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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest preparat przeciwbakteryjny pochodzenia naturalnego z biomasy
opadtych lisci wybranych gatunkéw drzew (pochodzenia naturalnego) przeznaczony do zastosowania
do leczenia infekcji bakteryjnych, zwlaszcza infekcji bakteryjnych wywotanych przez bakterie z rodzaju
Staphylococcus, u ludzi i zwierzat, oraz spos6b jego wytwarzania.

Przez tysigce lat roSliny lecznicze odgrywaty znaczacg role w leczeniu wielu schorzen, w tym
chordb zakaznych. Niektére naturalnie wystepujgce zwigzki chemiczne stuzyly jako podstawa do opra-
cowywania duzego odsetka klinicznie sprawdzonych lekéw. Wspotczesna medycyna wykorzystuje ro-
Sliny, ktére sg bogate w wiele réznych metabolitow wtérnych, takich jak garbniki, terpenoidy, alkaloidy
i flawonoidy, o potwierdzonych badaniami wiasciwosciach przeciwdrobnoustrojowych.

Stosowanie i wyszukiwanie lekéw i suplementéw diety pochodzgcych z roslin do leczenia choréb
zakaznych, czy infekcji jest takze obecnie punktem zainteresowania srodowiska medycznego. Choroby
zakazne pozostajg istotng przyczyng zachorowalnoéci i umieralnosci na catym Swiecie. Pomimo znacz-
nych postepdéw w mikrobiologii i wirusologii tudziez mozliwosci kontroli drobnoustrojéw, epidemii wywo-
tanych przez patogeny lekooporne i nieznane wczesniej patogeny chorobotwércze stanowig ogromne
zagrozenie dla globalnego zdrowia publicznego. Te negatywne tendencje zdrowotne wymagajg global-
nej inicjatywy na rzecz opracowania nowych strategii zapobiegania i leczenia choréb zakaznych, w tym
przy wykorzystaniu produktéw naturalnych.

Od czasu pojawienia sie antybiotykdéw syntetycznych na samym poczatku XX wieku, stosowanie
pochodnych roslinnych jako $rodkéw przeciwdrobnoustrojowych stato sie mniej popularne. Pojawiajg
sie jednak powody, dla ktérych zainteresowanie przeciwdrobnoustrojowg aktywnoscig ekstraktow ro-
Slinnych wzrasta. Istotng kwestig jest zjawisko opornosci bakterii na stosowane antybiotyki oraz rosngca
Swiadomosé opinii publicznej dotyczgca nadmiernego naduzywania tradycyjnych antybiotykéw. Po-
nadto, wiele 0sdb jest zainteresowanych wiekszg autonomig w zakresie opieki medycznej. Zwigzki ro-
$linne mozna naby¢ bez recepty od dostawcdw zidt w sklepach z naturalnymi produktami spozywczymi.

Do tej pory przebadano tysigce gatunkéw roslin pod katem ich aktywnoséci wobec réznych szcze-
péw bakterii in vitro, a wiele roslin leczniczych wykazuje aktywno$¢ przeciwko szerokiej gamie bakterii
Gram-dodatnich i Gram-ujemnych. RoS$liny lecznicze oferujg znaczny potencjat do opracowania nowych
terapii przeciwbakteryjnych i terapii wspomagajgcych antybiotykoterapie.

Znane jest takze stosowanie tzw. ,naturalnych antybiotykéw” ziotowych lub roslinnych, wéréd kto-
rych znajdujemy produkty spozywcze codziennego uzytku, ktérym tradycja ludowa przypisuje wtasci-
wosci antybakteryjne czy przeciwutleniajgce. Przed pojawieniem sie na rynku antybiotykéw to wtasnie
tego typu produkty byly stosowane do zwalczania choréb. Mozemy do nich zaliczy¢: czosnek, miéd,
olejek z oregano, imbir, zurawine, kurkume, czy chrzan. Obecnie wymienione produkty stosowane sg
jako $rodki wspomagajace, towarzyszace innym lekom w celu zwiekszenia odpornosci, gtéwnie pod-
czas sezonowych dolegliwosci takich jak przeziebienia, katar czy bél gardia.

Infekcje bakteryjne sg jednym z powazniejszych problemoéw ludzkosci, ktéry dotyka szczegédlnie
regiony stabo rozwiniete i stanowi istotny czynnik obnizajgcy jako$¢ zycia i zwiekszajgcy $miertelnos¢.
Powszechne, czesto nieuzasadnione stosowanie antybiotykéw pogtebia ten problem. Pojawiajg sie co-
raz to nowe szczepy bakterii oporne na stosowane medykamenty, co dodatkowo komplikuje walke z in-
fekcjami.

Problem antybiotykoodpornych szczep6w bakterii jest aktualnie bardzo szeroko omawiany w $ro-
dowisku naukowym, instytucjach leczniczych oraz w mediach publicznych. Istnieje dobrze uzasadniona
opinia, ze na obecnym etapie rozwoju medycyny w krotkim czasie moze wynikngé powazny problem
z wynalezieniem skutecznego $rodka bakteriobéjczego pochodzenia syntetycznego pozwalajgcego na
prowadzenie bezpiecznej kuracji pacjentéw, odkazania szpitali oraz leczenia zwierzat. Stad tez istnieje
nieustajgce zapotrzebowanie na alternatywne produkty, szczegélnie pochodzenia naturalnego.

Bakterie z rodziny Staphylococcus sg uwazane za jedne z najbardziej powszechnych i zarazem
niebezpiecznych bakterii. Drobnoustroje te mogg powodowac kilkadziesiat réznych choréb, poczawszy
od choréb skory oraz ukfadu oddechowego, korczgc na uszkodzeniu uktadu nerwowego i sepsie.

Wykorzystanie praktyczne ro$lin lub tez ich czeSci w celach medycznych lub technicznych jest
powszechnie znane. Zostato ono réwniez obiektem ochrony wtasno$ci intelektualnej. Znane jest zasto-
sowanie lisci roslin jako naturalnego surowca w réznego rodzaju zastosowaniach, i tak z opisu CN
105668684 A znane jest zastosowanie lisci feniksa jako adsorbentu antybiotyku i/lub zanieczyszczen
organicznych w $ciekach. LiScie te nie wymagajg szczegélnej obrébki, co powoduje, ze tatwo oddziela
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sie je od zbiornika wodnego, a w procesie adsorpcji nie powstajg zadne wtérne zanieczyszczenia. Z in-
nego opisu wynalazku DE 10345343 znany jest ekstrakt z liSci bluszczu o dziataniu przeciwzapalnym.

Z publikacji Amina Cherif Haouat et al. ,Antimycobacterial activity of Populus alba leaf extracts”,
Journal of Medicinal Plant Research, Vol. 7(16), p. 1015-1021, 25 April, 2013, znany jest materiat ro-
Slinny w postaci gatezi z lis¢mi, ktory byt zbierany w Maroko w miesigcu marcu. Z przedstawionego
materiatu jasno wynika, ze badany ekstrakt byt przygotowany z lisci zebranych bezpos$rednio z drzewa.

Podobnie w artykule Sabina Dahija et al. ,Antimicrobal and cytotoxic activity of Alnus glutinosa
(L.) Gaertn, A incana (L.) Moench, and A.virdis (Chaix) DC. Extracts”, Journal of Health Science
2016;6(2): 1-5, ujawniono, iz liscie byty pozyskane rowniez bezposrednio z drzewa w miesigcu czerwcu.

W obu powyzszych publikacjach ujawniono materiat biologiczny w postaci lisci, ktéry byt zbierany
bezposrednio w drzewa, a wiec byty to liScie zielone. Natomiast przedmiotem naszego wynalazku jest
materiat z opadtych lisci zbieranych jesienig w Polsce.

We wskazanych publikacjach nie ma zadnej wzmianki ani informacji o preparatach przygotowa-
nych z opadtych lisci. Jest to kluczowa rdznica, poniewaz nie mozna poréwnywac lisci (jako tako) tylko
dlatego, ze pochodzg z tych samych drzew. Stanowig one materiat biologiczny, ich struktura i zawarto$¢
chemiczna ulega zmianie, dlatego tak wazne jest kiedy i jak zostang zebrane. Nasz materiat to natural-
nie opadte liscie.

W zalezno$ci od pory roku, a wiec warunkéw Srodowiskowych, w ktérych zyje roslina, jej procesy
metaboliczne sg zmienne, poniewaz roslina dostosowuje sie do warunkéw zycia. W zwigzku z tym, jesli
procesy metaboliczne ulegajg dynamicznym zmianom, to rowniez zawarto$é metabolitéw (zwigzkdw
chemicznych) w tkankach roslinnych jest r6zna w zaleznosci, m.in. od pory roku. Wobec tego lis¢ ze-
rwany bezposrednio z drzewa cechuje inna zawarto$¢ metabolitow w poréwnaniu z lisciem naturalnie
opadnietym. W zwigzku z tym w tych dwéch przypadkach lisci, za aktywno$¢ przeciwbakteryjng odpo-
wiada inny zestaw zwigzkéw chemicznych. Nie sg one tozsame, a ekstrakty pozyskiwane z lisci zielo-
nych/opadnietych i zebranych wiosna/jesien nie majg analogicznych wiasciwosci.

Analogicznie bedzie ze stezeniem, gdzie zawarte w powyzszym artykule stezenie przeciwbakte-
ryjne wynoszgce 160 miligraméw/mililitr jest ponad tysigckrotnie wyzsze od uzyskanych przez tworcoéw
niniejszego wynalazku wartosci MIC, ktére wynoszg 62.5—-125 mikrograméw/mililitr, a takiej réznicy nie
mozna okresli¢ jako "analogicznych wtasciwosci". Dlatego tez preparat zgtaszajgcego przedmiotowy
wynalazek jest o wiele aktywniejszy.

Produkt bedacy przedmiotem niniejszego wynalazku jako preparat z biomasy opadtych lisci ide-
alnie wpisuje sie w ten aktualny trend, stanowigc skuteczne narzedzie w walce z infekcjami bakteryj-
nymi.

Ze wzgledu na unikalne, nietypowe zrodto surowca jakim jest odpadowa biomasa opadtych lisci,
powoduje, ze przedmiotowy produkt wykazuje przewage nad innymi naturalnymi preparatami antybak-
teryjnymi.

Uzyskane wyniki badan w przedmiotowym wynalazku wskazujg na mozliwo$¢ zastosowania pre-
paratu otrzymanego z biomasy opadtych lisci wybranych gatunkéw drzew jako $rodka przeciwbakteryj-
nego. Proponowany $rodek bakteriobéjczy pochodzenia naturalnego cechuje sie wysokg aktywnoscig
przeciwbakteryjng. Istotnym jest zastosowanie do jego produkcii tatwo dostepnych w duzych ilosciach
surowcow naturalnych, ktére do tej pory nie znalazly szerokiego zastosowania praktycznego i byly zwy-
czajowo traktowane jako odpady.

Badania prowadzone przez zesp6t twércow koncentrowaty sie wokét pozyskiwania nowych sub-
stancji pochodzenia naturalnego o aktywnosci przeciwbakteryjnej. Jednym ze zrodet takich substanc;ji
okazaty sie zebrane opadte liscie z drzew dwdch gatunkoéw, Topoli biatej (Populus alba) i Olchy czarnej
(Alnus glutinosa).

Celem przedmiotowego wynalazku jest stworzenie preparatu z biomasy opadtych lisci Topoli bia-
fej i Olchy czarnej do stosowania przeciw infekcjom bakteryjnym.

Istotg wynalazku jest preparat przeciwbakteryjny pochodzenia naturalnego, ktéry zawiera:

— jako skiadnik aktywny zawiera ekstrakt z biomasy opadtych lisci topoli biatej (Populus alba)

i/lub olchy czarnej (Alnus glutinosa),

— jest w postaci suchej pozostatosci otrzymanej po ekstrakcji lisci topoli biatej i/lub olchy czarne;j

i odparowaniu ekstraktu,

— zawiera suchg pozostato$¢ otrzymang z ekstraktu z lisci Topoli biatej w zakresie stezeri MIC

od 15-62,5 pg/ml,
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— zawiera suchg pozostato$¢ otrzymang z ekstraktu z lisci Olchy czarnej w zakresie stezen MIC
31-62,5 pg/mi.

Przedmiotem wynalazku jest rowniez preparat przeciwbakteryjny pochodzenia naturalnego zde-
finiowany powyzej do zastosowania do infekcji bakteryjnych, zwtaszcza infekcji bakteryjnych wywota-
nych przez bakterie z rodzaju Staphylococcus, u ludzi i zwierzat.

Korzystnie preparat ma zastosowanie do leczenia infekcji bakteryjnych wywotanych przez bakte-
rie Staphylococcus aureus.

Korzystnie preparat jest przeznaczony do podawania doustnego.

Korzystnie preparat jest przeznaczony do stosowania topowego w postaci masci lub roztworu
w tym roztworéw micelarnych, emulsji i suspens;ji.

Korzystnie preparat ma zastosowanie jako suplement diety.

Korzystnie preparat ma zastosowanie jako kosmeceutyk.

Korzystnie preparat jest w postaci ciektej.

Przedmiotem wynalazku jest réwniez sposob otrzymywania preparatu zdefiniowanego powyzej,
ktéry obejmuje:

a) suszenie biomasy zebranych lisci topoli biatej i/lub olchy czarnej w temperaturze 37°C przez

trzy dni,

b) mielenie suszu do uzyskania drobnego pytu,

¢) poddanie suszu procesowi ekstrakcji ciggtej serig rozpuszczalnikdédw organicznych do uzyska-

nia ekstraktéw, wybranych z grupy obejmujgcej chloroform, metanol,

d) poddanie poszczegdlinych ekstraktéw procesowi destylaciji pod obnizonym ci$nieniem w tem-

peraturze nieprzekraczajgcej 50°C az do catkowitego usuniecia rozpuszczalnika,

e) wyizolowanie statej pozostatosci, ktdra stanowi wtasciwy preparat odpowiedni do stosowania.

Zalety przedmiotowego wynalazku:
— wykazuje specyficzng aktywnos$¢ przeciwbakteryjng skierowang na bakterie z rodzaju Gron-
kowiec (Staphylococcus), wtgczajgc w to szczepy kliniczne tego mikroorganizmu,

— tatwo i w duzych iloSciach dostepny surowiec,

— wykorzystanie lisci, ktére sg biomasg odpadowa,

— wysoka skuteczno$é, niska toksyczno$g,

— zgodno$¢ z zasadami zréwnowazonego rozwoju,

— pochodzenie naturalne.

OkresSlenia stosowane powyzej oraz w opisie i zastrzezeniach patentowych, majg nastepujace
znaczenie:

MIC — minimalne stezenie powodujgce zahamowanie wzrostu bakterii.

Gronkowiec ztocisty — zamiennie uzywana nazwa Staphylococcus aureus.

Pochodzenia naturalnego — oznacza z biomasy opadtych lici drzew Topoli biatej (Populus alba)
i/lub Olchy czarnej (Alnus glutinosa).

Patogen — zamiennie drobnoustroj

Preparat — oznacza drobny pyt, inaczej miat, inaczej suchy ekstrakt.

Opis tabel:

Tabela 1 — przedstawia wartosci MIC (ug/ml) testowanych preparatow wobec wybranych gatun-
koéw bakterii.

Tabela 2 — przedstawia wartosci MIC (ug/ml) testowanych preparatéw wobec wybranych gatun-
koéw bakterii rodzaju Staphylococcus.

Tabela 3 — przedstawia badanie aktywnosci preparatéw z lisci na klinicznych izolatach bakterii
gronkowca ztocistego.

Wynalazek ilustrujg nastepujgce przyktady wykonania, nie stanowigce jego ograniczenia.

Przyktad 1

Badania byly przeprowadzone na lisciach zebranych z réznych stanowisk w listopadzie 2014
i 2015 (dwa sezony).

Zebrane liscie suszono w 37°C przez trzy dni. Nastepnie susz zmielono uzyskujac drobny pyt
(miatu), z ktérego w procesie ekstrakcji ciggtej serig (sekwencjg) rozpuszczalnikow organicznych wy-
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branych z grupy obejmujgcej weglowodory, chloropochodne, alkohole, etery, estry, lotne kwasy orga-
niczne uzyskano ekstrakty. Korzystnie, rozpuszczalnik organiczny stanowi heksan (lub frakcja z ropy
naftowej o temperaturze wrzenia w zakresie nieprzekraczajgcym od 30 do 150°C), chloroform, metanol.

Poszczegodlne ekstrakty zostaty poddane procesowi destylacji pod obnizonym ci$nieniem w tem-
peraturze nieprzekraczajgcej 50°C az do catkowitego usuniecia rozpuszczalnika. Otrzymane pozosta-
tosci (preparaty) zostaty wykorzystane w dalszych badaniach biologicznych. W celu okre$lenia poten-
cjatu antybakteryjnego, dla kazdego z dwéch preparatéw wyznaczono wartosci MIC stosujgc standar-
dowg metode mikrorozcienczen rekomendowang przez Instytut Standardéw Klinicznych i Laboratoryj-
nych (CLSI). Uzyskane wyniki jednoznacznie wskazujg, ze uzyskane przez tworcdéw preparaty najsilniej
hamujg wzrost jednego z przebadanych gatunkéw bakterii, gronkowca zfocistego (Staphylococcus au-
reus) (Tabela 1).

Z powodu tak silnej wybiérczoSci preparatow, przeprowadzono dalsze badania, ale ograniczono
sie tylko do bakterii z rodzaju gronkowiec. Najbardziej podatne na dziatanie preparatéw okazaty sie dwa
gatunki, Staphylococcus aureus i Staphylococcus auricularis (Tabela 2).

Przykiad 2

Analiza toksykologiczna preparatéw z lisci

Analiza zostata przeprowadzona na trzech liniach komoérek ludzkich (HaCaT, BJ i HepG2) oraz
na rybkach z gatunku Danio rerio wykorzystanych jako model.

Badania na komérkach wykazaly, ze testowane preparaty z liSci topoli w zakresie stezen 1-200
pg/ml nie wykazywaty toksycznego dziatania. Preparaty z olchy czarnej nie wykazywaly znaczgcego
toksycznego wptywu na komorki w zakresie stezen 1 do stezenia 30 pg/mil.

Badania na rybach wykazaty, ze preparaty z topoli nie wptywajg na rozwoj ryb w stezeniach nawet
do 500 mg/ml. Preparaty z olchy sg natomiast bezpieczne dla ryb w stezeniach do 100 pg/ml.

Przykiad 3

Badanie aktywnosci preparatéw z lisci na klinicznych izolatach bakterii gronkowca ztoci-
stego (staphylococcus aureus)

Wyniki przedstawiono w tabeli 3

Wartos$ci MIC wyrazone sg w pg/ml, — oznacza brak aktywnosci,

preparaty z lisci badano w zakresie stezen 3,9-1000 pg/ml,

antybiotyki stosowano w stezeniach 1,9-500 pg/ml, 0,19-50 pug/ml, 0,01-5 pg/ml. Antybiotyki za-
stosowano jako kontrole pozytywne.

Uzyskane wyniki wskazujg, ze badane preparaty hamujg wzrost badanych izolatéw klinicznych.

Otrzymany preparat:

— ma zastosowanie do leczenia infekcji bakteryjnych u ludzi i zwierzat. W zwigzku z brakiem
toksycznego dziatania na organizmy zywe, w korzystnym wykonaniu wynalazku preparat jest
przeznaczony do podawania doustnego.

— moze tez by¢ uzyty do stosowania topowego w postaci masci lub roztworu w tym roztwordéw
micelarnych, emulsji i suspensji.

— moze byé uzyty jako suplement diety lub kosmeceutyk.

— preparat w postaci suchej pozostatosci moze by¢ podawany per se, na przyktad w kapsuice
zelatynowej lub kapsutce z optatka.

— preparat moze tez by¢ podawany w postaci tabletki, w potgczeniu z dopuszczonymi do sto-
sowania u ludzi substancjami pomocniczymi, takimi jak wypetniacze, substancje wigzace,
substancje rozsadzajgce, konserwanty, substancje poslizgowe, substancje antyadhezyjne
i inne, stosowane w technice sporzadzania lekéw i znane specjalistom w tej dziedzinie.

— preparat moze tez by¢ w postaci ciektej, na przyktad eliksiru, syropu lub zawiesiny, zawiera-
jacych, oprécz suchej pozostatosci, ciekly noénik taki jak woda, alkohol, lub inny ptyn oraz
substancje pomocnicze takie jak $rodki dyspergujgce, emulgatory, konserwanty, substancje
smakowe i zapachowe oraz inne niezbedne do uzyskania trwatego preparatu.
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Zastrzezenia patentowe

. Preparat przeciwbakteryjny pochodzenia naturalnego znamienny tym, ze

— jako sktadnik aktywny zawiera ekstrakt z biomasy opadtych lisci topoli biatej (Populus alba)
i/lub olchy czarnej (Alnus glutinosa),

— jest w postaci suchej pozostatosci otrzymanej po ekstrakcji lisci topoli biatej i/lub olchy czarnej
i odparowaniu ekstraktu,

— zawiera suchg pozostato$¢ otrzymang z ekstraktu z lisci Topoli biatej w zakresie stezen MIC
od 15-62,5 ng/ml,

— zawiera suchg pozostato$¢ otrzymang z ekstraktu z lisci Olchy czarnej w zakresie stezen
MIC 31-62,5 pg/mi.

Preparat przeciwbakteryjny pochodzenia naturalnego zdefiniowany w zastrz. 1 do zastosowa-

nia do infekcji bakteryjnych, zwtaszcza infekcji bakteryjnych wywotanych przez bakterie z ro-

dzaju Staphylococcus, u ludzi i zwierzat.

Preparat wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze ma zastosowanie do leczenia infekcji bakte-

ryjnych wywotanych przez bakterie Staphylococcus aureus.

Preparat wedtug zastrz. 2, znamiennym tym, ze jest przeznaczony do podawania doustnego.

Preparat wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze jest przeznaczony do stosowania topowego

w postaci masci lub roztworu w tym roztworéw micelarnych, emulsji i suspensji.

Preparat wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze ma zastosowanie jako suplement diety.

Preparat wedtug zastrz. 2, znamienny tym, ze ma zastosowanie jako kosmeceutyk.

Preparat wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze jest w postaci ciekfej.

Sposo6b otrzymywania preparatu zdefiniowanego w zastrzezeniu 1, znamienny tym, ze obej-

muje:

a) suszenie biomasy zebranych lisci topoli biatej i/lub olchy czarnej w temperaturze 37°C
przez trzy dni,

b) mielenie suszu do uzyskania drobnego pytu,

¢) poddanie suszu procesowi ekstrakcji ciggtej serig rozpuszczalnikéw organicznych do uzy-
skania ekstraktéw, wybranych z grupy obejmujgcej chloroform, metanol,

d) poddanie poszczegélnych ekstraktéw procesowi destylacji pod obnizonym ciSnieniem
w temperaturze nieprzekraczajgcej 50°C az do catkowitego usuniecia rozpuszczalnika,

e) wyizolowanie statej pozostatosci, ktéra stanowi wtasciwy preparat odpowiedni do stoso-
wania.
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Rysunki
Tabela 1.
Topola biata Olcha czarna

TESTOWANE GATUNKI BAKTERII METANOL CHLOROFORM METANOL CHLOROFORM
Staphylococcus aureus 15 62.5 31 62.5
Escherichia coli 500 500 500 500
Klebsiell apneumoniae 500 500 500 500
Salmonella bongori 500 500 500 500
Enterobacter cloacae 500 500 500 500
Enterococcus faecalis 500 500 500 500
Proteus vuigaris 500 500 500 500
Pseudomonas aeruginosa 500 500 500 500




Tabela 2
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Topola biata Olcha czarna
fivniolbois METANOL  CHLOROFORM | METANOL  CHLOROFORM
S. hyicus - 500 - 125
S. intermedius 62,5 125 62.5 250
S. warneri 62,5 500 500 125
S. caprae 125 250 125 250
S. auricularis 31.2 250 62.5 31.2
S. pasteuri 250 500 250 250
S. schieiferi 250 500 125 250
S. aureus 6538 31.2 62.5 31.2 62.5
S. aureus 6538/1 - S00 - 500
S. aureus 25923 16 250 31.2 250
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- = £
s |5 | E § EZ | |5 | = |z
55 22 |2 |a |8 |E|F E |2
= = = >
1. 625 3,12 [015 0,15 [0,15 |- - - -
2. 0,15 3,12 10,31 (031 |0,15 | 125 62,5 | 62,5 |62,5
3. 0.62 |[3.12 (3,12 |15,6 |0,15 | 125 62.5 | 62,5 125
4, - 62,5 | 625 |- 0,62 |- - 125 -
5. 0,31 3,12 |1,56 (031 |0,07 |125 62,5 | 62,5 | 125
6. - 3,12 3,12 (156 |0,15 |- - - -
7. 0,07 13,12 1031 (0,15 |0,15 |625 |625 |625 |62)5
8. 0.07 (3.12 |0,15 1031 |0,15 |- 125 125 125
9, 0.07 | 156 (062 |3,12 |0,31 |- - - -
10 - 6,25 0,39 (0,15 |0,19 |[125 125 62,5 | 125
11 - 31,2 (0,31 |031 [0,19 |- - 125 -
12 - 31,2 3,12 |- - - - 125 125
13 - 62,5 (3,12 |625 |- - - - -
14 62,5 (3,12 | 0,31 1,56 |- - - 125 -
15 - 3,12 [0,15 [0,15 |0,31 - - - -
16 - 6,25 1,56 7,8 - - - 125 -
17 - 3,12 | 1,56 | 15,6 |- - - 125 125
18 0,31 3,12 0,31 031 0,78 | 125 125 125 125
19 - 3,12 (0,15 1031 (0,78 [ 125 125 125 125
20 - 625 (10,62 [625 |- - 125 125

Tabela 3




