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1 UVOD

Lécebné vyuziti rostlin a nasledné jejich produktii se po celém svété piedava z generace
na generaci jiz po staleti, coz vyrazné ptispiva k rozvoji riznych tradi¢nich systéma mediciny.
V soucCasné dobé Svétova zdravotnicka organizace (World Health Organization, WHO)
odhaduje, ze pfiblizné¢ 80 % svétové populace povazuje tradi¢ni bylinné léky za soucast
standardni zdravotni péce (Foster et al., 2005). Mnoho piedepisovanych 1€k je piimo
izolovano z rostlin nebo se jedna o uméle upravované piirodni produkty (Payne et al., 1991).
Biologicka aktivita nékterych pfirodnich latek zahrnuje antibakteridlni, antimykotickeé,
antivirové a antiparazitarni U¢inky. Zajem o vyzkum téchto latek v poslednich letech stoupa
kvili snaze o objeveni novych latek pouzitelnych v terapii virovych a bakterialnich infekeci,

pfedevsim s ohledem na klesajici ucinnost bézn¢ pouzivanych antibiotik (Negi, 2012).

Ptirodni latky jsou preferovany pfedevSim pro svou mnohokrat minimalni toxicitu
aminimalni vedlejsi ucinky, dobrou dostupnost a lep$i odbouratelnost v organismu
ve srovnani s antibiotiky (VinSova a Imramovsky, 2004). Vysledky studii potvrzuji jejich
Siroké uplatnéni v potravinaiském, farmaceutickém, kosmetickém primyslu a v neposledni
fad¢ také v medicin¢ (Farzaneh a Carvalho, 2015). Tato diplomova prace se zabyva
zkoumanim antivirotickych a antibakterialnich uc¢inkt biologicky aktivnich latek z prirodnich

zdroju a jejich potencidlnim vyuzitim proti klistaty pfenaSenym patogentim.



2 LITERARNI PREHLED

2.1 Biologicky aktivni latky z rostlin

Od nepaméti byly rostliny pouzivany nejen jako zdroj potravy, ale také jako zdroj
biologicky aktivnich latek (Dushenkov a Raskin, 2008), které¢ mtizeme definovat jako latky,
které jsou 1 v nizkych koncentracich schopny ovliviiovat zivotni pochody organismti, pficemz
toto ovlivnéni muze byt pozitivni, ale i negativni (Lachman et al., 2007). Jedna se o latky
izolované z ptirodnich zdroju, které se mohou svou strukturou jedna od druhé¢ vyrazné lisit. U
nékterych se predpoklada preventivni pisobeni proti vzniku rakovinného bujeni, neinfekénim
chorobam (napf. kardiovaskularni a nadorové onemocnéni) a blahodarné ptsobeni na posileni
imunitniho systému. Jedna se naptiklad o sulfidy, polyfenoly, flavonoidy, fenolové kyseliny,
fytaty, karotenoidy, lignany a dalsi (Bulkova, 2011). Pfirodni latky ziskané z rostlin maji pro
své riznorodé¢ ucinky velky rozsah vyuziti v medicing, potravinaiském primyslu, kosmetice

a farmakologii (Kalemba a Kunicka, 2003).

Vyuzivani rostlin pro 1écebné tcely bylo dokumentovéano jiz v sumerskych rukopisech
pred vice nez 5 000 lety. Latky rostlinného piivodu byly po dlouhou dobu jedinym zdrojem
1é¢ivych produktti (Dushenkov a Raskin, 2008). Nejstarsi sbirka 1ékatskych textii Corpus
Hippocraticum (pojednava celkem o 300 druzich rostlin) nahradila primitivni 1écitelskou
magii soustavnym pozorovanim a raciondlni tvahou a poloZila tak zdklady mediciny jako
védeckého oboru. Autorem téchto 58 spisit sepsanych v 73 knihach je neslavnéjsi 1ékar
antického Recka Hippokratés z Kosu, ktery Zil na prelomu 5. a 4. stoleti pred nasim letopoétem

(Schrutz, 1993).

Odhaduje se, Ze na Zemi existuje 250 000 az 500 000 druhii rostlin (Borris, 1996).
Organizace pro vyzivu a zemedélstvi (Food and Agriculture Organization, FAO) uvadi, ze se
na celém svét€ vyuziva v tradini lidové mediciné ptes 50 000 druhi rostlin (Schippmann
et al., 2002). Nejvyssi procento vyuzivani ptivodnich druhti rostlin jako 1€¢iv 1ze pozorovat
v zemich jihovychodni Asie, v Indii (20 %) a v Cing (19 %). Ve Spojenych statech a v Ruské
federaci se pouziva pro terapeutické ucely vice jak 10 % 1ékt rostlinného ptivodu (Gurib-
Fakim, 2006).



2.1.1  Antioxidanty

Mezi nejvyznamnéjsi latky preventivné ptisobici proti mnohym neinfekénim chorobam
(onemocnéni kardiovaskularniho systému, nadorova a neurodegenerativni onemocnéni atd.)
patii antioxidanty. Tyto latky si dokaze ¢loveék sam vyprodukovat nebo je ptijimé potravou
(zelenina, ovoce, obiloviny, lusténiny atd.). V soucasné dobé je znamo vice nez
6 000 antioxidantt. Jejich hlavni funkci je ptisobeni v téle proti volnym radikalim, které se do
organismu dostdvaji z wvnéjSiho prostfedi (exogenni), velké mmnozstvi jich vznika
1 v prubéhu metabolismu (endogenni). Ve zdravém organismu existuje za normalnich
okolnosti mezi produkci volnych radikali a jejich zneSkodnovanim antioxidanty rovnovaha.
Pokud pfevladaji volné radikaly nebo snizi-li se koncentrace antioxidantd, dochazi
k oxida¢nimu stresu, coz mize vést ke vzniku Cetnych chorob — ateroskleroze, ischemické
chorobé srde¢ni, infarktu myokardu, diabetu, zhoubnym nadorim a mnoha dal§im

onemocnénim. Antioxidanty navic zvySuji obranyschopnost a podporuji imunitni systém

organismu (Bulkova, 2011).
2.1.1.1  Izolace biologicky aktivnich latek z rostlin

Rostlinné extrakty (Cisté slouceniny nebo standardizované extrakty) slouzi jako zaklad
fady novych 1é¢iv (Cos et al., 2006), kterd mohou byt nasledné pouzitd k 1é€bé chronickych
a infek¢nich onemocnéni (Duraipandiyan et al., 2006). Diky zjisténi, Ze se daji najit
bezpecnéjsi a ucinnéjsi formy léka, tzv. fytochemikalie (chemické latky ziskané z rostlin)
majici mens$i negativni dopad na lidské zdravi nez chemicky syntetizované Iléky
(ke kterym Casto vznika rezistence), izolace biologicky aktivnich latek nabyva na dileZitosti.
K prokazani ucinnosti bioaktivnich sloucenin a pravdivosti téchto tvrzeni jsou nezbytné
klinické studie, jez jsou v rdmci ochrany zdravi vSech ucastnikd vyzkumu peclivé planovany

a vyhodnocovany (Sasidharan et al., 2010).
2.1.1.2  Extrakce biologicky aktivnich slou¢enin z rostlinnych zdroji

Vzhledem k tomu, Ze se extrakty z rostlin obvykle vyskytuji jako kombinace riiznych
typl biologicky aktivnich slou¢enin nebo fytochemickych latek s rliznymi polaritami, zistava
jejich separace stale velkym problémem v procesu identifikace a charakterizace téchto latek.
Separacni techniky maji za kol ziskavat Cisté slouceniny, které se pak pouZivaji pro stanoveni

struktury a biologické aktivity téchto substanci (Sasidharan et al., 2010).



Pti objevovani novych 1€kt z rostlinnych zdroji byva prvnim krokem extrakce (Wall et
al., 1996). Pouzivani tradicnich extrahovacich metod, jako jsou naptiklad macerace, infuze
nebo var pod zpétnym varicem (reflux), byva v poslednich desetiletich nahrazovéano Sirokou
Skéalou modernich technik. Mezi né patii mikrovlnna extrakce (microwave-assisted extraction,
MAE), extrakce ultrazvukem (ultrasound-assisted extraction, UAE), superkriticka fluidni
extrakce (supercritical fluid extraction, SFE) a extrakce za zvySené teploty a tlaku (accelerated
solvent extraction, ASE). Vyhodami metod MAE a UAE je pfedevsim krats$i doba extrakce a

extrakce slozek s vyssi biologickou aktivitou (Zhang et al., 2011).

Enzymy urychlend extrakce (enzyme-assisted extraction) je slibnou alternativni extrakci
v biotechnologickych aplikacich. Pfi extrakci se pouzivaji enzymy, jako jsou celulazy,
pektindzy a hemiceluldzy. Hlavni nevyhodou této metody je nutnost nalézt specifické enzymy

pro specifické substraty (Brusotti et al., 2011; Cesari et al., 2013).

Pii extrakci hydrofilnich sloucenin se pouzivaji polarni rozpoustédla, jako jsou
methanol, ethanol nebo ethylacetat. Pro extrakci lipofilngjSich sloucenin se pouziva

dichlormethan nebo smés dichlormethan/methanol v poméru 1:1 (Cos et al., 2006).
2.1.1.3  Dalsi metody izolace biologicky aktivnich sloucenin z rostlinnych zdroju

Chromatografie na tenké vrstvé (thin-layer chromatography, TLC) je jednoducha, rychla
a levna metoda, kterd nam dava rychlou odpovéd na to, kolik je jednotlivych slozek
ve smési (Shahverdi, 2007). Vysoce ucinna kapalinova chromatografie (high-performance
liquid chromatography, HPLC) je univerzalni a velmi roz$ifenou technikou pro izolaci
ptirodnich produkti (Cannell, 1998). Dalsi pouzivanou metodou jsou imunologické testy
(immunoassays) vyuzivajici monoklonalni protilatky proti 1éklim a pfirodnim bioaktivnim
latkam s nizkou molekulovou hmotnosti. Tyto testy vykazuji vysokou specifi¢nost a citlivost
(Shoyama et al., 2006). Screeningovy test fytochemikalii je jednoduchy, rychly, levny
a podava nam rychlou informaci o riznych typech fytochemikalii ve smési (Sasidharan
et al., 2010). Infracervena spektroskopie s Fourierovou-transformaci (Fourier transform
infrared spectroscopy, FTIR) se ukazala byt cennym néstrojem pro charakterizaci
a identifikaci sloucenin nebo funkénich skupin (chemickych vazeb) pfitomnych v neznamé

smési rostlinnych extraktii (Eberhardt et al., 2007; Hazra et al., 2007).



2.2 Antimikrobialni latky

Antimikrobidlni latka je obecny termin pro léky, chemikélie nebo jiné latky, které nici
mikroorganismy nebo inhibuji jejich rust (Hale et al., 2005). Mezi tyto latky fadime
antibiotika, chemoterapeutika, antivirotika (virostatika), antimykotika, antiparazitika aj.
(Kramat, 2007). Tyto latky mohou byt pouzity pii 1ébé nebo prevenci onemocnéni
zpusobenych mikroorganismy — bakteriemi, viry, houbami nebo parazity a také k ochrané

ruznych materiala pted jejich rastem (Hale et al., 2005; Kramat, 2007).

Moderni éra antimikrobidlni chemoterapie zacala v roce 1929 Flemingovym objevem
siln¢ baktericidni latky, a to penicilinu, a v roce 1935 Domagkovym objevem sulfonamidu,

syntetickych chemikalii s Sirokou antimikrobidlni aktivitou (Todar, 2008).
2.2.1  Antibiotika

Prvni 1écebné pouziti antibiotik bylo popsano ¢eskymi badateli Honlem a Bukovskym v
roce 1899. Jednalo se o antibakterialni latku izolovanou z kultury bakterie Pseudomonas
aeruginosa nazvanou pyocyanaza. Roku 1929 byl penicilin izolovan a purifikovan
a nasledné podan pokusnym zvifatim, u kterych bylo zjiSténo, Ze ma pro né neuvéfitelné
nizkou toxicitu. Odstartovalo to intenzivni hledani podobného antimikrobialniho ¢inidla
s nizkou toxicitou pro zvifata, které by mohlo byt uzitecné pii 1é¢be infekénich onemocnéni.
Spolu s biochemikem Ernstem Chainem a patologem Howardem Floreyem obdrzZel Alexander
Fleming v roce 1945 Nobelovu cenu. Nasledné byl v padesatych letech 20. stoleti izolovan
streptomycin, chloramfenikol a tetracyklin (Todar, 2008). Slovo antibiotikum poprvé pouzil
Selman Waksman v roce 1941 s definici jakékoliv malé molekuly vyprodukované mikrobem,

ktera antagonizuje rast jinych mikroorganisma (Lochmann, 1998).

Antibakterialni terapie je nezbytnou soucasti modernich 1é€ebnych metod. V soucasné
dobé je hlavnim problémem zvySujici se odolnost mikroorganismli na uzivana antibiotika
(Ferreira, 1998; Overbye a Barret, 2005). Naléhavé se proto hledaji nové 1écivé latky
s antibakterialni aktivitou ziskané z ptirodnich zdroji (Shan a Cai, 2008). Velky vyznam je
prikladan biologicky aktivnim latkdm vcetné antioxidantl z rostlin a jinych pfirodnich zdroji

(Tombola et al., 2003).



Hlavnim tukolem antibakteridlnich latek je zniCit ptivodce daného onemocnéni —
baktericidni ucinek, nebo omezit jeho rast bez poskozeni hostitelského organismu —

bakteriostaticky uc¢inek (Tab. I) (Liillmann et al., 2004).

Tabulka I: Uginky dillezitych antibakterialnich latek.

baktericidni bakteriostatické
peniciliny tetracykliny
cefalosporiny makrolidy
kotrimoxazol (sulfonamid + diaminopyrydinn) sulfonamidy
inhibitory gyrazy trimetoprim
aminoglykosidy

rifampicin

Zdroj: pfevzato z Liillmann et al., 2004.

2.2.2  Chemoterapeutika

Chemoterapeutika jsou chemicky syntetizované latky. Jednd se o polosynteticka
antibiotika, v nichz je molekula produkovana mikrobem nasledné¢ modifikovana chemikem,
aby bylo dosazeno pozadovanych vlastnosti (Hynie, 2001). Chemoterapeutika pouzivana
v 1écbeé bakteridlnich a protozodrnich infekci se nazyvaji sulfonamidy, dalsi skupinou
chemoterapeutik podavanych na léceni infekci mocovych cest jsou inhibitory gyradzy nebo
nitrofurany. Na obligatorné anaerobni bakterie uc¢inné pisobi napiiklad metronidazol (Wenke
et al., 1990).

2.2.3  Antivirotika

Antivirotika neboli virostatika se vyuZzivaji k 1écb¢ virovych onemocnéni. Mechanismus
jejich Gcinku spociva v blokovani receptorti pro viry na cilovych bunkéach (virus nemuize
proniknout do buiiky) nebo v inhibovani syntézy DNA ¢i RNA viru. Nevyhodou terapie
virostatiky je soucasné ovlivnéni hostitelské bunky (Hynie, 2001). Virostatika jsou cilena
hlavné proti herpetickym virim a viru lidské imunodeficience (human immunodeficiency
virus, HIV). Jelikoz viry nemaji vlastni metabolismus, je obtizné vyvinout takové
virostatikum, které bude ovliviiovat virus selektivné bez zasahi do metabolismu infikovanych

a zdravych bun¢k. Pfesto bylo vyvinuto mnoho u¢innych
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virostatik (Liilllmann et al., 2004). Mezi ta, ktera byla schvalena pro klinické pouziti, patii

amantadin, rimantadin, ribavirin, idoxuridin, trifluridin, vidarabin, acyclovir, ganciclovir,

foscarnet, zidovudin, didanosin, zalcitabin, stavudin, famciklovir a valaciklovir (Ruzek,

2011).

224

Antimykotika

Mykoticka onemocnéni jsou zpisobena mikroskopickymi houbami — mikromycetami,

mezi néz patii predevsim kvasinky a plisn€. Nejcastéjsi t€zké systémové mykozy zahrnuji

kandidozu, aspergilozu, kryptokokézu a mukormykoézu (Alangaden et al., 2002; Gavalda

et al., 2005). Tabulka II ukazuje rozdéleni antimykotik.

Tabulka I1: Rozdéleni antimykotik.

Polyeonova

Azolova

Alylaminova Morfolinova

Lokalni

Celkova

nystatin
natamycin

amfotericin B

Ekonazol
Ketokonazol
Oxikonazol
Mikonazol
Bifonazol
Kiotrimazol
Flukonazol
Itrakonazol
Mikonazol
Ketokonazol
Vorikonazol
Posakonazol
Kaspofungin
anidulafungin

terbinafin ammorolfin

naftifin

terbinafin

Zdroj: ptevzato z Liillmann et al., 2004.
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2.6 Viry

Viry ptedstavuji velice heterogenni skupinu mikroorganismii od nejjednodussich
pikornavird (primér 20 nm) pres slozené velké poxviry (primér cca 250 nm) az po obii
mimiviry (pramér cca 400 nm). Existence velkého poctu vira si vyzadala jejich systematické
roz€lenéni. V roce 1966 byla na Mezinarodnim mikrobiologickém kongresu v Moskvé
zalozena Mezinarodni komise pro nomenklaturu virti, pozd¢ji pfejmenovand na Mezinarodni
komisi pro taxonomii vird (International Committee for Taxonomy of Viruses, ICTV) (Ruzek,

2012).

Viry jsou charakterizovany typickymi vlastnostmi, kterymi se li§i od bunécnych
organismil. Prvni typickou vlastnosti je odliSny charakter jejich genetického materidlu —
genom vSech organismi je tvofen vyhradné molekulou DNA, u virli to miize byt RNA nebo
DNA. Kromé¢ toho nukleova kyselina mize byt jednofetézcova i dvoutetézcova, kruhova,
linearni nebo fragmentovana. Dal§im typickym znakem je specificky typ parazitismu; zatimco
jini parazité napadaji organismy na Grovni buiiky nebo organismu, viry jsou parazité na trovni
genetické a biochemické, nebot’ v infikované bunce piebiraji informacéni a fidici funkce.
Vsechny organismy, véetné téch nejjednodussich, obsahuji vlastni vybavu k syntéze bilkovin,
ale u vira proteosynteticky aparat chybi a virové bilkoviny jsou syntetizovany pomoci aparatu
hostitelské butiky. V neposledni fadé¢ je znamo, Ze viry postradaji buiiku jako zakladni stavebni

a funkéni utvar, mluvime tedy o nebunééné formé zivota (Ruzek, 2012).
2.6.1  Flaviviry

Rod Flavivirus patfici do ¢eledi Flaviviridae zahrnuje vice nez 70 identifikovanych vira.
Celed Flaviviridae je pojmenovana podle svého prototypového zastupce viru zluté zimnice (z
latiny flavus = Zluty) (Burke a Monath, 2001). Flaviviry jsou malé (50 nm) sférické Castice
obsahujici kapsidu o velikosti cca 30 nm obklopenou membranou (Murphy, 1995). Na
povrchu virovych Castic 1ze nalézt dva virové proteiny, E (envelope) a M (membrane). E
glykoprotein je hlavni antigenni determinant virovych €astic, ktery zprostredkovava vazbu
viru na buiiku a néaslednou fuzi endozomu. M protein je proteolyticky fragment proteinu prM
vznikajici pfi zrani virovych castic. Genomy flavivirli se skladaji z jednoho pozitivniho
fetézce RNA o velikosti pfiblizné 11 kb (Cleaves a Dubin, 1979; Heinz a Allison, 2003;
Wengler et al., 1978).
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Vétsina zastupcti rodu Flavivirus patii mezi arboviry. Arboviry jsou rozsahlou skupinou
obalenych RNA virti primarné pfenaSenych vektory z kmene Clenovci. Nazev arboviry
pochazi z anglického nazvu arthropode-borne virus — ¢lenovci pienaseny virus (Heinz a
Allison, 2000). Podle vektoru ptenosu délime flaviviry do tii skupin: viry prenaSené klist’aty,
viry pienasené komary a viry bez znamého vektoru. K viriim pienaSenym klist’aty patii virus
klistové encefalitidy, virus omské hemoragické horecky, virus vrtivky, virus Negishi, virus
Langat, virus Powassan a dalsi (Gritsun et al., 2003). Viry z této skupiny jsou pfendseny do
kone¢ného hostitele ve slinach klistat. Do skupiny viri pfenaSenych komary fadime napft.
virus japonské encefalitidy, virus horecky dengue, virus zluté zimnice atd. (Murphy et al.,
1995), které jsou do lidského téla transportovany ve slindch komart. Mezi viry bez zndmého

vektoru patii virus Entebbe, Modoc a Rio Bravo (Kuno et al., 1998; Rizek, 2011).
2.6.1.1  Virus kli§t'ové encefalitidy

Teprve v minulém stoleti se zménil pohled na klistata. Z neptijemnych, krev sajicich
paraziti se stali parazité, ktefi jsou schopni vyvolat v lidském téle vaznd onemocnéni
pfenaSenim bakterii, viri a prvokul. KliStata jsou ¢lenovci parazitujici na obratlovcich témér
ve vSech <castech svéta. V souCasné dobé jsou klistata povaZovana za jedny
z nejvyznamnéjsich vektorti lidskych infekénich onemocnéni na svéteé (Chambers a Monath,
2003; Kerles, 2015). Virus klistové encefalitidy byl poprvé izolovan a prokazan jako ptivodce
klistové encefalitidy roku 1937 v Rusku, zatimco pivodce lymské boreliozy (Borrelia
burgdorferi) byl identifikovan az v osmdesatych letech dvacatého stoleti v USA (Kerles,
2015).

Virus klistové encefalititdy je taxonomicky c¢lenén na tfi antigenni subtypy, jez
odpovidaji ttem genotyptim — evropsky subtyp (s kmenem Neudoerfl jako svym prototypem)
vyskytujici se pievazné v Rakousku, Svycarsku, Francii, Némecku, Mad’arsku, Ceské
republice, Slovensku, Chorvatsku, Finsku, Bélorusku a v evropské ¢asti Ruska; dalnovychodni
subtyp (prototypovym kmenem je Sofjin), vyskytuje se ve vychodni ¢asti Ruska, v Cing,
Japonsku, Litv€, na Ukrajin€ a v evropskeé ¢asti Ruska; sibifsky subtyp (prototypovymi kmeny
jsou Vasilchenko a Zausaev) se vyskytuje v asijské ¢asti Ruska (Demina et al., 2010, Demina

etal., 2012; Ecker et al., 1999).

V pripadé evropského subtypu je hlavnim vektorem druh Ixodes ricinus (klisté

obecné), v piipadé dalnovychodniho subtypu a sibifského subtypu jde o druh I. persulcatus
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(kliste sibifské), na prenosu klistové encefalitidy se ale podileji 1 dalsi druhy kliStat. Lidé se
obvykle nakazi sanim infikovaného dospélého klistéte popi. nymfy nebo ve vzacnych
ptipadech konzumaci nepasterizovaného mléka nebo syru z nakazenych koz a ovci, které se
mohou rovnéz nakazit od klistéte a vylu¢ovat virus do mléka v pribéhu viremické faze (Burke

a Monath, 2001).

2.6.1.2 Klistova encefalitida

vV

lidskych neuroinfekci vyskytujicich se v Evropé a v mnoha ¢astech Asie (Gritsun et al., 2003).
Klistova encefalitida zplsobend evropskymi kmeny ma dvoufazovy pribéh (Haglund
a Gunther, 2003). Prvni, viremick4 faze ma charakter lehké chiipky (bolesti hlavy, nuceni
na zvraceni, slabost, zvyseni télesné teploty), pfi¢emz u nékterych pacientd tato faze nemusi
vubec probihat. K nastupu druhé faze, béhem niZ se rozviji meningitida, meningoencefalitida
nebo encefalomyelitida, dochazi ve 20—30 % piipadu. Pribéh byva mirny, fatalni nasledky
nastavaji u méné nez 1 % pacientl. Bohuzel mize dochézet i k dlouhotrvajicimu zdravotnimu
postizeni, jako je ochrnuti. Dlouhotrvajici ochrnuti se mlZze objevit az

u 6 % lidi s TBE (Gritsun et al., 2003).

Lécba TBE

Lécba TBE je vyhradné symptomatickd, jelikoz v soucasné dobé neexistuje zadna
specificka 1é€ba (Robertson et al., 2009). Vzhledem k této skutecnosti je prevence tohoto
onemocnéni nesmirné dilezitd. VétSinou efektivni a Siroce pouzivané vakciny obsahuji
inaktivované virové Castice nebo Casti viru (E protein). V Evropé existuji
2 vakciny, které jsou Siroce pouziviny — FSME-IMMUN (od spolecnosti Baxter)
a ENCEPUR (od spole¢nosti Novartis) (Ecker, 1999; Riizek, 2011). Tyto vakciny se ukazaly
byt velmi ucinné, v celé Evropé se podavaji jako prostiedek primarni prevence (Gritsun et al.,
2003).

Prevence TBE

NakaZzeni TBE lze zabranit vyhybanim se oblastem, ve kterych se choroba vyskytuje
1 nepasterizovanym mléénym vyrobkim. Pfi chlizi v postizenych zalesnénych venkovskych

oblastech se doporucuje nosit dlouhé kalhoty na pokryti odhalené klize. Pouziti repelentu je
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také ucCinnym ochrannym prostfedkem proti klistatim. Télo bychom si méli kontrolovat

pravidelné a pfisata klistata odstranit co nejdiive (Vilibié-Cavlek, 2014).
2.7 Bakterie

Bakterie, jednobunécné prokaryotické organismy, jsou pro svou jednoduchost, moznost
studia za konstantnich podminek a kratkou genera¢ni dobu velmi vhodnym modelem pro
studium zakladnich biologickych otazek tykajicich se pfedevS§im metabolismu a molekularni
podstaty dédi¢nosti. Na bakteriich Ize pomérné presné specifikovat a vysvétlit zakladni znaky

biologické formy pohybu a jejich molekularni podstatu.

Bakterie se rozmnozuji pfiénym délenim, pucenim nebo konjugaci. U nékterych druha
se tvori tzv. spora, ktera je odolna proti nepfiznivym podminkam (v tomto stadiu se nemnozi).
Tvar a velikost bakterialnich bunék se 1isi a kolisa podle druhd bakterii. Podle Gramova
barveni délime bakterie na grampozitivni (G+) a gramnegativni (G—). Mechanismus barveni
se vysvétluje rozdily v permeabilité¢ bunéénych st€én G+ a G— bakterii. G+ bakterie zadrZzuji
komplex krystalové violeti a jodidu draselného v bunécné stén¢ a neodbarvuji se organickymi
rozpoustédly — vysledné zbarveni je modré, kdezto u G— se tento komplex z bunééné stény

vymyva — vysledné zbarveni je Cervené.

Z hlediska vyskytu jsou bakterie kosmopolitni. Znacnd ¢ast patogennich
mikroorganismll zpusobujicich zdvaznad onemocnéni patii mezi bakterie (Rozsypal et al.,

1981).

2.7.1  Klistaty prenasené bakterie

Ke konci 20. stoleti bylo zjisténo, Ze klisté nehraje roli jen jako vektor, ale také jako
rezervoar klistaty prenasenych bakterii — bakterii z ¢eledi Rickettsiaceae — napt. Rickettsia
prowazekii zpusobujici tzv. skvrnité horecky, bakterii z ¢eledi Spirochaetaceae — Borrelia
burgdorferi sensu lato zptsobujici lymskou borelidozu a bakterii z ¢eledi Francisellaceae —
Francisella tularensis zptisobujici onemocnéni zvané tularémie. V téchto ptipadech jsou
bakterie pfenaSeny mezi jednotlivymi stadii (z larev na nymfy a dospélce) a také transovaridlné
(ptenos bakterii z infikovanych samicek kliSt'at na potomstvo prostfednictvim vaji¢ek). Velmi
vzacné se klistata bakterii nakazi pfi tzv. ,,cofeedingu (sousani), to znamena, ze nékolik

klistat saje na hostiteli v tésné blizkosti a tudiz mlze dojit k pfimému Sifeni bakterii z
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infikovaného klistéte na neinfikované (Labuda et al., 2006; Murray et al., 2016; Raoult a Roux,
1997).

2.7.1.1  Rickettsia prowazekii

Rickettsia prowazekii je gramnegativni intracelularni bakterie. Tato bakterie vyvolava
onemocnéni nazyvané skvrnity tyfus. Jedna se o nebezpecné infekéni onemocnéni, které se
dnes v Ceské republice jiz nevyskytuje, historicky se viak jednalo o velmi obavanou chorobu.
Skvrnity tyfus se po staleti §ifil nejcastéji v mistech, kde se shromazd’ovalo ptilis mnoho lidi
a kde vladly Spatné hygienické podminky. Bakterie je pienasena vsi Satni, blechami, roztoci
nebo klistaty. Kdyz se bakterie dostane do organismu, miize napadnout nervovy systém, srdce
nebo kazi. Pravé na kuzi se tvofi typicky skvrnity ekzém (Andersson a Andersson, 1997,

Rozsypal et al., 1981).

Nejvirulentnéj§imi druhy bakterii z ¢eledi Rickettsiaceae jsou R. rickettsii (zpisobuje
skvrnité horecky, tzv. hore¢ku Skalistych hor) a jiz zminéna R. prowazekii. Mezi klistaty
pienasené druhy dale patii — R. burneti, R. conorii, R. siberica a R. africae. Ke komplikacim,
které zhorSuji pribéh onemocnéni, patii lymfadenitida, zapal plic a meningitida (Murray et
al., 2016; Parola et al., 2005).

2.7.1.2  Francisella tularensis

Francisella tularensis je intracelularni gramnegativni bakterie zptsobujici akutni
infekéni onemocnéni zvané tularémie, obvykle charakterizované koznimi viedy, zanéty
spadovych miznich uzlin, sepsi a n€kdy atypickym zapalem plic. F. tularensis se fadi mezi
aerobni bakterie tyCinkovitého tvaru, které se na ¢lovéka ptendsi od volné Zijicich zvirat,
zejména hlodavcl, zajich a kralikli. K ndkaze dochdzi pfimym kontaktem s nakazenym
zvitetem, vdechnutim kontaminovaného prachu nebo pozitim kontaminované potravy a vody.
K ptenosu muze dojit i prostfednictvim klistéte ¢i bodavého hmyzu (Dennis et al., 2001;
Staples et al., 2006). Existuji 4 poddruhy F. tularensis — F. tularensis subsp. tularensis (typ
A), vysoce virulentni u lidi a zvitat; F. tularensis subsp. holarctica (typ B), mén¢ virulentni
typ; F. tularensis subsp. novicida, také méné virulentni typ a F. tularensis subsp. mediasiatica,

ktery se rovnéz vyznacuje nizkou virulenci (Sjostedt et al., 2005).
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2.7.1.3  Borrelia burgdorferi

Borelie jsou mikroaerofilni, gramnegativni spirochéty vyznacujici se dlouhym
spiralovité¢ vinutym télem (o rozmérech 0,2 um x 4—30 um) s nepravidelnymi zavity (Charon
a Goldstein, 2002; Rozsypal et al., 1981). Pohyb umoznuje 7 — 11 biciku v zavislosti na druhu
borelie. Borelie obsahuji atypicky linedrni chromozom a vysoky pocet cirkularnich a
linearnich plazmida (rizné kmeny maji odliSny pocet plazmid). Roku 1982 byl poprvé
izolovan puvodce lymské borelidzy z klistéte 1. scapularis Burgdorferem a Barbourem
(Burgdorfer et al. 1982). Roku 1984 byla tato bakterie pojmenovana po svém objeviteli
Borrelia burgdorferi (Fraser et al., 1997; Johnson et al., 1984).

Doposud bylo identifikovano 20 ptibuznych druhii (popis novych druht stale pokracuje)
B. burgdorferi souhrnné oznacovanych jako komplex B. burgdorferi sensu lato (s.1.), zpocatku
identifikovan jako jeden druh) — mezi tyto druhy zptsobujici lymskou boreliézu fadime — B.
burgdorferi sensu stricto (s.s.), B. garinii, B. afzelii (Baranton et al., 1992; Canica et al., 1993),
B. valaisiana (Wang et al., 1997), B. lusitaniae (Levy et al., 1993), B. bissetti (Postic et al.,
1998), B. japonica (Kawabata et al., 1993), B. tanukii, B. sinica, B. turdii (Fukunaga et al.,
1996b; Masuzawa et al., 2001), B. andersonii (Marconi et al., 1995), B. spielmanii (Richter et
al., 2004), B. yangtze, B. americana, B. californiensis, B. carolinensis, B. kurtenbachii, B.
bavariensis, B. chilensis a B. finlandensis (Casjens et al., 2011; Ivanova et al., 2013; Kerles,
2015; Margos et al., 2011; Rudenko et al., 2011).

Donedéavna se ptedpokladalo, Ze pouze tfi druhy jsou asociovany s lymskou boreliézou
u lidi — B. burgdoferi s.s., B. garinii a B. afzelii. Na zakladé molekularnich analyz se zjistilo,
ze lymskou boreliozu u lidi vyvolavaji dalsi tfi druhy — B. valaisiana, B. lusitaniae a B.
bissettii (Collares-Pereira et al., 2004; Rudenko et al., 2009).

Mezi druhy zpusobujici navratnou horecku fadime — B. latyschevi, B. hispanica, B.
persica, B. crocidurae, B. venezuelensis, B. mazzotti, B. parker, B.turicatae, B. miyamotoi, B.

duttonii, B. parceria, B. hermsii a B. recurrentis (Barbour, 2014; Forrester et al., 2015).
2.7.2  Lymska boreliéza

Lymska borelidza je souhrnny termin, ktery se pouziva pro oznaceni vSech klinickych
ptiznakl zplsobené infekci bakterii z komplexu B. burgdorferi s.l.. Projevy a rozsah infekce

zavisi do zna¢né miry na druhu borelie, kterou je ¢love€k infikovan. B. burgdorferi s.s.
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zpusobuje predevsim artralgie a artritidu velkych kloubti (Bartinék et al., 1996; Steere et al.,
1987), druh B. afzelii je charakteristicky koznimi projevy — erythema migrans (vznika v misté
prisati klistéte), boreliovy lymfocytom a acrodermatitis chronica atrophicans (Balmelli a

Piffaretti, 1995), B. garinii muze zptsobit postizeni nervového aparatu (Logigian et al., 1990).

Lymska borelidza byla poprvé popsana v méstecku Old Lyme v USA v roce 1977.
K infekci dochazi v naprosté vétsing po prisati klistéte (nejéastéji I. ricinus a I. scapularis).
Borelie nepfenasi jen dospéla klistata, ale i larvy a nymfy, které jsou malé a obtizné
rozpoznatelné na klizi (Anderson et al., 1990; Danielova et al., 2010; Kurtenbach et al., 1995;
Kurtenbach et al., 1998; Scott et al., 2010). Jelikoz se lymska boreliéza vyznacuje Sirokym
spektrem klinickych ptiznaki, které mohou byt snadno zaménény, stale vice je zdlraziiovan
vyznam laboratornich vysetfovacich metod k upfesnéni klinické diagnozy — ELISA, Western-

blotting, nepfima fluorescence, PCR atd. (Bartingk et al., 1996).

Lécba lymské borelidzy je antibiotickd a méla by byt zahajena jen v ptfipad¢ jasné
klinické formy a laboratorni diagnostiky. Antibiotikem prvni volby byva doxycyklin
(Wormser et al., 2000). V soucasné dobé neni k dispozici aktivni ani pasivni imunizace, proto

prevence spociva pouze v ochrané pred klist’aty a jejich v€asném odstranéni.
2.7.3  Standardni kmeny bakterii

2.7.3.1  Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus je grampozitivni, fakultativné anaerobni nesporolujici bakterii
kokovitého tvaru patfici do rodu stafylokokli. Tuto bakterii nazyvanou také jako zlaty
stafylokok objevil v roce 1880 skotsky chirurg Alexander Ogston v hnisu otevienych ran.
S. aureus je béZznym komenzalem na pokoZce a sliznicich pfiblizné u 10 az 30 % lidské
populace, ktery nevyvolava zadné potize. Pokud dojde k oslabeni imunitniho systému hostitele
je S. aureus schopen vyvolat rizna onemocnéni (nejéastéji hnisava) od leh¢ich zanétt kiuze a
sliznic ptes toxické dermatitidy, pneumonie, abscesy, zanéty vnitinich organi (endokarditida,
osteomyelitida atd.) aZ po Zivot ohrozujici sepse a celkova selhani organismu. Je také
povazovan za jednoho z nejvyznamngjSich ptivodct alimentarnich intoxikaci. U Cloveka se
vyskytuje 16 druhii stafylokoki, pficemz S. aureus je nejvirulentnéjsi (Eley et al., 1996;
Rozsypal et al., 1981; Votava et al., 2003; Wertheim et al., 2005).
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V obdobi pted objevenim antibiotik meély invazivni infekce zplsobené timto
stafylokokem vétsinou fatalni nasledky. Usp&snost 16¢by stafylokokovych onemocnéni se
zavedenim penicilinu do klinické praxe vyrazné stoupla. Brzy se vSak objevily prvni
rezistentni kmeny k betalaktamovym antibiotikiim (penicilinim, cefalosporiniim). Bylo proto
nutné vyvinout nové antibiotikum na bazi penicilinu, které bude odolné vii¢i degradaci
enzymem betalaktamazou. Jako prvni z téchto latek byl v roce 1960 vyvinut meticilin.
Netrvalo vSak dlouho a byly izolovany rezistentni kmeny 1 k tomuto antibiotiku. Tyto kmeny
se zacaly souhrnné oznacovat jako meticilin-rezistentni zlaty stafylokok (methicillin-resistant

Staphylococcus aureus, MRSA) (Panlilio et al., 1992; Pantosti et al., 2007).
2.7.3.2  Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus epidermidis je grampozitivni bakterie povazovana za soucast
fyziologické mikroflory clovéka (pfevazné kize), pted lety se vSak ukazal byt dilezitym
pivodcem zejména nozokomialnich nakaz u oslabenych jedincti (Otto, 2013). Casto
ho nalézame v souvislosti s umélymi materialy ponechavanymi delsi dobu v organismu, jako
jsou chlopenni nahrady, kloubni protézy, nitrozilni kanyly apod. Vyvoldva nozokomidlni
bakteriémie, peritonitidy (pfi peritonedlni dialyze), infekce operacnich ran a mocovych cest.
Tyto infekce se mnohdy tézko zvladaji, protoze byvaji ¢asto vyvolany multirezistentnimi

kmeny (Otto, 2009).
2.7.3.3  Escherichia coli

Escherichia coli je gramnegativni ty¢inkovita bakterie, ktera je béZnym komenzalem
tlustého stfeva teplokrevnych zivocichl. Poprvé byla popsana v roce 1885 Theodorem
Escherichem jako Bacterium coli, kterou izoloval ze stolice novorozenctu (Kaper, 2005).
Pozdéji byla pfejmenovana na Escherichia coli. Vétsina kmentt E. coli je pro ¢loveéka
prospesna, jelikoz produkuji fadu latek bréanicich kolonizaci patogennich bakterii nebo se
podileji na tvorbé nekterych vitamind (vitamint B1, K1 a K2). Gastrointestinalni trakt je
kolonizovan E. coli jiz n€kolik hodin po narozeni. Nicméné¢ né€které kmeny E. coli jsou
patogenni a mohou zptlisobit vazna onemocnéni (Manning et al., 2005; Votava, 2005; Zbofil,
2005). Onemocnéni zpusobené E. coli mohou byt pfenasena prostfednictvim kontaminované
vody nebo potravin (syrové maso nebo nedostate¢né tepelné upravené vyrobky z masa, syrové
mléko, kontaminovana syrova zelenina), kontaktem se zvifaty (zejména kravy, ovce, kozy)

nebo vykaly infikovanych lidi. E. coli mtiZe byt zni¢ena pti dikladné tepelné piipraveé pokrmi,

20



pokud vSechny soucasti pokrmu dosahnou teploty 70 °C nebo vyssi (Sussman, 1997; Votava,

2005).

Piehled patogennich kment: Enteropathogenic E. coli, EPEC — enteropatogenni
(enteritidy novorozenci a kojenct); Enterotoxigenic E. coli, ETEC — enterotoxigenni
(cestovatelské prijmy); Enteroinvasive E. coli, EIEC — enteroinvasivni (hemoragicko-
ulcer6zni kolitida); Enterohaemorrhagic E. coli, EHEC — enterohemoragicky (krvavé prijmy)
(Kaper, 2005; Zbotil, 2005).

Z hlediska objasnéni zakladnich aspektti regulace genové exprese patii E. coli k nejlépe
prostudovanym mikroorganismtim (Kaper, 2005) a diky tomu slouzi védciim jako dulezity

modelovy mikroorganismus (Votava, 2005).
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1)

2)

3)

CIiLE PRACE

Urc¢eni maximalnich tolerovanych koncentraci vybranych latek izolovanych z rostlinného

materialu a jinych molekul v pouZitém in vitro sytému (buné¢na linie glioblasti).
Detekce antivirotickych ucinkl u studovanych latek proti viru klistové encefalitidy.

Urceni antibakteridlnich G€inkl u testovanych latek proti standardnim kmentim bakterii
(Staphyloccocus aureus, Staphyloccocus epidermidis, Escherichia coli) a proti vybranym

kmenim bakterie Borrelia burgdorferi.
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Material

41.1 Bunééné linie

Pti pokusech byly pouzivany s ohledem na provadénou metodu dve bunécné linie. Prvni
kultura bun¢k (odvozend od podplirnych bunék neuralniho piivodu) je oznacovand jako
bunééna linie glioblasti. Druha bunééna linie je nazyvana bunééna linie PS (porcine Kidney
stable). V laboratofi byly po celou dobu vyzkumu dodrZzovany zasady aseptické prace.

Veskera prace s bunkami probihala v boxu s laminarnim proudénim.

Bunééné linie byly udrzovany tzv. pasdZzemi. Po namnozeni bun¢k v kultivacnich
lahvich nasledovalo jejich nafedéni a pfeneseni do novych kultiva¢nich nadob s Cerstvym
médiem, ¢imZ doSlo ke vzniku tzv. sekundarni kultury. Buiiky v sekundarni kultufe se

péstovaly tak dlouho, dokud nebylo ziskano dostate¢né mnozstvi materidlu pro pokus.

412 Roztoky a Zivna média

PHOSPHATE BUFFERED SALINE (PBS):

8 g NaCl; 0,2 g KClI; 1,44 g Na2HPO4; 0,24 g KH2PO4, doplnéno do 1 1 destilovanou vodou.
DIMETHYLSULFOXID (DMSO):

C2HeSO, ¢ira kapalina, charakteristického zapachu o koncentraci min. 99,9 %.
CARBOXYMETHYL CELLULOSE (CMC):

3% roztok karboxymethylcelulozy.

NAFTALENOVA CERN:

lg naftalenové Cerné; 60 ml ledové kyseliny octové; 13,6 g octanu sodného; doplnéno do

1 | destilovanou vodou.
TRYPANOVA MODR:

C34H24NsNA4014S4, 0,4% roztok trypanové modfi.
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TRYPSINIZACNI SMES:
0,02% trypsin + 0,02% EDTA v PBS.
PROPIDIUM IODID (PI):

Roztok propidium jodidu pfipraveny pro ptimé pouziti (Bio-Rad).

Obrazek 17: Struktura PI.

FYZIOLOGICKY ROZTOK:
9 g NaCl na 1 I destilované vody.

KULTIVACNI MEDIUM PRO BUNECNOU LINII GLIOBLASTU (Iscove’s Modified
Dublecco’'s Medium, IMDM):

IMDM médium, 10% fetdlni hovézi sérum, 1% smés antibiotik (vSechno Biowest) —

amfotericin B 0,25 pg/ml; penicilin G 100 units/ml; streptomycin 100 pg/ml a 1% glutamin.
KULTIVACNI MEDIUM PRO BUNECNOU LINII PS (Leibovitz's L-15 Medium):
L-15 médium, 3% prekolostralni sérum, 1% smés antibiotik (vSechno Biowest).

2 x L-15 MEDIUM:

2X L-15 médium, 6% prekolostralni sérum, 2% smés antibiotik (vSechno Biowest).
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KULTIVACNI MEDIUM PRO BORRELIA BURGDORFERI (Barbour-Stoenner-Kelly I
medium, BSK-I11):

10 x CMRL 9,7 g/l (US Biological); neopepton 5 g/l (Sigma-Aldrich); hovézi sérovy albumin
50 g/l (Millipore); kvasni¢ny extrakt 2 g/l (BD Biosciences); HEPES 6 g/l (Calbiochem);
glukoza 5 g/l; citrat sodny 0,7 g/l; pyruvat sodny 0,8 g/l; N-acetylglukosamin 0,4 g/I;
hydrogenuhli¢itan sodny 10 g/1; 6% krali¢i sérum (vSechno Sigma-Aldrich).

CASO MEDIUM:

vyrobeno z CASO agaru — pepton z kaseinu 15g/1; sdjovy pepton 5g/1; chlorid sodny 5g/1; agar
15¢g/1.

4.1.3  Virus klistové encefalitidy

Pro infekci tkanové kultury byl pouzit méné virulentni kmen TBE, kmen Neudoerfl. Vir
byl uchovavan v alikvotech po 200 pl pti —80 °C. Manipulace s virem probihala v boxu
s laminarnim proudénim v laboratofi 2. Grovné biologické bezpe¢nosti BSL2 (Biosafety

Level 2).
4.1.4  Kmeny bakterii
Standardni kmeny

— Staphylococcus aureus kmen ATCC 25923
— Staphylococcus epidermidis kmen ATCC 35984/ RP62A
— Escherichia coli kmen Seattle 1946 ATCC 25922

Borrelia burgdorferi s.1.

— Borrelia burgdorferi s.s. kmen B31
— Borrelia burgdorferi s.s. kmen 297
— Borrelia garinii kmen PBi

— Borrelia afzelii kmen CB43

— Borrelia finlandensis kmen SV1
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Nasledujici pasaz o rozsahu 2 stran obsahuje utajované skute¢nosti a je obsazena pouze

v archivovaném originale diplomové prace uloZzeném na Piirodovédecké fakulte JU
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4.2 Metody

Nasledujici pasaz o rozsahu 8 stran obsahuje utajované skutecnosti a je obsazena pouze

Vv archivovaném originale diplomové prace uloZzeném na Piirodovédecké fakulté JU
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Nasledujici pasaz o rozsahu 15 stran obsahuje utajované skutecnosti a je obsazena pouze

Vv archivovaném originale diplomové prace uloZzeném na Piirodovédecké fakulté JU
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6 ZAVER

Nasledujici pasaz o rozsahu 1 strany obsahuje utajované skutecnosti a je obsazena pouze

Vv archivovaném originale diplomové prace uloZzeném na Piirodovédecké fakulte JU
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