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TERMINOLOGIE

Antioxidant - latka, jejiz molekuly omezuji aktivitu kyslikoeki radikah v organismech
(Slovnik cizich slg\2019).

Buniky epitelu - tkai tvorena bukami (Velky Iékasky slovnik2019).
Celulitida - degenerativni zemy podkozniho tukoveho vaziveélky lék&sky slovnik2019).
Crohnova choroba- zarétlivé strevni onemoceni (Velky lékasky slovnik2019).

Cysticka fibroza - dédicné onemocEni Zlaz postihujici dychaci a travici dstrolffeky
lékarsky slovnik2019).

Cystitida - zarét macového néchyie (Velky lIék&sky slovnik2019).

Cytoprotektivni protilatky - I1éky ochraujici buiky a jejich metabolismusvelky I€kasky
slovnik 2019).

Diabetes mellitus- cukrovka Yelky Iékasky slovnik2019).

Dysbioza- porusené slozeni bakterialni flory veest (Velky Iék#sky slovnik2019).
Enterokolitida - zarét tlustého a tenkéhoistva {elky lékasky slovnik2019).
Folikulitida - zarét vlasovych véku (Velky lIék&sky slovnik2019).

Gastritida - zaret Zaludeéni sliznice Slovnik cizich slgw2019).

Hemolyticko-uremicky syndrom - gastrointestinalni infekce #pobena enterohemoragickou
Escherichia col(Velky |ékasky slovnik2019).

Hemolyziny - latky vyvolavajici hemolyzuMelky lékasky slovnik2019).
Imunoglobulin - protein s protilatkovou aktivitous{ovnik cizich slg\2019).
Impetigo - infekéni koZni onemoaii (Slovnik cizich slg\2019).

Kandidova stomatitida - zaret sliznice v dutig Ustni vyvolany kvasinkoCandida albicans
(Velky Iékasky slovnik2019).

Kariogenni bakterie — bakterie zfisobujici zubni kaz Yelky Iéka&sky slovnik2019).

Koliciny - produkty bakterii, které &i jiné bakterie produkované kmerscherichia coli
(Velky Iékasky slovnik2019).

Komenzalismus- souziti dvou nebo vice dritorganisnii, z nichz jeden Zije ve spaenstvu
hostitele Yelky lékasky slovnik2019).

Konjugace — spojeni, vyréna Slovnik cizich slg\2019).
Mastitida - zaret prsni zlazy Velky lékasky slovnik2019).

Oportunni bakterie — bakterie, které nejsou za normalnich okolnoshiempéné, ale za
uréitych podminek mzou Skodit YVelky Iék&sky slovnik2019).

Osteomyelitida- zaret kostni deng (Velky lekasky slovnik2019).



Osteoporéza- tidnuti kosti Velky Iékasky slovnik2019).

Plicni embolie- zavazné onemoéni srd€né cévniho systému ipkterém jsou ucpany tepny
(Velky lékasky slovnik2019).

Pyelonefritida - hnisavy za#t ledvin (Velky lékasky slovnik2019).
Sacharolytické bakterie— bakterie rozkladajici sacharidyglky lékasky slovnik2019).

Saprofyt - organismus, ktery ke svému Zivotu vyuziva rod&jé&cich secasti jiného
organismu Yelky Iékasky slovnik2019).

Sérotyp - skupiny organistin odliSitelnych od jinych skupin téhoz druhu pomaoei zaklad
sérologickych test(Velky lekasky slovnik2019).

Symbiont - organismus Zijici v rovnovaze s jinymi organis(8jovnik cizich slg\2019).

Trombocytopenie - nedostatek krevnich destk v krvi v disledku jejich malé tvorbyMelky
leékasky slovnik2019).



UvoD

Na planet Zemi Zije vice nez 6,7 miliard lidi, z nichZz kazohA své charakteristické
sloZeni mikrobiomu, skladajici séepézié z komenzalnich a patogennich mikroorgariism
Celkové mnozstvi mikrab se variabild méni podle ¥ku, fyzického i psychického stavu
¢lovéka nebo pohlavi. Mikroorganismy ®aptji kolonizuji povrch Kize, dychaci cesty,
travici trakt a organy pohlavni soustavy. Zejmétlety je mikrobiom stev, ktery zajiStuje
spravnou vyziviglovéka a spravny chod imunitniho systému. tppdt naruSeni imunitni
rovnovahy vejsSimi faktory, dochazi k vybuzeni patogennich mikganisni k ¢innosti za
vzniku miznych onemoaini tzv. dysbioz V souvislosti s dysbiézami je uvéd velky paet
zdravotnich probléfn a @icin, které mohou ovlivnit metabolické, imunologicke vyvojove

poruchy, stej# jako nachylnost k infalnim onemocénim.

Pro l&bu dysbiéz se né&pstji aplikuji antibiotika. Za poslednich cca 80 let s
antibiotikim prifazuje zasluha mnoha zachtaych lidskych Zivai, dosahujici p&tu az
n¢kolik miliona. Velky meznik v historii vzniku antibiotik ipdstavuje objev mikrobiologa
Alexandra Fleminga, ktery ktomuto dio prispél objevem penicilinu pdavany do
betalaktamovych antibiotik. Antibiotika oviiwuji funkci imunitniho systému a brarid pred
nezadoucimi infekcemi. &aoliv nesp@etre mnoho onemoaimi vyZzaduje uZziti antibiotik, je
jejich pouziti v dnesni d@bnatolik rutinni, jenz diky tomu vista schopnost rezistence

mikroorganisnd.

Na druhou stranu maji antibiotika i temnou strdaiého dinku, a to vedlejsi &inky
v podolg naruSeni lidské mikrofléry. K obnoveni mikrofléaypodpdeni imunitniho systému
napomahaji probiotické fipravky, gipravky ugené jako dopiky stravy nebo tzné
podpirné gipravky. Préa¢ do této skupiny séadi rostlinné extrakty-aescinu a Zumenu,
které jsou hoja pridavany do dopiku stravy a podjrnych tablet.

Cilem diplomové prace bylo otestovartirpdnich latekB-aescinu a Zumenu. Latky
vykazovaly giznivé &inky na fyzicky stawlovéka, zejména na imunitni a kardiovaskularni
systém. Latky jsou pouzivané v kosmetickémunpyslovém i potravin&gkém odetvi.
Vzhledem k tomu byly vzorky otestovany podle nor@$N EN ISO 11930 vydané v roce
2014 pro hodnoceni antimikrobialni ochrany kosnkgttb vyrobki, jejichz testovani slouzilo

k hodnoceni &innosti konzervace, tzv. zgovymi testy.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Mikrobiom lidského t éla

V lidském €le se nachazi négberné mnoZzstvi mikroorganifinazyvanych jako
lidsky mikrobiom. V mikrobiomu rmize p@&et mikroorganism dosahovat az 100 bilidn
Z nichz nej¥tsi ¢ast Zije v lidskych sevech (Amon, Sanderson, 2017). Velky podil tohoto
mnoZstvi tvéi zejména bakterie, zbytek pak viry a houby (Scaiet, 2013). Bkteré tyto
mikroby mohou piznivé ovliviiovat zdraviclovéka, naopak jiné (patogenni mikroorganismy)
mohou z@isobovat izna onemoatni. Bohaty mikrobiom byl objeven nejen uvniéla nag.
v dutiré astni, jatrech, Zaludku, urogenitalnim traktu i@wtch, ale i na povrchéla (Li et
al., 2012).

Mikrobiom plini v lidském &le dilezitou funkci. Pomaha k vyvoji imunity, oclinge
proti nezadoucim patogém, vyrabi mastné kyseliny s kratkyfettzcem pro energeticky
metabolismus, rozklada tuky a vitaminy, které jsoezbytné pro lidskécho (Amon,
Sanderson, 2017). MnoZstvi mikroorganisse prominlivé méni v pribéhu let. Zavisi to
zejména na&ku ¢lovéka, €lesné hmotnosti, stravovacich navycich, faktoracsiedi, ale i
na uzivani lék, zejména antibiotik (Schroeder, Backhed, 2016 kribiom ¢lovek ziskava
uz [ narozeni. Bti rodici se cisgakym fezem, maji ménhrozmanity mikrobiom nez i,
které se narodily klasickym vaginalnim porodemiavBdem je obsahlejSi mikrobiom
porodnich cest, ktery sd¢igorodu ,,pedava“ diéti, a tim tvdi obranyschopnost organismu.
Velkou roli hraje i vyZiva ditte (kojeni matiskym mlékenxi piikrmy), fyzicky stav matky
¢i pouzivani dznych léki. Tyto faktory jsou velmi dlezité pro spravny vyvoj a funkci
imunity, udrzovani fyziologickych hodndétovéka, které ovliviuji celkové zdravélovéka po

cely zivot (Amon, Sanderson, 2017).

V dusledku Sirokého spektra mikroorganismmizeme obechrozdlit mikrobiom do
dvou skupin - rezidentni a tranzientni. Rezidemtkrobiom je tvden stalymi mikroby,
naopak tranzientni f{pchodny) se sklada z nepatogennich a potegciglatogennich
mikroorganisni, kte‘i se nenachazeji ve stalé mikr@él6o Rikladem tranzientnich mikrdgb
jsou komenzalové, kiepochazeji z wjSiho prostedi, avSak jejichfitomnost neni nutna ani
Skodliva (Erkosar, Leulier, 2014).
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1.1.1 Mikrobiom ustni dutiny

Ustni dutina je mikroorganismy jednim z nejgisbsidlenych mist v lidskémgle
(Takahashi, 2005). Uvadi se, Ze v Ustech by se onméthazet az 700 dnlutakterii (Frias-
Lopez, 2015). Prvni zminka o vyskytu bakterii vegbt popsal Antonoi van Leeuwenhoek uz
v 18. stoleti. Tato zminka povzbudila mikrobiologige dutinu Gstni prozkoumat a bakterie
pojmenovat. V mikrobiomu Ust se nachazi pestra aSkanaerobnich, aerobnich,
sacharolytickych a kariogennich mikroorganisr®ominujici jsou mikroorganismy aerobni
rodu StreptococcusStaphylococcysCorynebacteriumNeisseria hemofily (Aaset al, 2005).
Anaerobni bakterie maji zastupci v rodActinomyces Clostridium Peptococcus
Propionibacterium Fusobacterium Veillonella, Prevotella, Treponema, Bacteroides,
Lactobacillus(Votava, 2005). Neni vyldena ani pitomnost kvasinelCandida albicansa

nékterych druli plisni (Tomaskova, 2012).

Bakterie setasto shlukuji do mikrobidlnich komunit, které vyiejg supragingivalni
povlak, nazyvanych jako potah jazykapovlak na zubech (Scannapieco, 2013). V potahu
jazyka se vyskytuje viridujici streptokdBtreptococcus salivariw povlaku zuld zase lze
spiSe naléztStreptococcus sanguia Streptococcus mitigVotava, 2005). Sacharolytické
mikroorganismy v povlaku na jazyku vyt¥dsloweniny siry, které zpsobuji zdpach z st
(Takahashi, 2005).

Standarda se v prosedi Ust nachazi nepatogenni i patogenni mikroby&msjici
biofilm, ktery zpisobuje vznik zubnich kéza paradentozy. V dnesni dobejsou zubni kazy
vyjimecné. K jejimu vytvdeni musi byt ftomny patogenni acidogenni bakterie a bakterie
vytvarejici kyselinu mlénou (laktobacily) (Scannapieco, 2013). Vyznamnyutktdry ve

zmeéné ustniho mikrobiomu hraje¢k ¢lovéka a ustni hygiena.

Studie uvadi, Ze lidé svybornou hygienou maji tmiusmikrofléie pitomny
grampozitivni koky $taphylococcuysStreptococcus Naopak u jedint, ktefi nedodrzuji
spravné hygienické navyky, je uastni mikrofléra pegsf, v @RmZ dominuji anaerobni
gramnegativni bakterie (Scannapieco, 2013). K udratalosti ustni mikroflory pomahaji
bakterie rodu Streptococcusa Neisserie které inhibuji potencialni patogeny vyrobou

toxickych produkt (Scannapieco, 2013).
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1.1.2 Mikrobiom zaludku

V lidském zaludku se nachazi mikroorganismyledité pro funkci a ochranu
zaludéniho prostedi (pH, enzymy). Zaludei prostedi obsahuje ziaé kvantum
laktobacifi a kyselinotvornych mikroorganisgm vytvérejici kyselinu chlorovodikovou
(Macfarlane, Dillon, 2007). Neni vylgana ani pitomnost bakterii kmeneroteobacteria
Actinobacteria Bacteroidetes, Candida albicans, Enterococ¢Bik et al, 2006). Zaludek
plni ochrannou funkci jako bariéra proti vstupu dlkoym patogedim do stevniho traktu.

Prostedi lidského Zaludku funguje jako tzv. ekologickir {Beasleyet al, 2015).

Velkou roli hraje kyselost (acidita) Zaludku nebolylu¢ovani kyseliny
chlorovodikoveé, ktera fte ovlivnit rozmanitost a slozeni mikrobiomu (SmitR003).
Kyselost Zaludku se fie nenit bud’ prirozere (s wkem) nebo urdle (pii uzivani I€iv)
(Beasley et al, 2015). Acidita zaludku reguluje kvantitu mikroargsmi, usmrcuje
mikrobialni patogeny a zahmaje postupnému pronikani patogeaZz do stv. Hodnota pH
Zaludku se pohybuje mezi 1-2, coz je p&sinu patogel smrtici (Smith, 2003). Uvadi se, Ze
nadnérné pouzivani k&v (antibiotik, antacid) muZze zmsobit neutralizaci Zaludaei
kyseliny, ¢imz vzfista riziko prostupu nezadoucich mikéoblo stevniho traktu (Smith,
2003). Dalsi faktor, ktery fize ovlivnit pH Zaludku, jsou chloridové ionty, atgjici se fi
velkém poceni nebotredni Zaludeéni avy po napiti (Votava, 2005). Zmy v kyselosti

Zaludku mohou zpsobovat i mikroorganismy dostavajici se ve velkénohstvi z potravin

,,,,,

v s

prizpasobit kyselému pH Zaludku. \idledku jejich pizpusobeni mohouigZzit a proniknout
do stevniho traktu (Smith, 2003).

NejcastjSim onemocénim Zaludku jsou peptickétedy a gastritida, za jejichz
puvodce je povazovana baktekelicobacter pyroli(Polk, Peek, 2010Helicobacter pyroli
osidluje Zaludeéni sliznici (Siupsinskienet al, 2013). B tomto onemoceni se aplikuji 1éky,

které omezuji produkci Zalutiei kyseliny.

V piipact onemocwini gastritidou ¥dci poukazuji na d&nnou l&€bu probiotiky
(Lesbros-Pantoflickovéet al, 2007). Probiotika jsou le¥jsi alternativa antibiotik bez
vedlejSich dinka. Védecké studie popisuji zlepSeniipthu gastritidy a Ubytek mnoZsti.

pyroli po podani probiotik u sedmi z deviti paciefitesbros-Pantoflickovat al, 2007).
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1.1.3 Mikrobiom stevniho traktu

Na prvnim mist v ¢etnosti a rozmanitosti mikrobiomu zaujim&esni trakt. Sidli
v nich az biliony mikroorganistnpredstavujici stovky druhbakterii, kvasinek, vir a hub
(Xu et al.,2007). Vice nez z 90 % jsou to mikroby anaeralyskytujici se v tlustém isve.
Bakterie ve sevech z metabolického hlediska zaujimaji vyznampazici. Mnohé bakterie
jsou sacharolytické. Rozkladaji sacharidy a vyyz&krob jako hlavni zdroj uhliku a energie.
Timto bakterie pomahaji potiavat produkci toxickych metabalit(fenoli, indoli, amini)
vzniklé rozkladem bilkovin a aminokyselin (Macfarkaet al, 2016). Také fispivaji k

syntéze vitamiin, zejména biotinu, riboflavinu nebo pyridoxinu.

Strevni mikrofléra zajisuje vyzivu, spravny chod imunity, fyziologitlovéka a
ovliviiuje nachylnost kirznym onemocnim (Lozuponeet al, 2012). Ta vSak f¥e byt
ovlivnéna wkem, genetickou atlicnosti, stravovanim¢i fyzickou nadmahou (Voltnerova,
2018).

HlubSi pGzkum mikroflory stev poukazal na dominujici kmengroteobacteria,
Firmicutes Bacteroidetes Actinobacteria rody Bifidobacterium, Streptococcus
PseudomonasStaphylococcysenterokoky a kvasinkCandida albicangRajili¢-Stojanové
et al, 2007). Kmen Proteobacteria zejména Escherichia coli je sowasti stevniho
mikrobiomu, avSak jeji nadéma koncentrace ke byt mivodce nap vodnatych pijmu
nebo tzv. letnich cestovatelskychijoni. Escherichiacoli byla na konci 80. let 19. stoleti

prvni vyizolovanou a identifikovanou bakterii (RigiStojanové et al, 2007).

BliZzSi popis gtevniho mikrobiomu probihal vfib¢hu dalSich let, kdy byly
identifikovany stevaim prosgsné rody laktobadil, enterokok, bifidobakterii a potencionalni
patogenni rodyCampylobactera Clostridium (viz Obrazek 1). Kuridzni je, anaerobni toxiny
produkujici, bakterieClostridium difificile kter4 se kolonizuje naiswa ¢lovéka, jehoz
normalni stevni mikroflora byla naruSena antimikrobialnicbéu (Karen, John, 2011).

Vzniklé toxiny naruSuji bustnou membranu a vytviazaretlivé mista a srazeniny.

Studie poukazuji na skuteost nizSiho p&tu bifidobakterii a bakterii kmene
Bacteroidesa naopak vySSiho ptm zmiiované anaerobni bakter@ostridium difficile a
bakterie Escherichia colive stevnim traktu dti narozenych cigakym rezem. Bakterialni
sloZzeni vlivem gkterych faktof se niize v pfibéhu let nenit. Zasadni roli hraji uzivani

antibiotik, které narusuji svni mikrofléru a snizuji pfiy prosgsSnych bakterii (Pendeet
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al., 2006). Tim dojde k mikrobialni nerovnovdze spéjers onemocnim a
gastrointestinalnimi poruchami, tzv. dysbiézy (Maman et al, 2008). Nejastji se
vyskytuji dysbidzy typu zaitlivych onemocsini stev (IBD), nekrotizujicich enterokolitid,
Crohnovy choroby, ekzéim astma, diabetes mellitus typu 1 nebo poruchystcitého
spektra (Amon, Sanderson, 2017). U padiemonemocénim IBD je prokazana snizena
mikrobialni rozmanitost, zejména sniZeny ¢@o mikroorgasnirh kmene Firmicutes
Bacteroidetes zvySeny péet proteobakterii zejmérta coli. Velky vliv na toto onemocimi

ma koueni, stres a nezdravyigob ZivotalAmon, Sanderson, 2017).

BakterieBacteroides fragilige povazovana zaipodce znény stevniho mikrobiomu,
kterd v souladu s Zivotnim prostiim a pitomnosti domécich zkdt, miZze spustit alergickou
reakci (Amon, Sanderson, 201M™achazi-li se ve Btvech naopak &Si mnozZstvi této
bakterie, nastava tzv. malytetni bakterialni vist (SIBO) projevujici se nadymanim,

plynatosti, bolestiificha nebo pijmem (Bohmet al, 2013).

KOMENZALNI PATOGENNI
BAKTERIE BAKTERIE

Escherichia Coli ‘nterococeus Faecalis

Obrazek 1: Bakterie gevnihomikrobiomu (p/evzato a upraveno z: http://danielakrcova.cz/208/28/strevni-mikrobiom-
budoucnost-optimalizovane-vyzivy/).

K obnoveni gevni mikrobialni rovnovahy (ndp po uzivani antibiotik) poméahaji
probiotika, prebiotika a synbiotika. Probiotika ysdefinovana jako Zivy mikrobialni doglk
stravy, ktery piznivé ovliviiuje intestinalni mikrobiélni rovnovahu (Moreét al, 2013). B
pravidelném uzivani dochazi ke zlepSeni travemiibiai riastu patoget, obnoveni sevni

rovnovahy a fspeni k vyroks travicich enzym, Udlevujicich od zacpy a snizujici
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pravdpodobnost infekci a alergickychiipnala (Schrezenmeir, de Vrese, 2001)ed
uvedenim na trh musi probiotika vykazovat netouicitnepatogennost, schopnost

metabolizovat se veisi¢ a mit utené senzorick@élastnosti.

Pro zvySeni &nku probiotik se doportuje uZzivat prebiotika. Prebiotika jsou
nestravitelné slozky, které&ipnivé ovliviwuji hostitele stimulacitistu nebo aktivitu jednoho
nebo omezeného P bakterii v tlustém stw (Sanchezet al, 2017). Kombinace obou
dophki se nazyvaji synbiotika zaloZzené na vztahu prdbi@tivé mikrobialni pisady)
a prebiotik (substratu, nestravitelné slozk$cliolz-Ahrenset al, 2007. Nejpouzivagjsi

kmeny bakterii pro vyrobu probiotik, prebiotik angyotik jsou uvedeny viZabulka 1.

V dnesni dob se spiSe nez dba antibiotiky prosazuje ¢€bna metoda tzv.
transplantace fekalni mikroflory. Transplantace ¢dpp v prenosu fekalni mikroflory

zdravéhailoveka do stev ¢loveéka trpici gastrointestinalni poruchou (Langaamal, 2016).

Tabulka 1: Rfehled probiotik, prebiotik, synbiotikprevzato a upraveno z: https://academic.oup.com/ajtinle/69/5/1052s/4714932).

PROBIOTIKA PREBIOTIKA SYNBIOTIKA
) o - ) FOS (Oligofruktésa a - )
Laktobacily Gram-pozitivni koky Bifidobakterie Bifidobakterie + FOS
Neosugar
L. acidophilus Lactococcus lactisubspCremoris B. bifidum Inulin Laktobacily + laktitol
] Streptococcus ) - ]
L. casei o ) B. adolescenti GOS Bifidobakterie + GOS
salivariussubspThermophilus
L.
delbrueckiisubspbul Enterococcus faecium B. animalis Laktuloza
garicus
L. reuteri S. diaacetylactis B. infantis Laktitol
L. brevi, L. ) )
S. intermedius B. longum
plantarum
L. cellobiosus, L.
curvatus, L. B. thermophilum
fermentum,
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1.2 Mikrobiologické hodnoceni -CSN EN ISO 11930

Norma CSN EN ISO 11930 vydana v unoru 2014 stanovuje rhikitogické
hodnoceni antimikrobialni ochrany kosmetického tfma Norma popisuje jednotlivé kroky,
po jejichz splgni se vyhodnoti, zda dany kosmeticky vyrobek vyhevkritériim
antimikrobialni ochrany. Norma definuje @wantimikrobialni zkousky - zkouSkatianosti
konzervace a zkouSka hodnoceni a posouzeni celkokbialni ochrany kosmetického
vyrobku, ktery neni povazovan za malo rizikowy mosouzeni rizika popsaném v ISO 29621
(CSN EN ISO 11930, 2014).

Konzervace fedstavuje prosedky, které po pouZziti zabrani mikrobialniho mnazen
v kosmetickém fipravku. ZkousSka &innosti konzervace je tzv. refeksm metoda, coz
znamena, ze podle této zkousky se vysledky z ashatzkouSek posuzuji nebo k ni vztahuji
(CSN EN ISO 11930, 2014). Zkouska se préotpouzivd u kosmetickych vyrobk
rozpustnych ve vad nebo misitelné svodou. U kosmetickych vymbbki nichZz neni

pravdpodobné vysoké mikrobiologicke riziko, neni tatma&ka nutna provét

Principem této zkousky je inokulace daného mnozsstbvanych mikroorganisihdo
uréenych vzork a po inkubaci  danych podminkach se #ji§e paet a zndny v pcitu
mikroorganisni ve stanovenychliasovych intervalech. Mikroorganismycené pro testovani
jsou bakterieEscherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudosi@®uginosakvasinka
Candida albicans plis& Aspergillus brasiliensigCSN EN ISO 11930, 2014).

Prvotnim krokem je fiprava bakterii, kvasinky a plisnpro pipravu suspenzi.
Bakterie Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudos@gauginosase nadkuji na
plotny s TSA agarem, kvasinkaandida albicansha SDA agar a nechaji se inkubovét p
32,5 °C = 2,5 °C po dobu 18-24 hodin. Piis&spergillus brasiliensise naokuje temi
vpichy do PDA agaru a necha inkuboviit32,5 °C + 2,5 °C po dobu 7-11 diii$N EN I1SO
11930, 2014).

Po uplynuti inkubé&ni doby se fipravi suspenze podle MacFarlandovy stupnice.
Nasledd se utené mnozstvi asepticky zZgwje do n#ednych vzorki ve sterilnich
nadobkach. Nadkované vzorky se uchovaji ve &no laboratorni tepléta v gredepsanych
dnech (tj. 7., 14. a 28. den) se provadicogdéCSN EN 1SO 11930, 2014).
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V téchto stanovenych dnech se &igeprovadi odpipetovanim 1ml/ 1g nr&ovaneho
vzorku do 9 ml neutralizéru a nasléddo 9 ml fyziologickych roztok ¢imz se vytvoi
koncentréni fada (vizObrazek 2). Z kazdé zkumavky se poté dupli@gtwyockuje dané
mnozstvi na Petriho misky s arbitréZriidpu a nasledhse provede roét L-hokejkou. Lze
pouzit i metodu membranové filtrace. Plotny se agdhkubovat v termostaturip32,5 °C £
2,5 °C po dobu 48-72 hodin (bakter@, albican$ a i 22,5 °C + 2,5 °C po dobu 3-5 @lfA.
brasiliensig. Misky se po inkub&i dol# vyhodnoti pomoci metody piéni kolonii. Pro
stanoveni p&tu bakterii aC. albicansse vyberou misky obsahujici 30-300 kolonii a mézi 1

150 koloniiAspergillus brasiliensis

9ml

1:10 1:100 1:1000 1:10,000 1:100,000

fedéni ‘ ‘
7/ 7/ 7/ 7/

oo e
/\_/\/ R A0\ /)

.,./'\ /\/\\/\/

1:1000 1:10,000 1:100,000

\ .

Obrazek 2: Kochovaied’ovaci metoddprevzato z: http://umtk.vscht.cz/miniatlas-vad/mefaldynove-metodyy/).

Patet kolonii ve vybranych misk&ch se dosadi do stanékio vzorce pro logaritmické
snizeni a vysledky se porovnavaji s vysledky normganymi. Vysledky jsou pak sepsany

do tabulky, ktera vyhodnotiinnosti zkousky konzervace.

Zkouska antimikrobialni ochrany kosmetického vyrolsie provadi kbdl podle slozeni
vyrobku, nebo podle vysledkzkousky @innosti konzervace(ISN EN 1SO 29621, 2017).
Neékteré kosmetické vyrobky tuto zkousSku nevyzadujatideikrobialni ochrana je zaloZzena
na vlastnostech a sloZzenfigravku, podminkach vyroby, vlastnostech a maierigbalu,
doporueni pro uzivani vyrobkuSN EN ISO 29621, 2017).

22



1.3 Prirodni latky p-aescin a Zumen

1.3.1 B-aescin

Aescin gredstavuje hlavni sloZzku extraktu vyizolovaného eenen stromu jirovce
madalu (kaStan kisky). Tento strom dosahuje vySky az 30 m. Charatieka je pro #j
iroka koruna. Prvni vyskyt tohoto stromu byl zameaan WRecku, Albanii a ve vychodnim
Bulharsku (Greeeet al, 2009). Do stdni Evropy byl dovezen az v 16. stoleti (Cukanetic
al., 2011). Plodem stromu jsou velké kapsule obsahajicityti semena, ze kterych se

provadi extrakce (viDbbrazek 3).

il B, | N g
Obrazek 3: Jirovec méal: naha'e- kwty, dole vlevo - list, vpravo dole-plod
(prevzato z: https://www.garten.cz/a/cz/6233-aesculugetigstanum-jirovec-madal/).

Proces extrakce aescinu ze semen probiha tisobpm, Ze se semeno nejprve omyje,
pak oloupe a rozaini. Nepotebny tuk ze semen se odstrani louhovanim pomodetdiye
vody po dobu 1-2 hodin. Nasletine zbytku se provede prvni extrakce za pouzitiaggniho
¢inidla roztoku *ediné 2% kyseliny octove, kdy dojde k adiehi extrakni kapaliny
(Gastaldoet al, 1994). Extraéni zbytek se necha vysusit. Po vysuSeni se prodealed
extrakce a to uz za pomoci vodnych alkoholickycttaki, nejlépe 80% roztokem metanolu
nebo 70% isopropanolentipaboratorni teplat po dobu 3 hodin. Po uplynuti exttak doby
nésleduje oft vysuseni a zahugti ziskaného extraktu ve vakuu. Timto procesenpsélthe
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toho, Ze extrakt obsahuje az 50 % aescinu. Proctd¢jvytznost aescinu je dopafeno
provadit extrakci v lednu, kdy nejsou semena tolik vyso@astaldoet al, 1994).Cistota
extraktu se hodnoti spektralnimi metodami (NMR, UR, MS) nebo potenciometricky

v porovnani se standardem (Khan, Mahmood, 2006).

Aescin spada do skupiny chemickych slenin sekundarnich metabdlitostlin, tzv.
saponiti (viz Obrazek 4). Saponiny obsahuji ve své struiduriterpen, steroidni glykon a
vice cukernychretzoi (Gucli-Ustiindg, Mazza, 2007). Népsgji se aescin vyskytuje ve
formé B-aescin, ktery po extrakci a vysuSeni ma chargktané krystalické latky rozpustné
ve vod (Khan, Mahmood, 2006). Ostatni formy aescinu s&esgouzivaji do sési
terapeutickych latek.

Aescin ma taky velmi vyhodnou schopnost vazat aktiyslik (eliminace druiln
kysliku), ¢imz se stava vyznamnym antioxidantem (Wilkinsomviar, 2001). Uvadi se, Ze
aescin je dokonce povazovan za &#h antioxidant nez vitamin E. Spolu s aescinem je
v extraktu i znané mnozstvi flavonoitl zejména derivaty kvercetinu a kaempferolu, které

maji vliv na pruznost a propustnost cévingt(Wilkinson, Brown, 2001).

NejvyskytovarjSi forma B-aescin se vyuziva ve farmaceutickéminpyslu, jako
piisada do tablet é8va Aescin-Teva, ktera pomaha proti ook pri chronickém onemocmi
Zil. Casto se pouziva iip potlateni vyprazdovani Zzaludku, proti alergiim, astrat,
eliminaci zagtu dychacich cest, proti rggnproti hemeroidm a pro lepsi véebavani podlitin
(Ezberci, Unal, 2018)B-aescin je doke snasen pro své mirnéiriky v gastrointestinalnim
traktu, avSak dlouhodobé uzivantire zpisobit vedlejSi tinky nag. prijmy, bolesti hlavy
nebo zavrat (Khan, Mahmood, 2006).

Extrakty aescinu jsou¢&hné pouzivané jako vyzivové dajdy stravy (Baibado,
Cheung, 2010). Dopky stravy jsou definovany jako potraviny se zvy3enypbsahem
vitamini, mineralnich latek, ffrodnich latek a extraktza &elem zvysit piznivy inek na
zdravotni stav (Tondl, 2016).riRladem jsou frodni latky obsahujici aescin jako Aescin
Vulm, Mobivenal micro, Hemoval extra, Bivenol, kéep‘iznivé ovliviuji pruznost cév,
snizuji pocit &kych nohou, zvySuji odolnost imunity, dodava Zyimapomaha dobré
cirkulaci krve v nohach, posiluje Zilni a cévni &y a piznivé pasobi na srdcéKedzierski
et al, 2016)
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V poslednich dob se ¢asto diskutuje op-aescinu jako o alternativiéki proti
alergickym onemoamim (Ezberci, Unal, 2018). Alergickénemocsini je charakterizovano
jako nadngrna reakce imunitniho systému proti neSkodnym fatkaneskodném prasdi
(Gurrieri et al, 2011). gasobena je fedevSim nespravnou aktivaci protilatek ze
skupinyimunoglobulinu E (Igg) vlivem daného alergeridimata et al, 2000) Veédecti
pracovnici detekovali ve svych vyzkumech inBibilcinky B-aescinu proti danému alergenu,
bez ohledu na to, zda se jedna o alergii z ped§t domacich ziét nebo o potravinovou
alergii. Po aplikacp-aescinu byly znatethpotlaieny @iznaky alergické reakcg.indner et
al., 2010)

Prok&zané jsou i protizéiivé a vyhlazovaci €inky p-aescinu. Pro tyto blahodarné
vlastnosti se vyuziva nejen pro farmaceutické viyhbale i v kosmetickém pmyslu.
Kosmetické vyrobky s aescingmomahaji v 1éb¢ celulitidy, vypadavani vlds proti vraskam
ochraiwuji kazi pred UV z&enim nebo potlauje vyrdzky na &Zi. Spol€né s kyselinou
hyaluronovou jsou iidavany jako ingredience do masek na &#jlinebo do &nich kréni.
Tyto pripravky vyhlazuji nevzhlednécoi vaky, tmavé kruhy pod @ma, sniZzuji znamky
Uunavy a dodava pokozce kolenii depSi pevnost a pruznost. Pomaha i proti¢an ocni

sitnice, duhovky, krvaceni sklivce a porucham dqgtm nervu (Gauri, 2005).

Velky a nevzhledny problém, se kterymi se v dnefi setkavaji pedevsim Zeny,
piedstavuje celulitida. Celulitida je Zma kize gedevsim v oblastech hyzdi a stehen, kdy ma
kuze charakter pomeraové slupky v dsledku zvySeni piu tukovych busk (Raff,
Kroshinsky, 2016). Ve vzniku celulitidy hraje raladvaha, stres, hormonalni &my, sedavé
zamestnani, koteni nebo nedostatey pitny rezim (Sparavignet al, 2011). Bi celulitidé
dochazi k omezeni kolébu krve a lymfy. Kosmetické vyrobky, zejména krémygely,
obsahujici aescin zlepSuji cirkulaci kriémz napomahaji pottani nevzhledné celulitidy

(vyhlazovani).
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Obrazek 4: Vzoreg-aescinu(prevzato z: https://www.indiamart.com/proddetail/beteiebeta-aescin-15730386812.html).

1.3.2 Zumen

Zumen neboliCissusje rozmanita skupina rostlin obsahujici kolem 820hx rostlin
z fadu Vitales (Navratilova, 2011)Cissuspredstavuje tevnaté liany s jednoduchymi nebo
slozenymi listy, které v létkvétou zelenymi nebdervenymi kety (Hui, Wen, 2007). Jejich
zenepisna poloha se nachazi v tropickych oblastet#rlgysSim v Chile a Indonésii (Smigh

MriviN s

vyznam maji v medicih farmakochemii nebo v potravitsvi (Oliveira, 2006).

Od staro¥ku rostliny slouzily lidem jako firozeny zdroj I€by a terapii. Vyznamnosti
zpracovavaji, jsou semena, stonkyjeioy a vyhonky (Mishreet al, 2010). Pimyslové

zpracovani spfiva v extrakci a suseni.

Zumen je povazovan za bohaty zdroj karoterigiinabolickych steroidnich latek
(resveratrol, piceatanol, fytosteroly), triterpaigikyseliny askorbové a flavandidMishra
et al, 2010) Obsahuje velké mnoZstvi minak&@ vitamini, predevsim vapniku a vitaminu C.
Flavonoidy, zejména diosmin, hesperidin vykazu]migiiznivé (Einky na kardiovaskularni
systém (Stohs, Ray, 2012).

Zumen je vzacny pro své protizdiivé, protinadorové, antiosteoporotickgastro-
ochranné, antioxidai a antimikrobialni vlastnosti. Inhibuje v lidskée nekteré lipidy a

volné radikaly,cimz zvySuje aktivitu antioxidaich enzyni, a diky tomu je povazovan za
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silny antioxidant (Chidambaram, Venkatraman, 20M\)razny protizagtlivy Uc¢inek se
srovnava s &inkem nap. aspirinu nebo ibuprofenu (Mishes al, 2010).

I

piipravki uréenych proti paraziim, pro zmirgni bolesti, snizeni otoku a podpory procesu
hojeni jednoduchych zlomenin (Mishet al, 2010). Je pouzZivan jakdigada do l&v a
doplku stravy.

Stonek rostliny Cissus quadrangularisobsahuje dva asymetrické tetracyklické
triterpenoidy a ve vod rozpustny glykosid, ktery napomaha ke snizeni rkfev tlaku
(Oliveira et al, 2012). Extrakt ze stonku ma Siroké upéatin Jeho pouzivaniiedstavuje
prevenci proti kur&im, napomaha v nepravidelné menstruaci, ale ifangrptibéh astmatu.
Tradiiné¢ se pouziva k ke gastritidy, infekci kze, @&nich chorob, anémie, krvaceni

popalenin a zlomenin kosti (Misheaal, 2010).

Extrakt vykazuje antimikrobialni aktivitu proti grgozitivnim bakteriimBacillus
subtilis, Bacillus cereus, Staphylococcus aureunskéeré druhyStreptococcugMurthy et al,
2003). Jeho baktericidniciinky potvrzuji studie zkoumajicicinek Zumenu proti bakterii
Helicobacter pyrolive stevnim traktu (Jainwet al, 2006). Napomaha tomuiifpmnost
cytoprotektivni protilatkyMishraet al, 2010).

Extrak ze Zumenu je také bohaty na obsah minetélidiek jako draslik, vapnik,
zinek, sodik, Zelezo, olovo, kadmiumg¢dha hacik (Mishraet al, 2010). Analyza prokazala
piitomnost latek oxalét tiislovin, soli nebo saponin(Jainuet al, 2006) Pridava se do lév
pii Iécbé hemoroidi nebo Zaludénich wedi (Obenet al, 2006).

Cissus quadrangulariseguluje Ubytek hmotnosti, desného tuku, zlepSeni celkové
hodnoty cholesterolu, LDL-cholesterolu, triglycedrid hladiny glukézy v krvi (Obeet al,
2007).Extrakty zCissus quadrangularis kombinaci s jinymi Ginnymi latkami se pouzivaji

pro I&bu nadvahy a obezity (Greenway, Bray, 2010).

Zumen ma specifickydinek pi 1é¢be zlomenin Kosti, osteopordzy & péeni Slach a
vazi (Potu et al, 2009). Osteoporéza definuje kostni chorobu paogth vice nez 2000
miliony lidi po celém s#té. Je to chronicky z&m kloubniho preparatu spojenyir&inuti
kostni tkag (Banuet al, 2012). V disledku toho ubyva kostni hmotnosti. Hlavifi¢mou
osteoporézy se uvadi nedostatek hormarejména u zen, podvyZiva, nedostatek pohybu,
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vyS8Si ¥k nebo menopauza (Baret al, 2012). Ze statistiky vyplyvd az 80 % dSps
vylé¢enych gipad.

Pro pamyslové zpracovani sesgtuji i dalSi druhy, nap Cissus verticilla Cissus
erosaneboCissus populneaRostlinaCissus verticillaje vyznamna svymi antidiabetickymi
acinky. Z tohoto divodu se pimyslow zpracovava pro vyrobu inzulinu (Oliveira, 2006).
Z ploda rostliny Cissus erosase ptimyslow vyrabi srazedla (Duke, Ottesen, 2009).
Potravindska guma, ktera se vyuziva k zahusStovani potrédiv, nebo k vyrols nagrovych

hmot se ziskava ze stankostliny Cissus populnegAdeleyeet al, 2010).

1.4 Mikrooorganismy pouZivané pro antimikrobialni hodnoceni

1.4.1 BakterieEscherichia coli

Prvni zminka oEscherichia colipochazi z roku 1885, kdy rakousky mikrobiolog
Theodor van Escherich vyizoloval a identifikovatatbakterii z dtskych fekalii (Croxeret
al., 2013). Morfologicky sefadi do ¢eledi Enterobacteriaceaeskupiny gramnegativnich,
pievazre aerobnich bakterii, které netvapory (Croxeret al, 2013). Theodor van Escherich
definovalEscherichia coljako pohyblivou tyinku vyskytujici se &Zn¢ ve stevni mikroflde
lidi (v tlustém stew€), v centralnim nervovém systému, hornich dychacédtach, v krevnim
ob¢hu nebo v urogenitalnim traktu, avSak &SV mie miZe pisobit jako patogen (Tenaillon
et al, 2010).

Escherichia colipredstavuje v dnesSni déljednu z nejznasjSich bakterii slouzici
jako modelovy mikroorganismus pr@&dce z biochemického, genetického a fyziologického
odwtvi. S tim souvisi fakt, Ze na této bakterii bytastovana a prozkoumana prvni konjugace

burgk a vymena genetického materialu (Tenaillehal, 2010).

Velkou roli hraje jeji pitomnost v potravingkéem péimyslu, zejména ip vyrobé
potravin&skych dophka, a to z hlediska hygieny a sanitacéitdmnostE. coli v pitnych
vodéach je povazovana za ukazatel kontaminace (Qup#mnpofo, 2013). Tento indikator
poukazuje nejen na kontaminaci, ale i na slabowamchvodniho zdroje, nedostatky v Upfav
vod, Spatné zdravotni zabezpei a distribuci. Do potravin sEé. coli miZze dostat nejen
kontaminovanou vodou, ale takéep kontakt siznymi hnojivy nebo fekaliemi (Edbergt
al., 2000) (vizObrazek 5).
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Pro stanoveni této bakterie ve vodach a v potrahinge vyuZiva jeji schopnosti
zkvaSovat cukry (laktozu, glukézu, alkoholické agkza vzniku kyselin (resp. kyseliny
mraverti, ml&né, pyrohroznové) a plyn(An et al, 2002). Pouziva se k tomu diagnosticky
agar obsahuijici laktézu, pH indikator, kteryiitgmnostiE.coli (zkvaSovani laktosy) zéni
barvu. Pro inhibici doprovodné mikrofléry je vyZadma pitomnost tenzidu. i@dpoklada-li
se v potravinach nizky get kolonii E coli, vyuzivd se metoda NPM, ktera se vyhodnocuje

podle kodu v de Mannovych tabulkach.

Escherichia colspada do skupiny koliformnich mikroorganisi#n et al, 2002). Pro
odliseni koliformnich bakterii &. coli ve vod se vyuziva membranova filtrace. Ta &pé
ve filtraci p'es membranovy filtr a fpneseni filtru na arbitraznitgu, kde po inkubaci

vyrostou koliformni kolonie v jiné baéwmnez kolonieE. coli.

Biochemicky jeEscherichiavelmi aktivni. Kron¢ fermentovani glukézy (MR test),
piitomnost enzymu katalazy, tvorby hemolyzinu obsah@nzymyp-D-galaktosidazu 8-D-
glukoronidazu (Molinaet al, 2015). Detekce éthto enzymi se vyuZiva v systémech
chromocult (fluorocult). Potvrzujici test protifwmnost Escherichia coli je flurocult,
nazyvany MUG test (Adams, Moss, 2000). Principeimoto testu je §peni substratu (4-
methyl-umbelliferylg-D-glukoronidu) enzymenfi-D-glukoronidazou, kterf. coli obsahuje
(Wildeboeret al., 2010). Vznik4 4-methyl-umbelliferon, ktery pod Wx&enim (365 nm)
intenzivre z&i (Adams, Moss, 2000). Pro stanoveni Ize pouzibridiktometrické metody
(Wildeboeret al.,2010).

Escherichia colije velmi odolna bakterie, jejiz optimalni teplqteo st je 37 °C. Ve
vétSim mnoZstvi ize zmisobovat onemoaemi, avSak mze bytcloveéku i prosgsna. Pini
funkci komenzala v tlustémist€, saprofyta nebo symbiota (Kapetr al, 2004). Produkuje
tzv. koliciny, které jsou toxické proikteré patogeny (Votavet al.,2003). Velmi prosgsnou

funkci plni tvorbou a syntézou vitaniin

V opa&ném gipadt miZe bakterie z{isobit fizna onemoani a stevni potize (Abet
al., 2008) Délime je podle zfisobenych onemoéni na d¥ skupiny - extraintestinalni
(mocové cesty, infekce ran, hnisava onentmin septicka onemoéni, krve, dychaciho
astroji) a intestinalni (figmy) (Kohler, Dobrindt, 2011).

Onemockni se d& l&t raznymi Iéky, gedevSim antibiotiky. Na konci 90. let byla

zaznamendno zvyseni rezisteriee coli proti antibiotikim. Za picinu zvySenirezistence
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muze praveEpodobré mutace stavajici DNA nebo konjugace DNA z jinyetkterii (Finleyet
al., 2013). Rikladem lIze uvést rezistenci na antibiotika zalézea bazp-laktamatu E. coli
produkuje bakterialni enzymg-laktaméazy hydrolyzujic-laktamovy kruh, které obsahyji
Typickym pikladem je rezistence na cefalosporiny nebo aminicpmy. V opaném
piipadt naststi existuji antibiotika, na ktera [ colicitliva (Pitout, 2012). Jedna se zejména

o fluorochinolony a aminoglykosidy.

Escherichia mize gezit i v kosmetickych vyrobcich jako jsou zasypyejioky.
Norma CSN ISO pro stanovenEscherichia colipiikazuje negativni itomnostE. coli
v kosmetice. Jejifftomnost niZze zmisobit zagty spojivek a infekci & a kize.

1.4.1.1 Onemocgni zpisobené bakterkscherichia coli

V prab¢hu let byly identifikovany podle mechanismu, fakitovirulence a tvor®
toxini rizné kmenyE. coli zpisobujici extraintestinalnii intestinalni (stevni) onemocni.
Kmeny zodpowdné za sevni onemocEni jsou rotazeny do 6 skupin: enterotoxigeribi
cdi (ETEC), enteropatogennk. coli (EPEC), enteroinvazivnE. coli (EIEC), difuzré
adherentnE. coli (DAEC), enteroagregativiii. coli (EAggEC),shigatoxigenni/verotoxigenni
E. coli (STEC/VTEC) z nichZast se nazyva jako enterohemoragiek&oli (EHEC) (Curtis,
Lawley, 2003).

Za pivodce extraintestinalnich potizi jsou povazovanycoli uropatogenni (UPEC),
E. colinovorozenecké meningitidy (NMEC) a aviakicoli (APEC) (Antéacet al, 2009).

EnteropatogennikE. coli (EPEC) zfisobuje vodnaté fAjmy, které mohou byt
doprovéazeny hord&ou nebo zvracenim. Zavaznyupéh maze byt zejména u kojefic kdy
dochéazi k velmi rychlé dehydrataci (Hu, Torres, 201nfekce je spojena se Znami ve
strukture v buikach epitelu tenkéhoistva (Wanget al, 2012). Na rozdil od jinych kmén
tento kmen nevytwéenterotoxiny ST, LT nebo VT (Kjaergaagtial.,2016).

Enterotoxinogennk. coli (ETEC) jsou picinou cestovatelskych fiimi (Fleckenstein
et al, 2010). Vyskytuje se endemickytginou v zemichietiho séta, v teplych oblastech
jako nap. Mexiko, Bangladés nebo Egypt (Ahmetdal, 2013). Do sedni Evropy se Hi pri
navratech cestovatelze zahrariinich cest z&hto zemi. V &hto oblastech je hygiena na
Spatné urovni, coz urychlujeiéni ndkazy. Geneticky je tento kmen podobny choilerd

(Svennerholm, 2011). Infekce se projevujémem trvajicim po kratkou dobufdte v kiSe,
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cetné stolice bez hotky. Problémy pichazeji po 12-36 hodinach po poziti kontaminované
vody nebo potraviny (Adams, Moss, 2000). Nebézheozi zejménadem.

Infekce timto kmenem je Apobena 2 toxiny, a to termolabilnim enterotoxinemalL
termostabilnim enterotoxinem S(Bpernadio, 2018)LT je velmi p@ibuzny toxinuVibrio
cholerae (Svennerholm, 2011). K projevu onem#&ghnestdi jen @gitomnost enterotoxinu,
ale i gichyceni samotného mikroba na epitelovékyusliznice tenkého Btva (Spernadio,
2018).

Prikladem enterotoxigenni epidemie lze uvédipad zroku 1985 z Anglie.
Navsgvnikim v hotelu byla, jako s@ast rautu, nabidnuta majonézova ¢kaa Do 36 hodin
po konzumaci om&ky se u navswnika projevily stevni potize. Nasledkem bylo 27
nakazenych naudtniki. Po vySeateni se zjistilo, Ze majonéza byla nechana fiprax 8
hodin @i pokojové teplat, ¢cim se zvySilo mnoZstvi termostabilniho enterotoxinnajonéze,

ktery zmsobil stevni potize.

K detekci ETEC jsou pouzivany imunologické meto@R? RIA a ELISA (Sjolinget
al., 2015). Pro detekci z vody nebo potravin lze popZecipit&ni test nebo detekovat

pomoci radioaktivé znatené sondy.

Kmen difuzré adheretniE. coli (DAEC) se povaZuje zaiwpodce znamych tzv.
cestovatelskych fgmu s pimési hlenu a krve doprovazené zvracenim. Prvni zmimka

strevnich potizich zjsobené timto kmenem pochazi z Mexika (Adams, M330).

DalSim kmenem, ktery wvidledku své fitomnosti zfisobuje stevni potize je
enteroagregativrie.coli (EAggEC). Charakterizovana je dlouhotrvajicimijpry, avSak bez
zvraceni pouze se zvySenou teplotou. Rensije zejména v zemidtetiho s¥ta (Andradest
al., 2011). Zdrojem nakazy je praymbdobre ¢lovek. Prenos nakazy seigioralre-fekalnim

zpasobem.

Enteroinvazivni kmerkEscherichia coli(EIEC) se penasi kontaktnim Zigobem. Z
toho divodu je ndkazéasto nazyvana jako nemoc Spinavych rukou. Domimmjgerotypem
vtomto kmenu je povaZzovan sérotyp 0O124:H30 (Anerat al, 2011). Infekni
mechanismus je podobny jako u Sigel, Kdy coli, pomoci svého lipopolysacharidového
pouzdra pekonava kyselé prasdi Zaludku a pronika do bektlustého steva, kde se mnozi

(Pasquaet al, 2017). Diky tomu ma onemaan tZky pribéh za doprovodu vysokych
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horetek s vodnatymi gifjmy s gimési krve. Vysoké mnozstvi vyskytu timto kmenem bylo
zaznamendano ve Skolkach a v sociélnich Ustaved$sm hygienickymi naroky.

Zdrojem EIEC niZe byt nejen voda, ale i potraviny fiapléko nebo syr. Jeden
z piipadu nakazy pochazi z USA, kam byl dovezen syrandte. Po poZiti tohoto syru se u
387 lidi projevili stevni potize (Patel, 1994). Ve vysledku byla chybaawméstnancich
tovarny, ktéi nedodrzeli spravné hygienické podminky ptipraw syru. Tento fipad je

povazovan za jeden z néfgich gipadi nakazy tohoto kmene v USA.

Posledni a neftSi skupinou jsou shigatoxigenni/verotoxigegnicoli (STEC/VTEC).
Cast této skupiny se nazyva jako enterohemoragi€®dEC) (Curtis, Lawley, 2003).
Nejcastji je ndkaza spojovana se sérotypy O157:H7 a Ol04Trret al, 2005). Skupina
je charakterizovana produkci verotoxinT1l a VT2 (Luna-Gierkeet al, 2014). Verotoxin
VT1 je geneticky, biologicky a antigenitou podobsiyiga toxinu, ktery produkujghigella
dysenteriag proto rektefi odbornici nazyvaji tuto skupinu jako shiga-likexinogenni
(Thorpe, 2004). Onemoéni mize mit leldi formu (mirny vodovy pijem) az po formu

zavazgjsi (silny pijem s krvi a hor&ou).

EHEC se véaze na blky vtlusttm gtew (Thorpe, 2004). Zjsobit mize
hemoragickou kolitidu, postizeni cévni soustavychzaty nebo hemolyticko-uremicky
syndrom (Bugareét al, 2011). Hemoragicka kolitida je charakterizovamaakym pjmem
bez horéky. Predchazi bolestiiicha, kete a vodnaty prujem. Pro hemolyticko-uremicky
syndrom je typické selhani ledvin, hemolyticka arggrtrombocytopenie (Loirat, Frémeaux-

Bacchi, 2011). Nebezpea je pro vSechnyekové kategorie fzdevsim v letnim obdobi.

Zdrojem nakazy jsou potraviny, konkrétmaso, mléko, ovoce nebo syry. Sérotyp
0157:H7 byl vyizolovan z haziho masa v hamburgrech, po kterych po poziti hast@&vni
potize (Jabuet al, 2016). Z toho vyplyva, Ze za zdroj tohoto sératye povazuje h@i
dobytek (Adams, Moss, 2000). Fakt podkladégad ze Skotska, kdy bylo kontaminované
howzi maso odreznika, coZz o za gicinu 280 nakaZenych osob, z toho 20 umrti. Na
z&kladt téchto gipadi byl vyvinut lepSi systém HACCP.

Zvlastni skupinou jsou kmenie. coli, které zfisobuji extra-intestinalni infekce
(EXPEC) (Antacet al, 2009). Uropatogentit. coli se gichytava v oblasti mezi kodeikem
a pohlavnim organem, odkud seiia gesidlit do mdového traktu a zjsobit zast
mocovych cest (Abeet al, 2008). Vyskyt uropatogenni infekceibe byt v disledku
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prechodné fitomnosti tohoto kmenE. colive fekalnim mikrobiomu. Uropatogeni coli se
piitazuje az 90 % propuknutych infekci &owych cest. Z&t motovych cest postihuje
zejmeéna zeny. Statisticky asi 60 % Zeé&larinfekci matovych cest do svého 20. roku Zivota
(Marrs et al., 2005). Zast mocovych cest se projevujéastym bolestivym vyléovanim.
Ojedirgle je infekce spojena se zava@imi problémy jako s bolestmi v boku, nevolnosti,
zvracenim, horgkou, pocenim, malatnosti tzv. cystitidou (Mulve902). Napadne-li infekce

i ledviny, jedn& se o pyelonefritidu.

Jako prevence se dopouje uZzivat extrakty z brusinek v jakékoliv fotmPlody
brusinek obsahuji fenolické glykosidy, flavonoidyiterpeny, organické kyseliny, barviva
(proanthokyanidiny, anthokyanidiny) a vitaminy (@), které blokuji uchyceni bakterii, a tim
piedchazi vzniku zau ledvin, onemoami maiového mchyfe a md@ovych cest
(Nov&kova, Chmel, 2012).

DalSi alternativou se uvadi probiotika na bazi dalkiciii. Ty produkuji znané
mnozstvi peroxidu vodiku, kter&gsobi baktericid& na patogenni mikroorganismy. Brusinky

YA

doporiovany v kombinaci s antibiotiky (Mareg al., 2005).

Za pivodce mengitid u novorozeingsou zodpowdné kmenyE. coli, tzv. NMEC
(Abe et al, 2008). Buiky pronikaji ges sliznici a napadaji centralni nervovy systémt@dan
et al, 2009).

APEC (aviarg patogenniE. coli ma za dsledek infekci dychacich cest zejména u

dribeze (Antacet al, 2009). U lidi nebylaiitomnost toho kmene detektovana.
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1.4.2 BakterieStaphylococcus aureus

Staphylococcus aurewse z morfologického hlediskadi do skupiny grampozitivnich
koka. Jako jeden z mala mikroorganisnma aerobni i anaerobni metabolismus, pomoci
kterého niiZe zkvaSovat cukry za tvorbu kyselBtaphylococcus auregazyvany jako zlaty
stafylokok, objevil v roce 1880 skotsky chirurg Aéender Ogston, ktery pod mikroskopem
prozkoumal hnis z rany malého chlapce (Licitra, 20Popsal stafylokoka jako v hroznesh

parech se vyskytujici nepohyblivé a nesporulujadiyk(Myles, Datta, 2012).

Stafylokok je povazovan za lidsky patogen, avSafrigkazano, ze u 30 % zdravych
lidi symbioticky geziva na Hzi, sliznici nebo nosnich dutinach (Gordon, Low@08&). Jeho
patogeneze se rozviji az ¥igact, kdy ma jedinec oslabenou obranyschopnost nelvice
nachylny k infekci nap po operaci. edpokladem vypuknuti patogeneze jsou i drobna
poraréni, cizi €lesa v ¢éle (implantaty) nebo néstup virové infekce.

Staphylococcus aureuwma dva poddruhy- Staphylococcus aurewsibsp.aureusa
Staphylococcus aureusubsp.anaerobius(Votavaet al, 2003). U Staphylococcus aureus
susp.anaerobiusneni zaznamenan vyskyt u lidi, za to vSak nadgn vyskyt u malych

piezvykava@ (De la Fuentet al, 2011).
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Biochemicky je stafylokok velmi odolné bakterie. ZRtadé peroxid vodiku, roste ve
velkém rozmezi pH (4-10), je tolerantni k vySSintgahu soli a alkoholui&kazkou neni ani

vysoka vodni aktivita.

Schopnost patogeneze wvyfafd povrchové a extracelularni faktory virulenceo D
povrchovychiadime peptidoglykan, protein A, kolagen, elastikoagulaza (Jenkinst al,
lipdza, katalaza, nukleaza, penicilindza) a toXewtolyziny, enterotoxiny, toxin syndromu

toxického Soku, exfoliativni toxin) (Otto, 2014).

Enzymy hraji dlezitou roli pro pronikani stafylokdk do tkani. Hayluronidaza
deformuje mazové Zlazky a podkozni tkABnzym penicilindza rozklad&lakmatovy kruh,
ktery obsahujip-lakmatova antibiotika (penicilin). ledkem toho vznikla rezistence na

penicilin (Tonget al, 2015).

Poskozeni povrchu membrany napomahaji toxiny cyioly (Vandeneschet al,
2012). Mezi & pati 4 hemolyziny a leukocidin. Prvni hemolyzairprodukuje ¥tSina kmei
Staphylococcus aureus Svym pmisobenim posSkozuje tk&dn Druhy hemolyzin
(sfingomyelindza C) podporuje tvorbu hnisavych $eki Zajimavosti u tohoto toxinu je jeho
teplotni optimum, které se pohybujé phladnikovych teplotach, kdy vznika tzv. chladova
hemolyza (hot-cold hemolysis) (Votaeaal, 2003). Dale se vyuzZiva pro identifikaci v testu

CAMP spolén¢ seStreptococcus agalactig€huzevilleet al, 2012).

Enterotoxiny, produkujici az 50 % kmestafyloki, mohou zjsobit otravy neboli
intoxikace (Otto, 2014). N&astjSim pipadem je intoxikace jidlem, kdy se enterotoxiny do
jidla dostavaji f nevhodnych skladovacich podminkach, Spatné @prgela nebo
kontaminaci z v§Siho prostedi. P@et enterotoxifi ¢ita vice nez 20 skupin enterotoin
rozaslenych podle abecednihoipali (Sastkovaet al, 2012). Enterotoxiny si Izefedstavit
jako malé proteinové molekuly sloZzené z aminokys@lWu et al, 2016). Ve wtSin¢ pripadc

otrava probih& pomoci enterotoxinu A nebo B (8Val, 2016).

Pritomnost Staphylococcus aureuse dokazuje na arbitrazniiggé Baird-Parker s
naslednym potvrzenim testu na koagulazu. Pa&ga toxini je uen krevni agar pro tvorbu
hemolyzy. Pro detekci toxinlze pouzit starSi, avSak stal&inné sérologickeé testy zaloZzené
na vaz antigen-protilatka jako je napatexova aglutinace nebo gelova difizedSkovaet
al., 2012). V sotasné dob je vSak rutingjSi pouziti molekularnich biologickych metod,
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jejichz zakladem je polymerazovétzova reakce (PCR).doliv je tato metoda spolehliva,

detekce se zafruje spiSe na analyzu DNA, nikoliv na samotné emveiny (Wu et al,

2016). NejlepSinteSenim detekcer@dstavuje elektrochemicka, fluores&éenimunoanalyza

nebo ELISA. Z chromatografickych metod je nejvideod@na kapalinova chromatografie

s hmotnostni detekci (8stkovéet al, 2012). Chromatografie je velmi citliva, ale jppuZiti

je omezeno vysokou cenoiigiroji acasovou narénosti i Upraw vzorki.

Onemockni, které St. aureus zpisobuje, niZzeme rozdit podle mechanismu

pusobeni do 3 skupin: pyogenni hnisavé infekce, tdeimisobené toxiny a intoxikace (viz

Obréazek 6).
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Obrazek 6 Priznaky infekci zgsobené Staphylococcus aureus
(prevzato a upraveno z: https://image.slidesharecdan/bacterialanimationandmanagement-
150326094732-conversion-gate01/95/bacterial-aniorend-management-34-638.jpg?ch=1427363307).
1.4.2.1 Pyogenni infekce
Pfi pyogennich infekcich vytvé bakterie loziska plna Zlutého hnisu. Typickym
piikladem je nemoc zvana impetigo. Trpi jigt8inou dti v predSkolnim ¢ku (Cantoret al,
2018). ¥tem se objevuji puctig na obkeji, Ustech a ruk&ch.rPvypuknuti je doporéeno
izolovat nakazeného zZidodu velmi rychlého rozEni v ditskych kolektivech (Skolky,
Skoly). Za fivodce je povazovataphylococcus aureuseni vSak vyjimkou anigsobeni
Streptococcus pyogené8antonet al, 2018). Léba probiha mastmi a antibiotiky, nejlépe
cefalosporiny (Votavat al, 2003).

Velmi negijemna infekce folikulitida napadaigs péry vlasové folikuly a mazové
Zlazy a vytvéi zaretlivé mista (Ranjanet al, 2012). Zawt se poznd podle 8&glivych

cervenych flek na hla¥ u vladi, vousi nebo na obtieji (Ranjanet al, 2012). Vzniku zagtu
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muze pispst Spatné oholeni nebo nespravné @léni obléeje. V tomto pipack se
doporwuje alternativni medicina, iedstavujici 18ive krémy a Sampony. Proti &&ni

pomahaji obklady z octa.

Zdrojem vyskytuStaphylococcus aureysou uvadny i kosmetické vyrobky jako jsou
fasenky a liidla. Podle stanovenych norem neifitgmnost této bakterie v kosmetickych
vyrobcich tolerovanaStaphylococcus aureusnize byt gic¢inou zartu mazovych Zlazek na
okraji vicka nebo za¥tu spojivek. Projevuje se vytienim j&ného zrna, zarudnutim,
palenim a stdénim i nebo citlivosti na sitlo, tzv. s¥tloplachosti. Benasi se fmym

kontaktem s infikovanou osobou, rukami, vodou nelpsedmnett osobni hygieny.

Mastitida fedstavuje nebezpeou nemoc postihujici hlagrkojici Zzeny (Suret al,
2014). Ri kojeni se v mlénych zZlazach zen vytvbzaret, ktery musi byt zastaven antibiotiky
(Oliveiraet al, 2012).

Bakterie postihuje i kloubni aparat jako kloubyskdosteomyelitida) a kostnireh.
(Mal et al, 2002). Osteomyelitida pochazi prim&mpoulrazové a poopeérd infekce nebo
sekundara ze zastlivych zmen v kostech. Nemoc je doprovazena vysokou teplqiokieré
se ucpavaji cévy a odumiraji kostni tkab déti napada dlouhé kosti, u d@ébjh obratle
(Votavaet al, 2003).

Prvenstvi z nejva&sich onemoceni stafylokokem drzi z&h srdce neboli
endokarditida. Dochazi k zasazeni srdechloprg, ktera se spojuje s plicni embolii. Uvadi se,
Ze v50 % pipadi je tato nemoc smrtelna (Toreg al, 2015). NejlepSi Ebou je vynéna
srdeni chlopré a uzivani antibiotik.

DalSi velmi zadvaZznou nemocigaistavuje infeéni onemoc#ni pneumonie. Jedné se o
poSkozeni dychacich cest a plic hnisavymi lozidkge(et al, 2010). Trpi na ni fedevsim

osoby s oslabenou imunitou. Typické jsou vysokétgpzimnice a kasel.

1.4.2.2 Infekce zgisobené toxiny

Druhou skupinou jsou onemasri zpisobené vyprodukovanymi toxiny.agobeni
toxinu exfoliatinu, kterou bakteri&Staphylococcus aureuprodukuje, stoji za vznikem
exfoliativni dermatitidy neboli syndromu deaé Kize (Bunikowskiet al, 2000). Na kZi se

vytvaii puchyky, které se poté olupuji spote s kizi a vytvai cervené, lesklé fleky (Salami
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et al, 2012). Po oloupani dostavaZe vzhled op&né Kize nebo také popélenin druhého

stupre.

Velmi specificky je toxin syndromu toxického SoKUiSST-1), ktery byl objeven u
menstruujicich Zen pouzivajici tampony (Kiag al, 2014). Tampon fedstavuje fiznivé
prostedi pro pomnoZeni bakterie a zvySenou produkciaatanu (Votaveet al, 2003). Pro
syndrom jsou typické vysoké teploty, skvrnitdzk, kolapsy, $evni potize, bolesti sual
hlavy, poruchy ¥domi, dezorientace, lomivost néhvypadavani vlas poSkozeni centralni

nervove soustavy.

Toxiny jsou natolik odolné, Ze pr& mejsou pekazkou ani travici kyseliny a enzymy.
Diky tomu se mohou hromadit v gastrointestindlmiaktu (Pinchulet al, 2010). Stava se tak
v pripact [éceni Sirokospektralnimi antibiotiky, kdy dochazi étlpceni stevni mikrofléory, a
tim je napomahano kipmnoZzeni butk stafylokoka, produkujici enterotoxin B. Vysledkem
je zarét - enterokolitida (Thakkar, Agrawal, 2010). Nebezmwst spoiva v poSkozeni
sliznice, silné dehydratace wsledku silnych pijma s krvi. U starSich lidi a&ti hrozi

protrzeni giev (Berman, Moss, 2011).

1.4.2.3 Intoxikace (otravy jidlem)

Treti skupina charakterizuje nemoc zvana jako stkbfova enterotoxik6za neboli
otrava z potravin. Potraviny jsou kontaminovany eeotioxiny produkované bakterii
Staphylococcus aureu#rgudin et al, 2010) (vizObrazek 7). Je teba mit na pawti, Ze
enterotoxiny jsou termostabilni molekuly odolnétpvaru (Argudinet al, 2010). V disledku
toho mohou byt fitomny v potravinach a Zgobit intoxikaci, i pes to, Ze neni v potrawin

prokazana fitomnost samotné bakteistaphylococcus aureus

Za pravépodobné zdroje nebezprg/ch toxim jsou povazovany potraviny, které se
neopracovavaji: majonézy, salaty, krémy, zmrzloykrovinky, smetana, mleta masa, ryby,
syry, diibezi produkty (Votavat al, 2003). Primar& mohou zdroje byt kontaminovany uz
nag. vodou nebo hnojivy.ifenaset se fizou do potravin kaslanim, kychan&émedodrzenou

hygienou (Hennekinnet al, 2012).

Potize pichazeji za kratkou dobu, odhadem do 6 hodin pdi.uPioté pichazi
nevolnost, vodnaty jgjem, bolest kicha, bolest hlavy, zvracenij&ke, dehydratace, poceni

(Argudin et al, 2010). Toxiny dokazi povzbudit funkci travicihceamanismu, coz Zigobi

38



rychlejSi nastup zvraceni aipnut (Pinchuket al, 2010). Nakaza by &a sama odeznit do 24
hodin, pokud neodezni, je nutné vyhledat tékdnfekce nize mit fatalni nasledky u starych

osob a dti, u kterych dochazi k rychlé dehydrataci.

Jako prevence se dopduje spravna teplotaip chlazeni potravin, dodrzovani
hygieny a sanitace a pouzivani dezidfdkh pipravki. Nejjednodussi, nejle¥si a
neinngjSi prevenci je dodrzovani spravného myti rukouldvi&inné jsou desinfalni
piipravky na bazi fenolu sffglavkem rtuti nebo alkoholu, které vice bakteri@aervuji nez

usmrcuji (Votaveet al, 2003).

Pro giklad 1ze uvést fipad intoxikace stafylokokovymi enterotoxiny z dabroku
2013 z kmeckého Freiburgu. V mistnim hotelu byla n&efiepodavana zmrzlina. Zmrzlinu
ochutnalo nait destiky nav&vniki, z toho u poloviny se objevilyigtvni potiZze a zvraceni.
Za pravépodobny zdroj kontaminace se povazuje zpracovankgintaminované fisady

zmrzliny ¢i kontaminované Zé&eni pouzivané k vyrétzmrzliny (Fetsclet al., 2014).

Obdobny piklad se stal téZe roku na jedné internatni Skel&wycarsku. 10 student
a 4 zandstnanci pozili chléb s skkym syrem. Bhem néasledujicich 7 hodin u vSech nastaly
typické potize pro intoxikaci tj. bolestitibha, vodnaty pijem, zvraceni a hotka. Po
laboratornim pizkumu byla v syru detekovanafifomnost koagulaza pozitivniho
stafylokoka, ktery stél za zvySeni hladiny entexota D. Za primarni zdroj bylo povazovano
syrové mléko, ze kterého byl syr vyroben. Mléko hpmelo od krav, u kterych byl
zaznamenan dlouhodoby problém s mastitidou (Jehlak, 2015).

-
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Obréazek 7: Pitbéh stafylokokové intoxikace
(prevzato a upraveno z: https://slideplayer.com/s4@89770/).



1.4.3 BakteriePseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginog#iedstavuje potencialni patogenni gramnegativni bakte
z rodu Pseudomonasledna se o strikinaerobni nesporulujici bakterii (Gellatly, Hancock,
2013). Na rozdil od ostatnich bakterii ziskava ginpomoci oxidaniho metabolismu. Lze ji
najit ve vodach, {é, kanalizaci, vzduchu i ve isvnim traktu (Mena, Gerba, 2009). U

zdravych lidi osidluje travici ustroji

Pseudomonase pysSni velkou odolnosti a tolerantnosti k te&pigt vihkosti a
koupelnach a na vlhkych igdmétech (Gellatly, Hancock, 2013). S oblibou zd&noje
nemocnéni prostedi, nejvice resuscitai oddleni, jednotky intentivni p& nebo
novorozenecké odteni (Lee, Zhang 2015). Jejich vyskyt je zaznamenankatetrach a
dychacich fistrojich, do kterych se dostavaji ve Sgatpripravenych dezinfekich
piipravcich. Zdroj penosu bakterie mohou byt ruce, rukavice neboimaqu cestou ies

instrumentalni nastroje (Khaat al, 2015).

V dnesni dob je vyhubeni této bakterie velkym problémem, pretafderni zazeni
se Spata sterilizuje a infekce se rychleiSiBohuzel v dnesSni débse stalaPseudomonas
natolik odolna, ZeieZziva i v dezinfekcich s vysokymi koncentracemioll Naststi wdci
objevili alternativu, a to v podébdezinfekce zalozené na da@ani vinovymi délkami,
zejména fi 296 nm (Poppet al, 2016). Tato vinova délka existuj& plennim s¥tle, jevi se
jako velmi ®&inna, a tim dava n&ld nemocnénim zd&izenim v ramci hygienickych a

sanit&nich pozadavk

Vyskyt Pseudomonas aeruginosge uvadégn i Vv balenych vodach nebo
v kosmetickych vyrobcich. V obouipadech je stanovena nulova tolerantidsopnosti. Na
zaklad sveé vydatné odolnosti je velmi rezistentni k aotikam (Gellatly, Hancock, 2013).
Stejre jako u celedi Enterobacteriaceaepbsahuje B-laktamazu, pomoci které ziskava
rezistentnost ndp k ampicilinu nebo celafotinu (Livermore, 2002)oHzolaci bakterie je
uréen agar s acetamidem nebo cetrimidovy aggdiosti této bakterie je tvorba pigmentu,
pomoci které je ddk identifikovatelna (viZDbrazek 8). Pseudomonas/ori modry pigment
pyocyanin, Zluty fluoreceingerveny pyrubin a hfuy melanin (Calderaet al, 2016).
OdliSenim od ostatnich se jako zakladni znak, mb¥ést na oxidazu, u které vykazuje
pozitivni reakci do 30 s. Vyraznym znakem jew¥ kolonii po trimethylaminu, ktery sedmi

v zapach fipominajici amoniak (Martinst al, 2017).
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Obrazek 8: Pigmenty produkujici Pseudomonas aeruga
(prevzato z: https://jb.asm.org/content/183/21/6454).

1.4.3.1 Onemocgni zpisobené bakterPseudomonas aeruginosa

Pseudomonafe povazovana zatpodce tz. nozokomialnich nebo také nemd&ainh
nédkaz (Poppet al, 2016). Za normalnich okolnosti neni nebépge avSak za ditych
podminek niZe pisobit jako oportunni patogen (Juahal, 2017). Ugitymi podminkami
jsou mysSleny nap snizena imunita vigledku dlouhodobého uzivani antibiotikikvnebo
zavazné nemoci (Juaet al, 2017). Nejvice nachylni jsou lidé ¢léi se s leukémii,
s popaleninami nebo AIDS (Mena, Gerba, 2009).

Ackoliv bakterie neobsazuje prvniigky v ¢etnosti zisobenych onemo¢ni, i presto
je dilezita prevence. Vifpadt jejiho pisobeni v nemocnicichigziva v prosedi i rékolik
let. Vzhledem ke své odolnosti je obtizné ji vyhuhi proto musi nemocnice a hemgoni
zarizeni dodrZzovat ifisné pravidla, nap pacient nesmi bytigat do infikovaného progedi,

musi se zkontrolovat vSechny |éky, masti, krénépi &apky podavané pacidin.

Pseudomonase pysSni rozmanitymi faktory virulence. Faktorggstavuji 2 exotoxiny
(exotoxin A, exoenzym S), proteiny (fibrin, elastkasein), pyocianin aizné cytotoxické
latky (hemolysiny, protedzy, ramnolipidy, fosfoliya(Gellatly, Hancock, 2013). Exotoxiny
narusuji buscnou membranu, zvySuji jeji propustnost a urychlojinik bakterie do
tkanovych vldken (Moradalet al, 2017). Napomahaji jim proteiny, které &stedku svého

Sttpeni poskozuji shy cév (hemoragie, nekrozy).

ProPseudomonaseni problém zasahnout jakykoliv organ neéést gla. i postizeni
kuze, srdce a kloubvznikaji nepijemné zasty. Velky podil na tom maji proteolytické

enzymy Stpici kolagen, elastin, fibrin (Votawat al, 2003).
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Zavazny piibéh je zejména u nemocnych s genetickgi¢hou nemoci dychaciho
systému (cystickou fibr6zou) (Dhand, 2018). Balterasahuje dolni cesty dychaci, kde
posSkodi funkci plic vytvéenim zagtu (pneumonii) (Cantiret al, 2015). BohuZel se s touto

infekci spojuje vysoky piiet mortality.

Vhodné prosedi pro vyskytPseudomonas aeruginogaou kosmetické vyrobky,
piedevsim fpravky ugené k aplikaci kolem @ a na oSdéeni pleti. Bi postizeni oka
napomahaji enzymy proteazy, které napadaji ceninéhvovy systém®d a vznikaji zagtliva
lozZiska (Gellatly, Hancock, 2013). Vysledkem js@unity spojivek, zakaly, hnisani az slepota
(Sharmaet al, 2018). Bakterie se e do oka dostat iips kontaminované kontaktédcky
(Kugadaset al, 2016).

1.4.4 KvasinkaCandida albicans

Mezi nejl&zngjSi lidské patogeny #Se hub pat kvasinkaCandida albicansVyskyt
kvasinky neni pr@&lovéka nikterak ohrozujici. Ze 40-60 % je gésti mikroflory u zdravych
dosglych lidi (Erdogan, Rao, 2015). Komenzélpireziva u zdravych osob na#X, sliznici
nebo Ustni duti (Da Silva Danta®t al, 2016).Candida albicansse pouZziva jako model

k rozpoznavaninikrobialnich patogeinptirozenym imunitnim systémefiNeteaet al., 2008).

C. albicanssetadi mezi tzv. bilé kvasinky, t¥bobile zbarvené kolonie. Nejvhogai
puda pro jejich #st je Sabouraty agar. Typicka pro kvasinku jeiné kolonii pripominajici
kvasnice nebo drozdi (Votavet al, 2003). Vyznamnym znakem je zkvaSovani @ukr
(glukdzy, maltdzy, sachardzy), které se vyuziva lmorhemickou identifikaci (Souzet al,
2015).

1.4.4.1 Onemocskni zpisobené kvasinkoGandida albicans

Je-li obranny imunitni systéngjakym zpisobem oslaben, jindy neSkodna kvasinka se
piemnoZi a stava se z ni agresivni a neh@#pbouba (Martingt al, 2014). Infikuje nejen
povrch Kize, ale i vnitni organy.Casto se vyskytuje u lidi se sniZzenou rezistenchitmiho
systému v dsledku hormonalnich z&n nebo pi posSkozeni bariér v ramcidBy dlouhodobé
nemoci (Tsuiet al, 2016). OhroZeni jsou nedonoSeni novorozeshpthé Zeny nebo osoby

starSiho wku.

Kvasinka je povaZzovana za ta$tjSiho pivodce mykotickych onemoeni tzv.
kandidézy (Martinset al, 2014). Kandiddzy drzi prvenstvi mezi infekcemiskainé

v nemocnicich. Nebezpeé jsou pro pacienty, Kkie podstoupili chirurgicky zakrok,
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transplantaci nebo lezi na jednotkach intenziveepg&ydnor, Perl, 2011). Infekce postihuje
povrch €la kizi, nehty, Usta, jazyk, nebo &8i ¢ast pochvy (Tsuet al, 2016). Na KZi se
jevi jako vlhka zap&a, nejvice v ifislech, pod prsty i prsy, uétd pak jako nefijemna
vyrazka pod plenkou.iPzasazeni nehtoveho loziska zvySuje jejich lomivokiZze pod nehty

swedi a pali.

Mouc¢hnivka predstavuje akutni formu kandidozy postihujici dutirstni (Sobel, 2007).
Charakteristické jsou pro ni bilé splyvajici powlaka sliznici, pat a jazyka (Lewis,
Williams, 2017). Modnivka nejvice trapi &i v raném ¥ku. Casty vyskyt motnivky se
uvadi u pacierit éGicich se s AIDS (Votavat al, 2003). U starSich osob sdibe kvasinka
kolonizovat pod zubnimi protézami at®ebovat kandidové stomatitidy (Gendreau, Loewy,
2011).

Kvasinka se &n¢ vyskytuje v mikroflde Zenskych genitalii (Cassone, 2015) P
poklesu pH vagindlniho prdsdi se kvasinka rdda mnozi, coz napomaha vzniku
negijemnych vaginalnich kandid6z (zZhu, Filler, 201®rojevuje se bilymi skvrnami,
swdénim, palenim, bilymi vytoky.Casto postihuji Zeny #p hormonéalni zminé nebo
v téhotenstvi (Goncgalvest al, 2016). Vaginalni kandidézoutirbe byt ohrozen i muz, ktery
ma nechragny pohlavni styk s nakazenou Zenou. V tomidpaut je poteba dbat na
opatrnost, ochranu a hlavhygienu.

Ackoliv C. albicansje uvadna jako sotiast mikrofléry, khem poslednich let byl
pozorovan abnormalnfist v gastrointestinalnim, miovém a respiranim traktu (Martinset
al., 2014). Pemnozeni uvnit orgari maze potl&it fyziologickou girozenou bariéru a
zpasobit dysmikrobie (Erdogan, Rao, 2015). Nekontrateiné roz&eni do plic, ledvin,
mocoveho néchyre, mozku nebo srdcetibe mit za nasledek fatalni dopad na lidské zdravi
(Lohseet al, 2017).

V potravindském ptimyslu neméaCandida albicansnikterak dilezity vyznam. Svou
piitomnosti spiSeifspiva ke zhorSeni organoleptickych vlastnosti gaotr nap. ke kazeni
kompofti, omaek, ovocnych mo#ét nebo kontaminuje drozdi a zhorSuje kynuistd
(Rajkowska, Kunicka-Styczgka, 2018).
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Mikrobiologické hodnoceni —CSN EN 1SO 11930
Mikrobiologické hodnoceni podle normySN EN ISO 11930 popisuje hodnoceni
antimikrobialni ochrany kosmetického vyrobku. Jetiné kroky testovani byly prova&dy
podle gesré definovaného postupu nachéazejici se v go@SN EN 1SO 11930 vydané

v Unoru 2014.

2.1.1 Vzorky

Vzorky, ucené k testovani, byly poskytnuty firmou K2 Farmas.se sidlem v Opév
vramci projektu TAR - Suplementy pro pozitivni ovliéni lidského mikrobiomu
(THO02010762). Jednalo se o rostlinné extrakty Zur(teissus quadrangularigextrakt ¢.
§.NSIN02069-CQP) p-aescin (amorfni latk& 3. 011118 PK 18091).

Oba vzorky byly testovany veéetch koncentracich, tj. v 0,01%; 0,1% a 1%. Vzorky
vykazovaly praskovity charakter. Pro jejichiedni do gislusnych koncentraci byla za

aseptickych podminek pouzita sterilni destilovandav

Vzorky byly testovany podle normy mikroorganisigcherichia coli Staphylococcus
aureus Pseudomonas aeruginosaCandida albicansNebylo provedeno testovani s plisni

Aspergillus brasiliensis

2.1.2 Mikroorganismy
Mikroorganismy uvedené nize, byly poskytnuty kagani antimikrobialni ochrany
kosmetickych vyrobk z Ceské sbirky mikroorganisirMasarykovy Univerzity v Bré

» Escherichia coli CCM 4517
« Staphylococcus aureus CCM 2022
e Pseudomonas aeruginosa CCM 3955
» Candida albicans CCM 8186
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2.1.3 Laboratorni pistroje
Autoklav PS 20 A

BACMED 6iG2

Termostat BT 120M
Denzitometr DEM-1
Chladntka HS 3966
Chladntka ZRB 36 ND
Laboratorni vahy KERN 440-4

Laboratorni mikroskop Nikon ECLIPSE E200

Patitadlo kolonii
Sterilizator STERILAB
UV lampa MD 118
Vortex V-1 plus

2.1.4 Laboratorni poricky
Automatické pipety Eppendorf
Automatické pipety WITOPET
Jednorazové sterilni plastovédkly
Jednorazové sterilni plastové L-hokejky
PodloZni, kryci sktika

Plastové stojany na zkumavky
Plastoveé Sgky

Plastoveé Sgky FINNTIP 10 ml
Sklergné zkumavky 15 ml
Sterilni plastové zkumavky 15 ml
Sterilni plastové Petriho misky

Spachtle
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BMTCR

Aspiag, s.r.@R
PrahdR

Biosan, Litva
Gorenje, Slovinsko
Zanussi;R
KerngMecko

Nikoapdnsko

POL-EKO, Polsko
BMTCR

Biosan, Litva

Biosan, Litva

Eppendorgmecko
Witeg,dhecko

VWR International, USA

BIOLOG®{na

VWR International, USA

VWR Internatiobk8 A

Eppendorf, Bmecko

Thermo Scientific, USA
VWR International, USA
VWR Internaiad, USA

VERKORIR
VWR International, USA



2.1.5 Chemikalie &inidla
* Destilovana voda
* Ethanol 95 %
e Chlorid sodny
* Polysorbat 80
» Krystalova viol&
e Lugoliv roztok
» Safranin

+ Karbolfuchsin

2.1.6 Kultiva¢ni média a pracovni roztoky

* Fyziologicky roztok

Prisady: Chlorid sodny, destilovana voda

Postup: V Erlenmeyer@v baice bylo rozpu&no 4,25 g chloridu sodného v 500 ml
destilované vody. B&ka byla autoklavovanaiipl2l °C po dobu 15 minut. Nasledbyla
baika uchovana v chladite.

« MALT agar, HiMedia (Mumbay, Indie)

Prisady: Sladinovy extrakt (30 g/l), agar (15 g/l)

Postup: Do Erlenmeyerovy tilgy bylo navazeno 22,5 g prasku a rozmichano v 500 m
destilované vody a nechano autoklavovarp 21°C po dobu 15 minut. Nasledibyla
vysterilizovana fida ochlazena na laboratorni teplotu rozlita doifRetmisek. Po utuhnuti

byly pady uchovavany f chladnitkové teplok.

« Masopeptonovy agar, HiMedia (Mumbay, Indie)

Prisady: Pepticka travenina zigiéné tkag (10 g/l), masovy extrakt (10 g/l), chlorid sodry (
g/l), agar (15 g/l)
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Postup: 20 g prasku bylo rozmichano v Ernlenmeyetmice spolu s 500 ml destilované
vody a nésledh ponechano sterilizace v autoklavdi gl21 °C po dobu 15 minut.
Vysterilizovana fida byla ochlazena a rozlita do plastovych Petrilgekn Po utuhnuti byly

pudy skladovany p chladntkové teplok.

* Mueller Hinton agar, HiMedia (Mumbay, Indie)

Prisady: Masova infuze (2 g/l), kaseinovy hydrolyiat,5 g/l), Skrob (1,5 g/l), agar (17 g/l)

Postup: V 500 ml destilované vody bylo rozgast 19 g praSku a nechano sterilizovat
v autoklavu po dobu 15 minutipl21 °C. Po ochlazeni a rozliti do Petriho mide)ly pady

uchovany v ledrice.

+ Neutralizator (Eugon LT 100 Broth Base w/o Tween 80 HiMedia (Mumbay, Indie)

Prisady: Enzymaticky hydrolyzat kaseinu (15 g/l),0sj pepton (5 g/l), chlorid sodny (4 g/l),
L-cystin (0,7 g/l), giicitan sodny (0,2 g/l), glukéza (5,5 g/l), vapy lecitin (1 g/l), triton X-
100 (1 g/l

Postup: V Erlenmeyrav baice bylo smichano 16,2 g prasku s 500 ml destilovwaody
obsahujici 2,5 g polysorbatu 80 (Tween 80)<£Sihyla ponechana sterilizovat v autoklavu po
dobu 15 minut p teplo 121 °C. Po ochlazeni byl roztok ponechan v lechni

* Sabouraud Dextrose agar (Sabouraiy agar), HiMedia (Mumbay, Indie)

Prisady: Enzymaticky hydrolyzat kaseinu (5 g/l), mgspepton (5 g/l), glukdza (40 g/l), agar
(15 g/l)

Postup: 32,5 g prasku bylo rozmichano s 500 miildeahé vody v Erlenmeyerévbaice a
vloZeno do autoklavu a nechano sterilizovatl)21 °C po dobu 15 minut. Po sterilizaci byl
roztok ochlazen, ddab promichan a rozlit do Petriho misek. Kuliwi pady byly uchovany

pii lednickovych teplotach.
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+ Soyabean Casein Digest agar (Tryptonovy sojovy agaHiMedia (Mumbay, Indie)

Prisady: Pankreaticky natraveny kasein (15 g/l), tilsodny (5 g/l), sojovy pepton (5 g/l),
agar (15 g/l)

Postup: V 500 ml destilované wbbylo rozmichano 20 g prasku a autoklavovand pl °C
po dobu 15 minut. Nasledrbyla snés ochlazena a poté rozlita do Petriho misek. Phrutti

byly pady skladovany v lediice.

+ Asperqgillus Differentiation Medium Base (AFPA), HiMedia (Mumbay, Indie)

Prisady: Kvasniny extrakt (20 g/l), pepton (10 g/l), citran Zetezamonny (0,5 g/l),
dichloran (0,002 g/l), chloramfenikol (0,1 g/l),aag15 g/l)

Suplement: chloramfenikol (SR78)

Postup: Do 500 ml destilované vody bylo navazen@28g prasku. Sas byla promichana a
nechana po dobu 15 minutid21 °C sterilizovat. S¥s byla ochlazena na cca 50 °C a
nasledg byl asepticky fidan suplement (Chloramfenikol selektivni suplemenBSR78).
Roztok byl dikladre promichan a rozlit do Petriho misek. Po utuhniRietrino miskach byly
pudy uchovany fi chladnikové teplog.

« Potato Dextrose agar (Bramboro-glukdézovy agar), HiMdia (Mumbay, Indie)

Prisady: Bramborova infuze (4 g/l), D-glukéza (20,gdigar (15 g/l)

Postup: Do 500 ml destilované vody bylo rozpnét19,5 g prasku a nechano sterilizovat
v autoklavu pi 121 °C po dobu 15 minut. Si%1 po ochlazeni byla rozlita do Petriho misek a
po utuhnuti skladovanaigchladrgjsi teplot.
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+ Synthetic Nutrient Poor agar (Synteticky-nutriéné chudy agar), HiMedia (Mumbay,

Indie)
Prisady: KHPQO, (0,5 g/500ml), KNQ (0,5 g/500ml), MgS@7 H,O (0,25 g/500ml), KCI

(0,25 g/500ml), D-glukéza (0,1 g/500ml), sachar(iza g/500ml), agar (10 g/500ml)

Postup: VysSe uvedené&ipady byly navazeny do 500 ml destilované vody leriineyero
baice a nechany autoklavovat po dobu 15 miulpl °C. Nasleddqbyla snés ochlazena na
cca 50 °C a rozlita do Petriho miseke® utuhnutim agaru byly do misek vloZeny sterilAi 3
4 kusy filtra¢niho papiru nagthaného natverce o velikosti 2x2cm.

« Carnation leaf-piece agar (Karafiatovy agar), HiMeda (Mumbay, Indie)

Prisady: Karafiat (3-4 kusy), agar (20 g/l)

Postup: Nasthané listy karafiatuQianthus caryophillus byly ve sklegné Petriho misce
suseny fi 70 °C po dobu 2 hod. a sterilizovank @21 °C, 15 min. Po sterilizaci byly listy
rozckleny do Petriho misek vgtu 2-3 kust na jednu misku a zality fpdem
vysterilizovanym 2% agarem ochlazeny na cca 50 °C.

2.1.7 Pracovni postup

Nejprve byl na analytickych vahach odvazen 1 gzwhkii a asepticky fenesen do 15
ml sterilnich plastovych zkumavek. Do téZze zkumawsko odpipetovano 9 ml sterilni
destilované vody, zehoz vznikl 10% roztok. Podle zadani byla koncestratanovena na
0,01 %; 0,1 % a 1 %ehoz se docililo redénim pivodniho (10 %) vzorku.

Z jednotlivych kmef mikroorganisni byly piipraveny pracovni kulturyEscherichia
coli, Staphylococcus aureusPseudomonas aeruginosgly preatkovany sterilni dkovaci
Klickou pomaoci izolactarkovanim na Zivnougau Mueller Hinton.Candida albicansbyla
stejnym z@sobem peoikovana na MALT agar. Bakterie byly vloZeny do testadu a
ponechany inkubovatp37 °C po dobu 24 hodin. Kvasinka byla nechanalvat gi 30 °C
po dobu 48 hodin. Po inkué@ dok® byly z jednotlivych pracovnich kultur pomoci

denzitometru vytvieny zakaly dle stupnice McFarlanda. Do skien zkumavky bylo
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odpipetovano 10 ml fyziologického roztoku a asdgticockovaci klickou zagkovano
potrebné mnozZstvi kolonii bakterii a kvasinkyemim klicky o s€nu zkumavky byl vytviéen

zakal, ktery u bakterii byl roven 1. stupni a uswniy 2. stupni MacFarlandovy stupnice.

Zacckovani zkumavek se vzorky probihalo tak, Zze z kazklérené zkumavky se
zékalem bylo odpipetovano 0,1 ml roztoku digpravenych 15 ml plastovych zkumavek
s prislusnym n#éedinym roztokem vzorku o tité koncentraci. Pro kazdy mikroorganismus
byla ukena jedna zkumavka sieanym roztokem vzorku. flezitd byla nasledna
homogenizace zg&kovanych zkumavek se vzorky. Z&ované zkumavky byly skladovany

na tmavém mistpri laboratorni teplat

Odety a hodnoceni dinnosti antimikrobiélni ochrany byly provéay 7., 14. a 28.
den po vyodkovani ze vzork na zivné fdy. Ackoliv norma stanovuje odey ve vyse
uvedené dny, odéy byly provagny i 1. den po vy&kovani. Dhivodem toho bylo ofeni

piitomnosti neZzadouci kontaminace a mikrobidlsioty vzorki.

V téchto stanovenych dnech byly a@the provagny tak, ze ze za#ovanych
zkumavek se vzorky byl odpipetovan 1 ml do sterptdstové zkumavky obsahujici 9 ml
neutralizéru. Naslednbylo provedeno p#ivé promiseni. Ve zkumavce se nyni nachazelo
3.1¢ CFU/ml bakterii a 6.10CFU/ml. Z prvni zkumavky s neutralizérem byl néste
odpipetovan 1 ml do dalSich 4 zkumavek s9 ml fygiwkého roztoku. Timto byla
vytvorena fedici fada o koncentracich 10aZ 10°. Z posledni paté zkumavky, byl 1 ml
odpipetovan do biologického odpadu. VSechny zkumawyly pelivé promichany.
Vysledny paet bakterii v posledni zkumaveémil 3.10' CFU/m, u kvasinky 6.10CFU/m.

Nasledr byl z kazdé zkumavky vyt¥enéredicitady odpipetovan 0,1 ml roztoku na
dané zivné fdy. Vyockovani na plotny s jmlami bylo vzdy provéatho v dubletech. Ze
zkumavek obsahujicich bakterie bylo ¥ikovano na TSA, ze zkumavek s kvasinkou bylo
provedeno vygkovani na Sabourdég agar (SDA). Odpipetované mnozstvi bylo réeed
sterilnimi plastovymi L-hokejkami. Nakonec sédy obsahujici bakterie nechaly inkubovat
v termostatu $ 37 °C po dobu 24 hodin. Plotny obsahujici kvasirtkyly ponechany

v termostatu na 30 °C po dobu 48 hodin.

Po uplynuti inkubéni doby se misky vyhodnotily metodou di@ni kolonii na

pccitadle. Pro stanoveni a vyhodnoceni se vybraly ynidlsahujici 30-300 kolonii bakterii a
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C. albicans.U téchto ploten byl p&et dosazen do definované rovnice logaritmickéhaesni
a vysledné hodnoty byly srovnany s reférdmi hodnotami popsané v no¢m

* Rovnice pro vypaiet logaritmického snizeni

Rx =logNy — logN»x

No - padet mikroorganism zaakovanych wase §
Nx - patet mikroorganisrm v ¢asech odéru vzorku

Nakonec bylo podle definovanych hodnoticich kritérnorme CSN EN I1SO 11930

rozhodnuto, zda testované vzorky mplaly poZadavky antimikrobialni ochranyady
jednotlivym mikroorganisriam (viz Tabulka 2)

Tabulka 2: Kritéria hodnoceni antimikrobialni ochray pro bakterie a kvasinki(prevzato zCSN EN ISO 11930)

Pozadované hodnoty snizeni v I08x =logNy — logNx )

Mikroorganismy Bakterie Kvasinka
Interval T7 T14 T28 T7 T14 T28
Kritérium >3 >3 a NI >3 a NI >1 >1 a NI >1 a NI

*NI: Zadné zvySeni pdu logaritmického sniZeni odigreslého intervalu T7, T14, T28

¢asovy interval zahajeni kultivace inokulovanéhorkaqo 7, 14 a 28 dnech

Kritérium A — poZadovana minimalni hodnota logaiitkého sniZeni podletjohy B v CSN

EN ISO 11930
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2.1.8 Morfologické a biochemické testy

Po vySe uvedeném testovani obou vior& 3 koncentracich byla nalezena nezadouci
kontaminace. Z tohotougdodu bylo nutné kontaminaci vyizolovat aublizSi morfologicke
vlastnosti, pop je identifikovat. V tomto fipadt byly jednotlivé odliSné kolonie vyizolovany
na fedem pipravené Zivné fdy. Negasgji pouzivané pdy pro bakterie byly MPA a TSA,
které byly nasledhpo zagdkovani ponechany inkubovati87 °C po dobu 24 hodin. Déale
pro kontaminaci kvasinkami a pligni byla pouzita Zzivna média MALT a SDA, ktera se
nechala inkubovat po dobu 24-48 hodin (kvasinka3-& dni (plisg) pii 25-30 °C. Po
uplynuti inkub&ni doby byly u narostlych kolonii vyhodnoceny mikkopické i
makroskopické znaky a provedeny identitikbbiochemické testy. Pro potvrzenikterych

mikroorganisni bylo poteba peatkovani na specialni zivna média haLA nebo AFPA.

* Gramovo barveni

Nejcastji pouzivany test, ktery rozl bakterie do dvou skupin — gramnegativni a
grampozitivni. Timto testem nelze bakterie idektifiat. Na sterilni podlozni skko byla
napipetovana kapka fyziologického roztoku, do niogkovaci klickou rozetela kolonie
daného kontaminantu. Tato &nse ponechala na siu uschnout. Po uschnuti se 8kt
jednim tahem protadhlo plamenem, tzv. &b bylo zafixovano. Naslednbyla na skkko
nanesena krystalova vigla nechanagsobit 30 sekund. Poté bylo barvivo slito a nackkli
bylo naneseno par kapek Lugolového roztoku. Tendigjré jako krystalova violg slit po
30 sekundach. Po uplynuti této doby byl roztoktagit, sklicko oplachnuto alkoholem a
destilovanou vodou. Poslednim krokem bylo nanesanpodlozni sktko karbolfuchsinu,
ktery se nechal cca 30 sekuntispbit. Ot bylo sklicko oplachnuto destilovanou vodou.
Sklicko se nechalo oschnout a poté byl preparat pozorsyidanym imerznim olejem pod
objektivem 15x100. Do gramnegativni skupiny bylyhggnoceny koloniecerveného

zbarveni, do grampozitivni skupiny spadaly koldmaevy modré.

* Nativni preparat

Zakladnim testem, zejména pro pozorovani pohybunggvni preparat. # jeho
zhotoveni byla na sterilni podloZni gkid nanesena kapka fyziologického roztoku. &hn
ockovaci klickou byla rozetna kolonie neznamého kontaminantu. Na povrch pifloZzeno

kryci sklicko. Preparat byl pozorovan pod mikroskopeimn gbjektivu 40x50. V pipad
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pozorovani neznameého kontaminantu plisni byla nijgiologického roztoku fddana kapka
bavinikové nebo bromthymolové nigcktera zabranila vysychani.

» Test na tvorbu katalazy

Zejména aerobni bakterie twoenzym katalazu. Pomoci enzymu bakterie rozklada
peroxid vodiku na vodu a kyslik. Ke zjigf, zda dana bakterie rozklada peroxid vodiku,
slouzZi test na tvorbu kataldzy. Test &pé v nanesenidkolika kapek peroxidu vodiku na
podlozni skiéko. Do peroxidu vodiku byladovaci klickou rozetena kultura. Rozklada-li
bakterie peroxid, 1ze do 30 s ¥idpozitivni reakci v podab uniku bublinek na povrchu

podlozniho sklika.

« ENTEROtest 24
Enterotest 24 f@dstavuje sadu 24 biochemickych tesitené pro identifikacitrznych

druhi bakterii z¢eledi EnterobacteriaceaeTesty jsou situované veéethradcich po osmi
jamkach mikrotitréni destéky. Podle pilozeného navodu byly jamky zélkovany a nechany
inkubovat. Na zaklafl vzniklych barevnych z#n byla u jamek vyhodnocena pozitivéii
negativni reakce. Vysledky byly zaznamenany do tdée a nasledhzadany do pttace,
ktery mikroorganismus identifikuje aizali doceledi, pop. kmene.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

Vyuziti latek B-aescinu a Zumenu jakdipady do dopiki stravy, fiznych tablet a
podpirnych I&iv nebo do kosmetickychifpravki piredstavuje novou alternativu éry aplikaci
piirodnich I€iv, zejména pro svérfznivé &inky na lidsky mikroorganismus. Jejich cilem je

co nejlépe a nejkvalitiji ovlivnit lidské zdravi.

B-aescin je popsan jako hydroskopicky bily praSekveed dolre rozpustny, ktery
tvoii ¢iry roztok (Carrasco, Vidrio, 2007). Podle dostugmyinformaci se jedna o latku
rostlinného jvodu, konkrétd hlavni &innou latku ziskanou ze stromu kaStanu konskéeho
(Pittler, Ernst, 2012). V s@asnosti je p-aescin velmi prozkoumavan pro sveé velmi

Sirokospektralni fiznivé pozitivni &inky na nervovy, kardiovaskularni a lymfaticky syst

Velkou nadji predstavuje aplikace extraktu u paciencici se s hemoroidy,
kie¢ovymi Zilami a pourazovymi otokyB-aescin se podava jako samostatné venotonikum
leka zlepSujicich pevnost a odolnost cévingt zlepSovani cirkulace krve v zilach a lymfach
nebo v kombinaci s hesperidinem a diosminem.&edvyhlidkyma pouziti-aescinu u lidi
pouzivajici kompresni pdachy (Sirtori, 2001). Perspektitnse dostava v &bé otoki
vyvolanych ozéenim tkani p lécbé zhoubnych naddr(nag. pri rakovire prsu). Dale
napomaha rychlejSim vsbavanim krevnich podlitin, pomaha jako paoahd |€ba z\&tSenée
prostaty a rové¥ tlumi swdivost rekterych ekzénm. V poslednich letech jsou diskutovany i
jeji antialergické dinky (Ezberci, Unal, 2018).

Duvodem pré¢ je posledni dobowB-aescin tak prozkoumavan jeedevsim jeho
bezpeénost (i aplikaci. Nezadoucidinky B-aescinu jsou celkem vzacné a nikterak zavazne.
V ojedirglych pripadech se mohou objevit zawabolesti hlavy, Zalud@i nevolnost a
swdéni kiZe. lg'es vyznamnou bezpeost by se nedy piipravky se sloZzkoi-aescinu

podavéat Zzenam v prvnim trimestru gravidity.

Druhou girodni latku pedstavuje Zumen, ktery je vyextrahovany z rostligsus
quadrangularis. Cissus quadrangulajesréva, ktera roste v Africecastech Asie (Ogori, 2013).
Zumen je povaZovan za nejvice pouzivadi&&rostliny v Thajsku. BZné je sowasti v tradini
africké a ajurvédské medigin
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Podle dostupnych informaci se jedna édynsypky praSek 100 %jpodni suSeny bez
jakykoliv konzervani. Jedind zavada s§ioa v jeji cast&né rozpustnosti, kterou sedci

shazi postuphvylepSovat.

VSechnycasti rostlinyCissus quadrangularise pouZzivaji v Iekakém od¥tvi. Negast;i
se zpracovanéasti aplikuji v I€bé obezity, cukrovky, rizikovych srdaich onemoctni a proti
vysokému cholesterolu (Oben al, 2007). Sirsi uziti pak zejména prodé kosti (osteopordza),
dny, alergie, anorexie, kuiim, Zaludeénich nevolnosti, hemoraid bolestivé menstruaci nebo
astma (Tasadduget al., 2017). Nkteré studie uvadi pouziti extraktu Zzumenu deelé@ych
praski proti malarii (Kumaret al., 2010). Cissus quadrangularisaké pedstavuje slozku na
rostlinné bazi obsahuijici ddidy stravy povazovany za alternativu k anabolickyenasdim. Fi
béZnych davkach vykazuje extrakt dobrou snaSenliv@shepravdpodobnost vyvolani

nezadouci vedlejSickEiinka.

Dalsi vyzngnym znakem, pro ktery je latka zkoumana, je antiobialni a antivirova
schopnost. Dle dostupnych Gdla testovani mikrobiologického testovani byly cel&gaty
bakterii stanoveny na 10,000 CFU/g, celkovygiokvasinek a plisni na 1000 CFU/g a
vyloucena gitomnost bakteriEscherichia coli Salmonella Staphylococcus aureuk t¢mto

vysledikim se pikladéa dileZitost obzvlast pro vziistajici odolnost bakterii k infekcim.

Pro zachovani organoleptickych a senzorickych wmtegtt je vzorek balen do
zapeetnych hlinikovych sé&i potazenych plastovynmeégninim. Od firmy je doporéeno
uchovavat vzorek v uzéné nadob max. po dobu 2 let mimoripné slunéni swtlo a vihke

prostedi, které mze byt potencionalni zdrojem kontaminace mikrolpyisnemi.

Diplomova prace tvio ¢ast projektu TAR ,,Suplementy pro pozitivni ovliéni
mikrobiomu” jehoz cilem je vyvoj samoemulgujiciclapsli s aktivnimi latkami na bazi
monolaurinu v kombinaci s fgodnimi latkami. Welem testovani bylo hodnoceni
antimikrobialni ochrany rostlinnych latekaescinu a Zumenu podle norfsN EN 1SO
11930.

Vzorky poskytla forma K2 Pharm s.r.o. se sidlempa®. Latka p-aescin . S.
011118 PK 18091) je dodavana firmou z Polska, kdapjikace také povolena. Zumen §.
NSIN02069-CQP) pochéazi od dodavateléimy. p-aescin je vzorek bilé barvy, Zumen vzorek
barvy hrgdé. Dle pokyid byly vzorky na@edény sterilni destilovanou vodou, kterd byla
pouzita jako rozpoudtllo, na koncentrace 0,01 %, 0,1 %, 1 %.
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Testovani Zumenu praescinu 0 1% koncentraci bylo provedeno paralelrozmezi
od 17. 9. 2018 — 9. 10. 2018, koncentrace 0,1% pwwedeno 15. 10. — 6. 11. 2018 a
koncentrace 0,01% 12. 11. 2018 — 4. 12. 2018. \§zbyky testovany podle normySN EN
ISO 11930 pro kosmetické vyrobky na mikroorganisischerichia coli(CCM 4517),
Staphylococcus aure¢CCM 2022), Pseudomonas aeruginosgCCM 3955), Candida
albicans(CCM 8186). Kuili delSi inkub&ni dok& byly testy naCandidu albicangprovedeny
v rozmezi od 17. 9. 2018 — 10. 10. 2018 pro komeent%, 15. 10. 2018 — 7. 11. 2018 pro
0,1% koncentraci, od 12. 11. 2018 — 5. 12. 201&prxentraci 0,01%.

Z divodu progieni mozné kontaminace byly vzorky wovany a vyhodnoceny
bezprostedre prvni den po zatkovani. Vya@kovani bylo provedeno ve dnech 17. 9. 2018,
15. 10. 2018 a 12. 11. 2018. d®o kolonii nebyly zapéitany do konénych vysledk

logaritmického snizeni.

U prvni testované koncentrace 1% Zumen@-aescinu byla prvni den viditelna
kontaminace, kterd se objevovala figySemi testovanymitmami s testovanymi bakteriemi
v nepravidelnych testovanych intervalechielp kontaminaci byly odé&y provedeny a
vizualné vyhodnoceny. Kontaminacii@dstavovaly 2 typy bakterii a 3 typy plisni, u ktdr
byly nasleds provedeny morfologické testy a Wkmvany na jiné danéiply pro blizSi ugeni
a identifikaci.

Z davodu dalSiho postupu bylo geba zajistit kontaminaci a zjistit jejichayod.
Zasobni vzorky s 1% koncentracitredné sterilni destilovanou vodou byly Wkmvany na
Zivné mdy, na kterych se ihned po inkubaci objevila izonviana kontaminace. Kontaminace
byla objevena i v zdsobnich roztocich s inokul@&¥iloha 49 - Filoha 52). Z toho divodu
byla provedena apovna izolace kolonii na jednotlivé typyigh a nasledna identifikace
pomoci tedt. Piiloha 25 - Riloha 48 poukazuje na kontaminaci v zasobnich roztocich i p

vyockovani v intervalech 7., 14. a 28. den &de

V danych dnech odéu byly vybrany misky, které obsahovaly 30 — 300dokidi.
JelikoZz bylo kazdé&edeéni v kazdém vzorku a koncentraci wkovano v dubletech, byly
kolonie zpfimérovany a zaznamenany do tabulky. Z tohotétpdylo nasledé vypatitano
logaritmické snizeni, které bylo porovnano s kiitéormy CSN EN 1SO 11930 uvedené v
Piiloha 1 - Filoha 24
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Prvnim hodnocenym z&sobnim roztokem byl vzorekBi&escinu. Jak je mozné ¥id
v Piiloha 25 - Riloha 27 byla od prvniho okamziku znateln&itpmnost nezadoucich
mikroorganisni. V Tabulka 3 je zaznamenan prvni den wkovani, kdy nepditatelny
narmist presahujici stanovené gtatelné rozmezi kolonii, se nachazekedsni 10 u
Escherichia coli Staphylococcus aureus Pseudomonas aeruginasbl Candida albicans
nebyl v tomtatedéni vyhodnocen nést. Vyhovuijicitedsni, 10% bylo vyhodnoceno &. coli
(88 kolonii),St. aureug174 kolonii) aPs. aeruginosd78 kolonii). Pgitatelné mnozstvi bylo
také moZno posthnout viedni 10° u testovani bakteritaphylococcus aureu¥ ostatnich
ockovacich intervalech ani v jinych koncentracichphésvala vy@kovana Zivna média get
kolonii danému rozmezi 30-300 kolonii.

Déale tabulka poukazuje na vysledky testovdirdescinu ve stejné koncentraci
provedené 7. den ottel. Zde byla okamzitpo vyaikovani stejna znatelna kontaminace jako
u predchozich od#a (viz Obrazek 9). Paitatelnéiedéni bylo fedéni 10* u Zivnych médii s
inokulemPseudomonas aerugingdede se péet z pivodniho nepéitatelného mozstvi snizil
na 290 kolonii. U ostatnich mikroorganismebyl v prvnimiedéni nalezen ndist. VV 10% byl
pocet kolonii akceptovan u agase zaodkovanym Staphylococcus aureua75 kolonii a 48
kolonii u misek Pseudomonas aeruginase ostatnichfedénich nedosahoval pet kolonii

vymezenému rozmezi.

Obrazek 9: Kontaminace na TSA u wkovaného inokula Staphylococcus aure{37 °C, 24 hod.)
(Foto: J. Vackovéa, Bacmed)
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Po 14 dnech byla u vSech testovacich mikroorgahisroznost vidt inhibici. Par
ojedirslych kolonii bylo shledano v 10u E. coli aSt. aureuskteré vdak nesjpbvalo limit do
logaritmického snizeni. U zbylych dvou mikroorgamisbyl paiet kolonii nulovy. Minimalni
narist byl shledan i u zbylych testovanyidtni. U vSech testovanychig TSA byl neustale

neovladatelny ndist nezadoucich mikroorganiém

Posledni, 28. den o&ler, byl u vSech bakterii ndst minimalni, krom nejnizsiho
fedni u Petriho misek s inokulefseudomonas aeruginas@elkovy p@et u €chto misek
byl roven 32 kolonii. Dle tabulky nize uvedené bgthprvnihoredéni inhibovana iCandida
albicans. Dokazuji to poéty, které nebyly zaznamenany avddu nizkého ndistu, a tim
nesphujici rozmezi stanovené normou. Stejako na TSA byl i na SDA vyhodnocen
bezprostedre po zagkovani abnormalni nast kontaminace, tentokrat v podotezadoucich
plisni.

Tabulka 3: Pnimérny pocet kolonii v 1% vzorkys-aescinuv jednotlivych dnech odei, v jednotlivychednich
u kazdého testovaciho mikroorganismu

Vzorek 1% B-aescin Redéni (pramér poétu kolonii v Fedéni)
Mikroorganismy Datum 10" 102 | 10%® | 10* | 10°
E. coli 1 nepa. 88 - - R
St. aurgus 18.09. 2018 nepc«?. 174 39 - -
Ps. aeruginosa nepa. 78 - - R
C. albicans 19. 09. 2018 - - - - -
E. coli 7 - - - - -
St. aurgus 25 09. 2018 - 275 - - -
Ps. aeruginosa 290 48 - - -
C. albicans 26. 09. 2018 - - - - -
E. coli - - - - -
St. aureus Ti4 - - - - -
- - 02. 10. 2018
Ps. aeruginosa - - - - -
C. albicans 03. 10. 2018 - - - - -
E. coli - - - - -
St. aureus T28 - - - - -
- : 09. 10. 2018
Ps. aeruginosa 32 - - - -
C. albicans 10. 10. 2018 - - - - -

Soul¥zné s timto testovanim bylo provedeno testovani 1%etunma stejné testovaci
bakterie a kvasinku. Jak uvd@iabulka 4, od prvniho dne od&u byl u vSech testovanych
bakterii v prvni a druhé nejvysSi koncentragéetpravajici naist nepditatelného kvanta
kolonii. Naopak u kvasinky byl zaznamenan ve stjnfoncentracich nast nejnizsi. Prvni
fedsni, u kterého bylo mozné kolonie @itat, byloiedtni 10> které obsahovalo 43 kolonif
bakterieE. coli, 134 kolonii bakterieSt. aureusa 217 kolonii bakterid®s. aeruginosaU
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Staphylococcus aureusylo v nasledujicinttvrtém redéni viditelné sniZzeni na 30 kolonii.
V posledni nejniz8i koncentraci byly sftdny ojedirlé kolonie. Zejména ve vysSich
fednich bylo vyhodnoceno mnoho neégatelnych kolonii se znatelnou znamkou

kontaminaci plisémi.

Sedmy den vy&kovani getraval na vSechugldch abnormalni nepitatelny néatst.
Zvlastnosti byly psty u Candida albicansu které doSlo ke zvySeni z par ojedijch kolonii
na nepditatelny natist. Naopak Ubytek kolonii byl shledan u kvasinkydrehémredéni, v
némz paet ¢inil 122 kolonii. Ve ¢tvrtém fedéni pretrvaval uE. coli a Ps. aeruginosa
nepcitatelny nafist, za to uSt. aureusa C. albicansnebyl shledan nést. V poslednim
nejvysSimredéni s inokulemk. coli bylo zptimérovano 172 kolonii a Bs. aeruginosal 24
kolonii. V tabulce Ize vi& znatelnou inhibici u hodnot v dalSich dnech addekde dochazi
k silnému snizeni @tu narostlych kolonii PFiloha 29 - Priloha 32. Za nasledek snizeni

muze byt odpowdna gfitomnost kontaminujicich plisni.

Déle jsou v tabulce popsany Zivna média ve 14.athkfitu prevazié nepaitatelného
mnozstvi. Vyjimkou byly vSechny misky &taphylococcus aureuktery byl silreé inhibovan
a paet jiz nespioval rozmezi. UCandida albicansdoslo od prvotniho nepiatelného
mnoZstvi k redukci na 197 kolonii, a to V4@ dale na 61 kolonii vefetim fedsni.
V poslednich dvou nejnizsi koncentrace nebytepanozno psitan. Steji tak byl u 10
pokles UE. coli na 62 kolonii a v poslednim nejvySStedEni u Ps. aeruginosana 126
kolonii.

Tabulka 4: Primérny pocet kolonii v 1% vzorkizumenu v jednotlivych dnech odt, v jednotlivychiedenich u
kazdého testovaciho mikroorganismu

Vzorek 1% Zumen Redéni (primér poétu kolonii v Fedéni

Mikroorganismy Datum 10! 10° 10° 107 10°
E. coli nepa. nepa@. 43 - -

St. aure_us 18. C;Bl 2018 nepc«?. nepe. 134 30 -
Ps. aeruginosa nepa. nepa. 217 - -

C. albicans 19. 09. 2018 - - - - -
E. coli nepa. nepe. nepe. nepa. 172

T7 ~

St. aureus 55 09. 2018 nepa. nepa. 122 - -
Ps. aeruginosa nepa. nepa. nepe nepa. 124
C. albicans 26. 09. 2018 nepa. 122 47 - -
E. coli nepa. nepa. nepa. 62 -

St. aureus 02 -2%)42018 D p p - -
Ps. aeruginosa T nepa. nepd. | nepd. | nepd. 126
C. albicans 03. 10. 2018 nepa. 197 61 - -
E. coli nepa. nepe. nepe. 163 42

St. aureus 09 1-382018 - - - - -
Ps. aeruginosa T nepa. nep@. | nep@. | nepa. 159
C. albicans 10. 10. 2018 nepa. nepe. 170 34 -
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Obrazek 10ukazuje na vygkovani zasobniho roztokbandida albicangosledni 28.
den odétu jiz s gitomnou kontaminujici plisni. V tomto intervalu ¢tie byla u kvasinky
prvni dw fedni nepditatelnd, v dalSich dosSlo ke sniZzenifpona polovinu. U bakteri&.

coli aPs. aeruginosaloslo k poklesu pitu az v nejnizsich koncentracich18 10°.

Obrazek 10: Kontaminace na SDA s inokulem Candidaiadns (30 °C, 48 hod.)
(Foto: J. Vackovéa, Bacmed)

Od 15. 10. 2018 bylo zahgjeno testovani stejnytbk]atj. p-aescinu a Zumenu,
tentokrat v koncentraci 0,1%.uRodem byl poZzadavek od firmy na &eni nezadouci

kontaminace v nizSich koncentracich latek.

V Tabulka 5 je zobrazeno mnozstvi kolonii vyhodnocenych 1.oneply den odé&tu
pii testovani zasobniho roztoku 0,1@aescinu. Zivné judy s testovanym inokulem
Escherichia colibyly moZné poitat a vredsni 10 Celkovy péet kolonii v tomtoredsni
byl spaten na 106 kolonii@brazek 11). U bakterieStaphylococcus aureusylo vyhovujici
prvnihotedéni potlatovan. Poet kolonii kvasinky byl 253 kolonii, ktery se veudémiedni
snizil na 49 kolonii. Nadale nebyl vykazovan usér To dokazuje velky inhibni &inek

latky. Ipfes menSi koncentraci vzorku nebylo zabr@nnatistu nezadouci kontaminace.
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Tabulka 5: Pnimérny pocet kolonii v 0,1% vzorkig-aescinuv jednotlivych dnech odei, v jednotlivychiedenich
u kazdého testovaciho mikroorganismu

Vzorek 0,1% B-aescin Redéni (pramér poétu kolonii v Fedéni)
Mikroorganismy Datum 10 102 10° | 10* | 10°
E. coli nepa. nepe. 106 - -
St. aureus T 103 - - - -
- - 16. 10. 2018
Ps. aeruginosa - - - - -
C. albicans 17.10. 2018 253 49 - - -
E. coli - - - - -
St. aureus T - - - - -
- . 23.10. 2018
Ps. aeruginosa - - - - -
C. albicans 24.10. 2018 - - - - -
E. coli - - - - -
St. aureus T4 - - - - -
- - 30. 10. 2018
Ps. aeruginosa - - - - -
C. albicans 31.10. 2018 - - - - -
E. coli - - - - -
St. aureus T28
- - 06. 11. 2018 . - . - -
Ps. aeruginosa - - - - -
C. albicans 07.11. 2018 - - - - -

Z tabulky dale vyplyvaji udaje o vysledcich vyhodeni 7. den intervalu. Nést byl
u vSech okamZit potla&ovan, ojedigle se objevilo par drobnych kolonii, které stejn
nemohly byt zap&tany do logaritmického sniZzeni. Nepzi se vyskytovala nezadouci

kontaminace.

V intervalech 14. a 28. den ade byly bakterie i kvasinka inhibovany natolik, &gl
pocet kolonii po uplynuti inkulkiani doby nulovy.

Obrézek 11: Vyékovany roztok 10 (T1) 0,1%g-aescinu s inokulem Escherichia coli
(TSA, 37 °C, 24 hod.), (Foto: J. Vackova, Bacmed)

61



Paralelg byl testovan vedI@-aescinu i rostlinn& latka Zumen v identické koo
tji. 0,1%.Tabulka 6 obsahuje Udaje o ptech kolonii, které jasndokazuji, Ze na rozdil ¢t
aescinu, Zzumen nepcitaval testované bakterie ani kvasinku. Nazornyitklpdem jsou
kvanta kolonii bezprosdre ihned prvni den vyikovani vSech 4 testovanych
mikroorganisnd v prvnim fedni. U druhéhoifedni dosSlo u fd s Candida albicanske
sniZzeni na 51 kolonii a naslédna p@et nevyhovujici rozmezi. Veédtim redni byly paity
rovny 90 koloniim bakterik. coli, 121 koloniimSt. aureus 88 koloniimPs. aeruginosa

Tabulka 6: Primérny pacet kolonii v 0,1% vzorku Zumenw jednotlivych dnech odt, v jednotlivychedénich u kazdého
testovaciho mikroorganismu

Vzorek 0,1% Zumen Redéni (pramér poétu kolonii v Fedéni
Mikroorganismy Datum 10* 102 10° 10* | 10°
E. coli nepa. nepe. 90 - -
St. aureus T nepa@ nep@ 121 - -
- aure 16. 10. 2018 pa. Pe.
Ps. aeruginosa nepa. nepa. 88 - -
C. albicans 17. 10. 2018 nepa. 51 - - -
E. coli nepa. nepe. nepa. 133 -
St. aureus I nepa@ nep@ nep@ 55 -
- aure 23. 10. 2018 pa. e e
Ps. aeruginosa nepa. nepa. nepa. - -
C. albicans 24.10.2018 nepa. nepa. 169 - -
E. coli nepa. nepe. nepe. 89 -
St. aureus T14 nepa@ nep@ 186 - -
- aure 30. 10. 2018 pa. e
Ps. aeruginosa nepc. nepa. 125 - -
C. albicans 31.10. 2018 nepa. nepe. 171 - -
E. coli 128 nepa. nepe. 206 46 -
St. aure_us 06. 11. 2018 nepa. 181 - - -
Ps. aeruginosa nepa. nepe. 187 50 -
C. albicans 07.11. 2018 nepa. nepe. 128 - -

Z tabulky je dale patrné, Ze ¢g kolonii 7. den vyhodnoceni u prvniho a druhého
fedni u vSech bakterii obsahovalo kvantum kolonice?d 69 kolonii byl spéten u testovani
C. albicansv fedsni 10%. U testovaniE. coli byl poset kolonii redukovan na 133 aSt.

aureusna 55 kolonii. V posledni, patéiedni byl naifst inhibovan.

Prakticky stejné pay vykazovalo testovani u v&ech bakterii a kvasinip* a v 10
fedni, provedené 14. den ade. Prvni a taky jediné gdatelné mnoZzstvi kolonik. coli se
nachazelo veétvrtém recni, v tmz byl paet roven 89 koloniim. U gu seSt. aureusPs.
aeruginosaa C. albicansbylo mnoZstvi pditatelné o jednu koncentraci vyssi, tj. v310
Jednalo se o 186 kolorfitaphylococcus aureysiz Obrazek 12), 125kolonii Pseudomonas

aeruginosaa 171 koloniiCandida albicans
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Posledni interval odtu, 28. den, bylo v prvnimedini mnozZstvi kolonii fesahujici
dané rozmezi. Ret Staphylococcus aureus druhé koncentraci byl snizen na 181 kolonii,
coz pedstavovalo posledni pitatelné mnozstvi v tomteedéni. V piipad bakterieE. coli
byl poset zredukovan na 206 v koncentraci®1@ v 10* na 46 kolonii. Zivna média
s inokulem Pseudomonas aeruginoshyla pdaitatelna veiteti koncentraci, kde bylo
napaitano 187 kolonii a v koncentraétvrté 50 kolonii. Celkovy p&et kolonii u fid se

zaatkovanouCandida albicansyl roven128 koloniim.

Obrézek 12: Vyékovany zasobni roztok 1(T14) 0,1% Zumenu s inokulem Staphylococaiseus
(TSA, 37 °C, 24 hod.), (Foto: J. Vackova, Bacmed)

Posledni testovanou koncentraci byla koncentra@&f, Testovani bylo provedeno
souk¥zré pro B-aescin a Zumen od 12. 11. 2018 — 5. 12. 2018. tssmztoky bez i s
inokulem obou latek nevykazovaly vtéto koncentragirazné znamky nezadouci

kontaminace.

V porovnani s ostatnimi vysledi3raescinu v pedeSlych testovanych koncentraci i
B-aescin 0,01% pottaval nafist. Viditelné to bylo bezprosdre prvni vyakovaci
nepovinny den. Zatimco u prvnich dvdedni bakterie E. coli byly paity nemozné
vyhodnotit, jediné pétatelné mnozstvi, které vSak slouZilo jen Ki@ni spravného
zaaiokovani, bylo fedkni 10° s 121 koloniemi. Obdobné vysledky byly u médii s
Staphylococcus aurewsPsedomonas aeruginasde stejnénfedeni bylo zpiimérovano 142
kolonii St. aureusa 101 koloniiPs. aeruginosaTrochu odliSné piiy méla kvasinka, ktera
v prvnim fedni vykazovala 206 kolonii, v druhém uZ pouze jen ktlonii. V niZSich

koncentracich nebyly @ty zaznamenany.
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Tabulka 7: Priimérny pacet kolonii v 0,01% vzorkg-aescinuv jednotlivych dnech ode, v jednotlivychiedenich u
kazdého testovaciho mikroorganismu

Vzorek 0,01% B-aescin Redéni (pramér poétu kolonii v Fedéni)
Mikroorganismy Datum 10" 10? 10% | 10* | 10°
E. coli nepa. nepa. 121 - -
St. aureus Tl nepa@ nepa@ 142 - -
- aure 13.11. 2018 pe. pe.
Ps. aeruginosa nepa. nepa. 101 - -
C. albicans 14.11. 2018 206 41 - - -
E. coli - - - - -
St ai?elus T7 - - - - -
- - 20. 11. 2018 -

Ps. aeruginosa nepa. 73 - - -
C. albicans 21.11. 2018 100 - - - -
StE.a(l:Jcr)gus T4

Ps. aeruginosa 27.11.2018 nepa. nepa. 139 | - -
C. albicans 28.11. 2018 - - - - -
St aurers 28 — T

Ps. aeruginosa 04.12. 2018 nepa. nepa. 160 [ - -
C. albicans 05.12. 2018 - - - - -

Tabulka 7, obsahujici vysledky testovani 0,01 f4aescinu, uvadi téz pty kolonii
sedmy den vyhodnoceni. Dle tabulky byly bakt&seherichia colia Staphylococcus aureus
silné potlatovany a jejich péty kolonii nebyly akceptovatelné do vyfio logaritmického
snizeni.Pseudomonas aeruginosgkazoval v prvnimied®ni mnoho kolonii (vizObrazek

13), ve druhém pouze 73 kolonii. U kvasinky bylo mohwitat jen v nejvy3Si koncentraci,
konkrétré 100 kolonii.

Obrézek 13: Zivné médium 0,01% vzorfmescinu s inokulem Pseudomonas aeruginosa
(TSA, 37 °C, 24o0d.) (Foto: J. Vackova, Bacmed)
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Ve 14. a 28. den odt bylo mozné natkované Petriho misky gtat jen v pipadt
inokulace Pseudomonas aeruginasdy vykazovaly v prvnich dvodedni nepditatelné
kvantum kolonii V 1 dosahoval pet kolonii 139, ktery se paradaxposledni den odéu
zvysil na 160.

Z udaji v Tabulka 8 je patrné, Ze vysledky posledniho testovaciho kezdr,01%
Zumenu se shodovaly s testovarfiraescinu. UE. coli bylo zaznamenéno prvni Wkovaci
den 161 kolonii pouze wdtimiedni. V totoZnéntedni byly stanoveny piy kolonii i u St.
aureus(193 koloniii) aPs. aeruginos#204 kolonii). O den pozgl byly vyhodnoceny pdy s
inokulem kvasinkou, kterd na rozdil od bakterii ag&vala v nejvySSi koncentraci
pocitatelnych 193 kolonii.

Nasledujici tyden dochazelo u bakterii k celkov&nizovani. Mnozstvi na miskach
s inokulemE. coli byl zredukovan na 110 kolonii a Bs. aeruginosana 96. K abnormalni
inhibici doSlo u fid seStaphyloccoccus aureubllestabili doslo ke zvySeni @tu kolonii u
pud se zadkovanouCandida albicans

Déle je v tabulce zobrazeno g@b zivnych médii s nakovanymi inokuly 14. den
odeitu. Pdty vykazovaly podobné hodnoty jako éedeSlych od#&ia. Pouze kolonieE. coli
ve fretim fedni se snizily na polovinu. Mirny Ubytek byl zaznavée i uPs. aeruginosa
Candida albicanskonkrétré ve druhém afetifedéni (viz Obrazek 14).

Tabulka 8: Primérny pocet kolonii v 0,01% vzorku Zumenujednotlivych dnech odel, v jednotlivychedénich u kazdého
testovaciho mikroorganismu

Vzorek 0,01% Zumen Redéni (primér poétu kolonii v Fedéni)

Mikroorganismy Datum 10" 10° 10° | 10* | 10°
E. coli T nepa. nepa. 161 - -

St. aureus nepa. nepae. 193 - -
Ps. aeruginosa 13.11.2018 nepa. nepe. 204 - -
C. albicans 14.11. 2018 193 40 - - -
E. coli nepa. nepa. 110 - -

St. aureus T7 - - - - -
Ps. aeruginosa 20. 11. 2018 nepa. nepa. 96 - -
C. albicans 21.11.2018 nepa. 266 40 - -
stE;jcr)(lalus T14 nefmc. nef)cé. 5_6
Ps. aeruginosa 27.11. 2018 nepa. 163 54 - -
C. albicans 28.11. 2018 nepa. 200 40 - -
StE.atl:J(:gus 128 ne|_3®. ne_pai. 6_4 _
Ps. aeruginosa 04.12. 2018 nepa. 162 - - -
C. albicans 05. 12. 2018 nepa. 198 33 - -
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Nikterak odliSné vysledky @i nebyly shledany ani posledni 28. ¢kovaci den.
Oproti odétim z gredchozicho tydne se ¢t E. coli mirngé navySil na 64 kolonii. Bakterie
St. aureusa Ps. aeruginosdyly neustale inhibovany. Kvasinka vykazovala agalké pd@ty

jako z edchoziho tydne vydovani.

Obrazek 14: Zivné médium 0,01% vzorku Zumenu s inlekn Candida albicans
(SDA, 30 °C, 48 hod), (Foto: J. Vackovéa, Bacmed)

3.1 Kontaminace

Na zaklad zasobnich roztak naed®nych vodou, byla v obouripadechB-aescinu i
Zumenu nalezen nezadouci isdr2 tym bakterii a 3 typ plisni, které jsou zodpeéuny za
nezadouci kontaminaci vzarkKontaminace bylaietelna zejména u nejvyssi koncentrace, a
to u 1 % zasobnich roztbkse vzorkyredtnymi vodou, ale i v zasobnich roztocich vZork
s danym zagkovanym inokulem. RestoZe byly strikté dodrZzeny aseptické podminkyip
praci, kontaminujici bakterie a plisse vyskytovaly prbézné nagi¢ vSemi intervaly od&u
(T7, T14, T28) ve vSech zasobnich roztocich.

3.1.1 Identifikace a popis kontaminace - bakterie

Prvni bakterie byla narostld na M-H agaru a poaiziol na TSA agaru, ktery byl
inkubovan 24 hodin #p 37 °C. Kolonie bakterii &y bilou barvu, na povrchu drsného
charakteru, svradtho tvaru s drsnymi okraji. Kolonie nevykazovalydhy zapach. Jak je
mozné vidt naObrazek 15pti pireatkovani na TSA agaru vykazovala bakterie stejnyeahl

Pri preatkovani a inkubaci na MALT agaru (30 °C, 48 hodiakterie nevykazovala zadny
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narst. Bylo provedeno Gramovo barveni, kde pod mikopskn se vzorek jevil jako
grampozitivni (modré) &inky. V nativnim preparatu byl pozorovan pohyb.i@dhemickych
testi se provedl test na katalazu, ktery byl pozitivdanist této bakterie byl zaznamenan
v zasobnich roztocich sifpmnosti i bez itomnosti inokula nepravidein za to v kazdém

dnu odétu nagFi¢ vSemi koncentracemiiadinimi.

Neznadmy kmen bakterie byl podle provedenychiteatazen do rodBacillus. Tento
poznatek je srovnatelnyméginkem publikovany od Celandrost al. z roku 2016.Clanek
popisuje rodBacillus jako pohyblivé grampozitivni tynky uspdadané \fetizkach, které se

mohou nachézet ve védv pidé i ve vzduchu a potrav

Obrazek 15: Kontaminace rodu Bacillud SA, 37 °C, 24 hod.), (Foto: J. Vackova, Bacmed)

Druha neznama bakterie, st&jako prvni, byla narostla na M-H agaru. Naskebgla
vyockovana na TSA agar a ponechana inkubaci3g °C po dobu 24 hodin. Po uplynuti
inkubani doby tvdila bakterie na agaru pamé vétsSi bilé kolonie, zvySeného profilu,
vroubkovaném tvaru (viObrdzek 16). Kolonie nEly velmi charakteristicky zapach.triP
zkouSce ndrstu na MALT g 30 °C po dobu 48 hodin byl shledan igtr Mikroorganismus
byl nalézan nepravideinzejména na zivnychutpdach ve vysSinfedni v nepravidelnych
intervalech od&t. Pomoci Gramova barveni byla bakteriftgzena do gramnegativni
skupiny. Preparat pod mikroskopem byl &ndjako cervené kratké zaoblené cigky.

Z biochemickych testby proveden test na katalazu, kde byl shledan luittinek

Po provedeni test byla neznama bakterie vyhodnocena jako bakterigeledi
EnterobacteriaceadPro identifikaci bakterie do rodu byl pouzit ENRBtest 24. Na zakl&d
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vysledki test identifikoval mikroorganismus do ro#ischerichia resp. jakdescherichia coli
Popis a identifikacd. coli je podporovan@lankem od Tenailloret al. publikované v roce
2010, kde je tato bakterie charakterizovana jalamgregativni dervené) tyginky bézné se
nachazejici ve stvnim traktuclovéka, ale i ve vzduchu nebo wadleji gitomnost v pitné
vodé se povazuje za ukazatele &is&ni vody. Nasled& se zde popisuje, ZE. coli je
povazovan za patogennihaivedce fiznych intraintestinalnich, ale i extraintestindic
onemocgni. Clanek téZz uvadi, Z&. coli je velmi enzymaticky vybavena, coz podklada

pozitivni reakci testu na tvorbu katalazy a dat&ifivni vysledky biochemickych test

Obrazek 16: Kontaminaceéeledi Enterobacteriaceae
(TSA, 37 °C, 24 hod.), (Foto: J. Vackovéa, Bacmed)

3.1.2 ldentifikace a popis kontaminace - pksn

Vedle bakterii, jakoZto kontamindntzorku, se jako nezadouci aar objevily plis®.
Kontaminace se jevila jako s rekolika plisni, kterou bylo p#¢ba rozizolovat a
identifikovat (vizObrazek 17). Plisr¢ figurovaly jak v zasobnich roztocich bez inokui i
v zad@kovanych zasobnich roztocich, v obou latkach, wyraati koncentraci 1%, ménpak
v koncentraci 0,1% a 0,01%. Plésse projevily primaré na SDA (30 °C, 48 hodin), odkud
byly pteatkovany na MALT (30 °C, 48 hodin). Pro zhodnocenikmakopickych znak byl
plisré dale geatkovany natizné druhy pd vyuzivané ke kultivaci plisni, napAFPA, CLA,
SNA.
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Obrazek 17: Kontaminujici plishna SDA(30 °C, 3 dny), (Foto: J. Vackova)

Prvni plisé& byla ze Sabouragova agaru (SDARegkovana na MALT, kde byly
popsany jeji makroskopické znaky. Povrch kolonii $gmetovy, barva myceliatlzelena,
rub a vzhled nazloutly a hladky. Vedle bylo mozniolév n¢kolik spor. Na SDA se

makroskopické znaky jevily podoén

Z MALT byl proveden nativni preparat do laktofema$ bavinikovou mad (viz
Obrazek 18. V preparatu bylo mozno Wt septované mycelium, kulovité konidie, které se
v fetizkadch odSkrcovaly od lahvicovitych fialid. Komotbry byly neseptované, né&wené a
na konci byly pokryty postSinou 1 fialidou, kterd je typicka pro rod pligxspergillus

Obréazek 18: Nativni preparat pligtrodu Aspergillus
(zwtSeni 40x50, Foto: J. Vackova)
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Plisei byla peatkovana pro blizSi popis makroskopickych zinaka bramboro-
glukézovy agar (PDA) pomoci metody 3 obrovskychokdl a nechano inkubovati®5 °C,
5 dni. Po inkubéni dol# se kolonie jevily jako obrovské sametové kolongedozelenym
zbarvenim. Jak Ize vitlnaObrazek 19rub kolonii byl biloSedy a hladky.

Obréazek 19: Plis# rodu Aspergillus na PDA25 °C, 5 dni)
(Foto: J. Vackova)

Podle vSech zndkbyla plisé zarazena do rodwAspergillus Pro zjiséni, jestli je
kmen schopny produkce aflatoxinbyla peotkovana na specialniugdu - AFPA (viz
Obrazek 20. Po kultivaci (25 °C, 3 dny) byl pozorovan aigir s h&#dym zbarvenim rubem
kolonii. Nejedna se tedy o kmenkspergillus flavusnebo o Aspergillus parasiticus
produkujici aflatoxiny, které na rubu zZivného méAPA vytvai oranzovo-zluty komplex.
Ackoliv plisen nevytvai aflatoxiny, neni zcela vyl@ené produkce jinych toxin

Obrazek 20: Plis# rodu Aspergillus na AFPA(25 °C, 3 dny), (Foto: J. Vackova)



V souladu s publikaci od Schaeeal. (2019) je rodAspergillusvelmi nebezpéy pro
¢loveéka prée z divodu tvorby toxiri. Plisé je povaZzovana za vSudyfomnou, takze jeji
spory je prakticky mozné nalézt kdekoliv. S timtazenim se naléza i moznostiginy
kontaminace, ktera seithe nachazet uz v prvotni vyrotEchto dvou rostlinnych latek.

Druha plis& byla pomoci obrovskych kolonii z SDArgmkovana na MALT a
nechana inkubovat po dobu 5 dii 5 °C. Po makroskopické strance se pligvila jako
obrovské tmavé kolonie se zvréagim povrchem. Rub kolonii byl tmavy s charaktecisfm
zvrasrnim. Z MALT agaru byla odebrana kolonie, ze ktey firoveden nativni preparat.

V preparétu byly vidt ovalné konidie navazané na neseptovany néreerny konidiofor.

Pro blizSi identifikace podle makroskopickych ztalyl vyuZit ot bramboro-
glukézovy agar. Poipatkovani byla fida ponechana inkubovati 25 °C, 5 dni.Obrazek
21 poukazuje na vzhled kolonii, které byly na povraametow zelené s bilym gdem, na

rubu zvrasangé tmavého vzhledu.

S pomoci atlasu a poznéatk makroskopickych a mikroskopickych ziialxyla plisé
zarazena do rodiCladosporium.Rod Cladosporiumpati podle ¢lanku od Benschet al.
(2018) mezi nejvice hojné houby venkovniho, alaiifmiho prostedi. To¢ast&né podporuje

myslenku o kontaminaci z prvotni vyroby, tiap Spatném skladovani vzaérk nevhodnych

podminkéach.

Obrazek 21: Plis# rodu Cladosporium na PDA25 °C, 5 dni), (Foto: J. Vackova)
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Posledni plisetvorila na SDA i 25 °C po dobu 5 dnmechovité bilé kolonie a bilé
mycelium. Barva rubu kolonii byla oranZzové barvyld mozno zaznamenattippmnost

vypotku.

Nasledr byla plis& preatkovana na MALT agar (30 °C 48 hod.), ze kterého byl
proveden nativni preparat. V preparatu, ktery zoljemObrazek 22 bylo mozno vidt
septované mycelium se spousty malych mikrokonidélmého tvaruCéasteéns bylo mozno

nalézt interkalarni chlamydospory.

o ™ a ‘,
Ny SO S i~

Obréazek 22: Nativni preparat pligtrodu Fusarium
(zwtSeni 40x50, Foto: J. Vackova)

Stejre jako ostatni plishbyla i tato pro blizSi pozorovani makroskopickynalki
pieatkovana na bramboro-gluk6zovy agar. Po 5 dnech ia&lgi 25 °C byly narostléit
obrovské chumikovité bilé kolonie s kapkou transpirované kapaliRyb kolonii vykazoval

bilooranzovy paprskovity sametovy vzhled (@brazek 23.

Tyto znaky poukazovaly na plisez rodu Fusarium Ztohoto dvodu byla
preatkovana na zZivné médium demé pro kultivaci plisni z rodkusarium na karafiatovy
agar (CLA) a synteticky-nutin¢ chudy agar (SNA). Na CLA neboli na karafiatovénarag
byl po 5 dnech { laboratorni teplat bily nafist v okoli karafiatového listu. Na agaru SNA
byl znatelny bily mechovity nast pes filtratni papirky. Rub byl bilé barvy, v méstpichu
zaakovani byl naiist mechovité oranZzové barvy, mycelium barvy bilé.
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Na zaklad téchto makroskopickych znéka zejména nativniho preparatu byla plise
potvrzena z rodudrusarium Tento rod zahrnuje vice nez 70 diulkteré mohou vytv@t
toxiny. Plisé Fusariumje schopna rychle a v Siroké Skale kolonizovata@inna prostedi a
predméty. Publikace Munkvold (2017) uvadi rédisariums vyznamnou patogenni aktivitou,
pomoci které by mohla vznikat mykotoxinova kontaat®. Tato kontaminace seibe
dostat z#znych gednett i do sloZzek potravin nebofigad I€iv, které jsou nasledn
uvacny na trh. V dsledku toho mohou nastat u uzivatedravotni problémy, a tim i
zarovéi ekonomicka ztrata prodéjcstahovanim vyrobhk z trhu kwli jeji zdravotni

zavadnosti.

Obrazek 23: Plis# rodu Fusarium na PDA a SNA25 °C, 5 dni), (Foto: J. Vackova)

Testovany amorfni vzorel-aescinu ¢. §. 011118 PK 18091 ve vSechedh
koncentracich (1%, 0,1%, 0,01%) ispal kritéria pozadavk normy CSN EN ISO 11930,
kritériu A ohled testovani na bakteriecEscherichia coli Staphylococcus aureus
Pseudomonas aeruginosa kvasince Candida albicans Ipies nezadouci kontaminaci
v zasobnim roztoku, vSechny koncentrace inhibovaly a mohou byt pouzity jakésady do
léciv a podgirnych latek. Druha testovana latka Zzumenus. NSINO2069-CQP vyhela

e

nezadouci kontaminace a minimalni inhibice.
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Bezprostedre od pa@atku byla prokdzana kontaminace v obou zasobnidncich
naredné sterilni destilovanou vodou £i mnoZstvi kontaminaintylo mozné vidt u druhé
testovaci latky Zzumenu. V souladu stimto faktenstaaji Gvahy o mikrobiologické

nezavadnosti, které mohlo byt ovldnmo nafistem nezadoucich mikroorganigm

V piipad kontaminace bakteriemi by se lépelyndodrzet podminky i vyrobe,
transportu, klastitaz na sterilitu progedi, nastraj a také vodnich zdrdj pog. samotné

vody. Jedig timto postupem se da docilit minimalizaci budohddravotnik rizik.

Druhé kontaminanty, plign jsou v dnesSni dab velkym problémem, proto je
zapotebi, co nejvice hlidat vyrobu, sterilni podminkgrastedi. Plisg pomoci svych toxii
mohou zfiisobit zdravotni problémy. Jejich spory se mohothéaet v ovzdusi nebo vihkych
prostorech, proto jsou podstatné i skladovaci polyna prostory. Dojde-li ke kontaminaci
plisnémi, nastava nejlepseseni produkt nepouzivat, fogtahnout z trhu afgpracovat. R
piepracovani by bylo vhodné vzorky antimikrobiéloSetit, nag. y-z&enim. Z&eni by
v disledku n¢lo mit letalni @inek proti plisnim i skterym bakteriim.

Oba vzorkyp-aescin i Zumen jsou zcela rovyrobené vzorky, tudiz nebylo realné
dohledat a porovnat s vysledky testovani jinou dumVysledky byly sepsany a dodany firm
s doporgenim oba vzorky antimikrobianoSetit a upravit jejich chemické, fyzikalni a
biologické vlastnosti.
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4 ZAVER
Testovani vzorkup-aescinu a zumenu bylo provedeno vramci projekiCR
(TH02010762) ,,Suplementy pro pozitivni ovilém lidského mikrobiomu”. Cilem
projektu je piprava dopiki stravy na bazi monolaufinv kombinaci s frodnimi
latkami, které by P fizené disoluci v zaZzivacim traktu pozitdvipisobily na stevni
mikrobiom.
Oba vzorky byly testovany podle norigN EN ISO 11930, konkrétrpodie kritéria A.
Norma popisuje mikrobiologické hodnoceni antimikédhi ochrany testovaného vyrobku
vaci bakteriim Escherichia coli Staphylococcus aureusPseudomonas aeruginosa,
kvasinceCandida albicans plisniAspergillus brasiliensis
Vzorek amorfnihd@-aescinw. §. 011118 PK 18091 byl rozp&stve sterilni destilované
vok. Létka byla testovdna v koncentracich 1%, 0,1% ,@1%. Ve vSech téch
koncentracich latka spdvala limity kritéria A normyCSN EN ISO 11930.
V zasobnich roztocicp-aescinu, s inokulem i bez inokula, byla okahfio naredni a
vyockovani objevena nezadouci kontaminace. BlizSi nhagfoké a biochemické testy
identifikovaly pivodce bakterie z rodBacillus, ¢celedi EnterobacteriaceadE. coli) a
plisrg z roduAspergillus
Paralel# druha testovana latka Zumedigsus quadrangulariextrakt¢. S. NSIN02069-
CQP) byla retna destilovanou vodou. Testovani bylo provedenmé&iako u prvniho
vzorku podle normyCSN EN ISO 11930 v koncentracich 1%, 0,1% a 0,01%yls
pouzity stejné testovaci mikroorganismy. Kritériuf bylo splreno jen v gipad
testované koncentrace 0,01%.
Obdobre jako up-aescinu, byla u zasobnich roziockumenu, s inokulem i bez inokula,
prokdzana nezadouci kontaminace. Za kontaminagi bgtipow¥dny bakterie z rodu
Bacillus,¢elediEnterobacteriacea€ke. coli) a plisi z roduCladosporiuma Fusarium
V celkovém hodnoceni byla p-aescinu prokdzana ve vSech 3 koncentracich
antimikrobialni ochrana vyrobku. U druhé testovédt&y, Zumenu, vysledky prokazaly
nejwetsi antimikrobialni ochranu u koncentrace 0,01%.
Kontaminace se vyskytovala od gabku testovani viznych koncentracich, uiznych
druhi testovanych mikroorganisincoz znesnatbvalo odéet vysledk.
Vzhledem ke kontaminaci nebylo provedeno testosdisniAspergillus brasiliensis
Na zaklad téchto vysledk je nutné pro dalSi testovani latky dgebhapr. y-z&enim a

zajistit jejich mikrobialni nezavadnost.
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Priloha 1 — Logaritmické snizeni Rx 1% vzofkaescinu ici E.

Porovnani s normod'SN EN SO 11930.

coli.

Mikroorganismus

Escherichia coli

Logaritmické snizeni (Rx)

1% B-aescin

0. den

1. den

7. den 14. den

28. den

Datum analyzy

17.09.2018

18.09.20125.09.2018§

02.10.2018§

09.10.201§

Kritérium A

Pogateeni koncentrace
MO KTJ/ml

Redéni 10*

Redeni 102

3x 10

Redeni 10°

Redeni 10*

Redeni 10°

2,53

NI

NI

NI

* NI - Zadné zvySeni pu logaritmického snizeni odedeslého intervalu, - nebylo mozno &jat logaritmické snizeni

Priloha 2 - Logaritmické snizeni Rx 1% vzopkaescinu ¢ St. aureus.

Porovnani s normod'SN EN

ISO 11930.

Mikroorganismus

Staphylococcus aureus

Logaritmické snizeni (Rx

1% B-aescin

0. den

1. den

7. den 14. den

28. der

Datum analyzy

17.09.2018

18.09.201

§5.09.2018 02.10.2018

09.10.2018

Kritérium A

Pocate¢ni koncentrace
MO KTJ/ml
Redéni 10"
Redéni 10°
Redéni 10°
Redéni 10*

3x 10

2,24

2,03 -

1,88

NI -

Redeni 10°

NI

NI -

NI

NI -

Priloha 3 - Logaritmické snizeni Rx 1% vzofkaescinu ci Ps. aeruginosa.

Porovnani s normodSN EN |

SO 11930.

Mikroorganismus

Pseudomonas aeruginos

Logaritmické snizeni (Rx)

1% B-aescin

0. den

1. den

7. den 14. den

28. den

Datum analyzy

17.09.2018

18.09.201

125.09.201§ 02.10.2018

09.10.2014

Kritérium A

Pogateeni koncentrace
MO KTJ/ml

Redéni 10*

Redeni 102

Redeni 10°

Redeni 10*

Redéni 10°

3,01 -

3,97

3x10

2,58

2,79 -

NI

NI

NI -

NI

NI

NI -

NI

NI

NI -

NI
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Priloha 4 - Logaritmické snizeni Rx 1% vzofkaescinu u¢i C. albicans.

Porovnani s normod'SN EN 1SO 11930.

Mikroorganismus

Candida albicans

Logaritmické sniZzeni (Rx)

1% B-aescin

0. den

1. den

7. den 14. den

28. dem

Datum analyzy

17.09.2018

19.09.2018

26.09.2008.10.2018

10.10.201§

Kritérium A

Pogateeni koncentrace
MO KTJ/ml

Redeni 10?

Redéni 102

6 x 10

Redeni 10°

Redéni 10*

Redéni 10°

Priloha 5 - Logaritmické snizeni Rx 1% vzorku Zum&duE. coli.

Porovnani s normod’SN EN 1SO 11930.

Mikroorganismus

Escherichia coli

Logaritmické snizeni (Rx)

1% Zumen

0. den

1. den

| 7. den 14. den

28. der

Datum analyzy

17.09.2018

18.09.2018

25.09.20102.10.2018

09.10.2019

Kritérium A

Pogateeni koncentrace
MO KTJ/ml

Redéni 10*

Redeni 102

Redéni 10°

Redeni 10*

Redeni 10°

3x10

1,84

NI

- 0,68

0,26

NI

NI

-0,14

Priloha 6 - Logaritmické snizeni Rx 1% vzorku Zumg&duSt. aureus.

Porovnani s normod'SN EN 1SO 11930.

Mikroorganismus

Staphylococcus aureus

Logaritmické snizeni (Rx)

1% Zumen

0. den

1. den

7. den 14. den

28. defp

Datum analyzy

17.09.2018

18.09.2018

25.09.2002.10.2018§

09.10.201§

Kritérium A

Pogateeni koncentrace
MO KTJ/ml

Redeni 10*

Redeni 102

Redni 10°

Redeni 10*

Redeni 10°

3x10

1,35

1,39 -

NI -

NI

NI -
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Priloha 7 - Logaritmické snizeni Rx 1% vzorku Zum&duPs. aeruginosa.

Porovnani s normod'SN EN 1SO 11930.

Mikroorganismus

Pseudomonas aeruginosa

Logaritmické sniZzeni (RX) |

1% Zumen

0. den

1. den

7. den 14. den

28. den

Datum analyzy

17.09.2018

18.09.20125.09.201§

02.10.201§

09.10.2019

Kritérium A

Pogateeni koncentrace
MO KTJ/ml

Redéni 10*

Redéni 102

3x10¢

Redeni 10°

Redeni 10*

Redeni 10°

1,14 - -

NI

NI

Priloha 8 - Logaritmické snizeni Rx 1% vzorku Zum&diC. albicans.

Porovnani s normod'SN EN 1SO 11930.

Mikroorganismus

Candida albicans

Logaritmické snizeni (Rx)

1% Zumen

0. den

1. den

7. den 14. den

28. den

Datum analyzy

17.09.2018

19.09.2018 26.09.2018 02018

10.10.2018

Kritérium A

Pogateéni koncentrace
MO KTJ/ml

Redéni 10*

Redéni 102

Redéni 10°

Redéni 10*

Redéni 10°

6 x 10

2,69 2,48

2,1 1,99

1,54

NI NI

1,24

NI NI

NI

Priloha 9 - Logaritmické snizeni Rx 0,1% vzofkaescinu iici E.

Porovnani s normod'SN EN 1SO 11930.

coli.

Mikroorganismus

Escherichia coli

Logaritmické snizeni (Rx)

0,1% B-aescin

0. den

1. den

7. den 14. den

28. den

Datum analyzy

15.10.2018

16.10.2018

23.10.2088.10.201§

06.11.2019

Kritérium A

Pogateéni koncentrace
MO KTJ/ml

Redeni 10*

Redéni 102

Redeni 10°

Redeni 10*

Redéni 10°

3x10

1,45

NI

NI
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Priloha 10 - Logaritmické snizeni Rx 0,1% vzgfkaescinu ¥¢i St. aureus.

Porovnani s normoG'SN EN 1SO 11930.

Mikroorganismus

Staphylococcus aureus

Logaritmické snizeni (Rx)

0,1% B-aescin

0. den

1. den

7. den 14. den

28. den

Datum analyzy

15.10.2018

16.10.20]

8 23.10.2018 6018

06.11.2018%

Kritérium A

Pogateéni koncentrace
MO KTJ/ml

Redeni 10*

Redéni 102

3,46

3x 10

Redeni 10°

NI

Redéni 10*

NI

Redéni 10°

NI

NI

Priloha 11 - Logaritmické snizeni Rx 0,1% vzgfkaescinu i Ps. aeruginosa.

Porovnani s normod’SN EN SO 11930.

Mikroorganismus

Pseudomonas aeruginosg

il

Logaritmické snizeni (Rx)

0,1% B-aescin

0. den

1. den

7. den 14. den

28. dem

Datum analyzy

15.10.2018

16.10.2018

23.10.2038.10.201§

06.11.2019

Kritérium A

Pogateeni koncentrace
MO KTJ/ml

Redéni 10*

Redéni 102

Redéni 10°

Redéni 10*

Redéni 10°

3x 10

Priloha 12 - Logaritmické snizeni Rx 0,1% vzgflaescinu u¢i C. albicans.

Porovnani s normog'SN EN 1SO 11930.

Mikroorganismus

Candida albicans

Logaritmické snizeni (Rx)

0,1% B-aescin

0. den

1. den

7. den 14. den

28. de

Datum analyzy

15.10.2018

17.10.201

B 24.10.20133..10.2018§

07.11.2014

Kritérium A

Pogateéni koncentrace
MO KTJ/ml

Redeni 10?

Redéni 102

3,37

6 x 10

Redéni 10°

3,08

Redéni 10*

NI

Redéni 10°

NI

NI
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Priloha 13 - Logaritmické sniZzeni Rx 0,1% vzorku Zuméci E.coli.

Porovnani s normod'SN E

N ISO 11930.

Mikroorganismus

Escherichia coli

Logaritmické sniZzeni (Rx)

0,1% zumen

0. den

1. den 7. den 14. den 28. dem

Datum analyzy

15.10.2018

16.10.2018 23.10.2(38.10.2018 06.11.201§

Kritérium A

Pogateéni koncentrace
MO KTJ/ml

Redéni 10*

Redéni 102

3x 10

Redeni 10°

Redéni 10*

Redéni 10°

1,52 - - 1,16

NI 0,35 0,52 0,81

NI NI NI NI

Priloha 14 - Logaritmické snizeni Rx 0,1% vzorku Zumé&ci St. aureus.

Porovnani s normod'SN EN 1SO 11930.

Mikroorganismus

Staphylococcus aureus

Logaritmické sniZzeni (Rx |

0,1% Zumen

0. den

1. den 7. den 14. den 28. def

Datum analyzy

15.10.2018

16.10.2018 23.10.2038.10.201§ 06.11.2018

Kritérium A

Pogateeni koncentrace
MO KTJ/ml

Redéni 10*

Redéni 102

3x 10

Redéni 10°

- - 2,22

Redéni 10*

1,39 - 1,21 NI

Redeni 10°

NI 0,74 NI NI

NI NI NI NI

Priloha 15 - Logaritmické snizeni Rx 0,1% vzorku Zumeci Ps. aeruginosa.

Porovnani s normodSN EN |

SO 11930.

Mikroorganismus

Pseudomonas aeruginosa

Logaritmické snizeni (Rx |

0,1% Zumen

0. den

1. den 7. den 14. den 28. def

Datum analyzy

15.10.2018

16.10.2018 23.10.2(38.10.2018§ 06.11.2018

Kritérium A

Pogateeni koncentrace
MO KTJ/ml

Redéni 10*

Redéni 102

Redéni 10°

Redéni 10*

Redéni 10°

3x 10

1153 B 1,38 1,21

NI - NI 0,77

NI - NI NI
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Priloha 16 - Logaritmické snizeni Rx 0,1% vzorku zuméci C. albicans.

Porovnani s normod'SN EN 1SO 11930.

Mikroorganismus

Candida albicans

Logaritmické sniZzeni (Rx)

0,1% zumen

0. den

1. den

7. den

14. den

28. dem

Datum analyzy

15.10.2018

17.10.2018

24.10.2

038.10.2018

07.11.2019

Kritérium A

Pogateeni koncentrace
MO KTJ/ml

Redéni 10*

Redeni 102

6 x 10

Redeni 10°

Redéni 10*

Redeni 10°

3,07

NI

1,55 1,54

1,67

NI

NI NI

NI

NI

NI

NI

NI

Priloha 17 - Logaritmické sniZzeni Rx 0,01% vzgHaescinu ¢ E. coli.

Porovnani s normod'SN EN 1SO 11930.

Mikroorganismus

Escherichia coli

Logaritmické snizeni (Rx)

0,01% B-aescin

0. den

1. den

7. den 14. den

28. def

Datum analyzy

12.11.2018

13.11.2018

20.11.2028.11.201§

04.12.2018

Kritérium A

Pogateeni koncentrace
MO KTJ/ml

Redéni 10*

Redéni 102

Redéni 10°

Redeni 10*

Redeni 10°

3x10

1,39

NI

NI

Priloha 18 - Logaritmické snizeni Rx 0,01% vzgiaescinu ¢ St. aureus.

Porovnani s normod'SN EN 1SO 11930.

Mikroorganismus

Staphylococcus aureus

Logaritmické snizeni (Rx)

0,01% B-aescin

0. den

1. den

7. den 14. den

28. def

Datum analyzy

12.11.2018

13.11.2018

20.11.2028.11.2018§

04.12.2018§

Kritérium A

Pogateeni koncentrace
MO KTJ/ml

Redeni 10*

Redéni 102

Redéni 10°

Redéni 10*

Redeni 10°

3x10

1,32

NI

NI
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Priloha 19 - Logaritmické sniZzeni Rx 0,01% vzgHaescinu ici Ps. aeruginosa.

Porovnani s normod'SN EN ISO 1193.

Mikroorganismus

Pseudomonas aeruginosa

Logaritmické sniZzeni (Rx)

0,01% B-aescin

0. den

1.den |

7. den 14. den

28. def

Datum analyzy

12.11.2018

13.11.2018 20.11.2028.11.2018

04.12.2019

Kritérium A

Pogateeni koncentrace
MO KTJ/ml

Redéni 10*

Redéni 102

Redéni 10°

Redéni 10*

Redéni 10°

3x 10

2,61

1,47

NI 1,33

1,27

NI

NI NI

NI

NI

NI NI

NI

Priloha 20 - Logaritmické sniZzeni Rx 0,01% vzgHaescinu uci C. albicans.

Porovnani s normod'SN EN 1SO 11930.

Mikroorganismus

Candida albicans

Logaritmické sniZzeni (Rx)

0,01% B-aescin

0. den

1. den

7. den 14. den

28. den

Datum analyzy

12.11.2018

14.11.2018

21.11.2028.11.201§

05.12.2019

Kritérium A

Pogateéni koncentrace
MO KTJ/ml

Redéni 10*

Redéni 102

Redéni 10°

Redkni 10*

Redeni 10°

3,46

3,77 -

6 x 10

3,16

NI -

NI

NI -

NI

NI -

NI

NI -

Priloha 21 - Logaritmické sniZzeni Rx 0,01% vzorkuetumvici E. coli.

Porovnani s normod'SN EN 1SO 11930.

Mikroorganismus

Escherichia coli

Logaritmické sniZzeni (Rx)

0,01% Zumen

0. den

1. den

7. den 14. den

28. den

Datum analyzy

12.11.2018

13.11.2018

20.11.2028.11.201§

04.12.2019

Kritérium A

Pogateéni koncentrace
MO KTJ/ml

Redéni 10*

Redéni 102

Redéni 10°

Redeni 10*

Redéni 10°

3x 10

1,27

1,43 1,72

NI

NI NI

NI

NI NI
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Priloha 22 - Logaritmické sniZzeni Rx 0,01% vzorkuetumvici St. aureus.

Porovnani s normod'SN EN 1SO 11930

Mikroorganismus

Staphylococcus aureus

Logaritmické sniZzeni (Rx) |
0,01% Zumen 0. den 1.den 7.den 14. den 28. def
Datum analyzy 12.11.2018 13.11.2018 20.11.2(028.11.2018 04.12.201§
Kritérium A -
Pocate¢ni koncentrace
MO KTJ/ml
Redéni 10" - - - -
Redéni 10° 3x 10 - - - -
Redéni 10° 1,19 - - -
Redéni 10* NI - - -
Redéni 10° NI - - -
Priloha 23 - Logaritmické snizeni Rx 0,01% vzorkuetumvici Ps. aeruginosa.
Porovnani s normoG'SN EN ISO 11930
Mikroorganismus Pseudomonas aeruginosa Logaritmické snizeni (Rx |
0,01% Zumen 0. den 1. den 7. den 14. den 28. def
Datum analyzy 12.11.2018 13.11.20118 20.11.2(028.11.2018 04.12.2014
Kritérium A -
Pogatedni koncentrace
MO KTJ/ml
Redéni 10" - - - -
Redéni 102 3x10 - - 2,26 2,26
Redni 10° 1,16 1,49 1,74 NI
Redéni 10* NI NI NI NI
Redéni 10° NI NI NI NI
Priloha 24 - Logaritmické snizeni Rx 0,01% vzorkuetumvici C. albicans.
Porovnani s normod'SN EN 1SO 11930
Mikroorganismus Candida albicans Logaritmické snizeni (Rx)
0,01% Zumen 0. den 1. den 7. den 14. den 28. dem
Datum analyzy 12.11.2018 14.11.20121.11.2018 28.11.2018 05.12.201§
Kritérium A -
Pogatedni koncentrace
MO KTJ/ml
Redéni 10" 3,49 - - -
Redéni 102 6 x 16 3,17 2,35 2,47 2,48
Redéni 10° - 2,17 2,17 2,26
Redéni 10° NI NI NI NI
Redéni 10° NI NI NI NI
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Priloha 25 — Vya@kovéani zasobniho roztoku 184aescinu s E. coli na TSA (37°C, 24 h.)

Zleva— 7. den, 14. den, 28. den (Foto: J. Vackova, Bdgme

Priloha 26 - Vy@kovani zasobniho roztoku 184escinu se St. aureus na TSA (37°C, 24 h.)

zleva— 7. den, 14. den, 28. den (Foto: J. Vackova, Bdgme

Priloha 27 - Vy@kovani zasobniho roztoku 184aescinu s Ps. aeruginosa na TSA (37°C, 24 h.)

zleva— 7. den, 14. den, 28. den (Foto: J. Vackova, Bdme

Priloha 28 - Vy@kovani zasobniho roztoku 184escinu s C. albicans na SDA (30°C, 48 h.)

zleva— 7. den (kontaminace), 14. den, 28. den (kontarein@oto: J. Vackova, Bacmed)
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Priloha 29 - Vyékovéani zasobniho roztoku 1% Zumenu s E. coli na(3%&, 24 h.)

zleva—7. den, 14. den, 28. den (Foto: J. Vackova, Bac

Piiloha 30 - Vyakovani zasobniho roztoku 1% zumenu se St. aureiSA437°C, 24 h.)

zleva— 7. den, 14. den, 28. den (kontaminace) (Fot®atkova, Bacmed)

Priloha31 - Vya@kovani zasobniho roztoku 1% zumenu s Ps. aerugmo3sA (37°C, 24 h.)

zleva— 7. den, 14. den, 28. den (Foto: J. Vackova, Bdgme

Priloha 32 - Vyakovani zasobniho roztoku 1% zumenu s C. albicaig@D#a(30°C, 48 h.)

zleva— 7. den (kontaminace), 14. den (kontaminace)ds.(Foto: J. Vackova, Bacmed)
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Priloha 33 - Vy@kovani zasobniho roztoku 0,J8escinu s E. coli na TSA (37°C, 24 h.)

zleva— 7. den, 14. den, 28. den (Foto: J. Vackova, Bdgme

Priloha 34 - Vy@kovani zasobniho roztoku 0,18¥aescinu se St. aureus na TSA (37°C, 24 h.)

zleva- 7. den, 14. den (kontaminace), 28. den (Foto: &kdgea, Bacme:

Priloha 35 - Vy@kovani zasobniho roztoku 0,J4escinu s Ps. aeruginosa na TSA (37°C, 24 h.)

zleva— 7. den, 14. den, 28. den (Foto: J. Vackova, Bdgme

Priloha 36 - Vy@kovani zasobniho roztoku 0,J8escinu s C. albicans na SDA (30°C, 48 h.)

zleva— 7. den, 14. den, 28. den (Foto: J. Vackova, Bdgme
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Priloha 37 - Vy@kovani zasobniho roztoku 0,1% Zzumenu s E. colS#fa(B7°C, 24 h.)

zleva— 7. den, 14. den, 28. den (Foto: J. Vackova, Bdgme

Priloha 38 - Vy@kovani zasobniho roztoku 0,1% Zumenu se St. aneeTSA (37°C, 24 h.)

zleva— 7. den, 14. den, 28. den (kontaminace) (Fot®atkova, Bacmed)

Priloha39 - Vy@kovani zasobniho roztoku 0,1% Zumenu s Ps. aersgyim®a TSA (37°C, 24 h.)

zleva— 7. den (kontaminace), 14. den, 28. den (Fotdatkova, Bacmed)

Priloha 40 - Vy@kovani zasobniho roztoku 0,1% Zumenu s C. albicai®8DA (30°C, 48 h.)

zleva— 7. den, 14. den, 28. den (kontaminace) (Fot®atkova, Bacmed)
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Priloha41 - Vy@kovani zasobniho roztoku 0,04escinu s E. coli na TSA (37°C, 24 h.)

zleva— 7. den, 14. den, 28. den (Foto: J. Vackov4, Bdgme

Priloha42 - Vy@kovéani zasobniho roztoku 0,0R@escinu se St. aureus na TSA (37°C, 24 h.)

zleva— 7. den, 14. den, 28. den (Foto: J. Vackova, Bdgme

Priloha43 - Vy@kovani zasobniho roztoku 0,04escinu s Ps. aeruginosa na TSA (37°C, 24 h.)

zleva—7. den. 14. den. 28. den (Foto: J. Vackova. Bac

Priloha 44 - Vy@kovani zasobniho roztoku 0,0®4escinu s C. albicans na SDA (30°C, 48 h.)

zleva— 7. den, 14. den, 28. den (Foto: J. Vackov4, Bdgme




Priloha45 - Vy@kovani zasobniho roztoku 0,01% Zumenu s E. cdliSfa&(37°C, 24 h.)

Zleva— 7. den, 14. den, 28. den (Foto: J. Vackova, Bdgme

Priloha46 - Vy@kovani zasobniho roztoku 0,01% Zumenu se St. aneeTSA (37°C, 24 h.)

zleva — 7. den, 14. den, 28. den (Foto: J. VackBaégmed)

Priloha47 - Vya@kovani zasobniho roztoku 0,01% Zumenu s Ps. aesaima TSA (37°C, 24 h.)

zleva—7. den, 14. den, 28. den (Foto: J. Vackova, Bac

Priloha 48 - Vy@kovani zasobniho roztoku 0,01% Zumenu s C. albicar8DA (30°C, 48 h.)

zleva— 7. den (kontaminace), 14. den (kontaminace)d@8.(Foto: J. Vackova, Bacmed)




Priloha49 — Kontaminace vzaikplisremi na TSA (25°C, 5 dni)

zleva- rod Fusarium, rod Cladosporium, rod Aspergilluo6: J. Vackova)

Priloha50 — Vyizolovana pligerodu Cladosporium na PDA ze vzorku Zumenu (25®ip

(Foto: J. Vackova)

Priloha51 — Vyizolovana pligerodu Fusarium na PDA ze vzorku Zumenu (25°C, 5 dni)

(Foto: J. Vackovd)
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Priloha52 — Vyizolované pligrez obou vzork kultivované na PDA (25 °C, 5 dni)

zleva— plisre rodu Aspergillus, rodu Cladosporium, rodu Fusari(foto: J. Vackova)
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