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Uvod

Mikrobiom je oznaceni pro mikrobialni kolonizaci lidského téla. Jedna se o vysoky zastup
jak nepatogennich, ale i patogennich kmeni bakterii, kvasinek, hub ¢i vird. Tato mikrobidlni
spoleCenstvi se vyskytuji vné celého téla, ale také na povrchu, proto zde hovotime o riznych
druzich mikrobiom1, jako je gastrointestinalni, kozni ¢i ustni. Mnozstvi mikrobti, kteii osidluji
naSe télo je rlznorod¢ a zalezi na riznych faktorech, jako je ve€k, zdravi, rasa a zejména

podminky vnéjsiho prostiedi.

Mikrobiom je pro existenci ¢lovéka nezbytny, zastava velmi dulezité fyziologické role
pfedev§im vyvoj imunity a ochrany organismu proti Skodlivym patogeniim. Pokud nastane
nerovnovaha v mikrobiomu mezi organismy, mize dojit ke vzniku riznych onemocnéni

od banalnich az po fatalni.

Lidé se uz odjakziva snazi pfijit na to, jak nckteré nemoci 1éCit ¢i vymytit.
Proto v poslednich letech dochazi ke vzniku mnoha novych, jak syntetickych, tak i ptirodnich
latek, které mohou napomoci tomuto problému. Jednim z nejvétSich objevli bylo v minulém
stoleti objeveni jednoho z nejvice pouzivanych antibiotik tedy penicilinu. Nicméné na ukor
naSeho snaZeni pfi objevovani novych latek se nékteré mikroorganismy snazi proti témto

latkdm chranit, proto dochazi k mnoha novym rezistencim na léky.

Cilem této diplomové prace bylo otestovat finalni vzorky na bazi monolaurinu, které budou
pozitivné ovlivitovat lidsky mikrobiom. Testované vzorky byly podrobeny normé CSN EN ISO
11930 z roku 2019, ktera hodnoti antimikrobialni ochrany kosmetickych vyrobku. Tato norma
nas vede krok po kroku k posouzeni, zda testované piipravky splituji ¢i nesplituji dana kritéria.
Dale byly vzorky také posouzeny podle Ceského lékopisu, dle kterého se hodnoti, zda ma

antisepticky 1éCivy ptipravek baktericidni, levurocidni a fungicidni u€inky.
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1 Teoreticka ¢ast

1.1 Mikrobiom lidského téla

Lidské telo je kolonizovano nespoc¢etnym mnozstvim druhti mikroorganismtu, ty mohou
byt symbiotického, patogenniho ¢i komenzalniho charakteru. Toto spoleenstvi nazyvame
lidsky mikrobiom (Malla et al., 2019). Mikroorganismy obyvaji specificka mista v, ale i na téle,
jako jsou naptiklad usta, krk, dychaci cesty, zaludek a stfevo, urogenitalni systém ¢i kize.
Mezi tyto mikroorganismy fadime pfedevsim bakterie, dale také viry, houby, protozoa ¢i archea
(Blum, 2017).

Védci odhaduji, Ze tento lidsky mikrobiom obsahuje celkem 100 biliond bunék, coz je
na pocet lidskych bun¢k az desetkrat vice. Tedy agregat mikrobialnich genli jednoznacné
pfevysuje pocet gent v samotném lidském genomu, a diku tomu je lidsky mikrobiom

oznac¢ovan jako ,,druhy genom* u lidi (Cong, Zhang, 2018).

Fungujici lidsky mikrobiom je v téle nezbytny, protoze ptispiva k hladkému fungovani
dalezitych fyziologickych procesd, jako jsou vyvoj imunity, ochrana organismu proti
Skodlivym patogentim, syntéza esencidlnich vitamint ¢i ukladani tukd, a proto je velmi cenny
pro lidské zdravi a nemoci. Jednd se o dynamicky systém, ktery se béhem Zivota kazdého
¢lovéka neustale méni a vyviji. Za tyto zmény jsou odpoveédné predevs§im faktory Zivotniho

prostiedi jako jsou strava ¢i pouzivani antibiotik (Amon, Sanderson, 2017).

Pomoci analyz interakci mezi hostitelem a mikrobem Se mohou odhalit zakladni
charakteristiky. Prestoze struktura, funkce, dynamika a interakce téchto mikroorganism,
které maji zasadni roli v lidském metabolismu, jejich identifikace, kvantifikace a charakterizace
je velmi naro¢nd a problematicka, diky tomu, ze vétSina mikrobidlnich spolecenstvi je velmi
rozmanitd a dosud vétSina jednotlivych organismi nebyla jesté kultivovana. Nicméné
Vv posledni dob& se vSak pro kvalitativni a kvantitativni identifikaci mikrobli vyvinula fada
technik nezavislych na jejich kultivaci, kde je nejcastéji pozivana metoda PCR. S touto
metodou doslo k zavedeni metagenetiky. Metagenetické studie nam zcela poskytuji uZitecné
informace pouzitelné pro Sirokou Skalu odvéti jako je sledovani patogenii, biotechnologii,
interakci hostel-mikrob ¢i funkéni dysbidzy. Nicméné tyto studie téZ pomohly odhalit mozné
souvislosti mezi sttevnim mikrobiomem a lidskymi nemocemi jako jsou deprese, revmatoidni

artritida ¢i diabetes (Cong, Zhang, 2018).
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1.1.1 Mikrobiom gastrointestinalni soustavy

Nejvetsi zastoupeni mikroorganismu se nachdzi praveé v nasi stievni mikroflore. Jedna
se 299 % o bakterialni zastoupeni. Pouze v lidském tlustém stievé je odhadovana hustota
mikroorganismii kolem 10'% bakterii (Gorkiewicz, Moschen, 2018), tato suma odpovida

pfi idealni hmotnosti 70 kg 1-2 kg celkové télesné hmotnosti (D" Argenio, Salvatore, 2015).

Stievni mikrobiom je prospéSny pro lidsky metabolismus, protoze pravé tyto stfevni
mikroby v nasem téle dokazou $tépit velké nestravitelné zbytky zivin jako je pektin, celuldza
a rezistentni Skroby (Dugas et al., 2018), dale téZ vylucuji zakladni ziviny véetné mastnych
kyselin s kratkymi fetézci (SCFA), které ¢lovek dokaze absorbovat a pouzivat jako energetické
prekurzory pro stievni epitel a jatra (Magnusdottir, Thiele, 2018). Diky tomu SCFA pavé
ovliviiuji mnoho metabolicky nezbytnych procest v téle vcetné jaterni glukoneogeneze
a lipogeneze, funk¢éni stfevni bariéry a motility stfev (Dugas et al., 2018). Jako dal$im
vyznamnym rysem je vychova imunitniho systému. Mukdzni imunitni systém musi tolerovat
rezidentni mikrobiom a zaroven musi také reagovat proti patogenlim prostfednictvim indukce
protizdnétlivych bunék a cytokini (napf. regulaéni T-buiiky, interleukin 10, TGF-B)
(Gorkiewicz, Moschen, 2018).

SloZeni a rozmanitost lidského stfevniho mikrobiomu je u kazdého jedince odli$na,
a to predevsim diky vn&j$im faktortim. Lisi se podle stavu mikrobiomu, etnického plivodu,
zivotniho stylu kazdého jedince, téZ véku ¢i geografického umisténi. Také se mikrobiom
diferencuje v ruznych zivotnich obdobich (Cong, Zhang, 2018). Jest¢ donedavna védci
povazovali prostiedi délohy za sterilni, nicméné DNA analyzy identifikovaly bakteriadlni kmeny
jiz v matetské placenté, plodové vodé a mekoniu (prvni stolice novorozence) (Blum, 2017).
Uvadi se, Ze naptiklad struktura stfevniho mikrobiomu se velmi liSi od prvniho do tfetiho
trimestru téhotenstvi, u kterého dochazi v prubéhu c¢asu k narustu rodu Proteobacteria
a Actinobacteria (Cong, Zhang, 2018). Dalsim dulezitym faktorem prostiedi je strava.
Diky tomu ptibuzni nebo jednotlivei, ktefi spolu ziji v jedné domécnosti spolu sdileji vice
stejnych mikroorganismti nez jedinci, ktefi nejsou spolu ve spojeni (Gorkiewicz, Moschen,
2018).

Podél pricné osy je mikrobiota v gastrointestinalnim traktu (Gl) prostoroveé usporadana

o 24

V zaludku a v tlustém stfevé rozliSujeme dvé rizné vrstvy, a to vnéjsi ,,volnou* vrstvu, kterd je
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husté obydlend bakteriemi a vnitini ,,pevnou‘ vrstvu, kterd je obohacend o vrozené a adaptivni
imunitni efektory poskytujici biochemickou bariéru, jez oddé€luje mikrobiotu od piimého
kontaktu s epitelem, proto je tato vrstva téméf bez mikrobu. V tenkém stievé je hlenova vrstva
nespojitd a mén¢ definovana, naptiklad Spicky klkii nejsou vzdy pokryté (Gorkiewicz,

Moschen, 2018).

Dtive pirevladal nazor, ze zaludek je sterilni kvili svému kyselému prostiedi.
Toto tvrzeni bylo vyvraceno po objevu Helicobacter pylori vroce 1981. Nejdiive byly
objeveny jiné mikroorganismy konven¢nimi metodami véetné histologické analyzy vzorkl
zaludku ¢i kultivace zalude¢ni $tavy a zalude¢ni sliznice. Nejvice zastoupené kultury
za zdravych podminek se zde nachazely Clostridium sp, Lactobacillus sp a Veillonella sp.
Protoze prosttedi Zaludku je velmi drsné a obtizné€ kolonizované, diky jeho nizkému pH (stfedni
hodnota pH Zaludku je 1,4), tak se zde nachazi pouze 10>-10* CFU/mI (laniro et al., 2015).
Zaludek spole¢né s jicnem a dvanactnikem tenkého stieva jsou nejméné kolonizované oblasti
Gl traktu, a proto u nich narista zajem jakou roli hraji bakterie ve zdravi a v nemoci (Hunt et
al., 2015). H. pylori je bakterie Cisté ptizpusobena lidskému hostiteli, a to vedlo ke koevoluci.
H. pylori fadime mezi patobionty, tento pojem specifikuje bakterie s komenzalnim
a patogennim zivotnim stylem, ktery neni ur€en vyhradné bakteridlnimi rysy, ale i hostitelem
¢i faktory prostiedi. Proto mize H. pylori zpusobovat tézké infekce, které mohou vést
az k chronickym gastritidam, viedim, adenokarcinomu Zzaludku nebo k MALT lymfomu.
Na druhou stranu nékteré infekce mohou byt pro ¢loveéka i vyhodné, naptiklad po infekci
vV raném obdobi Se zna¢né snizuje riziko astmatu nebo celiakie pozdé&ji v zivoté (Gorkiewicz,

Moschen, 2018).

Slozeni esofagedlniho mikrobiomu je silné ovlivnéno mikroorganismy, které pochazeji
z Gstni dutiny. Zde piedev§im dominuji rody jako jsou Streptococcus, nasledované Prevotella,
Veillonella a Fusobacterium, které piedstavuji zdravy mikrobiom jicnu (Gorkiewicz, Moschen,
2018). Prvni studie, které se zacaly vénovat esofagedlnimu mikrobiomu se datuji od pocatku
80. let, byly zaloZeny na kulturnich metodach a prokazaly, Ze jicen nebyl sterilnim mistem
a neobsahoval pouze pfechodné mikroorganismy pochézejici jak z Gstni dutiny polykanim
nebo ze zaludku pomoci gastroezofagového refluxu (Di Pilato et al., 2016). Pii dlouhodobém
vystaveni distalniho jicne Zalude¢nim kyselindm a Zlu€ovym solim duodena je povaZovano
za hlavni faktor, ktery je zdkladem patogeneze pro gastroezofagealni reflux, Barrettiiv jicen

az dokonce adenokarcinomy gastroezofagealni junkce (Gorkiewicz, Moschen, 2018).

18



Tenké stievo oproti tlustému stfevu je méné zastoupeno, odhaduje se, Ze se zde nachazi
10%-10" CFU/ml. Toto relativné malé mnozstvi je zpiisobeno rychlym lumindlnim tokem
a sekreci baktericidnich latek jako jsou zluCové kyseliny v této ¢asti GI traktu. Zastoupeni
mikroorganismil v tenkém stfevé vyrazné kolisa. Ke kolisani dochdzi béhem nékolika dnii,
ba dokonce i béhem jednoho dne, to vSe se pravdépodobné odrazi na stravovani jednotlivc.
Mikrobiom muze zahrnovat rodové specifické druhy jako jsou Clostridium, Escherichia
a Turicibacter v ruznych mnozstvich, ale trvale se zde setkavame srody Streptococcus
a Veilonella (Aidy et al., 2015).

Bakterie v lidském mikrobiomu lze v soucasné dob¢ klasifikovat do 29 fyl a 5569
taxond, a to podle: List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature (LPSN). Ve stievé
prevladaji nejvice tii hlavni fyly: Firmicutes (napiiklad tfidy Bacilli a Clostridia),
Bacteroidetes (napiiklad tfidy Bacteroidia, Flavobacteria a Sphingobacteria) a Proteobacteria
(do této fyly patfi mnoho patogennich rodu jako jsou Escherichia ¢i Salmonella), a mén¢ hojné

se zde jeste vyskytuji Actinobacteria (Bifidobacterium) (Dugas et al., 2018).

Zastoupeni riznych kmend mikroorganismii v Gl soustavé, véetné jejich lokace

muzeme vidét na nasledujicim obrazku ¢.1.

Ustni dutina
Gemella, Granulicatella, Streptococcus, | ==~
Prevotella, Veillondla_ Porphyromonas, //,_ﬂ\
Neisseria, Rothia, Lactobacillus, \‘
Fusobacterium \ \\ Streptococcus, Prevotella,
Actinomyces, Gemella, Rothia,

Krk a distdln{ jicen \l Granulicatella, Haemophilus,

\ Veillonella
\ Zaludek
\)j Helicobacter pylori,
/ Veillonella,
/ Lactobacillus

Tenké stievo (jejunum a ileum)

|
\
Vzestupny tracnik l//
yﬂ

Bacteroides, Lactobacillus,
Bifidobacterium \”H - ~/ S Lactobacillus, Staphylococcus, Streptococcus,
ﬁ J) { Bacteroides fragilis, Clostridium lituseburense,

) &) Gammaproteobacterium
Slepé stievo \ &
Sestupny traénik

Lactobacillus, Enterococcus, Escherichia
coli, Bacteroides, Clostridium leptum,
Clostridium coccoides

Enterococcus, Escherichia coli, Klebsiella,

Bacteroides, Clostridium,
Desulfomonas, Desulfovibrio

Obrazek 1: Zastoupeni mikroorganismii V gastrointestindlni soustavé (Yadav et al., 2018)
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Dysbioza ve stfevni mikroflofe nastavd, kdyz dojde k poruSeni rovnovahy
mezi komenzalnimi a patogennimi bakteriemi a dale dochazi k produkci mikrobialnich
antigenti a metaboliti. V soucasné dob¢ je jiz znamo, ze produkty odvozené pravé ze stfevni
mikroflory indukuji zanétlivou aktivaci tkanové rezidentnich makrofagh a pfispivaji
k metabolickym a degenerativnim chorobam jako jsou diabetes, obezita, metabolicky syndrom

a rakovina (Belizario et al., 2018).

1.1.1.1 Fekalni mikrobidlni transplantace

Pti dlouhodobém vystavovanim téla vysokym davkam antibiotik dochazi k permanentni
zméné stfevni mikrobialni komunity. Naptiklad antibiotikum vankomycin, které je zejména
proti anaerobiim, mutize naruSit a destabilizovat stfevni mikrobiom nebo Sirokospektra
antibiotika mohou zptsobovat pfemnozeni Clostridium difficile ¢i chronickou recidivujici
kolitidu. K obnoveni stfevni mikrobioty se po kolorektalnich infekci zplsobené pravé
Clostridium difficile vyuziva procedury fekalni bakterioterapie. Ta funguje na zakladé
transplantace kapalné suspenze stolice od lidského darce (darcem je ¢lovék bez onemocnéni
po predchozim screeningu, ale také to muze byt i ¢len rodiny), kterd se inokuluje do strev
pacienta. Tato suspenze obsahuje 3 az 10 % zivych bakterii, mrtvé bakterie, bunky tlustého
stteva a dalSich slozek, které maji vliv na vysledky transplantace. Blahodarné ucinky
této terapie vyplynuly z provedenych studii, kde pacienti, ktefi byli 1éCeni pravé fekalni
mikrobialni transplantaci byli piiblizné az z 90 % vyléceni, oproti 31 % vylécenych pacient,

ktefi dostavali pouze vankomycin (Belizario et al., 2018).

1.1.1.2 Probiotika, prebiotika a synbiotika

Znovu Kk nastoleni rovnovahy ve stfevech napomahaji probiotika, prebiotika
¢i synbiotika. Probiotika jsou definovana podle soucasné definice, kterou zvetejnili v roce 2002
odbornici ze skupin FAO a WHO jako zZivé kmeny piisné¢ vybranych mikroorganismd,
které kdyz jsou podavany v odpovidajicim mnozstvi a maji pro hostitele ptiznivé zdravotni
ucinky. Prebiotika byla poprvé definovana v roce 1995 a to védci Gibsonem a Roberfroidem.
Definovali prebiotika jako nestravitelné potravinové slozky, které stimuluji rist anebo aktivitu
jediného typu, pfipadné limitovaného mnozstvi zijicich mikroorganisma v Gl traktu, a tim
zlepSuji zdravotni stav hostitele. Synbiotika byla vytvofena kombinaci obou slozek,

jak probiotické, tak i prebiotické (Markowiak, Slizewska, 2017).
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V nésledujici tabulce 1 jsou znazornény probiotické mikroorganismy, které se pouZzivaji

ve vyzivé lidi, dale ptiklady prebiotik a synbiotik.

Tabulka 1: Probiotika, prebiotika a synbiotika (Markowiak, Slizewska, 2017).

PROBIOTIKA

Rod Lactobacillus |Rod Bifidobacterium |Ostatni bakterie mlé&ného kvaseni
L. acidophilus B. adolescentis Enterococcus faecium
L. amylovorus B. animalis Lactococcus lactis
L. casei B. bifidum Streptococcus thermophilus
L. gasseri B. breve
L. helveticus B. infantis Ostatni mikroorganismy
L. johnsonii B. longum Bacillus clausii
L. pentosus Escherichia coli Nissle 1917
L. plantarum Saccharomyces cerevisiae
L. reuteri
L. rhamnosus

PREBIOTIKA SYNBIOTIKA

r. Lactobacillu s +inulin

r. Lactobacillus, Streptococcus, Bifidobacterium + FOS
r. Lactobacillus, Bifidobacterium, Enterococcus + FOS
r. Lactobacillus, Bifidobacterium + oligofruktéza

r. Lactobacillus, Bifidobacterium + inulin

Fruktooligosacharidy (FOS)
Galaktooligosacharidy
Transgalaktooligosacharidy
Xylooligosacharidy

Lacticol

Laktosukdza

Laktuléza

Inulin

1.1.2 Mikrobiom kozni soustavy

Lidska kiaze je osidlena miliony druh bakterii, hub ¢i virt a tim tvoii mikrobiom kiiZe.
I zde mikroorganismy =zastavaji dilezitou roli v ochrané proti patogentim, vzdélavani
imunitniho systému ¢i rozkladu pfirodnich produktl. Lidské pokozka je nejvétsim organem téla
a je prevazné kolonizovana prospé$nymi mikroorganismy. Tyto mikroorganismy slouzi jako
fyzickd bariéra a snaZzi Se co nejvice znemoznit invazi patogenti. Nicméné pii naruSeni
této bariéry nebo rozvraceni rovnovahy mezi komenzaly a patogeny, miiZe nastat onemocnéni

kize a v horsich pfipadech mize dojit az k systémovym onemocnénim (Byrd et al., 2018).

Na kiZi je mnoho mist, na kterych se nachazi rozsédhlé populace mikrobi, tato mista
jsou vystavena riznym ekologickym tlakim vcetné vlhkosti, teploty, pH a slozeni

antimikrobialnich peptidi a lipidu. Déle pokoZzka obsahuje kozni struktury jako jsou vlasové
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folikuly, mazové, potni ¢i apokrinni zlazy, na nich mizeme nalézt jedine¢nou mikrobiotu.
Soucasti mikrobiomu kiize je alespon devatenact fyl, mezi hlavni patii naptiklad Actinobacteria
(51,8 %), Firmicutes (24,4 %), Proteobacteria (16,5 %) a Bacteroidetes (6,3 %) (Schommer,
Gallo, 2013).

Zastoupeni jednotlivych skupin je siln¢ zavislé na vlastnostech pfisluSného mista.
V mazovych oblastech na obli¢eji ¢i trupu pievladaji pfedevsim rody Cutibacterium (diive
znamy jako Propionibacterium) a Staphylococcus. Na vlhkych mistech jako jsou napiiklad
podpazni jamky, ohyb lokte ¢i kolena pievladaji druhy Corynebacterium, nicméné muize zde
byt i vyskyt Staphylococcus. Dale mizeme klasifikovat vyskyt na suchych mistech, kde jsou
smisené bakterialni populace f-proteobacteria a Flavobacteriales, které jsou soucasti
rezidentni mikrobioty (Schommer, Gallo, 2013). Na druhou stranu fungalni zastoupeni
od bakterialnich komunit je podobné napii¢ celym télem bez ohledu na fyziologii.
Nicméné napiiklad houby z rodu Malassezia dominuji na téle a rukou, kdezto mista na nohou
byla kolonizovana rtiznorodéjsi kombinaci druht Malassezia, Aspergillus, Cryptococcus spp,

Rhodotorula spp, Epicoccum spp a dalsi (Byrd et al., 2018).

Chemické slozeni jednotlivych koznich zahybl jako jsou lipidy, antimikrobialni
peptidy, enzymy, soli ¢i mnoho dalSich slou¢enin fidi mikrobialni sloZeni tohoto prosttedi.
Nicméné¢ neznamé mikrobidlni a hostitelské faktory ptispivaji k dlezitym rozdilim ve sloZeni
na urovni druhti a kment. Napiiklad u nékterych druhd, jako je Cutibacterium acnes ma tentyz
kmen tendenci kolonizovat vice mist na téle stejn¢ho jedince, na druhou stranu jsou také kmeny
jako je Staphylococcus epidermidis, ktery je na riznych mistech jedince odlisny (Chen et al.,
2018).

Prvni znamky osidlovani ktze mikroby jsou jiz béhem porodu a postup trvani je
az nékolik tydnii. Nicméné pocatecni kolonizace kiize je zavisla na zpiisobu porodu. Napiiklad
jednici, ktefi jsou narozeni vaginaln¢ ziskavaji bakterie, které kolonizuji vaginu, naopak jedinci
narozeni cisafskym fezem ziskavaji mikroorganismy spojené s kuzi (Byrd et al., 2018).
Zmeéna nastava zejména v obdobi puberty, kde pievazuji rody Corynebacterium, Cutibacterium
a fungalni Malassezia spp a naopak dochazi ke snizeni vyskytu rodu Firmicutes, véetné druhd
Staphylococcus a Streptococcus. Toto mikrobialni slozeni zdstava nadale i v dospélosti
neménné, a to i navzdory neustdlého plsobeni zivotniho prostfedi na pokozku. Diky tomu

je znamo, ze mezi komenzalnimi mikroby a mezi mikroby a hostitelem existuji neustalé
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vzajemné prospésné interakce (Chen et al., 2018). Nicméné i zde dochazi k poruSeni
homeostaze mezi mikrobiomem a hostitelem, coz mtize vést k riznym koznim onemocnénim

jako je akné, atopicka dermatitida, psoriaza, rosacea i seboroicka dermatitida (Schommer,

Gallo, 2013).

1.1.3 Mikrobiom dutiny ustni

Mikrobiom ustni dutiny byl poprvé rozpoznam holandskym védcem Antonym
van Leeuwenhoekem a to jiz v roce 1676 za pomoci mikroskopu jeho vlastni vyroby. Dalsim
dalezitym meznikem byl rok 1924, kdy byl poprvé izolovan Streptococcus mutans ze zdravé
ustni dutiny védcem J. Killianem Clarkem. Mista, ktera jsou bakteriemi v Gstni dutiné
kolonizovana zahrnuji tvrdé a mékké patro, sub/supragingivalni zubni plak, zuby, rty, tvafe

a kréni mandle (Verma et al., 2018)

Mikrobiom tustni dutiny hraje zasadni roli pfi udrzovani normalniho fyziologického
prostiedi v astech. Pravé pii dysbidze dochazi k naruseni obrannych mechanismu hostitele,
které mohou mit za nasledek chronické periodontalni onemocnéni az ztratu zubu. Dale nékteré
chronické bakterialni infekce mohou byt také promotory piipadné i samotné pti¢iny rakoviny
ust. Do dnesnich dnil je odhadovano, Ze Ustni dutinu tvofi vice nez 700 mikrobialnich druhii
vcetné komenzalnich a oportunistickych bakterii, hub ¢i virG. Tyto mikroorganismy Ziji
mezi sebou a také hostitelskym imunitnim systémem v symbidze (Gholizadeh et al., 2016).
Na zakladé riznych analyz védci odhaduji dominanci téchto druht Firmicutes (36,7 %),
Bacteroidetes (17,7 %), Proteobacteria (17,1 %), Actinobacteria (11,6 %),
Spirochaetes (7,9 %) a Fusobacteria (5,2 %). Dale je zde pfitomno vice nez 100 druhti hub,

kde nejcastéji k tvorbé biofilmi prispivaji Candida spp (Verma et al., 2018).

Oralni mikrobiom se jako ostatni téZ béhem Zivota méni, a to jiz od pocatecni kolonizace
pii porodu az po stafi (Krishnan et al., 2017). Tyto prvotni bakterie novorozenci ziskavaji
z porodniho kanalu, pozdé&ji z matefského mléka a Gist matky, jedna se predevsim o laktobacily,
bifidobakterie a streptokoky. Tyto bakterie jsou povzbuzovany k rastu slozkami, které jsou
obsahlé v matetském mléce. A praveé diky tomu, jak je novorozenec stravovan, bud’ to kojenim,
nebo kojeneckymi piipravky, ma svij vliv na vyvoj mikrobiomu (Kilian, 2018). Metabolismus

a rast téchto prvotnich bakterii maji za nésledek zmény lokalnich enviromentalnich podminek
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jako je redoxni potencial, pH, koagregace a dostupnost zivin, tyto zmény umoziuji kolonizaci

dal$ich a vice naro¢nych bakterii (Krishnan et al., 2017).

1.2 Testované mikroorganismy

1.2.1 Bakterie
1.2.1.1 Escherichia coli (E. coli)

E. coli se fadi do bakterialni rodiny Enterobacteriaceae. Jedna se o gramnegativni
koliformni bakterii, jez ma fakultativné anaerobni povahu. V mikroskopu ji pozorujeme
pod ty¢inkovitym tvarem, bud’to jednotlivé, ve dvojici nebo také v kratkych fetizcich,
dale netvofi spory a pomoci bi¢iki je schopna pohybu. Vétsina kment E. coli osidluje Gl trakt
lidi a teplokrevnych zvifat, kde bud’ prospiva, tim Ze brani kolonizaci patogennich bakterii,
nebo je sama zodpovédna za rozvoj riznych onemocnénich (Sharma et al., 2016). E. coli maji
specializované virulentni faktory jako jsou adheziny, toxiny, systémy pro ziskavani Zeleza,
polysacharidova pouzdra a invaziny, které nejsou piitomné v komenzalnich ¢i u stéevnich

patogennich kment (Vila et al., 2016).

Poprvé byla tato bakterie objevend némeckym pediatrem Theodorem Escherichem
ve stolici ditéte trpicim prijmem, a to jiz v roce 1885. Pozdéji v roce 1893 dansky veterinaf
usuzoval, ze druh E. coli zahrnuje vice kmend, z nichz nékteré jsou patogenni a jiné zase ne.
Toto tvrzeni se pozdé&ji potvrdilo a E. coli se nyni klasifikuje na nékolik patogennich kment,

které zpusobuji rizné stievni, mocové nebo jiné vnitini infekce (Mainil, 2013).

Pro rozliSovani riznych kmeni E. coli se pouziva sérotypizace podle Kauffmannova
schématu, tj. identifikace somatickych (O antigent), kapsularnich (K antigeni) a bicikovych
(H antigenti) povrchovych antigenli. Pro tuto identifikaci bylo navrzeno vice nez 180
O antigenil, 60 H antigenii a 80 K antigenti. Kazdy O antigen definuje séroskupinu, a specifické
kombinace O a H antigent definuje sérotyp izolatu. Pravé jeden patotyp mize zahrnovat
nékolik séroskupin a téz jedna séroskupina muze patfit k nékolika patotyptim, ba dokonce

I K nepatogenni E. coli (Stenutz et al., 2006).

E. coli je jeden z nejvice rozmanitych bakterialnich druhd, ktery mtizeme rozdélit na tii
hlavni podmnoZiny. Jako prvni to jsou komenzalni kmeny, které¢ neskodné kolonizuji tlusté

sttevo zdravého jedince. Nicméné pii pfemnoZeni mohou i tyto kmeny zplisobovat onemocnéni
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zazivaciho traktu. Druhou podmnozinu tvoii diarhogenni kmeny, jez zptsobuji prijmové
syndromy. Tyto syndromy se od sebe lisi klinicky, ale také patogenezi podle charakteristickych
virulentnich vlastnosti jednotlivych kment. Tuto podmnoZinu tedy muizeme dale rozdélit
na dalsi subpatotypy, mezi které patii napiiklad: Enterohemoragické E. coli (EHEC),
enterotoxigenni E. coli (ETEC), enteropatogenni E. coli (EPEC), enteroagregativni E. coli
(EAEC) a enteroinvazivni E. coli (EIEC). Posledni podmnozinu tvofi extraintestinalni
patogenni E. coli (EXPEC), ty jako komenzalni bakterie miizeme Casto nalézt v tlustém stieve.
Nicméné tyto kmeny maji jedinec¢nou schopnost pieziti i na sterilnich mistech mimo zaZivaci
trakt a tam zptisobovat onemocnéni, jedna se predevsim o uropatogenni E. coli (UPEC) (Vila
et al., 2016). Dale jsou EXPEC ¢asto spojovany s nozokomialnimi a komunitnimi infekcemi

(Allocati et al., 2013)

E. coli je téz pritomna v seznamu Centers for Disease Control and Prevention (CDC)
biologickych ptivodcii, kteti mohou byt vyuzity jako biologicka zbran, a diky tomu se mtizou
stat hrozbou pro vefejné zdravi a bezpecnost. CDC Kklasifikuje tyto agens do 3 kategorii.
V kategorii A jsou uvedeny agens, které lze velmi snadno Sifit (napf. z clovéka
na ¢lovéka) ato ma za nasledek vysokou umrtnost. V kategorii B, kam patii i E. coli,
jsou patogeny, které se dobie §ifi, a to ma za nasledek mirnou miru morbidity a nizkou
umrtnost. Do posledni kategorie C se fadi nové se objevujici patogeny s potencionalné vysokou

morbiditou a mortalitou, které 1ze snadno rozsitit (Allocati et al., 2013).

Obrdazek 2: Escherichia coli CCM 8874 a CCM 5172 na TSA
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1.2.1.1.1 Enterohemoragické E. coli (EHEC)

Do EHEC tadime E. coli, které nesou Stx gen (Stx1 a Stx2) k produkci Shiga toxin,
tyto bakterie jsou definovany jako Shiga-like toxigenni E. coli (STEC), nebo jsou téZ znamé
jako verotoxigenni E. coli (VTEC) (Yang et al., 2017). Piezivani a virulence EHEC v Gl
traktu, stejné jako interakce stfevniho epitelu, jsou klicovymi znaky bakterialni patogeneze,
ale zustavaji z velké ¢asti neznamé. Nicméné je dobie zdokumentovano, Ze né&kolik
patogennich mikroorganismut pouziva M-buiiky a Peyerovy platy k napadeni hostitelské stfevni

sliznice (Cordonnier et al., 2017).

Kptenosu STEC dochazi predevSim kontaminovanou potravou a vodou
nebo pii kontaktu s infikovanymi zvifaty. Je mozny i ptenos z ¢lovéka na ¢loveka, a to blizkym
kontaktem, naptiklad v rodiné ¢i ve Skolach. K vyvolani infekce u clovéka je potfebny nizky
pocet STEC, staci i mén¢ nez 1000 bakterii. Mezi piiznaky se fadi vodnaty prijem, horecka,
ktece v biise, zvraceni, homeragicka kolitida, ve vaznéjsich ptipadech i hemolyticky uremicky
syndrom ¢i smrt. Lécba probiha rehydrataci organismu, ale mohou byt také pouzity antibiotické

ptipravky (Yang et al., 2017).

1.2.1.1.2 Enterotoxigenni E. coli (ETEC)

je také spojovana s vysokou umrtnosti déti do 5 let a je velmi Castou pti¢inou prijmi u turistd,
ktefi cestovali do Afriky, Asie nebo Latinské Ameriky (Mirhoseini et al., 2018). ETEC
produkuji dva typy virulen¢nich faktorti. Prvnim jsou adheziny, které podporuji vazbu
a kolonizaci sttevniho epitelu a druhym je produkce enterotoxini. Je rozpoznan tepeln¢ stabilni

enterotoxin (ST) a tepelné labilni enterotoxin (LT), ktery je podobny cholera toxinu (Dubreuil,
2017).

K ptenosu infekce ETEC dochazi opé&t kontaminovanou potravou ¢i vodou,
ale nedochazi k ptenosu z ¢lovéka na ¢lovéka. Infekéni davka pro dospélé se odhaduje na 108
mikroorganismil, nicmén¢ pro stars$i osoby a déti staci jesté nizsi pocet. Mezi typické klinické
pfiznaky patii vodnaty priijmy, bolesti bficha, nevolnosti, zvraceni a horecky. Tyto ptiznaky
trvaji po dobu 3 az 5 dnti a 1écba je opét rehydrataci organismu nebo antibiotiky (Yang et al.,
2017).
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1.2.1.1.3 Enteropatogenni E. coli (EPEC)

EPEC byl viibec prvni popsany typ E. coli. Jeho prvotni vyskyt byl v roce 1945 ve Velké
Britanii a nalézal se u kojenci trpicim priijmem. Nyni je EPEC vysoce rozsifeny v komunitnim
prostiedi, naptiklad ve Skolach ¢i nemocnicich, a je také hlavni pfi¢inou pfetrvavajiciho prajmu.
Touto bakterii se mohou nakazit lidé, ale i zvifata. Typickymi pfiznaky jsou vodnaty prijem,
bolesti bficha, nevolnost, zvraceni a horecka. Stejn¢ jako u ETEC je zde infekéni davka
pro zdravé osoby odhadnuta na 108 mikroorganismd. I tady 1é¢ba probiha pomoci zavodnéni

organismu a pii dlouhodobé¢ infekci se doporucuji antibiotika (YYang et al., 2017).

EPEC se déli do dvou skupin — typické EPEC a atypické EPEC. V minulosti byla
diagnostika EPEC zalozena pouze na identifikaci sérotypu O:H, nyni se ale také zvazuji
fenotypy a genotypy EPEC. Dale je EPEC dobie rozpoznatelna histopatologicky diky tomu,
ze je schopna vytvaiet A/E 1éze na povrchu stfevnich epitelialnich bun¢k (Yang et al., 2017).

1.2.1.1.4 Enteroagregativni E. coli (EAEC)

EAEC byva spojovan s chronickym prijmovym onemocnénim pievazné V rozvojovych
zemich, ale také se nachazi i u imunokompromitovanych osob, naptiklad osoby nakazené HIV.
Poprvé byl tento typ definovan v roce 1987, jako typ, ktery je schopen pfilnout k HEp-2
bunikam (Stenutz et al., 2006).

Napadnuti organismu EAEC lze shrnout do tfi krokti. Prvnim krokem je pfilnuti
K povrchu stievni sliznice pomoci fimbrii agregativni adherence. Nasledné na tomto povrchu
dochdzi k vytvafeni biofilmu, o ktery se postaral hlen. A v neposledni fadé EAEC uvoliluje

toxiny, ktery maji za nasledek zanét, stfevni sekreci a mukozni toxicitu (Yang et al., 2017).

Mezi typické ptiznaky infekce vyvolané EAEC fadime vodnaty prijem, ve kterém
se nachdzi hlen, dale je infekce doprovdzend horeckou, zvracenim a bfiSnimi bolestmi.
Jako ptechozi typy, i tento je 1éCen rehydrataci organismu a antibiotickou podporou,

nicméné se odolnost EAEC proti antibiotikiim celosvétoveé zvySuje (Yang et al., 2017).

1.2.1.1.5 Enteroinvazivni E. coli (EIEC)
EIEC je ptivodcem bacilarni uplavice u lidi pfevazné v rozvojovych zemich. Tento typ

je velmi uzce spjaty s kmenem Shigella spp. a vsoucasné dobé se predpoklada,
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ze se Shigella vyvinula pravé z EIEC (Yang et al., 2017). Tyto dva druhy bakterii maji velmi
podobné biochemické, genetické a patogenni vlastnosti, tento fakt mize tedy zkomplikovat
jejich spravnou identifikaci. Jimi zptisobena priijmova onemocnéni pracuji na bazi napadeni
a proniknuti bakterii do enterocytu tlustého stfeva, coz ma za nasledek jejich destrukci (Gomes
etal., 2016).

Bakterie potfebné k vyvolani infekce EIEC u zdravého ¢lovéka je zhruba 108-10%°,
coz je oproti vysoce virulentni Shigella, ktera vyvolava onemocnéni jiz pii mnozstvi 10 az 100
agens velmi razantni rozdil. Symptomy obou druhit mohou sahat od mirného vodnatého prijmu
az po tézkou bacilarni uplavici, kterd je charakterizovana kieci v bfiSe, horeCkami, zimnici
a nalezem krve a hlenu ve stolici. Mohou nastat i zavazné Zivot ohrozujici komplikace jako jsou
megakolon, perforace stiev, peritonitida, pneumonie ¢i hemolyticky uremicky syndrom (Yang
etal., 2017).

1.2.1.1.6 Extraintestinalni patogenni E. coli (EXPEC),

Typ EXPEC zptisobuje onemocnéni mimo GI trakt. Nejvice se vyskytuji v mocovém
traktu, ale mize infikovat jakékoliv extraintestinalni misto napiiklad v centralnim nervovém
odlisujicimi znaky ExPEC od komenzalnich a enterickych E. coli jsou faktory virulence,
jez jsou schopné umoznit jejich uspéSnou kolonizaci. Infekce, které zptsobuje ExPEC jsou
zaznamenany u vSech vékovych kategorii lidi, ale 1 zvifat. U novorozenct je tento typ hlavni
pfi¢inou meningitidy, vznikajici neurologické 1éze vedou ke smrti 20 az 40 % infikovanych
novorozencti. Dale u dospélych jsou EXPEC nejcastéjsi pfi¢inou infekci mocovych cest.

Dusledkem téchto infekei na kterémkoliv misté vznika bakteriémie (Wasinski, 2019)

1.2.1.2 Enterococcus hirae (E. hirae)

Enterokoky spadaji mezi grampozitivni bakterie, jejich vyskyt je vSudyptitomny,
nachazeji se vpudé, povrchovych ¢i moiskych vodach, dale jsou ptfitomné také
ve fermentovanych potravindiskych vyrobcich, a pfedevs§im jsou soucésti stfevni mikrobioty
a mohou byt ptivodci nékterych lidskych chorob. Pii pozorovani mikroskopem se ndm tvarové
jevi jako vajickovité bakterie, které se vyskytuji jednotlive, ve dvojici, v fetézci nebo jako vice
pocetna skupina. Jsou to chemoorganotrofni fakultativné anaerobni bakterie, které netvoii

spory (Garcia-Solache, Rice, 2019)
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E. hirae se spolu s E. durans a E mundtii fadi do skupiny enterokoku - E. faecium
(Garcia-Solache, Rice, 2019). E. hirae je u lidi zfidka identifikovan, proto jsou udaje
0 prevalenci omezené, nicméné se odhaduje, Ze E. hirae mize ptedstavovat 0,4 — 3,03 % vSech
enterokokovych infekei, ale kvuli jeho vzacnosti mohou byt nedostate¢né diagnostikovany
(Pinkes et al., 2019). Mezi infekce zpusobené timto mikroorganismem muzeme zahrnout

endokarditidu, akutni pankreatitidu, pyelonefritidu a septicky Sok (Lodovico et al., 2017).

Obrazek 3: Kolonie Enterococcus hirae na KA (Oh et al., 2019)

1.2.1.3 Listeria monocytogenes (L. monocytogenes)

L. monocytogenes je vsudyptitomna grampozitivni fakultativné anaerobni intracelularni
bakterie, ty¢inkovitého tvaru se zaoblenymi konci. Netvofi spory a je schopna pohybu pomoci
1 az 4 bicikl. Poprvé byla popsana roku 1926 béhem vypuknuti epidemie, kterd postihovala
kraliky a morcata. Nicméné v 70. letech minulého stoleti byla L. monocytogenes uznana
jako etiologicky ptvodce lidské choroby a v dalsi dekadé byla identifikovana jako potravou

prenaseny patogen (Radoshevich, Cossart, 2018).

L. monocytogenes jakozto intracelularni patogenni bakterie musi pii infekci
hostitelského organismu pronikat nejen stievnimi bunikami, ale také bunkami sleziny, jater,
mozku, srdce ¢&i placenty (Chlebicz, Slizewska, 2018). L. monocytogenes je schopna sama sebe
internalizovat pomoci nefagocytarnich bunék, coz ji umoziuje pirekonat dulezité
patofyziologické bariéry, dokaze ptezit a nasledné proliferovat uvniti hostitelskych imunitnich
fagocytarnich bunék. Pro jeSté lepSi infikovani bun€k vyuziva L. monocytogenes velké

mnozstvi faktoru virulence, které ptsobi v jednom nebo ve vice krocich cyklu bunééné infekce.

29



Vétsina téchto faktord obsahuje proteiny, které se nalézaji na povrchu bakterialnich bunék.
Takto umisténé proteiny jsou poté schopny piimo interagovat s hostitelskymi bunikami
a tim docilit vyvolani ucinkd, které jsou nevyhnutelné k propuknuti infekce (Carvalho et al.,

2014).

Listeria monocytogenes -
Kontaminovana potrava

Jatra Mozek

E l Lymfaticka

v.u

Krevni fecisté
-~

Krevni cévy

Slezina

Obrdzek 4:Schéma infekce Listeria monocytogenes (Radoshevich, Cossart, 2018)

1.2.1.3.1 Listerioza

L. monocytogenes je nositelem oportunniho a invazivniho onemocnéni listeridza.
Onemocnéni se vyskytuje predevsim u imunokompromitovanych osob, jako jsou HIV pacienti,
starSi osoby, kojenci nebo téhotné Zeny. Je spojena s vaznéj$imi klinickymi ptiznaky véetné
septikémie, encefalitidy, meningitidami, bakteriémiemi u téchto oslabenych jedincii

a spontannimi potraty t€hotnych zen (Nyarko, Donnelly, 2015).

Listeridza je ptenasend predevsim konzumaci kontaminovanych potravin, jako je maso
(klobésy, pastiky, Sunky, salamy a kufe), zelenina, motské plody (uzené ryby nebo musle),
nepasterizované mléko, zmrzlinou ¢i syry. Jeji schopnost preziti a ristu v drsnych podminkach,
jako je siroké pH rozmezi, vysoké koncentrace soli ¢i nizké teploty mezi -2 az -42 °C, z ni ¢ini
velky problém v potravinaitském prumyslu. Nicméné az 10 % populace jsou fekalnimi nosici

této bakterie (Hernandez-Milian, Payeras-Cifre, 2014).
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Inkubaéni doba listeridzy je proménliva a dlouha, pohybuje se od 1 az do 70 dni.
Dle riznych provedenych klinickych studii bylo zjisténo, Ze napiiklad piipady souvisejici
s t¢hotenstvim maji delsi inkubacni dobu (median 27,5 dne, v rozmezi od 17 do 67 dni) oproti
pfipadim centralniho nervového systému (zde byl median 9 dni, v rozmezi od 1 do 14 dnil)
nebo bakteriémiemi (median 48 h, v rozmezi 1 az 12 dni) (Hernandez-Milian, Payeras-Cifre,
2014). Infekéni davka neni definovana, protoze je zavisla na citlivosti hostitelského organismu
a virulenci konkrétniho kmene. P¥esto bylo dohodnuto, e k vyvolani infekce staéi 10® CFU/g

(Chlebicz, Slizewska, 2018).

U zdravych jedinctii probihd infekce L. monocytogenes bez symptomil, nebo muze
vyvolavat bolesti kloubli, hlavy a Zzaludku, priijmy, nevolnosti, nechutenstvi a uUnavu.
Tyto symptomy vétsinou do 3 dnti odezni. U téhotnych Zen muize byt infekce az fatalni pro plod.
U novorozencli mize dochazet k sepsi, pneumonii ¢i meningitidé. Listerioza nepatii mezi
béznd onemocnéni, ale vétSina pripadd je spojena s nutnou hospitalizaci. Dale je
toto onemocnéni spojeno s vysokou umrtnosti a pohybuje se od 20 do 30 %, avsak u pacientl
Vv rizikové skupiné je tato hodnota az 75 % (Chlebicz, Slizewska, 2018). Lécba je
prostiednictvim antibiotik, u bakteriémie je dulezité s ni co nejrychleji zacit vzhledem
k zavaznosti onemocnéni. Prvni volbou jsou [B-laktamova antibiotika, obvykle se jedna

0 ampicilin. Obvykla doba 1é¢by jsou asi dva tydny (Hernandez-Milian, Payeras-Cifre, 2014).

1.2.1.4 Proteus spp.

Proteus spp. se fadi do gramnegativnich bakterii pattici do ¢eledi Enterobacteriaceae.
Jedna se o fakultativné anaerobni, heterotrofni a proteolytické ty€inky, které jsou lidskymi
oportunnimi patogeny. Poprvé byly pospany Vv roce 1885 némeckym mikrobiologem Gustavem
Hauserem, jednalo se o dva druhy tohoto rodu - P. mirabillis (typicky plazivy rust) a P. vulgaris.
Nejcastéji jsou rozpoznany jako pticiny infekci mocovych cest, ale také se vyskytuji jako bézné
komenzaly stfevniho mikrobiomu, nicméné jejich hojnost je velmi nizka, odhaduje se, ze tvoii

méné nez 0,05 % mikrobialni komunity (Hamilton et al., 2018).

Druhy Proteus maji mnoho virulentnich faktort, které jsou vyznamné pro GI
patogenitu. Jedna se o pohyblivost, schopnost adherence, produkce ureazy, hemolyzinli a IgA
protedz a v neposledni fad¢ schopnost ziskat rezistence na antibiotika. Gl stavy spojené s t€émito

druhy zahrnuji gastroenteritidu (jak spontanni, tak i potravinovou), nozokomidlni infekce
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a apendicitidou. V poslednich letech je velice spojovan s Crohnovou chorobou jako

potencionalni patogen po stievni resekci (Hamilton et al., 2018).

1.2.1.5 Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa)

P. aeruginosa je gramnegativni bakterii a patii do ¢eledi Pseudomonadaceae. Netvofi
spory a je striktné aerobni. Mé tyc¢inkovity tvar, ddle je pohybliva a miZeme ji pozorovat
na riznych biotickych a abiotickych mistech. Poprvé byla popsana v roce 1862 Lukem,
ktery pozoroval tyCinkovité Castice v modrozeleném hnisu z lidské infekce. Nyni je znamo,
7e toto zbarveni je zptisobené pigmentovym pyocyaninem produkovanym pravé P. aeruginosa

(Al-Wrafy et al., 2017).

TYPY PIGMENTU
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Obrazek 5: Relativni Cetnost typui pigmentii produkovanych kmeny P. aeruginosa (Rodulfo et al.,
2019)
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P. aeruginosa vlastni jediny polarni bi¢ik, ktery ma dalezitou roli v pohyblivosti,
je nezbytnou soucasti chemotaxe, vyvolava zanét a mize zprostfedkovat poc¢atecni povrchové
interakce s asialylovanym glykolipidem. Dale se u této bakterie vyskytuji pilusy IV typu,
které slouZi k pfilnuti na buné¢né membrany a jiné povrchy (Al-Wrafy et al., 2017). Mimo tyto
zminéné virulentni faktory mize P. aeruginosa vyuzivat k poskozovani epitelovych bunék jesté
enzymy (proteazy a elastazy), rizné toxiny (exotoxin A a exotoxin S), adheziny a systémy

pro sekreci proteint (Markou, Apidianakis, 2014)

P. aeruginosa si postupem ¢asu vyvinula i¢innou antimikrobialni rezistenci, coz zt€zuje
1é¢bu, a také omezuje veskeré terapeutické moznosti. Jeji rezistenci mizeme rozdélit do tii
skupin — vnitini rezistenci, ziskanou rezistenci a adaptivni rezistenci. Pokud se bude objevovat
zaroven, jak vnitini rezistence, tak i ziskana rezistence, pak je velmi obtizné vylécit jakoukoliv
nadchazejici infekci. Nékteré kmeny jsou rezistentni na vétSinu dostupnych antimikrobialnich
latek od karbapeneml az po tieti generaci cefalosporind, které se vyuzivaji k 1écbe

multirezistentnich bakterii. (Azam, Khan, 2019)

P. aeruginosa je pievladajici oportunisticky patogen v nemocni¢nim prostiedi
a je hlavni pfic¢inou akutnich nozokomialnich infekci zejména pneumonii, kterd ma Gtmrtnost
v rozmezi 0d 13 az do 50 %. V plicich tato bakterie narusuje homeostazi hornich a dolnich cest
dychacich, a to poSkozovanim plicniho epitele a vyhybanim se vrozené a adaptivni imunité
hostitele (Curran et al., 2018). Mezi dalsi nemocni¢ni infekce mizeme zafadit infekce krevniho
reCi$t€¢ nebo mocovych cest. Mimo jiné tato bakterie vyvolava také infekce kiize a mekkych
tkani, ulcerdzni keratitidu a otitis externa. Infekce mohou byt spojené i s vysokou mirou
morbidity a mortality u imunkompromitovanych jedincl trpicich naptiklad neutropénii
spojenou s chemoterapii, cystickou fibrozou nebo u pacientd s t€Zkymi popaleninami (Markou,

Apidianakis, 2014)

1.2.1.6 Salmonella enterica (S. enterica)

Rod Salmonella spada mezi gramnegativni fakultativné anaerobni bakterie ze skupiny
Enterobacteriaceae. Jedna se o tyCinku, ktera netvoii spory a je schopna pohybu pomoci
peritrichalniho bi¢iku. Poprvé byla tato bakterie objevena v roce 1885 veterinafem Salmonem
a jeho asistentem Smithem a stala se spolu s E. coli z jednou nejstudovanéjsi bakterii. Tento rod
se dale déli do dvou druhi, jsou jimi S. enterica a S. bongori, ty tvofi dohromady 2579 raznych
sérotypu. S. enterica je dale délend do 6 poddruhi, nejrozsifenéjSim poddruhem je
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S. enterica subsp. enterica, ktera zahrnuje vice nez 1500 sérotypt. Nejvyznamnéjsimi ¢leny
této skupiny jsou S. Typhimurium a S. Enteritidis, ktefi jsou nejvice zodpoveédni za propuknuti
infekce u lidi (Lamas et al., 2018). Na nasledujicim obrazku lze vidét rozdéleni kmene

Salmonella na jeho druhy a podruhy a dale jsou zde znazornény jen nejbéznéjsi sérovary.

Salmonellae

S. enterica S. enterica S. enterica S. enterica S. enterica S. enterica
subsp. subsp. subsp. subsp. subsp. subsp.
enterica salamae arizonae diarizonae houtenae indica

l \

S. enterica S. enterica S. enterica S. enterica
subsp. subsp. subsp. subsp.
enterica enterica enterica enterica
ser. ser. ser. ser.

Typhi Paratyphi Enteriditis Newport

\ J
Y \ Y }

Typhoidal serovars Non-typhoidal serovars

Obrazek 6: Rozdeéleni kmene Salmonella (Deker, Frank, 2015)

Salmonella spp. jsou velmi odolné bakterie, dokazou rust pii teplotach mezi 8 a 45 °C,
nicméné nékteré kmeny jsou schopné ristu pii vySSich teplotach (54 °C), ale dokonce
I pfi nizSich (2-4 °C). Dale jsou schopné rustu v prostiedi pH mezi 4 a 9,5 nebo za podminek
nizké aktivity vody (0,94). Virulence je spojovdna jak s chromozoméalnimi,
ale i s plazmidovymi geny. V ostrovech patogenity jsou ulozené virulentni geny, vice nez 60
kédovanych genti je zodpovédnych za specifické interakce s hostitelskym organismem.
Mezi dalsi faktory virulence mizeme zahrnout napiiklad tvorbu toxini (enterotoxin

a cytotoxiny) (Chlebicz, Slizewska, 2018).

Onemocnéni vyvolané patogennimi bakteriemi u ¢lovéka mizeme klasifikovat do tii
typil, a to na neinvazivni a netyfoidni, invazivni a netyfoidni a na bfiSni tyfus zplsobeny
sérotypem S. typhi nebo paratyfus zpusobeny sérotypem S. paratyphi A, B a C (Chlebicz,
Slizewska, 2018).
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1.2.1.6.1 Neinvazivni, netyfoifni salmonel6za

Do této skupiny se fadi vesSkerd onemocnéni u clovéka, ktera byla vyvolana
netyfoidnimi sérotypy Salmonella. Salmoneléza se projevuje akutni enterokolitidou,
ktera miize byt doprovazend zanétlivymi prijmy. K infekci nejcastéji dochazi pti poziti vice
nez 50 000 bakterii v kontaminované potravé ¢i vodé. Inkubacni doba je zpravidla od 6 do 72
hodin. Mezi typické ptiznaky, které se objevuji jsou bolesti bficha, prijmy, které mohou mit
piimés krve, dale jedinec muze trpét nevolnosti ¢i zvracenim. Obvykle tato gastroenteritida
vymizi béhem 5 az 7 dni bez nutnosti 1é€by. Nicméné pii zavaznych piipadech je nutné oralni

¢i intravenozni rehydratace (Kurtz et al., 2017)

1.2.1.6.2 Invazivni, tyfoidni salmoneléza

Tento typ se vyvinul v subsaharské Africe a ma jedine¢nou patogenezi. K dnesnim
dntim jsou tyto kmeny nejéastéjSimi ptivodci bakteridlnich infekci krevniho fecisté izolované
od dospélych i déti pravé v této oblasti. Obvykle se tento typ projevuje jako febrilni systémové
onemocnéni, které neni ¢asto doprovéazeno prijmy. Casty je vyskyt onemocnéni dolnich cest
dychacich. Jeho diagnostika je bez mikrobiologickych testi naro¢nd, protoze velmi casto
dochazi k piekryvu dal§imi bakterialnimi ¢i parazitarnimi infekcemi, naptiklad pneumonii
¢1 malarii. Lécba je prostfednictvim antibiotik, nicméné i tak zistava velmi vysoka mortalita,
ktera ¢ini od 22 do 47 %. Hlavnim rizikovym faktorem pro toto onemocnéni je infekce HIV

(Kurtz et al., 2017).

1.2.1.6.3 B¥isni tyfus

Toto onemocnéni je zptisobeno sérotypy S. typhi. Bakterie se pfenasi kontaminovanou
vodou a potravou. Dale je ptenos ovlivnén pfelidnénymi oblastmi, kde se nachazi velmi Spatné
hygienické podminky. Tyto oblasti jsou predevS§im Afrika, jithovychodni a stfedni Asie.
Piedpoklada se, ze se ro¢né nakazi az 21 miliont lidi a ztoho az 200 000 je fatalnich.
Jako typické projevy onemocnéni se vyznacuji bolesti hlavy, Zaludku, horecky, prujem
¢1 zacpa, dale dochazi ke ztrat€ chuti k jidla. Mimo jiné se mohou objevit 1 jiné pfiznaky,
respiracni problémy, smrtelné neurologické zmény, perforace stteva ¢i poskozeni jater a sleziny

(Chlebicz, Slizewska, 2018).
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1.2.1.7 Staphylococcus aureus (S. aureus)

S. aureus patii mezi grampozitivni komenzalni bakterie a jedné se predev§im o hlavni
lidsky patogen, ktery zptisobuje Sirokou $kalu klinickych infekci (Tam, Torres, 2019). Pozname
ho podle jeho sférického tvaru, ktery roste ve shlucich pfipominajici hrozny (Umerska et al.,
2017). Az u 30 % lidské populace dochazi k asymptomatické kolonizaci kize, sliznice
a nosnich dutin. Nicméné onemocnéni zpisobené touto bakterii se pohybuji od mirnych infekei
ktize a mékkych tkani az po invazivni infekce, jako jsou sepse nebo pneumonie (Tam, Torres,
2019). Kizolaci poprvé doslo vroce 1880 z hnisu chirurgické rany skotskym chirurgem
Alexandrem Ogstonem (Thomer et al., 2016) a posléze v roce 1884 doslo k odliseni dvou rodu
na zéklad¢ pigmentace jejich kolonii, a to némeckym chirurgem Antonem Rosenbachem.
Jednalo se o zluté kolonie S. aureus a bilé kolonie S. albus, ktery je v soucasnosti znam pod

jménem S. epidermidis (Oliveira et al., 2018).

Vsestrannost S. aureus prezit imunitni hostitelskou odpovéd” a vyvolat u ného
onemocnéni zalezi predev§im na jeho faktorech virulence. Patogeneze S. aureus spociva
na produkci povrchovych proteind, které umoznuji adhezi bakterii v hostitelskych tkanich,
sekreci celé fady extracelularnich toxinli ¢i enzymi, jenz ni¢i hostitelské tkan¢ a bunky.
Dale zavisi na vyhybani se ¢i znemoznéni imunitni obrany hostitele a na ristu s naslednym
Sifenim bakterii v hostitelskych bunikach (Kong et al., 2016). Nejdulezit&jsi roli hraji tedy
toxiny, ty muzeme rozdélit do tii hlavnich skupin, a to na exofoliativni toxiny, superantigeny
a na toxiny vytvarejici pory. Posledni skupinu mizeme jesté dale délit na 4 typy, hemolysin-a,
hemolysin-f, leukotoxiny a moduliny rozpustné ve fenolu (PSMs). Diky své virulenci se toxiny
podileji na fadé onemocnéni jako je syndrom toxického Soku, stafylokokovy syndrom opatrené

kize, nekrotizujici pneumonie nebo na koznich infekci (Oliveira et al., 2018).

S. aureus je druhem, ktery je pfirozen¢ nachylny k antibiotikiim, nicméné v prubéhu let
se stal rezistentni prakticky vici kazdému antibiotiku (Monaco et al., 2016). Vznik antibiotické
rezistence 1ze zndzornit prostiednictvim vin. K prvni viné doslo v poloviné 40. let minulého
stoleti, kde vzrostly nozokomiélni infekce, které byly rezistentni na penicilin a na pocatku 50.
a 60. let se staly pandemii (Chambers, DeLeo, 2009). Druha vina zacala na pocatku 60. let,
kdy kratce po zavedeni methicillinu byl identifikovan prvni MRSA (methicillin-rezistentni
S. aureus) v Londynské nemocnici. Rezistence byla zptisobena ziskanim nového gen mecA,
ktery klonuje protein vazajici penicilin a ¢ini kmen rezistentni vic¢i vSem B-laktamovym

antibiotikiim, v¢etné antistafylokokovym penicilinim, cefalosporinti a karbapenemu (Monaco
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et al., 2016). K dalsim vinam dochazelo v poloving 70. let a 90. let, kde dochazelo k vyskytim
novych kmentit MRSA a v roce 2002 byl poprvé identifikovan kmen vankomycin-rezistentni

S. aureus (VRSA) (Chambers, DeLeo, 2009).

1.2.1.7.1 Infekce krevniho Fecisté

Bakteriémie je pravdépodobné jedna znejvice popisovanym projevem infekce
S. aureus. Incidence ve vyspélych zemich se odhaduje na 10 az 30 ptipadt ze 100 000 ro¢né.
Vyskyt bakteriémie je vysoce spjaty s vékem. Podle dosavadnich studii bylo odhaleno,
ze bakteriémie se nejvice objevuje v prvnim roce zivota a dale dochézi k narustu s postupujicim
vékem. Dalsi rizikovou skupinou jsou lidé infikovani HIV nebo drogové zéavisli. BéZnymi
primédrnimi zdroji infekce jsou vaskularni katétry a s nimi souvisejici infekce klize a mékkych
tkani, pleuropulmonalni a osteoartikularni infekce ¢i infekéni endokardititda (Tong et al.,

2015).

1.2.1.7.2 Infekce kiiZe a mékkych tkani

Pti poruse kozni bariéry nasledkem traumatu nebo po chirurgickém zakroku umoznuje
vstup S. aureus do podkoznich tkdni. Mimo jiné k infekci miize dojit i na mistech bez zjevného
poruseni, naptiklad u vlasovych folikulil (folikulitida), bul6zni nebo povrchni 1éze (impetigo)
nebo jako hluboké a splynulé abscesy (furunkl a karbunkl). Souhrnné tyto infekce nazyvame
jako infekce kiize a meékkych tkani, které se projevuji hnisavymi exsudaty vypusSténé
z hnisavych mist (Thomer et al., 2016). Vyskytujici se infekce mohou byt benigniho charakteru,

ale mohou byt i Zivot ohrozujici (Tong et al., 2015).

1.2.1.7.3 Osteoartikularni infekce

S. aureus je béZznym patogenem u osteoartikularnich infekci. Ty miZeme rozdé€lit na 3
hlavni skupiny, a to na osteomyelitidy, protetické kloubni infekce a kloubni septickou artritidu
(Tong et al., 2015). Osteomyelitida je popisovana jako infekce kosti a dusledkem je hluboka
kostni destrukce, kterou doprovazi ztrata vaskularni architektury kosti, coz ma za nasledek
snizeni dodavek antimikrobidlnich latek do mista infekce. Lécba téchto infekci spociva
Vv podavani antibiotik ve spojeni s chirurgickym zakrokem, ktery se snazi o odstranéni

infikované nebo devitalizované kosti (Brandt et al., 2019).
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1.2.2 Kvasinky a plisné
1.2.2.1 Candida albicans (C. albicans)

C. albicans je nejcastéjsim lidskym fungalnim patogenem zpusobujici onemocnéni
od slizni¢nich az po zivot ohrozujici systémové infekce. Jedna se o oportunisticky patogen
(Tsui et al., 2016), také se ptirozené vyskytuje v lidském mikrobiomu, kde asymptomaticky
kolonizuje GI trakt, reproduk¢ni trakt, Gstni dutinu a kizi vétSiny lidi. U populace se zdravym
imunitnim systémem je casto neSkodny a udrzovany v rovnovaze s ostatni mikrobiotou.
Nicméné pokud nastanou zmény V hostitelské mikrobioté, napiiklad po poziti antibiotik,
nebo v imunité hostitele, tyka se piedev§im imunosupresivnich pacientd nebo jedinci,
ktefi prodé¢lali infekci zpusobenou jinym mikroorganismem, mutze dojit k pfemnozeni

C. albicans, coz vyusti v infekci (Nobile, Johnson, 2015).

C. albicans je schopna infikovat rtizné niché hostitele prostfednictvim jeho Sirokou
Skalou faktort virulence. Jednim z faktorii virulence je jeji pozoruhodna morfologicka pfeména
z kvasinkové formy do formy hyf, tento pfechod se nazyva dimorfismus. Mezi dalsi dulezité
faktory patii exprese adhezinli a invazinli na bunééném povrchu, tvorba biofilmi ¢i sekrece

hydrolytickych enzymu (Mayer et al., 2013).

Tato kvasinka je jedna znejvice identifikovanych mikroorganismi zpusobujici
nozokomialni infekce, je schopna napadnout jakoukoliv ¢ast téla hostitele od hlubokych ran
a organli az po povrchova mista. Dale dok4ze pfilnout na rizné katétry ¢i rizné zavedené
lékatské implantaty, coz z ni €ini, Ze je tietim nejvice izolovanym mikroorganismem z krevniho
feCisté u hospitalizovanych pacientti, u kterych dochazi k umrtnosti az z 50 % (Tsui et al.,

2016).

1.2.2.2 Aspergillus brasiliensis (A. brasiliensis)

A. Brasiliensis spada do Aspergillus sekce Nigri, coz je skupina pfibuznych druht,
které jsou morfologicky velmi podobné A. niger, nicméné k jejich odliseni dochazi na zakladé
citlivosti na rizna antimykotika (Frias-De-Leon et al., 2018). Dle provedené studie,
ktera zkoumala faktory virulence A. brasiliensis (mimo jiné i na A. niger a A. oryzae),
bylo zjisténo, Ze A. brasiliensis je schopen jejich produkce. Jedna se tedy o tvorbu biofilmu,

produkci a-amylazy, proteinazy, pektinazy, fosfolipazy a hemolysini (Raksha et al., 2017).
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Rod Aspergillus zptusobuje u lidi onemocnéni aspergiloza. Toto onemocnéni se mize
projevovat od alergické reakce az po invazivni aspergilozy (IA) (Sugui et al., 2014).
Nejcastéjsim mistem vstupu infekce do téla je prosttednictvim plic, a to az z 90 %. Rozlisujeme
3 typy plicni aspergilézy — bronchoinvazivni, angioinvazivni a nekrotizujici aspergildzu.
Dale dalsi dveé castd lokace vzniku aspergilozy mimo plice jsou paranazdlni dutiny
(sinoorbitalni IA) ¢i CNS (nitrolebni aspergildza). Méné Casto se mlize projevovat i kozni forma

IA. Nicméné muZe byt postizen jakykoliv organ (Bartakova et al., 2007).

Patogenni druhy, které mohou zpisobovat toto onemocnéni u lidi fadime do 5 sekci
Aspergillus — Fumigati, Flavi, Nigri, Terrei a Nidulante. Jejich odliseni mtuzeme vidét

na nasledujicim obrazku ¢. 7 (Sugui et al., 2014).

Aspergillus fumigatus Aspergillus nidulans

Aspergillus flavus Aspergillus niger

Obrazek 7: Patogenni druhy Aspergillus na Czapek-Dox agaru (Sugui et al., 2014)
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1.3 Monolaurin

Monolaurin, téz znamy pod ndzvem glycerol monolaurat, se fadi mezi monoglyceridy.
Jedna se o ptirodni slou¢eninu, ktera se naléza v kokosovém oleji ¢i matefském mléce (Seleem
et al., 2016). Jeho antimikrobialni schopnosti tkvi v potlaceni rdstu a virulenci Cetnych
grampozitivnich a gramnegativnich bakterii, hub a obalenych vird (Zhang et al., 2016).
Dale bylo zjisténo, ze tato slou¢enina je schopna zabijet kultury Bacillus a Clostridium véetné
jejich spor (Schlievert et al., 2018). Z n¢kolika studii také vyplynulo, ze monolaurin potlacuje
zanétlivé procesy, coz naznacuje, ze by tato latka mohla mit i imunomodula¢ni G¢inky. Zejména
byly testované T buiiky, které byly oSetfeny pravé monolaurinem, u nich byla zjisténa snizena
bunécnd proliferace, kdyz byly stimulovany PMA, konkanavalinem A nebo toxickym Sokovym

toxinem-1 (TSST-1) (Zhang et al., 2016).

Monolaurin je zafazen ufadem Pro kontrolu potravin a léciv (FDA) do skupiny
Vseobecné povazovany za bezpecny (GRAS) a je zaclenén do rGznych produkti, jedna se
napiiklad o deodoranty, pletové vody a jinou kosmetiku. Déle je Siroce dostupny
jako homeopaticky dopln¢k a v potravinatstvi se pouziva jako konzervant ¢i emulgator potravin
(Zhang et al.,, 2016). Nicmén¢ nesmi byt piekro¢end denni davka, kterda je maximalné
100 mg/ml na den (Seleem et al., 2016). Jedinou nevyhodou monolaurinu je jeho $patna
rozpustnost ve vodé, coz dale mize zpisobovat problémy s jeho podavanim skrze rizné cesty

(Umerska et al., 2017)

1.3.1 Struktura monolaurinu
Chemické sloZeni tohoto monoesteru zahrnuje dvé vyznamné slozky, a to glycerol
(alkohol, -OH) a kyselinu laurovou (mastna kyselina, -C(=0)-OH). Mezi nimi dochazi k tvorbé

tzv. esterové vazby (R-CO-O-R"). Jeho sumarni vzorec zni C15H3004.

Obrazek 8: 3D konformace monolaurinu, Dostupné z:
https://pubchem.nchi.nlm.nih.gov/compound/glycerol%20monolaurate#section=3D-Conformer
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1.3.2 Syntéza monolaurinu

Syntéza monolaurinu miize byt provedena vice zplisoby. Prvnim zplisobem je
esterifikace, ktera je nejvice pouzivana, dochazi k vytvareni esterové vazby mezi Kyselinou
laurovou a glycerolem za pomoci kyselého katalyzatoru. Druhy zplsob piipravy se provadi
transesterifikaci oleje z palmovych jader nebo z kokosového oleje. Posledni zptisob je pomoci

glycerolyzy methyllauratu za pomoci pouziti zakladniho katalyzatoru (Setianto et al., 2017)
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Glycerol (GL) Glycerol monolaurate (GML)  Glycerol dilaurate (GDL) Glycerol trilaurate
(GTL)

Obrazek 9: Syntéza monolaurinu (Han et al., 2019)

1.3.3 Antibakterialni acinky

Antibakterialni vlastnosti mastnych kyselin a jejich estert jsou uz v poslednich nékolika
desetiletich velmi studovany, a prav€ monolaurin byl jiz z nékolika provedenych studiich
shledan nejvice nejucinngjsi latkou z téchto sloucenin (Gil et al., 2017). Antibakterialni uc¢inky
monolaurinu spocivaji hlavné v naruseni bakterialnich bunéénych membrén s jejich naslednou
dezorganizaci, nicméné se toto naruSeni u jednotlivych bakterialnich kment liSi (Kovanda et
al., 2019). Také je vysoce ucinny v inhibici produkce TSST-1 ¢i expresse virulenénich faktord
véetné proteinu A, a-hemolysinu, B-laktamazy a indukce rezistence vankomycinu u E. faecalis.
Mimo jiné nema monolaurin nepfiznivé U€inky na stfevni probiotické bakterie jako jina

konven¢ni antibiotika (Lieberman et al., 2006).

Byla u n¢j zjisténa Sirokospektralni baktericidni aktivita zejména proti grampozitivnim
bakterii odebrané naptiklad z koznich povrchovych infekci (Chinatangkul et al., 2018), dale ma
monolaurin antimikrobialni u¢inky i proti gramnegativnim bakteriim. Nicméné rozdil mezi
témito dvéma skupinami bakterii tkvi v minimalni inhibi¢ni koncentraci (MIC), kde MIC

pro grampozitivni bakterie je v rozmezi od 10 do 500 mg/L oproti 600 az 10 000 mg/L
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pro gramnegativni bakteric (Kovanda et al., 2019). Pro zvySeni GCinkli monolaurinu
na gramnegativni bakterie je zapotfebi ho kombinovat napiiklad s vysokymi teplotami,

mrazem, okyselujicimi latkami a chelata¢nimi ¢inidly (EDTA) (Dufour et al., 2007).

1.3.4 Antivirulentni u¢inky

Bylo zjisténo, ze monolaurin mé téz antivirulentni ucinky. Je hlavné virucidni
pro obalené viry, pravdépodobné diky tomu, Ze je schopny interferovat, a to do fuze vird se
savCimi bunkami (Schlievert, Peterson, 2012). Dale je schopny do ur¢ité miry inaktivovat
nékteré viry jako jsou HIV, spalnicky, Herpes simplex-1 ¢i cytomegalovirus (Lieberman et al.,

2006).

1.3.5 Antimykotické acinky

Mezi dalsi prospésné efekty monolaurini fadime ucinky antimykotické. Z nékolika
studii bylo hlaseno, Ze nckteré plisn¢ ¢i kvasinky byly inaktivovany ¢i dokonce zabity
monolauriny, jednalo se pfedev§im o kmen C. albicans (Lieberman et al., 2006). Tyto ucinky
spocivaji ptedevsim v inhibici kliceni spor a brani téz radialnimu rustu (Chinatangkul et al.,
2018).

1.3.6 Dalsi ucinky

Bylo také zjiSténo, ze monolaurin ma i1 krom¢ mikrobicidnich G¢inkl jiné prospesné
ucinky. Ty naptiklad souviseji se stabilizaci sliznice a koZnich povrchil, a tim dokaZe zabranit
vzniku zanétu ¢i jiné infekce (Chinatangkul et al., 2018). Z dalsi klinické studie vyplyva,
Ze monolaurin, ktery byl aplikovany na tampony (pfiblizné se jednalo o 8 mg) mél pozitivni
ucinky na vaginalni zdravi, tim Ze dokézal redukovat exotoxiny produkované S. aureus.
Z dal§iho vyzkumu vyplynulo, Ze monolaurin je téz potenciondlni imunosupresivum,

Které by se dalo aplikovat na autoimunitni, psoriazové a stievni zanétlivé onemocnéni, které je

~~~~~
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1.4 B-Aescin

B-Aescin byl poprvé objeven v 60. letech 20. stoleti Lorenzem a jeho kolektivem.
Tito védci zjistili, Ze v semenech Aesculus hippocastanum neboli v koniském kastanu se naléza
frakce ze smési pentacyklickych triterpenickych saponini, které pozdéji identifikovali

jako protoescigenin a barringtogenol, nasledné byla tato frakce pojmenovana jako B-Aescin

(Gallelli, 2019).

B-Aescin se hojn¢ pouziva v kosmetickém a farmakologickém pramyslu. Jedna se
ovelmi bezpeénou a velmi tolerovanou Ilatku. Jeji vyuziti je naptiklad pifi 1écbe
posttrombického syndromu, chronické Zilni nedostate¢nosti, dale vykazuje velmi dobré Gc¢inky
pfi 1écbé artritidy a pravdépodobné ma 1 potenciadl jako protirakovinny 1€k v piipadé
glioblastoma multiforme, coz je nejcastéjsi a nejmalignéjsi gliom mozku (Geisler et al., 2020)
nebo kolorektalniho karcinomu. B-Aescin je schopny vyvolat zastaveni rakovinového bujeni

v G1-S fazi a zcela potlacuje buné¢nou proliferaci (Li et al., 2019)

1.4.1 Struktura p-Aescinu

Chemicky se tato sloucenina sklada z hydrofobni (aglykonické) ¢asti a z hydrofilni
(glykonické) ¢asti. Glykonicka cast obsahuje kyselinu glukuronovou, dale glukézu ¢i xylozu.
V aglykonické Casti se nachazi triterpenova patet, kterd je z jedné strany mirné€ polarni a z druhé
mirné nepolérni, dale jsou zde napojené organické kyseliny — angelikova nebo tiglové a octova.

Molekulovy vzorec B-Aescin je CssHgsO24 (Geisler et al., 2020).
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Obrdazek 10: Molekulova struktura f-Aescinu (Geisler et al., 2020)
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1.5 Hodnoceni antimikrobialni ochrany kosmetického vyrobku podle

normy CSN EN ISO 11930
Mezinarodni norma CSN EN ISO 11930, ktera byla vydana v &ervenci v roce 2019,
je uréena k pouziti pii celkovém hodnoceni antimikrobialni ochrany daného kosmetického
piipravku. Tato norma CSN EN ISO 11930 nam poskytuje fadu krokd, které jsou nezbytné
k posouzeni, zda testovany kosmeticky vyrobek splituje ¢i nesplituje dana kritéria. K testovani
se vyuziva referen¢ni metoda, a to zkouska ucinnosti konzervace neboli provokacni test, a dale
je zde zahrnut postup hodnoceni celkové antimikrobidlni ochrany kosmetického ptipravku,

jenz neni povazovan za malo rizikovy na zakladé posouzeni rizik popsané v normé¢ CSN

EN I1SO 29621 (CSN EN ISO 11930, 2019).

Pro zkousku ucinnosti konzervace se pouzivaji normou stanovené mikroorganismy.
Jedna se konkrétné o 3 bakteridlni kmeny — Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa
a Staphylococcus aureus, dalsim testovanym mikroorganismem je kvasinka Candida albicans
a v neposledni fadé se experimentuje na plisni Aspergillus brasiliensis (CSN EN ISO 11930,
2019).

Nejdiive se vySe zminéné mikroorganismy vyockuji na zivné média pro né urcena.
Pro bakteridlni kmeny se pouzivda TSA agar a pro kvasinku SDA agar, oba tyto agary
se nechavaji inkubovat pfi teploté 32,5 + 2,5 °C po dobu 24 h pro bakterie a 48 h pro kvasinku.
Pro zaockovani plisn€ se vyuzivd PDA agar, na kterém je testovanad pliseni inkubovéana

pii teploté 22,5 + 2,5 °C po dobu 7 az 11 dni (CSN EN ISO 11930, 2019).

Samotné testovani UCinnosti konzervace zacind ptipravou jednotlivych mikrobialnich
suspenzi, které se fidi McFarlandovou zakalovou stupnici. Z takto zpracovanych suspenzi se
¢ast inokuluje do sterilnich uzaviratelnych nadob, ve kterych je jiz pfipraveny natfedény vzorek.
Tento zhotoveny a zaoCkovany vzorek se uchovava ve tmé pii laboratorni teploté. Méfeni
poklesu mikroorganismi ve vzorku se provadi po dobu 28 dni, a to v normou stanovenych
intervalech, konkrétng se jedna o 7., 14. a 28. den od prvotni inokulace vzorkt (CSN EN ISO
11930, 2019).

V normou stanovenych dnech se odecty provadi odebranim 1 ml do pfipravenych

zkumavek s neutralizacnim ¢inidlem a nechaji se po urcitou dobu neutralizovat, nasledné
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se z téchto zkumavek odebere opét 1 ml do zkumavek s fyziologickym roztokem, tyto kroky
ndm zajisti pfipravu koncentraéni fady od 10! po 10°. Poté se z kazdé zkumavky duplicitng
vyoCkuje uréené mnozstvi na Petriho misky s odpovidajici zivnou pudou pro dany
mikroorganismus a nasledn¢ je roztok rozetien sterilni L-hokejkou. Takto ptipravené Petriho

misky se nechaji inkubovat v termostatu po urcitou dobu v zavislosti na daném mikroorganismu

(CSN EN ISO 11930, 2019).

Po inkubaci dochazi k vyhodnoceni i€innosti konzervace pomoci metody pocitani kolonii
na pocitadle. Vybiraji se pouze misky, které spliuji kritéria pro stanoveni poctu
mikroorganismu. Kritérium pro bakterie a kvasinky je rozmezi od 30 do 300 kolonii a pro plisné
je toto rozmezi od 15 do 150. Déle u téchto misek, které tato kritéria spliiuji se vypocita
logaritmicka sniZeni, ktera se porovnavaji s hodnotami stanovymi normou. Konkrétné se jedna
o sniZeni tfi a vice logaritmickych tada pro bakterie nebo o snizeni o 1 a vice fadu v pripadé
kvasinky, pricemZz nedochazi k dal§imu zvySovani poctu testovanych mikroorganismi

po celkovou dobu zkouseni, tedy 28 dni (CSN EN ISO 11930, 2019).
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1.6 Stanoveni baktericidni, levurocidni a fungicidni ucinnosti
antiseptickych lé¢ivych piipravki podle Ceského l1ékopisu
Cesky 1ékopis z roku 2017 — Dopln&k 2018 je pravni norma vydani Ministerstvem
zdravotnictvi CR. Je uréena k posouzeni normou stanovenych pozadavkii na jakost, dale
na postup pii pripraveé, zkouseni, skladovani a v neposledni fad¢ na davkovani 1éCiv. Platnost

této normy je od 1. 12. 2018 a je urena predevsim farmaceutim, lékaitim, biochemikiim

a dal3im osobam v tomto odvéti (CL 2017 - Dopl. 2018, 2018).

Stanoveni baktericidni, fungicidni a levurocidni ucinnosti antiseptickych 1écivych
ptipravki je popsano v kapitole 5.1.11. Tato kapitola ndm charakterizuje postupy zkusebnich
testl, které se praveé pouzivaji ke stanoveni proti potencionalnim patogennim mikroorganismim
vuci antiseptickym 1é¢ivym piipravkim. Podminkou pro tyto pfipravky je, Ze jsou misitelné
s vodou a dale jsou uréené pro piimé podani na povrch kize, piipadné na sliznici (CL 2017 -

Dopl. 2018, 2018).

V ramci tohoto testovani se pouzivaji normou stanovené¢ mikroorganismy. Pfesnéji se
jedna o 4 bakterialni kmeny — Enterococcus hirae, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa
a Staphylococcus aureus. Dalsimi testovanymi mikroorganismy jsou z fad kvasinek a plisné
Candida albicans a Aspergillus brasiliensis (CL 2017 - Dopl. 2018, 2018).

V prvni fadé¢ se vySe zminéné mikroorganismy zaoCkuji na piislusné zivné pudy.
Pro bakterialni kmeny se zde pouziva agarova puda s hydrolyzaty soji a kaseinu (nebo tekuta
puda), a pro kvasinku a plisen se pouziva Sabouraudiv glukézovy agar (nebo tekutd pida).
Agar s bakteriemi se necha inkubovat pii teploté¢ 30-35 °C po dobu 18 az 24 hodin.
Pro Sabouraudiiv glukézovy agar je inkubacni doba po dobu 2 az 3 dnii pii pokojové teploté

20-25 °C (CL 2017 - Dopl. 2018, 2018).

Zacatek testovani proti mikrobni u¢innosti spociva ptipravou jednotlivych mikrobialnich
suspenzi podle McFarlandovy zakalové stupnice. Druhym krokem je piiprava zkouSeného
roztoku antiseptického ptipravku a nasleduje vybér vhodné metody testovani vzorki. V rdmci
testovani se pouzivaji dvé metody, a ty jsou neutralizaéni fedéni a membranova filtrace (CL

2017 - Dopl. 2018, 2018).

46



Dale se pripravi valida¢ni suspenze, ktera bude obsahovat 100 az 1000 CFU zkousenych
mikroorganismt. Tato validacni suspenze se posléze vyuziva v kontrole experimentalnich
podminek, kontrole neutralizatniho cinidla a v kontrole metody neutralizatniho fedéni
pro prvni metodu a pro druhou metodu také v kontrole experimentalnich podminek a v kontrole
membranové filtrace. Tyto kontroly ndm potvrzuji spravnost postupu a také, zda pouzita ¢inidla

jsou pIng funkéni (CL 2017 - Dopl. 2018, 2018).

Vyhodnoceni spo¢iva v metod¢ pocitani kolonii na mikrobiologickém pocitadle. Vybiraji
se pouze misky, které spliuji kritéria pro stanoveni poctu mikroorganismi. Kritérium
pro bakterie a kvasinky je v rozmezi od 30 do 300 kolonii a pro plisné je toto rozmezi od 15
do 150. Misky se zaoCkovanou validaéni suspenzi jSOu zprimérované a je pro né vypocten
0,05nasobek CFU. Kritérium pro splnéni podminek pro veskeré zminéné kontroly je,
ze mnozstvi CFU v miskach s kontrolami nesmi byt niz$i, nez je 0,05nasobek poctu CFU
ve validacni suspenzi. Dal$im krokem je vyhodnoceni G¢inku antiseptického ptipravku podle
kritérii ptijatelnosti. Aby mél ptipravek baktericidni u¢inek musi dojit k poklesu nejméné o 5
log, pro levurocidni a fungicidni Gi¢inek je tato podminka snizeni nejméné od 4 log (CL 2017 -
Dopl. 2018, 2018).
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2 Experimentalni ¢ast

2.1 Vzorky

Veskeré testované vzorky byly poskytnuty firmou K2 Pharm s.r.o. se sidlem v Opavé
v ramci fedeni projektu TACR: Suplementy pro pozitivni ovlivnéni lidského mikrobiomu —
¢islo projektu: TH02010762

Dodané vzorky:

Testovani dle normy CSN EN ISO 11930

a1) Hodnoceni antimikrobialni ochrany kosmetického vyrobku
e SE MONOLAURIN OA88729, sarze 281218-MS
e SE MONOLAURIN OA88730, sarze 271218-MS
e MONOLAURIN SE OA92502, sarze 100419-MS

a2) Vzorek na potvrzeni mikrobicidni Cistoty

e BETA-AESCIN OA92503, Sarze 021017, 15 g

Testovani dle Ceského 1ékopisu

b1) NapIné enterosolventnich tobolek
e MONOLAURIN SE, sarze 170719-MS, 250 g
e MONOLAURIN SE tobolky v HPMC cps ,,0° napln 430 mg, sarze 170519-MS, 60 ks
e MONOLAURIN SE Enterosolventni tobolky, napln 645 mg, Sarze 110519-MS, 60 ks

b2) Vzorky desinfekci na povrchy a lidskou kuzi
e Dezinfekéni antimykoticky sprej, Sarze 150819-MS
e Antimikrobialni sprej, Sarze 031219-MS, 250 ml

Vzorky byly testovany az ve tfech koncentracich a to v 0,01 %; 0,1 % a 1 %. Vzorky

monolaurinii a beta-aescinu byly dodiany ve formé prasku. Tento prasek byl fedén

na vyzadované koncentrace pomoci sterilni destilované vody, stejné€ byl nafedén i spre;.

48



2.2 Pouzité mikroorganismy

Veskeré pouzité mikroorganismy byly poskytnuty z Ceské sbirky mikroorganismi

z Masarykovy Univerzity v Brné.
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Escherichia coli
Enterococcus hirae
Listeria monocytogenes
Proteus vulgaris
Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas aeruginosa
Salmonella enterica
Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus
Candida albicans

Aspergillus brasiliensis

2.3 Kaultiva¢ni média a pracovni roztoky

CCM 4225
CCM 4517
CCM 2024
CCM 3954
CCM 5172
CCM 8874
CCM 2423
CCM 5576
CCM 1799
CCM 1961
CCM 3955
CCM 4420
CCM 2022
CCM 4227
CCM 4516
CCM 8215
CCM 8222

Brain Heart Infusion Broth, HiMedia Laboratories (Indie)

Slozeni: Teleci mozkova infuze-susSina (12,5 g/l), infize z hovéziho srdce-susina (5 g/1),

masovy pepton (10 g/l), glukéza (2 g/l), chlorid sodny (5 g/1), hydrogenfosfore¢nan disodny

2,5 g/l)

Piiprava: 18,5 g prasku bylo navazeno a rozpusténo v 500 ml destilované vody. Roztok byl

po dobu 15 minut sterilizovan pfi 121 °C v autoklavu. Nasledné byl tento roztok uchovan pfi

chladnickové teploté. Finalni pH piipraveného roztoku bylo pti 25 °C 7,4 + 0,2.
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Fyziologicky roztok

Slozeni: Chlorid sodny (8,5 g/1), destilovana voda

Ptiprava: 4,25 g chloridu sodného bylo navazeno a rozpusténo v 500 ml destilované vody.
Roztok byl po dobu 15 minut sterilizovan pii 121 °C v autokldvu. Nésledné byl tento roztok

uchovan pfti chladnickové teploté.

Mueller Hinton agar, HiMedia Laboratories (Indie)

Slozeni: Hovézi masova infaze (300 g/l), kaseinovy hydrolyzat (17,5 g/l), Skrob (1,5 g/l),
agar (17 g/l)

Ptiprava: 19 g prasku bylo navazeno a rozpusténo v 500 ml destilované vody. Roztok byl
po dobu 15 minut sterilizovan pti 121 °C v autoklavu. Po sterilizaci byla tato smés ochlazena
na 45-50 °C, dale promichana a rozlita do sterilnich Petriho misek. Nésledné byly Petriho misky
uchovany pfi chladnickové teploté. Finalni pH ptipraveného média bylo pii 25 °C 7,3 £0,1.

Neutralizator Eugon LT 100 Broth Base w/o Tween 80, HiMedia Laboratories (Indie)
Slozeni: Trypton (15 g/1), s6jovy pepton (5 g/l), chlorid sodny (4 g/1), L-cystin (0,7 g/l), sifi¢itan
sodny (0,2 g/1), glukdza (5,5 g/1), vaje¢ny lecitin (1 g/l), tritox x-100 (1 g/l)

Ptiprava: 16,2 g prasku bylo navazeno a rozpusténo v 500 ml destilované vody obohacené 2,5g
polysorbatu 80 (tween 80). Roztok byl po dobu 15 minut sterilizovan pti 121 °C v autoklavu.
Po sterilizaci byla tato smés ochlazena na 45-50 °C, déale promichéna a rozlita do sterilnich
Petriho misek. Nasledné byly Petriho misky uchovany pii chladnickové teploté. Finalni pH
pripraveného média bylo pti 25 °C 7,0 £ 0,2.

Sabouraud Dextrose agar, HiMedia Laboratories (Indie)

SloZeni: Glukdza (40 g/1), mykologicky pepton (10 g/l), agar (15 g/1)

Ptiprava: 32,5 g prasku bylo navazeno a rozpusténo v 500 ml destilované vody. Roztok byl
po dobu 15 minut sterilizovan pii 121 °C v autoklavu. Po sterilizaci byla tato smés ochlazena
na 45-50 °C, dale promichana a rozlita do sterilnich Petriho misek. Nasledné byly Petriho misky
uchovany pfi chladni¢kové teploté. Finalni pH pfipraveného média bylo pii 25 °C 5,6 = 0,2.
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Soyabean Casein Digest agar (Tryptone Soya Agar), HiMedia Laboratories (Indie)

Slozeni: Trypton* (15 g/1), s6jovy pepton (5 g/1), chlorid sodny (5 g/1), agar (15 g/1)

*pankreaticky natrdveny kasein

Ptiprava: 20 g prasku bylo navazeno a rozpusténo v 500 ml destilované vody. Roztok byl

po dobu 15 minut sterilizovan pti 121 °C v autoklavu. Po sterilizaci byla tato smés ochlazena

na 45-50 °C, dale promichana a rozlita do sterilnich Petriho misek. Nésledné byly Petriho misky

uchovany pfi chladnickové teploté. Findlni pH pfipraveného média bylo pti 25 °C 7,3 + 0,2.

2.4 Chemikalie
Destilovana voda
Ethanol 96%
Chlorid sodny
Polysorbat 80

Hovézi sérovy albumin BSA

2.5 Laboratorni pristroje
Analytické vahy KERN 444 a 445
Autoklav PS 20 A

Biologicky termostat

Denzitometr DEM-1

Chladnicka HS 3966

Chladnicka ZRB 36 ND
Mikroskop Nikon ECLIPSE E200
Pocitadlo kolonii LKB 2002
Sterilizator STERILAB

UV lampa MD 118

Vodni lazen s termostatem Julabo ED-5M/B

Vortex V-1 plus

Kern, Némecko
BMT, CR

POL EKO, Polsko
BIOSAN, Litva
Gorenje, Slovinsko
Zanussi, CR
Nikon, Japonsko
POL-EKO, Polsko
BMT, CR

Biosan, Polsko
Julabo, Némecko

Biosan, Polsko
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2.6 Laboratorni pomiicky
Automatické pipety Eppendorf

Automatické pipety WITOPET
Erlenmayerovy banky

Mikroskopicka kryci a podlozni sklicka
Odmérny valec

Plastové a kovové stojany na zkumavky
Plastové spicky

Sklenéné zkumavky 15 ml

Sterilni jednorazové plastové L-hokejky
Sterilni jednorazové plastové mikrotitracni desticky s vicky
Sterilni jednorazové plastové oc¢kovaci klicky
Sterilni plastové Petriho misky

Sterilni plastové zkumavky 15 a 50 ml

52



2.7 Metodika

2.7.1 Postup €. 1 — Neutraliza¢ni Fedéni

Den pfied testovanim G¢innych latek byly jednotlivé bakterialni kmeny (Escherichia coli,
Listeria monocytogenes, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enterica
a Staphylococcus aureus) pieockovany sterilni plastovou klickou na Mueller Hinton agar,
pfipadné¢ na Trypton Soya agar a ponechdny po dobu 24 hodin v termostatu pii 37 °C
na inkubaci. Druhy den byly testované latky, které byly dodany v podob¢ prasku a v nefedéné
form¢ odvazeny na analytickych vahach. Vazil se 1 g vzorku, ktery byl asepticky pienesen
do 15 ml sterilnich plastovych zkumavek. Do téchto zkumavek bylo odpipetovano 9 ml sterilni
destilované vody. Tento krok nam zajistil 10% roztok testované latky, a nasledné podle potieby
a podle zadani byly fedénim vytvareny dalsi potfebné koncentrace z tohoto ptivodniho roztoku,

konkrétné se jednalo o koncentrace 1 %, 0,1 % a 0,01 %.

Po 24 h inkubaci byly z pracovnich kultur zhotoveny mikrobialni suspenze podle
McFarlandovy zékalové stupnice. Kolonie bakterii byly pfeneseny z zivnych pad sterilnimi
o¢kovacimi kli¢kami do sklenénych sterilnich zkumavek, které obsahovaly 5 ml fyziologického
roztoku. Tyto sklenéné zkumavky obsahujici fyziologicky roztok s bakteriemi se pomoci
vortexu homogenizovaly a posléze se vkladaly do denzitometru, ktery ndm urcoval zékal.
Bakterie byly pfenaSeny a homogenizovany, dokud vytvofené inokulum nebylo rovno zakalu

1. stupné McFarlandovy zakalové stupnice, tj. 3-108 CFU/m.

Poté bylo zkazdého inokula odpipetovano 0,1 ml roztoku do pfipravenych 15 ml
plastovych zkumavek, které obsahovaly natedény roztok vzorku o urCité koncentraci
s kone¢nym objemem, ktery ¢inil 10 ml. Kazda sterilni plastova zkumavka obsahovala
testovanou koncentraci vzorku a inokulum pouze jedné bakterie. Takto pfipravené
a zaockované zkumavky vzorkl byly uchovavany v temném mistée pii laboratorni teploté 25 °C

nasledujici dny.

Podle mezinarodni normy CSN EN ISO 11930 byly odeéty uéinnosti konzervace
a hodnoceni antimikrobialni ochrany vyrobku provadény 7., 14. a 28. den po zahajeni kultivace
inokulovaného vzorku. Nicméné¢ tyto odecty byly provadény i 1. a 21. den, a to kviili ovéfeni,

zda testované vzorky jsou zcela Cisté a nenesou zadné znamky nezadouci kontaminace.
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Ve stanovenych dnech podle normy CSN EN ISO 11930 bylo pro kazdou bakterii
piipraveno 5 sterilnich plastovych zkumavek, aby byla vytvofena desitkova fedici fada. Prvni
zkumavka obsahovala 9 ml neutraliza¢niho ¢inidla a nasledujici 4 zkumavky obsahovaly 9 ml
fyziologického roztoku. Ze zkumavek obsahujici vzorek s inokulem byl vzdy odpipetovan 1 ml
plastovou sterilni Spickou do prvni zkumavky obsahujici pravé neutraliza¢ni Cinidlo a smés
byla peclivé promisena a nechana po vhodnou dobu neutralizovat (1 minuta). V této prvni
zkumavce bylo ptitomno 3-10° CFU/ml bakterii. Ze zkumavky s neutralizaénim &inidlem byl
opét odpipetovan 1 ml do druhé zkumavky, kterd jiz obsahovala 9 ml fyziologického roztoku
a pocet bakterii byl roven 3-10* CFU/mI. Tento krok byl jesté 3x zopakovan a byla vytvorena
fedici fada o koncentracich 107 (1. zkumavka) az 10 (5. zkumavka), kde v posledni paté
zkumavce byl podet bakterii roven 3-10' CFU/mI. Vzdy byly vechny zkumavky peclivé

promisené. Posledni mililitr z paté zkumavky byl odpipetovan do biologického odpadu.

Z této tedici fady bylo z kazdé zkumavky odpipetovano sterilni plastovou $pi¢kou 0,1 ml
roztoku na vhodné Zivné pidy pro bakterie, tj. Trypton Soya agar. Toto vyockovani bylo vzdy
provadéno v dubletech. Roztok byl na zivné pidé rozetien sterilnimi plastovymi L-hokejkami.
Poté byly tyto pudy obsahujici bakterie inkubovany v termostatu pii 37 °C po dobu 24 hodin.
Nasledujici den byly misky vyhodnocovany metodou pocitani kolonii na mikrobiologickém

pocitadle, které madme zndzornéno na obrazku ¢. 11.

Obrazek 11: Pocitadlo v laboratori L1
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Pro spravné stanoveni a vyhodnocovani se vybiraly ty misky, které odpovidaly poctu
bakterii v rozmezi 30-300 kolonii. Misky, které toto kritérium spliiovaly, byly dosazeny
do definované rovnice logaritmického sniZzeni a vysledky byly porovnany s hodnotami uréené

normou (viz Tabulka 2)

e Rovnice pro vypocet logaritmického snizeni
R, = logN, — logN,
N pocet mikroorganismi zaockovanych v ¢ase to

P pocet mikroorganismu v ¢asech odbéru vzorku

Nésledné doslo k rozhodnuti, zda veskeré testované vzorky spliuji definované podminky

antimikrobialni ochrany podle normy CSN 11930 viéi jednotlivym mikroorganismdim.

Tabulka 2: Kritéria hodnoceni antimikrobidlni ochrany pro bakterie a kvasinky podle CSN EN ISO
11930

Pozadované hodnoty sniZeni v log

Mikroorganismy Bakterie

Interval T7 T14 T28
Kritérium A >3 >3 a NI >3 a NI
Mikroorganismy Kvasinky

Interval T7 T14 T28
Kritérium A >1 >1a NI >1a NI

*NI: zadné zvySeni poctu od predeslého intervalu
T7, T14, T28 — Casovy interval zah4jeni kultivace inokulovaného vzorku po 7, 14 a 28 dnech
Kritérium A — pozadovana minimalni hodnota logaritmického snizeni podle p¥ilohy B v CSN

EN I1SO 11930
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2.7.2 Postup €. 2 — Baktericidni, levurocidni a fungicidni a¢inek

Nejdiive byly z pozadovanych kmenti (Enterococus hirae, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Candida albicans a Aspergillus brasiliensis) ptipraveny
pracovni kultury. Bakterialni kmeny byly pfeneseny sterilni plastovou klickou metodou izolace
carkovanim na Petriho misku, ktera byla zalita Trypton Soya agarem a inkubovany 24 h
pii teploté¢ 37 °C. Kvasinka byla zaockovand stejnym zptsobem jako bakterie, zména byla
pouze Vv zivné pud¢, tudiz byla nanasena na Sabouraud Dextrose agar a byla inkubovana 48 h
pfi teplote 25 °C. Pro pliseni byla pfipravena zkumavka se Sikmym agarem. Jako agar byl opét
pouzit Sabouraud Dextrose agar. Plisen byla nanasena sterilni plastovou klickou odspoda
zkumavky smérem nahoru, a to vlnitym pohybem, nakonec byla inkubovana pii pokojové

teploté po dobu 5 dnii.

Po 24 h a 48 h inkubaci byly z pracovnich kultur zhotoveny zakladni bakterialni
a levurocidni suspenze podle McFarlandovy zdkalové stupnice. Do sklenénych sterilnich
zkumavek bylo napipetovano 5 ml fyziologického roztoku a ptidany pfislusné kolonie bakterii
¢1 kvasinky. Takto vytvotfena inokula odpovidala 4. stupni McFarlandovy zékalové stupnice
tj. 10° CFU/ml. Fungicidni suspenze byla pfipravena tak, ze do zkumavky, ve které byla
narostla pliseii, se ptidaly 3 ml fyziologického roztoku a 1-2 kapky polysorbatu 80 a fadn¢ se
promichala, aby se uvolnily spory plisné. Posléze byl roztok se spory homogenizovan ve sterilni
sklenéné bance se sklenénymi perlami a doplnén na 10 ml. Z takto zhotovené suspenze bylo
odpipetovano sterilni Spi¢kou 10 ul do Biirkerovy komirky, kde se pocitalo 25 Etverct.
Za idealni stav se povaZzovalo, Ze na jeden Ctverec, bude vyskyt +- 20 spor plisné, coz odpovida

108 spor v 1 ml.

Dalsim krokem byla pfiprava zkouseného antiseptického ptipravku. Tento ptipravek byl
dodan v praskové formé& v tabletich a v kapalné podobé. K testovani byly ureny dvé
koncentrace, a to 10 % a 1 %. Na analytickych vahach bylo tedy odvazeno 10 ga 1 g do 50 ml

plastovych zkumavek a doplnéno sterilni destilovanou vodou.

Pied zahajenim zkouSeni se teplota u vSech pouzivanych roztokd vyrovnala ve vodni 1azni
na teplotu 33+1 °C. Ptiprava zkusebni suspenze probihala tak, ze se smichal do sterilni plastové
zkumavky 1 ml hovézi sérovy albumin s 1 ml zékladni suspenze (bakterialni, levurocidni nebo
fungicidni) a ponechala se 2 minuty inkubovat. Déle se do této zkumavky piidalo 8 ml

zkouseného roztoku antiseptického ptidavku. Timto se dosdhlo pfipravé zkuSebni suspenze,
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ktera odpovidala 108 CFU/ ml pro bakterie, nebo 10’ CFU/ml pro kvasinky a plisné. Na dale
v tomto postupu se pripravilo pro kazdy mikroorganismus 5 zkumavek pro desitkové fedéni.
Prvni zkumavka obsahovala 8 ml neutraliza¢niho ¢inidla a 1 ml destilované vody, dalsi Ctyti
zkumavky obsahovaly 9 ml fyziologického roztoku. Do prvni zkumavky s neutralizaénim
¢inidlem a vodou se ptidal 1 ml zkuSebni suspenze a zkumavka se fadné promichala a nechala
se po vhodnou dobu neutralizovat (10 s az 60 s). Po neutralizaci se opét odebral 1 ml a ptenesl
se do druhé zkumavky, tento proces probihal az k paté zkumavce, kde posledni mililitr byl

odpipetovan do zkumavky s biologickym odpadem.

Z kazdé zkumavky bylo odpipetovano 0,1 ml sterilni plastovou Spickou na odpovidajici
zivnou pudu. Pro bakterie byl pouzit Trypton Soya agar, pro kvasinku a pliseit Sabouraud
Dextrose agar. Vyockovani probihalo ve zdvojeni pro kazdou koncentraci z fedici tady.
Suspenze byla na agaru rozetfena sterilni plastovou L-hokejkou a naoCkované agary byly
inkubovany. Inkubace v termostatu byla pro bakterie 24 h ve 37 °C, pro kvasinku 48 h pii 25 °C

a pro plisent 5 dni pfi pokojové teploté.

Dale néasledovaly ptipravy kontrol. Nejdiive se vytvorila validaéni suspenze,
ktera obsahovala 100 CFU az 1000 CFU v jednom mililitru. Opét veskeré roztoky byly
kalibrovany na teplotu 33+1 °C. Tato valida¢ni suspenze byla vytvofena fedénim zékladni
suspenze. Pro kontrolu experimentalnich podminek se do sterilni plastové zkumavky prevedl
1 ml hovéziho sérového albuminu s 1 ml valida¢ni suspenze a zkumavka se nechala inkubovat
po dobu 2 minut. Po inkubaci se do zkumavky ptidalo 8 ml destilované vody a nechala se
po vybranou dobu znovu inkubovat. Nakonec se 0,1 ml této suspenze pieneslo ve zdvojeni

metodou inokulace na odpovidajici agar.

Dalsi kontrolou byla kontrola neutraliza¢niho c¢inidla. Zde byl do sterilni plastové
zkumavky odpipetovan 1 ml hovéziho sérového albuminu, 1 ml valida¢ni smési a 8§ ml
neutraliza¢niho €inidla. Zkumavka se nechala po vhodnou dobu opét neutralizovat a 0,1 ml

roztoku bylo ve zdvojeni inokulovano na odpovidajici agar.

Posledni kontrolou byla kontrola neutralizacniho fedéni. V této kontrole se nejdiive
ptevedl do sterilni plastové zkumavky 1 ml hovéziho sérového albuminu, 1 ml fyziologického
roztoku a 8 ml zkouSeného antiseptického pfipravku a smés se nechala po kontaktni dobu

inkubovat. Z této smési byl odpipetovan 1 ml do druhé zkumavky, ktera obsahovala 8 ml
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neutraliza¢niho ¢inidla a nechala se po vhodnou dobu neutralizovat. Néasledné se do této druhé
zkumavky ptidal 1 ml validacni smési a zkumavka se nechala inkubovat po dobu 30 minut.
Po 30 minutach se odpipetovalo ztohoto roztoku 0,1 ml a ve zdvojeni byl inokulovan

na odpovidajici agar.

Vyhodnocovani pro bakterie probihalo nésledujici den, tedy po inkubaci 24 h, u kvasinek
po 48 h inkubaci a u plisni po pétidenni inkubaci. Na mikrobiologickém pocitadle byly pocitany
misky s nartustem kolonii. Misky s valida¢ni suspenzi byly zprimérované a byl vypocten
0,05nasobek CFU podle kritérii. Kritérium pro splnéni podminek pro vySe zminéné kontroly
bylo to, Ze mnozstvi CFU v miskach s kontrolami nesmi byt niz$i, nez je 0,05nasobek poctu
CFU ve valida¢ni suspenzi. Kone¢nym hodnocenim bylo hodnoceni Gc¢inku antiseptického
ptipravku. Zde se porovnavalo, jestli dochazi u jednotlivych mikroorganismi k jejich poklesu

podle zadanych podminek viz Kritéria pfijatelnosti.

e Kritéria prijatelnosti
Ptipravek ma baktericidni ucinek, jestlize definovany poc¢et CFU byl snizen nejméné o 5 log.
Piipravek ma fungicidni G¢inek, jestlize definovany pocet CFU byl snizen nejméné o 4 log.

Piipravek ma levurocidni ucinek, jestlize definovany pocet CFU byl snizen nejméné o 4 log.
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1. Krok - priprava fungicidni suspenze
Sikmy agar s plisni Barika se sklenénymi perlami

+ Fyziologicky - > =
roztok e
s

1 krok - piiprava suspenze pro bakterie a kvasinkn
Zikladni suspenze

— Zikal (4 nebo § McFarianda) pro bakterie
10° CFU/ml

—_— — Zikal (4 McFarlanda) pro kvasinky
10’ CFU/ml

2. Krok - pfiprava zkouseného roztoku antiseptického pipravku
Pfipraven smichanim sterilni destilované vody + zkouseného antiseptického pfipravku

Viorek
1% nebo
10%

3. Krok - pfiprava zkousené smési e J

rs mi zkouleného roztoku antiseptického plipravku

Zkudebni suspenze
10° CFU/mi (bakeerie)
107 CFU/mi (kvasinky)

4. Krok - metoda neutralzadniho fedéni

iml
8 ml neutralizaéni 9ml 9ml 9ml 9ml
Zinidlo + 1 ml fyziologického fyz. roz. fyz. roz. fyz. roz.
destilované H;0 roztoku

1ml 1ml

pro bakerie  10% CEU/m! 10° CFU/ml 104 CEU/mi 10% CEU/mlI 10° CFU/ml
pro kvasiky 100 cryy/m) 10* CFU/ml 107 CFU/mi 10° CFU/mi 10* CFU/mi
a plizné:

Obrazek 12: Schéema metody
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3 Vysledky a diskuse

Tato diplomova prace je soucasti projektu TH02010762 podporovaného TACR,
jehoz nazev zni ,,Suplementy pro pozitivni ovlivnéni lidského mikrobiomu*. Cilem tohoto
projektu je vyvinout unikatni dopliky stravy ve formé& tablet ¢i kapsli obsahujici
monoglyceridy. Produkt bude unikatni v tom, ze béhem fizené¢ho rozpousténi (disoluce) béhem
prichodu travicim traktem, dopravi monoglyceridy az do tlustého stieva, kde budou mit

pozitivni vliv pravé na stfevni mikrobiom.

Pro naplné enterosolventnich vzorkl byly pouzity vicevrstvé potazené tablety. Ty zarucuji,
ze vzorek aktivni latky se uvolni v tenkém, nebo dokonce az v tlustém stieve. Tablety ¢i kapsle
jsou potazené nékolika vrstvami specidlnich polymert, které vzorek dokdzou ochranit pred
neptiznivym kyselym prostfedi Zaludku a uvolni se, pravé v té ¢asti naseho zazivaciho traktu,
kde je jejich biodostupnost pro lidské télo nejvyssi. Témto piipravkiim se v praxi fika — Doplitky

stravy s cilenym uvolnovanim (targeted delivery supplements — TDS)

3.1 Testovani 1 - norma CSN EN ISO 11930

V ramci diplomové prace bylo nejdfive provedeno testovani pomoci zatéZzovych testii
podle normy CSN EN ISO 11930. Zde byly testovany celkem 4 riizné vzorky: SE
MONOLAURIN OA88729; SE MONOLAURIN OA88730; MONOLAURIN SE OA92502
a BETA-AESCIN OA92503. Ty byly testované v koncentracich 0,01 %, 0,1 %, 1 % nebo 10 %.

Prvotni testovani spocivalo V testovani prvnich dvou zminénych vzorki. Jejich sloZeni

je zaznamenano v nasledujici tabulce ¢. 3.

Tabulka 3: Slozent vzorki

Powsité Litky MONOLAURIN SE OA88730|MONOLAURIN SE OA88729
¢.5.27122018-MS ¢.5. 28122018-MS
Monomuls® 90 L12 297,00 g 247,50 g
POEM J -0021 1,50 g 1,259
Ryoto sugar ester L1695 1,50 g 125¢
L-HPC LH-11 X 10,00 g
X 300,00 g 260,00 g
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Testovani téchto dvou vzorkll probihalo od 25. 1. 2019 do 22. 2. 2019 a pouze
pro koncentraci 10 %. Nicmén¢ se testovalo i mimo normou stanovené dny, tim jsou myslené
konkrétni dny, a to hned prvni den po vyockovani a poté jednadvacaty den. Diivodem ptidanim
téchto dvou dnli do probihajiciho testovani je vyvarovat se mozné kontaminace vzorki,
které by mohlo pozd¢€ji ovlivnit samotny vysledek zkousky, ¢i kontaminace zplsobenou
testujici osobou. Testovano bylo 5 bakterialnich kmend, které jsou Escherichia coli CCM 4225,
Listeria monocytogenes CCM 5576, Proteus vulgaris CCM 1799, Salmonella enterica CCM
4420 a Staphylococcus aureus CCM 4227.

V Prilohach 1, 2, 3, 4 a 5§ médme zaznamenany prumérné pocty bakterialnich kolonii
pro vzorek SE MONOLAURIN OA88729, jejichz celkovy vysledek porovnany s normou CSN
EN ISO 11930 nam poukazuje nasledujici Tabulka 4.

Tabulka 4: Vysledky zkousek ucinnosti konzervace 10 % SE MONOLAURIN OA88729 vici testovanym
bakteriim a porovnani téchto vysledkii s normou CSN EN ISO 11930.

Testovana kultura Poditecni koncenirace Poéty kolonii v ml piipraviku
MO KTJ/ml

0. den 7. den 14. den 25. den
Datum provedeni zkousky 25.1.201% 12 2019 82 2015 | 222 2019
Eritérium A - =3 =3aNI =3 a NI
Escherichia coli 3x 108 =3 =2 =2
CCh 4225
Listeria monocytogenes Ix 108 =3 NI NI
CCM 53576
Proteus vulgaris Ix10¢ =3 =3 NI
CCA 1759
Salmonella enterica Fx 10° =3 =2 =2
CCh 4420
Staphylococcus aureus Ix 108 =3 NI NI
CCh 4227

e Modry a nasledné bily ramecek naznacuji splnéni podminky

e Sedy ramecek poukazuje na nesplnéni podminky

Pro druhy vzorek MONOLAURIN OA88730, mame pocty bakteridlnich kolonii

zaznamenany v PFilohach 6, 7, 8, 9 a 10 a celkovy vysledek mtizeme vidét v Tabulce 5.
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Tabulka 5: Vysledky zkousek uicinnosti konzervace 10 % SE MONOLAURIN OA88730 viici testovanym
bakteriim a porovnani téchto vysledkii s normou CSN EN ISO 11930

Testovanai kultura Pofatecni koncentrace Poéty kolonii v ml piipravku
MO KTJ/ml

0. den 7. den 14. den 28. den
Datum provedeni zkousky 251 2019 1.2 2019 82 2019 | 222 2019
Kritérium A - =3 =3aNI =3aNI
Escherichia coli 3x 108 =3 NI NI
CCh 4225
Listeria monocyfogenes Ix 108 =3 NI NI
CCM 5576
Prateus sp. 3x 108 =3 NI NI
CCh 17599
Salmonella enterica Ix 108 =3 NI NI
CCh 4420
Staphylococcus aureus 3x 109 =3 NI NI
CCh 4227

V Piiloze 1 a 6 jsou zaznamenany prumérné pocty kolonii Escherichia coli. Podle
Piilohy 1 Ize vidét, Ze pocitatelné mnozstvi v rozmezi 30-300 podle piedpisu normy CSN EN
ISO 11930 se nachazi prvni den v fedéni 102 a 10 sedmy den v fedéni 10 a 102, 14. den
u tohoto vzorku doslo k nahlému pfemnozeni bakterie po pfedchozi inhibici. Dosud neni zndmo
pro¢. Druhy vzorek dle Prilohy 6 m¢l pocitatelné mnoZstvi pouze Vv ptipadé prvniho dne,

atovtedéni 1071

Piilohy 2 a 7 jsou vénovany bakterii Listeria monocytogenes. Jak 1ze vidét v Priloze 2,
pocitatelnd mnozstvi v prvnim testovaném dni byly v 10 a 10*. Podle P¥ilohy 7 Vv ramci

druhého vzorku byly kolonie v rozmezi jiz a pouze v fedéni 1072,

Data z testovani bakterie Proteus vulgaris se nachazi v P¥ilohach 3 a 8. Jak je patrné
z Prilohy 3, pocitatelné mnozstvi bylo jiz v 107, to samé plati i pro druhy vzorek, jak nam

ukazuje Priloha 8.

V Priloze 4 a 9 jsou zaregistrovana data z méfeni Salmonella enterica. Podle Prilohy 4
Ize vidét, Ze po&itatelné mnozstvi bylo prvni a sedmy den v fedéni 107, nicméné 14. den doglo
i u této bakterie k pfemnozeni po pfedchozi inhibici, ani zde se nevi, co pfemnozeni zpisobilo.

Zaznam z P¥ilohy 9 ukazuje, ze druhy vzorek byl poéitatelny v fedéni 10 prvni a sedmy den.
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V Priloze 5 a 10 jsou zaznamenana data ztestovani Staphylococcus aureus.
Podle Prilohy 5 bylo u této bakterie po¢itatelné mnozstvi v fedéni 10 a 10 prvni den, stejné

tomu bylo i u druhého vzorku viz Priloha 10.

Jak lze vidét, Tabulka 4, je vénovana uc¢innosti konzervace 10 % roztoku
SE MONOLAURINU OA88729 vuci zminénym bakteriim a jejich porovnani s kritériem A
normy CSN EN ISO 11930. Vzorek dodany firmou K2 Pharm s.r.o. nevykazoval Zadnou
nezadouci kontaminaci, kterd by mohla ovlivnit kone¢né vysledky testovani. Zaznamy nam
tedy poukazuji, Ze ke splnéni podminky normy CSN EN ISO 11930 doslo u 3 tiech testovanych
bakterii, konkrétn¢ se jedna o Listeria monocytogenes, Proteus vulgaris a Staphylococcus
aureus. U dvou zbylych bakteriich Escherichia coli a Salmonella enterica nebyla splnéna

podminka inhibice ve 14. a 28. den.

Tabulka 5 nam ukazuje ucinnost konzervace 10 % roztoku SE MONOLAURINU
OA88729 viigi zminénym bakteriim a jejich porovnani s kritériem A normy CSN EN I1SO
11930. Ani u tohoto vzorku nebyla zaznamenéna zadné kontaminace a z vysledk lze vidét,
ze tento vzorek vysel mnohem Iépe nezli predchozi, protoze ke splnéni podminek doslo u vSech

zminénych bakterii.

Escherichia coli je jeden z nejéastéji se vyskytujicich komenzali v lidském tlustém
stieve, proto bylo projektem rozhodnuto, Ze budou tyto dva ptipravky jesté testovany s dal§imi
kmeny této bakterie. Jedna se o kmeny Escherichia coli CCM 4517, Escherichia coli CCM
2024 a Escherichia coli CCM 3954. Ovétovani tedy probihalo od 15. 4. 2019 do 13. 5. 2019

a testovaly se dvé koncentrace, ato 1 % a 10 %.

Pocty kolonii ztohoto druhého testovani je zaznamenano v PFrilohach 11 az 16
pro vzoreck SE MONOLAURIN OAS88729, pro druhy testovany vzorek MONOLAURIN
OA88730 jsou to Prilohy 17 az 22.

V Priloze 11 a 12 jsou zaznamenana data z testovani Escherichia coli CCM 4517
pii koncentraci 1 % a 10 %. Jak lze vidét z tabulek pro 1% roztok vzorku bylo pocitatelné
mnozstvi v fedéni 107, pro 10% roztok vzorku bylo mnoZstvi kolonii mensi neZ stanovené

rozmezi.
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V Prilohach 13 a 14 jsou zaznamenany mnozstvi kolonii Escherichia coli CCM 3954.
Lze jdou vidét pocitatelnd mnozstvi pro 1% roztok vzorku uz ve dvou fedénich, a to v fedéni

101 a 102, Pro 10% roztok vzorku bylo po¢itatelné mnozstvi v fedéni 1072,

Poslednim testovanym kmenem této série byla Escherichia coli CCM 2024, tu mizeme
vidét v PFrilohach 15 a 16. Ta byla pii 1% koncentraci ve stanoveném rozmezi zaznamenana
prvni den v fedéni 10" a 102 a sedmy den v fedéni 10, Co se ty¢e druhé 10% koncentrace

ta splnila podminky pouze v fedéni 1072,

V Prilohach 17 a 18 je zobrazeno mnozstvi kolonii Escherichia coli CCM 4517
pro druhy vzorek a opét v koncentraci 1 % a 10 %. Zde bylo pocitatelné mnozstvi podle

stanoveného rozmezi zaznamenano pouze u 1% koncentrace pii fedéni 1072,

Dalsi Prilohy 19 a 20 patii bakterialnimu kmeni Escherichia coli CCM 3954. Zde byl

opét zaznamenan nardst pouze u 1 % roztoku vzorku v prvnim dni, a to v fedéni 1072,

V Prilohach 21 a 22 jsou zaznamenana data testovani Escherichia coli CCM 2024.
Zde bylo pocitatelné mnozstvi zaznamenano v obou koncentracich. Pro 1% i 10% koncentraci

bylo pogitatelné mnozstvi pouze v fedéni 107,

V Tabulkach 6, 7 a 8, 9 jsou zaznamendna data Gc¢innosti konzervace 1 % a 10 %
roztoki obou vzorkil vi¢i zminénym bakterialnim kmentim Escherichia coli a jejich porovnani
s kritériem A normy CSN EN ISO 11930. Ze viech ziskanych udaji lze vidét, Ze pozadavek
inhibice byl zcela splnén, jak v ptipadé prvniho vzorku, tak i u druhého vzorku v obou

testovanych koncentracich.
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Tabulka 6. Vysledky zkousek ucinnosti konzervace 1 % SE MONOLAURIN OA88729 vici testovanym
E. coli a porovnani téchto vysledkii s normou CSN EN ISO 11930.

Testovani kultura Pocatecni koncentrace Poéty kolonii v ml piipraviku
MO KTJ/ml

0. den 7. den 14. den 28. den
Datum provedeni zkousky 15.4. 2019 2342019 | 294 2019 | 13.5.2019
Kritérium A - =3 3aNl 3aNl
Escherichia coli 3x 108 =3 NI NI
COM4317
Escherichia coli 3= 108 =2 NI NI
CCM 2024
Escherichia coli 3= 108 =3 NI NI
COM 3954

Tabulka 7: Vysledky zkousek ucinnosti konzervace 10 % SE MONOLAURIN OA88729 vici testovanym
E. coli a porovnani téchto vysledkit s normou CSN EN 1SO 11930.

Testovand kultura Poéatecni koncentrace Poéty kolonii v ml piipraviku
MO KTJ/ml

0. den 7. den 14. den 28. den
Datum provedeni zkousky 154 2019 234 2019 | 294 2019 | 13.5 2019
Kritérium A - =3 =3 a Nl =3aMl
Escherichia coli Fx 104 =3 NI NI
CCM 4517
Escherichia coli Fx 104 =3 NI NI
CCM 2024
Escherichia coli Fx 104 =3 NI NI
CCM 3954

Tabulka 8: Vysledky zkouSek vicinnosti konzervace 1 % SE MONOLAURIN OA88730 viici testovanym
E. coli a porovnani téchto vysledkii s normou CSN EN ISO 11930.

Testovani kultura Podatecni koncentrace Poéty kolonii v ml piipraviku
MO KTJ/ml

0. den 7. den 14. den 28. den
Datum provedeni zkousky 154 2019 234 2019 | 294 2019 | 13.5 2019
Kritérium A - 23 22 a Nl 23a NI
Escherichia coli 3x 108 =3 NI NI
COM4317
Escherichia coli 3x 108 =3 NI NI
COM 2024
Escherichia coli 3x 108 =3 NI NI
CCOM 3954
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Tabulka 9: Vysledky zkousek ucinnosti konzervace 10 % SE MONOLAURIN OA8830 viici testovanym

E. coli a porovnani téchto vysledkii s normou CSN EN ISO 11930.

Testovand kultura Poditecni koncentrace Poéty kolonii v ml piipravku
MO KTJ/ml

0. den 7. den 14. den 28. den
Datum provedeni zkousky 154 2019 234 2019 | 294 2019 | 1352019
Kritérium A - =3 23 a Nl 23 a Nl
Escherichia coli 3= 104 =3 NI NI
COM4517
Escherichia coli 3= 108 =3 NI NI
COM 2024
Escherichia coli 3= 104 =3 NI NI
COM 3054

Celkové mohu fict, ze oba vzorky nedisponovaly zddnou bakteridlni ¢i plisiiovou
kontaminaci, po celkovou dobu testovani. Byly oba schopné inhibovat bakterie, které nejsou
prospésné pro stievni mikrobiom a diky témto tesim tedy byla splnéna i antimikrobidlni

ochrana vyrobku.

Tietim testovanym vzorkem podle vy$e zminéné normy CSN EN ISO 11930 byl
MONOLAURIN SE OA92502 (monolaurin + juglon). Tento vzorek byl testovan predevsim
na vysoce patogennich klinickych kmenech Escherichia coli. Prvnim kmenem byla Escherichia
coli CCM 5172, ktera je pivodcem zanétu mocovych cest a druhym testovanym kmenem byla
Escherichia coli CCM 8874, ta je pivodcem bakteriémie. Vzorek byl pro ob¢ bakterie testovan
na tfi koncentrace 0,1 %, 1 % a 10 %. Testovani probihalo paraleln¢ od 17. 9. 2019
az do 15. 10. 2019. Béhem testovani nebyla vypozorovana zadna nezadouci bakterialni

¢i plisiiova kontaminace. Pocty kolonii jsou vyobrazené v Prilohach 23 az 28.

V Prilohach 23, 24 a 25 jsou zobrazena data poctu kolonii z testovani Escherichia coli
CCM 5172. Pii koncentraci 0,1 % bylo pocitatelné mnozstvi zaznamenano v fedéni 10 a 102,
U koncentrace 1 % bylo pocitatelné mnozstvi pouze v fedéni 101, U posledni koncentrace 10 %

nedoslo ke splnéni vymezeného mnozstvi v zadném fedéni.

Piilohy 26, 27 a 28 nam poukazuji na pocty kolonii pro Escherichia coli CCM 8874.
V prvnim dni u 0,1% koncentrace bylo poéitatelné mnozstvi az v fedéni 102 a 1073, to samé
plati i pro 1% koncentraci. 0,1% koncentrace byla pocitatelna jesté sedmy den v fedéni 107

U posledni koncentrace 10 % bylo poéitatelné rozmezi pouze v fedéni 10 prvniho dne.
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V néasledujicich Tabulkach 10, 11 a 12 jsou souhrnné zaznamenana data Uc¢innosti
konzervace 0,1 %, 1 % a 10 % vzorku MONILAURIN SE OA92502 vici témto testovanym
patogennim Escherichia coli CCM 5172 a CCM 8874 a jejich porovnani s kritériem A normy
CSN EN ISO 11930. Z vysledki vychazi, Ze i u tohoto vzorku doslo ke splnéni antimikrobialni
A také se ukdazalo, ze i tento vzorek nedisponuje zddnou nezadouci bakterialni ¢i plisnovou

kontaminaci.

Tabulka 10: Vysledky zkousek ucinnosti konzervace 0,1 % MONOLAURIN SE 0OA92502 wvuci

testovanym E. coli a porovnani téchto vysledkii s normou CSN EN ISO 11930.

Testovani kultura Poditecni koncentrace Pocty kolonii v ml pFipraviku
MO KTJ/ml

0. den 7. den 14. den 28. den
Datum provedeni zkousky 17582019 249 2019 | 1.10.2019 | 15.10.201%
Kritérinm A - =3 =3 anNl =3a Nl
Escherichia coli Fx 108 =3 NI NI
CCM 5172
Escherichia coli Fx 108 =3 NI NI
CCM 8874

Tabulka 11: Vysledky zkouSek vicinnosti konzervace 1 % MONOLAURIN SE OA92502 vici testovanym
E. coli a porovnani teéchto vysledkii s normou CSN EN ISO 11930.

Testovani kultura Pocatecni koncentrace Pocty kolonii v ml pripravku
MO KTJ/ml

0. den 7. den 14. den 28. den
Datum provedeni zkousky 17582019 249 2019 | 1.10.2019 | 15.10.201%9
Kritérium A - =3 2aNl 2anl
Escherichia coli 3x 104 =3 NI NI
CCM 5172
Escherichia coli 3x 104 =3 NI NI
CCM 5874
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Tabulka 12: Vysledky zkousek vcinnosti konzervace 10 % MONOLAURIN SE OA92502 viici testovanym
E. coli a porovnani téchto vysledkii s normou CSN EN ISO 11930.

Testovani kultura Pocatecni koncentrace Pocty kolonii v ml pripravku
MO KTJ/ml

0. den 7. den 14. den 28. den
Datum provedeni zkousky 17582019 249 2019 | 1.10.2019 | 15.10.201%9
Kritérium A - =3 2aNl 2anl
Escherichia coli 3x 104 =3 NI NI
CCM 5172
Escherichia coli 3x 104 =3 NI NI
CCM 5874

Poslednim vzorkem, ktery byl testovan témito zat€zovymi testy podle zminéné normy
CSN EN ISO 11930, byl vzorek BETA-AESCIN OA92503. Jeho testovani trvalo v obdobi
0d 4.6.2019do 2. 7.2019. Testovan byl na bakterie Escherichia coli CCM 4517, Pseudomonas
aeruginosa CCM 3955 a Staphylococcus aureus CCM 2022 a to ve tfech rtznych
koncentracich 0,01 %, 0,1 % a 1 %. I tento vzorek byl zcela Cisty a nevykazoval Zadnou
nezadouci bakteridlni ¢i plisnovou kontaminaci. V PFrilohach 29 az 37 jsou zaznamenany pocty

kolonii pro tyto vySe zminéné bakterie.

V Prilohach 29, 30 a 31 jsou znazornéna data z testovani Escherichia coli CCM 4517.
1073, nasledujici tyden jesté byl zaznamenan riist v fedéni 10 a 102, U koncentrace 0,1 % bylo
poditatelné mnozstvi kolonii pouze prvni den, a to v fedéni 102 a 103, U nejvyssi koncentrace,

tedy 1 %, byly kolonie v daném rozmezi také jenom prvni den a v fedéni 1072,

Dalsi Prilohy 32, 33 a 34 jsou vénovany Pseudomonas aeruginosa CCM 3955.
Pii koncentraci 0,01 % prvniho dne bylo pogitatelné mnozstvi v fedéni 1073 a v néasledujicim
tydnu byl jesté zaznamenan riist v fedéni 107, U koncentrace 0,1 % splitovalo uréené rozmezi
fedéni v 102 a 1073, U posledni 1% koncentrace byly pogitatelné kolonie jiz v fedéni 107 a také

v 102,
Posledni testovanou bakterii byl Staphylococcus aureus CCM 2022, jehoz data jsou

vyobrazena v Prilohach 35, 36 a 37. Prvni den bylo pocitatelné mnozstvi pro koncentraci

0,01 % az v fedéni 10 a 10, V piipadé druhé koncentrace 0,1 % bylo pocitatelné mnozstvi
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jiz v fedéni 102, U posledni nejvyssi koncentrace, nebyly zpozorovany zadné tvorici se kolonie

a bakterie tedy byla pfi této koncentraci zcela pohlcena.

V nasledujicich Tabulkach 13, 14 a 15 jsou poznamenana data ¢innosti konzervace
0,01 %, 0,1 % al % vzorku B-AESCIN OA92503 vici vyse zminénym bakteriim a jejich
porovnani s kritériem A normy CSN EN ISO 11930. Vzorky B-Aescinu se jiz testovaly v DP
Jitky Vackové (2019), kdy byla v téchto vzorcich zjisténa pocatecni nezddouci kontaminace.
Diky témto kontaminacim doSlo k opétovnému testovani nové Sarze vzorku B-Aescinu.
Z vysledku lze vy¢ist, ze produkt nové Sarze postupné dokdzal inhibovat tyto bakterie pii vSech
stanovenych koncentracich a nejlépe z nich vychézela 1% koncentrace. Dale nebyla prokazana
zadna vedlejsi kontaminace a vysledky sv€dci o tom, Ze byla splnénd antimikrobialni ochrana

vyrobku.

Tabulka 13: Vysledky zkousek ucinnosti konzervace 0,01 % p-Aescinu OA9250 vici testovanym

bakteridlnim kmeniim a porovnani téchto vysledkii s normou CSN EN ISO 11930.

Testovana kultura Pocatecni koncenirace Pocty kolonii v ml pFipravku
MO KTJ/ml
0. den 7. den 14. den 28. den
Datum provedeni zkousky 442019 116 2019 | 18.6 2019 | 2.7.2019
Kritérium A - =3 =3 a Nl =3 a Nl
Escherichia coli Ix 108 =3 NI NI
CCM 4517
Psaudomonas asruginasa 3x 109 =3 NI NI
CCM 3955
Staphvlococcus auveus Iix 108 =3 NI NI
CCM 2022

Tabulka 14: Vysledky zkousek icinnosti konzervace 0,1 % [-Aescinu OA9250 viici testovanym
bakteridlnim kmeniim a porovnani téchto vysledkii s normou CSN EN 1SO 11930.

Testovani kultura Podatecni koncenirace Pocty kolonii v ml pFipravku
MO KTJ/ml
0. den 7. den 14. den 28. den
Datum provedeni zkousky 4462019 116 2019 | 18.6 2015 | 2.7.2019
Kritérium A - =3 =3 a Nl =3 a Nl
Escherichia coli Ix 108 =3 NI NI
CCM 4517
Psaudomonas asruginasa 3x 108 =3 NI NI
CCM 3955
Staphvilococcus aureus Ix 108 =3 NI NI
CCM 2022
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Tabulka 15: Vysledky zkousek ucinnosti konzervace 1 % [-Aescinu OA9250 vuci testovanym

bakteridlnim kmeniim a porovnani téchto vysledkii s normou CSN EN ISO 11930.

Testovani kultura Poditecni koncentrace Poéty kolonii v ml pFipravku
MO KT J/ml
0. den 7. den 14. den 28. den
Datum provedeni zkousky 4.4 2019 116 2019 | 186 2019 | 2.7.2019
Kritérium A - =3 =3 aml =3a Ml
Escherichia coli Ix 108 =3 NI NI
CCM 4517
Pseudomonas aeruginosa Ix 108 =3 NI NI
CCM 3955
Stapivlococcus aureus Iix 108 =3 NI NI
CCM 2022

3.2 Testovani 2 — dle Ceského 1ékopisu (CSL)

Druhym typem testovani v diplomové praci byly zatézové testy podle CSL lékopisu,
kde se zjistovaly baktericidni, fungicidni a levurocidni u¢inky. Timto postupem byly testovany
tii vzorky potencialni naplné enterosolventnich tobolek, které maji slouZit jako dopliiky stravy.
Byly dodany ve formé bilého prasku, a konkrétné se jednalo o MONOLAURIN SE, sarze
170719-MS 250 g; naplné¢ tobolek MONOLAURIN SE 430 mg, Sarze 170519-MS 60ks
a naplné tobolek MONOLAURIN SE 645 mg, Sarze 110519-MS 60ks.

Stejnym postupem byly jesté testovany dva vzorky v kapalné podobé, a ty jsou
Dezinfekéni antimykoticky sprej Sarze, 150819-MS a Antimikrobialni sprej Sarze, 031219-MS.

Nejdrive v této etape€ byly testovany pevné praskovité vzorky. ZkouSky probihaly ve dvou
koncentracich, ty byly 1% a 10%. Jako prvni se testoval baktericidni G¢inek na 4 bakterialnich
CCM 4517,
Pseudomonas aeruginosa CCM 1961 a Staphylococcus aureus CCM 4516. 10% koncentrace
vzorku se testovala 29. 10. 2019 a 1% koncentrace 5. 11. 2019.

kmenech, konkrétné Enterococcus hirae CCM 2423, Escherichia coli

Levurocidni ucinek byl testovan opét ve dvou zminénych koncentracich, zkouSky obou
koncentracich byly v jeden den, a to 12. 11. 2019. Pro tento uc¢inek byla zvolena kvasinka
Candida albicans CCM 8215. Jako posledni byl zkouman fungicidni ucinek. Zde byly
také pouzity dvé vysSe zminéné 1% a 10% koncentrace. Pro tento test byla zvolena pliseni

Aspergillus brasiliensis CCM 8222 a testovanym dnem pro ob¢ koncentrace byl 27. 11. 2019.
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Pocty kolonii vySe zminénych mikroorganismi, vysledky kritérii pfijatelnosti,

a také pocty kolonii v kontroldch a valida¢ni substanci jsou zaznamendny v nasledujicich

Tabulkach 16 az 27.

Tabulka 16. Vysledky z testovani Enterococcus hirae CCM 2423 pro 10 % vzorky monolaurinii

Enterococcus hirae CCM 2423
MONOLAURIN SE, farfe 170719-MS5 250 g, 10% vodny roztok

29.10. 2019 fedéni 10 10- 10 10+ 102
Pocateini denzita 189 29 4 3 0
bakteridlni suspenze | Pofet CFU/ml i
1.5%10° CFU/ml 203 38 ! 0 0
Kritérium pfijatelnosti:
poZadovana minimalni hodnota " - - = -
logaritmického snffent > 5 Jog nesplnéne | nesplnéno | nesplnéno | nesplnéno | nesplnéno
pro baltericidni 0finek
MONOLAURIN 5E 430 mg, arZe 170519-MS 60 ks, 10%% vodny reztok
29.10.201% fedém 10 10 10 10+ 10
Pocateini denzita 137 26 2 1 0
bakteridlni suspenze | Pofet CFU/ml i
1.5%10° CFU/ml 139 31 3 0 0
Kritérium pfijatelnosti:
poZadovana minimdalni hodnota " . - = -
logaritmicksho snfent > 5 Jog nesplnéne | nesplnéne | nesplnénc | nesplnénc | nesplnéno
pro baldericidni 0finel:
MONOLAURIN SE 645 mg, 3arZe 110519-MS 60 ks, 10% vodny roztok
29.10.2019 fedéni 10 10- 10 10 10
Pofatefni denzita 114 18 5 0 0
balteridlni suspenze | Pofet CFU/ml
1.5%10° CFU/ml 126 21 2 0 0
Kritérium pfijatelnosti:
poZadovana minimalni hodnota " - - - -
logaritmického snffeni > 5 Jog nesplnéno | nesplnéno | nesplnéno| nesplnéno | nesplnéno
pro baktericidnd Géinek
489 Priimé 0.05ndzobek CFU
Validacni subsiance s .
436 4725 23,625
38 Promé
Kontrola experimentalnich podminek =
31 345
48 Promé
Kontrola neutralizacniho Sinidla =
42 44
4.,-. P a w
Kontrola metody neutralizadniho Pedéni 170719-MS = =
51 7
170510-M5 |—o | Drumer
48 435
110519-M5 |2 | Promér
27 3l
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Tabulka 17: Vysledky z testovani Enterococcus hirae CCM 2423 pro 1 % vzorky monolaurinii

Enterococcus hirae CCM 2423
MONOLAURIN SE, farZe 170719-MS5 250 g, 1% vodny roztok

5.11. 2019 fedéni 10 10 10 10+ 102
Poiatetni denzita =300 289 41 5 1
bakteridlni suspenze | Pofet CFUml R
1:59 10¢ CFU/ ml =300 291 38 a3 1
Kritérium pfijatelnosti:
ozadovana minimalni hodnota . - - - -
lpugaritnﬁckéhn sniZeni > § log nesplnéno | nesplnéno | nesplnéno | nesplnéno | nesplnéno
pro baltericidni 0éinel:
MONOLAURIN SE 430 mg, sarie 170519-MS 60 ks, 1% vodny roztok
5.11. 2019 fedéni 10 10+ 10 10+ 10
Potatetni denzita =300 220 30 18 1
balkterialni suspenze | Pocet CFUml
1.5%10% CFU/ml =300 238 6l 22 2
Kritérium pFijatelnosti:
ozadovana minimalni hodneota " - - - -
fug:aritnﬁckéhn sniZeni = 5 log nesplnéno | nesplnéno | nesplnéno | nesplnéno | nesplnéno
pro baltericidni iéinel:
MONOLAURIN SE 645 mg, 3arie 110519-MS 60 ks, 1% vodny roztok
5.11. 2019 fedéni 10 10 10 10+ 10
Potfatetni denzita =300 201 41 5 2
bakteridlni suspenze | Pofet CFU/ml N _
1,5%10° CFU/ml =300 198 33 5 0
Kritérium pfijatelnosti:
poZadovana minimalnd hodnota " . . - -
logaritmického snffeni > 5 Jog nesplnéno | nesplnénc | nesplnéne| nesplnéne | nesplnéno
pro baltericidni Géinel:
336 Primé 0.03nazobek CFU
Validacni subsiance R =250
312 524 262
57 Primé
Kontrola experimentalnich podminek =
61 59
43 Primé
Kontrola neutralizacnihe finidla - . =
39 33.6
54 Primé
Kontrola metody neutralizadniho Fedéni 170719-MS =
56 35
170510-Ms | | Promér
39 41
110518-Ms |0 | Primér
29 33.5
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Tabulka 18: Vysledky z testovani Escherichia coli CCM 4517 pro 10 % vzorky monolaurini

Escherichia coli CCM 4517
MONOLAURIN SE, farfe 170719-MS 250 g, 10% vodny roztok
29.10. 2019 fedéni 10 10+ 10 10+ 10
Poiatetni denzita 118 21 10 1 0
bakteridlni suspenze | Pofet CFU/ml _
1.5*10° CFU/ml o8 2 . 0 0
Kritérium pfijatelnosti:
poZadovana minimalni hodnota - . . = -
Iogaritmického snffent > 5 log nesplnéno | nesplnéno | nesplnéno | nesplnénco| nesplnéno
pro baktericidni 0finel
MONOLAURIN 3E 430 mg, 3arze 170519-MS 60 ks, 10% vodny reztok
29.10.201% fedéni 10 10- 10 10+ 10
Poiatetni denzita 89 11 1 0 0
bakteridlni suspenze | Pofet CFU/ml -
1.5*10' CFU/ml 6 ? 3 0 0
Kritérium pfijatelnosti:
poZadovana minimalni hodnota - - - - -
Iogaritmického snffent > 5 log splnéno | splnéno | splnéno | splnéno splnéno
pro baltericidni 0finek
MONOLAURIN SE 645 mg, $arZe 110519-MS 60 ks, 10% vodny roztok
29.10.2019 fedéni 10 10+ 10 10+ 10
Pofatetni denzita 102 28 3 a0 0
balterialni suspenze | Pofet CFU/ml
1.5%10° CFU/ml 115 23 3 3 0
Kritérium prijatelnosti:
f;;fﬁmﬁlfﬁ?;:ﬁ;d;ﬁ; nesplnéno | nesplnéno | nesplnéno| nesplnéno | nesplnéno
pro baltericidni 0finek
308 Primé 0.03nasobek CFU
Validaéni substance 2 e o TA5
416 407 20,35
28 Primé
Kontrola experimentalnich podminelk =
21 245
29 Primé
Kontrola neutralizacniho dinidla =
27 28
23 Primé
Kontrola metody neutralizacniho Fedéni 170719-MS - =
2 225
170519-M5 | o | Promér
2 20.5
110519-M5 |——t | Promér
25 245
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Tabulka 19: Vysledky z testovani Escherichia coli CCM 4517 pro 1 % vzorky monolaurinii

Escherichia coli CCM 4517
MONOLAURIN SE, farie 170719-MS 250 g, 1% vodny roztok
5.11. 2019 fedéni 10 10+ 10 10+ 10
Pocateini denzita =300 184 28 1 1
bakteridlni suspenze | Pofet CFU/Mml B .
1.5%10° CFU/ml =300 163 3 4 0
Kritérium pfijatelnosti:
poZadovana minimalni hodnota " . . = ~
logaritmického snffen > 5 log nesplnéno | nesplnéno | nesplnéno | nesplnéno| nesplnéno
pro baktericidni Gfinek
MONOLAURIN SE 430 mg, arZe 170519-MS5 60 ks, 1% vodny roztok
5.11. 2019 fedéni 10 10+ 10 10+ 10
Pocateini denzita 289 112 16 0 0
balkteridlni suspenze | Pofet CEU/ml _
1.5%10° CFU/ml 257 102 13 2 0
Kritérium prijatelnosti:
poZadovana minimalni hodnota i . . - -
logaritmického snffeni > 5 log nesplnéno | nesplnéno | nesplnéno | nesplnéno | nesplnéno
pro baktericidni Gfinek
MONOLAURIN SE 645 mg, Sarie 110519-MS 60 ks, 1% vodny roztok
5.11.2019 fedéni 10 10 10 10+ 10
Pofatefni denzita 277 121 18 5 1
bakteridlni suspenze | Pofet CFU/ml .
1.5%10° CFU/ml 203 135 21 & 0
Kritérium pfijatelnosti:
poZadovana minimalni hodnota " . . - -
logaritmického snffeni > 5 Jog nesplnéno | nesplnéno | nesplnéno| nesplnénoe | nesplnéno
pro balttericidni 0finek
412 Primé 0.03nasobek CFU
Validacni subsiance s L850
449 430.5 21,25
43 Primé
Kontrola experimentalnich podminek - =
31 49.5
41 Primé
Kontrola neutralizadniho finidla =
43 42
38 Promé
Kontrola metody neutralizadniho Fedéni 170719-MS =
36 37
170519-M5 |1 | FrUmer
33 32
L] k] w
110519-M5 |—= | FrUmer
43 375

74



Tabulka 20: Vysledky z testovani Pseudomonas aeruginosa CCM 1961 pro 10 % vzorky monolaurinii

Pseudomonas aeruginosa CCM 1961

MONOLAURIN SE, farZe 170719-MS 150 g, 10% vodny roztoek

20.10. 2019 fedémi 10 10+ 10 10+ 10
Poéatetni denzita 93 8 0 0 0
bakteridlni suspenze | Pofet CFU/ml _
1,5%10° CFU/ml 89 -' 1 0 0
Kritérium pfijatelnosti:
ozadovana minimalni hodnota " - - - =
ijug:aritm.ickéhu sniZeni = 5 log splnéne | splnéno | splnéno | splnéno splnéno
pro baktericidni uéinel:
MONOLAURIN SE 430 mg, SarZe 170519-MS 60 ks, 10% vodny roztok
29.10.2019 fedéni 10+ 10+ 10+ 10+ 10
Pocatetni denzita o8 6 0 0 0
balkterialni suspenze | Pocet CFU/ml
1,5%10° CFU/ml o9 5 1 0 0
Kritérium pFijatelnosti:
ozadovana minimalni hodnota . - - - -
fugﬂritm.ickéhu enfFeni > 5 Jog splnéno | splnEno | splnéno | splnéno splnéno
pro baltericidni 0finek
MONOLAURIN SE 645 mg, SarZe 110519-MS 60 ks, 10% vodny roztok
20.10.2019 fedéni 10+ 10+ 10+ 10+ 10
Potatetnd denzita 71 5 0 0 0
balderialni suspenze | Pofet CFU/ml -
1,5%10° CFU/ml 9 4 1 1 0
Kritérium pFijatelnosti:
ozadovana minimalni hodnota " - - = =
ijug:aritm.ickéhn sniFeni > 5 log splnéne | splnéne | splnéne | splnéno splnéno
pro baltericidni 08inek
337 Priimé 0.02ndsobek CFU
Validachi substance - e == —
391 364 13.3
41 Primé
Kontrola experimentalnich podminek =
33 38
31 Primé
Kontrola neutralizacniho finidla =
39 35
42 Primé
Kontrola metody neutralizadniho Fedéni 170719-MS =
39 40.3
170519- M5 |- | Frmer
41 41
110519 M5 [+ | Promer
29 315
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Tabulka 21: Vysledky z testovani Pseudomonas aeruginosa CCM 1961 pro 1 % vzorky monolaurinii

Pseudomonas aeruginosa CCM 1961
MONOLAURIN SE, farie 170719-MS 250 g, 1% vodny roztok

5.11.2019 fedém 10 10+ 10+ 104 10
Pofatetni denzita 236 63 17 2 0
bakteridlni suspenze | Pofet CFU/ml . _
1,5%10° CFU/ml 34 1 18 3 0

Kritérium pFijatelnosti:
poZadovana minimalni hodnota

logaritmického snizeni > 5 log nesplnéno | nesplnéno | nesplnéno | nesplnéno | nesplnéno

pro baktericidni Géinek
MONOLAURIN SE 430 mg, farie 170519-MS5 60 ks, 1% vodny roztok
5.11. 2019 fedéni 10 10+ 10 10+ 10
Pocateini denzita 191 89 19 0 0
bakteridlni suspenze | Pofet CFU/ml - _
1}5*1‘)!_1 CFU-"ml 1 ) 6 ﬁ 1 1} 1 U

Kritérium pfijatelnosti:
poZadovana minimalni hodnota

logaritmického snffeni > 5 Jog nesplnéno | nesplnéno | nesplnéno | nesplnéno | nesplnéno

pro balttericidni 0finek
MONOLAURIN SE 645 mg, farZe 110519-MS5 60 ks, 1% vodny roztok
5.11.2019 fedéni 10 10+ 10 10+ 10-*
Pofatefni denzita 198 37 9 1 0
bakteridlni suzpenze | Pofet CFU/'ml 5
1.5%10° CFU/ml 201 42 11 0 0

Kritérium pfijatelnosti:
poZadovana minimalni hodnota

logaritmického snffeni > 5 Jog nesplnéno | nesplnéno | nesplnéno| nesplnénoe | nesplnéno

pro balttericidni 0finek
137 AmE %ni -
Validacéni substance 281 Promér 0.05adsobek CEU
318 302.5 15,125
39 Priimé
Kontrola experimentalnich podminek =
48 435
31 Primé
Eontrola neuiralizacniho dinidla =
47 49
42 Priimé
Eontrola metody neutralizacniho Fedéni 170719-MS =
31 36,3
170510.MS |2 Prumér
3 215
110519-MS |2 Prumér
27 23




Tabulka 22: Vysledky z testovani Staphylococcus aureus CCM 4516 pro 10 % vzorky monolaurinii

Staphylococcus aureus CCM 4516
MONOLAURIN SE, farZe 170719-MS5 250 g, 10% vodny roztok

2910, 2019 fedéni 10+ 10+ 10+ 10+ 10+
Pocateini denzita a3 3 1 0 0
bakteridlni suspenze | Pofet CFU/ml
1.5%10° CFU/ml 89 6 0 0 0

Kritérium pFijatelnosti:
poZadovana minimdlnd hodneta

logaritmického snffeni > 5 log splnéno | splnéne | splngno | splnéno splnéno

pro baltericidni 0finek
MONOLAURIN SE 430 mg, $arie 170519-MS3 60 ks, 10%% vodny¥ roztok
10.10.2019 fedéni 10+ 10+ 10+ 10+ 10
Pocateéni denzita 96 5 1 0 0
bakterilni suspenze | Polet CFUml -
1.5#10° CFU/ml i 6 0 0 0

Kritérium pFijatelnosti:
poZadovans minimalni hodnota
logaritmického sniZeni > 5 log
pro baldericidni 0dinek

splnéne | splnénoe | splnéne | splnéno splnéno

MONOLAURIN SE 645 mg, 3are 110519-M8 60 ks, 10% vodn¥ roztok

20.10.2019 fedini 10+ 102 10 10+ 10+
Poiatetni denzita 20 3 0 0 0
bakteridlni suspenze | Pofet CFU/ml
1.5%10° CFU/ml 21 3 0 0 0

Kritérium pfijatelnosti:
poZadovana minimalnd hodnota

logaritmického snffeni > 5 Jog splnéne | splnéne | splnéno splnéno splnéno

pro baltericidni 0finek
7 - Tnd -
Validacni subsiance 41 Promér 0.05nasobek CFU
388 4025 20,125
61 Priimé
Kontrola experimentalnich podminek - = =
Komtrola newtralizacniho finidla 24 i
33 335
36 Primé
Kontrola metody neutralizacniho Fedéni 170719-MS =
39 375
170519.MS | Prumér
37 355
110510-M5 22 Prumér
27 28




Tabulka 23: Vysledky z testovani Staphylococcus aureus CCM 4516 pro 1 % vzorky monolaurinii

Staphylococcus aureus CCM 4516
MONOLAURIN SE, farge 1T0719-MS5 250 g, 1% vodny roztok

5.11. 2019 fedéni 10 10 10 10+ 10
Poiatetni denzita =300 247 58 10 5
bakteridlni suspenze | Pofet CFU/ml ﬂ .
1.5%10° CFU/ml = 300 226 61 6 3

Kritérium pFijatelnosti:
poZadovana minimdlnd hodneota

Iogaritmického suffeni > 5 Jog nesplnéne | nesplnéno | nesplnéno | nesplnénc| nesplnéno

pro baltericidni 0finek
MONOLAURIN SE 430 mg, 3arZe 170519-MS 60 ks, 1% vodny roztok
3.11. 2019 fedéni 10 10 10 10 10-
Pocateini denzita =300 222 58 2 2
bakteridlni suspenze | Pofet CFU/ml ﬂ -
1}5*1{:'!_1 'CFU-'.EEI.]. = Juﬂ 198 56 ¥ U

Kritérium pFijatelnosti:
poZadovans minimalni hodnota
logaritmického sniZeni = 5 log
pro baltericidni O0finek

nesplnéno | nesplnéno | nesplnéno | nesplnéno| nesplnéno

MONOLAURIN SE 645 mg, 3arZe 110519-MS 60 ks, 1% vodny roztok

5.11.2019 fedéni 10 10- 10 10+ 10
Pofatetni denzita =300 115 49 3 0
baltteridlni suspenze | Pofet CFU/ml .
1,5%10° CFU/ml =300 121 33 4 0

Kritérium pfijatelnosti:
poZadovana minimalni hodnota

logaritmického sniZeni = 5 log nesplnéno | nesplnéno | nesplnéno| nesplnéne | nesplnéno

pro baktericidni 0éinel:
Validadni substance 435 Priomér 0.03nazobek CFU
402 4185 20925
49 Priimé
Kontrola experimentanich podminek - - =
38 33.5
Eontrola neutralizacniho dinidla 43 =
44 43
61 Priim#
Kontrola metody neutralizadniho Fedéni 170719-MS =
56 38.5
170519.MS | Promér
36 35
110519 M§ —) Promér
34 37.5




Tabulka 24: Vysledky z testovani Candida albicans CCM 8215 pro 10 % vzorky monolaurinu

Candida albicans CCM 8215
MONOLAURIN 5E, Sarfe 170719-MS5 230 g, 10% vodny roziok
12.11.2019 fedéni 10 10- 10 10+ 10
Pocatetni denzita a7 4] 1 0 [

levurocidnd suspenze | Pofet CFU/ml i
6-10* CFU/ml o1 3 0 0 0
Kritérinm p¥ijatelnosti: pozadovana
minimalni hodnota logaritmického splnéne | splnéno | splnéne splnéno splnéno
snifeni = 4 log pro levurocidnd 0éinek

MONOLAURIN SE 430 mg, farfe 170519-MS 60 ks, 10% vodny roztok

12.11.2019 fedém 10! 10+ 104 10+ 10

Pofateéni denzita 38 9 0 0 0
levurocidnd suspenze | Pofet CFU/ml
6-10° CFU/ml 4 § 0 0 0

Kritérinm p¥ijatelnosti: pozadovana
minimalni hodnota logaritmického splnéno | splnéno | splnénc splnéno splnéno
snifeni = 4 log pro levurocidnd 0éinek

MONOLAURIN SE 645 mg, farfe 110519-MS 60 ks, 10% vodny roztok

12.11.2019 fedéni 10 10+ 10 10+ 10
Potatetni denzita o1 8 0 0 0
levurocidnd suspenze | Pofet CFLU/ml
6-10° CFU/ml i ! 0 0 0

Kritérium piijatelnosti: pozadovana
minimalni hodnota logaritmického splnéno | splnémo | splnénc | splnéno | splnéne
smizeni = 4 log pro levurocidni ucinel:

326 Primeér 0.05ndzobek CFU

Validacni substance
387 3363 17,825
Kontrola experimentalnich podminek 41
35 38
Eontrala neutralizacniho dinidla 29
26 2715
Eontrola metody newtralizadniho Fedéni 170719-MS 16
20 13
170510.Ms |18 | Promér
2 19.5
110510.M5 |18 | Promér
22 20




Tabulka 25: Vysledky z testovani Candida albicans CCM 8215 pro 1 % vzorky monolaurinii

Candida albicans CCM 8213
MONOLAURIN SE, ZarZe 170719-MS 250 g, 1% vodny roztok
12.11. 2018 fedéni 10 10+ 10+ 10+ 10~
Pogateini denzita 83 & 0 0 0
levurccidnd suspenze | Polet CFU/ml
6-10° CFU/ml 89 3 1 0 0
Kritérinm pFijatelnosti: pozadovana
minimalni hodnota logaritmického splnéno | splnéno | splnéne | splnéno splnéno
sniZeni = 4 log pro levurocidni géinek
MONOLAURIN SE 430 mg, farZe 170519-MS 60 ks, 1% vodny roztok
12.11.2019 fedéni 10+ 10+ 10+ 10+ 10
Pocateini denzita 93 7 0 0 0
levurocidnd suspenze | Pofet CFU/ml
6-10* CFU/ml 91 6 0 0 0
Kritérium pfijatelnosti: poZadovana
mimmalni hodnota logaritmického splnéno | splnéno | splnéne | splnéno splnéno
snifeni = 4 log pro levorocidnd Béinek
MONOLAURIN SE 645 mg, farZe 110519-MS 60 ks, 1% vodny roztok
12.11.2019 fedéni 10 10+ 10+ 10+ 10+
Potatetnd denzita o1 5 0 0 0
levurocidnd suspenze | Poget CFU/mil
610° CFU/ml » 3 0 0 0
Kritérinm piijatelnosti: poZadovana
minimalni hodnota logaritmiclkého splnéne | splnéne | splnéne | splnéno splnéno
sniZeni = 4 log pro levurocidni géinek
Vialidacng substanee 326 Promér 0,03nasobelk CFU
387 336.5 17,825
41 Priimé
Kontrola experimentalnich podminek =
33 38
Kontrola neuiralizacniho finidia 2 =
26 275
29 Primé
Kontrola metody neutralizacniho Fedéni 170719-MS =
38 335
170519-M5 | — | DOUmer
39 35
- a w
110519 M5 [ = | Prmer
40 36
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Tabulka 26: Vysledky z testovani Aspergillus brasiliensis CCM 8222 pro 10 % vzorky monolaurinii

Aspergillus brasiliensis CCM §222
MONOLAURIN SE, farZe 170719-MS5 250 g, 10% vodny roztok

27.11.2019 fedéni 10 102 10 o o
Potiteéni denzita | o . oo 104 22 5 0 0
fungicitni suspenze / a7 15 5 0 5

Kritérinm piijatelnosti: poZadovana
minimalni hodnota logaritmického | splnéno | splnéno | splnéno | splnéno | splnénc
snizeni = 4 log pro fungicidni Géinek

MONOLAURIN 5E 430 mg, farFe 170519-MS 60 ks, 10% vodny roztok

27.112019 fedéni 10! 10+ 10 104 10
Pocatecni denzita Potet CFL/ml 128 8 ! 0 0
fungicitni suspenze ' 121 12 1 0 0

Kritérium piijatelnosti: pozadovana
minimalni hodnota logaritmického | splnéno | splnéno | splnéno | splnémo | splnénc
snizeni = 4 log pro fungicidni éinel:

MONOLAURIN SE 645 mg, Sarze 110519-MS 60 ks, 10% vodny roztek

27.11.2019 fedéni 10! 10 10 10+ 10+
Poddtetni denzita Patet CFU/ml 27 =2 3 0 0
fungicitni suspenze ' 83 24 3 0 0

Kritérium ptijatelnosti: pozadovana
minimélni hodnota logaritmického | splnéno | splnéno splnéno splnéno| zplnéno
snifeni = 4 log pro fungicidni Géinek

— PPp—
Validachi subsiance 223 Primér 0,05nasobek CFU
203 213 10,65
_,-. P a 3
Eontrola experimenidinich podminek 1; T =
;1 P a 3
Eontrola newtralizadniho dinidla 22 2
21 213
Kontrola metody neutralizacniho Fedéni 170719-M5 | —= Promér
18 19
170510.Ms |14 | Promer
18 16
110510.M5 |1 | Promér
13 13




Tabulka 27: Vysledky z testovani Aspergillus brasiliensis CCM 8222 pro 1 % vzorky monolaurini

Aspergillus brasiliensis CCAM 8222
MONOLAURIN 5E, fFarde 170719-MS5 250 g, 1% vodny roziok

27.11.2019 fedéni 10" 10 10 10+ 10
Potatetni denzita | o . oo 7 = ’ 0 0
fungicitni suspenze oce T a9 22 1 0 0

Kritérium piijatelnosti: pozadovana
minimalni hodnota logaritmického | splnéno splnéno | splnéno | splnéno | splnéno
snifeni = 4 log pro fungicidni Géinek

MONOLAURIN SE 430 mg, sarZe 170519-MS 60 ks, 1% vodny roztok

27112019 fedém 10! 10 10+ 104 13-
Potitetni denzita | o . oo 123 16 ! 0 0
fungicitni suspenze ' 119 10 0 0 0

Kritérium p#ijatelnosti: poZadovana
minimalni hodnota logaritmického splnéno splnéno splnéno | splnéno | splnéno
snifeni = 4 log pro fungicidni Géinek

MONOLAURIN SE 645 mg, farZe 110519-MS 60 ks, 10% vodny roztok

27112019 fedéni 10 10+ 10+ 10+ 10
Potitetni denzita | o . oo 103 12 3 g 0
fungicitni suspenze ' 100 16 3 ] 0

Kritérium piijatelnosti: pozadovana
minimalni hodnota logaritmického splnéno splnéno splnéno | zplnéne | splnéno
snifeni = 4 log pro fungicidni Géinek

371 i 3
Validachi substance 223 Promér 0,05ndsobek CFU
203 713 10,65
Eontrola experimentalnich podminek 12 =
14 13
Kontrola neutralizacniho cinidla 24 e
21 215
Kontrola metody neutralizacniho Fedéni 170719.MS |10 | Promér
15 12,5
170519.M5 |18 [ Prumér
9 13.5
110519 M5 10 [ Promér
13 14,5




Podminkou pro splnéni antiseptickych uc¢inkl ptipravku bylo, aby doslo k poklesu poctu

CFU o 5 log pro baktericidni G¢inek, dale o 4 log pro levurocidni a fungicidni u¢inek.

Z vyse zminénych vysledka lze vidét, ze k pozadovanému poklesu pro baktericidni
ucinek touto metodou nedoSlo u zadné 1% koncentrace vzorkti. Nicméné snizeni
u Enterococcus hirae nenastalo ani v piipadé¢ 10% koncentrace. U Escherichia coli doslo
k poklesu v ramci 10% koncentrace pouze u jediného vzorku a tim je MONOLAURIN SE
430 mg, Sarze 170519-MS. V piipad¢ Pseudomonas aeruginosa a Staphylococcus aureus byl
dosazen pozadovany pokles 0 5 log u 10% koncentrace vzorki MONOLAURIN SE, Sarze
170719-MS 250 g; naplné¢ tobolek MONOLAURIN SE 430 mg, Sarze 170519-MS 60ks
a naplné tobolek MONOLAURIN SE 645 mg, Sarze 110519-MS 60ks.

Levurocidni G¢inek, ktery byl testovan pouze na kvasince Candida albicans, obstal
pozadovanému poklesu 0 4 log jak u 1% ale také i u 10% koncentrace vzorkit MONOLAURIN
SE, Sarze 170719-MS 250 g; néplné tobolek MONOLAURIN SE 430 mg, Sarze 170519-MS
60ks a napln¢ tobolek MONOLAURIN SE 645 mg, Sarze 110519-MS 60ks.

Fungicidni ucinek se testoval na plisni Aspergillus brasiliensis, u které také doslo
k pozadovanému logaritmickému sniZeni o 4 log u obou koncentraci vzorki MONOLAURIN
SE, sarze 170719-MS 250 g; naplné tobolek MONOLAURIN SE 430 mg, Sarze 170519-MS
60ks a napln¢ tobolek MONOLAURIN SE 645 mg, Sarze 110519-MS 60ks.

Celkové lze fict, Ze testovani piipravkid vyslo velice pozitivné. Ani u jednoho vzorku
Ztéto seérie nebyla zaznamendna Z4adna nezadouci kontaminace. Sice nebyla splnéna
baktericidni uc¢innost pro Enterococcus hirae a Escherichia coli, nicméné obé¢ tyto bakterie jsou
soucasti lidského mikrobiomu stiev, tudiz jejich redukce neni natolik dulezitd. Na druhou stranu
bylo potieba splnit podminky pro patogenni zastupce bakterialni mikroflory,
tedy pro Pseudomonas aeruginosa a Staphylococcus aureus, a ty byly splnény. Levurocidni
ucinek byl také prokazan na patogenni kvasince Candida albicans a co se ty¢e fungicidniho

ucinku i ten splnil podminky u mikroskopické vlaknité houby Aspergillus brasiliensis.
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Prvnim testovanym kapalnym vzorkem byl Desinfekéni sprej, Sarze 150819-MS, ten byl
testovan dne 11. 12. 2019. K testovani byly pouzity stejné kmeny jako v ptipadé pevnych
vzorkt, tedy Enterococcus hirae CCM 2423, Escherichia coli CCM 4517, Pseudomonas
aeruginosa CCM 1961 a Staphylococcus aureus CCM 4516 pro baktericidni G¢inek, Candida
albicans CCM 8215 pro levurocidni ti¢inek a Aspergillus brasiliensis CCM 8222 pro fungicidni
ucinek. Testovany vzorek nebyl nijak fedén. Veskeré zaznamy a jejich vysledky jsou zapsany

Vv Prilohach 38 az 43.

Druhym testovanym vzorkem byl Antimikrobidlni sprej, Sarze 031219-MS, jehoz pracovni
nazev zni CLEAN sprej. Tento pripravek byl testovan na stejné mikroorganismy, jako vyse
zminény Desinfek¢ni sprej, Sarze 150819-MS. Zkousky probihaly v podobé dvou koncentraci,
30% a 50%. Fungicidni u¢inek se testoval 10. 1. 2020, levurocidni G¢inek 13. 1. 2020 a nakonec
se testoval baktericidni Gi€inek 14. 1. 2020. Vsechna data a vysledky zkousky jsou zapsana

v Prilohach 44 az 55. SloZeni tohoto zkoumaného pfipravku je popsdno v nasledujici
Tabulce 28.

Tabulka 28: Slozeni Antimikrobialniho spreje, sarze 031219-MS

Pouzité latky MnoZstvi
Glyceryl laurat MONOMULS 90 L12 1,000 g
Glyceryl undecylenat DUB MUG 1,000 g
Kyselina laurova 0,100 g
Dekaglyceryl laurat POEM J -0021 0,500 g
Polyglycerol-3 2,000 g
Isopropanol 70,0009
Voda ¢iSténa do 100,000 g

U prvniho vzorku Desinfekéni sprej, Sarze 150819-MS nebyl zaznamenan Zadny narist
testovanych mikroorganisml ¢i nezddouci kontaminace v testované fedici fadé. U druhého
vzorku Antimikrobidlni sprej, Sarze 031219-MS, také nebyl zaznamenan narast zkousenych
mikroorganismli ¢i nezddouci kontaminace v obou vybranych koncentraci, kromé 30%
koncentrace u Aspergillus brasiliensis, nicméné prumér kolonii byl pod stanovené rozmezi 15

az 150. Celkové obé dezinfekce splnily pozadavky Ceského lékopisu.
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4 Zavér

Testovany piipravek SE MONOLAURIN OA88729 vyhoveél pozadavkim kritéria A
normy CSN EN ISO 11930 jen &astené, u 10% vodnych roztokt Escherichia coli
CCM 4225 a Salmonella enterica CCM 4420 doslo po 14 dnech znovu k namnozeni
zminénych bakterii. Nicméné u dalsich tfech testovanych kmena Escherichia coli,
které reprezentuji klinické izolaty doslo k pozadovanému logaritmickému snizeni podle
normy CSN EN ISO 11930 v 1% i 10% koncentraci.

Vzorek SE MONOLAURIN OA88730 vyhovél pozadavkim kritéria A normy CSN EN
ISO 11930 v testovanych 10% koncentracich na rGzné bakteridlni kmeny, posléze
I v 1% a 10% koncentraci na klinické izolaty kmene Escherichia coli.

Dalsi testovany piipravek MONOLAURIN SE 0A92502, ktery byl testovan na vysoce
patogenni kmeny Escherichia coli v 0,1%; 1% a 10% koncentraci vyhov¢l pozadavkiim
kritéria A normy CSN EN ISO 11930 i v nejniZsi testované koncentraci.

Vzorek BETA-AESCIN OA92503, ktery byl testovan na 3 bakterialni kmeny v 0,01%;
0,1% a 1% koncentraci také v tomto testovani obstal i pfi nejniz$i koncentraci a splnil
podminky normy CSN EN ISO 11930. Opétovné testovani nové Sarze P-Aescinu
vyplynulo z pifedchozi DP Jitky Vackové (2019), kde byly zjistény pocate¢ni
kontaminace vzorkd.

VVzorky MONOLAURIN SE, sarze 170719-MS 250 g; naplné tobolek MONOLAURIN
SE 430 mg, Sarze 170519-MS 60ks a napln¢ tobolek MONOLAURIN SE 645 mg, Sarze
110519-MS 60ks byly testované podle Ceského 1ékopisu. Testovaly se baktericidni,
levurocidni a fungicidni u€inky. Levurocidni i fungicidni G¢inky vySly velmi dobfe,
byly potvrzené v obou testovanych 1% a 10% koncentracich. Baktericidni Gi¢innost se
projevila pouze v 1% koncentraci u Pseudomonas aeruginosa a Staphylococcus aureus,
které zde zastupovaly patogenni bakterie. U Enterococcus hirae a Escherichia coli
nebyla naplnéna podminka, nicméné musime vzit v potaz, ze tyto kmeny jsou soucasti
lidského mirkobiomu a tudiz jejich snizeni neni natolik dtlezité jako je sniZzeni u jinych
potencialnich patogennich bakterii.

Z veskerych testovanych piipravkll na bazi monolaurinu pfipravenych ve firm¢ K2
Pharm s.r.o. se sidlem v Opavé¢ se rozhodovalo mezi poslednimi tfemi vzorky, které
z mikrobiologického hlediska byly na stejné urovni. Po zhodnoceni disolu¢nich testt
provedenych ve spole¢nosti VUOS, dalsiho fesitele projektu TACR TH02010762,
byl vybran pravé vzorek: naplné tobolek MONOLAURIN SE 430 mg, diky jeho
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rozpustnosti. Vysledkem feseni celého projektu TACR TH02010762 je uZitny vzor &islo
319 73 - Doplnék stravy pro ptiznivé ovlivnéni lidského sttevniho mikrobiomu.

Pro dosazeni maximalnich uU¢inkli na lidsky stievni mikrobiom je doporuceno
kombinované uzivani potravinovych doplnki obsahujici monolaurin, B-Aescin, vitamin
A a laktoferin. V soucasnosti je jiz na trhu dostupny vyrobek s obchodnim nazvem
Monolaurin Essens, obsahujici kombinaci monolaurinu a vitaminu A.

Testované¢ piipravky Dezinfekéni antimykoticky sprej Sarze, 150819-MS
a Antimikrobialni sprej Sarze, 031219-MS testované podle Ceského 1ékopisu splnily
podminky kritérii. Antimikrobidlni sprej Sarze, 031219-MS byl vybran k dal$im testim

a mozné vyrob¢ pod pracovnim ndzvem CLEAN spre;j.
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Priloha 1: Primérny pocet kolonii E. coli v 10 % vzorku SE MONOLAURINU OA88729

Escherichia coli CCM 4225, 10 %

Datum, nazev vzorku: SE MONOLAURIN OABBT29, Sarie: 271218-MS 50g

Datum 10" 10° 107 107" 10°
25.1.2019 | 1.den | Nepotitatelny 281 35 ] 1
1.2, 2019 7.den 75 34 1 0 0
8.2. 2019 14. den | Nepoditatelny =300 97 16 2
15.2. 2019 | 21.den =300 293 69 3
22,2, 2019 | 28.den 236 163 31 ]

Priloha 2: Priumeérny pocet kolonii L. monocytogenes v 10 % vzorku SE MONOLAURINU OA88729

Listeria monocytogenes CCM 5576, 10 %

Datum, ndzev vzorku: SE MONOLAURIN OABB729, SarZe: 271218-MS 50g

Datum 10 10° 10° 107 10
25.1. 2019 1. den =300 =300 158 a7 )
1.2, 2019 7.den 0 0 0 0 0
8.2. 2019 14. den 0 i) 0 0 i)
15.2. 2019 | 21.den 0 ] 0 0 ]
22.2. 2019 | 28.den 0 0 0 0 0

Priloha 3: Priimérny pocet kolonii P. vulgaris v 10 % vzorku SE MONOLAURINU OA88729

Proteus vulgaris CCM 1799, 10 %

Datum, ndzev vzorku: SE MONOLAURIN OABBT29, Sarfe: 271218-MS5S 50g

Datum 10 107 107 107 107
25.1. 2019 1. den 72 11 2 0 0
1.2, 2019 7.den 12 1 0 0 0
8.2. 2019 14. den 0 0 0 0
15.2. 2019 | 21.den 0 0 0 0
22.2. 2019 | 28.den 0 0 0 0 0

Priloha 4: Prumerny pocet kolonii S. enterica v 10 % vzorku SE MONOLAURINU OA88729

Salmonello enterica CCM 4420, 10 %

Datum, ndzev vzorku: SE MOMNOLAURIN OAB8729, Sarie: 271218-MS 50g

Datum 10" 107 10~ 10 10°
25.1. 2019 1. den 29 13 a4 1 0
1.2. 2019 7.den 43 19 3 0 0
8.2.2019 | 14.den | Nepotitatelny 239 22 g 0
15.2. 2019 | 21.den | Mepoéitatelny =300 26 7] 3
22.2,2019 | 28.den 294 139 18 ] 0
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Priloha 5: Prumérny pocet kolonii S. aureus v 10 % vzorku SE MONOLAURINU OA88729

Staphylococcus aureus CCM 4227, 10 %

Datum, nazev vzorku: SE MONCOLAURIN OAB8729, Sarie: 271218-MS 50g

Datum 10" 10° 107 10" 10°
25.1. 2019 1. den | Nepotitatelny =300 221 46 11
1.2. 2019 7.den il 1 0 0 0
8.2. 2019 14. den 0 ] 0 0 ]
15.2. 2019 | 21.den ] ] ] ] ]
22.2.2019 | 28.den 0 ] 0 0 0

Priloha 6. Priumérny pocet kolonii E. coli v 10 % vzorku SE MONOLAURINU OA88730

Escherichio cofi CCM 4225, 10 %

Datum, nazev vzorku: SE MONOLAURIN OABB730, Sare: 271218-MS 50g

Datum 107 10° 107 107 10°
25.1. 2019 1. den 92 16 3 0 ]
1.2, 2019 7.den 18 2 0 0 0
8.2. 2019 14. den ] 0 0 ]
15.2. 2019 | 21.den 0 0 0 0
22.2.2019 | 28.den 0 0 0 i)

Priloha 7: Prumerny pocet kolonii L. monocytogenes v 10 % vzorku SE MONOLAURINU OA88730

Listeria monocytogenes CCM 5576, 10 %

Datum, nazev vzorku: SE MONCOLAURIN OAB8730, Sarie: 271218-MS 50g

Datum 10 10° 107 107 107
25.1. 2019 1. den =300 121 22 a8 4
1.2. 2019 7.den 0 ] 0 0 0
2.2, 2019 14. den 0 0 0 0 0
15.2. 2019 | 21.den 0 0 0 0 0
22.2.2019 | 28.den 0 0 0 0 0

Priloha 8: Priimérny pocet kolonii P. vulgaris v 10 % vzorku SE MONOLAURINU OA88730

Proteus vulgaris CCM 1799, 10 %

Datum, nazev vzorku: SE MONOLAURIN OAB8730, Sarfe: 271218-MS 50g

Datum 10" 107 107 107 10°
25.1. 2019 1. den 822 12 1 0 0
1.2. 2019 7.den ] 0 ] 0 ]
8.2, 2019 14. den 0 0 0 0 0
15.2. 2019 | 21. den 0 0 0 0 0
22.2.2019 | 28.den ] 0 ] 0 ]




Priloha 9: Priumeérny pocet kolonii S. enterica v 10 % vzorku SE MONOLAURINU OA88730

Salmonella enterica CCM 4420, 10 %

Datum, nazev vzorku: SE MONCOLAURIN OAB8730, Sarie: 271218-MS 50g

Datum 107 102 107 107 10°
25.1. 2019 1. den 40 4 2 1 ]
1.2, 2019 7.den a7 10 0 0 0
8.2, 2019 14. den 0 0 0
15.2. 2019 | 21.den 0 0 0
22.2.2019 | 28.den 0 0 0

Priloha 10: Priumérny pocet kolonii S. aureus v 10 % vzorku SE MONOLAURINU OA88730

Staphylococcus aureus CCM 4227, 10 %

Datum, nazev vzorku: SE MOMNOLAURIN OABBT30, 3arie: 271218-MS 50g

Datum 107 10” 107 107 10°
25.1. 2019 1.den | Mepoéitatelny =300 189 42 9
1.2, 2019 7.den 0 0 0 1] 0
8.2. 2019 14. den 0 0 ] 0 0
15.2. 2019 | 21.den 0 0 0 1] 0
22,2.2019 | 28.den 0 0 0 1] 0

Priloha 11: Prumeérny pocet kolonii E. coli CCM 4517 v 1 % vzorku SE MONOLAURINU OA88729

Escherichio coli CCM 4517, 1%

Datum, ndzev vzorku: SE MONOLAURIN OABBT29, Sarie: 271218-M5 50g
Datum 10" 107 107 0™ 10°
15. 4. 2015 1. den 64 25 7 1 0
23.4,2015 7.den 0 0 0 0 0
29.4. 2019 | 14.den 0 0 0 0 0
6. 5. 2019 21. den 0 0 0 0 0
13.5. 2019 | 28.den 0 0 0 0 0

Priloha 12: Primérny pocet kolonii E. coli CCM 4517 v 10 % vzorku SE MONOLAURINU OA88729

Escherichia cofi CCM 4517, 10 %

Datum, ndzev vzorku: SE MOMNOLAURIN OAB8729, Sarie: 271218-MS 50g
Datum 107 107 107 107 107
15.4. 2019 | 1.den 26 12 3 ] ]
23.4.2019 | 7.den ] ] ] ] ]
29.4. 2019 | 14. den ] ] ] ] ]
6.5.2019 | 21.den ] ] ] ] ]
13.5.2019 | 28.den ] ] ] ] ]
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Priloha 13: Primeérny pocet kolonii E. coli CCM 3954 v 1 % vzorku SE MONOLAURINU OA88729

Escherichio coli CCM 3954, 1%

Datum, ndzev vzorku: SE MONCLAURIN OABB729, Sarie: 271218-M5 50g
Datum 10 107 107 107 107
15. 4. 2019 1. den 89 32 16 3 1]
23.4, 2019 7. den 1] 1] 1] 1] 1]
29.4, 2019 14. den ] ] ] ] ]
6. 5. 2019 21. den 1] 1] 1] 1] 1]
13.5.2019 | 28.den 1] 1] 1] 1] 1]

Priloha 14: Primérny pocet kolonii E. coli CCM 3954 v 10 % vzorku SE MONOLAURINU OA88729

Escherichia cofi CCM 3954, 10 %

Datum, nazev vzorku: SE MOMOLAURIN OABB729, Sarie: 271218-MS 50g
Datum 107 10° 107 107 107°
15.4.2019 | 1.den 36 19 11 2 ]
23.4.2019 | 7.den 1] 1] 1] 0 ]
29.4. 2019 | 14. den 1] 1] 1] 0 ]
B.5.2019 | 21.den 1] 1] 1] 0 ]
13.5.2019 | 28.den 1] 1] 1] ] ]

Priloha 15: Prumérny pocet kolonii E. coli CCM 2024 v 1 % vzorku SE MONOLAURINU OA88729

Escherichio colif CCM 2024, 1%

Datum, ndzev vzorku: SE MONOLAURIN OABB729, Sarie: 271218-MS5 50g
Datum 107 107 107 10™ 107
15.4. 2015 1. den 118 a0 10 1 1]
23. 4, 2019 7.den 36 14 2 2 1]
29.4, 2019 | 14.den 1] 1] 1]
6. 5. 2019 21. den 1] 1] 1]
13.5.2019 | 28.den 1] 1] 1] 1] 1]

Priloha 16: Priimérny pocet kolonii E. coli CCM 2024 v 10 % vzorku SE MONOLAURINU OA88729

Escherichio coli CCM 2024, 10 %

Datum, nazev vzorku: SE MONOLAURIN QABET729, Sarie: 271218-MS 50g

Datum 10™ 107 107 10 10°
15.4.2019| 1.den A5 17 5 1 0
23.4.2019| 7.den 0 0 0 0 0
29.4.2019 | 14. den 0 0 0 0 0
6.5.2019 | 21.den 0 0 0 0 0
13.5.2019| 28.den 0 0 0 0 0

101



Priloha 17: Priumeérny pocet kolonii E. coli CCM 4517 v 1 % vzorku SE MONOLAURINU OA88730

Escherichia cofi CCM 4517, 1%

Datum, ndzev vzorku: SE MOMNOLAURIN OAB8730, Sarie: 271218-MS 50g
Datum 107 107 107 107 107
15. 4. 2015 1. den 53 20 3 1] 1]
23.4, 2015 7. den 1] 1] 1] 1] 1]
29.4. 2019 | 14.den 1] 1] 1] 1] 1]
6. 5. 2019 21. den 1] 1] 1] 1] 1]
13.5.2019 | 28. den 1] 1] 1] 1] 1]

Priloha 18: Primeérny pocet kolonii E. coli CCM 4517 v 10 % vzorku SE MONOLAURINU OA88730

Escherichia cofi CCM 4517, 10 %

Datum, ndzev vzorku: SE MOMNCOLAURIN OABS7Y30, Sarie: 271218-MS 50g
Datum 10" 107 107 0™ 10°
15.4. 2019 | 1.den 15 6 0 0 0
23.4.2019| 7.den 0 0 0 0 0
29.4. 2019 | 14.den 0 0 0 0 0
6.5.2019 | 21.den 0 0 0 0 0
13.5. 2019 | 28. den 0 0 0 0 0

Priloha 19: Priimerny pocet kolonii E. coli CCM 3954 v 1 % vzorku SE MONOLAURINU OA88730

Escherichia cofi CCM 3954, 1%

Datum, ndzev vzorku: SE MOMNOLAURIN OAB8730, Sarie: 271218-MS 50g

Datum 107 10” 107 107 107
15. 4. 20139 1. den 75 24 12 2
23.4. 20139 7. den 1] 1] 1] 1] 1]
29.4. 2015 | 14.den 1] 1] 1] 1] 1]
6. 5. 2019 21. den 1] 1] 1] 1] 1]
13.5. 2019 | 28.den 1] 1] 1] 1] 1]

Priloha 20: Priumérny pocet kolonii E. coli CCM 3954 v 10 % vzorku SE MONOLAURINU OA88730

Escherichio coli CCM 3954, 10 %

Datum, nazev vzorku: SE MONOLAURIN OABB730, Sarie: 271218-M5 50g
Datum 107 107 107 107 107
15.4.2019 ] 1.den 28 10 4 1 0
23.4.2019 | 7.den i i i i i
29.4. 2019 | 14. den ] ] ] ] ]
6.5.2019 | 21.den 0 0 0 0 0
13.5.2019 | 28. den 0 0 0 0 0
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Priloha 21: Primeérny pocet kolonii E. coli CCM 2024 v 1 % vzorku SE MONOLAURINU OA88730

Escherichia cofi CCM 2024, 1%

Datum, ndzev vzorku: SE MOMNOLAURIN OAB8730, Sarie: 271218-MS 50g
Datum 10 10° 107 107 107
15. 4. 2019 1. den 100 24 7 1 1]
23.4, 2019 7. den 1] 1] 1] 1] 1]
29.4. 2019 | 14.den 1] 1] 1] 1] 1]
6. 5. 2019 21.den 1] 1] 1] 1] 1]
13.5.2019 | 28.den 1] 1] 1] 1] 1]

Priloha 22: Primérny pocet kolonii E. coli CCM 2024 v 1 % vzorku SE MONOLAURINU OA88730

Escherichia coli CCM 2024, 10 %
Datum, ndzev vzorku: SE MONOLAURIN OAB8730, Sarie: 271218-MS 50g
Datum 107 107 107 107 107
15.4. 2019 1.den 35 11 2 1] 1]
23.4.2019] 7.den 1] 1] 1] 1] 1]
29.4. 2019 | 14.den 1] 1] 1] 1] 1]
6.5.2019 | 21.den 1] 1] 1] 1] 1]
13.5.2019] 28.den 1] 1] 1] 1] 1]

Priloha 23: Priimérny pocet kolonii E. coli CCM 5172 v 0,1 % vzorku MONOLAURIN SE OA92502

Escherichio coli CCM 5172, 0,1%
Datum, nazev vzorku: MONOLAURIM SE QA92502, Sarie: 100419-MS 30g

Datum 10™ 10 107 107 10°
17.9.2019 | 1.den 252 32 4 1 0
24.9.2019 | 7.den 0 0 0 0 0
1.10. 2019 | 14.den 0 0 0 0 0
8.10.2019 | 21.den 0 0 0 0 0

15.10. 2019 | 28.den 0 0 0 0 0

Priloha 24: Priimérny pocet kolonii E. coli CCM 5172 v 1 % vzorku MONOLAURIN SE OA92502

Escherichio coli CCM 5172, 1%
Datum, ndzev vzorku: MOMNOLAURIN SE OAS2502, Sarie: 100419-MS 30g

Datum 10™ 10° 107 107 10°
17.9.2019 | 1.den 170 18 1 0 0
24,9.2019 | 7.den 0 0 0 0 0
1.10.2019 | 14. den 0 0 0 0 0
8.10.2019 | 21. den 0 0 0 0 0

15.10. 2019 | 28.den 0 0 0 0 0
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Priloha 25: Primeérny pocet kolonii E. coli CCM 5172 v 10 % vzorku MONOLAURIN SE OA92502

Escherichia cofi CCM 5172, 10%

Datum, nazev vzorku: MOMOLAURIN SE OA92502, Sarie: 100415-M5 30g
Datum 107 10° 107 107 107
17.9. 2019 1. den 21 1 1] 1] 1]
24.9, 2019 7.den 0 ] 1] 1] 1]
1.100 2019 14. den 0 ] 1] 1] 1]
8.10, 2019 21. den 0 ] 1] 1] 1]
15.10. 2019 | 28. den 0 ] 1] 1] 1]

Priloha 26: Primérny pocet kolonii E. coli CCM 8874 v 0,1 % vzorku MONOLAURIN SE 0492502

Escherichia coli CCM 8874, 0,1%

Datum, ndzev vzorku: MONOLAURIN SE OAS2502, Sarie: 100419-MS 30g
Datum 107 10° 107 107 107
17.9. 2019 1. den =300 275 52 a4 1
24.9. 2019 7.den 89 13 1] 1] 1]
1.10. 2019 | 14. den 1] ] ]
8.10. 2019 | 21.den 1] 1] 1]
15.10. 2019 | 28. den 1] 1] 1]

Priloha 27: Primérny pocet kolonii E. coli CCM 8874 v 1 % vzorku MONOLAURIN SE OA92502

Escherichio coli CCW 8874, 1%

Datum, ndzev vzorku: MONOLAURIN S5E OAS2502, Sarie: 100419-M5S 30g
Datum 107 10° 107 10™ 107
17.9.2019| 1.den =300 139 39 9 1
24.9.2019| 7.den 0 1] 1] 1] 0
1.10. 2019 14.den 0 1] 1] 1] 0
8.10. 2019 | 21.den i ] 1] 1] 0

15.10. 2019] 28.den ] 1] 1] 1] 0

Priloha 28: Priimerny pocet kolonii E. coli CCM 8874 v 10 % vzorku MONOLAURIN SE OA92502

Escherichia cofi CCM 8874, 10 %

Datum, ndzev vzorku: MOMNOLAURIN S5E OAS2502, Sarie: 100419-MS 30g
Datum 107 10° 107 107 107
17.9. 2019 1. den 68 a8 2 1] 1]
24.9. 2019 7.den 1] 1] 1] 1] 1]
1.10. 2019 | 14.den 1] 1] 1] 1] 1]
8.10. 2019 | 21.den 1] 1] 1] 1] 1]
15.10. 2019] 28. den ] ] ] ] ]
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Priloha 29: Prumeérny pocet kolonii E. coli CCM 4517 v 0,01 % vzorku f-AESCIN OA92503

Escherichia cofi CCM 4517, 0,01 %

Datum, nazev vzorku: B-aescin OA92503, Sarie: 021017, 15g

_5

Datum 10 10° 10~ 10 10°
4.6. 2019 1.den |Mepotitatelny =300 280 18 10
11.6. 2019 7.den 168 32 4 1 0
18.6. 2019 | 14.den 0 0 0
25.6. 2019 | 21.den 0 0 0
2.7. 2019 28. den ] ] ]

Priloha 30: Primeérny pocet kolonii E. coli CCM 4517 v 0,1 % vzorku f-AESCIN OA92503

Esherichio coli CCM 4517, 0,1 %

Datum, nazev vzorku: B-aescin QOA92503, Sarie: 021017, 15z

Datum 10" 107 10° 107 107
4.6. 2019 1. den |Mepoéitatelny 194 40 6 1
11.6. 2019 7.den 15 2 ] 0 ]
18.6. 2019 | 14.den 0 1] ] 0 1]
25.6. 2019 | 21.den ] ] 0 ] 0
2.7.2019 28. den 0 1] ] 0 1]

Priloha 31: Priimérny pocet kolonii E. coli CCM 4517 v 1 % vzorku f-AESCIN OA92503

Escherichia cofi CCM 4517, 1%

Datum, nazev vzorku: B-aescin OA92503, Sarie: 021017, 15z

Datum 10 107 107 0™ 107
4.6. 2019 1. den |Mepotitatelny 80 15 3 1
11.6. 2019 7. den 7 2 ] ] 0
18.6. 2019 | 14.den ] 1] 0 0 ]
25.6. 2019 | 21.den ] 1] 0 0 ]
2.7. 2019 28. den 0 ] ] ] 0

Priloha 32: Priimerny pocet kolonii P. aeruginosa CCM 3955 v 0,01 % vzorku f-AESCIN OA92503

Pseudomonas aeruginosa CCM 3955, 0,01 %

Datum, nazev vzorku: B-aescin OA92503, Sarie: 021017, 15g

-2

Datum 10 10 107 10 107
4.6.2019 | 1.den | Nepotitatelny > 300 95 26 6
11.6.2019 | 7.den 116 28 3 0 0
18.6.2019 | 14.den 0 0 0
25.6.2019 | 21.den 0 0 0
2.7.2019 | 28.den 0 0 0
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Priloha 33: Primeérny pocet kolonii P. aeruginosa CCM 3955 v 0,1 % vzorku f-AESCIN OA92503

Pseudomonas aeruginosa CCM 3955, 0,1 %

Datum, nazev vzorku: B-aescin OA92503, Sarie: 021017, 15g

Datum 107 10° 107 10 10°
4.6. 2019 1. den =300 89 30 7 1
11.6. 2019 7.den 0 0 0 0 o
18.6. 2019 | 14.den 0 0 0 ] ]
25.6.2019 | 21.den ] ] ] ] ]
2.7.2019 28. den 0 0 0 ] ]

Priloha 34: Primeérny pocet kolonii P. aeruginosa CCM 3955 v 1 % vzorku -AESCIN OA92503

Pseudomonas aeruginosa CCM 3955, 1%

Datum, nazev vzorku: B-aescin OA92503, Sarie: 021017, 15g

Datum 10" 10° 107 107 10°
4.6. 2019 1. den 206 66 9 1 o
11.6. 2019 7.den ] ] ] ] ]
18.6. 2019 | 14.den 0 0 0 ] ]
25.6.2019 | 21.den ] ] ] ] ]
2.7. 2019 28. den ] ] ] ] ]

Priloha 35: Priimerny pocet kolonii S. aureus CCM 2022 v 0,01 % vzorku p-AESCIN OA92503

Staphylococcus aureus CCM 2022, 0,01 %

Datum, nazev vzorku: B-aescin OA92503, Sarie: 021017, 15g

Datum 0™ 107 107 107 10°
4.6. 2019 1.den |Mepotitatelny =300 156 a0 a4
11.6. 2019 7. den 0 0 0 0 0
13.6. 2019 | 14. den 0 0 0 0 0
25.6. 2019 | 21.den 0 0 0 0 0
2.7.2019 28. den 0 0 0 0 0

Priloha 36: Priimérny pocet kolonii S. aureus CCM 2022 v 0,1 % vzorku -AESCIN OA92503

Staphylococcus aureus CCM 2022, 0,1 %

Datum, nazev vzorku: B-aescin OA92503, Sarie: 021017, 15g

Datum 10t 10° 107 10 10°
4.6. 2019 1. den 95 24 3 1 1]
11.6. 2019 7.den ] ] 1] 0] ]
18.6. 2019 14. den ] 0 o ] ]
25.6. 2019 21. den ] ] 1] ] ]
2.7. 2019 28.den ] 0 o ] ]
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Priloha 37: Primérny pocet kolonii S. aureus CCM 2022 v 1 % vzorku f-AESCIN OA92503

Staphylococcus aureus CCM 2022, 1%

Datum, nazev vzorku: B-aescin OA92503, Sarie: 021017, 152

Datum 10 10° 107 10 10°
4.6, 2019 1. den 0 0 0 0 0
11.6. 2019 7.den 0 0 0 0 0
13.6. 2019 | 14.den 0 0 0 0 0
25.6. 2019 | 21.den 0 0 0 0 0
2.7.2019 28. den 0 0 0 0 0

Priloha 38: Vysledky z testovani Enterococcus hirae CCM 2423 na Dezinfekcni sprej, Sarze 150819-MS

Enterococcus hirae CCM 2423

Dezinfekini antimvkoticky sprej, $arZe: 150819-MS

11.12. 2019 fedéni 101 102 107 10+ 10~
Potateni denzita 0 0 0 ] 0
bakterialni suspenze Pocet CFU/ml
1,5-10° CFU/ml ] 0 0 0 ]
Kritérium p#ijatelnosti: poZadovana
minimalni hodnota logaritmiclkého sniZeni | splnéno | splnéno | splnéno | splnéno | splnéno
= 5 log pro baktericidni 9cinek
612 Primé 0.05ndsobek CFU
Falidaéni substance ?T o330 —
643 6275 31373
g0 Promé
Kontrola experimentdinich podmingk %7 23 =
a1 Primé
Kontrola neutralizacniho éinidia ,ET
g8 895
25 Prime
Kontrola metody neutralizacniho Fedéni zi 2 ;r
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Priloha 39: Vysledky z testovani Escherichia coli CCM 4517 na Dezinfekcni sprej, sarze 150819-MS

Escherichia coli CCM 4517
Dezinfekéni antimvkoticky sprej, sarZe: 150819-MS

1112 2019 fedéni 101 104 107 104 104
Potatetni denzita 0 ] 0 0 ]
bakterialni suspenze Pocet CFU/ml
1,5-10° CFU/ml 0 ] 0 0 ]
Kritérium p¥ijatelnosti: poZadovana
minimalni hodnota logaritmického sniZeni | splnéno | splnéno | splnéno | splnéno | splnéno
= 5 log pro baktericidni Ofinek
528 Prumé 0.05nasobek CFU
Validaéni substance & - O30 -
514 521 26,05
69 Prumé
Kontrola experimentdinich podminek ,ET
68 68.5
Kontrola neutralizadniho Emidia 7 1 <
B3 68
18 Prumé
Kontrola metody neutralizacniho Fedéni 20 10 =

Priloha 40: Vysledky z testovani Pseudomonas aeruginosa CCM 1961 na Dezinfekcni sprej, Sarze

150819-MS

Pseudomonas aeruginosa CCM 1961
Dezinfekéni antimvkoticky sprej, sarZe: 150819-MS5

11.12.2019 fedéni 101 104 104 10+ 104
Poiatetni denzita 0 0 0 0 ]
bakterialnd suspenze Pocet CFU/ml
1,5-10° CFU/ml ] ] 0 0 ]
Kritérium prijatelnosti: pozadovana
minimalni hodnota logaritmického sniZeni | splnéno | splnéno | splnéno | splnéno | splnéno
= 5 log pro baktericidni G&inek
308 Primé 0.05n3sobek CFU
Falidacni substance 1_3:r o030 —
361 3795 18,975
” Prime
Kontrola experimentdinich podminek ? — ,ET
51 52.5
Kontrola neutralizacniho Einidia ig — =l
51 50
13 Priumé
Kontrola metody neutralizacniho Fedéni 17 15 =
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Priloha 41: Vysledky z testovani Staphylococcus aureus CCM 4516 na Dezinfekcni sprej, sarze 150819-
MS

Staphylococcus aureus CCM 4516
Dezinfekini antimvkoticky sprej, sarze: 150819-MS

11.12.2019 fedéni 101 102 104 10+ 104
Poiateéni denzita 0 0 0 0 0
bakterialni suspenze Potet CFU/ml
1,5-10° CFU/ml 0 0 0 0 0

Kritérium prijatelnosti: pozadovana
minimalni hodnota logaritmického snizeni | splnéno | splnéno | splnéno | splnéno | splnéno
= 5 log pro baktericidni 0¢inek

487 Primér | 0,05nasobek CFU

Falidacni substance
01 404 247
68 Primér
Kontrol imentdinich podminek
ontrola experimentdinich podmine 65 66.5
Eontrola neutralizainiho Sinidia 63 ,ET
o4 63.5
Kontrola metody neutralizacniho Fedéni ii T 5&1’

Priloha 42: Vysledky z testovani Candida albicans CCM 8215 na Dezinfekcni sprej, sarze 150819-MS

Candida albicans CCM 8215
Dezinfelcéni antimvkoticky sprej, §arie: 150819-MS
11.12.2019 fedéni 101 10 107 10+ 10+
Pocitecni denzita ] ] ] ] ]
levurecidni suspenze Potet CFU/ml
6-10% CFU/ml ] ] ] ] ]

Kritérium pijatelnosti: poZzadovani
minimalni hodnota logaritmického sniZeni | splnéno | splnéno | splnéno | splnéno | splnéno
= 4 log pro levurocidnd GEinek

Faltdacni substance 489 Promer 0.05nasobek CFU

465 477 23 85
o PrimeE
Kontrola experimentdinich podminek > = ,ET
61 59.5
Hontrola neutralizacniho cinidla ;2 61 =
Kontrola metody neutralizacniho Fedéni i; 1 61:1'
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Priloha 43: Vysledky z testovani Aspergillus brasiliensis CCM 8222 na Dezinfekcni sprej, Sarze 150819-
MS

Aspergillus brasiliensis CCM 8222
Dezinfekini antimvkoticky sprej, Sarie: 150819-MS

11.12. 2019 fedéni 101 10 107 10+ 10+
Potitecni denzita 0 0 0 0 0
fungicidni suspenze Potet CFU/ml
0.5-108 CFU/ml ] 0 0 0 ]
Kritérium ptijatelnosti: poZadovani
minimaini hodnota logaritmického sniZeni | splnéno | splnéno | splnéno | splnéno | splnéno
= 4 log pro fungicidni G&mek
189 Primé 0.05nasobek CFU
Falidadni substance < o330 —
201 195 075
18 Primé
Kontrola experimentdinich podminek ,ET
10 185
17 Primé
Eontrola neutralizacniho Einidla 13 T <
5
5 Prime
Kontrola metody neutralizadniho Fedéni 5 5 ;f

Priloha 44: Vysledky z testovani 50% koncentrace Antimikrobidlniho spreje, sarze 031219-MS na
Enterococcus hirae CCM 2423

Enterococcus hirae CCM 2423

Antimilrobiilni sprej, Sarfe: 031219-MS, 250 ml, 50% roztok
14.01.2020 fedéni 101 10 107 10+ 10+
Poédtecni denzita ] 0 0 0 ]
bakterialni suspenze Potet CFU/ml
1,5-10° CFU/ml ] 0 0 0 0
Kritérium prijatelnosti: poZadovana
minimaini hodnota logaritmiclkého sniZeni | splnéno | splnéno | splnéno | splnéno | splnéno
= 5 log pro baktericidni 0finek
504 Prumé 0,05nasobek CFU
Validacni substance ?T onaso —
611 602,5 30,125
78 Primé
Kontrola experimentdinich podminek FH
71 74,5
Kontrola neutralizadniho Einidla >9 &
68 63,5
1.— P 3 w
Kontrola metody neutralizadniho Fedéni 1; 16 51:1'
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Priloha 45: Vysledky z testovani 50% koncentrace Antimikrobialniho spreje, Sarze 031219-MS na

Escherichia coli CCM 4517

Escherichia coli CCM 4517
Antimikrobiilni sprej, sarze: 031219-MS§, 250 ml, 50% roztok
14.01.2020 fedéni 101 102 103 104 105
Potdtecni denzita 0 0 0 0 ]
bakteridlni suspenze Poéet CFU/ml
1,5-10° CFU/ml 0 0 0 0 4]
Kritérium pfijatelnosti: poZadovani
minimalni hodnota logaritmického sniZeni | splnéno | splnéno | splnéno | splnéno | splnéno
= 5 log pro baktericidni ifinek
586 Primé 0.05nasobek CFU
Validadni substance ?T o330 —
591 2883 20425
81 Priomé
Kontrola experimentdinich podminek ,ET
76 785
Kontrola neutralizacniho Cinidla 8 =S
72 70
8 Priimé
Kontrola metody neutralizainiho Fedéni T 0 ;r

Priloha 46: Vysledky z testovani 50% koncentrace Antimikrobialniho spreje, Sarze 031219-MS na

Pseudomonas aeruginosa CCM 1961

Pseudomonas aeruginosa CCM 1961

Antimikrobiilni sprej, Sarze: 031219-MS, 250 ml, 50% roztok
14.01.2020 fedéni 101 102 103 104 10
Potitecni denzita ] ] ] ] ]
bakteridlni suspenze Pocet CFU/ml
1,5-10° CFU/ml ] ] ] ] ]
Kritérium piijatelnosti: poZadovana
minimalni hodnota logaritmického snifeni | splnéno | splnéno | splnéno | splnéno | splnéno
= 5 log pro baktericidni dfinek
411 Primé 0,05nasobek CFU
Falidaéni substance ?T oma%0 —
428 4195 20075
50 Prime
Kontrola experimentdinich podminek 3 " — S
5 55
Kontrola neutralizacniho finidla 49 ,Er
48 485
12 Priimé
Kontrola metody neutralizacniho Fedéni T 0 :r
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Priloha 47: Vysledky z testovani 50% koncentrace Antimikrobialniho spreje, Sarze 031219-MS na
Staphylococcus aureus CCM 4516

Staphylococcus aureus CCM 4516

Antimikrobiilni sprej, Sarze: 031219-MS, 250 ml, 50 % roztok
14.01.2020 fedéni 101 102 105 10+ 10-5
Potatecni denzita 0 ] ] ] ]
bakteriilni suspenze Pocet CFU/ml
1,5-10° CFU/ml 0 0 0 0 ]
Kritérium prijatelnosti: poZadovana
minimalni hodnota logaritmického sniZzeni | splnéno | splnéno | splnéno | splnéno | splnéno
= 5 log pro baktericidni d¢inek
598 Primé 0,05nasobek CFU
Validacni substance =t -1aso
612 605 30,25
&8 Primé
Kontrola experimentdinich podminek FEI
91 89.5
79 Primé
Kontrola neutralizadniho &inidla =
a1 a0
18 Pramé
Kontrola metody neutralizacniho Fedéni s 16 5&1

Priloha 48: Vysledky z testovani 50% koncentrace Antimikrobialniho spreje,

Candida albicans CCM 8215

Candida albicans CCM 8215
Antimikrobiilni sprej, Sarze: 031219-MS, 250 ml, 50% roztok

Sarze 031219-MS na

13.01.2020 fedéni 101 101 10+ 104 10
Pocatetni denzita 0 0 0 ] ]
levurocidni suspenze Pocet CFU/ml
6-10% CFU/ml 0 0 i 0 0
Kritérium piijatelnosti: pozadovana
minimalni hodnota logaritmického sniZeni = | splnémo | splnénmo | splnéno | splnéno | splnéno
4 log pro levurocidni Gcinek
483 Primé 0.05ndsobek CFU
Validaéni substance e - T30
461 472 23,6
78 Primé
Kontrola experimentdinich podminek rum_er
o1 845
Kontrola neutralizadniho cinidla & Pl‘llﬂl_ﬂl’
63 66,5
. e e e e s 8 Primér
Kontrola metody neutralizaéniho Fedéni 1 05
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Priloha 49: Vysledky z testovani 50% koncentrace Antimikrobialniho spreje, Sarze 031219-MS na
Aspergillus brasiliensis CCM 8222

Aspergillus brasiliensis CCM 8222
Antimikrobialni sprej, $arZe: 031219-MS, 250 ml, 50% roztok

10.01.2020 fedéni 101 10 107 10+ 104
Potatetni denzita 0 a a a a
fungicidni suspenze Pocet CFU/ml
9.5-108 CFU/ml 0 0 ] ] 0

Kritérium piijatelnosti: poZadovani
minimalni hodnota logaritmického sniZeni = | splnéno | splnéno | splnéno | splnéno | splnéno
4 log pro fungicidni 9finek

Validacni substance 188 Promér 0.05nasobek CFU

218 203 10,15
41 Primér
Kontrol imentdlnich podminek
ontrola experimentdlnich podmine 3 T
Kontrola neutralizacniho Cnidia 15 Prumér
41 43
14 Priimé
Kontrola metody neutralizaéniho fedéni ; 1;“1“"1:[

Priloha 50: Vysledky z testovani 30% koncentrace Antimikrobialniho spreje, Sarze 031219-MS na
Enterococcus hirae CCM 2423

Enterococcus hirae CCM 2423

Antimikrobiilni sprej, $arie: 031219-MS, 250 ml, 30% roztok
14.01.2020 fedéni 10! 102 1073 10+ 104
Poéatetni denzita 0 0 0 0 0
bakterialni suspenze Pocet CFU/ml
1.5-10° CFU/ml 0 0 0 0 0

Kritérium p¥ijatelnosti: poZadovani
minimalni hodnota logaritmického sniZeni | splnéno | splnéno | splnéno | splnéno | splnéno

= 5 log pro baktericidni 0éinek
394 Primé 0.05ndsobek CFU
Validacni substance ‘_31' 0 -
611 602.5 30,125
78 Prumé
Kontrola experimentdlnich podminsk =
71 745
Kontrola neutralizacniho Sinidia 2 ,Er
68 63,5
19 Primé
Kontrola metady neutralizainiho Fedéni 3 20 =!
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Priloha 51: Vysledky z testovani 30% koncentrace Antimikrobialniho spreje, Sarze 031219-MS
Escherichia coli CCM 4517

na

Escherichia coli CCM 4517
Antimikrobiilni sprej, sarze: 031219-MS, 250 ml, 30% roztok
14.01.2020 fedéni 101 102 1073 10+ 10-
Potatetni denzita 0 0 0 0 0
bakteriilni suspenze Pocet CFU/ml
1.5-10° CFU/ml ] 0 0 0 0
Kritérium piijatelnosti: poZadovani
minimalni hodnota logaritmického sniZeni | splnéno | splnéno | splnéno | splnéno | splnéno
= 5 log pro baktericidni 0Cinek
586 Primér 0,05nasobek CFU
Falidacni subst -
A st 591 | 5885 20,425
&1 Priimé
Kontrola experimentdinich podminek ,ET
76 78,5
Kontrola neutralizacniho Cinidla &8 =
72 70
1.— P 3 -
Kontrola metody neutralizainiho Fedéni 1; 16 =

Priloha 52: Vysledky z testovani 30% koncentrace Antimikrobialniho spreje, Sarze 031219-MS na
Pseudomonas aeruginosa CCM 1961

Psendomonas aeruginosa CCM 1961

Antimilrobialni sprej. SarZe: 031219-MS5, 250 ml, 30% roztok

14.01.2020 fedéni 101 102 107 10+ 104
Potatetni denzita 0 0 0 i 0
bakterialni suspenze Pofet CFU/ml
1,5-10° CFU/ml ] 0 0 0 0
Kritérium prijatelnosti: pozadovana
minimalni hodnota logaritmického sniZeni = | splnéno | splnéno | splnémo | splnémo | splnéno
5 log pro baktericidni G&inek
Falidadcni substance 41 Primér 0.05nasobek CT'U
428 4195 20,975
59 Primé
Kontrola experimentdlnich podminek = rli_ner
49 Primé
Kontrola neutralizacniho cinidla rum_er
48 485
17 Primé
Kontrola metody neutralizadntho Feddni 16 T;;E[
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Priloha 53: Vysledky z testovani 30% koncentrace Antimikrobialniho spreje, Sarze 031219-MS na

Staphylococcus aureus CCM 4516

Staphylococcus aureus CCM 4516

Antimikrobiilni sprej, sarze: 031219-MS, 250 ml, 30% roztok

14.01.2020 fedéni 10+ 107 107 10+ 10
Pocatetni denzita ] ] 0 0 ]
bakterialni suspenze Pocet CFU/Mml
1,5-10° CFU/ml 0 0 0 0 0
Kritérium piijatelnosti: poZadovani
minimalni hodnota logaritmického sniZeni = | splnéno | splnéno | splnéno | splnéno | splnéno
5 log pro baktericidni Ofinek
308 Primé 0.05ndsobek CFU
Validacni substance > T 020
612 605 3025
88 Priumé
Kontrola experimentalnich podminek rm:n_er
o1 805
Kontrola neutralizacniho cinidla ks Prumér
81 80
Kontrola metody neutralizacniho Fedéni ﬁ PT;;E[

Priloha 54: Vysledky z testovani 30% koncentrace Antimikrobialniho spreje, Sarze 031219-MS na

Candida albicans CCM 8215

Candida albicans CCM 8215

Antimikrobiilni sprej, SarZe: 031219-MS, 250 ml, 30% roztok

13.01.2020 fedéni 101 10 107 10+ 107
Pocatetni denzita 0 0 0 0 0
levurocidni suspenze Pofet CFU/ml
6-10% CFU/ml 0 0 ] ] 0
Kritérinm p¥ijatelnosti: poZadovani
minimalni hodnota logaritmického sniZeni > | splnéno | splnéno | splnéno | splnéno | splnéno
4 log pro levurocidni G¢inek
Walidaéni substance 483 Primér 0.05nasobek CFU
461 472 236
. I . 78 Priomér
Kontrola experimentalnich podminek o1 845
Kontrola nentralizaéniho £inidla o8 Prum_er
63 66,3
15 Priimé
EKontrola metody neuvtralizafniho fedénd B T;;E[
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Priloha 55: Vysledky z testovani 50% koncentrace Antimikrobialniho spreje, Sarze 031219-MS
Aspergillus brasiliensis CCM 8222

Aspergillus brasiliensis CCM §222
Antimikrobiilni sprej, 3arde: 031219-MS5, 250 ml, 30% roztok

na

10.01.2020 fedéni 101 102 1073 10+ 104
Poiatecni denzita 15 0 0 0 0
fungicidni suspenze Pocet CFU/ml
9.5-108 CFU/ml 11 0 0 0 0
Kritérium prijatelnosti: poZadovana
minimalni hodnota logaritmického sniZeni= | splnéno | splnéno | splnéno | splnéno | splnéno
4 log pro fungicidni uéinek
188 Primé 0,05nasobek CFU
Validacni substance =t 10
218 203 10,15
41 Pramér
Kontrol imentdinich podmingk
ontrola experimantdlnich podmine 3 305
Kontrola neutralizacniho Cinidla a2 =t
41 43
18 Pramé
Kontrola metody neutralizacniho Fedéni 5 16 ;T
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