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Vyskum v ramci koncepcie inaktivacie virusov: Virucidna ucinnost
UV svetla o vinovej dizke 405 nm v ramci inaktivdcie macacieho
kalicivirusu ako model pre dekontamindciu norovirusov
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Abstrakt Dopyt po novych dekontamina¢nych technologiach
pre pouzitie v nemocniciach sa stupiiuje. Jeden taky systém
pouziva na inaktivaciu mikroorganizmov viditel'né svetlo o
dizke 405 nm, ktoré pomocou ROS tieto mikroorganizmy
ni¢i. Aj ked’ sa toto svetlo bezne pouziva pri inaktivacii
baktérii a plesni, o jeho virucidnych ucinkoch sa vie len
malo. V klinickom prostredi sa casto vyskytuju ohniska
gastroenteritidy spdsobenej norovirusom (NoV). Ulohou
tejto Studie bolo preskiimat potencialne ucinky svetla o
dizke 405 pri inaktivacii madacieho kalicivirusu (FCV),
ktory je NoV najviac podobny. FCV suspendovany v
organicky bohatom médiu bol vystaveny svetlu 405 nm,
pricom bola skumana virucidna Uc¢innost’ tohto svetla a
zaroven aj uloha, ktort méze biologicky materialu hrat’ pri
stanoveni citlivosti virusu na toto svetlo. Uginnost’ voéi
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virusu bola Gspesne demonstrovana znizenim infek¢nosti o
4 Logio (99,99%), ked’ bol virus v médiu vystaveny davke
2,8 kJ cm?. FCV v umelych vykaloch, umelych slinach,
krvnej plazme a inych organicky bohatych médiach po
vystaveni o 50-85% menSej davke svetla vykazoval
ekvivalentni hladinu inaktivicie, ¢o naznacuje zvySenu
hodnotu inaktivacie v pripade, ked’ je virus pritomny v
organicky bohatych a biologicky relevantnych médiach.
Dalsi vyskum v tejto oblasti by mohol poméct’ pri vyvoji
svetelnej technologie pouzivajucej svetlo o dizke 405 nm,
ktora by sa mohla pouzivat’ na u¢inni dekontaminaciu NoV
v nemocni¢nom prostredi.

KPacové slova: svetlo o dlzke 405 nm, inaktivacia virusu,
macaci kalicivirus, sliny, fekalie, plazma

Uvod

Norovirus (NoV), jedna z najbeznejsich pricin epizodickej
akutnej gastroenteritidy (Hall a kol. 2013), sa moze prenasat’
kontaminovanym jedlom a vodou, kontaktom medzi 'ud’'mi
alebo kontaktom s kontaminovanym povrchom (Robilotti a
kol. 2015). Stabilita prostredia a odolnost voci
dezinfekénym prostriedkom d’alej napomahajii prenosu
NoV, pri¢om castice virusu sa na povrchoch deteguju az 42
dni po kontamindcii (Escudero et al. 2012). Ak je
dekontaminacia prostredia nedostato¢na, moze to mat za
nasledok uzatvorenie nemocni¢nych oddeleni, o mdze pre
nemocnicu znamenat’ znaéné prevadzkové a finanéné skody
(Wu a kol. 2005; Danial a kol. 2011). Epidémie NoV v
zdravotnickych zariadeniach a zariadeniach, kde sa na

jednom mieste zdruzuje viac ludi, napr. domy socialnych

sluzieb, skoly a reStauracie (Robilotti et al. 2015), zvysili
dopyt po novych dekontamina¢nych systémoch.

Pokrocilé dekontamina¢né technologie pouzivané pri
nozokomialnych nakazach zahfiiajii ozoén, pary peroxidu
vodika a systémy ultrafialového ziarenia (Maclean a kol.
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2015). Tieto technoldgie su casovo narocné, pretoze
nemocnicné oddelenia musia byt v case ich aplikacie
prazdne, aby sa zabranilo posobeniu skodlivych G¢inkov na
pacientov a personal (Otter a kol. 2013). Na zabezpecenie
nepretrzitej dekontaminacie obsadeného nemocni¢ného
prostredia bola vyvinuta technologia vyuzivajuca vidite'né
svetlo 405 nm fialového a modrého spektra (Ma-clean a kol.
2014). Bolo demonstrované pouzitie 405 nm svetla na
dekontaminaciu nemocni¢nych priestorov, priCom uroven
bakterialnej kontaminécie na povrchoch v okoli obsadenych
izolacnych miestnosti bola znizena az o 86% v porovnani s
tradicnym cistenim (Maclean a kol. 2010, 2013a Bache a
kol. 2012).

Bolo dokazané, Ze 405 nm svetlo fialového a modrého
spektra ma germicidny ucinok na rad baktérii a hub (Guffey
a Wilborn 2006; Enwemeka a kol. 2008; Maclean a kol.
2009, 2013b; Murdoch a kol. 2013). Svetlo excituje
endogénne fotocitlivé molekuly porfyrinu v mikrobialnych
bunkach, ¢im sposobuje produkciu reaktivnych foriem
kyslika (ROS) (napr. singletovy kyslik), ¢o vedie k
oxida¢nému poskodeniu a smrti mikrobidlnych buniek
(Hamblin a Hasan 2004; Maclean a kol. 2008; Murdoch a
kol., 2013). Stadia skamajiica G¢innost’ 405 nm svetla na
bakteriofag C31 naznacila, ze fag je citlivy na vysoké davky
405 nm svetla, priCom citlivost’ sa vyznamne zvysuje, ked’
je fag umiestneny v médiu bohatom na ziviny (Tomb a kol.
2014). Pretoze vSak viriony neobsahuju endogénne
porfyriny (Gelderblom 1996), chybaju nam v sucasnosti
poznatky o ucinnosti svetla 405 nm pri ni¢eni medicinsky
vyznamnych l'udskych a zvieracich virusoch.

Tato studia bola navrhnutd ako vyskumna koncepcia
potvrdzujuca interakciu uzkopasmového svetla (405 nm) a
macacieho kalicivirusu (FCV) v rdmci modelu studujuceho
antivirusové Uc¢inky tohto svetla na NoV. Ako ndhrada NoV
bol vybrany macaci kalicivirus, pretoze pre NoV v
sucasnosti neexistuje Standardizovany systém bunkovych
kultar (Duizer a kol. 2004a; Richards 2012; Cromeans a kol.
2014). Nase udaje preukazuju vplyv pouzitych médii
vratane biologicky relevantnych tekutin na citlivost’
virusov. Tato Stadia poskytuje dokazy o antivirusovej
Géinnosti svetla o vlnovej dizke 405 nm a rozobera
potencialny mechanizmus inaktivacie virusu.

Metodologia

Bunkova a virusova kultura

Macacie embryonalne bunky, kmen FEA (Jarrett a kol.
1973), sa kultivovali v Dulbeccovom modifikovanom
Eaglovom médiu (DMEM) doplnenom o 10% fetalne
bovinné sérum (FBS), 2 mM L.glutamin, 1 mM pyruvat
sodny a 240 U ml" ! penicilin-streptomycin (Gibco, Life
Technologies, UK), za ucelom vzniku 10% FBS-DMEM.
Bunky boli uchovavané pri teplote 37 ° C v 5% CO,.

Zéroven bola pripravend aj vakcina v ramci kmena FCV
F9, kde sa do monovrstiev FEA pridalo inokulum virusu
(School of Veterinary Medicine, University of Glasgow)
(850 cm?, valcovité banky) (Corning, USA). Po 90 minitach
inkubacie naockovanych buniek na rotatnom valcovom
stojane pri 37 °© C v 5% C02 sa pridalo Cerstvé kultivacné
médium a inkubacia prebiehala d’alSich 24 hodin. To malo
za nasledok virusom indukovanu destrukciu takmer 90%
bunkovej monovrstvy.

Z kazdej banky sme odobrali supernatant tkanivove;j
kultiry a médium a podrobili sme ich dvom cyklom
zmrazenia a roztopenia pred vycirenim centrifugaciou pri
33009 x g po dobu 10 minut. Supernatant obsahujtci virus
sa potom skladoval pri -80 ° C. Koncentracia infekénych
FCV bola priblizne 2 x 107 jednotiek na mililiter (PFU ml-
1. Koncentriciu sme stanovili §tandardnou technikou
stanovovania pritomnosti virusu (Ormerod a Jarret 1978).

Zdroj svetla o dizke 405

Pouzitym zdrojom svetla bolo pole s diddami emitujucimi
svetlo (LED) s dizkou 405 nm (ENFIS PhotonStar Innovate
UNO 24; PhotonStar Technologies, Vel'ka Britania) napajané
z 40 V Phitips Xitanium LED Driver (Phillips, Holandsko).
Pole malo vrcholovii vinovii dizku v hodnote 405 nm a §irku
pasma priblizne 19 nm (obr. 1), ale pre ul'ahcenie bude v
tomto texte oznatované d’alej len ako svetlo o vlnovej dizke
405 nm. Pole bolo pripojené k chladicu a chladiacemu
ventilatoru, aby sa minimalizoval prenos tepla k testovanym
vzorkdm, takze nedoslo k vyznamnému zahrievaniu vzorky.
Svetelny zdroj bol umiestneny na stojane z PVC vo
vzdialenosti 4 cm od mikrobidlnych vzoriek, a teda hodnota
oziarenia dosiahla 155,8 mW cm™ na povrchu vzorky [merané
pomocou meraca vyzarovaného vykonu a fotodiddového
detektora (LOT Oriel, USA)].
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Obr. 1 Optické emisné spektrum 405 nm LED pol'a, merané pomocou

spektrometra HR4000 (Ocean Optics, Nemecko) a verzie softvéru
Spectra Suite 2.0.151
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Expozicia suspenzii virusu svetlu o vinovej dlzke 405 nm

Virus macacicho kalicivirusu bol rozmrazeny pri izbovej
teplote a zriedeny na 2 x10° PFU ml-1 vo fyziologickom
roztoku pufrovanom fosfaitom Dulbecco doplnenom
vapnikom a hor¢ikom (DPBS; Hyclone, Thermo Fischer
Scientific, UK) - ,,minimalne médium*“ (MM). Suspenzia
virusu 1,5 ml bola prenesena do Styroch centralnych jamiek
24-jamkovej kultivacnej platnicky (Techno Plastic
Products, §Vajéiarsko), ktora bola umiestnena na
vyvySenom stojane, priCom jamky na vzorky boli
umiestnené 4 cm priamo pod zdrojom svetla, priCom veko
platnicky zamedzovalo odparovaniu. Testované vzorky boli
vystavené zvySujucim sa davkam 405 nm svetla pri
laboratérnej teplote, pricom davka bola vypocitana ako
oziarenie (mW c¢cm) x doba expozicie (s). Kontrolné vzorky
sa pripravili za rovnakych podmienok, ale bez oziarenia
svetlom o vlnovej dizke 405 nm. Po expozicii sa vzorky
FCV riedili v MM za tcéelom stanovenia koncentracie
virusu pomocou plakovej metddy.

FCV vzorky boli vystavené svetlu opakovane, vzdy za
pouzitia inych ,organicky bohatych médii“ (ORM):
DMEM, 10% FBS-DMEM, umel¢ sliny, umelé vykaly a
krvnd plazma. Umelé sliny boli upravené podla stidie
Margomenou a kol. (2000) [5,2 g NaHCO03, 0,88 g NaCl,
1,36 g K;HPO4, 0,48 g KCI, 2 000 jednotiek a-amylazy a 2
g bravcového zaludo¢ného mucinu (Sigma-Aldrich, UK) v
1 litri sterilnej vody], hodnota pH 7-7,5 ¢im sa napodobnila
variabilita pH v l'udskych slinach a predislo sa inaktivacii
FCV (Duizer a kol. 2004b; Edgar a kol. 2004). Umelé
vykaly boli upravené podla stadie Colén a kol. (2015) [30
g inaktivovaného drozdia (Marigold, UK), 7 g fyziolu (Buy
Whole Foods Online, UK), 11 g miso pasty (Yuaka, UK), 8
g celulozy, 1,6 g NaCl, 0,8 g CaCl, 1,6 g KCI (Sigma-
Aldrich) v 920 ml sterilnej vody], pH sa upravilo na 7.
Upravy zlozenia umelych slin a vykalov mali zabezpedit
kompatibilitu s bunkami FEA. Cerstva zmrazena I'udska
krvnd plazma bola dodana Skétskou narodnou krvnou
transfuznou sluzbou (SNBTS, UK) a pred pouzitim sa
rozmrazila. FCV bol riedeny v MM doplnenom o riboflavin,
s aj bez tyrozinu, tryptofanu, pyridoxinu a kyseliny listovej
(pouziva sa v rovnakych koncentracidch ako v DMEM: 0,4,
104, 16, 4 a 4 mg L' v uvedenom poradi).

Plakova metoda

Pred zaciatkom experimentu boli 6-jamkové kultivacné
platnicky na kultivaciu buniek (Thermo Fischer Scientific)
naplnené 7,5 x 10° FEA bunkami na jamku. Do kazdej
jamky boli vlozené 3 ml bunkovej suspenzie v rastovom
médiu. Nasledovala inkubacia pri teplote 37 © C v 5% C02
po dobu 20 hodin — vysledkom bola jednoliata vrstva.

Po expozicii FCV bolo rastové médium odstranené a
nahradené 1 mL FCV.

Platnicky boli inkubované pri 37 © C v atmosfére s obsahom
5% CO2 po dobu 90 minut, pricom sa platnickami hybalo
kazdych 15 minut, aby sa =zabezpecila rovnomerna
distribucia inokula po kazdej vrstve.

Po uplynuti inkubacnej doby sa inokulum odobralo a

jamka sa premyla médiom (10% FBS-DMEM alebo DPBS)
a nasledne sa pridali 4 ml zmesi pozostavajiicej z 2 x
doplneného DMEM v pomere 1:1 s 2 x agarézou. 2 X
doplnené DMEM sa pripravilo pouzitim 20 ml
sterilizovaného a filtrovaného roztoku 10 x DMEM, pri¢om
sa pridali rovnaké zlozky, ako je uvedené vyssie, plus 9,86
ml roztoku hydrogenuhli¢itanu sodného (Gibco) a 100 ml
sterilnej vody. 2x agardza sa pripravila rozpustenim 2 g
agarozy (Sigma-Aldrich) v 100 ml deionizovanej
destilovanej vody a nésledne sa sterilizovala (autoklav).
Vrchnd vrstva sa nechala ustalit’ eSte pred tym, ako sa zacalo
s inkubaciou (44 - 48 hodin pri 37 ° C v 5% CO> ).
Po inkubécii - vrstvy sa cez noc zafarbili - 0,5% krystalicka
fialova v purfovanom neutralnom 10% formaline.
Agar6zové zatky a farbivo sa nasledne odstranili, platnicky
sa nechali vysuSit. Plakovou metéodou sa zistila
koncentracia virusu, ktora sa vyjadrila ako PFU ml!.

Spektrofotometria

Prechod svetla 405 nm cez suspenzné médium sa meral
pomocou spektrofotometra Biomate 5-UV - Visible
(Thermo Fischer Scientific). Pritomnost’ porfyrinov alebo
inych zloziek so schopnost'ou absorbovat’ 405 nm svetlo a
emitovat fluorescencné Ziarenie v suspenznom médiu sa
stanovila pomocou fluorescencnej spektrofotometrie. Média
boli Cerstvo pripravené a merania fluorescencie sa
uskutoénovali pomocou PC spektrofluorofotometra RF-
5301 PC (Shimadzu, USA). Excitacia sa uskutocnovala pri
405 nm, emisné spektra v rozmedzi 425 a 700 nm.

Analyza udajov

Udaje predstavuju priemerné vysledky a smerodajni
odchylku (SD) v ramci troch nezavislych pokusov (n=> 3).
Pdsobenie 405 nm svetla na virus sa stanovilo vypoctom
znizenia Urovne infekEnosti z rozdielu medzi hodnotami
Logio pre exponované a kontrolné vzorky. Vyznamné
rozdiely sa vypocitali na hladine vyznamnosti 95%
pomocou parovych t-testov alebo ANOVA pre 1 faktor
(Statisticky softvér Minitab 16), s vysledkami, ktoré boli
signifikantné na hladine P < 0,05.

Vysledky

Macaci kalicivirus bol umiestneny v MM a ORM a nasledne
bol vystavovany zvySujucim sa ddvkam 405 nm svetla pri
oziareni 155,8 mW cm. Vysledky (obr. 2) ukazuju, Ze
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Obr. 2

Inaktivacia macacieho kalicivirusu v minimalnom médiu
(fyziologicky roztok pufrovany fosfatom Dulbecco) po vystaveni
svetlu 405 nm pri oZiareni 155,8 mW cm2. Udaje ukazuji priemerné
hodnoty (n = 6) + SD. Hviezdi¢ky oznacuju vzorky vystavené svetlu,
ktoré sa vyznamne lisili od kontrolnych vzoriek (PB < 0,05), pri
pouziti ANOVA pre jeden faktor. V kontrolnych populaciach nebol
pozorovany ziadny vyznamny pokles (P > 0.05)

pri umiestneni virusu do MM sa dosiahla vyznamna
inaktivacia FCV po expozicii 561 J cm™ (P = 0,043), pri¢om
bola pozorovana relativne linearna inaktivacia pri davke 2,8
kJ cm? , ¢o je pozadovana davka pri redukcii 3,9 Logio).
Kontrolné vzorky nevykazovali v priebehu experimentu
ziadne vyznamné zmeny (P [0,05).

Zistilo sa, ze antivirusova ucinnost’ sa vyznamne liSi v
pripade, ked’ je virus umiestneny v ORM.

Virus umiestneny v 10% FBS-DMEM (obr. 3) bol
inaktivovany uz pri vyznamne nizSej davke (obr. 3), s
redukciou 4,8 logio dosiahnutou po davke 421 J cm™
Pretoze sa predpoklada, Ze pritomnost FBS v DMEM
znizuje hladinu oxidacie po vystaveni normalnemu
laboratornemu osvetleniu (Grzelak et al. 2001), pokus sme
opakovali, no teraz sme FCV umiestnili do DMEM bez
FBS, aby sme mohli pozorovat akékol'vek rozdiely v
kinetike inaktivacie. Aj ked’ sa pri kazdej aplikovanej davke
pozorovala mierne vysSia inaktivacia, vysledky (obr. 3)
nepreukazuju vyznamné rozdiely v kinetike inaktivacie
FCV v pripade pritomnosti alebo nepritomnosti 10% FBS
(P>0,05). Kontrolné¢ vzorky nevykazovali ziadny
signifikantny pokles (P >0,05).

Dalej sa preukézalo, Ze zlozky DMEM s fotocitlivé
(Grzelak et al. 2001), a preto sa expozicia opakovala,
tentokrat s pridanim riboflavinu do MM s a bez pridania

tyrozinu tryptofanu, pyridoxinu a kyseliny listovej v
rovnakych koncentraciach, aké sa nachadzajt v. DMEM
(tabul’ka 1). Vysledky preukazali, ze expozicia FCV
umiestneného v MM s riboflavinom viedla k redukcii o 1,3
Logio po davke 421 J cm™. Ked’ vSak boli pritomné vietky
zlozky, doslo k zvySenej inaktivacii a bola dosiahnuté redukcia
5,1 Logio.

Ako ORM boli vybrané umelé sliny, umelé vykaly a
krvna plazma, ktoré st biologicky vyznamné, ked’ze NoV je
v stolici pravidelne identifikovany. Expozicia FCV po
umiestneni do suspenzie umelych slin priniesla vysledky
podobné vysledkom ziskanym v DMEM s redukciou
infek¢nosti 5,1 Logio dosiahnutou po davke

Ob. 3 Porovnanie inaktivacii 6 T T T T T T T T T
macacieho kalicivirusu v %
suspenzii organicky bohatého 8 % Exposed with FBS |
média [Dulbeccovom : ]
modifikovanom Eaglovom 5 :02.:0 m Exposed without FBS
médium s a bez 10% fetalneho — L 1
bovinného séra (FBS)], po T 1 0:0:0: T
: : KK
vystaveni svetlu 405 nm pri =) 5L T ]
dévke155,8 mW cm™2. & 4 IR
Udaje poukazujt na § SR /
priemernt hodnotu (n = 3) 2 1 T
SD. Statistick4 analyza P <
pomocou parového t testu £ 3 ::::::: 1
nepreukazala Ziadny H 0:0:0:0
vyznamny rozdiel inaktivacie s A :Q:Q:Q: |
medzi dvoma médiami (P > §. .:.:.:‘
0,05). V kontrolnej populacii o 2 SEEKR -
nebol pozorovany ziadny g :0:0:0: 1
vyznamny pokles (P > 0.05) > .:::::::
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9505059, / 1
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Tabul’ka 1 Porovnanie inaktivacie macacieho kalicivirusu suspendovanom v minimalnom médiu doplnenom riboflavinom alebo spolu s
tyrozinom, tryptofanom, pyridoxinom a kyselinou listovou po vystaveni svetlu 405 nm pri davke 155.8 mW cm 2

Fotocitliva Pociato¢na populacia, Logio  Populdcia vystavena svetlu, Kontrolna populacia, Redukcia Logio,
zlozka PFU mL™! (& SD) Logio PFU mL™! (% SD) Logio PFU mL™! (& SD) PFU mL™! (P hodnota)
Riboflavin 5.01 £0.02 3.77 £ 0.61 5.05£0.06 1.28% (P = 0.00)
Riboflavin 5.15%0.03 0.00 £ 0.00 5.12£0.07 5.12* (P = 0.00)
Tyrozin

Tryptofan

pyridoxinom

Kyselina listova

Udaje poukazujii na priemernti hodnotu (z = 3) + SD

* Vzorky vystavené svetlu, ktoré sa vyznamne liili kontrolnych vzoriek (P < 0.05)

421 J ¢cm™ (obr. 4a). (V tomto pripade bola inaktivacia

meran4 na citlivost’ desat’ PFU ml"!, pretoZze umelé sliny v
neriedenych vzorkach nepriaznivo reagovali s FEA
bunkami a spdsobili ich vytesnenie z platne). Davka
pozadovana na inaktivaciu pri suspenzii v krvnej plazme
bola o nieco vyssia ako davka pozadovana pri pouziti v
umelych slinach, pricom na dosiahnutie redukcie 4,8 logio
bola potrebné davka 561 J cm™ (obr. 4a). Inaktivacia FCV v
umelom vykale vyzadovala vicsie davky, pricom redukcia
4,5 logo bola dosiahnuta pri davke 1,4 kJ cm™ (obr. 4b).
Kontrolné vzorky v umelych slinach, plazme a umelom
vykale nevykazovali ziadne vyznamné zmeny (P = 0,618,
0,101, 0,747, v uvedenom poradi).

Optické analyza suspenzie média preukdzala prenos svetla
405 nm nasledovne: 90% v DPBS, 40,6% v DMEM, 30,6%
v 10% FBS-DMEM, 35,9% v umelych slinach, 0,05% v
umelych vykaloch a 2,1% v krvnej plazme (n = 4). Emisné
fluorescencné spektra (obr. 5) MM (DPBS) a ORM
(DMEM, 10% FBS- DMEM, umelé¢ sliny, umelé¢ vykaly a
krvna plazma) vykazuju emisné vrcholy pre DMEM, 10%
FBS-DMEM, umelé vykaly a krvnu plazmu v rozmedzi
medzi 510 a 520 nm a pre umelé sliny pri 460 nm.

Diskusia

Aj ked’ v poslednom case sa vo vicSej miere pouzivaju
myS$ie norovirusy a kalicivirusy izolované z opic ako
nahrady NoV (Cromeans a kol. 2014; Kniel 2014; Chui a
kol. 2015; Esseili a kol. 2015; Zonta a kol. 2016), pre nasu
Studiu sme zvolili FCV, pretoze ma podobné fyziochemické
a genomické vlastnosti ako NoV a pre pracu s nim su k
dispozicii Standardizované protokoly (Doultree a kol. 1999;
Bidawid a kol. 2003; Duizer a kol. 2004a, 2004b; Chander
a kol., 2012). Aj niektoré iné Studie skiimajuce virucidné
ucinky ultrafialového Ziarenia, ozénu, par peroxidu vodika
a studenej plazmy si zvolili FCV.

(Nuswalen a kol. 2002; Hudson a kol. 2007; Bentley a kol.
2012; Aboubaktar a kol. 2015; Holm- dahl a kol. 2016).
Virucidna G¢innost’ 405 nm svetla sa stanovila pomocou
FCV suspendovaného v MM aj ORM. Expozicia v MM by
poskytla lepSiu indikaciu interakcie svetla 405 nm a
samotného virusu nez v ORM suspenzii, ktord
pravdepodobne obsahuje fotocitlivé zlozky, ktoré su 'ahko
ovplyvniteI'né okolitym prostredim.
FCV sme inaktivovali v suspenzii v MM, aj ked
pozadovana davka bola velka: 2,8 kJ cm? pri ktorej sa
dosiahlo znizenie o 3,9 Logio (obr. 2). V pripade baktérii a
hub v MM je pre inaktivaciu a teda redukciu o 5 Logio
potrebna davka v rozmedzi 18-576 J cm-? (Maclean a kol.
2009; Murdoch a kol. 2012, 2013). ZvySena citlivost’
baktérii a hub v porovnani s virusmi sa pripisuje pritomnosti
endogénnych fotocitlivych porfyrinov v tychto bunkach
(Hamblin a Hasan 2004; Maclean a kol. 2008; Murdoch a
kol. 2013). Ocakavala sa nizka citlivost FCV v MM kvdli
nepritomnosti porfyrinov vo virusovej Struktire, spolu so
skutoénostou, ze MM neobsahuje ziadne fotocitlivé latky,
ktoré absorbuju svetlo pri 405 nm (obr. 5), ¢o naznacuje, ze
inaktivéacia virusu bude spdsobena odlisnym mechanizmom.
Alternativny mechanizmus deaktivacie, ked je FCV v
suspenzii s MM, moze byt spojeny s emisnym spektrom
LED siahajucim mierne do oblasti UVA (obr. 1), ¢o
znamena, ze virus je vystaveny vel'mi nizkej rovni UVA
fotonov (* 390 nm), ¢o by mohlo sposobit’ oxidacné
poskodenie proteinov (Girard a kol. 2011), napriklad
virusovej kapsidy, a tym prispiet’ k pozorovanej inaktivacii.
Dal$ou moznostou je, Ze malé mnoZstvo svetla vo vinovej
dizke 420-430 nm emitovaného zo zdroja méze prispievat
k inaktivacii virusu. Antivirusové ucinky svetla o vinovej
dizke 420 - 430 nm boli preukdzané na viruse mysej
leukémie, pricom sa predpokladd, ze dlha expozicia
spdsobuje poskodenie procesu reverznej transkripcie virusu
svetlom (Richardson a Porter 2005).
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Obr. 4 Inaktivacia macacieho 6 :
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davkam svetla o vlnovej dizke
405 nm pri davke 155.8 mW
cm 2. Udaje poukazuju na
priemerna hodnotu (n = 3) £
SD. Hviezdic¢ky oznacuju
vzorky vystavené svetlu, ktoré
sa vyznamne lisili od
kontrolnych vzoriek (PB <
0,05), pri pouziti ANOVA pre
jeden faktor. V kontrolne;j
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>0.05) 1

Viral Population (Mean Log,, PFU mL™")
w
|

Artificial Saliva

Plasma

.

—t

\\ |

140 280 421 561
Dose (J cm?)

' I
Artificial Faeces

Viral Population (Mean Log,, PFU mL")
w
1

Aj ked’ sa virus li$i svojou Struktirou od FCV, tieto objavy
naznacuji, ze dlhodobé vystavenie svetlu o vinovej dizke v
rozmedzi od 390 nm do 420 nm, vratane 405 nm, moZe
ovplyvnit’ schopnost’ virusov infikovat’ a replikovat’ sa v
hostitel'skych bunkach a teda sa podielat’ na inaktivacii
FCV.
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Aby sa zistilo, ¢i ORM malo nejaky vplyv na citlivost’ virusu,
boli najprv pripravené suspenzie FCV v DMEM s 10% FBS
a bez neho, ked’ze sa predpoklada, ze FBS pomaha chranit’
pred ROS (Grzelak et al. 2001). Vysledky (obr. 3)
demonstrovali takmer uplné znizenie infekcnosti populacie
(10°PFU mlI") po davke 421 J cm™. Ako je zrejmé z obr. 3, k
mierne vicsej inaktivacii doslo, ked bol FCV pouzity v
suspenzii s DMEM bez pritomnosti FBS.
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Obr. 5 Fluorescenéné T T
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Avsak, medzi kinetikou inaktivicie nebol pozorovany
ziadny vyznamny rozdiel. Pretoze inaktivacna davka 421 J
cm? je o 85% nizSia ako dédvka pozadovana pre podobnu
uroven inaktivicie v MM, je pravdepodobné, ze zlozky
ORM ovplyviuji inaktivaiciu FCV. Stidia skumajica
citlivost’ bakteriofaga C31 (Tomb et al. 2014) preukéazala
podobné vysledky ako si vysledky tejto Stadie: pri
vystaveni posobeniu jednoduchého sol'ného roztoku bola
pozorovana mald inaktivacia; citlivost’ sa vSak vyznamne
zvysila, ked’ sa suspendovala v médiu bohatom na Ziviny, s
redukciou 5,4 Logio v C31 dosiahnutou po expozicii 510 J
cm?. Predpokladalo sa, Ze to je spdsobené komplexnym
zlozenim média bohatého na ziviny - bielkoviny a
aminokyseliny, ¢o naznacuje, ze niektoré zlozky mozu byt
fotocitlivé a pri vystaveni svetlu 405 nm v pritomnosti
kyslika mozu produkovat ROS a poskodit’ bakteriofag
(Tomb et al. 2014). Rovnaky fenomén pravdepodobne stoji
za zvySenou inaktivaciou FCV, ked’ je virus suspendovany
v DMEM a 10% FBS-DMEM, pretoze tieto obsahuju
komplexni zmes aminokyselin, vitaminov a cukrov, ktoré
maju schopnost’ absorbovat’ svetlo 405 nm ( 5) a pdsobia
ako fotosenzibilizatory.

Fotosenzibilizacia zloziek DMEM sa tiez preukazala pri
vystaveni svetlu, pricom sa preukazalo, Ze riboflavin
produkuje ROS, ktory je dalej zosilneny tryptofanom,
tyrozinom, pyridoxinom a kyselinou listovou (Grzelak et al.
2001). Je dodlezité podotknut, ze modré svetlo sa povazuje
pri fotorozklade riboflavinu a generovani ROS za
najefektivnejsie (Cheng a kol., 2015)

‘ T l T ' T I T
500 550
Emission (nm)

700

Aby sme toto tvrdenie preskumali, pridali sme riboflavin do
MM samostatne a nasledne spolu s tyrozinom, tryptofanom,
pyridoxinom a kyselinou listovou v  rovnakych
koncentraciach ako v  DMEM (tabulka 1). Vysledky
tvrdenie podporili: redukcia 1,3 Logio za pritomnosti
riboflavinu. Ak vsSak boli pritomné vsetky vitaminy a
aminokyseliny (riboflavin, tyrozin, tryptofan, pyridoxin a
kyselina listova), bola dosiahnuta zvysena inaktivacia FCV
a Uplna inaktivéacia populacie 10° PFU ml.

Je dolezité zvazit, ako by bola ovplyvnena inaktivacia
vyvolana svetlom, ak by bol virus v suspenzii so zlozkami,
ktoré sa v jeho pritomnosti vyskytuju ¢astejsie, napr.

telesné tekutiny alebo sekréty. Ked’ze sme schopni

pripravit’ umelé sliny a umelé vykaly, pouzili sme tieto
spolu s l'udskou krvnou plazmou ako modelové l'udské
sekréty, ktoré su schopné prenasat’ vel'ké mnozstvo

virusov (Aitken a Jeffries 2001).

Vysledky (obr. 4) demonstrovali, Ze podobne ako inaktivacia
v ORM (DMEM a 10% FBS-DMEM), citlivost’ virusu sa
vyznamne zvysila v momente, ked’ bol virus suspendovany v
tychto  biologickych tekutindich. Z troch pouzitych
modelovych tekutin bola citlivost’ najvysSia, ked’ sa virus
suspendoval v umelych slinach, pricom sa po davke 421 J cm’
2 dosiahla redukcia infekénosti 5,1 logio - to isté, ¢o sa
pozorovalo pri pouziti ORM. Nachylnost’ sa mierne znizila,
ked’ sa virus suspendoval v krvnej plazme (redukcia 4,8 logio
pri 561 J cm), nasledne v umelych vykaloch, pri¢om bolo
potrebné takmer strojnasobit’ davku potrebni na dosiahnutie
pozadovanej redukcie 4,5 logio. ZniZena uroven prenosu
svetla 405 nm krvnou plazmou a umelymi vykalmi prispieva
k pomalsej inaktivacii — priemerna hodnota pre krvnt plazmu
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je 2,12% a umelé vykaly 0,05% v porovnani s 30 - 40% vo
vsetkych ostatnych pouzitych ORM. Celkovo boli hodnoty
citlivosti FCV na svetlo vinovej dizky 405 nm pri suspenzii
virusu v umelych vykaloch, umelych slinach, krvnej plazme
a inych organicky bohatych médiach vyznamne zvysené v
porovnani s citlivost'ou v minimalnych médiach, priCom sa
vyzadovala o 50-85% niz$ia davka. V pripade ORM je
inaktivacia  pravdepodobne spdsobena  bielkovinami
obsiahnutymi v médiu, napriklad mucinom v umelych
slinach, bielkovinami v plazme a inaktivovanymi
kvasinkami v umelych vykaloch, ktoré mézu byt vsetky
fotocitlivé (fluorescencné spektrum - vrcholy okolo 460 a
510-520 nm, vid’. obr. 5). Tieto vysledky naznacuju, ze je
mozné zvysit’ citlivost NoV na svetlo 405 nm, ak bude virus
suspendovany v . ORM, alebo v sekrétoch hostitela, v
ktorych sa bezne uvoltiuje - vykaly, krv a zvratky. Aj ked’
sa konzistencia a priehl'adnost’ / nepriehl'adnost’ tekutin
moézu li§it od toho, ¢o uvadzame v tejto Stadii, je
pravdepodobné, Ze tieto tekutiny budu bohaté na molekuly,
ktoré by mohli byt potencialne citlivé na svetlo vinovej
dizky 405 nm, a tym napoméct’ pri inaktivacii NoV.
Vysledky tejto $tadie poskytuju jasny dokaz, ktory
demonstruje, Ze koncepcia antimikrobialnej u¢innosti svetla
vinovej dizky 405 nm sa da pouZit’ aj na medicinsky doleité
virusy, pri¢om sa citlivost’ tychto virusov vyznamne zvysi,
ak su Castice virusu obsiahnuté v biologicky relevantnom
médiu. Mali by sa podnikniit’ d’alSie kroky na stanovenie
ucinkov svetla 405 nm na iné virusy podobné NoV, ako
napriklad mysi norovirus a kalicivirusy izolované z opic,
ktoré mézu byt odolnejsie voci dekontaminacii. Takéto
skumanie zabezpeci, ze antivirusova u¢innost’ svetla 405 nm
nebude nadhodnotena / podhodnotend a umozni presnejsiu
kvantifikaciu davky potrebnej na deaktivaciu NoV. Ked'ze
sa v ramci tohto vyskumu pouzil na stanovenie kinetiky
inaktivacie virusu maly zdroj LED s vysokym vystupom
oziarenia, su potrebné d’alSie vyskumy, ktoré by sa sustredili
na roznu intenzitu oziarenia (dlhodobé a kratkodobé
vystavenie) a ktoré by tiez preskiimali G¢innost 405 nm
svetla proti virusom nachadzajiicim sa vo vzduchu alebo na
povrchoch (Maclean a kol. 2010, 2013a; Bache a kol. 2012).
Dalsie $tidie by mohli pomdct’ preskimat’ pouzitie svetla
405 nm pri dekontaminacii vzduchu a povrchov v
zdravotnickych zariadeniach, ako aj v inych vnutornych
priestoroch, kde je vyznamny vyskyt virusovych patogénov.
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