut, intenzité 2 W/cm? a frekvenci 1 nebo 3 MHz. P¥i ozvucovani byla zkumavka i hlavice
ultrazvuku ponorena ve vodé, hlavice byla od zkumavky ve vzdalenosti 25 cm zarucujici
homogenitu pole (vzdalené UZ pole). Jako zdroj ultrazvuku byl pouZit terapeuticky ultrazvuk

BTL-07p.
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Obr. 3.1: Zdroj terapeutického ultrazvuku BTL-07p
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3.2.3 Luminometr

Po ozvuceni byly ze vzorku odebrany ¢tyti vzorky o stejném objemu 200 pl. Stejné tak
byly odebrany ctyti vzorky po 200 pl zasobniho roztoku jako kontrola pro srovnani vysledku.
V luminometru byly vzorky méfeny po dobu 10 minut a byla v ném udrZovana teplota 37°C.

Luminometr byl propojen s pocitacem a pracoval v programu Kilia.

Luminometrie patfi do spektroskopickych metod, které jsou zaloZené na interakci
elektromagnetického zareni s molekulami analyzované latky. PYi absorpci zarivé energie
molekulou dochézi k prechodu valencnich elektronti do vysSich energetickych stavii nebo ke
zménam vibracnich a rotacnich stavli molekuly. Absorbovanym zarenim excitovana molekula
prechazi pak zarivymi nebo nezarivymi deexcitacnimi mechanismy zpét do zakladniho stavu.
Na zarivé deexcitaci molekul excitovanych elektromagnetickym vInénim jsou zaloZeny

metody fluorescencni molekulové spektroskopie.

Fotoluminiscen¢ni metody jsou zaloZeny na méreni sekundarniho zareni emitovaného
molekulami pfedem excitovanymi absorpci zareni v téZe spektralni oblasti. Pfi méfeni se
nejcastéji vyuziva fluorescence, ktera se liSi od fosforescence podstatné kratSim Casovym
intervalem mezi ozafenim a ukoncenim emise zafeni (dosvitem). K excitaci fluorescen¢niho
zareni je nutno pouZit zareni o stejné nebo vétsi energii (stejné nebo kratSi vinové délky) nez
ma zareni emitované (sekundarni). Proto se pouZiva k excitaci fluorescencniho zéareni ve
viditelné oblasti spektra ultrafialového zafeni, jehoZ zdrojem je nejcastéji rtutova vybojka. Ze
zareni, které vybojka emituje (primarni zareni) se monochromatorem izoluje zareni konkrétni
vinové délky, které prochdzi méfenym roztokem. Pilsobenim tohoto zafeni prechazeji
molekuly latky do energeticky vysSSich excitovanych stavii a jejich prechod do zakladniho
stavu se projevi vyzarenim luminiscencniho zafeni (zafiva deexcitace), jehoZ intenzita je
umeérna koncentraci luminiscencni latky. Fluorescencni zareni vychazi z kyvety, ve které je
meérena latka, vSemi sméry, méri se vSak zareni vychazejici z kyvety ve sméru kolmém na
primarni zareni, ¢imZ se eliminuje vliv tohoto zafeni na zmérené hodnoty. Fluorescencni
(sekundarni) zafeni prochazi optickym filtrem nebo monochroméatorem, které izoluji zareni
vysilané mérenou latkou a to pak dopada na detektor. K detekci se pouzivaji fotonky nebo
fotonasobice. Metodu je moZno pouZivat i pro stanoveni anorganickych latek, které normalné

nejevi fluorescencni vlastnosti po prevedeni do vhodnych komplexnich sloucenin. [40]
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3.3 Namérené vysledky

Na zacatku bylo provedeno testovani vlivu riiznych frekvenci a Casti na viabilitu
bakterii (neukazano). Na zakladé tohoto testovani byly jako optimalni podminky ozvucovani
vybrany 2W/cm? (intenzita ozvucovani) a ¢as 10 min. Za téchto podminek byl nejlépe
pozorovatelny rozdil mezi kontrolou a aplikaci. Poté bylo provedeno n€kolik sad méreni s
témito parametry, ze kterych byly do této prace vybrany jen 2 sady. Zakladnim problémem se
totiZ ukazala kultivace bakterii, kdy pravdépodobné na zakladé zmény nékterych chemikalii
pii pripravé kultivacniho média dochazelo k nestandardnimu chovani bakterii (zejména

zména luminiscence a viability kontrol).

Vlastni méfeni probihalo tak, Ze ze zasobniho roztoku bakterii o objemu 50 ml,
optické hustoté 0,5 temperovaného pti 37°C byl pro kaZzdé méreni odebran 1 ml a ozvucen
ultrazvukem o frekvenci 1 MHz, intenzité 2W/cm?” po dobu 10 minut. Z tohoto ozvuceného
vzorku bylo poté odebrano po 200 pl do ctyf jamek pro zméfeni luminiscence v luminometru.
Stejné tak bylo odebrano po 200 pl zasobniho roztoku jako kontroly pro srovnani. Stejnym

zptisobem bylo provedeno ozvuceni pfi frekvenci 3 MHz.

Pfi prvni sadé métreni bylo ozvuceno 6 vzorki o frekvenci 1 MHz a 6 vzorkd o
frekvenci 3 MHz. Tzn. 24 vysledk(i pro kazdou frekvenci. Pro druhou sadu méfeni bylo
provedeno 11 méfeni pro 1 MHz a 9 méreni pro 3 MHz, tedy 44 a 36 vysledki. Z téchto
vysledkt byly odebrany ty, které se vyrazné liSily od ostatnich (zjevna systémova chyba —
Spatné pipetovani apod). Z vybranych vysledki se poté pro kazdé méfeni spocital primeér jak
pro kontrolu, tak pro ozvuceny vzorek a z téchto primeéri se odecetl pocet bakterii v casech 2,
60, 120 a 300 s. Hodnoty byly poté prepocitdiny na procenta, kde se jako 100 % brala
kontrola. To bylo spocitano podle vzorce x.100/y kde x je hodnota ozvuceného vzorku a y je
hodnota kontroly. Poté byl spocitan rozdil hodnot kontroly a vzorku: 100 — vzorek. Dale se jizZ

pocitalo pouze s procentualnimi rozdily aplikaci viici kontrole.

cas kontrola aplikace rozdil % aplikace [ % rozdil
0| 194990,00 47812,25| 14717775 24,52 75,48
60| 298202,74 68304,22 | 229898,52 22,91 77,09
120| 25672391 86656,32| 170067,59 33,75 66,25
300| 334574,27| 118427,95| 216146,32 35,40 64,60

Tabulka 3.1: Priklad vypoctu procent
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Prvni sada méreni

Zavislost RLU na dobé ozvucCeni o f = 1 MHz, prvni sada méfeni
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Graf ¢. 1: Zavislost relativni luminiscence na dobé ozvuceni f = 1 MHz
€as [s] Kontrola Aplikace Cas [s] Kontrola Aplikace

2 166961,5 182645 313 | 334285,75 228498

17 198881 | 210583,25 337 | 329421,25| 228781,25

33 213206 | 216455,75 362| 335303,25 237237

54 236656,5 231934 389 330991 | 229704,75

79| 268341,75| 238039,25 415 328400,5( 233177,75

105| 297152,25| 238533,75 441| 326385,25 232252

131 | 318458,75 236047 467 320652,5 2310415

158 | 330519,25 235564 493| 317369,25 228028,5

184 331436,25| 233414,75 520| 314183,75| 225955,75

209 331175 234802 546 307286,5 220617

235 332509 234749,5 571 303655,5 219854,5

260 330697,5 234365 596 299107,25 220169

286 | 336861,75 234626,5 621 296971 219029,5

Tabulka 3.2: Hodnoty grafu . 1

Prvni den bylo provedeno 6 méfeni pfi frekvenci 1 MHz, intenzité 2 W/cm?® a dobé
ozvuceni 10 minut. Zde je jako piiklad vloZen graf pro jedno méfeni. Do priméru bylo
zahrnuto 12 vysledkd, ty byly poté zprimérovany a vloZeny do grafu. Na grafu je vidét rozdil
mezi aplikaci a kontrolou. ProtoZe ale n€jakou dobu trva, neZ se hodnoty bakterii pfi méreni
ustali (37°C), pouZijme pro srovnani dobu ozvuceni 300 s. Primérna hodnota kontroly v

tomto Case méreni (pri zaokrouhleni na cela Cisla) byla 335 526 a aplikace 231 448 cozZ je

rozdil o 104 077, coz déla 31 %.
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Graf ¢.2: Zavislost relativni luminiscence na dobé ozvuceni f = 3 MHz
Cas [s] Kontrola Aplikace Cas [s] Kontrola Aplikace

2 291109,5 142469 313| 315705,25| 169711,25

22 338271 | 152456,25 334 306876 168278,5

43 339475,5| 157346,25 354 302980,5 166722

64| 335117,25 161218,5 375| 294481,75| 164295,25

84 341031 164649,5 396 290960 163005

105 340326,5| 168307,75 416| 287219,75| 163558,75

126 342258,5 169342,5 437 285595,25| 162333,25

147 342221,25 171066 458 | 281245,25 162773

168 340410 170725,5 478 274957,75 159909,5

188 338087 | 171725,25 499 273554,5 160635

209 336399,5| 172257,75 519| 269509,75 162205

230 331092 171761,5 540| 264702,75| 160337,25

251 324663,5 168752 561 263486,5 158919,5

272 | 320995,25 167446 581 2594155 160163,25

292 | 315383,25 167767,5 602 | 257078,25 158406

Tabulka 3.3: Hodnoty grafu c. 2

Prvni den bylo také provedeno 6 méfeni pfi frekvenci 3 MHz, intenzité 2 W/cm® a
dobé ozvuceni 10 minut. Pocet hodnot a zpracovanych do grafu bylo 24. V tomto grafu
miiZeme vidét taktéZ rozdil mezi aplikaci a kontrolou. Primérna hodnota kontroly v case

meéreni 120 s byla 441 707 a aplikace 169 047 coZ je rozdil o 172 660, coZ d€la témér 51 %.
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Druha sada méreni

Zavislost RLU na dobé ozvuéeni of =1 MHz, druha sada méfeni
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Graf ¢.3: Zavislost relativni luminiscence na dobé ozvuceni f = 1 MHz
¢as [s] Kontrola Priimér éas [s] Kontrola Priimér
2 291109,5 142469 313| 315705,25 169711,25
22 338271 | 152456,25 334 306876 168278,5
43 339475,5| 157346,25 354 302980,5 166722
64| 335117,25 161218,5 375| 294481,75 164295,25
84 341031 164649,5 396 290960 163005
105 340326,5| 168307,75 416| 287219,75 163558,75
126 342258,5 169342,5 437 285595,25 162333,25
147 | 342221,25 171066 458 | 281245,25 162773
168 340410 170725,5 478| 274957,75 159909,5
188 338087 | 171725,25 499 273554,5 160635
209 336399,5| 172257,75 519 269509,75 162205
230 331092 1717615 540| 264702,75| 160337,25
251 324663,5 168752 561 263486,5 158919,5
272 320995,25 167446 581 2594155( 160163,25
292 | 315383,25 167767,5 602| 257078,25 158406

Tabulka 3.4: Hodnoty grafu ¢. 3

V druhé sadé bylo provedeno 11 méfeni za stejnych podminek jako v prvni a do grafu
bylo zahrnuto 22 hodnot. Na vybraném grafu miizeme vidét prudky vzrist poctu bakterii v
prvnich 200 s. Okolo 250 s se hodnoty ustélily a rostly pozvolné. V ¢ase 300 s byla hodnota
kontroly 178 373, aplikace 95 559 a jejich rozdil 82 814. To je 46 %.
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Graf ¢. 4: Zavislost relativni luminiscence na dobé ozvuceni f = 3 MHz
cas [s] Kontrola Aplikace cas [s] Kontrola Aplikace
2| 106672,75 3110,25 312 135397,75 20286,5
15| 116623,25 3748,25 326 136487 20890,25
28| 122105,25 4368,25 339 | 136699,25 21702,75
42 126229,5 5013,25 353| 137085,25 22648,25
55| 128806,25 5673 366 136591 23360,75
68| 130505,75 6312 380| 137052,25 23957,75
82 1334245 6966,25 394 138001,5 24801
95| 134858,25 7726,25 407 | 137773,25 25679,75
109 134622,5 8456 421 136982 26247,25
122 134513,5 9137 434 137824,75 26958,25
136 136276,5 9976 448 138589,5 27874
149| 134844,25 10693,75 462 | 137355,25 28398,25
163| 135593,25 11435,5 475] 138176,75 29093
176 136536,5 12274,25 489 | 138450,75 30018,75
190| 135665,75 13056,25 503 137837,5 30513,25
203 136067,5 13757,75 516 137885,5 31067
217| 136026,75 14679,25 530| 140217,75 31893
230 | 134776,25 15399,5 544 139154,5 32606,75
244 | 134456,75 16148,25 557 | 139107,25 33016
257 135312 17091,25 571 140504,5 33766,25
271 134159,25 17784,25 585 138512 34470
285 134418,5 18522,25 599 138909,5 34855,25
298| 135855,75 194435 612] 139901,75 35647,5

Tabulka 3.5: Hodnoty grafu c. 4

U frekvence 3 MHz bylo zméfeno 9 vzorkd a z nich zprimérovano 28 hodnot. U

vSech téchto méreni byl velky rozdil aplikace oproti kontrole. Ten se pohyboval okolo 97 % a

pozvolna klesal k hodnotam priimérné okolo 85 %.
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Graf ¢. 5: Zavislost relativni luminiscence na dobé ozvuceni f = 1 MHz
Cas [s] Kontrola Aplikace Cas [s] Kontrola Aplikace
2| 122584,75 1438,5 314 | 139605,25 12943,5
15| 128776,25 1773,5 328 | 140634,25 13620,25
29 129738 2163,75 341 139482,5 14307,5
42| 132209,25 2538 355 139008 14855
56 136138 2902,75 368 139117 15369
69 138554 3289,25 382 | 139927,75 16018,25
83| 141883,75 3764,25 396 | 138795,75 16663,25
96| 142192,75 4208,75 409 138850 17180
110 143184,5 4635,5 423 139388 17784,25
123 142696 5096,25 437| 139210,25 184775
137 | 144080,75 5585,75 450 139288,5 18946
151 144012 6148,5 464 | 138886,25 19581,75
164 143978 6647,5 478| 138484,25 20223,75
178 143704,5 7149 492 138203,5 20813,75
191 144430 7679,5 505 | 139472,75 21408,75
205 1445515 8273 519 140833,5 22093,25
219 144087,5 8819,75 533 | 139371,75 22483,5
232 144099,5 9396 546 138311,5 22942
246 143908,5 9982,75 560| 138523,75 23536
259 141916 10580,75 574 138359,5 24028
273 | 142323,75 11169,25 587 138775 24468,25
287 140955 11745,75 601 137656,5 25030,75
300 140605,75 12516,75

Tabulka 3.6: Hodnoty grafu ¢. 5

Po sadé méfeni o frekvenci 3 MHz bylo pro porovnani provedeno jeSté jedno méreni

pro frekvenci 1 MHz. Méreni vyslo v prakticky stejnych hodnotach jako u 3 MHz.

37




Krabicové grafy

1 MHz - preni sada méfeni
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Graf ¢. 6: Srovndni ¢asti pro 1 MHz
Cas [s] Priimér [%] | Min [%] Max[%] Sm.Odch[%]
2 -7,28 -33,54 27,34 25,37
60 9,10 -10,98 33,09 12,15
120 28,80 16,16 42,05 12,03
300 33,03 23,35 42,02 10,21

Na grafu mizeme vidét, Ze primérna hodnota rozdilu postupné stoupala. Kvtili tomu,

Ze hodnoty bakterii nebyly v Casech 2 a 60 s ustdleny, miZeme pro srovnani pouZit pouze

Tabulka 3.7: Hodnoty grafu c. 6

hodnoty v casech 120 a 300 s. Ty se pohybovaly okolo 30 %.
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3 MHz — prwni sada méfeni
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Graf ¢. 7: Srovndni casti pro 3 MHz
Cas [s] Priimér [%] | Min [%] Max[%] Sm.Odch[%]
2 45,65 41,07 51,06 4,40
60 50,26 46,48 52,51 2,43
120 53,54 49,06 59,16 3,96
300 50,21 43,79 55,88 5,00

Tabulka 3.8: Hodnoty grafu ¢. 7

U 3 MHz hodnoty v 2, 60 a 120 stoupaly a v case 300 s hodnota klesla na témér
stejnou jako u 60 s. Mtizeme si také vSimnout, Ze nejmensi odchylka byla v case 60 s a

nejvétsi v case 300 s.
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1 MHz - druha sada méfeni
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Graf ¢. 8: Srovndni casti pro 1 MHz, druhy den

Cas [s] Priimér [%] | Min [%] Max[%] Sm.Odch[%]
2 61,51 26,16 82,56 20,10
60 56,18 30,61 75,41 17,89
120 49,87 21,79 66,35 15,60
300 42,12 29,61 55,78 9,36

Tabulka 3.9: Hodnoty grafu ¢. 8

Na grafu ¢. 8 vidime, Ze primérné hodnoty pozvolna klesaly. To bylo zptisobeno tim,
Ze poCty kontroly se drZely priblizné ve stejnych hodnotach nebo postupné klesaly a hodnoty
aplikace nejdiive prudce a poté pozvolna stoupaly. V grafu je také vidét, Ze odchylky se

postupné sniZzovaly.
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3 MHz — druha sada méfeni
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Graf ¢. 9: Srovndni ¢asii pro 3 MHz, druhy den
Cas [s] Priimér [%] | Min [%] Max[%] Sm.Odch[%]
2 97,10 96,87 97,85 0,34
60 95,14 94,53 96,21 0,58
120 92,94 92,09 94,37 0,83
300 84,50 81,47 87,06 1,85

Tabulka 3.10: Hodnoty grafu ¢. 9

V grafu pro hodnotu 3 MHz je vidét, Ze hodnoty rozdilu postupné klesaly. Podle
velikosti odchylek vidime, Ze na zacatku méfeni se rozdily pohybovaly v pfibliZné stejnych

hodnotach a postupné s casem se rozdily mezi nimi zvétSovaly.

Na grafech ¢. 10 - 15 miizeme vidét srovnani frekvenci pro kazdy Cas a sadu zvlast’.
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Graf ¢. 10: Srovnani 1 a 3 MHz v ¢ase 120 s - prvni sada méreni
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Graf ¢. 11: Srovndni 1 a 3 MHz v ¢ase 300 s - prvni sada méreni
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Srovnani frekvenci pro kaZdy Zas zvladt — druha sada méfeni
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Graf ¢. 12: Srovndni 1 a 3 MHz v Case 2 s - druhd sada méreni
Srovnani frekvenci pro kaZdy Zas zvlast — druha sada méfeni
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Graf ¢.13: Srovndni 1 a 3 MHz v Case 60 s - druhd sada méreni
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Graf ¢. 14: Srovndni 1 a 3 MHz v ¢ase 120 s - druhd sada méreni
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Graf ¢. 15: Srovndni 1 a 3 MHz v ¢ase 300 s - druhd sada méreni
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4.4 Diskuze

V této praci byl zkouman vliv ultrazvuku na roztok bakterii Escherichie coli. Bakterie
byly geneticky upravené a mély schopnost luminiscence. Ta se poté po ozvuceni meétila na
luminometru, stejné jako schopnost luminiscence u kontrolnich, neozarenych bakterii ze
zasobniho roztoku. Méfeni bylo provadéno nékolik dnti na kazdy den byly bakterie
inkubovany den predem a poté nafedény na optickou hustotu 0,5. Ze zasobniho roztoku bylo
postupné odebirano po jednom mililitru, ten byl ozvucen a poté zméfen na luminometru. Do
vyhodnoceni vysledki byly vzaty 2 sady méfeni. Pfi prvni sadé bylo provedeno 6 méfeni pro
1 MHz a 6 méfeni pro 3 MHz. Pro druhou sadu to bylo 11 pro 1 MHz a 9 méfeni pro 3 MHz.
Z casovych divodi nebylo moZzno kazdy den provést vice méfeni. Pro srovnani téchto

vysledki byl pouzit parovy a neparovy t-test a zhotoveny krabicové grafy (box plot).

Pfi prvni sadé pri frekvenci 1 MHz zacinal pocet bakterii v ozvuceném vzorku i
kontroly pfibliZné na stejném poctu nebo byl pocet kontroly jeSté niZ$i neZ u vzorku
ozvuceného. To bylo zptisobeno tim, Ze zasobni roztok byl ptivodné ponechdn pouze pri
pokojové teploté (asi 25°C) a vzorek byl ozvucovan v lazni o teploté 37°C . Proto chvili
trvalo neZ se kontrolni vzorky v luminometru ohtaly na tuto teplotu a dosahly plné hodnoty
luminiscence. Z toho diivodu nemiiZeme u této frekvence hodnotit a srovnavat casy 2 a 60 s —
rozdily totiZ spadaji aZ do zapornych hodnot. Celkové u vsech vysledkii pfi Case 120 s se

o7 s

rozdil u 60 s, kde se pohyboval kolem 9 % skocil u 120 s na hodnotu kolem 30 %.

Pokud se podivame na grafy 1 — 5, vidime, Ze hodnota luminiscence je také zavisla na
Case mezi preruSeni ozvucovani a zacatkem meéfeni v luminometru. Proto pro hodnoceni a
srovnavani nema cenu brat v ivahu prvni cas 2 s, ale aZ 60 s, kdy se pocty bakterii ustali. Pro
posouzeni vysledki je optimalni doba do 5 min (300 s), protoZe po této dobé totiz mize
dochézet na jedné strané k rstu a na druhé strané k vymirani bakterii v disledku vysuSovani

zkumavek.

Pro frekvenci 3 MHz jiz mtzZeme brat v tvahu vSechny vzorky od 60 s, protoZe
zasobni roztok byl uloZen v lazni o teploté 37°C a proto ztrata teploty pri aplikaci do jamek
nebyla velka a vzorky se rychle ohfaly na urcenou teplotu. V grafu vidime, Ze rozdil stale

stoupal.
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Pfi srovnani téchto dvou frekvenci pro €asy 120 a 300 s vidime patrny rozdil mezi
prumérnymi hodnotami rozdil. U 120 s je to pro 1 MHz 29 % a pro 3 MHz 54 %. U casu 300
s je to 33 % a u 3 MHz 50 %. Rozdily se liSi u obou cast pfiblizné o 20 %. Pokud se
podivame na smérodatné odchylky u 1 MHz, vidime, Ze je znacna. U 3 MHz je vSak
podstatné mensi. Proto mtiZeme usuzovat na rozdily v ptisobeni 1 a 3 Mhz, tento fakt se vSak

zatim nepodafilo prokazat.

Pri druhé sadé méreni byl zasobni roztok jiZ od zacatku méreni uloZen v lazni o teploté
37°C. Bylo provedeno 11 méfeni pro 1 MHz. (Pokud se podivame na graf ¢. 3 miZeme vidét,
Ze pocet bakterii v ozvuceném vzorku piivodné zacinal na podstatné nizsi hodnoté. Jejich
rozdil byl 116 976 a postupné se zmenSoval.) Nejprve pocet ozvucenych baterii prudce rostl a

poté se pomalu ustaloval.

Pfi ozvuceni o frekvenci 3 MHz se ozvuCené bakterie chovaly uplné jinak nez v
predchozich méfenich. Rozdil zacinal jiZ na zacitku na 97 % a postupné se sniZoval na
hodnotu 85 %. Rozdil se sniZoval rovhomérné a pri srovnani v casech 120 a 300 s, kde je
nejvétsi Casovy rozdil klesl z 95 na 85 %. V case 300 s také miiZeme vidét vétSi smérodatnou
odchylku oproti predchozim ¢astim. Rozdily se totiZ u ¢asti 2 — 120 pohybovaly ve stejnych
hodnotach nebo se liSily pouze o desetinové nebo setinové hodnoty. V case 300 s se liSily jiZ

o jednotky. Pfi mérenich béhem dne se rozdil postupné stale zvySoval.

Po téchto ziskanych vysledcich pro 3 MHz jsme zkusili ozvucit jeden vzorek frekvenci
1MHz. Vysledek byl stejny jako u predchozich 3 MHz (viz. graf €. 5), dokonce jeSté o v
pruméru 2 % vétsi, jakoby navazoval na zvétSujici se rozdil bez ohledu na zvolenou

frekvenci.

Tento vysledek ukazuje, Ze citlivost bakterii na ultrazvuk se v priibéhu dne ménila,
tento fakt se pres konzultace s odborniky na vlastnosti bakterii nepodafilo uspokojivé
vysvétlit. Méfeni jsme se pokouSeli zopakovat, zatim se vSak pro problémy pfi pripravé

bakterii na Pf.F. nepodarilo reprodukovatelné vysledky ziskat.

Pokud srovname rozdily 1 a 3 MHz jsou pro kazdy cas minimalné 30 % a postupné se
zmenSuji, coZ je vyznamny rozdil. Pokud ale bereme v tvahu to, Ze se béhem dne nezavisle

na frekvenci rozdily zvySovaly, nemtiZeme s jistotou tvrdit, Ze hlavni diivod tak nizkého poctu
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bakterii byla pravé zména frekvence. Tyto velmi zajimavé vysledky budou predmétem

dalsitho zkoumani.
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4. 7.aver

Cilem této prace bylo zjistit, jaky vliv ma plisobeni ultrazvuku na biologické materialy.

Nejprve byla sepsdna reSerSe z jiz provedenych pokust, které zkoumaly vliv

ultrazvuku na BSA, DNA a bakterie. Poté bylo méfeni provedeno i prakticky.

Utinky ultrazvuku lze rozdélit na tepelné a netepelné. Biologické Gi¢inky jsou zavislé
na intenzité, frekvenci a dobé expozice. Hlavnim mechanismem ucinku ultrazvuku ve
vodnych prostredich je akusticka kavitace, coZ je tvorba, rtst a nasledny kolaps malych
plynovych bublin. Ta miZe i nemusi byt pfitomna. To zavisi na intenzité a dalSich
parametrech. Pfi plisobeni vysSich intenzit ultrazvuku na DNA se vytvaii reaktivni formy
kysliku a ty DNA poskozuji. To miZe byt po urcité dobé opraveno. Ve vodném roztoku
dochazi k poskozeni DNA rozbitim vodikovych vazeb a zlomim v jednoretézcové a

dvouretézcové Sroubovici. To je zpiisobeno kavitaci a tepelnym mechanickym efektem.

Pri ptisobeni na bilkoviny jsou funkcni vlastnosti bilkovin pozménény a jejich
povrchova aktivita i povrchovy naboj stoupa. ZvétSuje se velikost Castic a stoupa povrchova

hydrofobicita. Méni se taky funkéni vlastnosti.

Praktické sledovani tucinkt ultrazvuku bylo provadéno na geneticky upravenych
bakteriich Escherichia coli, které byly schopny luminiscence. Jako zdroj ultrazvuku byl pouzit
terapeuticky ultrazvuk BTL-07p. Intenzita byla 2 W/cm?, doba ozvuceni 10 min a frekvence 1
a 3 MHz. Pro méreni hodnoty luminiscence byl pouZit luminometr LMT 01, ve kterém byla
udrZovana teplota 37°C. Méfeni probihalo nékolik dnti, pro kazdy den byly den predem
inkubovany nové bakterie o stejnych parametrech — objem 50 ml zasobniho roztoku a opticka

hustota 0,5. Do vysledki této prace byly zahrnuty hodnoty ze dvou sad méfeni.

Pfi prvni sadé méfeni se rozdily mezi vzorky ozvucenymi frekvenci 1 MHz
pohybovaly okolo 30 % a pti 3 MHz to bylo okolo 50 %. Z toho by se dalo usuzovat, Ze vyssi

frekvence ma vliv na Zivotaschopnost zkoumanych bakterii.

Pro druhou sadu méteni vSak vysledky vychazeji jinak. Zde vidime u 1 MHz rozdil

okolo 50%. Pocty bakterii u aplikace nejdiive prudce a poté pozvolna rostly. U 3 MHz se
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rozdily pohybovaly v rozmezi 85 — 95 % a pocty bakterii se pozvolna zvySovaly. Pro
otestovani, zda je tento rozdil zptisobeny vyssi frekvenci byl po ozvuceni série vzorki o
frekvenci 3 MHz ozvucen jeden vzorek o frekvenci 1 MHz. Vysledky vysly prakticky stejné
jako po ozvuceni 3 MHz. Proto nemtZeme tvrdit, Ze hlavnim diivodem je pravé vyssi

frekvence.

Z vysSe uvedenych vysledkii mtizZeme usuzovat, Ze ultrazvuk o frekvencich fadové
jednotek MHz ma vliv na Zivotaschopnost mérenych bakterii. Na vysledky ma ale také vliv
jejich zmény Zivotaschopnosti a citlivosti, které se pribézné béhem dne méni. Pro ovéreni

téchto vysledki je vSak nutné provést jesté dalsSi méreni, ktera by toto tvrzeni potvrdila.
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7. Seznamy pouzitych symbolt a zkratek

DNA deoxyribonukleova kyselina
BSA bovinni sérovy albumin
RLU relativni luminiscence

Uz, Uzv ultrazvuk
SmCh smérodatna chyba

SmOdch smérodatna odchylka
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