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Byly ptipraveny dvé disperze nanocastice stfibra. Jedna
disperze s ¢asticemi o velikosti 30 nm byla pfipravena metodou
redukce  diammin  stfibrného  komplexu  D-maltosou
v pritomnosti roztoku hydroxidu sodného. Druhd disperze
s ¢asticemi o velikosti 20 nm byla pfipravena redukci dusicnanu
stiibrného tetrahydroboritanem sodnym v pfitomnosti sodné soli
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1 UVOD

Nanochemie je podoblast chemie studujici vlastnosti, pfipravu a pouziti nanostruktur.
Diky svym unikatnim optickym, elektrickym, katalytickym 1 biologickym vlastnostem
nachdzeji nanostruktury Siroké spektrum pouziti v mnoha oblastech. Hovofime-li

o nanocasticich, pohybujeme se v oblasti 1 — 100nm[1].

V poslednich né¢kolika letech vystupuje do poptedi vyzkum souvisejici s ptipravou
nanocastic stiibra a s jejich aplikaci. Pfiprava nanocéstic stiibra je relativné jednoduchy
a levny proces. NaSly uplatnéni jako katalyzatory, senzory, uzivaji se v Ramanové

spektroskopii ¢i v medicin¢ a farmacii[2].

Antibakterialni vlastnosti nanocastic stiibra jsou znamy jiz dlouho. V soucasné dobé je
trendem kontrolovana piiprava nanocastic stiibra, protoze velikost, tvar a stabilita ¢astic hraji

dilezitou roli v jejich antibakterialnim ucinku[2].

Diky zbyte¢nému naduzivani antibiotik ve druhé poloviné 20. stoleti nyni lidstvo Celi
naruistajicimu poctu rezistentnich a multirezistentnich kmenti bakterii, se kterymi neumi
ucinné bojovat. Proto se vyzkumné skupiny po celém svété snazi objevit nové antibakteridlni
latky. Mezi potencialni adepty na nova lé¢iva mohou patfit i nanocastice stfibra, proti nimz

zatim nebyla zjiSténa jakakoliv ziskana rezistence [3].

V souvislosti s antibakteridlni aktivitou vyvstane na mysli otdzka, zda nemohou
nanocastice stiibra pisobit i na viry. Studii popisujicich antivirotickou aktivitu neni mnoho,

toto odvétvi zdaleka jesté neni Uipln€ probadané a nabizi vyzvu se tomuto tématu vénovat.

Proto se ve své diplomové praci vénuji studiu antibakteridlni a potencialni
antivirotické aktivity nanocastic stfibra. Znacna ¢ast experimentalni prace byla realizovana ve
vyzkumném institutu Centre de Recerca en Sanitat Animal (CReSA) pii Universitat

Auténoma de Barcelona, Barcelona (Spanélsko).



2  DISPERZNI SOUSTAVY

Disperzni systém je soustava sloZzena ze dvou i vice Casti. Jedna tvofi disperzni
prostiedi (dispergens), druhd disperzni fazi (disperzni podil, dispersum). Disperzni prostiedi
tvoii spojitou Cast disperzni soustavy, v niZ je rovnomérné rozptylena disperzni faze. Jednou
z dulezitych charakteristik disperznich soustav je velikost a tvar dispergovanych castic.
Soustavy obsahujici Castice o stejné velikosti nazyvame monodisperzni. Pokud se vSak
v soustavé vyskytuji c¢astice odlisSné velikosti, hovofime o soustavach polydisperznich.
Heterodisperzni soustavy obsahuji ¢astice rizného tvaru, v homodisperznich soustavach

se nachazeji pouze ¢astice stejného tvaru[1].

Disperzni soustavy lze délit dle riznych kritérii napt. dle velikosti ¢i tvaru ¢astic,
dle skupenstvi disperzniho prostfedi atd. Velikost castic vyjadifujeme pomoci stupné
disperzity, coz je pfevracend hodnota linedrniho rozméru €éstice. Dle stupné disperzity délime
disperzni soustavy na hrubé disperze (velikost ¢astic >10°m), koloidni disperze (velikost
&astic 10 - 10°m) a analyticky disperzni (velikost ¢astic <10 m). Dle tvaru dispergovanych
¢astic délime disperzni soustavy na korpuskularné disperzni, laminarné disperzni a fibrilarné

disperzni[4].

Korpuskularni ¢astice jsou ve vSech smérech mikrodisperzni. Lamindrni ¢astice maji
tvar destic¢ek ¢i lamel, dva sméry jsou mikrodisperzni. Fibrilarni ¢astice maji tvar vlaken nebo
tyCinek, maji pouze jeden smér mikrodisperzni. Tvar dispergovanych ¢astic ma zasadni vliv

na mechanické a optické vlastnosti disperznich soustav[1,5].

2.1 Koloidné disperzni soustavy

Koloidné disperzni soustavy obsahuji &astice o velikosti 10° - 10”m. Vykazuji
unikatni fyzikalné-chemické vlastnosti diky velké ploSe fazového rozhrani. S klesajici

velikosti ¢astic dochazi ke zvétSovani plochy mezi disperzni fazi a disperznim prostiedi.

2.1.1 Klasifikace koloidnich soustav

Podle skupenského stavu disperzni faze a disperzniho prostfedi mizeme koloidni

soustavy rozdélit do 8 skupin viz tabulka 1.



Tabulka 1 Klasifikace koloidnich soustav dle skupenského slozeni

oznaceni disperzni disperzni
koloidu prostiedi faze
netvofi koloid plynny
aerosoly plynné kapalny
aerosoly pevny
pény plynny
emulze kapalné kapalny
lyosoly pevny
tuhé pény plynny
tuhé emulze pevné kapalny
tuhé soly pevny

Lyosoly lze dale klasifikovat podle fazového rozhrani na lyofobni, lyofilni
a asociativni. Lyofobni soustavy maji ostie vymezené fazové rozhrani a rozpustnost disperzni
faze v disperznim prostiedi je nizka. Tvofi heterogenni, termodynamicky nestabilni disperze,
které nevznikaji samovoln¢. Je nutné je stabilizovat proti koagulaci. Po koagulaci se nevraceji
do ptivodni formy, oznacuji se proto jako ireverzibilni. Vytvareji je pfedevsim anorganické

latky napt. Au, Ag apod.

Lyofilni koloidni soustavy jsou vétSinou tvofeny makromolekularnimi latkami
a vznikaji samovolnym rozpuSténim. Jsou termodynamicky stabilni. Zménou
termodynamickych podminek (teplota, tlak) dochazi ke koagulaci, kterd je po obnoveni
ptvodnich podminek az na vyjimky vzdy vratnd. Lyofilni koloidy tedy oznacujeme jako

reverzibilni a zahrnuji pfedev§im pravé roztoky makromolekularnich latek napft. bilkovin.

Asociativni koloidni soustavy vznikaji spojovanim molekul povrchové aktivnich latek
v utvary koloidni velikosti. Nemaji pevné definované fazové rozhrani, protoze dochézi
k neustalé vyméné molekul povrchové aktivni latky mezi disperznim prostfedim a koloidni

¢asti.

Zvlastnim piipadem koloidnich soustav jsou tzv. gely. Maji schopnost piechéazet
z kapalné formy do pevného stavu. Vytvaret gely mohou nékteré lyofobni a fada lyofilnich
koloiddl, jejichZz castice maji za urcitych podminek schopnost spojovat se a vytvaret pevné

trojrozmérné sité[1,6].



2.2  Vlastnosti koloidnich soustav

2.2.1 Optické vlastnosti

Pii dopadu elektromagnetického zéafeni na koloidni soustavu dochazi soucasné
k absorpci a rozptylu dopadajiciho zafeni. V zavislosti na velikosti ¢astic a chemickém

sloZeni koloidni disperze jeden z téchto jevh prevlada[5].

Pti absorpci zafeni dochazi ke zméné energetickych stavii vazebnych i valen¢nich
elektronti nédsledkem pohlceni kvanta energie. Absorpci tedy dochdzi ke zvySeni vnitini
energie molekul systému, ktera se pfeméni v energii tepelnou. Lambert-Beeriv zdkon

popisuje mnozstvi absorbovaného svétla latkou[1].

A= —logi =e&cd
10
kde I je intenzita proslého zareni latkou, Iy je intenzita dopadajiciho svétla na latku, ¢ je

absorp¢ni koeficient, ¢ je koncentrace latky a d je tlouStka vrstvy, kterou prochazi paprsek.

Rozptyl zateni 1ze pozorovat pouze v pfipadé, ze se jednd o systém s riiznymi indexy
lomu dispergovanych castic a disperzniho prostiedi. U rozptylu zafeni dochdzi k vyzareni
pohlceného kvanta energie vSemi sméry beze zmény vinové délky. Jednd se vlastné
o elasticky odraz fotonu od ¢astice. Intenzita rozptyleného zéafeni je méfitelnd fotometricky.

Vi se, Ze u pravych roztokl je mensi neZ v ptipad€ koloidnich disperzi[4].

Prvni teorie rozptylu svételného zafeni na koloidnich ¢asticich byla publikovana roku
1871 a jejim autorem je Rayleigh. Podle této teorie je intenzita rozptyleného zatfeni imérna
polarizabilité c¢astice a a nepfimo umérna ¢tvrté mocning vinové délky dopadajiciho zafeni.
Tato teorie se vSak vztahuje pouze na malé kulové ¢astice (d < M 20), které jsou od sebe

dostate¢né vzdaleny a neabsorbuji svétlo.

Mnozstvi svételné energie, které se rozptyli pii prichodu disperznim prosttedim
nazyvame turbidita. Turbidita je znacné zavisld na stupni disperzity, na vlnové délce
dopadajiciho zafeni a na optickych vlastnostech koloidni soustavy. M¢éfenim intenzity

rozptyleného zateni dostdvame informace o velikosti disperznich ¢astic a jejich koncentraci.



Je-li bézny zdroj zafeni nahrazen laserem, dochazi k interferen¢imu zesileni intenzity
rozptyleného zafeni, které je ovlivnéno difiznim pohybem c¢astic, ktery zptisobuje kolisani
intenzity rozptyleného zafeni v Case okolo primérné hodnoty. Jednd se o tzv. dynamicky
rozptyl svétla (DLS — Dynamic Light Scattering), na jehoz principu pracuje fada pfistroja.
Lze takto naptiklad wurcit velikost distribuce koloidnich castic. Rozmér castice,
kterd rozptyluje zateni lze urcit z rychlosti pohybu c¢astice. Tuto rychlost mizeme zmérit
z Casového prabéhu kolisani intenzity rozptylené¢ho zatreni. Nefelometrie vyuziva piimého
meéfeni intenzity rozptyleného svétla. U turbidimetrie se sleduje nerozptylené svétlo a plati,

ze ¢im je koncentrace disperze mensi, tim vice svétla projde. [1].

2.2.2 Elektricke vlastnosti

Elektricky néboj na povrchu koloidnich Ccastic ovlivituje stabilitu koloidd, tim
i koagulaci a v neposledni fad¢ i chovani nabitych ¢astic v elektrickém poli. Elektricky naboj
na fazovém rozhrani mize vznikat nékolika zplsoby. NejdulezitéjSimi z nich je ionizace
povrchovych vrstev, pfednostni rozpousténi nékterého z iont miizky krystali malo
rozpustnych soli ve styku s vodou, preferen¢ni adsorpce jednoho druhu iontd nebo rozstépeni
krystalu[5].

Ptitomnost elektrického naboje na povrchu koloidnich ¢astic vede ke vzniku
elektrického pole, jehoZ vlivem dochazi k uspotfadani opané nabitych ¢astic v t€sné blizkosti
(tzv. protiiontl). Vznikly Utvar sloZzeny ze dvou opacné nabitych vrstev se nazyva elektricka
dvojvrstva.

Sternova vrstva Pohybové rozhrani

@0 a4

Elektrokineticky
potenciil

-

\
/

vhnitin
vrstva

i difdzni vrstva

Obr. 1 Schéma uporadani elektrické dvojvrstvy

Zdroj: http://fch.upol.cz/skripta/kol/properties.pdf



Mezi nabitym povrchem a objemovou fazi roztoku se vytvoii rozdil elektrickych
potencidlli @. K prvni vrstvé iontl elektrické dvojvrstvy, kterd uréuje povrchovy ndboj
a nazyva se vnitini vrstva, je poutdno pouze omezené mnozstvi protiiontl. Druhd vrstva
opacn¢ nabitych iont tvoii vnéjsi diftzni vrstvu. Jestlize se Castice pohybuje disperznim
prostiedim, dochazi ke vzniku elektrokinetického potencidlu na pohybovém rozhrani
ozn. {-potencidl. Je to rozhrani mezi difuzné rozptylenymi ionty v roztoku a tenkou vrstvou
protiionti, ktera je poutana k povrchu cCastice. Jakéa bude velikost tohoto potencialu, zavisi na
rychlosti relativniho pohybu cCastic vic¢i prostiedi, teploté soustavy, iontové sile roztoku
a mnozstvi adsorbovanych ionta.

Pti snizeni hodnoty potencidlu dochézi i ke snizeni stability koloidt. Vlivem tohoto
potencidlu lze pozorovat elektrokinetické jevy jako elektroforéza, elektroosmoza,
sedimentacni potencial a potencidl proudeéni. U elektroforézy a elektroosmozy se castice
pohybuji vlivem vnéjsiho elektrického pole, zatimco u zbylych dvou jevii jde o opacnou

situaci, kdy pohyb ¢astic vyvolava elektrické pole[1,6].

2.2.3 Kineticke vlastnosti

Vlivem tepleného pohybu molekuly disperzniho prostiedi narazeji do koloidnich
castic a tyto ndrazy maji za nasledek pohyb koloidnich ¢astic. Tento pohyb byl objeven roku
1827 Robertem Brownem pii pozorovani pylovych zrn ve vod€. Podle objevitele nazyvame
jsou ¢astice. V souvislosti s timto pohybem mtizeme u koloidnich soustav pozorovat i osmozu
a difuzi.

Diftze je projevem Brownova pohybu a hnaci silou je koncentra¢ni gradient. Smér
difize je vzdy ve sméru koncentratniho gradientu tzn. z prostfedi o vyS$si koncentraci
do prostfedi o nizsi koncentraci ve snaze vyrovnat koncentraci v systému. Cim je rozdil
dispergovaného podilu v disperznim prostiedi mezi dvéma vzdalenymi misty vyssi, tim vyssi
je i rychlost difuze[1,6].

Osmoza je dé€j, kdy dochazi k pronikdni molekul rozpoustédla ptes polopropustnou
membranu do roztoku. Nastava tehdy, kdyz jsou v roztoku nestejné koncentrace, piicemz je
roztok oddélen polopropustnou membranou. Hnaci silou je osmoticky tlak. Velikost
osmotického tlaku klesa s rostouci velikosti disperznich ¢astic. Osmozy vyuzivaji separacni

metody dialyza, elektrodialyza ¢i ultrafiltrace.



Vlivem ptisobeni gravitacniho pole nebo silového pole centrifugy na koloidni ¢éstice
dochazi k jejich sedimentaci. Pohyb c¢éstic v gravitacnim poli zévisi na jejich hmotnosti,
tvaru, hustoté. Zavisi také na vlastnostech prostiedi, ve kterém se castice pohybuje.
Vysledkem sedimentace je nahromadéni koloidnich ¢astic na jedné strané nadoby a jejich
absence na druhé strané. Dochézi tak k vytvofeni koncentra¢niho rozdilu, coz vyvola difazi
¢astic proti sedimentacnimu pohybu. Je-li rychlost sedimentace stejna jako rychlost diftize,
nastane sedimentacni rovnovaha v gravitatnim poli. V odstiedivém poli centrifugy se

sedimentacni rovnovaha ustavuje daleko rychleji diky piisobeni vétsich sil. [1,4].

Obr. 2 Mikrofotografie nanocastic stfibra

Zdroj: http://www.nanocomposix.com/product-silver/nanoxact-silver.html



3 VIRY

Viry jsou nebunécné organismy schopné rozmnozovani pouze uvnitf zivé hostitelské
buiiky. Viry jsou nitrobunééni parazité. VéEtSina virt je prili§ malé na to, aby bylo mozné je

pozorovat svételnym mikroskopem.

Vzhledem k parazitické form¢ zivota se jevi viry jako patogeny ve vztahu
k hostitelskym buikam. Nakazy zpusobené témito patogeny mohou byt bez piiznakd,
které se 1 pfes pfitomnost virii vyraznéji neprojevi nebo se zjevnymi piiznaky, které
piechazeji ve virové onemocnéni. Zjevné ndkazy muzeme rozliSit na akutni (chiipka),
chronické (opar) a pomalé (kuru). Virus muze infikovat organismus nékolika cestami.
Nejbéznéjsi je vstup pies respiracni trakt, travici soustavu ¢i pfenos z nemocného jedince
na zdravého pomoci prenasede. Sifeni virové infekce se d&je horizontalné & vertikalng.
Horizontalni pfenos zahrnuje pfimy kontakt s nemocnym jedincem. Vertikdlni pfenos je
prenos z rodi¢li na potomky. U ¢lovéka je moznych celkem 6 zplisobli ndkazy. Prvni moznosti
je respiraéné ¢i usty (chiipka). Fekalné-oralni cestou se pfenaseji enteroviry a rotaviry,
sexudlnim kontaktem se prendsi fada vird (HIV, Herpes,...). Zdrojem virové infekce mohou
byt obratlovei (vzteklina). Jako vektory Sifeni mohou slouZzit clenovei (Zluta zimnice)

¢i obratlovci (vétSina arbovirovych infekei)[7].

Priony jsou povaZovany za infekéni proteiny, které neobsahuji nukleové kyseliny.
Tyto proteiny se dostanou do buiiky a v ni méni konformaci stejného bunééného proteinu, coz
odstartuje fetézec dalSich a dalSich zmén konformaci proteint. Cely pribéh nemoci je odlisny
od klasické virové infekce. U napadené nervové builky dochazi ke zméné pienaSeni
nervového vzruchu, jehoZ nésledkem je nekoordinovany pohyb jedince. Dale dochézi
k vakuolizaci bun¢k, coz plsobi demenci a naslednou smrt. Priony jsou ptivodci nemoci
scrapie u ovci a nemoci Silenych krav u hovéziho dobytka. U lidi priony zplisobuji nemoc

kuru a Creutzfeld-Jacobovu nemoc. Prionova onemocnéni nelze 1é¢it[8].

3.1 Struktura viru

Jednotliva ¢astice viru, kterd je schopna infikovat hostitelskou buiiku a mnozit se v ni,
se nazyva virion. Sklada se z nukleové kyseliny, kterou obklopuje ochranna vrstva tvoiena

bilkovinami. Tato vrstva se nazyva kapsid a je tvofena z podjednotek bilkovin oznaovanych
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jako kapsomery. Struktura kapsidu je geometricky pravidelnd. Nékteré viriony mohou mit
okolo kapsidu membranovy obal tvoieny fosfolipidy a bilkovinami (tzv. lipidovou “obalku”).
Fosfolipidovd membrana je vétSinou bunééného ptivodu a obaluje kapsid pii priachodu noveé

vytvotenych virioni pfed membranu hostitelské bunky[7].

Nukleoproteiny jsou proteiny asociované s nukleovou kyselinou. Asociace bilkovin
kapsidu s nukleovou kyselinou oznacujeme jako nukleokapsid. Kapsid a celkovou strukturu
virové ¢astice mizeme pozorovat (atomic force microskopy). V zésadé rozliSujeme 3 hlavni

moznosti struktury viru:

1.Helical — Kapsidy s helikéIni strukturou jsou sestaveny do tvaru Sroubovice. Mohou
mit tvar tyCinek nebo vlaken a skladaji se z bilkovinnych podjednotek, které jsou spirdlovité
uspofadané. U viru tabdkové mozaiky tvofi strukturni jednotky ploché kotouce, které jsou
spojené a usporaddané v Sroubovité usporddanou tyCinku. Uprostied této tyCinky je volny

kanalek, ve kterém je spiralovité ulozena molekula RNA[7,9].

Obr. 3 Helikalni struktura viru
Zdroj:http://www.tutornext.com/help/tobacco-mosaic-virus-structure

2.Icosahedral — Typ struktury pfedstavujici mnohostén s pravidelnymi rozmeéry podél
ortogonalni osy. Na sténach piedstavujicich rovnostranné trojuhelniky jsou rozlozeny
kapsomery obsahujici 6 podjednotek (hexamer). Kazdy z vrcholti mnohosténu byva obsazen

kapsomerou, skladajici se z 5 podjednotek (pentamer) [7,9].



Envelope

Tegument

Capsid

DMA core

Obr.4 Icosahedralni struktura viru s obalkou
Zdroj:http://microbdass.blogspot.com/

3. Komplexni struktura — viry majici komplexni strukturu mohou nabyvat mnoha
riznych tvart a obsahovat rGzné struktury. Tato struktura je typicka pro bakteriofagy.
Hlavovou ¢ast tvofi zpravidla mnohostén s icosahedralni strukturou. Na né&j se
prostiednictvim limecku vaze kréek s helikalni strukturou. Ten je zakoncen bazalni destickou,
ze které vychazeji vldkna bic¢iku. Tato struktura funguje jako injekéni stiikacka, diky které

muze bakteriofag vsttiknout svou nukleovou kyselinu do nitra hostitelské buiiky[7,9].

Helical Sheath

Tail Pins

Hexagonal Base Plate

Obr.S Bakteriofag

Zdroj:http://research.nmsu.edu/molbio/bioinfo/tutorials/clip_art/index.html
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3.2 Genova diverzita vira

Na rozdil od eukaryotnich organismi jsou virové nukleové kyseliny daleko
rozmanitéjsi. Funkci genomu zde miiZe plnit jak DNA tak RNA. Jejich molekuly mohou byt
dvouvladknové nebo jednovldknové, linearni ¢i kruhové, piipadné fragmentované. Linearni
dvouvldknovda DNA se vyskytuje u mnoha ZzivociSnych virii a bakteriofagli. Kruhova
dvouvldknovda DNA je kovalentné uzaviend molekula. Linearni forma snaze pronika
do hostitelské¢ bunky, kdezto kruhova forma se rychleji replikuje a mize se vclenovat
do hostitelské DNA. Linearni jednovlaknovou DNA obsahuje mald skupina rostlinnych

vir[9].

Dvouvldknovd RNA se vyskytuje u bakteriofdgii a nékterych ZivociSnych vird.
Zvlastnosti vir s dvouvlaknovou RNA je segmentace genomu. Jednovldknovd RNA se
vyskytuje u fady rostlinnych i zivo¢isnych vird a u nékterych bakteriofagli. V tomto ptipad¢ je
relativné ¢asna segmentace genomu. U zivociSnych virli maji tyto segmenty spolecny kapsid

(monoviry), u rostlinnych viril jsou tyto segmenty umistény ve vlastnich kapsidech[9].

Vlivem pfirozené selekce dochdzi ke zménam v nukleovych kyselinach viri. Nejvice
se uplatiiuji mutace a intramolekuldrni rekombinace. V mensi mife se uplatiuji i1 dalsi
mechanismy, zejména tzv. reassortment (znovuuspoiaddni genomu). Tento proces je
za danych podminek vyraznym zdrojem genetické variability u viri se segmentovanym
genomem. Dé&je-1i se toto s chiipkovymi viry, mohou vznikat pandemické kmeny. Viry
chiipky jsou klasifikovany do skupin podle pfitomnosti povrchovych antigent, hemaglutininu
(H) a neuraminidazy (N) do 13 skupin. Antigenni variabilita chiipkovych virt vychazi
z vlastnosti povrchovych glykoproteinii H a N, které mohou podléhat zménam. Pokud nastane
antigenni drift, dochazi k bodovym mutacim, které vedou k tvorbé novych kmenii chiipky,
protoZze jsou ziskavany geny pro novy glykoprotein H nebo N. Tyto nové kmeny se vyrazné

li$1 od ptivodniho viru, ktery se vyskytoval v populaci[7].
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Obr.6 Schéma vzniku pandemického kmene chiipky

Zdroj:http://library kiwix.org:4201/A/Virus.html

3.3 Prubéh virové infekce

Prubéh virové infekce se muze lisit s ohledem na konkrétni druh viru. MiaZzeme vSak

sledovat nékolik kroki, které jsou spolecné pro vSechny viry.

. Prilnuti viru na povrchu buiiky. Tento proces je specificky. Aby se virus mohl pfichytit
na danou hostitelskou bunku, musi mit hostitelska buitka na svém povrchu specifické
receptory, byt vnimava pro dany virus. Kapsid viru ¢i membranovy obal je nositelem
antigenity. Nékteré viry, zejména rostlinné, vSak mohou proniknout do buiiky i nespecificky
(mechanicky).

. Priinik a vstup viru do hostitelské buniky pomoci endocytdzy ¢i membranové fuze. Bud’ vnika
do hostitelské buiikky cely virus (zivocisné viry) nebo jen jeho nukleovd kyselina
(bakteriofag). Membranovy obal a kapsid viru je rozloZzen hydrolytickym enzymem bunky.

. Replikace podle genetickych informaci obsazenych v nukleové kyseling viru. Dochazi
k syntéze enzymil a proteint.

. Nasledn¢ dochézi ke zrani viralnich Castic (post-translacni upravy viralnich proteint, skladani
proteintl).

Uvolneéni virioni do prostfedi pomoci lyze hostitelské bunky (lyticky cyklus). Nukleové

kyseliny nékterych virti se v€lenuji do nukleovych kyselin hostitelskych bunék (lyzogenni
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cyklus). Virovy chromozom je pieddvan jako tzv. provirus dcefinym buikam.
Za urc¢itych podminek muze provirus zptisobovat zménu vlastnosti, burika se mtize stat napf.

nadorovou.

Podle druhu viru dochédzi k replikaci nukleovych kyselin virt v jadre, ptipadné
v cytoplazmé hostitelské bunky. Nekteré viry vyuzivaji pti replikaci svého genomu enzymu
reverzni transkriptazy, kdy DNA piepiSi do RNA, pfipadné naopak. Timto zptisobem se
napftiklad retroviry mohou integrovat do hostitelské DNA[9].
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Obr. 7 Schéma Zivotniho cyklu viru
Zdroj: http://www.clontech.com/support/tools.asp?product_tool id=54271&tool id=154906

Souhrn strukturalnich a biochemickych efektl, kterymi virus ptisobi na hostitelskou
buitku, nazyvame cytopaticky efekt (zmény mikrofibril a mikrotubulli, pfestavba membran
endoplazmatického retikula, jadra a cytoplazmatické membrany). Vysledkem vétSiny
virdlnich infekci je bunécna smrt hostitelské buniky (imunitni cytolyza). Nékteré viry mohou
v hostitelskych buiikach setrvavat v latentni podobé fadu let aniZ by vyvolaly néjaké viditelné
onemocnéni ¢i poSkozeni dané buiiky. Toto je velmi Casté u viru Herpes. Nekteré viry vSak
mohou ¢asem zpiisobovat transformaci hostitelskych buné€k, ktera vede k nekontrolované

proliferaci zptisobujici vznik nadort a rakoviny[10].
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3.4 Virova onemocnéni

Pro vznik choroby jsou dulezit¢ 3 faktory: nachylny hostitel, virulentni patogen
a pfiznivé vnéjSi podminky. Patogeneze virové infekce je proces vyjadiujici komplex
interakci mezi virem a hostitelem, jehoz vysledkem je nemoc. Viry jsou pivodci mnoha

wevr

které jsou zptusobeny viry[8§].

Lidé — bézna nachlazeni, chiipka, plané neStovice, opary, ebola, AIDS, SARS, Zloutenka,
détska mozkova obrna, pfiusnice, =zardénky, spalnicky, kliStova encefalitida,
mononukleodza,...

Zivotichové — vzteklina, bovinni virova diarea, chikungunya, myxomatoza, pta¢i chiipka,
slintavka a kulhavka, virézy vcel, vzteklina, psinka, parvovirdza, klasicky/africky mor
prasat,...

Rostliny — tabdkova mozaika, Sarka na Svestkach, sterilni zakrslost ovsa

Obr. 8 3D model viru HIV

Zdroj: http://www.3dscience.com/3D_Models/Biology/Viral/HIV.php

V souvislosti s virovou infekci hovofime o virulenci a patogenité. Virulence

porovnava silu chorob vyvolanych riznymi kmeny téhoz mikroorganismu. Patogenita
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porovnava silu chorob vyvolanych riznymi mikroorganismy (napt. virus vztekliny je vice

patogenni nez virus spalnicek)[8].

3.5 Lécba virové infekce

Kazdy organismus ma vytvofen systém specifickych 1 nespecifickych obrannych
mechanismu jako obranu proti virové infekci. Mezi nespecifické obranné mechanismy patii
zanét, fagocytdza, komplement a jiné. Mezi specifické obranné mechanismy fadime imunitni

systém a protilatkovou-humoralni buné¢énou obranu.

Vzniku ftady virovych onemocnéni lze efektivné predchdzet pomoci imunizace.

Imunizace mize byt dvojiho typu:aktivni nebo pasivni[8].

Pasivni imunizace - zde se podava jiz hotova protilatka (imunoglobulin) bud’ zvifeci,
nebo lidska. Dtvod je casovy - aktivni imunizace jiz nemocného nebo bezprostiedné
ohroZené¢ho by nebyla moZznd. Jsou to tzv. léCebna séra. Lécbé se tika téZ séroterapie. Ma
okamzity, ale kratkodoby ucinek, nevyhodou je i moznost senzibilizace a pfisluSnych
nepiiznivych reakci na cizorodou bilkovinu (sérova nemoc, anafylakticky Sok). K dispozici
jsou imunoglobuliny proti toxinu Corynebacterium diphtheriae, Clostridium botulinum,
Clostridum tetani, klostridiim plynaté snéti, proti riznym Zivo€iSnym jedlm, proti viru
vztekliny a klistové encefalitidy. Posledni dvé maji omezeny vyznam, slouzi pouze jako

soucast prevence po styku se zdrojem nakazy[21].

Aktivni imunizace slouZi k prevenci pfipadného onemocnéni a provadi se zpravidla
pfed expozici ndkazy. Provadi se podanim ockovaci latky (vakciny - z lat. vacca = krava),
ktera vyprovokuje tvorbu ochrannych protilatek proti pivodci. Oc¢kovaci latka tedy musi byt
piipravena tak, aby vznikajici protilatky skutecné chranily, tedy musi obsahovat tytéz
antigeny, které se rozhodujicim zptisobem uplatiiuji 1 pii rozvoji pfislusné nemoci (protektivni

antigen, upraveny toxin apod.)[21].
Typy ockovacich latek:

1. Tradi¢ni ockovaci latky - inaktivované vakciny se pfipravuji usmrcenim pfislusného
vyvolavatele chemicky nebo teplem. Vyhodou je stabilita (Casto se nemusi uchovavat

v lednic¢ce), nemohou revertovat zpét do virulentni podoby. Nevyhodou je relativné slaba
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imunitni odpovéd’ - musi byt podavana nckolikrat. U bakterii jde o tzv. bakteriny. Ptiklad:

bunécna vakcina proti pertussi (Cerny kasel), vakcina proti chiipce.

Zivé oslabené (atenuované) vakciny - kmen vyvolavatele musi byt kultivovan tak,
aby ztratil svou virulenci. Vyhodou je dobra imunitni odpoveéd’ i po jedné davce - po urcitou
omezenou dobu ockovaci latka perzistuyje a mnozi se v organizmu ockované osoby.
Nevyhodou jsou vyssi naroky na skladovani a teoretickd moznost zpétné mutace do virulentni
formy. Zbytkova virulence je piiCinou, pro¢ se tyto typy vakcin nepoddvaji osobam
s podstatn¢ snizenou obranyschopnosti. Piiklady: vakcina proti tuberkul6ze, proti spalnickam,

zardénkam, ptiuSnicim.

Toxoidy (anatoxin) jsou inaktivované toxiny. K inaktivaci se obvykle pouziva formalin.

Pouziti: o€kovani proti toxindzam (tetanu a zaskrtu).

2. Moderni vakciny - Konjugované vakciny - imunitni systém déti do 2 let nereaguje
na polysacharidové antigeny. Jde o T-indepententni antigeny. Tudiz by nebylo mozné je
ockovat proti Heamophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae ¢i Neisseria meningitidis,
kde protektivnim antigenem mikroba je pouzderny polysacharid. Ale pokud bude tento
polyacharid svdzan (konjugovén) s proteinem, pak se stane T-dependentnim antigenem
a protilatky se 1 u déti vytvoifi. Jako proteinovy nosi¢ se pouziva nejCastéji tetanicky

nebo diftericky toxoid. Ptiklad: ockovaci latka proti Haemophilus influenzae b.

Subjednotkové vakciny - pfisluSny antigen, ze kterého se vakcina vyrabi fyzicky
nepochdzi z ptivodce, ale produkuji jej napt. geneticky modifikované kvasinky. Vyhodou je
jednodussi vyroba, 1épe definované podminky a bezpecnost. Ptiklad: oCkovaci latka proti

heptitis B.

Vektorové vakciny (Recombinant Vector Vaccines) - gen pro ptislusny antigen vyvolavatele
se inkorporuje do genomu nosi¢ského neSkodného mikroorganizmu. Jim se ockuje, nosi¢
exprimuje kromé svych antigend i antigeny odpovidajici vnesenému genu. Vznikne imunita
proti vyvolavateli. Nosi¢em genu muze byt napf. vakcindlni virus, poliovirus nebo

nepatogenni salmonela. Zatim v pokusném stadiu.

3. Vakciny budoucnosti - DNA vakciny - jde vlastné o obdobu vektorové vakciny s tim,
ze nosi¢em je hold DNA - obdoba plazmidu. Bunka ockované osoby, kde se vnesend

informace exprimuje, poslouzi jako zdroj antigenu pro imunitni systém. Vyhodou ma byt
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dlouhodoby efekt - antigen budou zasazené buiiky produkovat snad celozivotné. Plazmid by
se do tkan¢ oCkované osoby vpravoval parenteralné, ale také napf. v builkdch geneticky

modifikovanych banant. To by mélo dalekosahlé disledky zvlaste v rozvojovych zemich[21].

Nepodafti-li se vzniku onemocnéni piedejit oCkovanim, je nutno pfistoupit k 1é¢be.

Terapie virovych onemocnéni cilen€ pisobi na urcité kroky v zivotnim cyklu viru[20].

Terapie virovych infekci
Inhibice adsorpce viru na vnimavou bunku
Zébrana uvolnéni virové nukleové kyseliny
Interference s transkripci a translaci virovych genti (Acyklovir)
Inhibitory DNA polymeraz
Inhibitory RNA polymeréaz (Ribavirin)
Inhibitory reverzni transkriptazy (Zidovudin, Didanosin)
Interferon alfa

Je vSak nutno zminit, ze neexistuje ucinna vakcinace a antivirotika na vSechny
puvodce onemocnéni zvitat ¢i Clovéka. Na celém svété naptiklad pracuje mnoho vyzkumnych

tymul na vyvoji novych 1éc¢iv, které by cilené€ piisobily na virus HIV.
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4 BAKTERIE

Bakterie jsou jednobunééné organismy spadajici do domény Bacteria. Tvar
a usporadani bakteridlnich bun€k jsou dany piislusnosti k danému druhu a jsou dilezitym
taxonomickym znakem. Bakterie jsou vSudypiitomné, obsazuji vSechny biotopy na Zemi,
jsou nedilnou soucasti zivotnich cykla v pfirod¢, pomahaji rozkladat ¢i fixovat vzdusny

dusik[9].

Bakteriologie je véda zkoumajici vlastnosti bakterii, jejich odliSnosti a zafazeni
do systému. Bakteriologie je odvétvim mikrobiologie. Vné i uvnitf lidského téla se nachazi
velké mnozstvi riznych druhii bakterii, zejména na kiizi, ve vlasech a v intestinalnim traktu.
VétSina bakterii v lidském téle je neskodnd diky ochrané naseho imunitniho systému
a nckteré bakterie jsou pro Clovéka dokonce prospésné. Bohuzel existuji také patogenni

bakterie zpiisobujici onemocnéni jako je naptiklad cholera, syfilis, anthrax, lepra atd. [11].

PtestoZze ma mnoho lidi bakterie spojené pouze s onemocnénim, jsou rovnéz dulezitou
soucasti mnoha vyrobnich procesti jako je naptiklad vyroba syra ¢i jogurtli, biotechnologie

vedouci k vyrobé antibiotik a jinych chemickych latek[12].

Obr.9 Escherichia coli

Zdroj: http://www.washingtoninjuryattorneyblog.com/2008/03/ap_reports foodbourne illness.html
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4.1 Morfologie bakterii

Velikost bakteridlni buniky mize znacné kolisat podle rodu, druhu ¢i staii kultury
a kultivac¢nich podminek. Obecné Ize fici, Ze mladé buiiky jsou véEtsi a silngjsi nez ty starsi.

Velikost se pohybuje v rozmezi jednotek az stovek um[11].

Podle tvaru bakteridlni bunék obecné rozliSujeme bakterie do néckolika skupin.
Bakterie majici kulovity tvar nazyvame koky, pokud maji protdhly tvar hovotfime o bacilech
pfipadné o ty€inkdch nebo tyckach. Bakterie vSak mohou mit zakfiveny tvar napf. spirily,
spirochéty nebo vibria. Bakterialni buiiky mohou mit také tvar dlouhych tenkych vlaken.

Nékteré bakterie mohou vytvaret charakteristickd seskupeni napt. diplokoky, streptokoky aj.
[11].
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Obr.10 Tvary bakterialnich bun€k

Zdroj: http://viry-bakterie.wz.cz/bakterie.htm
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4.2  Bunécné struktury

Plazmatickd membréna tvoiena fosfolipidovou dvojvrstvou obaluje bakteridlni bunku.
Obsahuje globularni bilkoviny, specifické enzymy a cytochromy. Funguje jako osmoticka
bariéra. Z cytoplazmatické membrany se mohou vchlipovanim vytvafet mesozomy

¢i chromatofory, majici funkci analogickou k chloroplastim v rostlinnych bunkéach[11].

Bakterialni bunika neobsahuje jadro, mitochondrie, chloroplasty a jiné podobné
organely vyskytujici se v eukaryotické bunce jako je Golgiho aparat ¢i endoplasmatické
retikulum[9]. Geneticka informace bakteridlni buiiky je ulozenéd v kruhové stocené molekule
DNA oznacované jako nukleoid. Doplitkovym zdrojem genetické informace mohou byt
plazmidy, které nesou informace pro doplikové vlastnosti. Plazmidy se replikuji nezavisle na
nukleoidu. Dale burika obsahuje ribozémy, ve kterych dochazi k produkei proteinti. Struktura

bakteridlniho ribozému se li$i od ribozomu eukaryotni bunky[9,11].

V cytoplazmé né€kterych bakterii miizeme nalézt inkluze, nejcastéji v podob¢ granul.

Zpravidla jsou tvofeny zasobnimi latkami (polysacharidy, tukové latky, polyfosfaty aj.)[11].

Na zakladé Gramovy reakce se bakterie déli do dvou skupin: grampozitivni
a gramnegativni. Rozdil mezi témito skupinami je vtom, Ze grampozitivni bakterie po
obarveni trifenylmethanovym barvivem (krystalovéa violet) a naslednym motenim roztokem
jodidu draselného zadrzuji komplex krystalové violeti a jodidu draselného v bunécné sténé
a neodbarvuje se organickymi rozpoustédly. U gramnegativnich bakterii je tento komplex
z bunéné stény ethanolem ¢i acetonem vymyvan. Pouzije-li se po odbarvovacim procesu
druhé barvivo, nejcastéji je to safranin, zbarvi se gramnegativni bakterie Cervené

a grampozitivni bakterie zlistanou zbarveny fialové[13].

Buné¢énou sténu grampozitivnich bakterii tvofi peptidoglykeny a teikoové kyseliny.
Tato bunécna sténa je relativné silnd. Bun&cna sténa gramnegativnich bakterii je vyrazné tenci
a ma slozit&$i strukturu. Tvofi ji tenka vrstva peptidoglykanu, ktera je obklopena druhou
lipidovou membranou, kterd obsahuje lipopolysacharidy a lipoproteiny. VétSina bakterii ma
gramnegativni bunéfnou sténu. Rozdilnost ve struktuie bunééné st€ény mize mit vliv

na rozdilnou vnimavost vii¢i antibiotikim|[12].
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Obr.11 Schéma Grampozitivni a Gramnegativni bunécné stény
Zdroj: http://pathmicro.med.sc.edu/fox/cell _envelope.htm

Mnohé bakterie maji schopnost se aktivné pohybovat. Aktivni pohyb jim umozuji
biciky, které mohou byt umistény na jednom konci buiiky, na obou koncich nebo na celém
povrchu buiiky. Bi¢iky jsou dlouhé zhruba 3 - 12um a skladaji se z bilkovinnych podjednotek,
tzv. flagelinti. Kromé bicikii se mohou na povrchu nékterych bakterii vyskytovat vlaknité
vybézky oznacované jako fimbrie nebo pilusy. V porovnani s bic¢iky jsou kratsi a tenci.
Fimbrie umoznuji snazsi pfilnuti bakterie na hostitelskou bunku. Nékteré pilusy mohou byt
funk¢né odliSeny a mohou se uplatiiovat pti vyméné genetického materialu mezi bakterialnimi

bunikami. Tento proces nazyvame konjugace[11].

Mnoho bakteridlnich bunék vytvaii silné¢ hydratovanou vrstvu vné plazmatické
membrany, kterd je oznaCovana jako kapsula nebo slizové pouzdro. Tato struktura miize
zvySovat rezistenci vuci fagim ¢i muze chranit pred pohlcenim eukaryotni buiikou napf.

makrofagem[11].

Nekteré grampozitivni  bakterie jako napt. Bacillus, Clostridium za urcitych
podminek vytvéieji endospory, které jsou odolné vic¢i riznym vnéjSim faktoriim, zejména
chemickym. Endospora je tvofena protoplastem, ktery obklopuje cytoplazmatickd membrana,
na kterou té€sn¢ priléha vnitini tuhd blana tvotfend peptidoglykanem, na niZ navazuje kortex
a obal spory. Nékteré bakterie navic obsahuji pouzdro (exosporium). Endospory mohou
vyvoladvat onemocnéni napf. anthrax mize byt zpisoben vdechovanim endospor bakterie
Bacillus anthracis nebo zanesesni spor bakterie Clostridium tetani do ran zplsobi

tetanus[11,12].
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Obr.12 Bacillus anthracis

Zdroj: http://www.nature.com/news/2009/090225/full/news.2009.120.html

4.3 Metabolismus

Podle zptsobu ziskavéani energie mizeme bakterie rozd¢lit do nékolika skupin.

¢ Fototrofni bakterie — ziskavaji energii ze slune¢niho zéfeni a pfeméiiuji ji na energii vazeb
ATP. Zdrojem uhliku jsou organické latky (fotoorganotrofni bakterie) nebo fixuji uhlik
(fotolitotrofni bakterie).napt.Cyanobakterie

¢ Chemotrofni bakterie — ziskavaji energii z anorganickych ¢i organickych latek. Zdrojem
uhliku organické latky (chemoorganotrofni bakterie) nebo uhlik fixuji (chemolitotrofni

bakterie).napt. Bacillus, Clostridium, Enterobacteriaceae

Podle vztahu bakterii k molekularnimu kysliku miZeme bakterie rozdélit do 3 skupin.
Prvni skupinou jsou obligatni aerobové, ktefi mohou energii ziskavat pouze aerobni respiraci.
Naproti tomu obligatni anaerobové rostou vyhradné v prostfedi bez piitomnosti vzdusného
kysliku a jiz mald koncentrace O, v prostiedi je pro n¢ toxicka. Posledni skupinu tvori
fakultativni anaerobové, ktefi mohou rist jak v pfitomnosti tak v nepfitomnosti O,. Vytvareji
enzymy, které jim umoznuji volit rozdilné metabolické drahy v zéavislosti na prostfedi. Do
této skupiny spadaji 1 aerotolerantni bakterie, které mohou tolerovat pfitomnost vzdusného
kysliku, ale nemohou jej pro sviij metabolismus vyuzivat. Energii ziskavaji kvaSenim

sacharidaf[9,11].

Kvaseni je metabolicky proces, pfi kterém vznikd ATP bez ptfitomnosti O,. Jako
akceptory elektrond slouzi meziprodukty Stépeni substratu. Pfi kvaSeni vznikaji rGzné

kone¢né produkty, které jsou pro dané kvaseni typické. Hovotime proto o kvaSeni mlécném,
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alkoholovém, maselném aj. Z energetického pohledu je tato metabolicka draha nevyhodna.
Vznikd malé mnozstvi ATP a proto musi byt metabolizovano velké mnozstvi substratu.
Ucastni-li se kvaseni glukosa, je odbourdvana Emden-Meyerhof-Parnasovou drdhou
(anaerobni glykolyza) na kyselinu pyrohroznovou. Tato metabolickd draha ma duilezité

postaveni v procesu kvaseni, vznikaji diky ni 2 ATP z kazdého molu glukosy[9,11].

Je-1i v prostiedi pfitomen vzdu$ny kyslik, mize dochazet k aerobni respiraci, kdy
dochazi k oxidaci substratu na CO, a H»O. V porovnani s anaerobni glykolyzou je tento
proces vyrazné ucinnéjsi. V tomto procesu vznika kyselina pyrohroznova, ktera dale vstupuje
do Krebsova cyklu. Timto procesem vznikd 12 ATP na jeden mol glukosy. Zaroven vznikaji
jako vedlejsi produkty latky, které se mohou podilet na biosyntetickych pochodech jako
prekurzory[9,11].

Kromé toho, Ze mohou fixovat oxid uhli¢ity pomoci fotosyntézy, mohou nékteré
bakterie fixovat plynny dusik s vyuzitim enzymu nitrogenasy. Déale mohou n¢které bakterie
redukovat dusi¢nany na dusitany ¢i redukovat sirany na sulfan. Tyto procesy jsou ekologicky

vyznamna a ¢asto se uplatiiuji napt. v metabolismu rostlin[9,11].

4.3.1 Rust bakterii

Bakterie mohou v daném prostfedi rlist a mnoZzit se dokud maji dostatek Zivin a dalsi
vhodné podminky. Grafickym vyjadfenim ristu bakterii je rGstova kiivka, kterd je
charakteristickd rastovymi fazemi (viz.obr 13). Jakmile se populace bakterii dostane
do kontaktu s prostiedim bohatym na Zziviny, které jim umoziuje rast, buniky se potifebuji
adaptovat na toto nové prostfedi. Tato prvni faze riistu se nazyva lag faze (A), obdobi
pomalého riistu s vysokou biosyntetickou aktivitou, kdy jsou produkovany proteiny potiebné
k rychlému ristu. Druhou fazi je faze logaritmického riistu zvana ncékdy také log faze
¢i exponencialni faze (B). Log faze se vyznacuje rychlym exponencidlnim ridstem. V pribéhu
log faze jsou Ziviny metabolizovany maximalni rychlosti dokud se jedna z Zivin nevycerpa,
coz ma za nasledek limit ristu. Tteti rGstovou fazi je faze stacionarni (C) a je zplisobena
vycerpanim zivin. Builky redukuji svou metabolickou aktivitu a konzumuji neesencialni
bunécné proteiny. Posledni fazi je faze odumirani (D), kdy pfevysSuje pocet odumielych bunck

nad poctem nove vzniklych bun¢k[10,12].
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Obr.13 Zakladni kiivka rastu bakterialni populace: na ose y je vynesen pocet bakterii v

kolonii, na ose x je ¢as. Pismena (A, B, C, D) symbolizuji jednotlivé faze rastu.

4.4 Interakce s jinymi organismy

Vztahy bakterii s jinymi organismy muzeme rozdélit do tfi skupin: na parasitismus,
mutualismus a komenzalismus. Komenzalni bakterie jsou vSudypfitomné a rostou stejné
na zvifatech 1 na rostlindch. Rist bakterii na povrchu lidského téla, zejména v mistech
s potnimi zldzami zpusobuje charakteristicky lidsky zapach, protoze dochézi k rozkladu potu

za vzniku t€kavych aromatickych latek.

4.4.1 Predatoii

Predaci rozumime usmrceni a poZzirani jednoho druhu druhem jinym. Nékdy je obtizné
stanovit pfesnou hranici mezi predaci a parazitismem. Bakterie byvaji konzumovany
nékterymi druhy mykobakterii, myxomycet a né€kterymi prvoky, pro né€z jsou obvyklym

a typickym zdrojem potravy[11].

4.4.2 Mutualiste

Mutualismus je druh symbiotického vztahu, ktery je prosp&$ny pro vSechny ucastniky.
Moznym zpisobem mutualismu je vyména zivin. Naptiklad Lactobacillus plantarum
produkuje kyselinu listovou, kterou ke svému zivotu vyzaduje Streptococcus faecalis. Ten
produkuje fenylalanin, ktery naopak potiebuje L.plantarum. Jinym ptikladem muize byt
smiSend kultura Escherichia coli a Streptococcus faecalis, kterd mizZe pfeménovat arginin

na putrescin. Této pfemény vSak neni schopna ani jedna z kultur samostatné[11].
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4.4.3 Parazite

Vztah mezi organismy, ve kterém jeden Zije na Ukor druhého, oznaCujeme jako
parazitismus. Parazit se mize Zivit na Grovni bunék, tkéni ¢i tekutin hostitelského organismu.
Parazit je ptimo zavisly na hostiteli, Zije s nim v tésném kontaktu. Jako parazity mizeme

oznacit ptivodce onemocnéni, patogeny[11].

Kazdy patogen ma charakteristické spektrum interakci s jejich hostiteli. Né&které
organismy mohou zplsobovat onemocnéni kiize, plic, meningitidu, tuberkulézu ¢i kompletni
sepsi, systémové selhani a naslednou smrt. Tyto organismy jsou ale také soucasti normalni
lidské mikroflory a bézné se vyskytuji na kizi ¢i v nosni dutiné, aniz by zptsobily jakékoliv

onemocnéni[9,11].

Bakteridlni onemocnéni se nejcastéji 1€¢i pomoci antibiotik. Existuje velké mnozstvi
antibiotik, pfi¢emz kazda skupina plisobi na jiné patogeny. Zdkladem mechanismu piisobeni
antibiotik je naruSeni metabolickych procest buiiky (inhibice metabolismu, naruseni syntézy
bunécné stény, naruseni proteosyntézy aj.). Antibiotika se neuzivaji jen k potlaceni
bakteridlnich nemoci, ale také v zemé&d€lském primyslu ke zvySeni produkce. Zbytecné

naduzivani antibiotik ma za nasledek vznik bakterialni rezistence vici antibiotikim[12].

Infekcim Ize pfedchazet pomoci ockovani, desinfekénich opatteni, jako je naptiklad
dikladné myti rukou, aplikace desinfekénich prostfedkli na kazi pted pouzitim injekEnich
jehel ¢i dikladna péce o katétry zavedené do téla. Chirurgické a zubatské nastroje jsou také
sterilizovany jako prevence pfed kontaminaci bakteriemi. V domacnostech jsou bézn¢ uzivané

desinfekéni prosttedky, které maji za ukol hubit mikroorganismy[12].
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Obr.14 Barevné upravena mikrofotografie bakterie Salmonella typhimurium

Zdroj: http://www.flickr.com/photos/ajc1/2365748591/

4.5 Lécba bakterialnich onemocnéni

V soucasné dob¢ se k 1écbé bakterialnich onemocnéni nejcastéji pouzivaji antibiotika.
Jsou to latky piivodné mikrobialniho ptivodu pouzivané k 1é¢bé infekénich chorob. Obvykle
pusobi selektivné. Jejich ucinek je bud baktericidni nebo bakteriostaticky. Latky
s bakteriostatickym U¢inkem zpisobuji zastaveni bun&cného rlstu. Pocet bunck se dale
nezvysuje, nedochazi k bunéénému déleni. Latky s baktericidnim u¢inkem zastavuji bunéény
cyklus, dochdzi ke ztrat¢ zivotaschopnosti bunék a jejich odumirdni dle logaritmické

kiivky[14].
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Obr.15 Schéma ptisobeni latek s antimikrobialni aktivitou na rist bakterialni kolonie

Zdroj: http://botany.upol.cz/

Mechanismus uc¢inku latek s antimikrobialni aktivitou

Naruseni zivotn¢ dulezitych systému a funkci bunky

Mechanismy ucinku:

- naru$eni syntézy bunécné stény(peptidoglykanu)

penicilin, cefalosporiny, bacitracin, vankomycin

- poskozeni funkce cytoplazmatické membrany

polymyxin — vazba na fosfolipidy prokaryot

- inhibice syntézy proteinti (ovliviuji ribozomy)
aminoglykosidy, erythromycin, tetracykliny, chloramfenikol
- inhibice metabolismu

sulfoslouceniny - inhibice syntézy kyseliny listové
trimetoprim, pyrimetamin — inhibice reduktasy dihydrofolatu
- destrukce nukleovych kyselin...

rifampin - inhibice syntézy mRNA - transkripce,

chinolony - replikace DNA
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Latky s antimikrobidlni aktivitou mizeme rozdé¢lit do 11 velkych skupin. Prvni velkou
a vyznamnou skupinou jsou P-laktamy (B-laktamovy kruh v molekule), mezi néz patii
peniciliny a cefalosporiny. Penicilinti existuje velka fada. Penicilin G (pfirozeny) je ufinny
na pyogenni koky, na anaerobni bakterie (mimo Bacteroides fragilus), na Treponema pallium
a aktinomycety. Peniciliny rezistentni k p-laktamazam jako napiiklad meticilin a oxacilin
pusobi na stafylokoky produkujici penicilindzu. Semisyntetické aminopeniciliny (peniciliny
druhé generace)-ampicilin, amoxicilin jsou u¢inné na enterokoky, hemofily, listerie, G- tycky
(E.coli, Proteus mirabilis), salmonely a shigelly. Neuc¢inné jsou na Pseudomonas aeruginosa.
Carbenicilin a tikarcilin (peniciliny tfeti generace) Uc¢inkuji na Pseudomonas aeruginosa
1 Proteus mirabilis. Azlocilin, mezlocilin a piperacilin (peniciliny ¢tvrté generace) jsou

ucinné na pseudomonddy, klebsiely, anaerobni Bacteroides fragilis[14].

Cefalosporiny jsou latky obsahujici B-laktamovy kruh se Sesti¢lennym
dihydrotiazinovym cyklem. Maji rtizn¢ Siroké spektrum ucinnosti na G+ a G- bakterie.
Cefalosporiny prvni generace — cefalotin, cefazolin, cefalexin maji Gzké spektrum ucinnosti.
Jsou uc¢inné na stafylokoky, streptokoky, Neisseria gonorrhoeae, Escherichia coli, klebsiely
Cefalosporiny druhé generace - cefaklor, cefuroxim, cefoxitin maji rozsifené spektrum
ucinnosti. Jsou ucinné na hemofily, neisserie, E.coli, Protweus mirabilis, klebsiely,
enterobakterie, serratie a dal§i. Cefalosporiny tieti generace — cefotaxim, cefriaxon,
moxalaktam maji také rozSifené spektrum Uc€innosti na G- bakterie, vétSinu enterokokt
a serratii. Dale monolaktamy napf. aztreonam, ktery je i¢inny na G- aerobni bakterie
A karbaponemy napf.imipenema meropenem majici Siroké spektrum ucinnosti i na
Pseudomonas aeruginosa[14].

Dalsimi skupinami latek s antimikrobidlni aktivitou jsou aminoglukosidy, makrolidy,
linkosamidy, glykopeptidy, polypeptidy, Chloramfenikol, Rifampicin, fluorochinolony,
sulfonamidy a tetracykliny. Mezi tetracykliny patii streptomycin, ktery je ucinny na
Mycobacterium tuberculosis, gentamicin, tobramycin, netilmicin a amikacin u¢inkujici na G+
1 aerobni G- bakterie, u¢inné na G+ koky, korynebakteria, listerie, bacily, u¢inné na G-
legionely, meningokoky, gonokoky, Helicobacter pylori, Campylobacter jejuni, Borrelia
burgdorferi, chlamydie, mycoplasmy, U¢inné na anaerobni bakterie (sporulujici
1 nesporulujici), stafylokoky, streptokoky. Dale vankomycin a teicoplanin , které G¢inkuji na
G+ koky (enterokoky, stafylokoky). V neposledni fad¢ taky oxytetracyklin, chlorteracyklin,
doxycyklin, minocyklin, coZ jsou Sirokospektra, bakteriostatickd antibiotika, i¢inna na G+

1 G- bakterie, (brucely, rickettsie, chlamydie, mykoplasmata, aktinomycety) [14].
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Posledni velkou a vyznamnou skupinou latek s antibakteridlni aktivitou jsou
antimykotika mezi néz fadime kolistin a polymyxin B, latky u¢inné na Pseudomonas
aeruginosa, rezistentni vici Proteus a Serratia, Sirokospektré, bakteriostatické antibiotikum,
ucinnost na rickettsie, Salmonella typhi, hemofily a dalsi. Ciprofloxacin, ofloxacin,
pefloxacin, norfloxacin u¢inkuji na Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa, hemofily,
stafylokoky, chlamydie, mykoplasmata, méné¢ na streptokoky. Dale sulfametoxazol
a sulfonamid ptisobici na G- tyCky (E.coli, Klebsiella pneumoniae), Streptococcus pyogenes,
Nocardia asteroides, Chlamydia pneumoniae, Toxoplasma gondii/. Amphotericin B,
flucytosin a azoly - flukonazol, ketonazol a itrakonazol jsou latky piisobici na kandidy,

aspergily a dermatofyty[14].

Antimikrobidlni vlastnosti urcité latky Ize testovat nékolika zptisoby. Nejjednodussi je
diskovy difuzni test, kdy se na riistovy agar pokladaji papirové disky napusténé piislusnou
latkou. Po inkubaci se méfi inhibi¢ni zéna dané latky. Dal$i moznosti je dilucni test
na mikrotitracni desticce, kdy se pfipravi série koncentraci testované latky ve vhodném
médiu. Do této smési je nasledné ptidana bakteridlni suspenze. Po inkubaci lze stanovit

minimalni inhibi¢ni koncentraci (MIC) — nejnizs$i koncentrace dané latky, kterd zabrani

viditelnému rustu bakterie. Pfipadn¢ I1ze stanovit minimalni baktericidni koncentraci (MBC) —

v v

Problémem pii 1é€bé bakteridlnich onemocnéni je rezistence bakterii vici
antibiotikim. V prostiedi se vyskytuji pfirozené rezistentni kmeny, které jsou takto
adaptovany k pfeziti. Jejich pocet se zvySuje nadmérnym uZivanim antibiotik. Tato rezistence
nevymizi ani po vysazeni antibiotika. Existuji také nové rezistentni kmeny, kter¢é mohou
rezistenci predavat i jinym druhim. Toto se miize dit jak u patogennich, tak u nepatogennich

kmeni. Rezistence pomalu mizi po ukonceni pouZzivani antibiotika[ 14].

Geny rezistence se mohou nachdzet jak na chromozomech tak na plazmidech.
Rezistence miize vznikat ndhodnym procesem mutace (napi. rezistence Mycobacterium
tuberculosis). Geny rezistence si mohou bakterie pfedavat konjugaci (napf. penicilin-
rezistentni kmeny kapavky). V neposledni fadé mohou ziskat geny rezistence

transformaci[ 14].

Naduzivani antibiotik v druhé poloviné minulého stoleti vedlo k masivnimu rozvoji

rezistence. Proto se v dnesni dob¢ ustupuje od 1€cby pomoci antibiotik a hledaji se nova fesSeni
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a nové léky, které by tuto rezistenci nevyvolavaly. U nanocastic stfibra byla prokazana
antimikrobialni aktivita bez tendenci vytvaret rezistenci, coz je moznym pfislibem

do budoucna.

4.6 Priamyslové vyuziti bakterii

Priimyslovd mikrobiologie vyuziva mikroorganisma k produkci fady latek. Bakterie
Lactobacillus a Lactococcus se vyuzivaji pro piipravu fermentovanych potravin jako jsou

syry, kvasené okurky, sojova omacka, kysané zeli, vinny ocet, vino ¢i jogurty[10,12].

Schopnosti rozkladat rozliéné organické latky se vyuziva pii zpracovani odpadii
a biodegradaci, at’ uz pfi kompostovani na zahradach, tak pfi biodegradaci pramyslovych
odpadi[10]. Chemicky primysl také vyuZiva bakterie k produkci enzymi, velmi cistych

chemikalii, které dale zpracovava naptiklad farmaceuticky primysl[12].

Diky snadné praci a kultivaci bakterii s nimi lze manipulovat a vyuZivat téchto
manipulaci v biotechnologiich. Genom fady bakterii je pln¢ sekvenovan, coz umoziuje
vyvolavat zamérné mutace a manipulace. Provadénim zdmérnych mutaci DNA a néslednym
zkoumanim fenotypu lze urcovat funkcnost jednotlivych genii, enzymii a metabolickych
k produkci vakcin, hormonti, enzymu. Cilem je porozumét biochemickym procestim

buitky[12].
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5  KOLOIDNI STRIBRO

Ptiprava a studium nanocastic kovl je velmi dilezité jak z vyzkumného, tak
z technologického hlediska. VSechny unikatni fyzikdlné-chemické vlastnosti se odviji
od velikosti nanocastic. Z toho potom plyne jejich vyuziti v oblasti biosenzorti, chemickych
senzord, elektro-optickych soucastek nebo jejich pouziti v povrchové zesilené Ramanové

spektroskopii[2].

5.1 Metody pripravy koloidniho stiibra

Obecné lze metody piipravy koloidniho stfibra rozdélit do dvou skupin na metody
dispergacni a kondenzacni. Dispergatni metoda je zalozena na ziskani koloidd
z makroskopickych latek za pomoci fyzikalnich, chemickych a mechanickych postupti.
Kondenzaéni metodou ziskdvame koloid =z analytickych disperznich soustav pomoci
chemickych reakci nebo fyzikdlnich postupll. V praxi se s ohledem na financni a materialni

stranku vice pouzivaji kondenza¢ni metody[2].

Mezi dispergac¢ni metody patii metoda laserové ablace, kterou lze pfipravit relativné
malé nanocastice. Velikost takto pfipravenych nanocastic zavisi na vinové délce, délce trvani
ozafovani, pfitomnosti pfisad (napf. chloridll), intenzité laseru a na pouzitém rozpoustédle.
Takto pfipravené nanocastice se vyznacuji vysokou cistotou a proto nachédzeji uplatnéni
v povrchem zesilené Ramanové spektroskopii (SERS - Surface Enhanced Raman

Spectroscopy) [2].

Jind metoda vyuziva k ptipravé nanocastic ultrazvuk. Ultrazvuk rozkldda molekulu
vody na vodikovy a hydroxylovy radikal. Tyto radikdly jsou schopné vystupovat jako
redukéni Cinidla. Za pouZiti frekvence 200kHz byly pfipraveny nanocastice o velikosti kolem

13nm([2].

Nanocastice stiibra lze také pfipravit redukci UV zatenim. Jako zdroj UV zéfeni se
vyuziva rtutova vybojka. K roztoku stiibrné soli spolecné se stabilizdtorem se jeSté navic
pfidavaji organické latky, které interaguji s UV zafenim za vzniku radikald, které redukuji

sttibrné 1onty[2].
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5.1.1 Priprava koloidniho stiibra redukci anorganickymi latkami

K ptipravé nanocastic stfibra redukci anorganickymi latkami se nejCastéji pouziva
tetrahydroboritan sodny (NaBHy4). Tato metoda je zalozena na redukci dusi¢nanu sttibrného
(AgNOs;) o koncentraci 10°mol/l tetrahydroboritanem sodnym o koncentraci 2.10”mol/l

v pom¢éru 2:6 za stalého michani pii teploté 2°C[2].

Jiny mozny postup také vyuziva tetrahydroboritan sodny. V prvnim kroku se pfipravi
malé Castice stiibra a v druhém kroku se pouzije kyselina askorbova a jiz ptipravené Castice
jako zéarodeCna centra pro rist vétSich Castic. Timto zplsobem lze pfipravit Castice az

do velikosti 173nm|[2].

5.1.2 Priprava koloidniho stiibra redukci organickymi latkami

Lee a Meiseliv postup vyuziva citrat sodny. Postup piipravy spociva v tom, Ze se
pridava 10 ml 1 % citratu sodného k 500 ml vrouciho roztoku, ktery obsahuje 90 ml AgNO:s3.

Smés se dale hodinu vafi. Takto lze ptipravit ¢astice o velikosti 60 — 80 nm[2].

Univerzalni metodou pro pfipravu nanocastic stiibra je modifikovany Tollenstv
postup, ktery je zalozen na redukci diamminstiibrného komplexu [Ag(NH3),]" aldehydem
nebo redukujicim sacharidem (napt. glukosou, galaktosou, maltosou, laktosou aj.). Pro
zahdjeni a urychleni reakce se do reak¢éni smési pfidava roztok hydroxidu sodného (NaOH).
Timto zplsobem lze pfipravit ¢astice o velikosti 25 — 450nm v zavislosti na koncentraci

amoniaku a pouzitém redukénim ¢inidle[2].

V poslednich nékolika letech se do poptedi dostavaji metody pfipravy vyuZivajici
biologické zdroje jako napf. rostliny a rostlinné produkty, fasy, houby, bakterie aj. Jejich
extrakty obsahuji smés makromolekul, jako jsou napf. enzymy, bilkoviny, vitaminy. Tyto
smesi jsou schopné redukovat iontové stiibro. Metody se rozviji timto smérem, protoze jsou
snahy produkovat nanocéstice, nejen stiibra, ekologicky Setrnymi postupy, pfi nichz

by nevznikaly toxické vedlejsi produkty[15].
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5.2  Aplikace nanocastic stribra

Nanocastice stfibra nachazeji praktické uplatnéni v mnoha oblastech diky jedine¢nym
fyzikalné-chemickym vlastnostem. Diulezitou roli hraje velikost ¢astic, jejich tvar a mira
stability. Mezi nejvyznamnéjsi vlastnosti nanocastic stfibra, které se uplatnuji pifi jejich

aplikaci, se fadi optické a elektrické vlastnosti, katalytickd a antimikrobialni aktivita.

5.2.1 Povrchem zesilenda Ramanova spektroskopie (SERS)

Povrchem zesileny Ramantiv rozptyl a povrchem zesileny resonan¢ni Ramantv
rozptyl jsou velmi citlivé analytické metody, které naSly uplatnéni v mnoha oblastech
diagnostiky i1 vyzkumu. Adsorpci molekul analytu na povrch koloidni Castice dochazi
k povrchovému zesileni signalu molekuly. Z dosavadniho zkoumani plyne, Ze k zesileni
signalu dochazi pomoci 2 mechanismi: chemickym a elektromagnetickym. Chemicky
mechanismus je zaloZen na pfenosu ndboje mezi adsorbovanou molekulou a povrchem kovu.
Elektromagneticky mechanismus predpoklada zesileni elektromagnetické pole v okoli Castic.

Aplikaci nanogastic stiibra 1ze dosdhnout zesileni signalu vice nez 10’krat[2].

5.2.2 Katalyzatory

Nanocastice uslechtilych kovii se pouzivaji jako katalyzatory oxidace. Nanocastice
stfibra se pouZivaji napftiklad pfi pfipravé ethylenoxidu oxidaci ethylenu. Katalyticka aktivita

je umoznéna velkou plochou fazového rozhrani a je zavisla na velikosti jednotlivych ¢astic[2].

5.2.3 Antibakteridalni, fungicidni a antiviroticka aktivita

Antibakterialni aktivita stifbra je znama jiZ po staleti. Od dob antického Recka a Rima
se pouzivaly stfibrné nadoby na uchovavani a konzervaci vody i jinych tekutin, protoze
zajistovaly jejich zdravotni nezavadnost. Elementarni stfibro neni toxické, ale pii delSim
uzivani slou€enin stfibra dochazi krozvoji argyrie tj. k nevratnému ukladdani stiibra

v orgéanech, predevsim v kizi a sliznicich, coz zptsobuje jejich Sedé zbarveni[2].

Od 19. do pocatku 20. stoleti bylo koloidni stfibro pouzivdno v mikrobiologii
a v lékafstvi. S objevem penicilinu roku 1928 sirem A. Flemingem ustupuje do pozadi,
protoze vyroba penicilinu byla znacné¢ levnéjSi a mnozstvi potiebné k 1é€be bylo

nekolikanasobné nizsi. Navic bylo mozné penicilin pohodIné a pfesné davkovat v tabletach.
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Po objevu antibiotik tedy nebylo tieba dale se vénovat vyzkumu a aplikaci nanocastic stiibra

proti bakteriim[2].

Hojné uzivani antibiotik v druhé poloviné 20. stoleti pfineslo i jeden vyznamny
negativni aspekt, a sice vznik rezistence bakterii na tato antibiotika. Proto se opét vyzkum
obraci k nanocésticim stfibra, protoZe u nich zatim nebyla objevena jakéakoliv ziskand

rezistence patogenni bakterii.

Obr. 16 Penicillium

Zdroj: http://library.thinkquest.org/C005271F/Penicillin.html

Zaroven bylo zjisténo, ze antibakterialni aktivita uzce souvisi s velikosti nanoc¢astic.
Malé castice maji vétsi povrch, a proto vykazuji vyssi antibakterialni aktivitu. NejvétSiho
antibakteridlniho efektu dosahovaly castice s velikosti 25nm piipravené modifikovanym
Tollensovym procesem s pouZzitim maltosy jako redukéniho Cinidla. Antibakteridlni aktivita
byla testovana na G-pozitivnich i G-negativnich bakteriich zahrnujicich 1 multirezistentni

kmeny jako je napt. methicilin-rezistentni Staphylococcus aureus[16].

Z dosavadnich vyzkumi také plyne, Ze na antibakteridlni aktivitu nanocéstic stiibra
ma vliv 1 tvar ¢astic. Nanocastice stiibra riznych tvarli maji na bakterialni bunku rtzny vliv.
Nanocastice trojuhelnikového tvaru vykazuji inhibici bakteridlniho riistu jiz pii obsahu 1 pg
stfibra, zatimco nanocastice kulovitého tvaru vykazuji inhibici ristu bakterii az pii obsahu
12.5 pg stiibra a nanocastice ty¢inkovitého tvaru vykazuji inhibi¢ni vlastnosti dokonce az pfi

50 to 100 pg obsahu stiibra[17].
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Byly také provedeny studie zkoumajici antibakterialni vlastnosti stiibra v kombinaci
s antibiotiky. Kombinaci plisobeni nanocastic stiibra spolu s antibiotiky bylo dosazeno
zvySené ucinnosti antibiotik (Ampicillin, Kanamycin, Erythromycin, Chloramphenicol).
Ziskané hodnoty MIC nanocastic stiibra byly 30, 35, 80 a 65 (ug/ml) pro Escherichia coli,

Salmonella typhi, Staphylococcus aureus a Micrococcus luteus[18].

Praktickych aplikaci antibakteridlni aktivity nanocastic stiibra existuje velkéd tada.
Bézn€ na trhu jsou dostupné tkaniny, at’ uz pfirodni nebo syntetické, které maji ve své
struktufe zakomponované nanocastice stiibra. MuzZete si tak koupit tricko nebo ponozky
s antibakteridlni upravou. V medicinské oblasti nasly uplatnéni obvazy ¢i néplasti pouzivané

pti 1écbé popalenin[19].

Dal$i moznosti vyuziti nanocastic stiibra v lékafstvi je tvorba biofilmi na bazi
slouCenin stiibra a nanocéstic stfibra. Témito filmy jsou poté potazeny napiiklad katetry,
kanyly nebo protézy, které se nasledné pouzivaji napiiklad na jednotkach intenzivni péce

ke snizeni rizika komplikaci spojenych s bakteridlni infekci[20].

Fungicidni aktivita nanocéstic stfibra byla prokazéana proti plisni Candida spp. Tato
plisent je ptivodcem plistiovych infekci, které mohou zplisobovat otravu krve. Fungiostaticka
aktivita nestabilizovanych nanocastic stfibra o velikosti 25nm byla prokdzana v koncentraci
0,21pg/ml az 1,69ug/ml v zavislosti na druhu Candida. U nanocéstic stabilizovanych
surfaktanty a polymery byla fungiostatickd koncentrace vyrazn€ niz8$i, nez
u nestabilizovanych ¢astic. Pohybovala se vrozmezi 0,054 — 0,84pg/ml v zavislosti

na druhu[21].

V jiné studii byly pouZity nanoc¢astice Ag-SiO, pro zkoumani fungicidni aktivity. Jako
testovany organismus byla zvolena pliset Botrytis cinerea zplsobujici znacné Skody
na vinicich ¢i v ovoenych Skolkach. Pti koncentracich 10, 50 a 100ppm byla zjiSt€na t¢innost

65.0, 99.9 2 99.9%[22].

Studii zkoumajicich antivirotickou aktivitu nanocastic stiibra nebylo publikovano
mnoho. TéZko soudit, zda proto, Ze se tomu tématu nevénuje piili§ mnoho vyzkumnych

skupin, nebo protoze nebyl prokazan antiviroticky efekt nanocastic stfibra. Roku 2005 byl
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publikovan prvni ¢lanek popisujici studium interakce nanocéstic stiibra s virem HIV-1. V této
studii byly pouzity nanocéstice o velikosti 1-10nm. Prostorové uspofadani nanocastic,
vzdalenost jednotlivych ¢astic od sebe a fakt, Ze se navazaly na zbytky glykoproteint v misté
s rezidui siry dava moznost predpokladat, ze nanocastice stiibra reaguji s virem HIV-1
pomoci glykoproteinovych zbytkti gp120. Diky této interakci mohou nanocastice stiibra
inhibovat vazbu viru na hostitelskou buniku. Tato domnénka byla prokdzéna v in vitro

testu[23].

P&t let po této studii byl publikovan dalsi ¢lanek vénujici se interakci nanocastic
stiibra s virem HIV-1. Zaroven byla studovéna i cytotoxicita nanoc¢astic stfibra na bunéénych
liniich HeLa-CD4-LTR-B-gal, MT-2 a PBMC. Pro tyto bun&tné linie byla stanovena 50%
cytotoxicka koncentrace (CCsp) 3.9+1.6mg/ml pro HeLa-CD4-LTR-B-gal, 1.11+0.32mg/ml
pro PBMC a 1.3+0.58mg/ml pro MT-2. Velikost pouzitych ¢astic byla 30-50nm. Koncentrace
nanocastic stfibra, které inhibuji infekci v 50% (ICsp) se pohybovala v rozmezi 0.44 -
0,91mg/ml. Mechanismus uc¢inku byl navrzen stejny, jako ve vySe uvedené studii tzn. vazba

na gp120-CD4 receptor a inhibice vazby na hostitelskou buniku[24].

Dale byla zkoumdna interakce nanocastic stfibra s virem hepatitis B. Pro tato
zkoumani byly pouzity c¢astice o velikosti 10 a 50nm a bunécnd linie HepAD38. Dle
ziskanych vysledkii byla vyslovena hypotéza, Ze nanocastice stfibra mohou zabranit
transkripci virdlni RNA piimou vazbou nebo interakci s HBV (hepatitis B virus)
dvouvldknovd DNA, ktera slouzi jako templat pro syntézu RNA. Zarovenl byla prokazana

schopnost nanoc¢éstic dobte se vazat na viriony[25].

Jind studie zkoumala inhibi¢ni efekt nanocastic stiibra na virus chiipky A/H;Nj.
Schopnost nanocastic stfibra inhibovat virus chiipky byla ur€ena na bunééné liniit MDCK.
CCsyp byla stanovena Iug/ml a efektivni minimdlni inhibi¢ni cytotoxicka koncentrace,
pfi které byl nejvice patrny cytopaticky efekt bunék byla 0.5pug/ml. Z experimentd plyne,
7e nanocastice stfibra mohou do uréité miry inhibovat interakci glykoproteinovych zbytkl
na povrchu viru a protilatek. Diky tomu lze ptedpokladat piipadné uziti nanoc¢astic stiibra
jako slozku desinfekénich prostiedkli stejné tak jako antiseptik slouzicich jako prevence

virovych onemocnéni[26].
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6 EXPERIMENTALNI CAST

6.1 Pouzité chemikalie

Pro ptipravu koloidniho stfibra byly pouzity tyto chemikalie: hydroxid sodny (p.a.,
Lach-Ner s.r.0.), amoniak (p.a., vodny roztok, min. 25 % (v/v),(Lach-Ner s.r.0.), dusi¢nan
stiibrny (p.a., Tamda a.s.), D(+) - maltosa monohydrat (p.a., Riedel-de Haén), destilovana
voda, sodnd sul polyakrylové kyseliny (35% roztok, mol.hmotnost 1200, p.a., Sigma-
Aldrich), tetrahydroboritan sodny, (p.a., Sigma-Aldrich)

Pouzité stabilizatory: zelatina (p.a., Lachner), sodium-dodecyl-sulfat (p.a., Sigma-
Aldrich), polyvinylpyrrolidon s molekulovou hmotnosti 360000 (p.a., Sigma-Aldrich),
kyselina polyakrylova s molekulovou hmotnosti 100000 (p.a., Sigma-Aldrich), Kasein (p.a.,
Sigma-Aldrich), Tween 80 (p.a., Sigma-Aldrich).

Pro experimenty s bakteriemi byly pouzity tyto chemikdlie: médium Brain heart
infusion (Merck), médium Miiller-Hinton (Oxoid Merck), fyziologicky roztok (0.9% roztok
NaCl, B Braun), fosfatovy puftr (Sigma), ¢okoladovy agar (Biomérieux)

Pro experimenty s viry byly pouZzity tyto chemikalie: rastové médium DMEM s 4,5g/1
glukosy (Lonza), glutamin L-9 (Lonza), trypsin (Lonza), hydrolizado (Lonza), bicarbonate
(Lonza), pyruvate (Lonza), antibiotika L-7 (Lonza)

6.2 Pouzité mikroorganismy
Pro experimenty s bakteriemi byly pouzity tyto mikroorganismy:

Salmonella enteritis L'T2 — komer¢ni kultura, referen¢ni kmen (Difco), Staphylococcus aureus
— komeréni kultura, referenéni kmen (Biomérieux), Salmonella enteritis GN2303 — pték,
Salmonella typhimurium GNO0448 — prase, Streptococcus dysagalatiae GP1019 — krava,
Enterococcus faecalis GP1001 — krélik, Streptococcus uberis GP1037 — krava, Escherichia
coli GN2482 — kravské mléko, Escherichia coli eae” GN2514 — kréalik, Haemophilus parasuis
CT175L — prase, Haemophilus parasuis ER-GP, Haemophilus parasuis PC4-GP,
Haemophilus parasuis Naga — referencni kmen virulentni, Haemophilus parasuis SW114 —

referencni kmen, Haemophilus parasuis F9
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Pro experimenty s viry byl pouzit virus: prase¢i chiipka H3N, SF32.112C koncentrace

500 000 buné&k/ml

Pro experimenty s viry byla pouzita bunécné linie: MDCK (Madin Darby canine kidney)
9.10° bungk

6.3 Priprava koloidniho stribra

Disperze koloidniho stfibra o koncentraci 108ug/ml byla pfipravena metodou redukce
diamminstiibrného komplexu maltosou v pfitomnosti roztoku hydroxidu sodného[27].
Za stalého michani bylo k 20ml 0,005M roztoku AgNOs; ptidano Sml 0,1M roztoku NHj,
51ml destilované vody, 4ml 0,24M roztoku NaOH a 20ml 0,05M roztoku maltosy. Velikost

takto pfipravenych nanocastic byla 30nm.

Dale jsem méla k dispozici disperzi koloidniho stfibra o koncentraci 1080 pg/ml stiibra,
kterd byla ptipravena rychlym ptidavkem 50ml 62,5mM roztoku NaBH, za stdlého michani
ke 200ml 12,5mM roztoku AgNO; obsahujiciho sodnou stl kyseliny polyakrylové
o molekulové hmotnosti 1200. Findlni moldrni pomér monomernich jednotek pouzitého

polymeru a iontt stiibra byl 1:2. Velikost takto pfipravenych ¢astic byla 20nm.

Pripravené koloidni stiibro s ¢asticemi o velikosti 30nm bylo stabilizovdno proti
agregaci, ke které dochazelo pfi interakei s riistovym médiem. Jako stabilizatory byly pouzity
zelatina (G), kasein (KAS), sodium dodecylsufat (SDS), polyvinylpyrrolidon (PVP), kyselina
polyakrylova (PAC) a Tween 80 (TW) o vysledné koncentraci 1% (w/w). Stabilizace byla
provedena smichanim zasobnich roztokl stabilizatori s pfipravenym roztokem koloidniho

stiibra.

6.4 Laboratorni vybaveni

Velikost pfipravenych nanocastic stiibra byla méfena na pfistroji Zeta Potential
Analyzer Zeta Plus (Brookhaven Instr. Co., USA).

Pii praci s mikroorganismy byly pouzity sterilni jednordzové plastové zkumavky
(Falcon), Petriho misky, ockovaci klicky (VWR International), eppendorfky (Eppendorf)
a automatické pipety 10 - 1000ul (Gilson). Koncentrace inokula byla urcovéna dle
McFahrlanda (Vitek colorimeter). Pro sterilizaci kultivacnich médii a laboratorniho vybaveni

byl pouzit autoklav (Steam Sterilizer , Raypa). Ke stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace
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byly pouzity mikrotitraéni desticky (Nunc). Kultivace mikroorganizmii probihala
v inkubatoru HERA cell 150 (Thermo electron corporation). Veskeré experimenty byly
provadény za sterilnich podminek v kabin¢ Telstar (Biostar). Inkubace mikrotitracnich
destic¢ek s bakterialni suspenzi pro stanoveni MIC probihala v inkubatoru s moznosti tfepani

(Innova 4300 incubator shaker, New Brunswick Scientific.)

Minimalni inhibi¢ni koncentrace byly stanovovany jak vizualné tak pomoci
spektrofotometru (Power Wave XS, Bio-Tek). Pfi experimentech s viry byl pouzit mikroskop

Nicon eclipse TS 1000 a fotoaparat Nicon Coolpix 5-400.

6.5 Metody a zpracovani

6.5.1 Studium antibakterialni aktivity nanocdstic stiibra

Pro stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) byla zvolena standardni dilu¢ni
mikrometoda, kterd je standardni metodou k vySetfeni kvantitativni citlivosti bakterii

k antibiotikim.

Pevné kultivaéni a pomnozovaci médium (Cokoladovy agar) bylo pouzito komercné
dodavané. Nebyla tieba jakadkoliv dalsi uprava. Tekuta média BHI a Miiller-Hinton byla
pfipravena dle nadvodu od vyrobce a nasledné sterilizovana v autoklavu. Tekutd média

se uchovavala v lednici pfi teploté zhruba 5°C.

Ze z hluboce zmrazené bakteridlni kultury byly bakteridlni bunky ockovaci klickou
naneseny na cokolddovy agar (kfiZovy roztér). Takto naockované médium bylo uloZeno
do inkubatoru v obracené poloze tzn. vickem na podlozce, z divodu zamezeni stékani
zkondenzovanych par na bakteridlni kulturu. Inkubator byl nastaven na 37°C a 5% CO..

Inkubacni doba byla 24 - 48h v zavislosti na bakterialni kultufe.

Inokulum bylo pfipraveno z pomnoZené bakteridlni kultury vyrostlé na ¢okoladovém
agaru. Kolonie bun¢k byly zagaru preneseny do zkumavky s fyziologickym roztokem
vyzihanou ockovaci kli¢kou. Bunky byly do fyziologického roztoku uvolfovany otirdnim

klicky o sttenu zkumavky v kapce roztoku. Nésledné bylo inokulum dikladn€ promichano.

Ptiblizny pocet bunék v inokulu byl stanoven nepiimou metodou méfeni zakalu

vytvoieného bunkami v tekutém médiu, ktery odpovidd jejich koncentraci dle stupnice
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McFarland. Pipravené inokulum obsahovalo piiblizng 15x10*bunék/ml. Pro stanoveni MIC
bylo toto inokulum zfedéno 1:50.

Standardni mikrodiluéni metodou byl testovan vliv nestabilizovaného a rtznymi
stabilizatory stabilizovaného koloidniho stfibra o vychozi koncentraci 1080 ug/ml a 108ug/ml

na rizné bakterialni kmeny.

eDo eppendorfek bylo napipetovano 200ul ristového média (BHI nebo Miiller-Hinton
v zavislosti na bakterii). Do prvni eppendorfky bylo napipetovano 200ul roztoku nanocastic
stiibra/nanocéastic ~ stfibra  stabilizovanych  1%(w/w) stabilizatoru/slepého  roztoku
neobsahujiciho NPs. Smés v eppendorfce byla ditkkladné promichdna a z této smési bylo
odpipetovano 200ul do v potadi druhé eppendorfky. Timto zpiisobem byla piipravena sérii
ziedéni od 1:2 po 1:32.

o7 kazdé eppendorfky bylo napipetovano 180ul smési do jamky na tadné oznacené
mikrotitraéni desti¢ce. Jako pozitivni kontrola bylo pouzito Cisté ristové médium, taktéz
180ul.

¢ Do kazd¢ jamky bylo napipetovano 20ul bakterialni suspenze.

e Mikrotitrani desticka byla vlozena do uzaviratelného igelitového sacku s kouskem
navlh¢eného ubrousku a vlozena do tiepacky. Teplota byla nastavena na 37°C a rychlost
220rpm.

e Nasledujiciho dne byl vyhodnocen riist bakterie vizualn€ a spektrofotometricky na zakladé

optické hustoty vzorku.

6.5.2 Studium antivirotické aktivity nanocdstic stiibra

Prvni fazi experimentu byla pfiprava bunécné linie MDCK. Pfipravené a pomnoZené
bunky se za pfisné sterilnich podminek napipetuji do jamek mikrotitra¢ni desticky. Nasledné
se piida ristové médium a mikrotitracni desticka se ulozi do inkubétoru nastaveného na 37°C
a 5% CO,. Piiblizné 2-3dny se buiky déli a vytvareji jednovrstevny film na dné jamek
mikrotitracnich desticek. Po uplynulé dobé¢ je tieba stav bun€k zhodnotit vizudln€ s pouzitim

mikroskopu. Je-li vrstva souvisla, je mozné bunécnou kulturu pouzit pro experiment.

¢ Z mikrotitracnich desti¢ek byl vyhozen piebytek média a kazd4 buika na desticce byla
promyta PBS.V idedlnim piipad¢ se nechdva PBS v mikrotitra¢ni desti¢ce 1 nékolik hodin

a promyti se opakuje 2-3x
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efedéni roztokil nanocastic stiibra- 10,8ug/ml+1% Zelatina, 10,8ug/ml+0,1% zelatina,
5,4ug/ml+1% Zzelatina, 5,4pg/ml+0,1% Zelatina. Negativni kontrola-1% Zzelatina, 0,1%
Zelatina.

e Redéni trypsinu- 1:10 na finalni koncentraci 1pug/ml(900ul PBS+9 pl trypsinu)

e Redéni viru- ptivodni koncentrace viru byla 500 000bunék/ml a toto bylo nafedéno do 6
zkumavek s PBS a trypsinem. Do 1. Bylo napipetovano 300ul viru, smés byla dukladné
promichéna. Z této smeési bylo odpipetovano 300ul do 2.zkumavky a smés byla opét dikladné
promichéna. Takto se postupovalo az k 6.zkumavce. Byly ziskdny roztoky o koncentraci viru
-1,-2,-3,-4,-5 a -6. Zkumavky s takto nafedénym virem byly uloZzeny do inkubatoru
nastaveného na teplotu 37°C po dobu 30min

¢ Do oznacenych mikrotitra¢nich desti¢ek byly napipetovany piipravené disperze nanocastic
stiibra. Do kazd¢ jamky 20ul disperze nanocéstic stiibra a 20ul roztoku viru. Takto
pripravené mikrotitra¢ni desticky byly ulozeny do inkubatoru nastaveného na teplotu 37°C
po dobu 60min.

e Po uplynulé dobé bylo do kazd¢ jamky napipetovanol50ul postinfekéniho media DMEM
obsahujici glutamin, antibiotika a trypsin(2pg/ml).

e Inkubace 7 dni pii teploté 37°C, ¢ekani na prubeh virové infekce

e Po uplynuti 7 dni vyhodnoceni pokusu s pouzitim mikroskopu. Vysledkem je pozorovani

cytopatického efektu, kvantitavni vyhodnoceni (titr viru) [28]
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7  VYSLEDKY A DISKUSE

7.1 Antibakterialni aktivita

Pti smichéani koloidu stiibra s roztokem rastového média byla pozorovana zmeéna
barvy z oranzovohnédé na Sedou. Tato zména barvy byla zplsobena agregaci nanocastic
stiibra. Proto bylo nutné zabrénit této agregaci pouzitim stabilizatoru. V prvnich fazich
experimentll bylo tieba zjistit, ktery z dostupnych stabilizatorG je vhodny pro pouziti.
V tabulce 2 jsou shrnuty hodnoty absorbance bakterialni suspenze. V levé Casti jsou disperze
nanocastic stiibra obsahujici stabilizator o koncentraci 1%(w/w), v pravé ¢asti jsou roztoky
stabilizatorti v destilované vod¢€. Ve spodnim fadku jsou hodnoty absorbance bakteridlni

suspenze v rastovém médiu(Miiller-Hinton) jako pozitivni kontrola rstu bakterii.

Tab. 2 Hodnoty absorbance pro bakteridlni suspenzi Salmonella enteritis LT2 s pouzitim

ruznych stabilizatorl a s pouzitim koloidu o koncentraci 108ug/ml

koncentrace koloidu v pg/ml koncentrace stabilizatoru (w/w)

54 27 13,5 | 6,75 |3,375 0,5 0,25 (0,125|0,062 | 0,031

0,282 | 1,106 | 1,181 | 1,092 | 1,051 0,794 | 1,042 | 1,042 | 1,028 | 1,010

NPs 0,243 | 1,144 | 1,102 | 1,089 | 1,088 | BLANK | 0,968 | 1,062 | 1,053 | 1,116 | 0,984
0,101 | 0,081 | 1,041 | 1,090 | 1,097 0,849 | 1,099 | 1,189 | 1,164 | 1,163

NPs+G 0,094 | 0,087 | 1,014 | 1,195 | 1,088 G 0,817 | 1,094 | 1,224 | 1,288 | 1,247
0,081 | 0,382 | 0,266 | 0,655 | 1,111 0,275 | 0,146 | 0,626 | 0,806 | 1,138

NPs+SDS | 0,131 0,131 | 0,239 | 0,660| 1,150| SDS | 0,161 | 0,101 | 0,599| 0,821 | 1,187

0,701] 0,084 | 0,791 | 0,894 | 0,985 0,435| 0,840 | 0,945| 1,111 | 1,005
NPs+PAC | 0,659 | 0,077 0,801 | 0,989 | 1,036 | PAC | 0,430| 0,804 | 1,032 | 1,038 | 1,048
0,439] 0,938 | 1,064 | 1,087 | 1,045 0,575| 0,872 | 1,032 | 1,147 | 1,123
NPs+PVP | 0,231 0,900| 1,015| 1,073 | 1,145| PVP | 0,646 | 0,899 | 1,007 | 1,183 | 1,052
0,094 10,797 | 0,864 | 0,869 | 1,030 1,049 | 1,160 | 1,233 | 1,138 | 1,172
NPs+KAS | 0,102 | 0,962 | 0,950 0,932 | 0,895| KAS | 0,942 | 1,126| 1,171 | 1,200 1,150
1,025| 1,257 | 1,255 | 1,230 | 1,247 1,097 | 1,195| 1,198 | 1,195| 1,166

NPs+TW | 1,377 1,274 1,255|1,221| 1,279| TW 1,092 | 1,165| 1,195| 1,192 | 1,201
bakt.+med. | 0,988 | 1,041 | 0,986 | 0,990 | 0,995 | 1,083 | 1,036| 1,276 | 1,061 | 1,177 | 1,093

Antibakteridlni aktivita nanocCastic stfibra stabilizovanych vySe uvedenymi
stabilizatory i antibakteridlni efekt samotnych stabilizatori byl hodnocen jak vizudlné tak
spektrofotometricky. Pokud naméfime absorbanci do hodnoty zhruba 0,200 Ize fici, Zze v dané
jamce zadné bakterie nerostou. VSe se vSak musi porovnat s pozitivni kontrolou, protoze
kazda bakterie roste v danych podminkach rizné a vysledek je tedy relativni a je tfeba ho
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podpofit vizualnim zhodnocenim. Z vySe uvedenych c&isel plyne Ze zelatina, sodium-
dodecylsulfat, kyselina polyakrylova, polyvinylpyrrolidon i kasein stabilizuji nanocastice,
nebyla pozorovéana agregace a antibakteridlni efekt je patrny. U nestabilizovanych nanocastic
antibakterialni efekt je, ale ne tak vyrazny diky agregaci, ktera byla pozorovana. Tween 80
vSak nestabilizuje Upln¢ idedlné, byla pozorovana agregace. Porovndme-li hodnoty z levé
casti tabulky s hodnotami v casti pravé, mizeme vidét, ze roztoky SDS, PAC i PVP
v destilované vodé hubi vice ¢i méné bakterie samy o sobé. Pfi nafedéni na koncentraci
0,25% se projevovala CasteCnd inhibice ristu bakterii. U SDS byl pozorovan mirny
antibakterialni efekt piti koncentraci 0,062%. Pii téchto a vyssich koncentracich nelze odlisit
antibakteridlni efekt nanocastic stfibra od antibakteridlniho efektu stabilizdtoru a tyto

stabilizatory nejsou optimalni pro dalsi pouziti.

Pro dalsi experimenty je tedy vhodné pouzit pouze Zelatinu nebo kasein, protoZe samy

o sob& nemaji antibakterialni efekt a zamezuji agregaci.

Obr. 17 Mikrotitra¢ni desticka s bakterialni suspenzi a vySe uvedenymi stabilizatory

(vlastni foto)

V dalsi c¢asti je pouzito n€kolik zkratek. NPs je nestabilizovany koloid o koncentraci
108pg/ml a s velikosti ¢astic 30 nm, NPs+G je koloid o koncentraci 108ug/ml a s velikosti
castic 30 nm stabilizovany Zelatinou. NPs1080 je koloid o koncentraci 1080ug/ml a
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s velikosti nanoc¢éstic 20 nm stabilizovany sodnou soli polyakrylové kyseliny. NPs108 je
koloid o koncentraci 1080pg/ml stabilizovany sodnou soli polyakrylové kyseliny (velikost
nanocastic 20 nm), ktery byl nafedén destilovanou vodou pied pouzitim na koncentraci 108

ug/ml. 4 sloupce pro kazdy roztok znamenaji opakovani experimentu.

Jako pozitivni kontrola stability pfipraveného koloidu byla pouzita bakterie
Salmonella enteritis LT2 z kultury. Pouzit¢ médium pro tuto bakterii bylo Miiller-Hinton.
Byly provedeny experimenty i smédiem BHI se stejnym vysledkem. MIC pro
nestabilizované nanocastice je 54ug/ml (v tabulce podbarveno modie). Pro castice
stabilizované zelatinou je MIC 13,5ug/ml (v tabulce podbarveno fialové,viz.Tab.3). Je
to proto, Ze po smichani roztoku nanocastic stiibra s ristovym médiem byla pozorovana
agregace. Jakmile byly Castice stabilizovany, agregace pozorovana nebyla a antibakteridlni

efekt byl vyssi (viz.Tab. 2).
Tab. 3 Hodnoty absorbance pro bakterialni suspenzi Salmonella enteritis 1LT2

Salmonella enteritis LT2

pg/ml NPs NPs NPs NPs NPs+G NPs+G NPs+G NPs+G

54 0,950 0,955| 0,518| 0,601 0,124 0,136 0,113 0,114
27 1,049| 1,045| 0,832| 0,924 0,085 0,086 0,086 0,101
13,5 0,967 | 1,042| 0,774| 0,808 0,078 0,671 0,096 0,093
6,75 1,008| 0931| 0,813| 0,811 0,896 1,006 1,057 1,070
3,375 0,986| 1,007| 0,843 1,077 0,995 1,072 1,052 1,089
bakt.+medium 1,204| 1,077| 1,132 1,095 0,811 0,847 0,741 1,095

Jako druhd pozitivni kontrola byl pouZzit Staphylococcus aureus. Pouzité médium pro
tuto bakterii bylo Miiller-Hinton. Nestabilizované ¢astice nemély na tuto bakterii zadny vliv,
tudiZz neni stanovena MIC resp.je vys$i nez 54ug/ml. Pro Céstice stabilizované Zelatinou je
MIC 6,75ug/ml (v tabulce podbarveno fialove). Kvantitativni vyhodnoceni bylo podpoteno
vizualnim, proto je zvolena jako MIC hodnota 6,75 a ne 3,375 pug/ml (viz.Tab. 4)
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Tab.4 Hodnoty absorbance pro bakteridlni suspenzi Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus

ug/ml NPs NPs NPs NPs NPs+G NPs+G NPs+G NPs+G

54 1,188 | 1,208| 1,061| 0,893 0,105 0,105 0,132 0,129
27 1,254 | 1,227 | 1,148 | 1,165 0,106 0,084 0,091 0,097
13,5 1,277 | 1,226| 1,112| 0,970 0,093 0,097 0,082 0,095
6,75 1,195| 1,232| 1,200| 0,948 0,079 0,077 0,069 0,062
3,375 1,213| 1,230| 0,957| 0,933 0,088 0,888 0,100 0,642
bakt.+medium 1,265| 1,269| 1,238| 1,258 1,272 1,252 1,112 1,118

Dalsi experimenty probihaly s ,,divokymi“ kmeny bakterii, které byly technickymi

pracovniky institutu izolovany z Zivo¢isného materialu. U kazdého kmene uvadim, ze kterého

organismu byl izolovan.

Pouzit¢ médium pro bakterii Salmonella enteritis GN2303 bylo Miiller-Hinton.
Nestabilizované ¢astice nemély na tuto bakterii zadny vliv, tudiz neni stanovena MIC resp.je
vy$si nez 54pug/ml. Pro Castice stabilizované Zelatinou je MIC 54pug/ml (v tabulce podbarveno
fialové,viz.Tab.5). MIC pro druhy koloid byla stanovena na 33,27 resp.27pg/ml za stejnych
podminek (viz.Tab.6)

Tab.5 Hodnoty absorbance pro bakterialni suspenzi Salmonella enteritis GN2303

Salmonella enteritis GN2303 ptak

pg/ml NPs NPs NPs NPs NPs+G NPs+G NPs+G NPs+G

54 0,904| 1,079| 1,071| 1,179 0,094 0,098 0,105 0,125
27 0,439| 0,616| 1,078| 1,066 1,006 1,200 1,299 1,251
13,5 0,618| 0,641| 1,009| 0,970 1,180 1,198 1,202 1,207
6,75 0,629| 0,527| 0,936| 0,998 1,173 1,172 1,189 1,146
3,375 0,740| 0,873| 0,938| 0,961 1,141 1,151 1,156 1,132
bakt.+medium 0,819| 0,860| 0,964| 1,000 1,126 1,064 1,097 1,094
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Tab.6 Hodnoty absorbance pro bakteridlni suspenzi Salmonella enteritis GN2303

Salmonella enteritis GN2303 ptak

pg/ml NPs1080 | NPs1080 | NPs1080 | NPs1080 | ug/ml NPs108 | NPs108 | NPs108 | NPs108
540 0,459 0,466 0,611 0,599 | 54 0,110 0,118| 0,121| 0,121
270 0,358 0,361 0,406 0,423 | 27 0,103| 0,105| 0,102| 0,106
135 0,225 0,219 0,347 0,334 | 13,5 0,465| 0,591| 0,503| 0,598
67,5 0,168 0,179 0,177 0,187 | 6,75 0,547| 0,770 0,621| 0,639
33,75 3,375 0,616| 0,789| 0,805| 1,004
16,88 0,448 0,447 0,526 0,881 1,69 0,707| 0,719| 0,799| 0,844
8,44 0,701 0,678 0,970 0,944 /0,84 0,804| 0,803| 0,785| 0,776
4,22 0,781 0,763 0,737 1,084 (0,42 0,837| 0981| 1,073| 1,186
2,11 0,879 0,809 0,824 1,162 | 0,21 0,779| 0,821| 0,805| 0,996
bakt.+med. 0,949 0,901 0,905 0,825 | bakt.+med. | 0,956| 0,834| 0,844| 0,994

Pouzité médium pro bakterii Salmonella typhimurium GN0448 bylo Miiller-Hinton.
Nestabilizované ¢astice nemély na tuto bakterii zadny vliv, tudiz neni stanovena MIC resp.je
vy$si nez 54pug/ml. Pro Castice stabilizované Zelatinou je MIC 54pug/ml (v tabulce podbarveno
fialové,viz.Tab.7). MIC pro druhy koloid byla stanovena na 33,27 resp.27ug/ml za stejnych
podminek. Absorbance pfi koncentracich 540ug/ml je vyssi, protoze je koloid koncentrovany

a Castice pohlcuji zafeni. Absorbance koloidu o koncentraci 540pg/ml smichané¢ho s médiem

byla 0,418. Proto je MIC stanovena 33,27ug/ml (viz.Tab.8).

Tab.7 Hodnoty absorbance bakterialni suspenze Salmonella typhimurium GN0448

Salmonella typhimurium GN0448 prase

pg/ml NPs NPs NPs NPs NPs+G NPs+G NPs+G NPs+G

54 0,768| 0,916| 0,973 1,03 0,095 0,128 0,123 0,199
27 0,625| 0,695| 1,124| 1,058 0,622 0,768 1,178 1,110
13,5 0,698| 0,745| 1,102| 1,076 0,754 0,709 1,069 1,098
6,75 0,786| 0,772 1,101| 1,078 0,764 0,910 1,150 1,343
3,375 0,963| 0,585| 1,092| 1,105 0,888 0,885 1,335 1,355
bakt.+medium 1,169| 1,219| 1,185 1,109 1,169 1,219 1,185 1,109
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Tab.8 Hodnoty absorbance bakteridlni suspenze Salmonella typhimurium GN0448

Salmonella typhimurium GN0448 prase

ug/ml NPs1080 | NPs1080 | NPs1080 | NPs1080 | pug/ml NPs108 | NPs108 | NPs108 | NPs108
540 0,462 0,487 0,584 0,557 | 54 0,110 0,118 0,118 0,142
270 0,339 0,356 0,398 0,399 | 27 0,101| 0,107 | 0,102| 0,127
135 0,220 0,230 0,224 0,277 | 13,5 0,468 0,532 0,073 0,847
67,5 0,160 0,181 0,170 0,176 | 6,75 0,577 0,632 0,939 0,943
3375 | 0121] 0122] o0122] 0128 3375 0581| o0s554| 1008| 1,087
16,88 0,430 0,624 0,855 0,933 1,69 0,737 0,749 0,925 1,190
8,44 0,483 0,635 0,599 0,940 | 0,84 0,824 | 0,818 1,146 1,200
4,22 0,595 0,633 0,769 0,996 | 0,42 0,870 | 0,868 1,099 1,188
2,11 0,708 0,773 1,288 1,208 | 0,21 0,868 | 0,909 1,213 1,014
bakt.+med. 0,986 0,962 1,030 1,173 | bakt.+med. | 0,928 | 0,976 | 1,228 | 1,349

Prvni pouzité¢ médium pro bakterii Streptococcus dysagalatiae bylo Miiller-Hinton (v
tabulce podbarveno zelen€), ale protoze bakterie v téchto podminkach nerostla dobie,
rozhodla jsem se vyménit médium a pro dalSi experimenty bylo pouzito BHI (v tabulce
podbarveno Sed¢). Nestabilizované Castice nemély na tuto bakterii zadny vliv, tudiz neni
stanovena MIC resp.je vyssi nez 54pug/ml. Pro Castice stabilizované zelatinou je MIC 54pg/ml
(v tabulce podbarveno fialové, viz.Tab.9). MIC pro koloid druhy koloid byla stanovena na
16,88 resp.13,5ng/ml za stejnych podminek (viz.Tab.10).

Tab.9 Hodnoty absorbance bakterialni suspenze Streptococcus dysagalatiae GP1019

Streptococcus dysagalatiae GP1019 krava

pg/ml NPs NPs NPs NPs NPs+G NPs+G NPs+G NPs+G

54 0,361 | 0,318| 0,448| 0,624 0,093 0,099 0,093 0,100
27 0,277 | 0,278 | 0,583| 0,382 0,544 0,538 0,609 0,455
13,5 0,225| 0,239| 0,368| 0,356 0,311 0,326 0,362 0,349
6,75 0,193 | 0,198 | 0,352| 0,333 0,238 0,271 0,262 0,242
3,375 0,138 | 0,121| 0,349| 0,376 0,262 0,242 0,288 0,257
bakt.+medium 0,225| 0,139| 0,293| 0,319 0,301 0,239 0,285 0,357
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Tab.10 Hodnoty absorbance bakteridlni suspenze Streptococcus dysagalatiae GP1019

Streptococcus dysagalatiae GP1019 krava

pg/ml NPs1080 | NPs1080 | NPs1080 | NPs1080 | pg/ml NPs108 | NPs108 | NPs108 | NPs108
540 0508 0498| 0512| 0512|54 0,110| 0,110| 0,108 0,108
270 0334| 0409| 0331| 0338]27 0,091| 0,092| 0,093 0,092
135 0,239 0240| 0245| 0,237|135 0,067 | 0,070| 0,609 | 0,068
67,5 0,154| 0,154| 0152 0,155|6,75 0,403 | 0,389| 0425| 0,380
33,75 0,116 0,119| 0,120 0,1173,375 0,342| 0309| 0397| 0,365
@ 1,69 0,285| 0338| 0343 0441
8,44 0,291 0,182| 0,753| 0,262|0,84 0,254| 0,283| 0,288 0,356
4,22 0361 0351| 0631 0437|042 0,773| 0,309| 0,305| 0,300
2,11 0366| 0292| 0431] 0410{0,.21 0,259| 0,237| 0,334| 0,446
bakt.+med.| 0273| 0237| 0,292| 0,273 | bakt.+med. 0,290| 0,254| 0430 0,275

Prvni pouzit¢é médium pro bakterii Enterococcus faecalis bylo Miiller-Hinton (v
tabulce podbarveno zelen€), ale protoze bakterie v téchto podminkach nerostla dobie,
rozhodla jsem se vyménit médium a pro dalSi experimenty bylo pouZzito BHI (v tabulce
podbarveno Sed¢). Nestabilizované Castice nemély na tuto bakterii zadny vliv, tudiz neni
stanovena MIC resp.je vyssi nez 54pg/ml. Pro Castice stabilizované Zelatinou je MIC 54pg/ml
(v tabulce podbarveno fialove, viz.Tab.11). MIC pro koloid druhy koloid byla stanovena
na 16,88 resp.13,5ng/ml za stejnych podminek (viz.Tab.12)

Tab.11 Hodnoty absorbance bakteridlni suspenze Enterococcus faecalis GP1001

Enterococcus faecalis GP1001 kralik

pg/ml NPs NPs NPs NPs NPs+G NPs+G NPs+G NPs+G

54 0,436| 0,488| 0,646| 0,617 0,090 0,090 0,090 0,096
27 0,457 0,473| 0,814| 0,792 0,485 0,446 0,438 0,461
13,5 0,410 0,402 0,813 0,770 0,661 0,646 0,578 0,589
6,75 0,383 0,350 0,712 0,815 0,560 0,603 0,579 0,622
3,375 0,336 0,297 0,782 0,779 0,526 0,577 0,551 0,520
bakt.+medium 0,228 | 0,242| 0,792| 0,834 0,652 0,557 0,620 0,664
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Tab.12 Hodnoty absorbance bakteridlni suspenze Enterococcus faecalis GP1001

Enterococcus faecalis GP1001 kralik

pg/ml NPs1080 | NPs1080 | NPs1080 | NPs1080 | pg/ml NPs108 | NPs108 | NPs108 | NPs108
540 0,401 0,425 0,454 0,465 | 54 0,111| 0,117 0,119| 0,121
270 0,293 0,303 0,324 0,324 | 27 0,096| 0,099| 0,098| 0,104
135 0,198 0,209 0,221 0,218 | 13,5 0,071| 0,078| 0,073| 0,076
67,5 0,149 0,154 0,151 0,155 | 6,75 0,677| 0,689| 0,600| 0,602
33,75 0,114 0,118 0,115 0,120 3,375 0,624| 0,607| 0,641| 0,586
16,88 |L10,080| 0,080,082 | 0,085 1,69 0782| 0722| o0ee3| 0659
8,44 0,633 0,720 0,517 0,612 10,84 0,739| 0,692| 0,630| 0,637
4,22 0,679 0,772 0,512 0,625]0,42 0,590| 0,677| 0,654| 0,583
2,11 0,790 0,808 0,469 0,583]0,21 0,717| 0,711| 0,655| 0,644
bakt.+med. 0,602 0,604 0,419 0,414 | bakt.+med. | 0,661 | 0,645| 0,420 0,458

Prvni pouzité médium pro bakterii Streptococcus uberis bylo Miiller-Hinton (v tabulce
podbarveno zelen¢), ale protoze bakterie v téchto podminkach nerostla dobfe, rozhodla jsem
se vymeénit médium a pro dal$i experimenty bylo pouzito BHI (v tabulce podbarveno $edg).
Jak nestabilizované tak stabilizované ¢éstice nevykazovaly antibakteridlni aktivitu, tudiZ neni

stanovena MIC resp. Je vys8i neZ 54pg/ml (viz.Tab.13). MIC pro koloid druhy koloid byla

stanovena na 33,75 resp.27ug/ml za stejnych podminek (viz.Tab.14).

Tab. 13 Hodnoty absorbance bakterialni suspenze Streptococcus uberis GP1037

Streptococcus uberis GP1037 — krava

pg/ml NPs NPs NPs NPs NPs+G NPs+G NPs+G NPs+G

54 0,441 0,442 0,630 0,640 1,175 0,895 0,844 1,095
27 0,457 0,504 0,722 0,734 0,927 0,874 1,138 1,212
13,5 0,489| 0,585| 0,806| 0,783 0,870 0,914 1,129 1,066
6,75 0,642 0,647 0,830 0,805 0,913 0,901 1,092 1,008
3,375 0,799| 0,722| 0,794| 0,796 1,022 0,950 0,920 0,881
bakt.+medium 0,696 | 0,557| 0,826| 0,908 0,931 0,899 0,974 0,993
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Tab. 14 Hodnoty absorbance bakterialni suspenze Streptococcus uberis GP1037

Streptococcus uberis GP1037 — krava

pg/ml NPs1080 | NPs1080 | NPs1080 | NPs1080 | pg/ml NPs108 | NPs108 | NPs108 | NPs108
540 0,434 0,430 0,457 0,473 | 54 0,118 | 0,119| 0,118| 0,139
270 0,303 0,311 0,319 0,320 | 27 0,097| 0,141| 0,102| 0,123
135 0,208 0,209 0,215 0,217 | 13,5 0,965| 0951| 0,882| 0,885
67,5 0,156 0,154 0,153 0,157 | 6,75 0,868| 0917| 0,957| 0,879
33,75 3,375 0,803| 0,777 0,954| 0,880
16,88 1,055 1,033 1,050 1,120 1,69 0,982| 0987| 0,932| 0,972
8,44 1,023 1,023 1,051 0,812 10,84 0,938| 0936| 0,926| 0,975
4,22 0,896 1,030 0,974 0,998 10,42 0,938| 0,893| 0,946| 0,974
2,11 0,954 0,937 1,018 0,908 | 0,21 0,952| 0,825| 0,883| 0,881
bakt.+med. 0,922 1,012 0,796 0,840 | bakt.+med. | 0,949| 0,998| 0,913| 0,737

Pouzit¢ médium pro bakterii Escherichia coli bylo Miiller-Hinton. Nestabilizované
Castice nemély na tuto bakterii zaddny vliv, tudiz neni stanovena MIC resp.je vyssi nez
S54pg/ml. Pro Castice stabilizované zelatinou je MIC 27pg/ml (v tabulce podbarveno fialové,

viz.Tab.15). MIC pro koloid druhy koloid byla stanovena na 33,75 resp.27pg/ml za stejnych

podminek (viz.Tab.16).

Tab. 15 Hodnoty absorbance bakterialni suspenze Escherichia coli GN2482

Escherichia coli GN2482 kravské mléko

pg/ml NPs NPs NPs NPs NPs+G NPs+G NPs+G NPs+G

54 0,949 1,069 1,330 1,241 0,105 0,103 0,141 0,117
27 1,411 1,433 1,411| 1,419 0,087 0,085 0,090 0,123
13,5 1,342 1,416 | 1,383 1,464 1,360 1,196 1,302 1,297
6,75 1,460 | 1,407 1,395| 1,327 1,309 1,305 1,300 1,298
3,375 1,354 | 1,469 1,353 1,432 1,270 1,330 1,300 1,318
bakt.+medium 1,514 | 1,497 | 1,494| 1,465 1,509 1,349 1,339 1,352
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Tab. 16 Hodnoty absorbance bakterialni suspenze Escherichia coli GN2482

Escherichia coli GN2482 kravské mléko

pg/ml NPs1080 | NPs1080 | NPs1080 | NPs1080 | pg/ml NPs108 | NPs108 | NPs108 | NPs108
540 0,530| 0534| 0591| 061254 0,113| 0,114 0,120| 0,125
270 0341| 0355| 0408| 0,406 |27 0,03| 0,04| 0,103| 0,107
135 0,265| 0212| 0,232| 0304135 0,078| 0,554| 0,078 0,768
67,5 0,166| 0,166| 0,177| 0,179|6,75 0,841 0,051| 0,581| 0,947
33,75 3,375 1,024| 1,147| 1,005| 1,132
16,88 0,898| 0,908| 0,091| 0,719 1,69 1,174| 1,321| 1,284| 1,226
8,44 0,922| 0,898| 0,904| 1,009 0,84 1,308| 1,323| 1,258| 1,321
4,22 1,028| 1,079| 1,030| 1,048|0,42 1,322| 1,365| 1,307| 1,428
2,11 1,119| 1,195| 1,282| 1,164|0,21 1,292 1,344| 1,314| 1,369
bakt.+med. | 1,396 | 1,392 | 1,418| 1,460 | bakt.+med.| 1,427| 1,393| 1,492| 1462
Pouzit¢é médium pro bakterii Escherichia coli eae’ bylo

Nestabilizované ¢astice nemély na tuto bakterii zadny vliv, tudiz neni stanovena MIC resp.je
vyssi nez S4ug/ml. Pro Castice stabilizované zelatinou je MIC 13,5ug/ml (v tabulce

podbarveno fialové, viz.Tab.17). MIC pro druhy koloid byla

resp.6,75ug/ml za stejnych podminek (viz.Tab.18).

stanovena na 8,44

Miiller-Hinton.

Tab. 17 Hodnoty absorbance bakteridlni suspenze Escherichia coli eae” GN2514

Escherichia coli eae® GN2514 kralik

pg/ml NPs+G NPs NPs NPs NPs+G NPs+G NPs+G NPs+G

54 1,104 1,097 0,84 | 0,649 0,124 0,994 0,117 0,129
27 0,922| 0,914| 0,888 0,992 0,085 0,994 0,084 0,089
13,5 0,950| 0,798| 0,990| 0,956 0,129 0,488 0,082 0,626
6,75 0,881 0,881 0,904 | 0,865 0,821 1,208 0,964 0,928
3,375 0,844| 0,883| 0,935| 0,996 1,070 0,051 1,029 1,150
bakt.+medium 1,126 1,047 1,028 0,866 1,179 1,199 0,973 1,039
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Tab. 18 Hodnoty absorbance bakterialni suspenze Escherichia coli eae” GN2514

Escherichia coli eae® GN2514 kralik

ug/ml NPs1080 | NPs1080 | NPs1080 | NPs1080 | ug/ml NPs108 | NPs108 | NPs108 | NPs108
540 0,493 0,509 0,555 0,551 |54 0,110 0,118 0,120 0,125
270 0,345 0,353 0,390 0,407 | 27 0,101| 0,103| 0,103| 0,108
135 0,233 0,256 0,294 0,266 | 13,5 0,077 0,078 0,080 0,083
67,5 0,166 0,172 0,174 0,175 6,75 0,071 0,057 0,055 0,056
33,75 0,119 0,124 0,121 0,125 | 3,375 0,595 0,772 0,742 0,935
16,88 0,087 0,090 0,088 0,088 | 1,69 0,936 0,872 1,058 1,079
8,44 0,84 1,012 0,893 1,136 0,914
4,22 0,046 0,293 0,723 0,863 | 0,42 0,933 0,977 | 0,948 1,164
2,11 0,689 0,846 0,963 0,978 0,21 0,902 0,976 1,151 0,971
bakt.+med. 0,990 0,948 0,863 0,942 | bakt.+med. | 0,964| 0,944 | 1,100 0,791

Vsechny vySe uvedené bakterie jsou bakterie kolonizujici travici trakt. VSechny vice
méné dobie rostly v danych podminkach. Dale jsem méla k dispozici bakterii Haemophilus

parasuis, coz je bakterie napadajici dychaci trakt prasat a pro svoji existenci potiebuje z €asti

odli$né podminky.

Pouzité médium pro tuto bakterii bylo BHI obohacené o NAD (nikotinamid adenin
dinukleotid). Koncentrace NAD v BHI byla 20ug/ml. Bez NAD by bakterie nemohla rist.

MIC nestabilizovanych ¢astic byla stanovena na 13,5ug/ml, pro stabilizované ¢astice je MIC

3,375pg/ml (viz.Tab.19).

Tab. 19 Hodnoty absorbance bakterialni suspenze Haemophilus parasuis CT175L

Haemophilus parasuis CT175L

pg/ml NPs NPs NPs NPs NPs+G NPs+G NPs+G NPs+G

54 0,111 0,117 0,115 0,116 0,105 0,117 0,119 0,112
27 0,124 0,122 0,123 0,117 0,078 0,086 0,080 0,084
13,5 0,099 0,095 0,097 0,094 0,061 0,069 0,064 0,070
6,75 0,233 0,227 0,286 0,314 0,057 0,062 0,061 0,059
3,375 0,400 0,441 0,400 0,412 0,053 0,071 0,065 0,125
bakt+medium 0,348 0,369 0,406 0,453 0,291 0,334 0,289 0,279

Zaroven byl pifi vSech experimentech pozorovan zvySeny rist bakterii v ,blank*

roztoku, ktery obsahoval vSe jako disperze nanocastic stiibra, kromée nanocastic. Tento jev 1ze
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vysvétlit pritomnosti maltosy v tomto roztoku. Maltosa slouzi jako zdroj potravy a proto

bakterie rostou 1épe, nez v zivném médiu, kde nemaji tolik potravy.

Haemophilus parasuis potebuje pro optimalni rist dostatek prostoru. Riist v jamkach
mikrotitraéni desticky nebyl pfili§ dobry, proto jsem se rozhodla upravit podminky
experimentu a ovéfit platnost ziskanych dat. Do ¢okoladového agaru byly absorbovany
disperze nanocastic stiibra o pfisluSné koncentraci. Na tento agar byla nanesena bakterialni
suspenze. Toto bylo vloZeno do inkubatoru na 24h. Vysledkem byla inhibice ristu u vSech 5
pouzitych kment pii koncentraci 3,375ug/ml. Toto potvrdilo pfedchozi vysledky. Vysledek
experimentu dokumentuje obr.18.

Obr.18 Cokoladovy agar s péti kmeny bakterie Haemophilus parasuis (vlastni foto)

V horni c¢asti fotografie jsou cokoladové agary s 5 kmeny bakterie Haemophilus
parasuis, ve spodni casti fotografie jsou Cokoladové agary které absorbovaly disperzi
nanocastic stiibra stabilizovanych Zzelatinou o koncentraci 3,375ug/ml naockované stejnymi
kmeny. Je patrné Ze v misté naneseni bakteridlni kultury nedoslo k jejimu rdstu a mnozeni.

Takto byla potvrzena hodnota MIC ziskana standardni mikrodilu¢ni metodou.

Vsechny pouzité kmeny jsou typické svym vyskytem ve Spanélsku. ER-GP, PC4-GP a
Naga jsou kmeny virulentni, Naga se pouziva jako referentni kmen. SW114 a F9 jsou
nevirulentni kmeny, pficemz SW114 se pouziva jako referentni kmen.
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Tab.20 Souhrn stanovenych MIC, symbol — oznacuje, Ze nebyla pozorovéna antibakterialni

aktivita

NPs NPs+G | NPs1080 ‘ NPs108

Salmonella enteritis LT2 54 13,5 B
netestovano

Staphylococcus aureus - 6,76
Salmonella enteritis GN2303 ptak - 54 33,75 27
Salmonella typhimurium GN0448 prase - 54 33,75 27
Streptococcus dysagalatiae GP1019
krava - 54 16,6 13,5
Enterococcus faecalis GP1001 kralik - 54 16,6 13,5
Streptococcus uberis GP1037 krava - - 33,75 27
Escherichia coli GN2482 kravské mléko - 27 33,75 27
Escherichia coli eae® GN2514 kralik - 13,5 8,4 6,75
Haemophilus parasuis CT175L prase 13,5 3,375 netestovano

U vétSiny bakterii nebyla stanovena MIC pro nestabilizovany koloid, protoze doslo
k agregaci nanocastic stfibra pfi smichani disperze s ristovym médiem. Pro stabilizovany
koloid byla MIC stanovena pro vSechny bakterie. Nejnizsi MIC byla stanovena pro bakterii
Haemophilus parasuis. Relativné vyrazny rozdil ve stanovenych hodnotdich MIC mezi touto
bakterii a témi ostatnimi je pravdépodobné proto, ze Haemophilus parasuis je bakterie
kolonizujici respiracni trakt prasete, ostatni bakterie kolonizuji intestinalni trakt. Dusledkem

rozdilnych narokti na optimalni prostfedi k zivotu je i rozdilna citlivost na nanocéstice stiibra.

V jinych studiich zkoumajicich antibakterialni efekt nanocastic stfibra byla stanovena
MIC nizs§i pro stejné bakterie. Pro Enterococcus faecalis byla stanovena MIC 3,38ug/ml, pro
Escherichia coli 1,69ug/ml a pro Staphylococcus aureus 1,69ng/ml. VSechny tyto bakterie
pochézely z komer¢ni kultury[16,29]. Bakterie, které¢ jsem méla k dispozici byly izolovany
z infikovanych zvitat kromé bakterii Salmonella enteritis LT2 a Staphylococcus aureus, které
byly z komer¢ni kultury. VyS$si hodnoty MIC pro izolované bakterie byly pravdépodobné
proto, Ze jednalo o divoké patogenni kmeny, které mohou byt rezistentnéj$i nez kmeny

z kultury.

7.2  Antiviroticka aktivita

Stejné jako u experimentd s bakteriemi bylo nutné vybrat vhodny stabilizator Castic,
protoZe po smiseni s médiem dochazelo k agregaci nanocastic stiibra. S ohledem na buné¢nou

linii a zkuSenosti s experimenty s bakteriemi padla volba opét na zZelatinu, protoZe ma dobré
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stabilizacni schopnosti. Zaroven bylo potieba upravit pH koloidu, protoze pH 11,5 by samo
o sobé zahubilo virus a nebylo by mozné odliSit antiviroticky efekt nanocastic stiibra
od efektu pH. Zkousela jsem fedit koloid v poméru 1/10, 1/20 a 1/50 destilovanou vodou,
PBS a DMEM médiem. Z vysledkii méteni pH vyplynulo, Ze nejlepsi bude pouzit k fedéni
a upravé pH PBS pufr (viz. Tab.21).

Tab.21 Hodnoty pH pfi fedéni koloidu rznymi rozpoustédly

pomér pH
destilovana
voda 1/10 9,72
1/20 9,56
1/50 9,19
PBS 1/10 7,64
1/20 7,56
1/50 7,50
DMEM 1/10 7,33
1/20 7,21
1/50 7,24

Krom¢ upravy bylo tfeba disperzi nanocastic stfibra fedit, protoze koncentrace
nanocCastic stiibra 108ug/ml by byla toxickd pro bunky. Bylo také tfeba vyhodnotit, jakou
koncentraci Zelatiny jako stabilizatoru je moZzné pouzit, aniz by ptsobila cytotoxicky
na bunky. Z provedenych experimentll vyslo, Ze cytotoxicky pisobily roztoky Zelatiny
o koncentraci 0,5% (w/w) a vyssi. Koncentrace 0,25% (w/w) neptisobi pfimo cytotoxicky, ale
buiiky jsou stresované. Z toho plyne, Ze koncentrace 0,125% (w/w) je nejvyssi pouZitelna pro
stabilizaci nanocastic stfibra. Proto jsem v samotném experimentu pracovala s koncentraci

0,1% (w/w) zelatiny v koloidu.

Zaroven byla testovana cytotoxicita tohoto roztoku na bunécnou kulturu. Vysledkem
je pozorovani cytotoxicity pii koncentraci 21,6pg/ml. Pfi koncentracich 2.7, 5.4 a 10.9ug/ml

byly pozorovéany abnormality a buiiky byly stresované.

Vysledkem experimentil s viry je pozorovani cytopatického efektu pod mikroskopem

a nasledné kvantitativni vyhodnoceni titru viru.
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Tab.22 Kvantitativni vyhodnoceni antivirotické aktivity nanoc¢astic stiibra

Praseci chiipka H3N, log;o TCIDsp/ml

54ug/ml + 0,1%

Zelatina 12.11. 5,450
12.11. 5,700
12.11. 5,575 5,679
12.11. 5,825
5.11. 5,450
5.11. 6,075

10,8pg/ml + 0,1%

Zelatina 12.11. 5,725
12.11. 5,825 5,613
5.11. 5,325
5.11. 5,575

virus 5.11. 5,325
5.11. 6,075 5,706
12.11. 5,700
12.11. 5,725

0,1% Zelatina 5.11. 6,075 6,075
5.11. 6,075

Z tabulky je patrné, Ze titr viru je zhruba stejny u ¢isté bunééné linie jako u bunécéné
linie obsahujici nanocastice stiibra stabilizované Zelatinou. Nanocastice stfibra nemaji vliv

na prubéh virové infekce praseci chiipky HsNo.

56



Obr. 19 Mikrofotografie bunécné kultury-normélni podminky, zvétSeni 10x10 (vlastni foto)

Obr. 20 Mikrofotografie bunécéné kultury-cytopaticky efekt viru, zvétseni 10x10 (vlastni foto)
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8 ZAVER

Diplomova prace byla zaméfena na zkoumani antibakterialni a antivirotické aktivity
nanoCastic stfibra. Znacnd Cast experimentdlni prace byla realizovand ve vyzkumném
institutu Centre de Recerca en Sanitat Animal (CReSA) pfi Universitat Autonoma de

Barcelona, Barcelona (Spanélsko).

Pro testovani antibakterialni aktivity bylo zvoleno 10 druhti bakterii (Sa/monela
enteritis LT2, Staphylococcus aureus, Salmonella enteritis, Salmonella typhimurium,
Streptococcus dysagalatiae, Enterococcus faecalis, Streptococcus uberis, Escherichia coli,

. . . + . .
Escherichia coli eae” a Haemophilus parasuis).

Antibakterialni aktivita byla testovana standardni mikrodiluéni metodou s pouzitim
média BHI nebo Miiller-Hinton v zavislosti na druhu bakterie, vedouci ke stanoveni
minimdlni inhibi¢ni koncentrace (MIC) testovanych latek. Tato metoda umoznila stanovit

MIC jak pro Castice nestabilizované, tak pro €astice stabilizované.

Mimo jiné bylo tfeba zjistit, ktery z moznych stabilizatori je vhodné pouzit. Proto
probéhl experiment se standardnim kmenem Salmonella enteritis LT2 a sérii stabilizatorti.
Jako nejvhodnégjsi se jevila zelatina a kasein, které dobfe stabilizovaly nanocastice a samy o
sobé nemély vliv na rast bakteridlni kolonie. Toto se neda fict o SDS, ktery skvéle
nanocastice stiibra stabilizuje, ale sdm o sobé& ni¢i bakterie do koncentrace 0,25%. PAC a PVP
nestabilizuji disperzi nanocastic stfibra idealné, byla pozorovana agregace. Maji také nepatrny
vliv na rust bakterii. Tween 80 také nestabilizuje nanoc¢astice stfibra idedln¢, za to vSak nema

vliv na rust bakterii.

cv v

pro koloid stabilizovany Zelatinou a s velikosti ¢astic 30nm. Z intestinalnich bakterii nejlépe
na nanolastice reagovaly bakterie Escherichia coli eae’ sMIC 6,75ug/ml koloidu
stabilizovaného sodnou soli polyakrylové kyseliny a s velikosti ¢astic 20 nm. Pro bakterie
Enterococcus faecalis, Streptococcus dysagalatiae byla stanovena MIC 13,5pg/ml,
pro Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Sallmonela enteritis a Streptococcus uberis
byla stanovena MIC 27ug/ml taktéZ pro Castice stiibra stabilizované sodnou soli polyakrylové

kyseliny a s velikosti 20nm.
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Ze stanovenych hodnot MIC také plyne, Ze vétsi antibakteridlni aktivitu vykazoval

koloid s velikosti ¢astic stiibra 20nm, coz koresponduje s fadou publikovanych ¢lankd.

Antiviroticka aktivita nanocastic stiibra s velikosti 30 nm byla testovdna na viru
praseci chiipky H3N, s pouzitim bunécné linie MDCK. Zaroven byla testovdna cytotoxicita
této disperze na bunécnou kulturu. Vysledkem je pozorovani cytotoxicity pfi koncentraci
21,6pg/ml stiibra. Pii koncentracich 2,7 pg/ml; 5,4 ug/ml a 10.9 pg/ml byl na buiikach
pozorovan stres a abnormality. V provadénych experimentech se bohuzel nepodatilo prokazat
antivirotickou aktivitu nanocastic stfibra. Z ¢asti mozna i proto, Ze i ptes pouziti stabilizatoru
byla pozorovéana agregace po smiseni s ristovym médiem. Pfedmétem Gspéchu by mohla byt

modifikace experimentu ve snaze zamezit agregaci.

S ohledem na ziskané vysledky zejména v oblasti antibakteridlni aktivity se otevira
otazka dalSiho a hlubsiho studia antibakteridlni a antivirotické aktivity nanocastic stiibra

s ohledem na potencialni aplikace.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

CReSA — Centre de Recerca en Sanitat Animal

DLS — Dynamic Light Scattering, dynamicky rozptyl svétla

DNA — Deoxyribonukleova kyselina

RNA — Ribonukleova kyselina

AIDS - Acquired Immune Deficiency Syndrome, syndrom ziskané¢ho selhani imunity
SARS — Severe Acute Respiratory Syndrom, syndrom nahlého selhani dychani

HIV — Human Immunodeficiency Virus, virus lidské imunitni nedostatecnosti

ATP — Adenosintrifosfat

MIC — minimdlni inhibi¢ni koncentrace

MBC — minimalni baktericidni koncentrace

SERS — Surface Enhanced Raman Spectroskopy, povrchem zesilend Ramanova
spektroskopie

HBYV — hepatitis B virus

BHI — Brain heart infusion, médium s vytazky mozku a srdce

PBS — fosfatovy pufr

MDCK — Madin Darby canine kidney, buné¢na kultura z psich ledvinnych bun¢k

G — zelatina

KAS —kasein

SDS - sodium dodecylsulfat

PVP — polyvinylpyrrolidon

PAC — kyselina polyakrylova

TW — Tween 80

NPs — nestabilizovany koloid o koncentraci 108pg/ml s ¢asticemi o velikosti 30nm
NPs+G — koloid o koncentraci 108pug/ml s ¢asticemi o velikosti 30nm stabilizovany
Zelatinou

NPs1080 — koloid o koncentraci 1080pg/ml s ¢asticemi o velikosti 20nm stabilizovany
sodnou soli kyseliny polyakrylové

NPs108 - koloid o koncentraci 1080 pg/ml s Casticemi o velikosti 20nm stabilizovany
sodnou soli kyseliny polyakrylové, ktery byl pfed pouzitim nafedén destilovanou
vodou na koncentraci 108pg/ml

NAD — nikotinamid adenin dinukleotid

62



