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ANOTACE

Diplomova prace se zabyva testovanim suplementli na bazi kyseliny laurové a jejich
derivati, u kterych se predpokladd potencionélni pozitivni vliv na lidsky mikrobiom.
Nejvyznamnéj$Sim derivatem kyseliny laurové je glycerol monolaurat. Teoretickd cast je
Zamg¢iena na poznatky tykajici se mikrobiomu ¢lovéka, dale na charakterizaci a vyuziti glycerol
monolauratu a predstaveni metod, které byly vyuzity k mikrobiologickym stanovenim.
Prakticka ¢ast diplomové préace je zamétena na jednotlivé metody mikrobiologickych zkousek.
Néplni prace bylo jednak hodnoceni antimikrobidlni ochrany kosmetickych vyrobki dle normy
CSN EN ISO 11930 a také stanoveni minimalni inhibiéni koncentrace latek na bazi kyseliny

laurové a jejich derivatl na vybrané skupiny mikroorganismu.
KLICOVA SLOVA

lidsky mikrobiom, patogenni mikroorganismy, glycerol monolaurat, antimikrobialni ochrana,

minimalni inhibi¢ni koncentrace

TITLE
Supplements for positive effects on the human microbiome
ANNOTATION

This diploma thesis deals with the testing of lauric acid supplements and their
derivatives, which are expected to have a positive effect on the human microbiome. The most
important derivative of lauric acid is glycerol monolaurate. The theoretical part concentrates
on the knowledge about human microbiome, characterization and utilization of glycerol
monolaurate and introduction of methods used for microbiological determination. The practical
part of the diploma thesis is focused on individual methods of microbiological testing. The aim
of work was to evaluate the antimicrobial protection of cosmetic products according to CSN
EN ISO 11930 as well as to determine the minimum inhibitory concentration of lauric acid

substances and their derivatives on selected groups of microorganisms.
KEY WORDS

human microbiome, pathogenic microorganisms, glycerole monolaurate, antimicrobial

protection, minimum inhibitory concentration
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TERMINOLOGIE

Celulitida — zanét podkozniho vaziva (Velky lékarsky slovnik, 2018).

Dysurie — moc¢eni doprovazené bolesti (Slovnik cizich slov, 2000).

Endokarditida — zanét chlopni a nitroblany srde¢ni (Velky lékarsky slovnik, 2018).
Epididymoorchitida — zanét varlete a nadvarlete zaroven (Slovnik cizich slov, 2000).
Epiduralni — uloZzeny mezi tvrdou plenou a kosti ¢lovéka (Slovnik cizich slov, 2000).
Halotolerantni — organismy, které jsou schopny snéset prostiedi s vyssi koncentraci soli (Velky
lékarsky slovnik, 2018).

Impetigo — hnisavé kozni onemocnéni pyodermie, za které zodpovidaji stafylokoky nebo
streptokoky; nejcastéji postihuje déti (Velky lékarsky slovnik, 2018).

Intrakranialni — nitrolebni (Slovnik cizich slov, 2000).

Komenzalismus — souziti dvou nebo vice druhti organismd, z nichz jeden zije na téle nebo
ve spoleCenstvu hostitele, nicméné mu neskodi (Slovnik cizich slov, 2000).

Langerhansovy buniky — burky, které na svém povrchu prezentuji antigen APC pfi imunitnich
d&jich v organismu (Velky lékarsky slovnik, 2018).

Mutualismus — zptisob souziti dvou odlisnych druhti organismu, které jsou na sob¢ pIn¢ zavisli
a maji ze spole¢ného souziti oba prospéch (Slovnik cizich slov, 2000).

Nefropatie — obecné onemocnéni ledvin (Slovnik cizich slov, 2000).

Nekrotizujici fasciitida — zadvazna forma zanétu podkoZnich tkani, kterd vede k rozpadu tkani
(Velky lékarsky slovnik, 2018).

Porfyrin — cyklicka tetrapyrrolova sloucenina, ktera obsahuje konjugovany systém vazeb
(Velky lékarsky slovnik, 2018).

Pyomyozitida — hnisavy zanét svalstva (Velky lékarsky slovnik, 2018).

Pyonefritida — hnisavy zanét ledvin (Slovnik cizich slov, 2000).

Sfingosin — aminoalkohol s dlouhym fetézcem bez aromatického cyklu (Velky lékarsky slovnik,
2018).

Spinalni — patetni, misni (Velky lékarsky slovnik, 2018).

Toll-like receptory — bunééné receptory, které jsou schopny rozeznavat charakteristické

bakterialni antigeny (Velky lékarsky slovnik, 2018).



UvVOD

Mikrobiom ¢lovéka je tvoifen markantnim mnozstvim patogennich a nepatogennich
mikroorganismd, jejichz pocet, variabilita a lokalizace se béhem naseho zivota dynamicky
meéni. Mezi faktory ovlivitujici miru zastoupeni jednotlivych mikroorgansimi na povrchu
¢i uvniti lidského téla, bezpochyby patii zdravotni stav jedince, vék, rasa a samoziejmé
podminky vnéjs$iho prosttedi. Hlavni tikol organismu tak spoc¢iva v udrzovani vSech obrannych
mechanismi naseho téla v rovnovaze, a vyhnout se tak nezadouci dysbioze, kterd mize mit
za nasledek propuknuti mikrobialnich onemocnénich. Dojde-li k selhani imunitniho dozoru
¢lovéka a lidské télo neni schopno si s patogenem samo poradit, tak je v takovych piipadech

potieba pristoupit k medikamentdzni 16Cbe.

Nejcastéjsim 1écebnym prepardtem proti bakteridlnim a mykotickym onemocnénim
se od 20. stoleti stala nejriiznéjsi antibiotika. Z prvopocatku zptisobil objev antibiotik nadseni,
nebot’ jeho uzivani dokazalo snizit v populaci mortalitu. Postupem Casu a se zvySenim
jejich uzivani se u mnozstvi bakterii a hub vuci témto preparatim vyvinula rezistence,
a Vv nékterych ptipadech dokonce multirezistence. Z tohoto diivodu se dostala do poptedi snaha
vymyslet a néasledné vyprodukovat nové medikamenty, které by dokazaly plné¢ zastoupit
antibiotika a jejich ucinek v pocatcich objevu. Prave takovymi potenciondlnimi latkami, u nichz
byl prokazan antimikrobialni ucinek, se jevi glycerol monolauraty. Jedna se o latky ze skupiny
monoacylglyceroll, které maji pfirodni charakter, a proto jsou pro nase télo dobrou volbou.
Glycerol monolauraty maji Siroké uplatnéni v potravinaiském, farmaceutickém a kosmetickém
priamyslu. Vyuzivaji se jako konzervacni latky, emulgatory, surfaktanty, poptipadé jako

dopliiky stravy.

Podstata diplomové prace spocivala v otestovani jednotlivych vzorkt s potencionalnim
nebo prokazanym antimikrobialnim u¢inkem, tak aby na zaklad¢ dosazenych vysledkd mohly
byt upraveny fyzikalni, chemické ¢i biologické vlastnosti téchto latek a docililo se tak vétsiho
ucinku. Pro samotné mikrobiologické stanoveni byly vybrany dvé metody. Hodnoceni
antimikrobialni ochrany kosmetického vyrobku dle normy CSN EN ISO 11930 z roku 2012, je
zatézovy test a slouzi k testovani u¢innosti konzervace danych latek. Druhd metoda, ktera byla
aplikovana pro jednotlivé vzorky, je zaméfena na testovani citlivosti mikroorganismi, neboli

stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Lidsky mikrobiom

T¢lo clovéka je osidleno fadou mikroorganismi (nepatogennich i patogennich),
které dohromady tvofi celek zvany mikrobiom (Li et al., 2012). Pavod mikrobiot,
jenz toto spolecenstvi tvofi, je rozmanity a kromé bakterii sem fadime prvoky, Archea, houby

a viry (Vogtmann, Goedert, 2016).

Béhem tohoto stoleti vzrostla snaha tyto cizorodé buriky identifikovat, zjistit jejich pocet
a vliv na kvalitu Zivota ¢lovéka (Relman, 2010). Ukolem charakterizace lidského mikrobiomu
si v minulé dekadé 21. stoleti vzaly na starost programy zvané Human Microbiome Project
(HMP) a Metagenomics of the Human Intestinal Tract (MetaHIC) (Kilian et al., 2016). HMP
vznikl jako vyzkum iniciovany National Institute of Health (NIH) ve Spojenych statech
americkych a projekt MetaHIC zapocal studii pod zastitou Evropské komise. Mapovani
mikrobiomu bylo uskuteénéno na zaklad¢ techniky sekvenovani (Belizario, Napolitano, 2015).
Pro bakterie byla analyzovana variabilni oblast 16S rRNA a u hub probéhla analyza
konzervativni oblasti genu pro 18S rRNA (diferenciace na trovni kment), ptipadné oblasti ITS
(Internal Transcribed Spacer), ktera se pys$ni velkou vnitrodruhovou variabilitou (Shukla et al.,
2017). Ziskané informace byly dukladné¢ zpracovany a zpfistupnény prostfednictvim

pocitacovych databazi (Belizario, Napolitano, 2015).

Bylo zjisténo, Ze pocet mikroorganismi, které se v rozmanitém mnozstvi nachazeji
na povrchu ¢i uvnité naSeho téla, znacné pievysuje pocet bunék vlastnich, tvoficich lidsky
genom (Li et al., 2012). Udava se, ze celkovy po¢et mikrobiot je az 150krat vétsi nez kompletni
lidsky genom (Qin et al., 2010). Dale bylo zjisténo, Ze lidsky mikrobiom zastava dulezité
a rozsahlé funkce, jako je naptiklad rozvoj imunity, obrana proti patogentiim, vstfebavani Zivin,
¢i syntéza vitamind a tukd (Amon, Sanderson 2017). Z toho vyplyva, ze lidsky genom lze
chapat jako soucast kolektivniho genomu, ve kterém nalézdme symbiotickou, komenzalni
a patogenni mikrobialni komunitu kolonizujici naSe télo. Na zéklad¢ vyzkumu mizeme lidsky
mikrobiom definovat jako dynamicky komplex, ktery se béhem Zivota jedince vyviji a méni.
Zména nastava zejména Vv riznorodosti, poctu a v distribuci jednotlivych mikrobiot. Zminéna
rozmanitost je nejmensi u narozeného ditéte a postupné se s vékem zvysuje. Vrcholu dosahuje

béhem rané dospélosti a po prekroceni této vékem vymezené hranice linedrné klesa.
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Krom¢ zminéného veéku je riznorodost, pocet a distribuce mikrobiot ovliviiovana
stravou, Zivotnim prostiedim a fadou dalsich faktora (Belizario, Napolitano, 2015). Distribuce
jednotlivych bakterii a dalSich mikroorganismu, ktefi pozitivné ¢i negativné ovliviiuji chod
organismu, se vlivem rizného prosttedi uvnitf ¢ na povrchu naseho té€la diferencuje.
Z tohoto divodu muzeme mikrobiom rozdélit na jednotlivé mensi celky, ve kterych lze

diverzitu pozorovat. Patii sem naptiklad mikrobiom ust, stteva, vaginy ¢i kuze (Li et al., 2012).
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Obrazek 1 Diverzita lidského mikrobiomu. Rozdilna mikrobiota v tstech, faryngu, respiraénim ustroji, zaludku, stievech,
urogenitalnim traktu a na kizi. Pfevzato a upraveno z: http://multiple-sclerosis-research.blogspot.com/2013/09/the-next-
science-fad-microbiome.html.

1.1.1 Mikrobiom qust

Dutina ustni je tvofena bohatou a rozmanitou mikroflorou zahrnujici jiZ zminéné
mikroorgasnimy, tedy bakterie, viry, protozoa a fasy. RGznorodost mikrobiot je dana diky
rozmanitému prostiedi, které¢ zde nalézame. V ustech byly prvni bakterie popsany jiz v 18.
stoleti. Za jejich objevitele je povazovan otec mikrobiologie Antoni van Leeuwenhoek.
Mikroskopické pozorovani prokdzalo bohaté zastoupeni rtiznych druhti bakterii lokalizovanych
na lidskych zubech, spolecenstvi je ndm dnes znamo jako zubni plak (patogenni biofilm).
S timto objevem neodmyslitelné souvisela snaha tyto bakterie identifikovat (Scannapieco,
2013). V dnesni dobé se udava, ze mikrobiom dutiny ustni je slozen z vice jak 700 raznych
druhti bakterii (Frias-Lopez, 2015). Patogeny zde vytvaieji spoleenstvi zvané biofilm, a to je
nezadouci. Vznik biofilmu spociva v pocatecni adhezi mikroorganismd na povrch hostitele

a posléze v jejich mnozeni a tvorbé scafoldu (leseni) pro nasledujici rozvoj mikrokolonii.
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Prostiedi ve zdravé duting Gstni se vyznacuje pritomnosti komenzald, kterym dominuje
Phylum Firmicutes, jenz je nadfazen rodu Streptococcus (Scannapieco, 2013). Kromé
nekterych zastupct rodu Streptococcus se ve zdravé mikroflofe Gst nachazeji 1 nepatogenni
ustni neisserie (Liu et al., 2012). Zminéné bakterie prospivaji homeostaze Gstni mikroflory
takovym zptisobem, ze inhibuji adhezi patogenti nebo produkuji toxické produkty, které maji
za Ukol inhibovat samotny rist téchto patogent (Scannapieco, 2013). Dale bylo prokazano,
7e zdrava dutina Gstni obsahuje vétsi mnozstvi druhti hub, nez se v minulosti o¢ekavalo. Uvadi
se piitomnost vice jak 75 druhi hub, a to v¢etné kvasinky rodu Candida, dale naptiklad rodu

Aspergillus nebo rodu Cladosporium (Baker et al., 2017).

1.1.2 Mikrobiom stieva

Dalsi organ, ktery se pys$ni velikou mikrobialni hojnosti a rozli¢nosti je stievo.
Mikrobiota nachazejici se ve stfevé maji zasadni ulohu ve fyziologickém fungovani
metabolismu a imunity ¢lovéka (Ong et al., 2018). Jestlize se u ¢lovéka zaznamena snizena
rozmanitost mikrobiot ve stfevé, miize to souviset s nezadouci dysbidzou, kterd miize mit
za nasledek vznik nebo pribéh riiznych onemocnéni. Dysbiéza oznacuje nerovnovazny stav
mikrobiomu, kdy jsou pfitomny patogenni a komenzalni mikroorganismy v abnormalnim
zastoupeni, nez je tomu za fyziologického fungovani daného organu. Jako ptiklad si mizeme
uvést bakterii Faecalibacterium prausnitzii z rodu Clostridium (Phylum Firmicutes). Jedna
se 0 komenzalni bakterii, kterd ve stfevé plni ochrannou a protizdnétlivou funkci. Jeji sniZzeny

vyskyt byl objeven u pacientl postizenych Crohnovou chorobou.

Podobné jako v ostatnich ¢astech lidského téla je stievni mikrobiom ovliviiovan fadou
faktort. Patii sem naptiklad genetické predispozice, dale vék, geograficky ptivod, stravovani
nebo medikament6zni 1écba (Belizario, Napolitano, 2015). Dale byl prokazan vliv stfevnich
mikrobiot na centralni nervovy systém a funkci mozku clovéka. Propojeni je spojeno

s dysbalanci stfevni mikroflory, neboli poctem a slozenim mikroorgasnimi (Ong et al., 2018).

Je nutné si uvédomit, Ze prostiedi ve stievé je anaerobni, proto neni mozné osidleni
tohoto mista aerobnimi patogeny. Nalezneme zde pfitomny zejména dva bakterialni kmeny
(Phylum), majici majoritni ptevahu. Phylum Firmicutes patii mezi gram-pozitivni bakterie,
a dale tu byly identifikovany gram-negativni bakterie, Phylum Bacteroidetes. V minoritnim
zastoupeni Se ve stfevé nachazeji dalsi bakterie, jejichz vyskyt je mezi jedinci variabilni.

(Phylum Actinobacteria, Fusobacteria nebo Verrucomicrobia) (Belizario, Napolitano, 2015).
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Nepatogenni stfevni mikrobiota se ucastni vyznamnych metabolickych procesu,
které by bez jejich pomoci nase télo nedokazalo samo regulovat, popfipadé zastavaji
signalizacni funkci. Neodmysliteln¢ sem patii syntéza vSech vitamini B (B1— B12) a vitaminu
K (produkovan bakterii Escherichia coli), zpracovani potravy, rozklad nestravitelnych
polysacharidii (Skrobu, celulozy a gumy), syntéza esencidlnich aminokyselin, UCast
na metabolismu glukdzy a cholesterolu, anebo vyroba metabolitii mastnych kyselin s kratkym
fetézcem (Kyselina octova, propionova, maselnd). Zminéné esencialni aminokyseliny slouzi
jako zdroj energie pro bakteric vyskytujici se v tlustém stievé a mohou zabezpeCovat
protizanétlivé ucinky. (Sidhu, van der Poorten, 2017). Produkce aminokyselin s kratkym
fetézcem je v anaerobnich podminkach zabezpecena bakteriemi Celedi Lactobacillaceae
a Clostridiaceae. Aminokyseliny s kratkym fetézcem indikuji vylu¢ovani GLP-1. (Belizario,
Napolitano, 2015). Pro zabezpeéeni lepSiho chodu stfevni mikroflory se bézné podavaji
probiotika. Pojmem probiotika se dle WHO rozumi zivé bakterie ¢i kvasinky, které pii uzivani
Vv dostate¢ném mnozstvi zarucuji zdravi spotiebitele. Dlikazy pro ti¢innost téchto preparatl jsou
smiSené. Nejastéji pouzivanymi bakteriemi pro piipravu probiotik je rod Lactobacillus,
Bifidobacterium a Lactococcus, a z kvasinek to je Saccharomyces boulardii (Sidhu, van der
Poorten, 2017).

1.1.3 Mikrobiom Zenské vaginy

Studie prokazala, ze mikrobiom vaginy se skldda z vice jak 200 kmend bakterii
adominantnost v zastoupeni maji Phylum Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria
anebo Fusobacteria. Prostiedi v Zenském reprodukénim organu ma nizké pH, a to z davodu
sekrece kyseliny mlécné a peroxidu vodiku bakteriemi rodu Lactobacillus, které ve zdravém
mikrobiomu vaginy zna¢né pievladaji (Belizario, Napolitano, 2015). Role rodu Lactobacillus

spociva v ochran¢ reprodukéniho ustroji zenského pohlavi (Braundmeier et al., 2015).

V roce 2002 byla od né¢kolika zdravych Zen z pochvy izolovana stejnd bakterie
Lactobacillus iners. Posléze byla vyicena hypotéza, ze pravée tato bakterie utvaii fyziologické
prostiedi zenské vaginy. Celkovy pocet identifikovanych laktobacild se pohybuje kolem 120
druhd, ale pouhych 20 druhti se nachazi ve vaginé. Kromé jiz zminéného druhu L. iners byly
u Zen izolovany druhy L. cripsatus, L. gasseri a L. jensenii. Bylo objeveno, ze dominantnost
zastoupeni urc¢itého druhu laktobacila souvisi s etnickym ptivodem zen (Lamont et al., 2011).
Snizeni poctu laktobacilli a zvySeni vyskytu jinych bakterii jako je naptiklad rodu Gardenella,

svédci o probihajicim patologickém procesu ve vaginalnim prostiedi (Macintyre et al., 2017).
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1.1.4 Mikrobiom kuze

Kaze je nejveétsim organem lidského téla a je kolonizovana markantnim mnozstvim
mikroorgasnimi. VétSina mikrobiot, jez se tu vyskytuji, je pro naSe t¢lo neSkodna,
anebo v idealnim ptipadé dokonce prospésna (Belizario, Napolitano, 2015). Symbiotické
spojeni mezi nékterymi mikroorganismy atélem c¢lovéka bylo docileno prostfednictvim
dlouhého evolu¢niho procesu (Scharschmidt, Fischbach, 2013). Primarni role kiize spociva
ve vytvofeni funkéni fyzické bariéry, kterd chrani Clovéka ptfed potencionalnimi patogeny
a toxickymi latkami (Grice, Segre, 2011). Mikrobiota pokozky jsou pod spravou lokalniho
kozniho imunitniho systému, a proto jsou nezavisla na systémové imunitni odpovédi, ktera je
modulovana stievni mikrofloérou (Belizario, Napolitano, 2015). Kize je vyzbrojena nes¢etnym
mnozstvim mechanismu, které sleduji a zabezpecuji spravny chod této bariéry. Nachazi
se tu fada bungk, které maji imunologickou funkci, patii sem Langerhansovy burky, toll-like
receptors (TLR), antimikrobialni peptidy (AMP) nebo T-lymfocyty. Ukolem téchto bunék je

udrzovani rovnovahy mezi komenzaly, s nimiz jsme V symbioze, anebo patogeny, které mohou

1

Fischbach, 2013).

Rozmanitost a vyskyt jednotlivych mikrobiot opét limituji faktory jako je rasa, barva
pleti nebo geograficky ptivod (Belizario, Napolitano, 2015). Uvadi se, Ze na kazdy centimetr
Stvereény nasi kiize spadd 10° bakterii, coz odpovida tvrzeni v ivodu, Ze lidsky genom obsahuje
daleko méné bun€k vlastnich nez cizorodych. Vzhledem Kk hojnému a druhové bohatému
osidleni naseho povrchu té€la mikroorganismy by se dalo o¢ekavat, Ze je to zptisobeno pro Zivot
ptiznivymi podminkami, které tu panuji. Opak je pravdou, nebot’ na kizi pro bakterie prevlada
nehostinné prostfedi, a to kvuli kyselému pH, tvorbé potu, pfitomnosti antimikrobialnich
molekul jako jsou volné mastné kyseliny, sfingosiny, oxid dusnaty, imunoglobuliny a AMP.
Navzdory této skutecnosti se bakterie piizptsobily a naucily se na kuzi ptezit (Scharschmidt,
Fischbach, 2013). Vétsina mikroorganismu, vyskytujicich se na pokozce, patii mezi bakterie
Phylum Actinobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes a Proteobacteria. Uvedené kmeny bakterii
byly objeveny taktéz v duting ustni nebo v gastrointestinalnim traktu clovéka. Pomér vyskytu
jednotlivych kmend se se zménou lokalizace li§i. Na kazi jsou hojnéji zastoupeny
Actinobacteria a v gastrointestinalnim traktu jsou to Firmicutes a Bacteroidetes. Z Firmicutes
se na kazi hojn¢ vyskytuje rod Staphylococcus a z Actinobacteria rody Corynebacterium
a Propionibacterium. Jednotlivé rody se 1isi svou lokalizaci na povrchu lidského téla,

nebot’” jim pro produktivni zivot vyhovuji rozdilné podminky (Grice, Segre 2011).
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Rod Staphylococcus

Stafylokoky jsou gram-pozitivni halotolerantni bakterie (Phylum Firmicutes). Majoritné
zastoupeny druh z tohoto rodu je S. epidermidis, oproti tomu v minoritnim mnozstvi zde
najdeme dalsi zastupce rodu Staphylococcus jako je S. hominis, S. capitis a S. saprophyticus.
Stafylokoky jsou velice adaptabilni, 0 ¢emz svédci jejich rozlicna lokalizace. Jsou pfitomny
V mistech s relativné vysokou vlhkosti, teplotou a pH jako je podpazi, slabiny nebo prostory
mezi prsty. Téz je nalezneme i v suchych ¢astech pokozky jako jsou dlané nebo predlokti.
Z diivodu, ze se jedna o bakterie s acrobnim nebo fakultativné anaerobnim stylem zivota,
kolonizuji povrch téla, ale i vlasové folikuly, kde je snizené mnozstvi kysliku. Ke kolonizaci
pokozky vyuzivaji fadu riznych adhezinti. (Scharschmidt, Fischbach, 2013). Zdrojem dusiku

je pro né mocovina piitomna v potu (Grice, Segre, 2011).
Rod Corynebacterium

Jedna se o gram-pozitivni aerobni nebo fakultativné anaerobni bakterie (Phylum
Actinobacteria). Lokalizujeme na ktzi nékolik zastupct tohoto rodu jako jsou C. accolens,
C. jeikeium, C. urealyticum, C. amycolatum, C. minutissimum nebo C. striatum.
Korynebakterie hojné kolonizuji vlhka mista pokozky a také mista, kde se utvafi maz,
a to z divodu, Ze se jedna o lipofilni bakterie. To znamena, Ze si nejsou schopny lipidy samy
vyrobit a potiebuji je piijimat z okoli, nebot’ je vyuZzivaji jako vyzivu. Stejné jako stafylokoky
je vétSina korynebakterii halotolerantni (Scharschmidt, Fischbach, 2013). Bakterie z rodu
Corynebacterium jsou velice narocné a pomalu rostouci mikroorganismy, proto byla jejich

piitomnost na povrchu téla ¢lovéka po dlouhou dobu podhodnocena (Grice, Segre, 2011).
Rod Propionibacterium

Nejznaméjsim zastupcem z tohoto rodu je gram-pozitivni anaerobni bacil P. acnes
(Phylum Actinobacteria). P. acnes spolecné s P. granulosum upfednostiiuje oblasti bohaté
na mazové sekrety. Afinita k mistim bohatych na maz je vysvétlena vétsSim mnozstvim lipaz
v genomu P. acnes. Kozni maz je pokladan za zdroj zivin. P. avidum se vyskytuje v blizkosti
ekkrinnich potnich zlaz (Scharschmidt, Fischbach, 2013). P. acnes kolonizuje zdravé pory
a produkuje aminokyselin s kratkym fetézcem a thiopeptidy, které inhibuji rust bakterie
Staphylococcus aureus a Streptococccus pyogenes (Belizario, Napolitano, 2015). Dale
je znamo, ze P. acnes produkuje velké mnozstvi porfyrint, které se nékdy vyuzivaji pti 1écbé

akné (Scharschmidt, Fischbach, 2013).
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1.2 Testované mikroorganismy a jejich patogenita pro ¢lovéka

Termin patogen se zacal pouzivat koncem 19. stoleti. Definice tohoto pojmu zahrnovala
vSechny mikroorganismy zpusobujici infekce (Casadevall, Pirofski, 2014). Hlavnim tkolem
se tak stala snaha porozumét jejich faktorim virulence, které jednotlivé patogenni
mikroorganismy vyuzivaji. A také porozuméni principu, za jakych okolnosti se dany patogen
stava nebezpecnym vuci Cloveéku. Vztah mezi hostitelem a mikroorganismem nemusi byt
striktn¢ parazitismus. Kromé parazitismu rozeznavame jeSté komenzalismus, popiipadé
mutualismus. Oba dva zminéné piipady by nemély u lidi zptisobovat infekce, ale negativnim
vlivem (vliv prostiedi, vk, snizeni imunity) se tato rovnovaha mutize destabilizovat a vyvolat
tak propuknuti nemoci. Béhem uplynulych staleti byl svét zasazen né€kolika epidemiemi
nebo dokonce pandemiemi, které mély pro lidstvo fatalni nasledky. Bylo dileZité snizit pocet
nakazenych v populaci, a to na zaklad¢é podani 1ékii nemocnym, popiipadé samotné choroby
eradikovat (vakcinace) (Méthot, Alizon, 2014). Rada vyzkumi zaméfenych na objeveni
efektivniho zptisobu vakcinace se soustiedila na identifikaci a neutralizaci unikatnich faktori
virulence (Casadevall, Pirofski, 2014). V dnesni dob¢ se potykame se zavaznym problémem,
a tim je ziskana rezistence patogent viéi nékterym antibiotikim. Dokonce jsme zaznamenali
rozmach tzv. multirezistence jednotlivych patogent vii¢i antibiotikiim. Proto je nad miru nutné

vénovat se vyzkumu, ktery by objevil nové terapeutické preparaty (Méthot, Alizon, 2014).

Tabulka 1 Piehled testovanych mikroorganismu

Mikroorganismus Gram Metabolismus Patogenita viici ¢lovéku
S. aureus pozitivni fakultativné anaerobni ano
MRSA pozitivni fakultativné anaerobni ano
M. luteus pozitivni aerobni ano
VRE pozitivni fakultativné anaerobni ano
B. subtilis pozitivni aerobni ne
P. aeruginosa negativni aerobni ano
E. coli negativni fakultativné anaerobni ano
C. albicans pozitivni aerobni ano
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1.2.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus (dale jen S. aureus) je gram-pozitivni fakultativné anaerobni kok
(Swarupa et al., 2018). Jedna se o jednu z nejcastéjSich patogennich bakterii osidlujici lidské
télo. Mezi lidmi zapfiCiluje vznik bézné se vyskytujicich komunitnich infekénich
onemocnénich, a také je Castym puvodcem noSokomialnich nakaz. Je nutné si uvédomit,
ze S. aureus nemusi byt striktné jen pavodcem infekci, ale muZzeme ho taktéz najit na kazi
nebo na povrchu sliznice, kde ptisobi pouze jako komenzal. Nejcastéj§im mistem pro kolonizaci
je dutina nosni. Promofenost v populaci ma kofeny v ¢etném mnozstvi faktord virulence.
je vyrabén béhem probihajici infekce fagocyty. Produkce katalazového enzymu
je charakteristicka témé&f pro vSechny stafylokoky s vyjimkou S. saccharolyticus a S. aureus

subsp. anaerobius (Laub et al., 2017).

Béhem minulého stoleti Se stala velkym problémem ziskana rezistence vici antibiotiku
zvaném penicilin. Prvni rezistence bakterie S. aureus vuci penicilinu byla objevena v 40. letech
20. stoleti, konkrétné v roce 1942. Odolnost vuéi penicilinu zpusobil enzym penicilinaza (B-
laktamaza). Penicilindza S$tépi B-laktamovy kruh, ktery je charakteristicky pro p-laktamova
antibiotika, jako je penicilin a jeho derivaty. Tato zminéna rezistence vii¢i penicilinu jiz v 50.
letech 20. stoleti zptisobila v nemocni¢nim prostfedi a v komunitdch pandemie. V disledku

toho je vétsina bakterii druhu S. aureus odolna vuéi penicilinu (Otto, 2012).

1.2.1.1 Onemocnéni kiiZe a mékkych tkani

Obecné patii S. aureus mezi Casté pivodce infekci ktize. U déti zplisobuje hnisavé
bakterialni infekéni onemocnéni zvané impetigo. Projevuje se vznikem hnisavych puchyrka
obvykle v oblasti kolem st nebo na koncetinach ditéte. Dal§i moznou nemoci kiize zpisobenou
timto patogenem je celulitida, ktera postihuje hlavné dolni koncetiny, dale pak i horni
koncetiny, oblast bficha nebo oblieje. S. aureus muze dale zplisobovat nemoci zvané

nekrotizujici fasciitida nebo pyomyozitida.

Pyomyozitida se méné vyskytuje v oblastech smirnym podnebnym pasmem
nez V pasmech tropickych. V mirném podnebi primarné postihuje déti, poptipadé mladé
dosp€lé s onemocnénim HIV. Lécba infekci kiize, které jsou zpisobeny prave ,,zlatym*
stafylokokem, je rozli¢na. Lécba zavisi na druhu onemocnéni, jez postihnulo pokozku ¢lovéka

(Tong et al., 2015).
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1.2.1.2 Onemocnéni srdce

Mezi onemocnéni zpusobené S. aureus patii také infekéni endokarditida (Mootz et al.,
2015). V industrializovanych ¢astech svéta byva S. aureus povazovan za nejcastéjsiho pivodce
tohoto onemocnéni. Ohnisko pro kolonizaci a posléze infekci zacind poSkozenych endotelu
srdce, bud’ fizenym zakrokem (zavedeni intravaskularniho katetru nebo elektrod),
anebo zanétem (degenerativni onemocnéni chlopni). Lécba spociva v podavani antibiotik
po dobu nezbytné nutnou, poptipadé se ptistupuje k provedeni chirurgického zakroku (Tong et
al., 2015). Endokarditida mize vstoupit i do tzv. chronické faze (Mootz et al., 2015).

1.2.1.3 Onemocnéni kosti

S. aureus byva nejcastéjSim puvodcem osteoartikularnich infekci jako jsou
osteomyelitida, infek¢ni artritida kloubti a infekce kloubnich nahrad. Osteomyelitida
je charakterizovana jako infekce kosti, ktera vede k zanétlivé destrukci kosti, nekréze kosti
a k novému uspotadani kosti. Osteoartikularni infekce postihuji i déti. Prevalence u pacientt
détského veku se v Evropé pohybuje mezi 7 — 22 na 100 000 osob a postihuje ¢astéji chlapce
nez divky (Tong et al., 2015).

1.2.1.4 Onemocnéni dychaciho traktu

Bakterie S. aureus stoji za vznikem akutni sinusitidy. Tento patogen spolu s dal§imi
mikroorganismy vcetné Streptococcus spp. byl nalezen v prostredi nosohltanu a ptilehlych
dutinach pacientt (Pandak et al., 2011). Mezi dal$i onemocnéni, které ,,zlaty” stafylokok
zpusobuje, patii pneumonie. Rozeznavame nékolik podskupin pneumonii, a to konkrétné:
komunitni pneumonie (CAP), nosokomialni pneumonie (HAP), ventilatorové pneumonie
(VAP). V nékterych zdrojich se uvadi dalsi podskupina: pneumonie vazana na zdravotnickou
péci (HCAP). Z téchto uvedenych podskupin je ,,zlaty“ stafylokok ¢astou pfic¢inou vzniku
komunitnich pneumonii a nosokomidlnich pneumonii. Celkové S. aureus ptedstavoval 40 %
ptipadi spojenych s pneumoniemi vazanych na zdravotnickou péci (Tong et al., 2015).
S.aureus se dale vyskytuje jako casty patogen u pacienti s cystickou fibrozou.
Pti diagnostikovani onemocnéni byva jednim z prvnich bakterii zjisténych u kojencii a déti

s touto chorobou (Goss, Muhlebach, 2011).
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1.2.1.5 Ostatni onemocnéni zpiisobené bakterii S. aureus

Epidurélni abscesy patfi mezi zdvazna onemocnéni a ve spojeni s bakterii S. aureus
rozliSujeme abscesy intrakranialni a spinalni. Intrakranidlni epidurélni absces je méné Casty

oproti spinalnimu epiduralnimu abscesu a byva spojovan s prodélanou operaci nebo traumatem.

S. aureus patii mezi neobvyklé piivodce bakteridlni meningitidy, celkové zodpovida
za 4,9 — 6,4 % z celkovych piipadi nemoci. Onemocnéni se vytvoii v disledku hematogenniho
Sifeni z ohniska vzniklého mimo centralni imunitni systém nebo sekundarné po provedeni
neurochirurgického zakroku. Syndrom toxického Soku (TSS) zplsobeny timto patogenem byva
Casto spojovan s pouzivanim vaginalnich tampont béhem menstruace. Za vznik infekce
zodpovida produkce exotoxinu TSST-1, jedna se o tzv. superantigen. V nékterych piipadech

miuze TSS skondit az fatalng, tedy smrti pacientky.

S. aureus ve vzacnych piipadech zpiisobuje infekci mogovych cest. Castéji byl izolovan
u pacientti se zavedenym mocovym katetrem. Mezi bézné ptiznaky infekce patii horecka,

hematurie, dysurie, suprapubicka bolest a psychické napéti pacienta (Tong et al., 2015).
1.2.2 MRSA

Meticilin rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA) se vlivem evoluce vyvinul z jiz
zminéné bakterie S. aureus. To znamena, zZe maji totoznou morfologii. Jedinym, ale zasadnim,

rozdilem mezi nimi je ziskana resistence vici antibiotiku zvaném meticilin.

Z genetického hlediska za rezistenci zodpovida ziskani mobilnich genetickych elementi
zvanych stafylokova chromozomova kazeta mec (SSCmec). Vsechny typy SSCmec zahrnuji

gen mecA, kédujici penicilin-vazajici protein (PBP2a).

Meticilin byl vyvinut jako prostedek k 1é¢bé infekei zptisobenych S. aureus, jelikoz byl
rezistentni vaci B-laktamaze. Meticilin je semisyntetické antibiotikum, derivat penicilinu.
Meticilin je oproti penicilinu odolny vici B-laktamaze. V roce 1959 byl meticilin pfedstaven
Beechamem, a uz o rok pozdé&ji se ve Velké Britanii vyskytly prvni ptipady, které evidovaly
vzniklou rezistenci viuci tomuto antibiotiku. Oproti obvyklejsi rezistenci na penicilin,
tato rezistence zahrnuje odolnost proti celé skupiné B-laktamovym antibiotik (cefalosporiny,
karbapenemy). Od 80. let minulého stoleti zapocala celosvétova pandemie, ktera pretrvava

az do dnes. Také se v dneSni dobé &asto setkdvame s multirezistentni MRSA.
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Je odolnd i proti dalsim antibiotikim jako jsou erythromycin, clindamycin,
ciprofloxacin, tetracyclin a dalsi. Ve vzacnych piipadech se vyvinula rezistence

i na vankomycin (Otto, 2012).

1.2.21 Onemocnéni zpiisobené bakterii MRSA

MRSA zpiisobuje fadu podobnych onemocnéni, které byly jiz zminény v predchazejici
podkapitole S. aureus. Rozdil spo¢iva v zavaznosti infekce a samotném prub&hu 1é¢by,
atokvali zminéné rezistenci proti nékterym antibiotikim. MRSA zptsobuje stejné
jako S. aureus onemocnéni srdce (infekéni endokarditidu) a rdzna onemocnéni kuaze

(nekrotizujici fasciitida, celulitida, pyomyozitida a dal$i nemoci).

Dale je MRSA zodpovédna za onemocnéni kosti (osteomyelitida, infekcni artritida,
infekce kloubnich ndhrad), onemocnéni dychaciho traktu (pneumonie), epidurdlni abscesy,

meningitidy a infekce mocového ustroji (Tong et al., 2015).

Nejbéznéji se MRSA spojuje s nosokomialnimi onemocnénimi. V nemocnicich
nalezneme zejména jeji multirezistentni zastupce. Zdrojem infekce byvaji $patné sterilizované
zdravotnické pomticky, sam pacient nebo jini pacienti, poptipadé nemocni¢ni personal.

Prioritou ¢islo jedna je eradikace (Otto, 2012).

1.2.3 Micrococcus luteus

Micrococcus lutes (M. luteus) je stejné jako S. aureus gram-pozitivni kok a je
téz pozitivni na produkci katalazy. Na rozdil od ,,zlatého* stafylokoka se jedna o bakterii
se striktné aerobnim metabolismem. Uvadi se, Ze existuje 10 druhGt mikrokokdl, pti¢emz
v kontextu s lokalizaci na lidském téle je pro nas M. luteus nejdulezitéjsi. Izolace M. luteus
z mikrobiomu ¢lovéka nemusi bezprostiedné souviset se vznikajicim nebo uz probihajicim

onemocnénim. Nebot’ u zdravého jedince tvofi soucast normalni mikroflory.

Dale ho mizeme objevit v pfirodé, ve vzduchu, pud¢€, vode nebo v potravinach (Dib et
al., 2013).

1.2.3.1 Onemocnéni zpisobené bakterii M. luteus

Jak uz bylo zminéno M. luteus ziidka zpisobuje infekéni onemocnéni. Mezi nemoci
spojené s bakterii M. luteus patii septicka artritida, meningitida, endokarditidy (Miltiadous,
Elisaf, 2011).
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Dale mize zpusobovat choroby jako jsou folikulitidy, pneumonie, popiipadé
bakteriémie. U imunokompromitovanych pacientti s HIV nebo jinou chorobou, ktera téz souvisi
s poklesem imunity, mize M. luteus, jakozto nosokomialni patogen, zapii¢init dokonce smrt
téchto jedinci. Kromé zminénych infekci byl M. luteus izolovan z klze pacienta trpicim
kosmetickou vadou, neboli akné. Stejné jako u piedchozich bakterii byla u této bakterie zjisténa
rezistence vzhledem Kk antibiotikiim, v n¢kterych ptipadech dokonce multirezistence (Dib et al.,
2013).

1.2.4 VRE

Vankomycin rezistentni Enterococcus (VRE) patii do rodu Enterococcus, jedna
se 0 gram-pozitivni fakultativn¢ anaerobniho koka (Arias, Murray, 2012). Jak uZz nazev
napovida, tento druh byl pojmenovan na zaklad¢ ziskané rezistence vici antibiotiku zvaném
vankomycin. Skupinu rezistentnich enterokokl tvoti dva druhy, které pro nas maji klinicky
vyznam. Konkrétné to jsou vankomycin rezistentni Enterococcus faecalis a vankomycin
rezistentni Enterococcus faecium. Doposud bylo popsano osm fenotypovych variant ziskané
rezistence vuéi glykopeptidim, kam patii pravé vankomycin. Celosvétové se velice Casto

rezistence vyskytuje u druhu E. feacium, kde je za ziskanou rezistenci zodpovédny gen vanA.

Jako u MRSA se jedna o celosvétovy problém, ktery ma svoje kofeny jiz v minulém
stoleti. V roce 2002 se hrozba infekci zvysila, nebot’” byl zjistén prvni pfipad pieneseni genu
rezistence (vanA) na bakterii MRSA, a tak vznikl novy druh zvany VRSA (vankomycin
rezistentni S. aureus) (O’Driscoll, Crank, 2015).

1.2.41 Onemocnéni zpiisobené bakterii VRE

VRE tadime mezi dal$i vyznamné nosokomialni patogeny. V nemocni¢nim prostiedi
se dokonce vyskytuji a Sifi jako multirezistentni bakterie (Arias, Murray, 2012). Infekce
se vétsinou objevuje u imunosuprimovanych pacienti, kteti naptiklad v minulosti uzivali vétsi
mnozstvi antibiotik. Dalsi pfipady kolonizace VRE byly zaznamenany pii hematologickych

malignitach, po transplantacich organt nebo u hospitalizovanych osob v nemocnicich.

Vyskyt nakaz je konkrétné vyssi u pacientll umisténych na jednotce intenzivni péce.
Dale se ndkaza muize §ifit v 1é¢ebnach pro dlouhodobé nemocné, u diabetiki nebo u pacientii

s renalnim selhanim.
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Variabilita onemocnéni, za jejichz vznikem stoji VRE, je ohromna. Mezi choroby
zpusobené timto rezistentnim enterokokem patii bakteriémie, endokarditidy, infekce panve,
infekce kuze a Gstni dutiny, infekce centralniho nervové systému, gastrointestinalni infekce

a urogenitalni infekce.

Hlavnim patogenem gastrointestinalnich infekci je rezistentni E. faecalis. Jakmile dojde
k jeno kolonizaci v gastrointestinalniho traktu, tak jeho eliminace muze trvat mésice
nebo dokonce az roky. V nékterych ptipadech se dekolonizace podafi pouze na piechodnou
dobu (O’Driscoll, Crank, 2015). Mira umrti zptisobené VRE je enormni a odhaduje se,
ze postihne kolem 70% postizenych touto infekci (Lowden et al., 2014).

1.2.5 Bacillus subtilis

Posledni zminénou gram-pozitivni bakterii je Bacillus subtilis (B. subtilis). Jedna
se 0 aerobni sporulujici ty¢inku. Vyznam z hlediska infek¢nosti viici ¢lovéku nema, a proto je
B. subtilis fazen mezi lidské nepatogenni mikrorganismy. Je povazovan za pudni bakterii
(Giatsis et al., 2016). Bacily maji uplatnéni hlavné v biotechnologiich (rekombinantni
proteiny), zeméd¢lstvi (aktivni obrana proti patogennim houbam) a farmacii (Shafi et al., 2017).
Z farmakologického hlediska mtze byt B. subtilis vyuzit pro tvorbu probiotik. Po podani
takto vytvorenych probiotik byl prokazan zvySeny narust a zivotaschopnost prospésnych

bakterii mlééného kvaseni ve stievech ¢loveka a zvitat (Earl et al., 2008).

1.2.6 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) se z morfologického hlediska fadi
mezi gram-negativni ty¢inky a metabolismus vyuziva striktné aerobni. Jedna se o ubiquitarni
bakterii, kterou mizeme nalézt vSude v Zivotnim prosttedi (Moradali et al., 2017). V piirodé
tuto bakterie objevime v pidé nebo ve vodnim prostiedi. Ve vztahu k ¢loveéku je oznacovana

jako oportunni patogen.

Je pfizptisobiva k podminkam vnéjsiho prostfedi, a tim se zvysila odolnost
P. aeruginosa proti antibiotikim (Gellatly, Hancock, 2013). Vzhledem Kk této zminéni
vlastnosti se ve zdravotnictvi stala celosvétovym problémem, a je fazena mezi noSokomialni
patogeny, u kterych se dokonce vyvinula odolnost proti Sirokému spektru antibiotik. Na zakladé
této schopnosti je v dnesni dobé zodpovédna za zvySené mnozstvi chronickych infekci

(Moradali et al., 2017).
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1.2.6.1 Onemocnéni zpisobené bakterii P. aeruginosa

Jedna se o patogeny vyskytujici se v nemocni¢nim prostiedi, a s timto faktem souvisi
I vznik vétsiny zavaznych onemocnéni, za kterymi stoji pravé P. aeruginosa. Témét vsechny
ptipady infekci jsou spojeny S naruSenou imunitni obranou. Postihuje pacienty, u kterych je
identifikovana neutropenie, dale jedince s téZkymi popaleninami nebo cystickou fibrozou.
Terapeutické moznosti nejsou postacujici a z tohoto diivodu jsou bakterialni infekce spojeny

s vysokou morbiditou a mortalitou.

P. aeruginosa je z jednim z nejznaméjsich patogenti zpusobujici respiraéni infekce
U hospitalizovanych osob a vzacnéji stoji za vznikem respira¢nich infekci Siticich se v ramci

komunity (souvislost se snizenou imunitou).

Rozeznavame dva typy infekci dychacich cest, a to akutni a chronické. Akutnim
nosokomialnim pneumoniim pfedchéazi urcité trauma, které je spojeno s porusenim epitelidlni
vystelky plic v disledku intubace nebo inhalace koufe. Chronicita postihuje osoby s nizkou
imunitni odpovédi, miizou to byt star$i osoby nebo jedinci s cystickou fibrézou (Gellatly,
Hancock, 2013). Cysticka fibroza je geneticky dédicné onemocnéni spojené s defektem
transportniho proteinu, coz mé za disledek zahlenéni pacienta a nachylnost k chronickym
respiraénim onemocnénim — pneumonie zpusobené P. aeruginosa (Winstanley et al., 2016).
Bakterie P. aeruginosa je také zodpovédna za infekci o¢i. Co se ty¢e mnozstvi piipadi, nachazi
se v roli piivodce na prednich prickach. U novorozenci mize stat za vznikem sepse (Foca et
al., 2000).

1.2.7 Escherichia coli

Escherichia coli (E. coli) je klasifikovana jako gram-negativni, fakultativné anaerobni
ty¢inka z ¢eledi Enterobacteriacae (Jang et al., 2017). E. coli je pokladana za nejlépe studovany
mikroorganismus. Velky zajem o0 tuto bakterii predstavuje n€kolik hlavnich davodu tykajici
se zdravi Clovéka. Prvnim divodem je jeho, jiz zminénd prospé€Snd Cinnost
Vv gastrointestinalnim traktu ¢lovéka, kde pisobi jako komenzal. Ve druhém ptipadé se jedna
rychlym mnozenim za ptiznivych podminek. Uvadi se, Ze genera¢ni doba u této bakterie trva

kolem 20 minut.
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E. coli se také vyuziva pfi klonovani v molekularni genetice, jako hostitelska bakterie
(kratka generacni doba). Prvni sekvenace genomu E. coli byla provedena v roce 1997

a od té doby bylo osekvenovano vice jak 4 800 genomi tohoto mikroorganismu.

Dalsi vyznamnou roli hraje v ekologii, kde ndm jeho pfitomnost ve vodnim prostiedi
naznacuje fekalni zne¢isténi, které by v disledku mohlo mit nepfiznivy dopad na zdravi ¢lovéka

(Jang et al., 2017).

Stejné jako u vétSiny vySe zminénych gram-pozitivnich bakterii se u E. coli vyvinula
rezistence na néktera antibiotika. Je odolna vic¢i ampicilinu a v za posledni dvé desetileti
se u této bakterie vyvinula i schopnost multirezistence. Odolnost se projevuje i vici noveé
objevenym antibiotikiim, mezi nez patii naptiklad fluorochinolony a cefalosporiny (rozsitené
antimikrobialni spektrum) (Vila et al., 2016). E. coli se py$ni velkym mnozstvim virulentnich
faktori. Dle zastoupeni jednotlivych faktorG virulence rozfazujeme tyto Dbakterie
Rozeznavame jednak skupiny E. coli zplsobujici prijmova onemocnéni (stfevni infekce)

a druhou skupinu, ktera stoji za vznikem extraintestinalnich infekci (Jafari et al., 2012).

1.2.7.1 Stievni onemocnéni zptisobené bakterii E. coli

VW

E. coli, které zapticinuji stfevni infekce u lidi, rozdélujeme do né€kolika nasledujicich
skupin. Patii sem enterotoxigenni E. coli (ETEC), enteroadherujici E. coli (EAEC),
enteropatogenni E. coli (EPEC), enteroinvazivni E. coli (EIEC), difuzné agregativni E. coli
(DAEC). Nejvice nebezpetna ze vsech je verotoxigenni E. coli (VTEC). Synonymem
pro VTEC je pojmenovani shigatoxigenni E. coli (STEC), a to na zakladé¢ produkce verotoxinu,

neboli shiga-like toxinu (Lupindu, 2018).

ETEC je hlavnim ptivodcem cestovatelské prijmy v oblastech s nizkym hygienickym
standardem a zneciSténou vodou. Piedpoklada se, Ze n¢kolik miliard lidi, kteti navstivi chudé
zem¢, se nakazi pravé cestovatelskymi prijmy, uvadi se rozmezi mezi 20 — 60 %.
Z tohoto procentualniho rozmezi 30 — 70 % cestovatelskych prijmi vznika v disledku ETEC.
Udava se, Ze projevy infekce jsou podobné jako u cholery. Za touto podobnosti stoji produkce

termolabilniho enterotoxinu ETEC, ktery je podobny enterotoxinu cholery (Jafari et al., 2012).

EAEC zpusobuje cestovatelské prijmy, je dale spojena s vyskytem pretrvavajicich

prujmu u déti a dospélych lidi nakazenych HIV Zijicich ve vyspélych a rozvojovych zemich

svéta. Rozeznavame akutni nebo chronicky pribeh (trva déle jak 14 dni).
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U akutniho pribéhu infekce se projevuji priznaky jako vodnaté prijmy s/bez primési
krve a hlenu, bolest bficha, nevolnost, zvraceni a zvySena teplota. U déti z rozvojovych zemi
se Casto zaznamenava chronicky pribéh, ktery zpusobuje jejich naslednou podvyzivu (Huang
et al., 2006).

EPEC se vyskytuje v n€kolika sérotypech (026, O111 a dalsi) a zptusobuje vodnaté
prijmy. Rizikovou skupinou jsou déti do 2. roku zivota, a to hlavné v rozvojovych zemich
svéta. Nasbirané udaje z rozvojovych zemich stanovily, ze u malych déti jsou nejcastéjSimi
puvodci perzistentnich prijmovych onemocnéni (30 — 40 %) pravé vySe uvedené skupiny

EPEC, ETEC, EAEC.

EIEC zpisobuje vodnaté priujmy s vyskytem krve, popiipadé hlenu. Dal§im projevem
je urputné nuceni na stolici. S onemocnénim se setkdvame v chudych zemich s nizkym

hygienickym standardem (Pasqua et al., 2017).

DAEC je dalsim piivodcem cestovatelskych prijmt, a to jak v rozvinutych,
tak v rozvojovych zemich. Charakteristicky je opét vodnaty prijem a ten muze byt s piimeési
krve a hlenu. Nedavno bylo prokazano, Ze také stoji za vznikem akutniho prijmového

onemocnéni u novorozenctll a déti ve vyspélych castech svéta.

STEC (VTEC), souvisejici se sérotypem O157:H7, je bézné oznacovana
jako enterohemoragicka E. coli (EHEC) (Jafari et al., 2012). STEC je celosvétoveé zodpovédna
za 2 801 000 akutnich onemocnéni, a to v ramci jednoho roku. Incidence ¢ini 43,1 pfipadd
na 100 000 osob/ro¢né. STEC O157:H7 je stievni patogen a pienos na lidi je umoznén pozitim
Spatné opracovaného masa, hlavné hovéziho. Rezervoarem nakazy je tedy zvife a ¢lovék
se tak mize nakazit skrze mléko, vodu a dalsi Zivocisné produkty. Osobni kontakt muze
zpusobit prenos nakazy oralné-fekalni cestou. Infekcni davka je nizka a ke vzniku infekce staci
4 — 24 bunék. Bakterie STEC O157:H7 zpisobuje stievni | extraintestinalni infekce. Pfiznaky
jsou variabilni a patii mezi né hemoragicky prijem, hemoragicka kolitida nebo hemolyticko-
uremicky syndrom, ktery je charakterizovan trombocytopenii, nefropatii a hemolytickou
anémii. Lécba u vSech zminénych skupin je symptomaticka (rehydratace, dieta) (Lupindu,
2018).
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1.2.7.2 Extraintestinalni infekce zptisobené bakterii E. coli

Uropatogenni E. coli (UPEC) patii k nejéastéj$im puvodcim zanétu mocovych cest.
Udava se, ze je zodpovédna za 80 % téchto ptipadt. U Zen zplsobuje cystitidu popiipadé
pyelonefritidu, kterd mtze vést az k urosepsi (Jafari et al., 2012). Nakaza UPEC muzZe mit
I asymptomaticky pribéh, ktery se pouze projevi jako bakteriurie. U muzi mize UPEC stat
za vznikem prostatitidy. Samotna 1écba spociva v uzivani antibiotik a jako prevence

se doporucuje uziti preparatu na bazi laktobacilt.

Mezi dalsi nemoci zpusobené E. coli fadime meningitidu, infekce kize, myositidu,
osteomyelitidu, epididymoorchitidu nebo infekci krevniho fecisté, kterd muze pfiejit v sepsi
(Vila et al., 2016). E. coli muze byt oznacovana za puvodce nosokomialnich nakaz (Jafari et
al., 2012).

1.2.8 Candida albicans

Kvasinka Candida albicans (C. albicans) je vyznamnym lidskym patogenem z fise hub,
fadi se mezi askomyecety. Z hlediska patogeneze ma pro nas klinicky vyznam a dale se pouziva
jako experimentalni model pro védecky vyzkum (vyuziva se v molekularni genetice stejné
jako E. coli). Kvasinka muze byt viiéi ¢lovéku uplné neSkodna, a tvoii pouze soucast nasi bézné
mikroflory (Sellam, Whiteway, 2016). Jako komenzal se typicky vyskytuje v dutiné¢ ustni

nebo gastrointestinalnim traktu clovéka (Costa et al., 2015).
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V opacném piipadé muze byt u lidi se snizenym imunologickym dohledem zodpovédna
za vznik zivot ohrozujicich infekci. Na zakladé téchto informaci je charakterizovana
jako oportunni patogen. Se zvySenym vyskytem imunokompromitovanych jedincu (HIV,
chemoterapie, transplantace organti, vys$si uzivani antibiotik) nartsta i pocet ptipada (véetné
nemocni¢niho prostiedi) spojenych s infekci zptisobenych kvasinkou C. albicans. (Sellam,
Whiteway, 2016).

1.2.8.1 Onemocnéni zpisobené kvasinkou C. albicans

Obecné oznaceni pro nemoci zpusobené rodem Candida, nazyvame kandidozy (Sardi
et al., 2013). V majoritnim mnozstvi pfipadi kandidézy nalezneme u jedinci se sniZzenou
imunitou. Jednak postihuje kuzi lidského téla a také zptsobuje vznik mukoznich infekei (oralni
kandidoza). Povrchy jsou kryty charakteristickym bilym povlakem a tento tikaz oznacujeme
jako mouénivku. Déle je pivodcem vaginalnich kvasinkovych infekci u Zen, a u déti zptsobuje
plenkové kandidové dermatitidy. V nejhorSich ptipadech se mize situace zvrhnout a dojit
tak k hematogennimu $ifeni infekci. Umrtnost se pohybuje kolem 40 % (Nobile, Johnson,
2015).

1.3 Suplementy na bazi glycerol monolauratu

Glycerol monolaurat, neboli 2,3-dihydroxypropyl dodekanoat (dale jen GML) je téz
znam pod nazvem monolaurin (Setianto et al., 2017). GML lze charakterizovat jako neiontovou
povrchoveé aktivni latku (surfaktant) ze skupiny monoacylglycerolii obsahujici hydrofilni
a hydrofobni skupinu soucasné. Jedna se o latku, ktera ma antibakterialni, antimykotickou
a antivirovou aktivitu (Nitbani et al., 2015). Antimikrobialni podstata GML byla objevena
vroce 1966, a velka ¢ast vyzkumu byla ptipsana profesorovi J. J. Kabarovi, jehoz prvni
prukopnicka prace se soustfedila na virucidni t¢inky GML viici obalenym RNA a DNA virim
(Lieberman et al., 2006).

Vyuziti GML je rozmanité a latka se bézné pouziva v potravinaiském, farmaceutickém
a kosmetickém promyslu. Ufad pro kontrolu potravin a 1é&iv (FDA) tuto latku oznagil
za vSeobecné bezpecnou (GRAS). Bezpetna je pouze za piedpokladu, ze je uzivana
v doporuc¢eném mnozstvi (davka do 100 mg/ml) (Lin et al., 2009).

Dalsi vyznamnou latkou ze skupiny monolaurati, av$ak v ramci diplomové prace
nedulezitou, je sorbitan monolaurat. Jedna se téZ o neiontovy surfaktant. V praxi se obvykle
vyuziva jako emulgator a na trhu ho nalezneme pod obchodnim nazvem Tween 20

(polyoxyethylen 20 sorbitan monolaurat) (Pinyaphong et al., 2012).
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1.3.1 Charakteristika monoacylglyceroli

Monoacyglyceroly (monoacylglyceridy) fadime do skupiny lipidi obsahujici jednu
esterovou skupinu (-COOR) vznikajici mezi mastnou kyselinou s dlouhym fetézcem a dvéma
pfipojenymi hydroxylovymi skupinami (-OH) na propanovém fetézci. Jestlize je esterova
skupina navazana k C1 a hydroxylové skupiny jsou navazany k C2 a C3 propanu, sloucenina
se nazyva l-monoacylglycerol. Naopak, pokud je esterova skupina piipojena k C2 a dvé

hydroxylové skupiny jsou navazany na C1 a C3, sloucenina se nazyva 2-monoacylglycerol.

1-monoacylglycerol | . . . O

" OH

Obrizek 3 Chemicks struktura 1-monoacylglycerolu. Cervené je znizornén acylovy zbytek (C1), Eerné esterova vazba
vznikla po reakci glycerolu a mastné kyseliny a modfe je znazornén zbytek glycerolu (C2, C3). Dostupné z:
https://en.wikipedia.org/wiki/Monoglyceride.

Je obecné znamo, ze hydrofilni vlastnosti monoacylglycerolli jsou dany pfitomnosti
dvou hydroxylovych skupin, zatimco hydrofobocita je uréena nepolarni acylovou skupinou.
Obé¢ vlastnosti piispely K sirokému uplatnéni monoacylglyceroli na trhu. Jelikoz GML patii
mezi skupinu monoacylglycerold, je nad miru jasné, Ze samotné monoacylglyceroly
jsou neiontové povrchové aktivni latky. Dal§im charakteristickym rysem je jejich jednoducha
syntéza, nebot’ mohou byt snadno ziskavany z pfirodnich zdroji, a to konkrétné z rostlinnych

olejii nebo tukd.

Vyuzivaji se naptiklad jako emulgatory ve farmaceutickém, potravinaiském
nebo kosmetickém primyslu. Dale mGzou byt vyuzity jako neiontové surfaktanty, prekurzory
pii syntéze lipidu (triglyceridy, diglyceridy, fosfolipidy, glykolipidy a lipoproteiny), poptipadé
mohou byt vyuzity jako plastifikatory, prostfedky na mazani nebo jako pfisady, vyuzivajici

se v textilnim primyslu.

Vyznamnou skupinu monoacyglycerolt tvoii latky se specifickou aktivitou, jako je
naptiklad monoolein. Monoolein ma pro ¢lovéka blahodarné ti¢inky a je znam jako antioxidant.
Déle rozeznavame monoacyglyceroly, jenz jsou ziskdvany z polynenasycenych mastnych
kyselin. Jedna se o kyselinu eikosapentacnovou (EPA) a kyselinu dokosahexaenovou (DHA),

které 1ze vyuzivat jako dopliiky stravy.
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Dalsi vyznamnou latkou a pro tuto praci dilezitou, je jiz zminény monolaurin.
Jeho strukturu, syntézu a jednotlivé vlastnosti spojené s jeho vyuzitim si probereme podrobné;ji

v nadchazejicich podkapitolach (Nitbani et al., 2015).

1.3.2 Struktura glycerol monolauratu

Z chemického hlediska je GML monoester, tvofeny kyselinou laurovou (mastna
kyselina) a glycerolem (alkohol). Pro laurovou kyselinu je charakteristicka karboxylova
skupina (-COOH) a pro glycerol, ktery je alkoholem, to jsou tfi hydroxylové skupiny (-OH).
Mezi témito latkami vznika esterova vazba (-COO) (viz Obr. 4) (Lieberman et al., 2006).

O

Hsc/\/\/\/\A)-LO/\‘/\OH

OH

Obrazek 4 Strukturni vzorec glycerol monolauratu.

1.3.2.1 Kyselina laurova

Kyselina laurova (dodekanova kyselina) patii do skupiny mastnych kyselin, které Ize
charakterizovat jako acyklické karboxylové kyseliny (-COOH) s alifatickymi fetézci rizné
délky. Na zaklad€¢ délky uhlikového fetézce jsou mastné kyseliny déleny do tfech skupin:
mastné kyseliny s kratkym fetézcem (délka fetézce do 6 uhlikll), mastné kyseliny se stfednim
fetézcem (délka fetézce od 6 do 12 uhlikll) a mastné kyseliny s dlouhym fetézcem (délka fetézce

>12 uhlikd).

Bohatym zdrojem mastnych kyselin jsou rostlinné oleje, patii sem kokosovy, olivovy
a palmovy olej, ofechy, seminka a oleje z nich pfipravené, dale kakaové maslo a Zivocisné tuky
jako je sadlo, 14j a méslo. Mastné kyseliny jsou dilezitymi slozkami bunéénych membran
a zdkladnim zdrojem energie. Nékteré studie prokdzaly, ze mastné kyseliny se podileji
na ruznych signalnich cestach transdukce (pfenosu). Tento jev byl zaznamenan u genové
transkripce, bunééného metabolismu (zanét, apoptéza) a u produkce bioaktivnich lipidovych

mediatort (zvyseni patofyziologické odpovédi) (Lappano et al., 2017).
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Kyselinu laurovou fadime mezi nasycené mastné kyseliny se sttedn€ dlouhym fetézcem,
nebot’ jeji fetézec obsahuje celkem 12 uhlikd (Boateng et al., 2016). Kyselina se vyskytuje
v rostlinnych olejich (kokosovy a palmovy plej), ovoci, seminkach a mateiském mléce

(Lappano et al., 2017).

Udava se, ze kokosovy olej obsahuje velké mnozstvi mastnych kyselin se stfedné
dlouhym fetézcem (Boateng et al., 2016). Majoritni zastoupeni v oleji ma pravé Kyselina
laurova, ktera spole¢né s dalSimi latkami v ném obsazenych, zodpovida za blahodarné zdravotni
ucinky, které se pii uzivani kokosového oleje uvadéji (Lappano et al., 2017). Kvuli velkému
mnozstvi mastnych kyselin se stfednim fetézcem je umoznéno rychlé vstiebani téchto latek
ze stfeva a nasledny transport pfimo do jater, kde se rychle vyuziji pro vyrobu energie. Diky
tomuto mechanismu se mastné kyseliny se stfedné dlouhym fetézcem neucastni biosyntézy
a transportu cholesterolu, coz mtize zna¢né piispét ke snizeni poctu srde¢nich onemocnéni

a redukci obezity (Boateng et al., 2016).

Mezi dal$i pozitivni vlastnosti kyseliny, kromé jiz zminénym ptiznivych vliva
na kardiovaskuldrni systém clovéka, jsou jeji velice vyznamné antimikrobidlni vlastnosti

(destrukce membran gram-pozitivnich bakterii a virti krytych lipidovou vrstvou).

Studie pod vedenim Rosamaria Lappana jako prvni v roce 2017 publikovala védecky
Clanek, ve kterém zminuji tezi, zZe kyselina laurova ma dokonce antiprolifera¢ni a pro-apoptické
ucinky v boji proti rakovinnym buiikkdm prsu a endometria. Tento vyzkum a jeho poznatky
by mohly zna¢né piispét pro novy komplexnéjsi terapeuticky postup pii 1é€bé rakoviny prsu

a endometria (Lappano et al., 2017).

1.3.2.2 Glycerol

Glycerol je organicka sloucenina se stechiometrickym vzorcem C3HgOs. V literatuie
se mizeme setkat i s jinym oznacenim této chemické latky jako je glycerin, propan-1,2,3-triol,
1,2,3-propantriol, 1,2,3-trihydroxypropan anebo glycyl alkohol. Glycerol je alkohol s nizkou
toxicitou, jenz se sklada z fetézce slozeného ze trech uhlika (C1, C2, C3), coz odpovida
chemické slouceniné propanu a tfech hydroxylovych skupin navazanych v poloze 1, 2 a 3,
jak ndam naznacuji uvedené systematické nazvy. Glycerol je prakticky netoxicky jak
pro ¢loveka, tak pro zivotni prostiedi. Z hlediska fyzikalnich vlastnosti Se jedna o jasnou,
bezbarvou, bez zapachu, hygroskopickou a chutové sladkou kapalinu. Za optimalnich

podminek skladovani a zachazeni je glycerol chemicky stabilni.
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Nicméné pii kontaktu se silnymi oxidacnimi ¢inidly jako je chlore¢nan draselny
(KCIO3), se muze stat explozivnim (vyroba vybusnin) (Tan et al., 2013). Glycerol se pfirozené
vyskytuje ve struktufe triacylglycerol, které vznikaji esterifikaci glycerolu a tfemi mastnymi
kyselinami. Dale glycerol vznika jako vedlej$i produkt pii vyrobé mydla nebo pii vyrové
bionafty (Garcia et al., 2010).

Jedna se 0 velice vyznamny vedlejsi produkt, ktery naSel Siroké uplatnéni
v prumyslovém odvétvi (Tan et al., 2013). V soucasné dobé se uvadi, ze ma okolo 2 000
moznych aplikaci (Garcia et al., 2010). Siroké uplatnéni glycerolu na trhu je mozné diky
jiz zminéné netoxicité, dale pozivatelnosti, a také z toho divodu, ze se jednd o biologicky
odbouratelnou slouceninu (Tan et al., 2013). Vyuziva se piedev§im v kosmetice,

farmaceutickém a potravinarském prumyslu (Garcia et al., 2010).

Je Siroce pouzivan v medicing a pii vyrob¢ 1€kl za ticelem dosazeni lepsiho rozpousténi
lé¢iv ve formé tvrdych pilulek anebo zvySeni viskozity kapalnych 1ékd. Konkrétné
se tohoto u¢inku vyuziva u sirupt proti kasli a k 1é€bé usnich infekei. Oproti tomu funkce
u pevnych pilulek spoc¢iva v dopravé ucinnych latek v antibiotikach (antiseptikdch) na misto
pusobeni a zde Kk jejich vstiebavani. Dale se pouziva jako soucast kosmetickych piipravki,
kde je zvlh¢eni Zadouci. Je soucasti pripravkd poskytujici péci o pokozku téla a vlasy. Glycerol
je také hlavni soucasti zubnich past, kde zabrafiuje vysychdni a zatuhnuti pasty v tubé¢.
V potravinaiském a napojovém priimyslu se pouziva jako rozpoustédlo, sladidlo a konzervaéni
¢inidlo. Pfi vyrové chleba, kola¢li, masa, syri a bonbont slouzi jako zmékcovadlo.
V tabakovém primyslu se vyuziva k zachovani svézesti tabaku a odstraniuje drazdivost chuti
pti koufeni. Pfi vyrob& papiru opét zastdva roli zmé&kcovadla a také maziva, v textilnim
prumyslu se vyuziva k zmékceni piize a tkaniny (Tan et al., 2013), popiipadé byva soucasti

nemrznouci smési (Garcia et al., 2010).

1.3.3 Syntéza glycerol monolauratu

Syntéza GML muze probihat na zakladé¢ prubéhu nékolika chemickych reakci.
Konkrétné v tomto ohledu rozeznavame esterifikaci, transesterifikaci a glycerolyzu. Jednotlivé
reakce lze provadét za pritomnosti anorganického katalyzatoru nebo biokatalyzatoru (Nitbani
et al., 2015). Chemické reakce za vyuziti enzymu jako katalyzatoru jsou v dne$ni dob& hojné
vyuzivany, nebot’ nepfedstavuji rizika spojené s toxicitou nékterych chemikalii (Jamlus et al.,
2015).
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1.3.3.1 Esterifikace

GML lze syntetizovat prostiednictvim esterifikace (viz Obr. 5) kyseliny laurové
(karboxylova kyselina) a glycerolu (alkohol), za pouziti kyseliny jako katalyzatoru
a v kombinaci s vhodnym teplotnim optimem. Volba katalyzatoru a teploty zna¢n¢ ovlivituje
prubéh celé reakce, a tim samoziejmé vysledny produkt (Setianto et al., 2017). GML lze

syntetizovat i za pouziti biokatalyzatoru, kterym je enzym lipaza.

Mizeme se setkat 1 s optimalizaci syntézy GML z kyseliny laurové a glycerolu
za pouziti enzymatického katalyzatoru Lipozym IM-20. Pfi této reakci vznikd jako produkt
pouze ester, nikoliv voda. Reakce ptinesla uspokojivé vysledky, nebot’ byla prokazana vyssi

vytéznost vznikajiciho produktu (Nitbani et al., 2015).

ﬁ @]
: —

1/\OH + R=—oOH N, + HO

R R O-R

Karboxylova kyselina Alkohol Ester Voda

Obrazek 5 Obecna rovnice esterifikace. Karboxylova kyselina reaguje s alkoholem, za vzniku esteru a vody.

1.3.3.2 Transesterifikace

Dalsi mozZnosti vyrovy GML je transesterifikace palmového nebo kokosového oleje
(Setianto et al., 2017). Transesterifikace spociva v pfevedeni oleje na methyl ester
za ptitomnosti bazického katalyzatoru, neboli prevedeni jiz existujiciho esteru na jiny (viz Obr.
6). Lze vyuzit i enzymaticky katalyzovanou transesterifikace, kde muze byt stejné jako u

esterifikace pouzit enzym lipaza (Math, Chandrashekhara, 2016).
O

o
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R

Obrazek 6 Obecna rovnice transesterifikace. Reakce mezi esterem a alkoholem za vzniku jiného esteru a alkoholu.

V primyslovém méfitku se bézn€ vyuziva proces esterifikace nebo transesterifikace,
za ptitomnosti homogenniho katalyzatoru jako je hydroxid draselny (KOH), hydrogenuhli¢itan
sodny (NaHCO3) nebo hydroxid vapenaty (Ca(OH).) (Setianto et al., 2017).
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1.3.3.3 Glycerolyza

Tteti metodu, kterou lze vyuzit pro syntézu GML, je proces zvany glycerolyza (viz Obr.
7). Konkrétn¢ se jedna 0 glycerolyzu methyl lauratu a glycerolu za pouziti bazického
katalyzatoru (Setianto et al., 2017).

Obecné se glycerolyza monoacylglyceroli provadi za ptfitomnosti anorganického
alkalického katalyzatoru, vysoké teploty (220 — 250 °C) a v atmosféte dusiku. Tento proces je
ovSem nedostacujici, nebot’ poskytuje vytéznost monoacylglyceroli pouze okolo 30 — 40 %
a po vizualni strance je vysledny produkt tmavsiho zabarveni. Z téchto divodd se misto
anorganickych katalyzatori pouzivaji vhodné&jSi biokatalyzatory s vysokym katalytickym

ucinkem. Biokatalyzatorem miize byt stejné jako v predeslych piipadech enzym lipaza.

Prvnim krokem je pfiprava samotnych komponent, jenz se maji ucastnit reakce. Patii
sem purifikace surového glycerolu, ktery se ziska z bionafty a také piiprava kokosového oleje
lisovaného za studena. Dal$i potfebnou slozkou k samotnému probéhnuti reakce je pfitomnost
biokatalyzatoru lipazy (C. papaya). Poslednim krokem, jako uz vSech uvedenych metod, je
ovéfeni vysledného produktu, a to napiiklad tenkovrstvou chromatografii (TLC) (Pinyaphong
etal., 2012).

H H o
——OH L ol R
—_—
R—COOCH; + L OH - L OH + H;C—OCH
—CH ——OH
H H
Methyl ester Glycerol Monoester Methanol

Obrazek 7 Obecna rovnice glycerolyzy. Methyl ester reaguje s glycerolem, za vzniku methanolu a monoesteru
(monoacylglycerolu).

1.3.4 Vlastnosti a vyuziti glycerol monolauratu

Jak uz predeslé kapitoly napovidaji, GML ma Siroké uplatnéni na trhu, a kromé jeho
antimikrobialnich vlastnosti, ma mnoho dal$ich aplikaci. GML je soucasti deodorantt,
pletovych vod a riznych dal$ich kosmetickych produktt (Zhang et al., 2016). Je nutné
si uvédomit zakladni rozdil mezi kosmetickymi pfipravky a lécivy. Kosmetické produkty
nemaji zadné terapeutické a diagnostické ucinky a slouzi pouze pro udrzovani a zménu vzhledu,

poptipad¢ ¢isténi (Goossens, 2011).
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Dalsi vyznamné vyuziti kromé farmaceutického a kosmetického primyslu ma tato latka
V potravinaiském pramyslu. Pouziva se zde jako konzervacni ¢inidlo ¢i emulgator. Jedna
Z prvnich zprav komercniho vyuziti GML Vv potravinaiském primyslu jako emulgatoru
(pod obchodnim nazvem Lauricidin®) byla v kontextu feseni problému spojeného s kritickym
vyskytem plisni v margarinu (Davidson et al., 2005). Dale se GML uziva jako vyZzivovy
dopln¢k (Lieberman et al., 2006).

Prostiednictvim studie GML a jeho mechanismu ucinku bylo prokazano, ze potlacuje
lidsky imunitni systém, a proto se debatuje nad moznym vyuzitim GML jako silného
imunosupresiva (Zhang et al., 2016). V jiné studii byl prokazan vliv GML na stabilizaci
slizni¢nich povrchii bez redukce epitelidlnich bunck. Tato vlastnost by mohla mit vliv
pfti zabrané prenosu HIV infekce u Zen prostiednictvim pohlavniho styku (Schlievert, Peterson,
2012).

1.3.4.1 Antimikrobialni a¢inky

Nejvyznamnéjsi vlastnosti GML jsou pravé jeho antimikrobialni G¢inky (Jackman et al.,
2016). Predpoklada se, ze glycerol, jenz je soucasti GML, slouzi jako hydrofilni ptfenasec
kyseliny laurové ptes bakteridlni membranu, kde ma kyselina antimikrobialni wcinky
(Hanczakowska, 2017). Vyznamny je z divodu vzniku jiz zminéné rezistence mnoha
mikroorganismi na doposud pouzivana antibiotika. Toto téma se stalo jednim
rezistence velice rychli. Caste¢nou zodpovédnost za vznik rezistenci proti béznym antibiotikiim
ma jejich nadmérné uzivani v 1ékafstvi, ale i v zemédélstvi. Dale se u fady mikroorganismi
vyskytuje dokonce multirezistence, coz velice zatézuje zdravotnickou infrastrukturu.
Na zéklad¢ téchto faktli si musime klast otdzku, zda v budoucnu lidstvu nehrozi post-
antibioticka éra. Odhaduje se, ze rezistence postihuje ro¢n¢ 2 miliony lidi zijicich na Gzemi

¢lenskych statlh Evropské unie.

Antibiotika jsou kli¢ovych sektorem farmaceutického primyslu, o cemz svédc¢i vysoké
ro¢ni vydaje pro jejich produkci (fddové miliardy). Aktivnim vyvojem a vyzkumem novych
1éCiv se zabyva jen hrstka velkych farmaceutickych spolecnosti. Kromé potizi s védeckym
vyzkumem novych antibiotik souvisi i obava nizkého potencialniho zisku v dasledku
konkurence nizkondkladovych a nepatentovanych generickych 1ékti a také z davodu,

ze se nejedna o 1éciva s dlouhodobym uzivanim.
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Dalsim faktorem, odrazujicim od vyvoje novych antibiotik, jsou ptedpisy, za kterymi
stoji vladni agentury jako je Utad pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA) Spojenych statd
americkych. FDA si je tohoto problému védoma, a proto vytvorila novou kategorii oznac¢enou
QIDP (Qualified Infectious Disesase Product). Léky s timto oznaenim maji krat§i proces
schvalovani a zarucuje jim delsi marketingovou exkluzivitu. Tyto benefity jsou dullezité,
finan¢ni motivaci. Diky tomuto Gstupku ze strany FDA doslo k pozitivnimu schvaleni nékolika
novych antibiotik. Problém nastal v tom, Zze ve vétSiné piipadu se pouze jednalo o derivaty
jiz existujicich antibiotika, tudiz se mechanismy u¢inku v mnoha ptipadech prekryvaly. Tudiz
je opravdu dulezité vytvofit zcela nové preparaty s odliSny mechanismus puasobeni.
V tomto ohledu se zdaji perspektivni mastné kyseliny i monoacylglyceroly véetné GML
(Jackman et al., 2016).

Antibakterialni u¢inky

Na zakladé nekolika vyzkumi bylo prokazano, ze monoacylglyceroly prokazuji vétsi
antibakteridlni aktivitu vi¢i nékterym gram-pozitivnich bakterii nez samostatné mastné
kyseliny. Nejvyssi ucinnost latek ze skupiny monoacylglycerolti byla zaznamenana pravé
u GML (Hanczakowska 2017). Antibakterialni u¢inek GML byl konkrétn¢ viditelny u gram-
pozitivnich kokt (Schlievert, Peterson, 2012). Inhibi¢ni u¢inek byl také zaregistrovan
i u n¢kolika gram-negativnich bakterii (Hess et al., 2014). Zvyseni aktivity GML proti gram-
negativnim bakteriim muze byt uskute¢néno v kombinaci s EDTA (ethylendiamintetraoctova

kyselina), v prosttedi nizkého pH a/nebo vysoké hladiny NaCl (Davidson et al., 2005).

GML blokuje produkci riznych exogennich enzymi a faktord virulence, véetné
proteinu A, a-hemolyzinu (a-toxin), p-laktamazy a toxinu vyvolavajiciho syndrom toxického
Soku (TSST-1), jenz produkuje S. aureus (Ruzin, Novick, 2000). Tento poznatek, ze GML
blokuje produkci TSST-1 a a-toxinu, vedl védce k myslence vyuziti GML pfi vyrobé
vaginalnich tamponi (Schlievert, Peterson, 2012).

Utinnost GML neni omezena pouze na faktory virulence a enzymy bakterie S. aureus,
ale ma antibakterialni Gi€inky 1 na jiné bakterie. Pfedpoklada se, Ze mechanismus inhibi¢niho
ucinku s nejvetsi pravdépodobnosti plisobi prostiednictvim inhibice signalni transdukce (Ruzin,

Novick 2000).
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Antimykotické uc¢inky

Existuje fada vyzkum, které potvrdily antimykoticky u¢inek GML na nékteré¢ druhy
hub jako jsou kvasinky. Mezi takové ptipady, kde byl prokazan pozitivni vliv na usmrceni
testovanych hub, patii kvasinka Candida albicans (Lieberman et al., 2006). Imunitni obrana
hostitele hraje zasadni roli pfi fagocytdoze patogennich kvasinek z rodu Candida. Obecné
se patogenni kandidozy projevuji zvySenim prozanétlivé odezvy a nasledné nartstem

w1

protizanétlivych cytokini (Seleem et al., 2016).
Antivirové ucinky

Bylo prokazano, ze n¢které viry po setkani s GML do jisté miry vykazovaly inaktivaci.
Tento jev se projevil u viru HIV, viru spalni¢ek, Herples simplex-1 viru, visna viru, Epstein-
Baarové viru, cytomegaloviru a dalSich vird, které maji povrch obaleny lipidovou vrstvou
(tento jev byl pozorovan i pii studii samotné kyseliny laurové) (Lieberman et al., 2006).
Antivirovy G¢inek GML spociva v rozpustnosti lipida a fosfolipidi obsazenych v obalech

patogennich virti, coz ma za nasledek rozpad jejich vnéj§i membrany (Arora et al., 2011).

Vyznamnou Ulohu méd GML zejména pii studii zabyvajici se onemocnénim HIV,
ato z toho dtvodu, Ze pocet nemocnych se stale zvySuje a doposud se nenasla ucinna 1é¢ba
zpusobujici eradikaci této nemoci, nebo alesponl zabranéni dal$iho Sifeni skrze sexualni styk.
Zkouma se, zda by GML nemohl spole¢né s kombinovanou antiretrovirovou terapii, plisobit
mikrobicidné. GML je pro vyzkum atraktivni ze dvou divodu. Za prvé se jedna o monoester
mastné kyseliny, ktery je schopen jednak stabilizovat bunéfnou membranu, blokovat
bakterialni toxiny tvofici pory a zplisobuje aktivaci T bun¢k. V druhém piipadé GML blokuje
expresi prozanétlivych chemokinii a cytokind. VSechny zminéné mechanismy by mély
hypoteticky ovlivnit imunitni odpovéd’. Testovani bylo aplikovano na primatech Macaca

mulatta (makak resus) (Haase et al., 2015).

1.4 Mikrobiologické stanoveni

Tradi¢ni mikrobiologické metody maji tendenci byt Casové a pracovné narocné,
proto bylo ve snaze vynalézt metody, které tyto negativa eliminuji. Nové metody jsou rychlejsi,
snadno reprodukovatelné a citlivéj$i a nam poskytuji nam presnéjsi vysledky (Nemati et al.,
2016). Mikrobiologické postupy maji dvé dulezita kritéria: citlivost a specifi¢nost postupu.

Citlivost je definovana jako uroven, ve které mize byt cilovy organismus spolehlivé zjistén.
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Analyza pfitomnosti nebo absence specifického organismu je zalozena na schopnosti
postupu testovani detekovat velmi malé mnozstvi cilového organismu v definovaném mnozstvi

vzorku (Jarvis, 2007).

Z oblasti biotechnologie sem fadime PCR, ELISA, ATP bioluminiscence a dalsi
metody. Vyuziti téchto rychlych a automatizovanych metod pii detekci a charakterizaci
mikroorganismu a jejich produktt, je v dnesni dob¢ oblibené a hojné rozsifené. Vyuziti lze
aplikovat Vv potravinarském, kosmetickém a farmaceutickém primyslu, pfi monitorovani

zivotniho prosttedi a pii klinické diagnostice v mikrobiologickych laboratofich.

Vzhledem k nizké cené a jednoduchosti tradi¢nich technik jsou stale hojné vyuzivany
v mensSich laboratofich. Tyto metody zahrnuji inkubaci a az po uplynuti potiebné dlouhé

inkuba¢ni doby, mize byt aZ stanoven finalni vysledek (Nemati et al., 2016).

Z mikrobiologického hlediska mohou byt farmaceutické vyrobky rozdéleny do dvou
skupin, sterilni a nesterilni (tablety, kapsule). Nesterilni vyrobky musi splfiovat urcita kritéria
mikrobiologické Cistoty, kterd jsou uvedena v lékopisech. Farmakologické studie jsou
ptipravovany specificky, farmakologické ptipravky musi splinovat dvé hlavni podminky. Dany

ptipravek by mél mit terapeuticky Gi€inek a zaroven nesmi byt toxicky pro jeho uZivatele.

Evropsky lékopis slouZi jako uZite¢ny nastroj pro hodnoceni kvality. Stanovuje
mikrobiologickd kritéria a metody pro testovani pfipravkll. Mikrobiologické hodnoceni
nesterilnich vyrobkl je zvlaste dtlezité, nebot’ mikrobialni kontaminace muze snizit
nebo dokonce eliminovat terapeuticky Gc¢inek. Popiipadé 1éky mohou zpiisobit vznik infekce,

protoze jsou mikroorganismy schopny ptevést 1éky na toxické produkty.

V disledku evidovanych pfipadli vzniku infekce po podani farmakologickych
ptipravkli, byl v druhé poloviné 20. stoleti zalozen zvlastni vybor zvany Mezinarodni
farmaceutickd federace (FID). Jeho tukolem bylo zavedeni smérnic upravujici vyrobu
ptipravka. Vyvrcholenim bylo zavedeni systému Spravné vyrobni praxe (GMP). Cil spocival
Vv zajisténi vysoce kvalitnich farmaceutickych vyrobki, které neohrozuji zivot a zdravi

uzivatele (Ratajczak et al., 2015).
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1.4.1 Hodnoceni antimikrobialni ochrany kosmetického vyrobku podle

normy CSN EN ISO 11930

Mezinarodni norma CSN EN ISO 11930 z roku 2012 nam jasné definuje kroky,
na jejichz zakladé mtizeme s jistotou urcit, zda jednotlivé kosmetické vyrobky spliuji dana
kritéria antimikrobidlni ochrany. Referencni metodou je zkouska ucinnosti konzervace. Jedna
se 0 zatézovy test, dle kterého se vyhodnoti, zda jednotlivé vzorky poskytuji optimalni ochranu
konzervace. Pojem konzervace nam fikd, zda je testovany kosmeticky piipravek schopen
znemoznit mikrobialni mnozeni, a to za pomoci G¢innych latek, které obsahuje. Testovani je

uréeno pro kosmetické vyrobky, u kterych bylo stanoveno nizké mikrobiologické riziko.

Testovani u¢innosti konzervace se provadi na normou piedepsanych kmenech bakterii
ahub. Vsechny zkousky se bézné provadéji na tiech bakteriich, konkrétn¢ Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa a Escherichia coli. Dalsim testovacim mikroorganismem je

z tadu hub kvasinka Candida albicans a plisent Aspergillus brasiliensis.

Testovani ucinnosti konzervace spociva v ptipravé jednotlivych zakalu dle
McFarlandovi zakalové stupnice z pracovnich kultur a jejich naslednou inokulaci do sterilni
uzaviratelné nadoby s nafedénym vzorkem. Takto zhotoveny vzorek se uchovava ve tmé
pii laboratorni teploté a odecCty se provadéji v intervalech ur¢enych normou, tj. 7. den, 14. den

a 28. den od inokulace vzorka.

V téchto dnech se provadi odpipetovani daného mnozstvi roztoku vzorkd do zkumavek
s pfipravenymi roztoky neutralizatoru a fyziologickych roztokti, vzniké tak fedici fada (10 —
10°). Z kazdé zkumavky se vyockuje definované mnozstvi jednotlivych roztoki na odpovidajici
zivné pudy v Petriho miskach a nasledn€ se provedou roztéry L-hokejkami. Naockované

Petriho misky se nechaji inkubovat v termostatu.

Po inkubaci se provadi vyhodnoceni G€innosti konzervace prostfednictvim metody
pocitani kolonii. Na v§ech Petriho miskach se spoc¢ita mnozstvi kolonii a vyberou se ty plotny,

kde pocet kolonii odpovida danym rozmezim.
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Obrazek 8 Poéitadlo kolonii. Dostupné z: https://www.pol-eko.com.pl/colony-counter/.
U misek spliiujici zminéné kritérium se vypocitd logaritmické sniZzeni a hodnoty
se porovnaji s hodnoticimi kritérii. Na zavér se rozhodne, zda vzorky spliuji ¢i nespliuji

zkousku tc¢innosti konzervace vici jednotlivym mikroorganismam.

1.4.2 Testovani citlivosti mikroorganismii

Jak uz bylo v nékolika ptedeslych kapitolach uvedeno, v poslednich letech se dostal
do poptedi vyzkum, zamétujici se na vyvoj novych antimikrobialnich latek z divodu nartstu
ziskané rezistence mikroorganismu vici dostupnym preparatim. V mikrobiologické praxi
se vyuziva nékolika metod, na jejichz zéklad¢ se hodnoti antimikrobidlni aktivita in vitro.
Metody mtzeme rozdé€lit do n¢kolika skupin. Prvni skupinu tvofi difizni metody, do kterych
fadime diskovou difuzni metodu a gradientovou diftizni metodu (E-test). Dale lze ziskat
potiebna data o citlivosti mikroorganismi pomoci chromatografie na tenké vrstvé (TLC) —
metoda bioautografie. Pro testovani mizeme vyuzit i méné znamou metodu zvanou time-kill
test, jejichz principem je sledovani interakce mezi antimikrobidlni latkou a mikrobidlnim
kmenem v ¢ase. Testovani 1ze provést prostiednictvim ATP-bioluminiscen¢ni metody, podstata

spociva v méfeni adenosintrifosfatu (ATP) produkovanym bakteriemi, poptipadé houbami.

Pred nékolika lety byla vynalezena instrumentalni technika zvana pritokova cytometrie,
kterou taktéz mozno aplikovat na testovani citlivosti jednotlivych mikroorganismti. Mezi védci

dosahuje velké obliby z divodu rychlé detekce a automatizace.

Posledni skupinu, avSak pro tuto diplomovou praci nejvyznamnéjsi, tvoii dilucni
metody, mezi které patii bujonova dilucni metoda a bujonova mikrodiluéni metoda. Dilu¢ni
metody jsou pokladany za nejvhodnéjsi pro urceni parametru zvaném minimalni inhibi¢ni

koncentrace (MIC) (Balouiri et al., 2016).
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MIC je definovana jako nejnizsi koncentrace antimikrobialni latky, ktera po inkubaci
zabrani rustu a mnozeni mikroorganismu (Leigue et al., 2016). Uréeni MIC se pouziva
v diagnostickych laboratotich v disledku vyvraceni ¢i potvrzeni rezistence mikroorganismu
na jednotlivé antimikrobialni latky. Nejcastéjsi aplikace spociva v objeveni novych tcinnych

latek a uréeni MIC hrani¢nich hodnot, neboli break-points (Andrews, 2001).

Pro diluéni metody existuje fada schvalenych smérnic, podle kterych lze provadét
testovani antimikrobidlni citlivosti bakterii, kvasinek anebo plisni. Nejvice uznavané standardy
jsou poskytovany CLSI (Institut pro klinické a laboratorni standardy) a EUCAST (Evropsky
vybor pro testovani antimikrobidlni citlivosti). Smérnice poskytuji jednotny postup
pro testovani, coz je velice praktické pro vSechny klinické mikrobiologické laboratote,
ato z toho divodu, ze je zde velmi dulezité provést veskeré testovani klinického materialu
efektivné a se stejnym postupem. I minimélni zména postupu pii testovani by mohla zkreslit
vysledky a tim ohrozit jejich interpretaci. V téch nejhorSich ptipadech by mohla Spatna

diagnostika dokonce ohrozit Zivot pacienta.

Bujonové makrodiluéni a mikrodiluéni metody patii mezi nejzékladnéj$i metody
pro testovani citlivosti antimikrobialnich latek. Jediny rozdil mezi uvedenymi technikami, je
objem se kterym se pracuje. Makrodiluce (viz Obr. 9) se provadi ve sterilnich zkumavkach,
kdy minimalni pracovni objem kazdé zkumavky ¢ini 2 ml. Oproti tomu pii mikrodiluci
se pouzivaji znatelné mensi objemy, fadové pl a pracovni plochou je nam plastova mikrotitracni

desticka (Balouiri et al., 2016).

Obrizek 9 Bujénova makrodiluéni metoda. Redici fada. Dostupné z:
http://intranet.tdmu.edu.ua/data/kafedra/internal/micbio/classes_stud/en/nurse/Associate%20Degree%20Nursing/ptn/Microbi
ology/1/17%?20Laboratory%20diagnosis%200f%20staphylococcal %20and%20streptococcal%20infection..htm.

45


http://intranet.tdmu.edu.ua/data/kafedra/internal/micbio/classes_stud/en/nurse/Associate%20Degree%20Nursing/ptn/Microbiology/1/17%20Laboratory%20diagnosis%20of%20staphylococcal%20and%20streptococcal%20infection..htm
http://intranet.tdmu.edu.ua/data/kafedra/internal/micbio/classes_stud/en/nurse/Associate%20Degree%20Nursing/ptn/Microbiology/1/17%20Laboratory%20diagnosis%20of%20staphylococcal%20and%20streptococcal%20infection..htm

1.42.1 Bujonova mikrodilu¢ni metoda

Miniaturizace a mechanizace zkumavkové diluéni metody prostfednictvim malé
plastové a mikrotitracni desticky, se stala v praxi popularnim a ¢asto vyuzivanym postupem.
Standardné miska obsahuje 96 jamek, které jsou vSechny naprosto identické. Teoreticky v ni
jde testovat 12 druht antimikrobialnich latek, nebot se sklada z 12 sloupcti a 8 fadku (viz Obr.
10). Jednotlivé sloupce obsahuji testované antimikrobialni latky v potiebném koncentra¢nim
rozmezi. Stejné¢ jako u zkumavkové metody, lze potiebné hodnoty koncentrace ucinné latky

ziskat pomoci dvojkového fedéni.

Obrazek 10 Mikrotitraéni desti¢ka. Sloupce jsou oznadeny &isly (1-12), fadky pismeny (A-H). (foto: N. Voltnerova).
Vyhody miniaturizace spo€ivaji v mensSi spotiebé potiebnych reagencii,
reprodukovatelnosti a pohodlnou manipulaci. Na trhu se mizeme setkat s komercné
dodavanymi destickami, které maji jiz zabudované antimikrobidlni latky v urcitém

koncentra¢nim rozmezi (Balouiri et al., 2016).

Samotné stanoveni MIC prostfednictvim bujonové mikrotitratni metody vyzaduje
referencni kmeny, ze kterych se pfipravuji odpovidajici zakaly dle McFarlandovi zékalové

stupnice.

Mezitim se ve zkumavkach pftipravi fedici fady ze zdsobniho roztoku testované latky
a Mueller Hinton bujonu. Vznikla fada obsahuje piedem vypoctené hodnoty koncentrace latky
S potencialnim antimikrobidlnim ufinkem. Z takto pfipravenych zkumavek se jednotlivé

roztoky dle daného mnozstvi a schématu pipetuji do jamek mikrotitraénich desticek.
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Kazda fada mikrotitra¢ni desticky obsahuje 200 pl testované latky o stejné koncentraci.
Poté se do sloupci, kromée 1. a 2. (negativni kontroly), v dubletech napipetuje 5 pl bakterialnich
suspenzi (viz Obr. 11) a roztoky se f4dné homogenizuji. Radek A (pozice 3 — 12) slouzi jako
pozitivni kontrola, nebot’ koncentrace testované latky je zde nulova. Tyto jamky obsahuji pouze
Mueller Hinton bujon a bakterialni suspenze. Jamka Al a A2 obsahuji pouze fedici bujon.

Ptipravena mikrotitracni desti¢ky se nechaji inkubovat do druhého dne v termostatu pti 37 °C.

12we/mi
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Obrazek 11 Schéma mikrotitraéni desti¢ky. NK - negativni kontrola, MO - mikroorganismus. Dostupno a upraveno z:
http://imww.cellsignet.com/media/plates/96.jpg.

Po inkubaci se z kazdé jamky provede vyockovani suspenzi na odpovidajici zivné pady
a nasleduje inkubace Petriho misek v termostatu pii vhodné teploté. Dalsi den se na zakladé

vizualniho zhodnoceni ur¢i minimalni inhibi¢ni koncentrace, neboli MIC (Janeckova, 2009).
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pristroje
analytické vahy KERN 444 a 445
autoklav PS 20 A
BACMED 6iG2
biologicky termostat BT 120M
centrifuga Hermle Z 300 K LaborTechnik
denzitometr DEM-1
digitalni kamera (Nikon DS-Qil MC 12 bit)
horko-vzdusny sterilizator STERIMAT 5104
chladnicka HS 3966
chladnicka ZRB 36 ND
laboratorni vahy KERN 440-4
laboratorni mikroskop Nikon ECLIPSE E200
oto¢ny inokula¢ni stil — schuett petriturn-E
pocitadlo kolonii LKB 2002
sterilizator STERILAB
termostat BT 120 MR
UV lampa MD 118
vodni lazen s termostatem Julabo ED-5M/B

vortex V-1 plus
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2.2 Laboratorni pomiicky

automatické pipety Eppendorf (Eppendorf, Némecko); automatické pipety WITOPET
professional (Witeg, Némecko); bézné laboratorni sklo; jednorazové sterilni plastové
inokula¢ni klicky (VWR International, USA); jednorazové sterilni plastové L-hokejky
(BIOLOGIX, Cina); mikroskopicka podlozni a kryci skli¢ka; mikrozkumavky (Eppendorf,
Némecko); plastové a hlinikové stojany na zkumavky (VWR International, USA); plastové
Spicky (Eppendorf, Némecko); plastové Spicky FINNTIP® 10 ml (Thermo Scientific, USA);,
sklenéné zkumavky 15 ml; sterilni centrifugaéni zkumavky 15 ml (JET BIOFIL, Cina); sterilni
plastové zkumavky 50 ml (VWR International, USA); sterilni mikrotitraéni desticky typ P
a sterilni plastova vicka(GAMA GROUP a. s., CR); sterilni plastové Petriho misky (VERKON,
CR)

2.3 Chemikalie

Ethanol 96 % Penta, CR
Chlorid sodny p.a. lach:ner, CR
Tween 80 HiMedia Laboratories, Indie

2.4 Kultiva¢ni média a pracovni roztoky

BHI bujén (Brain Heart Infusion Broth), HiMedia Laboratories (Indie)

Slozeni: infuze z teleciho mozku 200,0 g/
infuze z hovéziho srdce 250,0 g/l
proteazovy pepton 10,0 g/l
glukoza 2,09/l
chlorid sodny 5,04/
hydrogenfosfore¢nan sodny 2,5¢/1

Ptiprava: 37 g zakladni smési bylo rozmichano v 1 000 ml destilované vody a poté sterilizovano
v autoklavu pii teploté¢ 121 °C po dobu 15 minut. Sterilizovana puda byla dale ochlazena
nateplotu 45 — 50 °C a za aseptickych podminek rozlita do ptipravenych Petriho misek.

Konec¢né pH pudy pti 25 °C bylo 7,4 + 0,2. Pady byly uchovavany pti chladni¢kové teplote.
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Fyziologicky roztok, lach:ner (CR)
Slozeni: chlorid sodny 8549

Ptiprava: 4,25 g chloridu sodného bylo rozpusténo v 500 ml destilované vody a dale

autoklavovano pii 121 °C po dobu 15 minut. Roztok byl skladovan pfi chladnickové teploté.

Krevni agar (Blood agar base No. 2), HiMedia Laboratories (Indie)

SloZeni: proteazovy pepton 15,0 g/l
jatrovy extrakt 2,50/l
kvasni¢ny extrakt 5,00/l
chlorid sodny 5,00/l
agar 15,0 g/l
Suplementy: sterilni defibrinovana berani krev 50,0 ml/1 zakladu

Piiprava: 21,25 g prasku bylo rozmichano v 500 ml destilované vody. Smés byla poté
autoklavovana pii 121 °C po dobu 15 minut. Po sterilizaci a ochlazeni zékladu na teplotni
optimum mezi 45 — 50 °C bylo k pidé¢ asepticky ptidano 25 ml sterilni defibrinované berani
krve a disledné promichano. Pfipravena ptida byla rozlévana do Petriho misek. Kone¢né pH

pudy ma byt pii 25 °C 7,4 + 0,2. Pady byly skladovany pti chladnickové teploté.
MALT agar, HiMedia Laboratories (Indie)

SloZeni: sladinovy extrakt 30,0 g/l
agar 15,0 g/l

Ptiprava: 45 g prasku bylo rozmichéno v 1 000 ml destilované vody a nasledné autoklavovano
pii teploté blizké 118 °C po dobu 15 minut. Sterilizovand puda byla ochlazena na optimalni
teplotu a rozlita do Petriho misek. Kone¢né pH ptdy pii 25 °C bylo 5,5 = 0,2. Pudy byly

skladovany pfi chladnickové teploté.

Masopeptonovy agar (Nutrient agar No. 2), HiMedia Laboratories (Indie)

Slozeni: pepticka travenina zivocisné tkané 10,0 g/I
masovy extrakt 10,0 g/l
chlorid sodny 5,04/l
agar 15,0 g/l
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Ptiprava: 40 g zakladu bylo rozmichéano v 1 000 ml destilované vody a nasledné sterilizovano
Vv autoklavu pfi 121 °C po dobu 15 minut. Sterilizovany zéklad byl ochlazen na 45 — 50 °C
arozlévan do pripravenych Petriho misek. Kone¢né pH pudy pti 25 °C bylo 7,2 + 0,2.
Takto ptipravené Petriho misky byly skladovany pii chladni¢kové teploté.

Mueller Hinton agar, HiMedia Laboratories (Indie)

Slozeni: masova infuze 2,09/l
kaseinovy hydrolyzat 17,5 g/l
Skrob 1,59/
agar 17,0 g/l

Ptiprava: 38 g zékladu bylo rozmichano v 1 000 ml destilované vody a poté sterilizovano pii
121 °C po dobu 15 minut v autoklavu. Po sterilizaci byl zaklad ochlazen na 45 — 50 °C
a asepticky rozlit do Petriho misek. Kone¢né pH ptipravené pidy bylo pti 25 °C 7,3 £ 0,1. Piady
byly skladovany pii chladnickové teploté.

Mueller Hinton bujén, HiMedia Laboratories (Indie)

SloZeni: hovézi infize 300,0 g/l
kaseinovy hydrolyzat 17,5 g/l
skrob 1,59/

Ptiprava: 21 g zakladu bylo rozmichdno v 1 000 ml destilované vody. Smés byla nasledné
sterilizovana v autoklavu pti 121 °C po dobu 15 minut. Roztok byl vychlazen a jeho kone¢né

pH pii 25 °C bylo 7,3 £ 0,1. Roztok byl uchovavan pti chladni¢kové teploté.

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

SloZeni: trypton* 15,0 g/l
sOjovy pepton 5009/l
chlorid sodny 4,0 g/l
L-cystin 0,7 g/l
sifi¢itan sodny 0,2 g/l
glukoza 5,50/l
vajecny lecitin 1,09/l
triton X-100 1,09/
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*pankreaticky natraveny kasein

Ptiprava: 32,4 g zdkladu bylo rozmichéno v 1 000 destilované vody spolu s 5 g polysorbatu 80
(Tween 80). Smés byla poté sterilizovana v autoklavu pii teploté 121 °C po dobu 15 minut.
Koneéné pH neutralizatoru pii 25 °C bylo 7,0 = 0,2. Roztok byl uchovavan pii chladni¢kové
teploté.

Sabouradiiv agar (Sabouraud Dextrose agar), HiMedia Laboratories (Indie)

Slozeni: glukoza 40,0 g/l
mykologicky pepton* 10,0 g/l
agar 15,0 g/l

*pepticky natravena zivoc¢isna tkan a pankreaticky natraveny kasein

Ptiprava: 65 g zékladu bylo rozmichano v 1 000 ml destilované vody a dale autoklavovano
pfi teploté¢ 121 °C po dobu 15 minut. Nasledn¢ byla smés vychlazena na vhodnou teplotu
s rozmezim mezi 45 — 50 °C a poté byla postupné rozlita do Petriho misek. Koneéné pH
ptipravenych pud pii 25 °C bylo 5,6 £ 0,2. VSechny kultiva¢ni pidy byly uchovavany pii

chladnickové teplote.

Tryptone Soya agar (Soyabean Casein Digest agar), HiMedia Laboratories (Indie)

SloZeni: trypton* 15,0 g/l
sOjovy pepton 5,00/l
chlorid sodny 5,04/
agar 15,0 g/l

*pankreaticky natraveny kasein

Ptiprava: 40 g praSku zakladu bylo rozmichéno v 1 000 ml destilované vody a poté sterilizovano
Vv autoklavu pfi 121 °C a po dobu 15 minut. Sterilizovana smés byla vychlazena na 45 — 50 °C
a poté asepticky rozlita do ptipravenych Petriho misek. Kone¢né pH pudy pii teploté 25 °C bylo
7,3+ 0,2. Pidy byly uchovavany pfi chladni¢kové teploté.
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2.5 Reagencie k biochemickym a morfologickym testiim
Gramovo barveni — Kit, HiMedia Laboratories (Indie)
Dekolorizér

Slozeni: ethanol 95 % 50,0 ml

aceton 50,0 ml
Ptiprava: 95 % ethanol byl vyrobcem smichan s acetonem v pomeéru 1:1.

Krystalova violet’

Slozeni: roztok A: krystalové violet 2,049
ethanol 95 % 20,0 ml

roztok B: oxalacetat amonny 0,89
destilovana voda 80,0 ml

Piiprava: Roztoky A a B byly vyrobcem smichany. Vysledné barvivo bylo stabilni.

Lugoliv roztok

Slozeni: jod 109
jodid draselny 2,09
destilovana voda 300,0 ml

Piiprava: Jod a jodid draselny byly vyrobcem rozpustény v destilované vodé.
Safranin, 0,5 % wiv

Slozeni: safranin O 0,59

destilovana voda 100,0 ml
Ptiprava: Safranin O byl vyrobcem rozpustén v destilované vodé.

Peroxid vodiku 30 % — nafedén na 3 % (lach.ner, CR); Tu§ &erna (Koh-i-noor, CR)
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2.6 Pouzité mikroorganismy

Nize uvedené testované mikroorganismy byly poskytnuty z Ceské sbirky

mikroorganismil, Masarykova Univerzita Brno, Ceska republika.

Bacillus subtilis CCM 2215
Candida albicans CCM 8186
Escherichia coli CCM 4517
Micrococcus luteus CCM 735

Pseudomonas aeruginosa CCM 3955
Staphylococcus aureus CCM 2022

Klinické izolaty bakterialnich kmenit MRSA a VRE byly poskytnuty Fakultni

nemocnici v Hradci Kralové.

MRSA FNHK
VRE FNHK

2.7 Hodnoceni antimikrobidlni ochrany kosmetického vyrobku

Veskeré kroky, které byly provaddény béhem testovani antimikrobialni ochrany
kosmetického vyrobku, byly v souladu s piesné definovanym postupem uvedeném v Ceské

technické normé 11930.

2.7.1 Testované vzorky

Vsechny vzorky, na nichz se provadély zatézové testy ucinnosti konzervace, byly

poskytnuty firmou K2 Pharm s. r. o. se sidlem v Opavé.
LAUROCIDS (3,5 % LA) external SMEDS koncentrat ¢. §. 25 0817

Vzorek byl testovan pii dvou riznych koncentracich, a to konktrétné jako 10 % (fedéni
1:9) a 1 % (fedéni 1:99) roztok. K nafedéni vzorku byla pouzita sterilni destilovana voda

a dodrZeny aseptické podminky
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2.7.2 Pouzité zivné pidy, roztoky a chemikalie

Fyziologicky roztok lach:ner (CR)

MALT agar HiMedia Laboratories (Indie)
Mueller Hinton agar HiMedia Laboratories (Indie)
Neutralizator HiMedia Laboratories (Indie)
Sabouradav agar HiMedia Laboratories (Indie)

Sterilni destilovana voda

Tryptone Soya agar HiMedia Laboratories (Indie)

2.7.3 Testované mikroorganismy

Candida albicans CCM 8186
Escherichia coli CCM 4517
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955
Staphylococcus aureus CCM 2022

Na zakladé¢ pozadavkl zadavajici firmy nebylo testovdni ucinnosti konzervace

provadéno s plisni Aspergillus brasiliensis.

2.7.4 Pracovni postup

Nejprve byly z jednotlivych referen¢nich kmend pfipraveny pracovni kultury,
a to takovym zpusobem, Ze byly bakterie pfeockovany sterilni inokula¢ni klickou na Mueller
Hinton agar, nasledné byly inkubovany v termostatu pii 37 °C po dobu 24 h. Kvasinka byla
stejnym zpusobem pieockovana pro ni vhodnou zivnou pudou, tedy na MALT agar, a nasledné
byla v termostatu inkubovana pti 30 °C po dobu 48 h. Poté byly vzorky za dodrZeni aseptickych
podminek odméteny do sterilnich plastovych 50 ml zkumavek. Veskeré vzorky byly dodavany
Vv nefedéné podobé a vzdy dle piesnych instrukci zadavatele byly v laboratofi nafedény sterilni
destilovanou vodou, a to v takovych pomérech, které odpovidaly potiebnym koncentracim
testovanych latek. Kone¢ny objem natedéného vzorku sterilni destilovanou vodou byl vzdy

fixni, tedy 10 ml.

Po inkubaci byly z pracovnich kultur zhotoveny zakaly za pomoci denzitometru,
dle zékalové stupnice McFarlanda. Z pracovnich kultur bakterii byla zhotovena inokula,

ktera byla rovna zakalu 1. stupni McFalandovy zakalové stupnice (3 - 108 CFU/m).
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Z pracovni kultury kvasinky bylo zhotoveno inokulum, které bylo rovno zéakalu

2. stupni McFarlandovi zakalové stupnice (6 - 108 CFU/mI).

Ptiprava inokula probihala tak, ze z kazdé pracovni kultury bylo sterilni inokula¢ni
klickou pteneseno potiebné mnozstvi kolonii do sterilni sklenéné zkumavky, kterd obsahovala
fyziologicky roztok (cca 5 ml). Poté bylo z kazdého inokula odpipetovano 0,1 ml
do pripravenych 50 ml plastovych zkumavek, které obsahovaly nafedéné vzorky sterilni
destilovanou vodou s kone¢nym objemem 10 ml. Nasledovala dikladna homogenizace inokula
v nafedéném vzorku a dale inkubace vzorku s bakterialni suspenzi pti laboratorni teploté. Kazda
sterilni plastova 50 ml zkumavka obsahovala ptislusny vzorek a inokulum pouze jednoho

mikroorganismu.

Dle normy byly odecty ucinnosti konzervace provadény 7., 14. a 28. den po inokulaci
vzorkl jednotlivymi kmeny. Pro ovéfeni pfitomnosti ¢i nepfitomnosti nezadouci kontaminace
vzorkl byla zatézova zkouska ucinnosti konzervace provedena i bezprostiedné po inokulaci
vzorku mikroorganismy. Tento krok norma neobsahuje, byl striktné iniciovan pro ovéteni

mikrobidlni Cistoty individuélnich vzorkd.

Ve dnech, ve kterych byly provadény odecty, byl ze zkumavek obsahujicich vzorek
a inokulum vZdy odpipetovan 1 ml do sterilni sklenéné zkumavky, jez obsahovala 9 ml
neutralizatoru (desitkové fedéni). Poté byly roztoky za pomoci sterilni plastové Spicky
promiseny. Podet bakterii ptitomnych pii prvnim desitkovém fedéni byl 3 - 10° CFU/ml a pocet
kvasinek byl roven 6 - 10° CFU/mI. Z této prvni zkumavky byl odpipetovan také 1 ml roztoku
ovSem do 9 ml fyziologického roztoku, jenz obsahovala druha sterilni sklenéna zkumavka.
Roztoky byly opét homogenizovany a pocet bakterii ve druhé zkumavce byl roven 3 - 10*
CFU/ml a pro kvasinku byl pocet 6 - 10* CFU/mI. Ze druhé zkumavky byl opét odpipetovan
1 ml do treti zkumavky, ktera taktéz obsahovala 9 ml fyziologického roztoku, nasledovalo
promichani. Podet bakterii ve tfeti zkumavce byl 3 - 102 CFU/ml a pocet pro kvasinku byl 6 - 10°
CFU/ml. Stejné bylo postupovano jesté 2krat, tedy do paté zkumavky tak, aby nam vznikla
fedici fada. Z této posledni zkumavky byl 1 ml odpipetovan do biologického odpadu. Vysledny
podet bakterii ve zkumavce &. 5 ¢inil 3 - 10 CFU/mI a vysledny pocet pro kvasinku byl 6 - 10!
CFU/ml. Po vytvoreni fedici fady byla z kazdé zkumavky odpipetovana sterilni plastovou

Spickou 0,1 ml (100 pl) suspenze na vhodné Zivné pudy.
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U nafedéného vzorku, jenz obsahoval bakterie, bylo provedeno vyockovani 100 pl
roztoku na Tryptone Soya agar a pro kvasinku bylo vyo¢kovanol00 pl roztoku na Sabouradv

agar — vzdy v dubletech (viz Obr. 12).

Roztoky na jednotlivych agarech byly rozetfeny sterilnimi jednorazovymi plastovymi
L-hokejkami za pouziti oto¢ného inokula¢niho stolu. Takto pfipravené plotny obsahujici
bakterie byly inkubovéany v termostatu pti 37 °C do druhého dne. Plotny obsahujici kulturu
kvasinky byly inkubovany pii teploté 30 °C po dobu 48 hodin.

Pracowvni kultura

l

Zkumavka

Fyziologicky roztok -> zakal

[},1 ml

Plastova
zkumavka (50 ml)

10 ml vzorku

P

aml 9ml aml 9 ml 4 ml
neutralizatoru  fyziologického  fyziologického  fyziclogického  fyziologického
roztoku roztoku roztoku roztoku
1ml 1iml 1ml 1ml

=

. zkumavka —®2. zkumavka —® 3. zkumavka —® 4. zkumavka —® 5. zkumavka

— 1 ml do ODPADU

10*(1/10') 107(1/10%) 107(1/10%) 10%(1/10%) 10°(1/10°)

0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml l[}lml 0,1 ml

(D
IO

Obrazek 12 Schéma zatéZového testu.
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Na zékladé metody pocitani kolonii byly po uplynuti inkubace misek v termostatu

seCteny pocty kolonii na vSech plotnach za pomoci digitadlniho pocitadla kolonii.

U misek, které spliovaly kritérium, bylo dle rovnice vypocteno logaritmické snizeni

a vysledné hodnoty byly porovnany s hodnoticimi kritérii v tabulkach (viz Tabulky 2 a 3).

Rovnice pro vvpodet logaritmického snizeni:

R, = logN, — logN,

NO- et pocet mikroorganismt zaockovanych v Case to

Nxe e, pocet mikroorganismu v ¢asech odbéru vzorku

V poslednim kroku bylo rozhodnuto, zda testované vzorky spliuji podminky

antimikrobialni ochrany dle normy CSN 11930 (kritérium A), vi¢i jednotlivym

mikroorganismim.

Tabulka 2 Hodnotici kritéria pro bakterie dle CSN EN I1SO 11930

PoZadované hodnoty sniZeni v log

Mikroorganismy Bakterie
Interval T7 T14 T28
Kritérium A >3 >3 aNI >3 aNI

*NI: zadné zvySeni poctu od predeslého intervalu
T7,T14,T28 — ¢asovy interval zahdjeni kultivace inokulovaneho vzorku po 7, 14 a 28 dnech
Kritérium A — pozadovana minimalni hodnota logaritmického snizeni podle pfilohy B v CSN EN

1ISO 11930

Tabulka 3 Hodnotici kritéria pro C. albicans dle CSN EN ISO 11930

PoZadované hodnoty sniZeni v log

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

*NI: zadné zvyseni poétu od piedeslého intervalu

T7, T14, T28 — casovy interval zahajeni kultivace inokulovaného vzorku po 7, 14 a 28 dnech
Kritérium A — pozadovana minimalni hodnota logaritmického snizeni podle ptilohy B v CSN EN
1ISO 11930
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2.8 Stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace testovanych latek

2.8.1 Testované vzorky

Vsechny vzorky, u nichz se provadélo stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace, byly

poskytnuty firmou K2 Pharm s. r. 0. se sidlem v Opav¢.

Monolaurin synteticky min 98 % MAG 12 &. §. 1164/152 VUOS, Rybitvi

Monolaurin 90 %, €. §. 01604878, Mosselman, Belgie

LAURICIDIN ® min. 95 %, ¢. 8. 121605, Med-Chem Labs Inc., USA

Kyselina laurova 99,5 %, €. §. 020010080, HSH Chemie, Praha

Propylenglycol Monolaurate LAUROGLYCOL® 90, €. §. 162978, Gattefossé, Francie
Epsilon polyL-lysin 98 %, ¢. §. 161201A, Zhengzhou Bainafo Bioengineering Co., Cina

2.8.2 Pouzité zivné pidy, roztoky a chemikalie

BHI bujon HiMedia Laboratories (Indie)
Ethanol 96 % Penta (CR)

Fyziologicky roztok lach:ner (CR)

Mueller Hinton agar HiMedia Laboratories (Indie)
Mueller Hinton bujon HiMedia Laboratories (Indie)

Sterilni destilovana voda

Tryptone Soya agar HiMedia Laboratories (Indie)

2.8.3 Testované mikroorganismy

Bacillus subtilis CCM 2215
Escherichia coli CCM 4517
Micrococcus luteus CCM 735
MRSA FNHK
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955
Staphylococcus aureus CCM 2022
VRE FNHK
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2.8.4 Pracovni postup

Pied pocatkem samotného testovani bylo nutné pfipravit zasobni roztoky, které vznikly
smisenim 0,5 g testovaného piipravku s 10 ml 96 % ethanolu, popfipad¢€ byl testovany piipravek

smisen se sterilni destilovanou vodou.

Vypocet koncentrace zasobniho roztoku:

=M 05 05 e/ml = 50000 pg/ml
Gttt e, koncentrace
M. hmotnost
Vo objem

V dalsim kroku bylo vypocteno mnozstvi dil¢ich piidavku testovanych piipravku tak,
abychom ziskali pfedem stanovené koncentrace pro testovani vzorku v mikrotitraéni desticce,
neboli vhodnou koncentra¢ni fadu. Vysledny objem testované latky (zasobni roztok) ve smési

S Mueller Hinton bujonem byl 4 ml.

Vypocet mnozstvi testované latky:

Cl'V1=C2'V2

50000 - V; =1500 4000 - V; =120 ul
(o o R koncentrace
Vi Voo objem

Tabulka 4 Redéni zasobnich roztoki.

Koncentrace testované latky MnoZzstvi testované Mnozstvi Mueller Hinton
[ng/ml] latky [pl] bujonu [ul]

1 500 120 3880

1000 80 3920

500 40 3960

250 20 3980

100 8 3992

50 4 3996

25 2 3998

0 0 4 000
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Koncentra¢ni fada vznikla nafedénim vypocteného mnozstvi rozpusténého testovaného
vzorku spolu s Mueller Hinton bujonem. Redéni roztokti bylo provedeno za dodrzeni
aseptickych podminek prostiednictvim metody pipetovani v 15 ml sterilnich plastovych
zkumavkach. Dale bylo nutné pfipravit bakterialni suspenze, u kterych byly nasledné testovany
minimalni inhibi¢ni koncentrace. Inokula byly pfipraveny z 24 hodinovych bakterialnich
kultur, které byly pomnozeny ve sterilnich plastovych mikrozkumavkach Eppendorf s BHI
bujonem (1 ml). Bakterialni kultury (pracovni) byly ziskany z referenénich kment narostlych
na Mueller Hinton agaru. VSechny bakterie byly inkubovany v termostatu pii 37 °C po dobu 24
hodin, krom¢ bakterie B. subtilis. Ten byl inkubovan do druhého dne pti 30 °C.

Po 24 hodinach inkubace byly mikrozkumavky vyndany z termostatu a dany na kratkou
dobu do centrifugy, aby na dn¢ mikrozkumavek vznikl sediment. Po ukonceni centrifugace
se z mikrozkumavek opatrné odpipetoval supernatant a misto ného se do ni napipetoval 1 ml
fyziologického roztoku. Bakteridlni kultura byla ve fyziologickém roztoku homogenizovana
a postupné ptidavéana do sklenéné zkumavky, kterd obsahovala jiz 5 ml fyziologického roztoku.
Suspenze z mikrozkumavky byla do sklenéné zkumavky davana do té doby, dokud nevznikl

zakal odpovidajici 0,5. stupni McFarlandovi zdkalové stupnice (1,5 - 108 CFU/m).

Dalsi krok testovani spocival v ptipravé mikrotitracni desticky. JelikoZ se mikrotitracni
desticka sklada z 8 radkt a 12 sloupcii, bylo mozné v jedné destic¢ce testovat celou fedici fadu
zasobniho roztoku maximalné pro 5 bakterii, nebot’ byla kazda bakterie testovana v dubletech
(paralelach) a prvni dva sloupce (sloupce A a B) slouzily jako negativni kontrola pro ovéteni
Cistoty vzorku a pouzitych fedicich roztoki (BHI bujon, 96 % ethanol, poptipad¢ sterilni
destilované vody). Jelikoz byl celkovy pocet bakterii 7, bylo nutné ke stanoveni minimalni

inhibi¢ni koncentrace (MIC) jednoho vzorku vyuzit dvé mikrotitraéni desticky.

Do vsSech jamek bylo postupné aplikovano 200 pl roztoku z ptipravené koncentracni
fady (viz Tabulka 4). Do radkt byla vzdy aplikovana stejna koncentrace ucinné latky
V jiz natedéném mnozstvi (0 — 1 500 pg/ml). Poté bylo do vSech jamek, kromé& jamek
nachazejicich se v prvnim a druhém sloupci, v dubletech napipetovano 5 pl individudlnich
bakterialnich suspenzi. Prvni tadek slouzil jako pozitivni kontrola (kromé jamek Al a A2),
jelikoz kromé bakterialni suspenze neobsahoval zadnou ucinnou latku. Jamky Al a A2

obsahovaly pouze Mueller Hinton bujon, slouzily tak pro ovéfeni kontaminace fediciho roztoku
(viz Obr. 13).
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Pripravené desticky byly prikryty plastovym vickem, vsunuty do plastovych sacku
a dany do termostatu vyhiatého na 37 °C po dobu 20 — 24 hodin. Druhy den bylo provedeno
vyoCkovani ze vSech jamek na Tryptone Soya agar. Takto pfipravené pudy byly opét

inkubovany 24 hodin pfti 37 °C.

Tteti den byly Petriho misky vyndany z termostatu a vizualné hodnoceny. V ptipade¢,
kdy byla pfi urcité koncentraci narostla viditelna kolonie, dand koncentrace byla stanovena
jako neinhibujici rust pfislusné bakterie. V opac¢ném ptipadé, kdy nebyl na zivném médiu
zietelny zadny narist kolonii dané bakterie, byla dana koncentrace testované¢ho vzorku

klasifikovana jako minimalni inhibi¢ni koncentrace.

N N NN
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 |emi
A (@ 6 69 69 6 €9 ) () () ) € o
s @ OO 000O0 OG0 D=
200 cmOOO00O %jé O
e [P @O O00000OQEEDO|=
T E@®O00000QCEHOD
F®®OO00000O0OO )=
s@®OO00O00O0OLLOO )=
@@000000 O e

Obrazek 13 Podrobné schéma mikrotitracni desticky.
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2.9 Dodate¢né morfologické a biochemické testy

Z divodu nezddouci kontaminace nékterych vzorkl, které byly testovany vyse
zminénymi metodami, bylo nutné blize uréit pivodce znecisténi. V piipadé objeveni
kontaminace byly jednotlivé kolonie sterilni klickou vyizolovany na ptipravené agary. Krevni
agar a masopeptonovy agar byly s vyizolovanymi kulturami inkubovany Vv termostatu pii 37 °C
po dobu 24 hodin a také byl pouzit MALT agar, ktery byl inkubovan p#i 30 °C po dobu 48
hodin. Po inkubaci byly u narostlych mikroorganisma uréeny zakladni znaky, mezi nez patii
tvar kolonii, velikost kolonii, barva, zapach, u krevniho agaru tvorba hemolyzy, popitipad¢ zda
viibec samotné mikroorganismy na dané padé narostly.

Z téchto kultur byly dale provedeny zakladni morfologické a biochemické testy.
Nativni preparat

Pracovni postup: Na ¢isté podlozni sklicko byla napipetovana kapka fyziologického roztoku,

a do ni byla sterilni inokula¢ni kli¢kou pfenesena neznama mikrobialni kultura, ktera byla
ve fyziologickém roztoku klickou fadn¢ rozmisena. Na povrch podlozniho skli¢ka s bakterialni
kulturou bylo dano kryci sklicko. U takto zhotoveného preparatu byla pozorovana mozna
pohybova aktivita mikroorganismu. Pozorovani bylo uskute¢néno prostiednictvim svételného

mikroskopu pfi zvétseni 600x.
Barveni dle Grama

Pracovni postup: Kapka fyziologického roztoku byla napipetovana na Cisté podlozni sklicko.

Na plose sklicka byla poté sterilni inokula¢ni klickou rozetfena mikrobidlni kultura. Skli¢ko
se nechalo zaschnout. Ve chvili, kdy bylo skli¢ko suché, tak bylo fixovano plamenem. Nejdiive
bylo sklicko pievrstveno krystalovou violeti, po 30 sekundéach se barvivo slilo a na skli¢ko byl
nanesen Lugoliv roztok, ktery byl po 30 sekundach slit. Po sliti roztoku jodu bylo sklicko
oplachnuto alhokolem (dekolorizérem) a déle destilovanou vodou. Nasledovalo prekryti
podlozniho skla roztokem safraninu a po 1 minuté bylo barvivo opét splachnuto destilovanou
vodou. Skli¢ko se nechalo zaschnout a poté byl preparat pozorovan svételnym mikroskopem
pod imerznim objektivem (zvétSeni 1 500x). Modré kolonie byly hodnoceny jako gram-

pozitivni a ¢ervené kolonie jako gram-negativni.
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Barveni pouzder dle Burriho

Pracovni postup: Na ¢isté podlozni sklicko byla nanesena kapka tuze, do které byla sterilni

klickou rozmisena mikrobialni kultura. Prostiednictvim druhého podlozniho sklicka byl
zhotoven natér, ktery se nechal zaschnout. Suché sklicko bylo kratce fixovano plamenem
a prevrstveno krystalovou violeti. Po 1 minuté bylo barvivo slito a sklicko bylo ve vertikalni
poloze oplachnuto v nadobé s destilovanou vodou. Takto zhotoveny preparat se nechal
zaschnout a poté byl opét pozorovan svételnym mikroskopem pod imerznim objektivem
(zvétseni 1 500x). V piipad¢ pozitivniho vysledku byla v mikroskopu viditelna neobarvena

pouzdra oproti obarvenému pozadi preparatu a télim mikroorganismd.
Katalazovy test

Pracovni postup: Nékolik kapek 3 % peroxidu vodiku bylo kapéatkem aplikovano na podlozni

sklicko. Do roztoku byla poté vnesena sterilni inokula¢ni klickou mikrobiélni kultura. Produkce

katalazy byla identifikovana skrze viditeln¢ unikajici bublinky plynu na povrchu sklicka.
Oxidazovy test

Pracovni postup: Filtraéni papir nasyceny <cinidlem (tetramethyl-p-fenylendiamin) byl

na kratkou dobu sterilni pinzetou umistén do testované narostlé kolonie na pudé. V ptipadé
pozitivniho vysledku byla zaznamenana barevna zmeéna papirku, neboli Zluty filtracni papir
zmodral. Po 2 minutach od naneseni neznamé kultury na filtrani papir bylo nasledné zmodrani

povazovano za faleSné pozitivni vysledek.
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3 VYSLEDKY A DISKUSE

Volba vyuziti glycerol monolauratu jako konzervans se jevi vhodnéjsi oproti pouzivani
chemickych konzervaénich latek, a to z divodu obav nékterych konzumentd z jejich
potenciondlnich toxickych ¢i karcinogennich vlastnosti. Oproti tomuto aspektu jsou mastné
kyseliny a jejich estery netoxické latky, které se piirozené vyskytuji v potravinach (Oh,
Marshall, 1993). Vyuziti konzervaénich prostiedkit v kosmetickych vyrobcich uréenych
pro osobni péci je dulezité, nebot jsou tyto latky nezbytné pro zachovani bezpecnosti a stability

téchto produkti. Jejich ucelem je zabranéni mikrobidlniho ristu (Kessler, 2015).

Dalsi vyznamna vlastnost glycerol monolauratu spociva v jeho antimikrobialni aktivité,
ktera je v poslednich desetiletich zna¢né zkoumana (Sktivanova et al., 2006). Této vlastnosti
jsou ptikladany velké ambice z dGvodu poklesu u€innosti velké skaly antibiotickych preparata.
Moderni doba antibiotik zapocala objevenim penicilinu v roce 1928 Sirem Alexandrem
Flemingem a nasledné bylo v druhé poloviné 20. stoleti na trh uvedeno markantni mnozstvi
novych antibiotik (Ventola, 2015). Z tohoto divodu je 20. stoleti ozna¢ovano jako ,,zlata éra“
objevu antibiotik, ktera napomohla usp&$né 1é¢it dosud nevylécitelné infekce (Mathur et al.,
2017). Postupem ¢asu se u n¢kterych bakterii zacala objevovat rezistence proti riznym druhiim
antibiotik (Ventola, 2015). Tento jev byl podpofen nadmémym piedepisovanim
Sirokospektrych ¢i uzkospektrych antibiotik v kombinaci s jejich pfilisSnou aplikaci
hospodaiskym zvifatim (Mathur et al., 2017). V soucasné dobé je vznikla rezistence zjevnym
problémem a vedou se ¢etné debaty o tom, zda nam nehrozi post-antibioticka éra. Nejvetsi
potizi je globalni pandemie zptisobena gram-pozitivni bakterii meticilin-rezistentni S. aureus
(MRSA), a také bakterii vankomycin-rezistentni Enterococcus (VRE). Dle udaju je MRSA
ve Spojenych statech americkych zodpovédnd za vétsi pocet umrti jedinct rocné€ nez infekce
HIV/AIDS, Parkinsonova choroba, rozedma plic ¢i nasilna trestna ¢innost dohromady (Ventola,
2015). Z tohoto dtvodu se védecka komunita snazi vytvofit systém dohledu zaméfeného
na antimikrobialni rezistenci a paraleln¢ se védci snazi objevit nové preparaty, Které by svou

funkci plné nahradily dnes neti¢inna antibiotika (Vidal et al., 2014).

Cilem této diplomové prace bylo testovani ucinnosti konzervace nové syntetizovaného
pfipravku na bézi glycerol monolauridtu. Déle bylo provedeno testovani antimikrobidlnich
vlastnosti vzorkii na bazi kyseliny laurové a jejich derivati. Na zavér bylo uskute¢néno

testovani antimikrobialni uc¢innosti vzorku g-poly-L-lysinu.
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3.1 Hodnoceni antimikrobialni ochrany kosmetického vyrobku

Prostiednictvim zatézovych testi G¢innosti konzervace dle normy CSN EN ISO 11930
byl testovan zcela novy ptipravek s pracovnim nazvem LAUROCIDS (3,5 % LA) external
SMEDS koncentrat ¢. §. 25 0817 — MS. Formule byla ptipravena pracovniky ve firm¢ K2 Pharm

S. 1. 0. se sidlem v Opavé.

Dle informaci poskytnutych vyrobcem se jedna o konzervants na bazi monolaurinu
a lauroglykolu aplikovatelného do piipravku typu personal care products, neboli vyrobki
osobni péce. Piipravek by mél byt vyuzit striktné pro preparaty zaméfené na vngjsi aplikaci.
Hodnota 3,5 % LA, oznacuje soucet obsahu kyseliny laurové v monolaurinu, lauroglykolu

a pouzitém tenzidu. Pouzitym a dle norem povolenym tenzidem byly alkylestery polyglyceroli.

Piipravek LAUROCIDS (3,5 % LA) vznikl podle piedlohy jiz existujiciho ptipravku,
ktery na trh uvedla $panélské firma Chemipol pod registrovanym nazvem SENSICARE FP 1
s monolaurinem. Dle informaci dostupnych na internetovych strankach Chemipol, firma
zaruCuje antimikrobialni u¢innost proti bakteriim, plisnim a kvasinkam. Dale je tato formule
vhodna pro ptipravu jakéhokoliv typu ptipravku pro osobni pé¢i a zaruCuje ucinnost
bez vedlejsich ucinkd. Obecné produkty fady SENSICARE® jsou vysledkem probihajiciho
moderniho vyzkumného programu s cilem vyvinout inovac¢ni konzerva¢ni a antimikrobialni
latky pro ptipravky osobni péce. Velka vyhoda téchto pripravkl spociva v jejich konzervacnim
uc¢inku jiz pti nizkych koncentracich, coz minimalizuje nezadouci vedlejsi G¢inky, jako je
senzibilizace a neslucitelnost s jinymi latkami. Konkrétni hodnoty u¢inné koncentrace
piipravki fady SENSICARE® nejsou firmou uvedeny ([online]. Dostupné z:
http://files.constantcontact.com/95822438401/006cdcch-2330-49b7-a7bb-fa8d69ch1396.pdf
[cit. 5. 4. 2018].

Z duvodu, Ze se jedna o ptipravek, jehoz budouci doménou ma byt vyuziti jako
konzervacniho prostredku k dalsi produkci a distribuci vyrobka s kosmetickym zamétenim,
byla pro jeho testovani vybrana jiz nékolikrat zminovana norma pro kosmetiku. Podle piesnych
instrukci zadavatele se provedlo testovani vzorku s pracovnim nazvem LAUROCIDS (3,5 %
LA) ve dvou koncentracich zasobniho roztoku. Konkrétn¢ byla formule nafedéna sterilni
destilovanou vodou jako 10 % a 1 % zasobni roztok. Vzorek mél charakter polotekutého
roztoku a v obou piipadech byl dobie rozpustny ve sterilni destilované vodé pouzitém

jako rozpoustédla.
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Pocty kolonii a vysledky mikrobiologického testovani zatézovych testt jsou pro 10 %
roztok uvedeny v Piiloze 1, 2, 3,4, 5, 6 a pro 1 % roztok v Piiloze 7, 8,9, 10, 11 a 12.

Testovani vzorku jako 10 % a 1 % zéasobniho roztoku probihalo paralelné. Zatézové
testy ucinnosti konzervace pro normou uréené bakterie (Staphylococcus aureus CCM 2022,
Escherichia coli CCM 4517, Pseudomonas aeruginosa CCM 3955) probihaly v ¢asovém
rozmezi 23. 10. — 22. 11. 2017 a zatézovy test G¢innosti konzervace pro kvasinku (Candida
albicans CCM 8186) byl uskuteénén v mirn¢ odlisném ¢asovém rozmezi od 23. 10. — 24. 11.
2017, kvili delsi dobé¢ rtstu kvasinky (48 hodin).

Z tabulek v Prilohach je ziejmé, Ze bylo provedeno testovani i mimo normou uréeny
interval, tedy bezprostfedné po inokulaci vzorkd. Tento krok byl zaveden z divodu véasného
odhaleni moZzné nezadouci kontaminace jiz samotné¢ho vzorku, kterd by mohla negativné

ovlivnit cely pribéh testovani.

Ve dne 25. 10. 2017 byly uskute¢nény odecty Géinnosti konzervace 10 % a 1 %
zasobniho roztoku vzorku pro jednotlivé bakterie. Jelikoz se jednalo o krok provedeny striktné
z vlastni iniciativy, proto nebyly pro bakterie ani kvasinku v 1. den odecti provedeny Zadné

vypocty logaritmického sniZeni.

Jiz tento prvni den ode¢tu byla u vSech pud viditelna kontaminace, ktera se objevovala
od prvniho dle paralelné. Kontaminace v$ak nedosahovala takového rozméru, ktery by branil
samotné identifikaci testovanych mikroorganismli, a s klesajici koncentraci se vzdy
kontaminace snizovala. Z tohoto diivodu bylo mozné provést odecty poctu kolonii pii danych
koncentracich pro kazdou bakterii zvlast a u kazdé bakterie vizudln€ odhadnout miru
kontaminace. Za kontaminaci byly celkem odpovédny 3 neznamé mikroorganismy, u kterych
byly k jejich dourceni posléze provedeny zakladni morfologické a biochemické testy. Mira
vyskytu kontaminant zavisela na intervalu odectu, testovaném mikroorganismu, pouZzité zZivné

pude ¢i koncentraci zasobniho roztoku vzorku.

Z divodu zminéné kontaminace bylo nutné zjistit jeji plivod. Vzorek tak byl znovu
nafedén sterilni destilovanou vodou jako 10 % a 1 % zéasobni roztok a byl inkubovan
pfi laboratorni teploté (ve tm¢) bez inokula. Jiz v 1. den odectu byla zaznamenana stejna
kontaminace jako u vzorku s inokulem. Proto byla opét provedena izolace kolonii na rizné typy
zivnych pad a posléze bylo provedeno dourceni neznamych kmend mikroorganismii. Stejny

charakter kontaminace byl pfi obou koncentracich vzorku pfitomen i 7., 14. a 28. den.
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Vysledky identifikace neznamych kmend, jenz byly odpovédny za kontaminaci vzorku,

jsou vyjadireny v podkapitole nize.

Dle Piilohy 1 je patrné, ze mnozstvi kolonii pfi testovani 10 % zasobniho roztoku
se zaoCkovanym inokulem bakterie Staphylococcus aureus (G* koky) bylo poéitatelné v daném
rozmezi (30 — 300 kolonii) dle pfedpisu poéitani kolonii bakterii pii fedéni 10 a celkovy pocet
kolonii byl po zprimérovani dvou hodnot roven 43 koloniim. PFiloha 7 tykajici se testovani
1 % zasobniho roztoku vzorku uvadi, Ze jiz pti fedéni 10 byl stanoven celkovy pocet kolonii

bakterie Staphylococcus aureus na hodnotu 261.

V Priloze 2 je zobrazeno mnozstvi kolonii pfi testovani 10 % zasobniho roztoku
s inokulem bakterie Escherichia coli (G ty¢inky), které bylo pocitatelné jiz pfi prvnim stupni
desetinného fedéni, tedy pii fedéni 107, Celkovy pocet kolonii byl po zpriimérovéani roven 61
koloniim. Dle udaju v Priloze 8 tykajicich se testovani 1 % zasobniho roztoku je zaznamenano
mnozstvi poéitatelnych kolonii bakterie Escherichia coli té pti fedéni 10 a podet byl roven

41 koloniim.

Piiloha 3 obsahuje data mnozstvi kolonii bakterie Pseudomonas aeruginosa
(G ty¢inky) v 10 % zasobnim roztoku vzorku. Mnozstvi kolonii nachazejici se ve vymezeném
rozmezi, bylo stanoveno jiz pii fedéni 102 a celkovy pocet spoétenych kolonii byl roven 193.
Z udaju v Priloze 9 byl pfi testovani 1 % zasobniho roztoku zaznamenan pozorovatelny rust
bakterie Pseudomonas aeruginosa jiz pfi fedéni 1072. Celkovy pocet kolonii byl pfi tomto fedéni

roven 56.

V 7. den odectu, tedy 1. 11. 2017, nebyl viditelny zadny narlst testovanych bakterii
(Staphylococcus aureus, Eschericha coli, Pseudomonas aeruginosa), ale nanestésti byla
zfetelna kontaminace vSech pud tvofici fedici fady. U fedicich fad vytvofenych z 10 %
zasobnich roztokd vzorku s jednotlivymi inokuly byly ve vsech pfipadech za kontaminaci
odpovédny 2 mikroorganismy (drobné a velké kolonie). U 1 % zasobnich roztoku vzorku
s inokuly byly vsude vizualné identifikovan pouze 1 mikroorganismus (drobné kolonie),
atov celém rozsahu koncentracnich tad a s vétsi Cetnosti vyskytu nez u 10 % zasobniho

roztokd vzorku s inokuly (viz Obr. 14).
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Obrizek 14 Kontaminace vzorki s inokulem E. coli 7. den odettu. A) kontaminace 10 % zdsobniho roztoku vzorku
s inokulem E. coli pfi fedéni 10, B) kontaminace 1 % zdsobniho roztoku vzorku s inokulem E. coli pfi fedéni 10, Zivna
pida Tryptone Soya agar (37 °C, 24 h). (foto: N. Voltnerova; BACMED).

8. 11. 2017, 14. den inkubace byly provedeny dalsi odecty vzorkl. Opét nebyl viditelny
Zadny narlst testovanych bakterii. Na ptdach byl zaznamenan pouze narist mikroorganismi,
které byly odpovédny za kontaminaci (viz Obr. 15). Obdobnych vysledki bylo dosazeno i 28.
den odectu, tedy 22. 11. 2017. (viz Obr. 16).

Obrazek 15 Kontaminace vzorki s inokulem E. coli 14. den odeétu. A) kontaminace 10 % zasobniho roztoku vzorku
s inokulem E. coli pfi fedéni 1071, B) kontaminace 1 % zdsobniho roztoku vzorku s inokulem E. coli pfi fedéni 101 Zivna
puda Tryptone Soya agar (37 °C, 24 h). (foto: N. Voltnerova; BACMED).
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Obrazek 16 Kontaminace vzorkii s inokulem E. coli 28. den odeétu. A) kontaminace 10 % zasobniho roztoku vzorku
s inokulem E. coli pti fedéni 10, B) kontaminace 1 % zasobniho roztoku vzorku s inokulem E. coli p¥i fedéni 101, Zivna
pida Tryptone Soya agar (37 °C, 24 h). (foto: N. Voltnerova; BACMED).

Jelikoz nedoslo k Zadnému ndaristu testovanych bakterii v Zadném rozsahu fedicich fad
testovani 10 % i 1 % zasobnich roztoka vzorka s inokuly, tak bylo v obou piipadech splnéno
kritérium A, piiloha B CSN EN ISO 11930. Vysledky jsou zobrazeny v P¥iloze 6 a 10.

Prvni odecet ucinnosti konzervace 10 % a 1 % zasobniho roztoku v kontextu testovani
udrzitelnosti rastu kvasinky Candida albicans byl uskute¢nén 27. 10. 2017. Jiz pfi tomto ode¢tu
byla patrna kontaminace pouze u 10 % zasobniho roztoku vzorku. Makroskopicky byly
za puvodce kontaminace urceny dva rozdilné druhy mikroorganismi. Na zaklad¢ dat
uvedenych v PFiloze 5 je patrné, Ze pii testovani 10 % zasobniho roztoku jiz u fedéni 102 bylo
mozné stanovit celkovy pocet kolonii, ktery byl roven 90 koloniim. Ve srovnani s daty tykajici
se testovani 1 % zasobniho roztoku v Priloze 11 je patrné, Ze byl pii stejném fedéni stanoven

celkovy pocet kolonii mirné vyssi, tedy bylo spocteno 101 kolonii.

Nasledny tyden 3. 11. 2017 (7. den) byly provedeny odecty, u kterych byl viditelny
nariist jednak testované kvasinky, a posléze i kolonii nezadouci kontaminace (10 % zéasobni
roztok vzorku) (viz Obr. 17). U testovani 10 % zasobniho roztoku byl celkovy pocet kolonii
pii fedéni 102 roven 79. Pocet mikroorganismii ve vzorku byl tak 7,9 - 102 CFU/ml. Obdobng
tomu bylo u 1 % zasobniho roztoku, kdy byl poéet kolonii pii stejném fedéni (107?) spoéten

na hodnotu 91, coz odpovida poétu mikroorganismi ve vzorku 9,1 - 103 CFU/m.
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Obriazek 17 Kontaminace vzorku s inokulem C. albicans 7. den odeétu. 10 % zasobni roztok vzorku, fedéni 1072,
Sabouradiv agar (30 °C, 48 h). (foto: N. Voltnerova; BACMED).

Odecty 14. den byly provedeny 8. 11. 2017, pticemz u 10 % zasobniho roztoku vzorku
nedoslo ke zvyseni poctu kolonii od predeslého intervalu, pocet mikroorganismu ve vzorku byl
3,2 - 10° CFU/ml. Oproti tomuto jevu u 1 % zasobniho roztoku testovaného vzorku doslo
k mirnému zvyseni poctu kolonii pfi stejném fedéni (102) z 91 kolonii na 118 kolonii. Pocet

mikroorganismi ve vzorku byl roven 1,18 - 10* CFU/ml.

Pti provedeni odectli nebyla patrnd zadna kontaminace. Na tento jev ma pravdépodobné
vliv zména zakladu zivné pudy. Stejné jako u piedeslych tydnti testovani byl pouzit Sabouradiv
agar od stejného vyrobce a stejného oznaceni. Odlisnost spocivala v charakteru zakladu
pro ptipravu pud. Sypky zéklad byl obménén za zcela novy typ granulovaného zékladu, ovsem

postup ptipravy pud zastal nepozménén.

Posledni interval odecti byl proveden 22. 11. 2017 (28. den) a byl vyuzit granulovany
zaklad pro pfipravu zivné pudy a opét nebyla znatelna zadna kontaminace. U 10 % zasobniho
roztoku vzorku bylo zaznamenano snizeni po&tu kolonii kvasinky. Pi fedéni 10 byl celkovy
podet 24 kolonii, podet mikroorganismii byl tedy roven hodnoté 2,4 - 102 CFU/mI. Testovany
1% zasobni roztok vzorku nezaznamenal zvySeni poétu kolonii od piedeSlého intervalu,
dokonce doslo k poklesu poétu kolonii na 15 pii fedéni 102, Poget mikroorganismil ve vzorku
byl tedy 1,5 - 10 CFU/ml. Dle vysledkt v Priloze 6 a 12 je ziejmé, ze 10 % i 1 % zasobni
roztok testovaného vzorku vici patogenni kvasince C. albicans spliuje kritérium A, ptilohy B
CSN EN ISO 11930.
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Obrazek 18 Kontaminace na Sabouradové pidach (30 °C, 48 h) s odlisnych charakterem zakladu. 10 % zasobni roztok
bez inokula. Vlevo byl vzorek vyockovan na Sabouradtiv agar s granulovanych zakladem (Himedia ME063), vpravo byl
tentyz vzorek vyockovan na Sabouraduv agar se sypkym zakladem (Himedia ME063). (foto: N. Voltnerova; BACMED).

Testovany vzorek LAUROCIDS (3,5 % LA) external SMEDS koncentrat €. §. 25 0817
v koncentracich jako 10 % i 1 % zasobni roztok vyhovél pozadavkiim normy CSN EN ISO
11930 vuci bakterii Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa
a kvasince Candida albicans, ale bohuzel byla jiz pfi jeho nafedéni sterilni destilovanou vodou
prokazana piitomnost kontaminant. Jako postacujici pro roli konzervants se jevi testovany
vzorek ptipraveny jako 1 % zasobni roztok. Tento poznatek je podpofen studii Oh, Marshall
(1993), ktefi pro svij vyzkum vyuzili 1 % zasobni roztok monolaurinu. Déle pojednavaji

0 dtlezitém vlivu pH a teploty pro samotné testovani vzorkl na bazi monolaurinu.

Z dtivodu zjisténi jiz pocatecni kontaminace bezprostiedné po nafedéni vzorku sterilni
destilovanou vodou bez piedeslé inokulace testovanych mikroorganismu, Ize na zakladé této
skutecnosti zcela zamérné diskutovat o t€innosti daného vzorku jako konzervants dle normy
CSN EN 1SO 11930, nebot’ celé mikrobiologické stanoveni mohlo byt ovlivnéno nezadouci
kontaminaci jeho samotného. Ke kontaminaci mohlo dojit béhem samotné ptipravy vzorku,
popiipad¢ pii jeho manipulaci po syntéze. V mikrobiologické laboratofi Univerzity Pardubice
bylo se vzorkem nakladano za dodrzeni aseptickych podminek. JelikoZ se jedna o zcela novy
preparat, nebylo mozné dohledat a srovnat vysledky jeho testovani, provedeném jinou

vyzkumnou skupinou.
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V budoucnu by bylo smérodatné piipravit ptipravek s pracovnim nazvem LAUROCIDS
(3,5 % LA) external koncentrat znovu za dodrzeni stejnych podminek syntézy. Poptipade
provést syntézu vzorku za jinych fyzikalnich ¢i chemickych podminek, aby byla latka schopna
splnit dostacujici antimikrobialni ochranu, kterou pozaduje jiz né€kolikrat zminéna norma.
V piipad¢ splnéni podminek konzervace u tohoto vzorku se spekuluje o jeho mozném vyuziti

jako antiseptika k hojeni ran.

3.1.1 Identifikace ptivodce kontaminace

Na zakladé ziskanych izolatt z 10 % a 1 % zasobniho roztoku vzorku s jednotlivymi
inokuly testovanych mikroorganismii a téz izolatti z 10 % a 1 % zasobniho roztoku vzorku
bez inokul, byla zjisténa piitomnost 3 kmenti mikroorganismu, zodpovédnych za nezadouci
kontaminaci vzorku LAUROCIDS (3,5 % LA). Je nutné podotknout, ze vSechny 3 kmeny
mikroorganismi soucasné se nachazely v natedénich vzorcich s i bez inokul pouze v 1. den
odec¢tu. Tento poznatek byl uskute¢nén na zékladé vizualniho porovnani izolatd na zivnych

pudach a déle prostfednictvim provedenych zdkladnich morfologickych a biochemickych testt.

Prvni mikroorganismus narostly na masopeptonovém agaru (zivny agar ¢. 2) mél
po inkubaci v termostatu (37 °C, 24 h) charakteristické syté Zluté zabarveni, povrch se jevil
jako leskly a hladky, tvar kolonii byl kruhovy, zdpach kvasni¢ny. Na krevnim agaru
se po inkubaci (37 °C, 24 h) neprojevila hemolyza. Tento mikroorganismus na MALT agaru
po inkubaci (30 °C. 48 h) nenarostl. Po provedeni Gramova barveni byl dle mikroskopického
pozorovani hodnocen jako gram-pozitivni (modro-fialové koky samostatné ¢i v tetradach).
Pfi zkoumani nativniho preparatu byl zjiStén pouze Brownlv pohyb. Dle Burriho barveni
nebyla pfitomna pouzdra. Dale byly provedeny biochemické testy, kdy byla prokazana
pozitivni katalaza a téz pozitivni oxidaza. Rust tohoto mikroorganismu se projevil u vSech

vzorkd s 1 bez inokula jen 1. den odectu v zavislosti na charakteru Zivné ptdy.

Po provedeni testd byl neznamy kmen identifikovan jako bakterie z rodu Micrococcus.
Tento zavér je podpofen Clankem publikovanym Greenblatt et al. (2003), kde popisuji rod
Micrococcus jako gram-pozitivni nepohyblivé koky, pro které je charakteristické usporadani
v tetradach. Dale uvadéji, ze se tento rod pfirozené vyskytuje v prostiedi kolem nas. Cullimore
(2000) ve své publikaci popisuje pro rod Micrococcus charakteristicky zluty pigment, dale
dle biochemickych testi popisuje pozitivni produkci katalazy a oxidazy. Téz uvadi,
zZe se tento mikroorganismus pfirozené vyskytuje v zivotnim prosttedi (voda, puda)

nebo dokonce na povrchu naseho téla.
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Obrazek 19 Izolat 1 z kontaminovanych vzorki na pidé MPA (37 °C, 24 h). 1zolat 1 je na fotografii zobrazen popiskem
s ¢islem 1. (foto: N. Voltnerova; BACMED).

Druhy mikroorganismus po inkubaci na masopeptonovém agaru (37 °C, 24 h) tvotil
velké nepravidelné kolonie, mlééného zabarveni a kvasni¢né viing. Na krevnim agaru nebyla
po inkubaci (37 °C, 24 h) pfitomna hemolyza. Na MALT agaru (30 °C, 48 h) se tento
mikroorganismus projevil s totoznymi morfologickymi vlastnostmi jako U masopeptonového
agaru. Prostfednictvim provedeni dalSich testi byl mikroorganismus stanoven jako gram-
pozitivni (modro-fialové velké koky aZ ty€inky), pohyblivy, kataldza silné pozitivni, oxidaza
negativni. Dale byla dle Burriho barveni prokazana ptitomnost pouzder. Mikroorganismus byl
ptitomen ve vSech 10 % vzorcich s inokuly a ve vSech vzorcich bez inokula v obou fedéni

po cely interval vSech odecta.

Mikroorganismus 2 byl na zakladé provedenych testi identifikovan jako bakterie z rodu
Bacillus, ktera je ptfitomna piirozené v Zivotnim prostiedi. Zavér plné koreluje s popisem rodu
Bacillus v publikaci vydanou Public Health England (2018). Tento rod je zde klasifikovan
jako jeden z nejrozsitenéjsich a vSudypfitomnych mikroorganismt, Ktery je znam extrémni
fenotypovou rozmanitosti a heterogenitou. Spoleénym znakem je vysoka adaptabilita vuci
vlivim vnéjsiho prostiedi a téZ skutenost, Ze se jedna o gram-pozitivni bakterie. Winn et al.
(2006) také popisuji rod Bacillus jako rozmanity s odliSnymi fenotypovymi a biochemickymi
vlastnosti. Také zdlraznuji vysokou pfizplisobivost vic¢i podminkdm vnéjSiho prostiedi,
¢emuz napomaha schopnost tvofit spory za ptistupu kysliku. Z tohoto diivodu mikroorganismus

2 vyrostl 1 na MALT agaru s kyselejsim pH.
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Obriazek 20 Izolat 2 z kontaminovanych vzorki na padé MPA (37 °C, 24 h). Izolat 2 je na fotografii zobrazen popiskem
s ¢islem 2. (foto: N. Voltnerova; BACMED).

Tteti mikroorganismus se makroskopicky na masopeptonového agaru (37 °C, 24 h) jevil
jako drobné, matné kolonie s pravidelnym okrajem, Sedym zabarvenim a kvasni¢nou vini.
Na krevnim agaru (37 °C, 24 h) jeho riist nedoprovazela hemolyza. Mikroorganismus také
hojné vyrostl na MALT agaru (30 °C, 48 h), kde tvofil drobné, Sedé kolonie. Na zakladé
Gramova barveni byl mikroorganismus pod mikroskopem pozorovan jako gram-pozitivni
nerozvétvené tyCinky. Déle u ného nebyl zaznamenan pohyb, dle biochemickych testii byl
kataldza negativni a oxidaza siln€ pozitivni. Mikroorganismus byl hojné ptfitomen ve vSech
vzorcich s i bez inokula po celou dobu testovani. Ve srovnani s vySe zminénymi
mikroorganismy, ktefi byli odpovédni za nezadouci kontaminaci, byla Cetnost izolatu 3
ve vzorcich LAUROCIDS (3,5 % LA) s i bez inokula nejveétsi.

Obrazek 21 Izolat 3 z kontaminovanych vzorki na pidé MPA (37 °C, 24 h). 1zolat 2 je na fotografii zobrazen popiskem
s ¢islem 2. (foto: N. Voltnerova; BACMED).
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Prostfednictvim sledovanych makroskopickych a mikroskopickych morfologickych
znaku a na zéklad¢é provedenych zakladnich biochemické testl, se bohuzel nepodafilo tento rod

blize specifikovat.

V piipadé pritomnosti tohoto neznamého mikroorganismu v téze latce pripravené
v budoucnu, by bylo smérodatné provést identifikaci mikroorganismu s vyuzitim moderni
techniky, ktera se bézn¢ pouziva ve vétsich mikrobiologickych a referen¢nich laboratotich,

zvané MALDI-TOF.

3.2 Stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace

Pro provedeni test stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace byly vSechny vzorky
dodany firmou K2 Pharm s. r. 0. se sidlem v Opave¢. Tato zminéna firma ovSem nezodpovidala
za vyrobu a distribuci jednotlivych vzorkl, ale pouze poslouZzila jako jejich poskytovatel
a zadavatel samotného testovani. Celkem bylo testovano Sest vzorku, pii¢emz pét z nich byly
ptipravky na bazi kyseliny laurové a jejich derivati. Poslednim testovanym vzorkem byl -
poly-L-lysin. Cilem testovani bylo porovnat antimikrobialni u¢innost vSech ptipravki a vybrat

vzorek s nejlepsimi vysledky.

Pro mikrobiologické testovani a stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace byly
vybrany vzorky: Monolaurin synteticky min 98 % MAG 12 &. §. 1164/152 VUOS, Rybitvi;
Monolaurin 90 %, ¢. §. 01604878, Mosselman, Belgie; LAURICIDIN® min. 95 %, ¢. §.
121605, Med-Chem Labs Inc., USA, Kyselina laurova 99,5 %, ¢. §. 020010080, HSH Chemie,
Praha; Propylenglycol Monolaurate LAUROGLYCOL® 90, ¢. §. 162978, Gattefossé, Francie
a Epsilon-poly-L-lysin 98 %, ¢. §. 161201A, Zhengzhou Bainafo Bioengineering Co., China.
Antimikrobidlni U¢innost vSech vzorkli byla ovéfena vici vybranym gram-pozitivnim
(Staphylococcus aureus CCM 2022, Micrococcus luteus CCM 735, Bacillus subtilis CCM
2215, meticilin rezistentni Staphylococcus aureus (MRSA) klinicky izolat z FNHK
a vankomycin rezistentni Enterococcus (VRE) klinicky izolat z FNHK) a gram-negativnim
bakteriim (Escherichia coli CCM 4517 a Pseudomonas aeruginosa CCM 3955).

Testovani vzorkli bylo postupné uskute¢néno v ¢asovém rozmezi 12. — 21. 9. 2017.
Vysledky stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace jsou uvedeny v Priloze 13, 14, 15, 16, 17

a18.
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Nejdiive probéhlo testovani a porovnavani tfech vzorka (12. — 15. 9. 2017) na bazi
glycerol monolauratu, které se ovSem lisily procentualnim obsahem uc¢inné latky. Monolaurin
synteticky min 98 % MAG 12 &. §. 1164/152 VUOS, Rybitvi (P¥iloha 13); Monolaurin 90 %,
¢. 8. 01604878, Mosselman, Belgie (Pfiloha 14); LAURICIDIN® min. 95 %, ¢. §. 121605,
Med-Chem Labs Inc., USA (PFiloha 15), vSechny uvedené vzorky byly dodany v praskové
form¢ a za dodrZeni aseptickych podminek byly rozpustény v absolutnim ethanolu (96 %).
Vsechny ti1 vzorky vykazovaly stejné vysledky. U sbirkovych kmenti gram-pozitivnich bakterii
byla stanovena MIC u téchto testovanych latek 25 pg/ml. Klinické izolaty gram-pozitivnich
rezistentnich kment vii¢i antibiotikim, MRSA a VRE, vykazovaly oproti ostatnim testovanym
gram-pozitivnim bakteriim horsi vysledky. MIC bakterie MRSA byla u vSech vySe uvedenych
vzorkd glycerol monolauratu stanovena na hodnotu 50 pg/ml a u VRE byla MIC rovna 100
pg/ml. Antimikrobidlni G€inek téchto vzorkl vi€i gram-negativnim bakteriim nebyl
Vv testovaném koncentra¢nim rozmezi zaznamenan. Na zaklad¢ vysledki testovani se jevil jako
postacujici vzorek s oznaCenim Monolaurin 90 %, ¢. §. 01604878, Mosselman, Belgie.
Pro blizsi porovnéni G¢inku téchto tii vzorkl by bylo vhodné stejnym postupem celé testovani

opakovat pii niz§ich koncentracich vzorku, aby byly pokryty i koncentrace nizs§i nez 25 pg/ml.

Zare et al. (2014) provedli stanoveni antimikrobialniho G¢inku vzorku Monolaurin
(Lauricidin, Galena) vi¢i gram-pozitivni bakterii S. aureus a gram-negativni bakterii E. coli.
Béhem jejich vyzkumu zaznamenali obdobny vysledek G¢inku testovaného vzorku vici bakterii
E. coli, jako je uvedeno v této diplomové praci. To znamena, ze nebyla zjisténa zadna inhibice
ristu v rozmezi testované koncentra¢ni fady (>4000 pg/ml). Jedinym rozdilem byl rozsah
testované koncentracni fady, nebot’ v této diplomové praci byla pro testovani pfipravena fada
Vv koncentraénim rozmezi 0 — 1500 pg/ml. V jejich vyzkumu byla MIC vici bakterii S. aureus
rovna 128 pg/ml. Hodnota se neshoduje s vysledkem testovani uvedeném v této diplomové
praci (25 pg/ml). Rozdil ve vysledcich mohl byt zptisoben skute¢nosti, ze béhem vyzkumu Zare
et al. byl vyuzit jiny sbirkovy kmen S. aureus. Shoda obou praci spociva ve stejném zaveéru,
Ze gram-pozitivni testovana bakterie (S. aureus) je citlivéjsi viaci glycerol monolauratu
nez testovana gram-negativni bakterie (E. coli). Nebot’ gram-pozitivni bakterie maji bunéénou
sténu tvofenou z peptidoglykanu, ale u gram-negativnich bakterii je struktura membrany
odlisna. U gram-negativnich bakterii je peptidoglykanova vrstva lokalizovdna mezi
cytoplazmatickou membréanou a liposacharidovou vrstvou. Z tohoto divodu nemohou

antimikrobialni latky tak snadno projit skrze vnéj$i membranu gram-negativnich bakterii.
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Razicka et al. (2003) taktéz publikovali obdobné vysledky jejich vyzkumu zabyvajicim
se testovanim antimikrobialniho u¢inku vzorku Monolaurinu viéi vybranym gram-pozitivnim
a gram-negativnim bakteriim. Vysledky jejich prace také nezaznamenaly Zadny antimikrobialni
ucinek Monolaurinu vuci gram-negativnim bakteriim (E. coli, P. aeruginosa) v celém rozsahu
zvolené koncentrac¢ni fady (>500 pg/ml). Vysledky testovani ucinku vici gram-pozitivnim
bakteriim se od uvedenych v této diplomové praci mirn€ liSily. Avsak spliovaly skute¢nost
vysSiho antimikrobialniho ucinku vzorku vii¢i gram-pozitivnim nez vici gram-negativnim
bakteriim. V jejich praci byla MIC vaéi bakterii B. subtilis rovna 20 ug/ml a MIC bakterie
S. aureus byla stanovena na hodnotu 35 ug/ml. Mirna odlisnost ve vysledcich mohla vzniknout

na zaklad¢ pouziti odlisnych sbirkovych kmentd vybranych bakterii.

Kyselina laurova 99,5 %, ¢. §. 020010080, HSH Chemie, Praha (PF¥iloha 16), byla
dal$im testovanym vzorkem (12. — 15. 9. 2017). Vzorek byl dodan ve formé prasku a nasledné
byl rozpuStén v absolutnim ethanolu (96 %). Oproti vySe uvedenym vzorkim glycerol
monolauratu tento vzorek vykazoval nizni antimikrobialni G¢inek. U jednotlivych sbirkovych
kmenii gram-pozitivnich bakterii se MIC liSila. Nejvétsi antimikrobialni ucinek vzorku byl
zaznamenan vuci bakterii M. luteus, kdy MIC byla rovna 25 pg/ml. MIC vici bakterii B. subtilis
byla 100 pug/ml a MIC vici S. aureus byla dokonce stanovena na hodnotu 250 pg/ml. Uginek
vzorku vzhledem ke klinickému izolatu VRE byl opét nizsi, MIC byla rovna 500 pg/ml
a u klinického izoldtu MRSA byla MIC stanovena az pti hodnoté¢ 1500 pg/ml. Stejné jako
u vzorkt glycerol monolauratu nebyla u gram-negativnich bakterii zaznamenana inhibice ristu

V testovaném koncentra¢nim rozmezi.

Vyss§i antimikrobidlni Uc¢innost glycerol monolaurdtu (monolaurinu) nez kyseliny
laurové u gram-pozitivni bakterie S.aureus (klinicky izolat) uvadi taktéZ vyzkum publikovany
Kelsey et al. (2006). Vysledky MIC pro glycerol monolaurat jsou obdobné jako
v této diplomové praci (25 pg/ml), ale vysledky MIC pro kyselinu laurovou se lisi. V naSem
ptipadé byla MIC stanovena pii hodnoté¢ 100 pg/ml a autory ¢lanku byla MIC stanovena
jiz pti hodnoté 50 pg/ml. Rozdil ve vysledku testovani mohl byt ovlivnén odlisnym ptivodem
zvoleného mikroorganismu. V nasem piipad¢ bylo testovani provedeno na sbirkovém kmeni
bakterie S. aureus a v tomto vyzkumu probéhlo testovani na klinickém izolatu bakterie

S. aureus (puvodce bovinni mastitidy).
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Dalsi testovany vzorek s oznac¢enim Propylenglycol Monolaurate LAUROGLYCOL®
90, ¢. 8. 162978, Gattefossé, Francie (Pfiloha 17), jako jediny z testovanych vzorkd mél
charakter kapaliny. Testovani bylo uskute¢néno 18. — 21. 9. 2017. Nejdiive byla snaha vzorek
rozpustit ve sterilni destilované vod¢, ale nedoslo k z4dné homogenizaci kapalin. Poté byl
vzorek rozpustén jako v pfedeslych ptipadech v absolutnim ethanolu (96 %). Jelikoz se jednalo
o bezbarvou kapalinu, nebylo mozné urcit, zda doslo ke 100 % rozpusténi vzorku v ethanolu.
bakterii nebyla opét zaznamenana zadné inhibice rustu Vv rozsahu testovanych koncentraci.
Inhibice nebyla pfi testovanych koncentracich zachycena ani vici gram-pozitivni bakterii
S. aureus a bakterii VRE. Nejvyssi antimikrobialni uc¢inek mél vzorek vii€i gram-pozitivni
bakterii M. luteus, kdy MIC byla stanovena na hodnotu 25 pg/ml. MIC pro gram-pozitivni
bakterii B. subtilis byla 500 pg/ml a pro MRSA byla 1000 pg/ml.

Vysledky jiné studie zabyvajici se antimikrobidlni ucinnosti propylenglykol
monolauratu se nepodafilo dohledat. Tato skute¢nost je podpoiena patentem, ktery publikoval
jiz koncem minulého stoleti Andrews (1996). Uvadi v ném, ze vyuziti propylenglykol
monolauratu pii vy$§im mnozstvi nez 3 % roztok se nedoporucuje, a to z divodu jeho $patné
rozpustitelnosti. Pfi studii antimikrobidlni uUCinnosti uvedené v této diplomové praci
se K testovani pouzil dokonce 5 % zasobni roztok tohoto vzorku. Jestlize nebyl propylenglykol
monolaurat dokonale homogenizovan za pouZiti roztoku absolutni ethanolu (96 %) jako
rozpoustédla, tak tato skute¢nost mohla byt odpovédna za nedostacujici vysledky pfi jeho

testovani.

Posledni testovanou latkou byl vzorek s oznacenim Epsilon-poly-L-lysin 98 %, ¢. §.
161201A, Zhengzhou Bainafo Bioengineering Co., China (P¥iloha 18). Jak uz nazev vzorku
napovida, nejednalo se o vzorek se zadnym obsahem kyseliny laurové. Stanoveni minimalnich
inhibi¢nich koncentraci vuci jednotlivym bakteriim e-poly-L-lysinu poslouzilo pouze
pro porovnani vysledku jeho antimikrobidlniho ucinku s vysledky vyse testovanych vzorki
S jinym charakterem sloZeni. Testovani bylo uskute¢néno 18. — 21. 9. 2017. Vzorek byl dodan
ve formé prasku a nebyl rozpustny v absolutnim ethanolu (96 %). Z tohoto divodu byla
jako rozpoustédlo vybrana sterilni destilovana voda, ve které se vzorek plné homogenizoval.
Minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) pro vSechny sbirkové kmeny gram-pozitivnich a gram-
negativnich bakterii byly 25 pg/ml. Stejna MIC (25 pg/ml) byla zaznamenana i u klinického
izolatu gram-pozitivni bakterie MRSA. Hodnota MIC ve sledovaném rozsahu koncentraci

nebyla zaregistrovana pouze u klinického izolatu gram-pozitivni bakterie VRE.
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e-Poly-lysin je homopolyamid slozeny z 25 — 30 zbytkd aminokyseliny L-lysinu. Jedna
se taktéz o latku obsazenou v pfirodnich zdrojich a jako pfirodni antimikrobidlni ptisada
do potravin byla v roce 2003 schvalena ufadem FDA. e-Poly-lysin mize byt v lidském téle
bez jakykoliv vedlejSich u¢inkl rozloZen a vyuzit jako zdroj lysinu (Li et al., 2014). Ve studii
Shima et al. (1984) byla MIC vii¢i gram-pozitivnim bakteriim (S. aureus, M. luteus, B. subtilis
a dalsi) a gram-negativnim bakteriim (E. coli, P.aeruginosa a dalsi) stanovena v rozmezi
koncentraci 1 — 8 ug/ml. Studie Li et al. (2014) prokazala MIC e-poly-lysinu vici gram-
pozitivni bakterii S. aureus pii koncentraci 12,5 pg/ml a MIC gram-negativni bakterie E. coli
byla zaznamenana téz pii stejné koncentraci. Na zakladé srovnani vysledkd uvedenych
Vv této diplomové praci a vysledkd obou zminénych vyzkuma by bylo vhodné v budoucnu

provést stejné testovani, ovSem za predpokladu vyuziti nizsich koncentraci vzorku.
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4 ZAVER

e Pripravek s pracovnim nazvem LAUROCIDS (3,5 % LA) external SMEDS koncentrat
¢. 8. 25 0817, testovany jako 10 % a 1 % zasobni roztok fedény sterilni destilovanou
vodou, v obou piipadech vyhovél kritériu A danym normou CSN EN ISO 11930. Norma
slouzi k urceni schopnosti testovaného vyrobku splnit antimikrobidlni ochranu vici
bakteriim Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa
a patogenni kvasince Candida albicans.

e Testovany vzorek LAUROCIDS (3,5 % LA) external SMEDS koncentrat ¢. §. 25 0817
spInil kritérium normy, ale bohuzel byla pfi obou koncentracich bezprostiedné po jeho
nafedéni sterilni destilovanou vodou prokazana nezadouci kontaminace. Za pivodce
kontaminace byly oznac¢eny 3 mikroorganismy (rod Micrococcus, rod Bacillus a blize
neidentifikované G* ty¢inky). Jejich vyskyt byl zavisly na délce inkubace, sloZeni Zivné
pidy, testovaném mikroorganismu a koncentraci testovaného vzorku.

e V zavislosti na zji$téné kontaminaci jiz samotného vzorku by bylo smérodatné pfipravit
vzorek znovu a celé testovani zopakovat. A to z divodu, Ze pfitomnost kontaminant
mohla do zna¢né miry zkreslit ziskané vysledky.

e Stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) bylo uskute¢néno u dvou skupin
vzorkt s odlisnou ucinnou latkou. Nadpocetni vétSinu testovanych latek tvotily vzorky
na bazi kyseliny laurové a jejich derivati, druhou skupinu tvofil e-poly-L-lysin.
Ze souboru testovanych vzorkd vykazoval nejvétsi antimikrobialni ucinek vzorek
s oznacenim Epsilon-poly-L-lysin 98 %, ¢&. §. 161201A, Zhengzhou Bainafo
Bioengineering Co., China, u kterého byla MIC pro vSechny testované bakterie, krom¢é
bakterie vankomycin rezistentni Enterococcus (VRE), stanovena na hodnotu 25 pg/ml.

e Ze vzorkil na bazi kyseliny laurové a jejich derivatl vykazovaly nejnizsi hodnoty
minimalni inhibi¢ni koncentrace vzorky na bazi glycerol monolauratu. Pro vSechny tfi
vzorky byly vysledky obdobné a MIC byla stanovena vici vSem sbirkovym kmenim
gram-pozitivnich bakterii na hodnotu 25 pg/ml. Inhibice ristu vié¢i gram-negativnim
bakteriim nebyla v celém koncentraénim rozmezi zaznamenana.

e Na zéklad¢€ uskute¢nénych analyz byl u vzorkd na bazi glycerol monolauratu potvrzen
jejich antimikrobidlni Géinek, ktery je podstatny pro vyzkum a vyvoj suplementd
obsahujici monoacylglyceroly. Podstata vyzkumu spociva v upraveé fyzikalnich,
chemickych ¢i biologickych vlastnosti monolaurinu, s cilem vyvinout peroralni
suplementy s vys$sim antimikrobialnim G¢inkem, nezatézujici lidsky makroorganismus.
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Piiloha 1 Stanoveni poctu kolonii S. aureus (CCM 2022). Uginnost 10 % roztoku LAUROCIDS (3,5 % LA) vigi

této bakterii.

S. aureus CCM 2022
Datum, nazev vzorku: LAUROCIDS (3,5 % LA) external SMEDS koncentrat ¢. §. 25 0817 —
MS, fedéni 1:9, 23. 10. — 22. 11. 2017
Datum 107 102 103 10 10°
25.10. 2017 43/43 13/7
1. den prilis prilis prilis
43 10
1.11. 2017
7. den 0 0 0 0 0
8. 11. 2017
14. den 0 0 0 0 0
22.11. 2017
28. den 0 0 0 0 0

*ptili§ — mnozstvi kolonii vys$si nez 300

Piiloha 2 Stanoveni poétu kolonii E. coli (CCM 4517). Uginnost 10 % roztoku LAUROCIDS (3,5 % LA) vigi

této bakterii.

E. coli CCM 4517
Datum, nazev vzorku: LAUROCIDS (3,5 % LA) external SMEDS koncentrat €. §. 25 0817 —
MS, Fedéni 1:9, 23.10. — 22. 11. 2017
Datum 10t 102 10°® 104 10°
25.10. 2017 60/62 20/17 3/8 2/1 0/0
1.den
61 19 6 2 0
1.11. 2017
7. den 0 0 0 0 0
8.11. 2017
14. den 0 0 0 0 0
22.11. 2017
28. den 0 0 0 0 0
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P¥iloha 3 Stanoveni poctu kolonii P. aeruginosa (CCM 3955). Uéinnost 10 % roztoku LAUROCIDS (3,5 % LA)
vuéi této bakterii.

P. aeruginosa CCM 3955
Datum, nazev vzorku: LAUROCIDS (3,5 % LA) external SMEDS koncentrat ¢. §. 25 0817 —
MS, fedéni 1:9, 23. 10. — 22. 11. 2017
Datum 10* 102 103 10* 10°
25.10. 2017 188/197 29/18 4/3 0/0
1. den prilis
193 24 0 0
1.11. 2017
7.den 0 0 0 0 0
8.11. 2017
14. den 0 0 0 0 0
22.11. 2017
28. den 0 0 0 0 0

*ptili§ — mnozstvi kolonii vys$si nez 300

Piiloha 4 Vysledky testovani ucinnosti konzervace 10 % vzorku LAUROCIDS (3,5 % LA) vici testovanym
bakteriim. Porovnani vysledkii s normou CSN EN ISO 11930.

Kmeny Pocateéni koncentrace Pocty kolonii v ml pFpravk
mikroorganismu MO KTJ/ml ¢ty olonit vim? pripraviu
0. den 7. den 14. den 28. den
Datum analyzy 24.10. 2017 1.11.2017 8.11.2017 | 22.1.2017
Kritérium A - >3 >3 aNI >3 aNI
Staphylococcus aureus 6
CCM 2022 3x10 >3 NI NI
Escherichia coli 6
CCM 4517 3x10 >3 NI NI
Pseudomonas
aeruginosa 3x10° >3 NI NI
CCM 3955

*NI: zadné zvyseni poctu od predeslého intervalu 5
Kritérium A — pozadovana minimalni hodnota logaritmického snizeni podle ptilohy B v CSN EN
ISO 11930
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P¥iloha 5 Stanoveni po¢tu kolonii C. albicans (CCM 8186). Uginnost 10 % roztoku LAUROCIDS (3,5 % LA)

vuci této kvasince.

C. albicans CCM 8186
Datum, nazev vzorku: LAUROCIDS (3,5 % LA) external SMEDS koncentrat ¢. §. 25 0817 —
MS, fedéni 1:9, 23. 10. — 24. 11. 2017
Datum 10* 102 103 10* 10°
27.10. 2017 80/99 13/17 0/1 0/0
1. den prilis
90 15 1 0
3.11. 2017 83/75 5/4 2/1 0/0
7.den prilis
79 5 2 0
10. 11. 2017 41/22 3/1 0/0 0/0
14. den prilis
32 2 0 0
24.11. 2017 34/13 2/1 0/1 0/0 0/0
28. den
24 2 1 0 0

*ptili§ — mnoZstvi kolonii vyS$si nez 150

Priloha 6 Vysledky testovani u¢innosti konzervace 10 % vzorku LAUROCIDS (3,5 % LA) vuci C. albicans.
Porovnani vysledki s normou CSN EN ISO 11930.

Kmeny Pocatecni koncentrace Pocty kolonii v ml pfipravku
mikroorganismu MO KTJ/ml y prp
0. den 7.den 14. den 28. den
Datum analyzy 25. 10. 2017 3.11.2017 | 10.11.2017 | 24.11.2017
Kritérium A - >1 >1 a NI >1 aNI
Candida albicans 6
CCM 8186 6x10 2,9 3,3 4.4
>1 NI NI

*NI: zadné zvyseni poctu od predeslého intervalu

1SO 11930

Kritérium A — pozadovana minimalni hodnota logaritmického sniZeni podle piilohy B v CSN EN
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P¥iloha 7 Stanoveni poétu kolonii S. aureus (CCM 2022). Uginnost 1 % roztoku LAUROCIDS (3,5 % LA) vigi
této bakterii.

S. aureus CCM 2022
Datum, nazev vzorku: LAUROCIDS (3,5 % LA) external SMEDS koncentrat ¢. §. 25 0817 —
MS, Fedéni 1:99, 23. 10. — 22. 11. 2017
Datum 10* 102 103 10* 10°
25.10. 2017 2571264 43/43 13/7
1. den prilis prilis
261 43 10
1.11. 2017
7.den 0 0 0 0 0
8.11. 2017
14. den 0 0 0 0 0
22.11. 2017
28. den 0 0 0 0 0

*ptili§ — mnoZstvi kolonii vyS$si nez 300

P¥iloha 8 Stanoveni po&tu kolonii E. coli (CCM 4517). Uginnost 1 % roztoku LAUROCIDS (3,5 % LA) vii¢i této
bakterii.

E. coli CCM 4517
Datum, nazev vzorku: LAUROCIDS (3,5 % LA) external SMEDS koncentrat ¢. §. 25 0817 —
MS, Fedéni 1:99, 23. 10. — 22. 11. 2017
Datum 10! 102 103 10+ 10°
25.10. 2017 40/41 18/15 0/0 0/0 0/0
1. den
41 17 0 0 0
1.11. 2017
7. den 0 0 0 0 0
8. 11. 2017
14. den 0 0 0 0 0
22.11. 2017
28. den 0 0 0 0 0

96



Piiloha 9 Stanoveni poétu kolonii P. aeruginosa (CCM 3955). U¢innost 1 % roztoku LAUROCIDS (3,5 % LA)

vuéi této bakterii.

P.aeruginosa CCM 3955
Datum, nazev vzorku: LAUROCIDS (3,5 % LA) external SMEDS koncentrat ¢. §. 25 0817 —
MS, Fedéni 1:99, 23. 10. — 22. 11. 2017
Datum 10* 102 103 10* 10°
25.10. 2017 59/52 0/0 0/0 0/0
1. den prilis
56 0 0 0
1.11. 2017
7.den 0 0 0 0 0
8.11. 2017
14. den 0 0 0 0 0
22.11. 2017
28. den 0 0 0 0 0

*ptili§ — mnoZstvi kolonii vyS$si nez 300

Priloha 10 Vysledky testovani ucinnosti konzervace 1 % vzorku LAUROCIDS (3,5 % LA) vici testovanym
bakteriim. Porovnani vysledkl s normou CSN EN ISO 11930.

Kmeny Pocatecni koncentrace Pocty kolonii v ml pfipravku
mikroorganismu MO KTJ/ml y php
0. den 7.den 14. den 28. den
Datum analyzy 24.10. 2017 1.11. 2017 8.11.2017 | 22.1.2017
Kritérium A - >3 >3 aNI >3 aNI
Staphylococcus aureus 6
CCM 2022 3x10 >3 NI NI
Escherichia coli 6
CCM 4517 3x10 >3 NI NI
Pseudomonas
aeruginosa 3x10° >3 NI NI
CCM 3955

1ISO 11930

*NI: zadné zvySeni po¢tu od predesiého intervalu
Kritérium A — pozadovana minimalni hodnota logaritmického snizeni podle ptilohy B v CSN EN

97



Piiloha 11 Stanoveni poétu kolonii C. albicans (CCM 8186). Uginnost 1 % roztoku LAUROCIDS (3,5 % LA)

vuci této kvasince.

C. albicans CCM 8186

Datum, nazev vzorku: LAUROCIDS (3,5 % LA) external SMEDS koncentrat ¢. §. 25 0817 —

MS, fedéni 1:99, 23. 10. — 24. 11. 2017
Datum 10 102 103 10* 10°
27.10. 2017 106/96 12/10 2/0 0/0
1. den prilis
101 11 1 0
3.11. 2017 101/80 7/3 311 0/1
7.den prilis
91 5 2 1
10. 11. 2017 142/93 11/10 0/0 0/0
14. den prilis
118 11 0 0
24.11. 2017 20/10 4/2 0/0 0/0
28. den prilis
15 3 0 0

*ptili§ — mnoZstvi kolonii vyS$si nez 150

Priloha 12 Vysledky testovani uéinnosti konzervace 1 % vzorku LAUROCIDS (3,5 % LA) vuci C. albicans.
Porovnani vysledki s normou CSN EN ISO 11930.

Kmeny Pocatecni koncentrace Pocty kolonii v ml pfipravku
mikroorganismu MO KTJ/ml y prp
0. den 7.den 14. den 28. den
Datum analyzy 25.10. 2017 3.11.2017 | 10.11.2017 | 24.11.2017
Kritérium A - >1 >1 a NI >1 aNI
Candida albicans 6
CCM 8186 6x10 2,8 2,7 3,6
>1 >1 NI

*NI: zadné zvyseni poctu od predesliého intervalu
Kritérium A — pozadovana minimalni hodnota logaritmického snizeni podle ptilohy B v CSN EN

1SO 11930
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Priloha 13 Vysledky stanoveni MIC — Monolaurin synteticky min. 98 %.

Datum testovani: 12. — 15. 9. 2017

Testovany vzorek: Monolaurin synteticky min 98 % MAG 12 &. 8. 1164/152 VUOS, Rybitvi — absolutni ethanol

[ug/ml] | NK | NK [SA|SA|EC | EC | ML | ML |PA|PA|BS|BS | MRSA | MRSA | VRE | VRE
0 - - + + + + + + + + + + + + + +
25 - - - - + + - - + + - - + + + +
50 - - - - + + - - + + - - - - + +

100 - - - - + + - - + + - - - - - -

250 - - - - + + - - + + - - - - - -

500 - - - - + + - - + + - - - - - -

1000 - - - - + + - - + + - - - - - -

1500 - - - - + + - - + + - - - - - -
Priloha 14 Vysledky stanoveni MIC- Monolaurin 90 %.

Testovany vzorek: Monolaurin 90 %, &. §. 01604878, Mosselman, Belgie — absolutni ethanol

Datum testovani: 12. — 15. 9. 2017

[ug/ml] | NK | NK |SA|SA |EC |EC | ML | ML | PA | PA | BS | BS | MRSA | MRSA | VRE | VRE
0 - - + + + + + + + + + + + + + +
25 - - - - + + - - + + - - + + + +
50 - - - - + + - - + + - - - - + +

100 - - - - + + - - + + - - - - - -
250 - - - - + + - - + + - - - - - -
500 - - - - + + - - + + - - - - - -
1000 - - - - + + - - + + - - - - - -
1500 - - - - + + - - + + - - - - - -

Piiloha 15 Vysledky stanoveni MIC— LAURICIDIN® min. 95 %.

Testovany vzorek: LAURICIDIN® min. 95 %, &. §. 121605 ,Med-Chem Labs Inc. USA — absolutni ethanol
Datum testovani: 12. — 15. 9. 2017
[ug/ml] | NK | NK | SA |SA |EC |[EC | ML | ML | PA | PA | BS | BS | MRSA | MRSA | VRE | VRE
0 - - + + + + + + + + + + + + + +
25 - - - - + + - - + + - - + + + +
50 - - - - + + - - + + - - - - + +
100 - - - - + + - - + + - - - - - -
250 - - - - + + - - + + - - - - - -
500 - - - - + + - - + + - - - - - -
1000 - - - - + + - - + + - - - - - -
1500 - - - - + + - - + + - - - - - -
Piiloha 16 Vysledky stanoveni MIC — Kyselina laurova 99,5 %.
Testovany vzorek: Kyselina laurova 99 ,5 % ¢&. §. 020010080 HSH Chemie, Praha — absolutni ethanol
Datum testovani: 12. — 15. 9. 2017
[ug/ml] | NK | NK [SA |SA |EC |EC | ML | ML | PA | PA | BS | BS | MRSA | MRSA | VRE | VRE
0 - - + + + + + + + + + + + + + +
25 - - + + + + - - + + + + + + + +
50 - - + + + + - - + + + + + + + +
100 - - + + + + - - + + - - + + + +
250 - - - - + + - - + + - - + + + +
500 - - - - + + - - + + - - + + - -
1000 - - - - + + - - + + - - + + - -
1500 - - - - + + - - + + - - - - - -
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Priloha 17 Vysledky stanoveni MIC — Propylenglykol monolaurat.

Testovany vzorek: Propylenglycol Monolaurate LAUROGLYCOL® 90, &. §. 162978, Gattefossé, Francie —
absolutni ethanol
Datum testovani: 18. — 21. 9. 2017

[ng/ml] | NK | NK | SA |SA |EC |EC | ML | ML | PA |PA | BS | BS | MRSA | MRSA | VRE | VRE
0 - - + + + + + + + + + + + + + +
25 - - + + + + - - + + + + + + + +
50 - - + + + + - - + + + + + + + +
100 - - + + + + - - + + + + + + + +
250 - - + + + + - - + + + + + + + +
500 - - + + + + - - + + - - + + + +
1000 - - + + + + - - + + - - - - + +
1500 - - + + + + - - + + - - - - + +
Piiloha 18 Vysledky stanoveni MIC — Epsilon-poly-L-lysin 98 %.
Testovany vzorek: Epsilon-poly-L-lysin 98 %, €. 8. 161201A, Zhengzhou Bainafo BioengineeringCo., China -
sterilni destilovana voda
Datum testovani: 18. — 21. 9. 2017
[ng/ml] | NK | NK | SA |SA |EC |EC | ML | ML | PA | PA | BS | BS | MRSA | MRSA | VRE | VRE
0 - - + + + + + + + + + + + + + +
25 - - - - - - - - - - - - - - + +
50 - - - - - - - - - - - - - - + +
100 - - - - - - - - - - - - - - + +
250 - - - - - - - - - - - - - - + +
500 - - - - - - - - - - - - - - + +
1000 - - - - - - - - - - - - - - + +
1500 - - - - - - - - - - - - - - + +

Piiloha 19 Staphylococcus aureus (CCM 2022) a Candida albicans (CCM 8186). A) S. aureus na padé MPA (37 °C, 24 h),
B) C. albicans na MALT agaru (30 °C, 48 h). (foto: N. Voltnerova, BACMED).
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Priloha 20 Escherichia coli (CCM 4517) a Pseudomonas aeruginosa (CCM 3955). C) E. coli na pidé MPA (37 °C, 24 h),
D) P. aeruginosa na pudé MPA (37 °C, 24 h). (foto: N. Voltnerova, BACMED).

Priloha 21 Micrococcus luteus (CCM 735) a Bacillus subtilis (CCM 2215). E) M. subtilis na pidé¢ MPA (37 °C, 24 h), F)
B. subtilis na pidé MPA (30 °C, 24 h). (foto: N. Voltnerova, BACMED).

Priloha 22 Meticilin rezistentni S. aureus (FNHK) a vankomycin rezistentni Enterococcus (FNHK). G) MRSA
na krevnim agaru (37 °C, 24 h), H) VRE na krevnim agaru (37 °C, 24 h). (foto: N. Voltnerova, BACMED).




