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(57)  Anotace:
Dualni mikrobialni preparat zahrnuje mikroskopickou
fasovku Pythium oligandrum a komponenty
fyziologického mikrobiomu. Mikroskopicka fasovka
Pythium oligandrum i komponenta fyziologického
mikrobiomu jsou v dudlnim preparitu pfitomné v podobé
umoziiujici jejich vzklideni, nasledné namnozi a
kolonizaci cilovych tkani. Mikroskopicka fasovka
Pythium oligandrum obsahuje 10° — 10® KTJ (kolonie
tvoficich jednotek), s vihodou 10° az 10° KTJ na jeden
cyklus aplikaci. Komponentu fyziologického mikrobiomu
obsahuje 5 x 10°az 5 x 10" KTJ, s vyhodou 5 x 107 az 5
x10° KTJ na jeden cyklus aplikaci. Pro obé mikrobidlni
komponenty je zdrojem Zivin fermentovany substrat
obsaZeny v fasovee Pythium oligandrum. Dudlni
mikrobiélni preparat dale obsahuje nejméné jednu
z pomocnych sloZek ze skupiny zahrnujici desikant,
komponenty pufraéniho systému, protispékaci ldtku, a
prostredek pro tvorbu fyziologického osmotického
prostiedi. Komponentou fyziologického mikrobiomu je
lidsky mikrobiom, a to jeden z mikrobt zeleného
komplexu, jako je bakterie Capnocytophaga sputigena,
nebo jedna z komponent zdravého mikrobiomu kizZe,
jako je bakterie Staphyloccocus epidermidis, nebo jedna
z komponent zdravého vagindlniho mikrobiomu, jako je
peroxidy produkujici Lactobacillus crispatus. V dualnim

mikrobidlnim preparatu jsou bud’ mikroskopicka fasovka
Pythium oligandrum nebo komponenta fyziologického
mikrobiomu pfitomny ve formé¢ usmrcenych bunék,
bunéénych extraktt, nebo isolovanych bunéénych frakcei.
Pro fasovku Pyhtium oligadrum je mikrobidlnim
aktivatorem kvasniény autolyzat v mnozstvi 0,1 % az 10
% hmotn. Pomocné latky jsou upraveny zptisobem
umozZitujicim aplikaci ve formé masti, krémd, oleju, ipktl
nebo ve forme tekutého vodného pfipravku.

Testované sbirkové dermatofyty
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Duilni mikrobialni preparat pro dlouhodobé potladeni nebo prevenci symptomii oportunnich

mikrobialnich infekci

Oblast techniky

Vynalez se tyka dualniho mikrobialniho preparatu pro dlouhodobé potlageni symptomd
oportunnich mikrobiélnich infekci, zejména oportunnich mikrobidlnich infekci, zptisobenych

dysbiosou (porusenim mikrobialni rovnovahy).

Dosavadni stav techniky

Vyskyt oportunnich (pfilezitostnych) mikrobialnich infekci, zanicenych nehojicich se ran,
infekei agresivnimi formami komensalnich kvasinek a mykotické infekce dermatofyty jevi v soucasné
dob¢ zvySujici se tendenci, ¢imz zagind zasahovat vyznamny segment populace. Je to zpiisobeno
zejména tim, Ze narGst vyskytu téchto onemocnéni neni zpravidla zplisoben ani vngjsimi
epidemiologickymi faktory ani genetickymi defekty zpisobujicimi zasadni naruseni fyziologického
programu obrannych imunitnich reakci hostitele. Hlavni pfic¢inou oportunnich mikrobialnich infekci je
dnes zejména docCasné oslabeni imunitniho systému a piirozenych obrannych reakei, nejcasteji
v disledku stresu, néro¢ného Zivotniho stylu, nadmérné zatéze organismu u sportovci nebo t&Zce
pracujicich, stafi spojenému s pfirozenym oslabenim imunitnich reakei, nebo v disledku pasobeni
zavaznych doprovodnych onemocnéni a projevi, jako je napiiklad cukrovka, obezita, potravinové
alergie, autoimunitni onemocnéni aj. Napadnym doprovodnym jevem vétSiny oportunnich
mikrobialnich infekci pak byva dysbiosa, tedy poruseni fyziologické rovnovahy ve sloZeni zdravé
mikrobialni flory charakteristické pro jednotlivé Easti naseho téla. Vyse uvedené jevy tedy nabyvaji
masivnich rozméri a ovliviiuji zdravotni stav populace vice nez tradiéni piiciny onemocnéni ({irazy,
infekce, genetika).

Dosavadni Ié¢ba oportunnich mikrobialnich infekci, probihajicich bez pochopeni jemné
rovnovahy mezi sloZzenim fyziologické mikroflory a imunitnim systémem hostitele, se ukazuje jako
velmi malo G¢inn4, zejména z dlouhodobého pohledu. Casté pouzivani antibiotik, antimykotik a
antiseptickych latek s sebou nese riziko zatéze organismu reaktivnimi chemickymi latkami, které
navic malokdy byvaji bez vedlejSich toxickych uc¢inku, jakymi je naptiklad G¢inek antimykotik jako
endokrinnich disruptorti narusujicich prirozenou hormonalni regulaci organismu. Neuvazené
pouzivani antibiotik, které je znamé a kritizované, ale presto k nému neustale dochazi, je typickym
prikladem nefyziologického a nekauzalniho pristupu k 1é¢bé oportunnich mikrobialnich infekci
dlouhodobé narusujici citlivou rovnovahu ptirozené mikroflory na povrchu kize a riznych sliznic.
Antibiotika nejcastéji zlikviduji potiebné mikrobialni komponenty ptirozené mikroflory, pfi¢emz maji
minimalni u¢inek na patogenni mikroorganismy, zvIasté na patogeny schopné tvofit mikrobialni
biofilmy. Jejich dlouhodobé pouzivani pak vede jen k vytvofeni odolnosti vic¢i antibiotikim,

antimykotikiim a dokonce i antiseptikiim, ¢imzZ tyto latky rychle ztraceji i posledni zbytky svych
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ucinkd. Rezistence vici dostupnym antibiotikim nabyla epidemickych rozmérli a stava se divodem
obav odbornych Iékaiskych spole€nosti i Siroké vefejnosti. Oportunni mikrobialni infekce nejéastéji
nepatii k onemocnénim bezprostiedné ohrozujici zivot, byt” zasadnim zptisobem zhor$uji jeho kvalitu.
Pti jejich 1é¢b¢ se potom nedostate€nost pouziti chemickych prostiedkl projevuje jako Casté
znovuobjeveni se infekce a jejich symptomi po pfedchazejici ,,(spésné® 1é¢bé, piricemz frekvence
opakujicich se infekci se neustale zvySuje, az se pacient dostane do jakéhosi permanentniho cyklu
infekce — 1é¢ba — reinfekce — lé¢ba atd.

periodontalni onemocnéni, mikrobialni zaniceni zptsobujici komplikace u nehojicich se ran, oportunni
kvasinkové infekce postihujici sliznice urogenitalniho traktu, dermatofytarni onemocnéni u lidi nebo
zvirat a mikrobialni infekce komplikované tvorbou biofilmu. VSechna tato onemocnéni zahrnuji jako
kazdé infekéni onemocnéni silny vliv Zivotniho prostfedi. Proto se dnes péce o Cisté pracovni a
zivotniho prostredi povazuje za integralni souc¢ast moderni, G¢inné 1é¢by.

Akutni zanét dasni a chronické periodontalni onemocnéni jsou dv€ stadia dysbiosy v duting
astni, zpasobujici zanétlivou reakci imunitniho systému vedouci k destrukci periodontalnich struktur,
oslabeni zavésného aparatu zubu a nakonec jeho Uplné ztraté [20]. V agresivnim prostiedi dutiny ustni
se stavaji patogenni baktérie dutiny ustni, nefyziologicky namnozené za podminek dysbiosy, soucasti
polymikrobialnich spole€enstev, tzv. biofilmu, coz jim umozituje odoldvat jak obrannym reakcim
imunitniho systému, tak i antibiotikim podanym lokaln& nebo celkové [30], [9], [4], [S], [27].
Moderni studie jiz také dostatecné presné identifikovaly jednak zdravy mikrobiom dutiny dstni,
charakterizovany pfitomnosti zeleného mikrobialniho komplexu, zahrnujiciho baktérie rodi
Streptococcus, Prevotella, Veilonella, Gemella, Granulicatella, Eikenela a Cypnocytophaga, stejné
jako posun od G+ aerobnich bakterii ke G- anaerobtim druhim Prevotella intermedia, Fusobacterium
nucleatum, Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia a Treponema denticola, charakterizujicim
oranzovy a Cerveny mikrobialni komplex, jehoz vyskyt je typicky pro rozvinutou dysbiosu [1], {11],
19]. Pfemnozeni patogennich baktérii v duting Gstni pak klinicky zpisobuje zejména krvécivost dasni,
ktera se charakterizuje hodnotou PBI indexu (Bleeding on Probing Index) a dale celkové zhorSeni
stavu chrupu a jeho prognozy, které je charakterizovano komunitnim CPITN indexem dle WHO (2],
[25]. Dosavadni postupy, spoCivajici v pouziti lokalnich nebo celkovych antibiotic, lokélnich
desinfekénich ¢inidel (chlorhexidine a jiné) nebo pouhého mechanického Cisténi a béleni zubd,
nepiinaseji otekavané dlouhodobé G&inky [5]. Alternativni postupy spoCivajici v pouziti probiotik
nejsou piili§ uginné, coz se pri¢ita zejména tomu, ze byly doposud pouzivany komponenty odvozené
od normalnich mikrobiom v jinych prostiedich lidského téla nez v Gstni dutiné [35].

Mikrobialni zaniceni ran predstavuje jeden zkritickych komplikujicich faktord pii lécbé
bércovych viedii a to nejen u diabetikd, ale i u nediabetikd [15]. Spolecenska zdvaznost tohoto
onemocnéni je dana nejen jeho dlouhodobymi nasledky z hlediska pracovni neschopnosti a socialni

diskriminace postizenych jedinci, ale zejména jeho masivnim roz§ifenim, predstavujicim az 980 tisic
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pfipadii roéné pouze vzemich EU (Evropské unie), stejné jako ohromnymi ndklady na lécbu,
odhadované na 6,5 mld. EUR roéné v zemich EU [12]. Chronicky pribéh bércovych viedl zvysuje
sam o sobé& nachylnost k infekcim v disledku poskozeni kozni bariéry, problému s cirkulaci a inhibici
obrannych reakci imunitniho systému [37]. Priznaky klinické infekce zahrnuji zejména zarudnuti,
bolest, vznik edému, pachové symptomy a hnisavé vytoky, které mohou prejit az v zivot ohroZujici
septické stavy [8]. Neddvno publikovany material odborné spole¢nosti EWMA se stavi velmi kriticky
k lé¢be mikrobialnich infekci lokalnimi antibiotiky nebo antiseptiky a vyzyva k hledani novych feseni.
Mnozstvi inovativnich pfistupl je vSak velmi omezené a 85 % celosvétového trhu prostiedkd na
odstranéni zanétu nehojicich se ran je stale zalozeno na pouziti koloidniho stiibra, prostfedku znamého
jiz od antiky, a to bez ohledu na soucasné zevrubné znalosti normalniho kozniho mikrobiomu [18],
[13] dosud zaro¢ené jen minimalné.

Nase znalosti etiologie oportunnich infekci patogennimi kvasinkami na kazi a sliznicich
zaznamenaly v posledni dobé exponencialni nardst, ktery se vSak bohuzel zatim projevil jen omezené
v navrhu novych terapeutickych modalit. Samotné oznaceni kvasinky Candida albicans, a ji
pribuznych druhi jako patogenni kvasinky, neni pFili§ pfesné. Jedna se o organismus hojné pfitomny
v Zivotnim prosttedi, ktery Zije jako komensalni mikroorganismus na kizi a sliznicich Clovéka a je u
zdravych jedinc prevazné neSkodny. Oslabeni imunity, byt docasné, vSak dokaze velmi dobie
rozpoznat a vi¢i imunokompromitovanym jedincim se zaéne chovat agresivné. Pritom pouZziva
jednotlivé virulentni faktory, jejichz molekularni povaha je jiz od 90. let minulého stoleti neustale
upfesiiovana — jde zejména o adhezivni proteiny odpovédné za silné uchyceni na povrch epitelialni
buitky hostitele, faktory odpovédné za zménu morfologie zjednobunétné na hyfalni formu, a
hydrolytické enzymy, jako jsou sekretované aspartatové proteinasy nebo fosfolipasy [6]. Dalsi faktory
mohou mit povahu uvoliiovanych rozpustnych glukand, které potlacuji cytokinovou signalizaci
monocytl a inhibuji téz specifickou imunitu zavislou na T-lymfocytech [29]. Velkym nebezpecim
mohou potom byt kandidy (jednobunétné kvasinky) pro trvale imunosuprimované pacienty, protoze u
nich mohou piezivat dokonce v cirkulaci a zpisobovat smrtici infekce [14]. Oralni a vaginalni
kandidové infekce jsou vak velmi &asté u jedinci trpicich pouze mirné oslabenou imunitou [21].
Znalosti prirodnich mechanismd infekce kandidou bylo doposud vyuZito jen minimalng. Ve stadiu
laboratornich zkousek se nachazeji protilatky proti vy$e uvedenym virulentnim faktorim nebo
chemické inhibitory sekretovanych aspartatovych proteinas, vétsiho klinického rozsiteni vak doposud
nedosahly [10]. Mechanismy imunitni odpovédi vi¢i kvasinkam se pribézné dopliiuji, zatim vsak
nebyl identifikovan zadny jejich pfirozeny biologicky nepfitel [16].

Podobné jako u kandidias (kvasinkovych infekci), i u dermatofytoz mize trvalé oslabeni
imunitniho systému vést k systémovym infekcim. Nedavné sekvenovani genomi nékolika dermatofyt
otevielo cestu k identifikaci jejich infekénich gend a molekularni diagnostice [3]. Jinak je vSak lécba
téchto onemocnéni stale zavisla zejména na pouziti chemickych antimykotik nechvalné proslulych jak

svymi vedlej$imi G¢inky, tak pouze docasnym potlacenim infekce.
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Dermatofytozy patii mezi plistiové infekce rozsitené u lidi i u zvifat. Radime je mezi zoondzy.
U lidi mize casto byt infekce zvifeciho pivodu. Mozny je oviem i opaény pienos z ¢lovéka na zvife.
Riziko pfenosu stoupd i v dne$ni moderni dobg, kdy mykotické infekce nepostihuji pouze farmare,
tedy chovatele v pfimém styku s potravinovymi zvifaty a konmi [28], ale i obyvatele méest, kde
k pfenosu infekce dochazi blizkym stykem s domacimi zvifecimi mazlicky chovanymi ve spole¢né
dosahnout infekce v pfipadé zcela zdravych jedinci. Pomérné Casty je vSak vyskyt téchto infekci u
stresovanych jedincl s oslabenym imunitnim systémem a u plemen s dédi¢nymi predispozicemi ke
koznim chorobam. Tato onemocnéni se vyskytuji téz ve formé druhotnych infekci, vyrazné€ ztézujicich
prubéh primarniho onemocnéni. Dermatofytické infekce jsou casté ve velkych chovech. K propuknuti
dochazi zejména pii nedodrzeni karantény pti ptichodu nového jedince a pii celkovém nedodrzovani
zoohygienickych podminek chovu. V chovech hospodaiskych zvifat mohou byt pficinou vyznamnych
ekonomickych ztrat. Zoondzy zplsobené patogeny rodu Trichophyton podléhaji povinnému hlaseni
prislusnym autoritam. Lé&ba téchto infekci pomoci klasickych chemickych prostiedki tak predstavuje
7até7 nejen pro zvite, ale také pro majitele. U zvifat, jejichz produkty, jako maso a miéko se dostavaji
do potravinového fetézce, takovato é¢ba znemozituje zpracovani téchto surovin ve stanovenych
ochrannych Ihiitich tak, aby spotiebitel nebyl ohrozen rezidui pouzivanych terapeutik.

Teprve nedavno se zacalo pristupovat k problematice oportunnich mikrobidlnich infekei
diferencované a komplexng, na zékladé dikladného studia a dobrych znalosti jejich pficin a s dlirazem
na ¢inné prirodni metody, souvisejici s tzv. biologickou 1éEbou. Zasadnim ptinosem pro zvySujici se
popularitu biologickych piistup pak byly nedavné vysledky mezinarodniho vyzkumného konsorcia
Human Microbiome Project Consortium, které provedlo na zakladé modernich metod molekularni
genetiky detailni rozbor jednotlivych fyziologickych mikrobidlnich spolecenstev vyskytujicich se na
kiizi, sliznicich a v respiraénim, travicim a urogenitalnim traktu [22]. Na zakladé téchto mezinarodné
provéfenych a neustale dopliovanych analyz, se poprvé védecka a lékafska vefejnost dozvédéla dosud
jen Gasteéné objasnéna fakta o slozeni mikrobialnich spoleenstev v riiznych ¢astech naseho t€la u
dostate¢ného, statisticky vyznamného souboru zdravych jedinci, coz umoznilo zcela novy pohled na
jejich individudlni variabilitu, ¢asovou stabilitu, a zejména na zmény v téchto spolecenstvech
charakterizujici jednotlivé patologické stavy.

Po zveiejnéni vysledki vyse uvedeného konsorcia pro lidské mikrobiomy, ocekéavala védecka
a Iékarska vefejnost rychlé vyuziti téchto poznatkil pro navrh novych a G¢innych lé¢ebnych postupi,
mj. pravé téz v oblasti 1é&by oportunnich mikrobialnich infekei, o jejichz vazbé na mikrobialni
dysbiosy jiz existovala fada dikaz(. Z hlediska vyse uvedenych ocekavani je mozno konstatovat, ze
mnozstvi prakticky odzkousenych lé&ebnych postupi, pouzivajicich vyse uvedené revoluéni poznatky
i mnozstvi postupti zalozenych na jakémkoliv biologickém zpisobu lécby, doposud zistalo daleko za
ocekavanim. Z hlediska pouziti biologickych zplsobi 16¢by oportunnich infekei, stoji za zminku CZ

9883 U (18. 4. 2000) [36], popisujici prosttedky na ochranu kize, pouzivajici houbu Pythium
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oligandrum ve forme biologického prostiedku pro potirani ptivodc dermatofytoz, ktery obsahuje jako
acinnou slozku uvedeny houbovy organismus ve formé oospor s tim, ze celkovy pocet oospér je
maximalné 2 x 10’ na | g prostiedku.

Pouziti mikroorganismu Pythium oligandrum, jako nastroje k biologickému boji s plisiovymi
a jinymi infekcemi, byla nasledné zna¢né€ rozsifena v CZ 302 297 (9. 2. 2011) [34], jehoZ majitel je
pfihlaSovatelem tohoto vynalezu. Vynalez popisuje protiplisiiovou smés s houbovym organismem
Pythium oligandrum, urenou pro potirani lidskych chorob a chorob zviiat plisiiového, bakterialniho ¢i
Jjiného plvodu a pro naruseni biofilmi na cizorodych materialech, uzivanych v humanni i veterinarni
medicin€é, a pro eliminaci mikroflory zrliznych predmétd, pfichazejicich do styku s lidmi nebo
zvifaty. Navrhovana protiplisiiovd smés vyuziva G¢inné latky houbového organismu Pythium
oligandrum ve smési s inertnimi slozkami. Aktivita houbového organismu Pythium oligandrum ve
smési nastdva v okamziku, kdy tento organismus ptijde do styku s vlhkosti. Reseni dle CZ 302 297
[34] je pojaté ve vztahu k lékafskému vyuziti oomycety Pythium oligandrum pro potlaeni symptoma
fady riznych onemocnéni, nejen chorob plisnového plivodu. Na zakladé tohoto patentu pfistoupil
jeho majitel a soucasné prihlasovatel této predlozené prihlasky vynalezu, k vyvoji, odzkouseni a
prodeji fady kosmetickych pripravki. Tyto pfipravky jsou v prodeji v lékarnach a u veterinarnich
lékaiti v Ceské republice, a jsou v zavislosti na platné legislativé téz notifikovany podle pozadavka
EU v ptislusném evropském portalu. Ve vztahu k Iékarskému pouziti je tfeba zminit zejména nizkou
toxicitu, ktera je v soucasné dob¢ podporena jak zkuSenostmi fady uzivateld, tak i laboratornimi testy,
piikdzanymi pro posouzeni bezpecnosti kosmetického ptipravku odpovédnymi organy. Dlouhodobym
uzivanim tohoto v podstaté jednoslozkového preparatu s ucinnou slozkou Pythium oligandrun se
velmi osvédCilo. Piesto se ukazalo, ze nékterym pacientim nevyhovuje v dlouhodobém horizontu.
Ukazalo se, Ze se jedna o pacienty s oslabenou nebo jinak porusenou imunitou.

Pouziti biologickych prostiedkd pro ochranu proti oportunnim infekcim je dale predmétem
n¢kolika zahrani¢nich patent a patentovych prihlasek. US 5,190,746 (2. 3. 1993) [7] navrhuje pouzit
hexasacharid o molekularni hmotnosti 959, isolovaného z oralniho mikroba Streptococcus oralis pro
blokovani vzajemné interakce tohoto streptokoka s komponentou bakterialniho zubniho plaku
Capnocytophaga ochracea. Piestoze byl efekt oligosacharidu testovan pouze v laboratornim testu, ve
vynalezu se predpoklada, ze by mohl byt a¢inny pki prevenci, inhibici nebo rozruseni mikrobialnich
depozit v zubnim plaku, a to napfiklad p#i pouziti v zubnich pastach nebo Gstni vod¢. CA 2 374 938
A1 (30. 11.2001) [31] popisuje metodu pro inhibici infekce ran u savcl spocivajici v podani
probiotickych organismi pfimo do rany, pii¢éemz jako probioticky organismus je navrhovano nékolik
kmen( laktobacilti, naptiklad Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
fermentum a.j. TatdZz metoda je navrhovéna pro inhibici tvorby biofilmi, nikoliv ovSem v nehojicich se
ranach, ale na rGznych operaénich nastrojich. WO 2008/ 077251 A (3.7.2008) [32] se zabyva
pouzitim laktobacili k eliminaci methicillin-rezistentniho patogena Staphylococcus aureus na zakladé

laboratorniho testu. WO 2013/122 931 A2 (22.8.2013) [26] popisuje pouziti prebiotik, podporujiciho
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rozvoj zdravych komensalnich mikroorganismii kize, jmenovité bakterii Streptococcus epidermidis,
Corynebacterium jeikeium a Propionibacterium acnes, pro zlepseni fyziologického stavu a vzhledu
kize. Kolonizace témito mikroorganismy byla prokazana in vivo testem. Ve studii viak neni uveden
zadny dikaz pro blahodarny efekt takto aplikovanych mikroorganismi na kiizi nebo pro jejich pouziti
pro lé¢bu.

Ve védecké a Iékarské literature byly zaznamenany Gspésné vysledky s pouzitim laktobacili
pro zvySeni odolnosti zen s opakovanymi kvasinkovymi vulvovaginalnimi infekcemi. Za zminku
v této souvislosti stoji zejména vysledky ziskané s preparatem Lactin V firmy Osel ve studiich
sponzorovanych University of Washington. Vysledky faze Ila a 1Ib téchto studii, které jsou k dispozici
ve védeckych publikacich [33], ukazaly, ze opakované infekce urogenitalniho traktu se vyskytovaly u
15 % Zzen lé¢enych Lactinem V, zatimco u skupiny neléenych Zen byla incidence vyssi, kolem 27 %.
Kolonizace laktobacilem byla prokdzana genetickym testem a byla zjisténa statisticky vyznamna
korelace mezi takto zjiSt€énou kolonizaci a sniZzenim opakovanych vaginalnich infekci i infekei
urogenitalniho traktu.

Vy3e uvedené vynalezy maji v§ak nékteré zasadni nevyhody. VSechny uvedené principy byly
prokazany pouze v laboratornich testech, maximalné na zvifecich experimentalnich modelech. Tento
nedostatek je zasadni povahy, nebot’ je odbornikim v oboru dobfe znamo, Ze vysledky ziskané na
zvifecich modelech nemusi vzdy platit v pripadé huménni 1écby, a nemusi mit univerzalni platnost ani
pro 1éCbu veterinarni; tj. nalezy u¢inéné na jednom Zivo¢isném druhu nelze vzdy ¢inné aplikovat pro
Jiny zZivoc¢isny druh. Navic byly jako probiotické organismy pouzity mikroorganismy bez jakékoliv
fyziologické relevance k mistu 1écby — nejcastéji se jednalo o laktobacily, které tvofi predominantni
mikrobialni komponentu vaginalniho mikrobiomu, ale u ostatnich mikrobiomd se fyziologicky
prakticky viibec nevyskytuji. Pouze v ptipadé¢ feSeni dle US 5,190,734 A [7] a WO 2013/122 931 A2
[26] byly vyuzity komponety piirozenych, fyziologickych mikrobiomi v dutin€ Gstni resp. v kuzi.
V téchto pripadech se vsak jednalo o pouziti prebiotik, nikoliv probiotik. Prebiotika jsou sloueniny,
které mohou — ale nemusi — povzbudit rist a namnozeni pfisluSnych probiotickych organismi. I
v téchto pfipadech plati namitka, Ze Uéinnost téchto pfipravkd byla prokazana pouze v laboratornich

testech a ne v realné situaci v klinickych studiich.

Podstata vynalezu

Uvedené nevyhody se odstrani nebo podstatné omezi u dualniho mikrobiainiho preparatu pro
dlouhodobé potlaceni symptomii nebo pro prevenci oportunnich mikrobidlnich infekci, zejména
zpusobenych dysbiosou, podle tohoto vynalezu. Podstata tohoto vyndlezu spociva vtom, ze
dvojslozkovy mikrobialni preparat obsahuje dvé zakladni mikrobidini komponenty, a to
mikroskopickou fasovku Pythium oligandrum a komponenty mikrobiomu, pfi¢emz komponentou

mikrobu je fyziologicky mikrobiom lidského ¢i zvifeciho pivodu nebo mikrobiom  pochazi
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z zivotniho prostiedi. . Mikroskopickd fasovka je pfitomna ve formé propaguli a rhznych

uvolnovanych latek makromolekularni i nizkomolekularni povahy jako jedna komponenta.

Druha komponenta je klinickymi studiemi provéiena baktérie obsazena ve fyziologickém
mikrobiomu, ktera se dodava z dualniho mikrobialniho preparatu az do ustaveni pozadované
mikrobidlni rovnovahy v lidském nebo pfipadné zvifecim organismu. Komponenta fyziologického
mikrobiomu je lidského nebo zvifeciho ptivodu nebo pochazi z Zivotniho prostfedi. Komponenta
fyziologického mikrobiomu lidského piivodu se pouzije pro eliminaci a prevenci symptomi
zptsobenych dysbidzou u lidi, pficemz je nezbytné zohlednit topologickou lokalizaci této dysbiozy,
napf. pro dutinu Ustni pfipada v uvahu uziti pouze komponenty ustniho mikrobiomu. Komponenta
fyziologického mikrobiomu zvifeciho pivodu se pouzije pro eliminaci a prevenci symptomi
zplsobenych dysbiézou u zvifat, pfic¢emz je nezbytné zohlednit topologickou lokalizaci této dysbidzy,
napi. pro infekci dermatofyty na kazi srsti zvifete pripada v uvahu vyuZiti pouze komponenty
kozniho mikrobiomu. Komponenta mikrobiomu z zivotniho prostiedi se pouZzije pro nastoleni
mikrobidlni rovnovahy pfiznivé pro eliminaci a prevenci plisni a kvasinek ze Zivotniho a pracovniho
prostiedi.

Hlavni vyhodou tohoto vynalezu je, Zze dualni mikrobidlni preparat navozuje stav
dlouhodobé a trvalé stabilizace zdravého mikrobiomu v misté aplikace. Velkou piednosti tohoto
feSeni je, ze ob& zakladni komponenty mikrobialniho duélniho preparatu pisobi vzajemné se
zesilujicim a vzajemné pulsobicim (synergnim) mechanismem, spole¢né s imunitnim systémem
hostitele eliminaci ptvodc a podminek vybranych patologickych stavi. Po eliminaci patologické
noxy umoznéné unikatnimi aktivitami Pythium oligandrum pietrvava tato fasovka v mist¢ aplikace
v klidové podobé, zatimco druha mikrobialni komponenta posiluje fyziologické komponenty
normalniho zdravého mikrobiomu a svymi metabolickymi procesy stabilizuje a nastoluje
pozadované zdravé mikroprostiedi v misté aplikace.

Velmi vyznamnou prednosti je dlouhodoby pfiznivy a¢inek dualnich mikrobialnich preparati
podle tohoto vynalezu, ¢imz se 1isi od alternativnich chemickych prostredki, které mivaji zpravidla
pouze kratkodoby ti¢inek. Tento kratky G¢inek je mozné kompenzovat pouze opakovanym podavanim
chemickych ptipravki, béhem néhoz viak vétsinou zacinaji cilové patogenni organismy projevovat
rezistenci na tyto chemické prostiedky. Jedinym zpisobem prekonani této rezistence pak je
progresivni podavani stile vy3sich davek chemickych prostiedki, ¢imz se ovdem jesté nasobi pripadné
vedlejsi uginky a toxické plisobeni téchto chemikalii. Pouziti biologickych prostfedkd ma nespornou
vyhodu v tom, Ze pouzivaji naprosto odlisné mechanismy pisobeni vice sluciteiné s odstranénim
patogenni infekce a dlouhodobymi stabilizujicimi G¢inky.

V konkrétnim ptipadé navrhovaného duédlniho mikrobialniho preparatu podle tohoto vynalezu
vysledky ukazuji, ze kazdy z obou pouzitych mikroorganismii projevuje v misté aplikace piipravku
vlastni populagni kfivku vychazejici zjeho biologickych vlastnosti. Jedna slozka, Pythium

oligandrum, zaznamenava rychly narist v po¢ateéni fazi v zavislosti na pfitomnosti potencionalnich
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Zivin a po vyCisténi mista aplikace a potladeni patogent jesté pieziva na misté aplikace ve sporulujici
podobé¢. Druha slozka, stabilizujici komponenta normalniho zdravého mikrobiomu, pieziva na misté
aplikace dlouhodobé a posiluje priznivé ucinky jiz ptitomné normalni mikroflory, které pomaha pfi
Jeji stabilizaci. _

Dualni mikrobialni preparat podle tohoto vynalezu prispiva k potladeni a eliminaci
oportunnich plisiovych, kvasinkovych a bakterialnich infekci lidi a zvifat a navozeni zdravého
mikrobiomu dutiny Gstni, povrchu nehojicich se ran a sliznic zasazenych kvasinkovymi infekcemi
narueného v disledku stresu, nezdravého zivotniho stylu, mechanického namahani nebo naduzivani
chemickych prostfedki osobni hygieny.

Piedkladany vynalez je vhodny zejména pro potlaceni fady patologickych symptomu zalozené
na stabilizaci normalnich, zdravych fyziologickych mikrobiomt, jejichZ pfirozena rovnovaha je
narusSena v piipad€ stresu, nadmérné fyzické zatéze, oslabeni organismu, genetické poruchy nebo
jiného onemocnénich. Predkladany vynalez je zaloZzeny na synergnim plsobeni mikroskopické
tfasovky Pythium oligandrum, jejiz Glohou je zejména vycisténi aplikaéniho mikroprostiedi, eliminace
plishové nebo kvasinkové zatéze, rozruseni mikrobialniho biofilmu v misté aplikace a potlaceni ristu
patogennich bakterii a dominantni mikrobialni komponenty zdravého fyziologického mikrobiomu.

Je vyhodné, kdyz mikroskopicka fasovka Pythium oligandrum i komponenta fyziologického
mikrobiomu jsou pfitomny v podobé umoziiujici jejich vzkliceni, nasledné namnozeni a kolonizaci
cilovych tkani, v nichz, uplatiiuji v zavislosti na lokalnich podminkach své bé&zné metabolické
aktivity, v€etn¢ schopnosti uvoliiovat do svého okoli biologicky aktivni makromolekularni nebo
nizkomolekularni latky. Fyziologické regulaéni mechanismy, spolu s omezenou povrchovou kapacitou
kize a sliznic, zaroveni GCinn¢ zabraiuji moznosti dodani nadmérného mnozstvi komponenty
fyziologického mikrobiomu, nebot’ v takovém pripadé dochazi rychle k nasyceni povrchové vazebné
kapacity a prebyte¢né komponenty jsou automaticky odstraiiovany.

Dualni mikrobidlni preparat podle tohoto vyndlezu obsahuje optimalné acinné zjist€né
rozmezi obou zakladnich slozek, a to mikroskopickou fasovku Pythium oligandrum v mnozstvi 10° az
108, piednostné 10° a7 10%, KTJ (kolonie tvoficich jednotek, anglicky ekvivalent CFU) na jeden gram
preparatu, v kombinaci sdominantni komponentou relevantniho fyziologického mikrobiomu
v mnozstvi 5 x 10°az 5 x 10", pednostné 5 x 107 az 5 x 10°, KTJ (kolonie tvoficich jednotek, CFU)
na jeden gram preparatu. Bylo zjisténo, ze niz§i hodnoty narokovaného rozmezi slozek nejsou
dostatecné 0¢inné, zatimco vys$i hodnoty by mohly zbytecné zatézovat lidsky organismus. Pomér
obou pouzitych mikrobialnich komponent pfitom vhodné vychdzi ze vzajemného kapacitniho
biosyntetického poméru obou pouzitych mikroorganismt, ktery je v podstaté¢ definovan pomérem
objemd obou pouzitych bunék a je tedy charakterizovan piepocitacim faktorem cca 2350, pfi

uvazovaném rozméru fasovky Pythium oligandrum 18 x 18 x 18 um a bakterie 1 x 1 x 2 pm.
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V duélnim mikrobialnim preparat podle tohoto vynalezu muiZe slouzit substrat, fermentovany
behem naristu fasovky Pythium oligandrum, jako zdroj zivin pro ob& mikrobialni komponenty.
Ziviny a prebiotika podporuji metabolismus obou mikrobialnich komponent.

Optimalni aplikaci duainiho mikrobidlniho preparatu podle tohoto vynalezu podporuji
pomocné slozky, obsahujici nejméné jednu z pomocnych slozek ze skupiny, zahrnujici: desikant jako
Jje oxid kremicity; komponenty pufra¢niho systému jako je kyselina citronovd, hydrogenuhligitan
sodny a uhli¢itan sodny navozujici spravné pH b&éhem aplikace; protispékaci latku, jako je sorbitol
nebo polyethylenglykol; a prostiedek pro tvorbu fyziologického osmotického prostiedi, jako je chlorid
sodny.

Pomoci testd specifity vzajemného piisobeni za podminek blizkych riiznym &astem lidského
t€la bylo zjisténo, ze vhodnou mikrobialni komponentou dualniho mikrobialniho preparatu je vzdy
dominantni mikrobialni komponenta piislusného mikrobiomu, ktery je relevantni za podminek pro
podminky pfislusné povrchové lokality.

Pro dlouhodobé potlaceni pfiznaku periodontalniho onemocnéni a dlouhodobé udrzovani
zdravé dutiny ustni je vyhodné, kdyz komponentou fyziologického mikrobiomu je zdravy lidsky
mikrobiom, a to jeden z mikrobl zeleného komplexu, jako je bakterie Caprnocytophaga sputigena,
pficemz jeho kvantitativni mnozstvi odpovida obsahu komponenty fyziologického mikrobiomu.

Podobné pro dlouhodobé potlaceni symptomi klinické infekce u nehojicich se ran u
nediabetickych pacientd, rozruseni biofilmi v nehojicich se ranach, véetné biofilmi zpisobovanych
mikroorganismy Stenotrophomonas maltophila a Pseudomonas aeruginosa a pro dlouhodobé
udrzovani zdravé pokozky, je vyhodné, kdyz komponentou fyziologického mikrobiomu je lidsky
mikrobiom, a to jedna z komponent zdravého mikrobiomu kize, jako je bakterie Staphyloccocus
epidermidis.

Pro dlouhodobé potlaceni kvasinkovych infekci urogenitalniho traktu a kidze, vaginalni
sliznice je vyhodné, kdyz komponentou fyziologického mikrobiomu je lidsky mikrobiom, a to jedna
z komponent zdravého vaginalniho mikrobiomu, jako je peroxidy produkujici Lactobacillus crispatus.

Pro kosmetické (&ely nebo pro pacienty s oslabenou imunitou je vyhodné, kdyz jsou v
dualnim mikrobidlnim preparatu ptitomny bud’ mikroskopicka fasovka Pythium oligandrum nebo
komponenta fyziologického mikrobiomu ve form& nezivych slozek, jako jsou usmrcené buriky,
bunééné extrakty, nebo isolované bunécné frakce.

Bylo zjisténo, ze pro eliminaci pivodci mykotickych onemocnéni kiize a dermatofytoz u
zvirat a dlouhodobé udrzovani zdravé kize je vyhodné, kdyz pro fasovku Pythium oligandrum je
mikrobialnim aktivatorem kvasni¢ny autolyzat v mnozstvi 0, 1 % - 10 % hm. z celkového mnoZzstvi
dualniho mikrobialniho preparatu.

Pro snadnéjsi aplikaci dualniho mikrobialniho preparat podle tohoto vynélezu je vhodné, kdyz

pomocné latky jsou ve formé masti, krém, oleju, ¢ipki nebo ve forme tekutého vodného pripravku.
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Vzhledem k teplotni ristové limitaci mikroskopické tasovky Pythium oligandrum, pfi
aplikaci dualniho mikrobidlniho preparatu podle tohoto vynélezu by méla byt teplota vzdy nizsi nez
fyziologicka teplota, jako je teplota napf. kolem 35 °C. Tato limitace prakticky vyluéuje pouziti
dudlnich mikrobialnich preparati podle tohoto vynalezu pro vnitini uziti. Proto ziistava jejich pouziti
omezené na kizi a sliznice dutiny Gstni a urogenitalniho traktu, které je mozné oplachovat vodnymi
roztoky navrzeného preparatu pravé za teplot ponékud nizsich, nez je teplota lidského tla.

Dualni mikrobialni preparat se pii aplikaci aktivuje stykem s vihkosti. Aktivita duélniho
mikrobiélniho preparatu ve smési se ustavi v okamziku, kdy tento preparat ptijde do styku s vihkosti,
resp. s navlhéenymi inertnimi komponentami. Aplikace zvlhéeného, aktivovaného preparatu se
provadi zejména oplachy postizenych mist, jinymi zpisoby vlhké aplikace, popfipadé mohou byt
komponenty dodany ve formé masti, krémd, olejd, ¢ipki, ve formé suchych lyofilizovanych smési,
obsazenych v téchto kosmetickych pripraveich nebo ve formé tekutého vodného piipravku.

Pro potlaceni nebo rozruSeni biofilmii odoinych viigi pisobeni jednotlivych isolovanych
komponent, pfi rozruseni biofilmi zpisobenych mikroorganismy jako je napf. Stenotrophomonas
maltophila nebo Pseudomonas aeruginosa, pro eliminaci plisni, kvasinek a patogennich bakterii
z zivotniho prostiedi, je vyhodné, kdyz komponentou mikrobialni slozky je néktera z bakterii,
zejména bacilli, schopnych potladovat rozvoj plisni v Zivotnim prostedi, v mnozstvi 10° az 10" KTJ
(kolonie tvoricich jednotek) na 1 g. Pfednostn& je touto mikrobialni komponentou pochazejici ze

zivotniho prostiedi baktérie Bacillus amyloliquefaciens.

Prehled obrazku na vykresech

Vynilez je dale podrobné popsan na prikladnych provedenich a blize osvétlen na ptipojenych

schematickych vykresech, v nichZ je zndzornén na

obr. 1A, obr. 1B, obr.1C test ucinnosti dualniho mikrobialniho preparatu pro dutinu Gstni, pro
Jednotlivé pacienty (ocislované): a to v levé &asti pro ,responzivni pacienty” za podminek
odpovidajicich aplikaci dvouslozkového mikrobialniho preparatu dle vynalezu; v pravé &asti
pro ,.neresponzivni pacienty* za podminek odpovidajicich aplikaci jednoslozkového preparatu
na bazi Pythium ligandrum dle vynalezu CZ 302 297 B6, a podrobngji

obr. 1A ukazuje zavislost indexu krvacivosti PBI dasni pied aplikaci, 2 mésice po aplikaci a 6 mésici
po aplikaci,

obr. 1B ukazuje zavislost intenzity hybridizace v rj- (relativnich jednotkach), odpovidajicich poéctu
rozpadl radioaktivni znacky pro mikroorganismy nalezici do uvedenych mikrobialnich
komplexa,

obr. 1C ukazuje zavislost obsahu bakterii zeleného komplexu Capnocytophaga sputigena a Eikenella

corrodens vyjadienou jako procento hybridiza¢niho signali; dale jsou znazornény na
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obr. 2 Casova stabilita komponent dudlniho mikrobialniho preparatu pro 1éébu priznaki gingivitidy

(zanétu dasni) a periodontalni onemocnéni v dutiné Gstni, ukazujici zavislost po&tu kolonii
KTJ (CFU) na mesicich skladovani pro Pythium ligandrum a pro Capnocytophaga sputigena;

obr.3 test GCinnosti dualniho preparatu pro nehojici se rany, ukazujici procento pivodniho stavu:
vlevé Casti pro jednotlivé ,Responzivni pacienty za podminek odpovidajicich aplikaci
dvojslozkového mikrobialniho preparatu podle vynalezu; a v pravé &asti pro ,Neresponzivni
pacienty“za podminek odpovidajicich aplikaci jednoslozkového preparatu na bazi Pythium
oligandrum dle vynalezu CZ 302 297 B6.

obr. 4 Casova stabilita komponent dualniho mikrobialniho pripravku pro nehojici se rany, a to
zavislost poCtu kolonii na mésicich skladovani pro Pythium oligandrum a pro Staphylococcus
epidermidis;

obr. SA, obr. 5B, obr. SC test G¢innosti dualniho preparétu pro sliznice nachylné k vyskytu kvasinek,
pro jednotlivé pacienty: a to vlevé c&asti pro ,Responzivni pacienty za podminek
odpovidajicich aplikaci dvouslozkového mikrobialniho prepardtu dle vynalezu; a v pravé &asti
pro ,Neresponzivni pacienty* za podminek odpovidajicich aplikaci jednoslozkového preparatu
na bazi Pythium ligandrum dle vynalezu CZ 302 297 B6, kde

obr. SA ukazuje klinickém hodnoceni na 3kale 1 az 6, a to na pocatku pied a po 3 mésicich po

13

aplikaci, kde ,,1“ oznacuje odstranéni jednoho a 6 je odstranéni viech 6 symptomi, pricemz
sledované byly nepohodli, svédéni, paleni, vytok, bolest a zarudnuti, a
obr. 3B ukazuje pocet kvasinek v arbitrarnich jednotkach, kde znagi ,,1** vyskyt pouze po kultivaci,
»2° sporadicky vyskyty, ,.3“ Cetny vyskyt, ,.4“ masivni vyskyt, a to na pocatku pred aplikaci,a
3 mésice po aplikaciy,
obr. 5C ukazuje poCet Lactobacillus v arbitrarnich jednotkach, shora uvedenych, a to na pocatku pred
aplikaci, 3 mésicich po aplikaci; dale jsou znazornény na
obr. 6 Casova stabilita dudlnich mikrobialnich preparati pro kizi a sliznice nachylné k namnozeni
patogennich kvasinek, ukazujici zavislost po¢tu kolonii na mésicich skladovani pro Pythium
oligandrum a Lactobacillus crispatus;
obr. 7 test ucinnosti in vitro pro dualni mikrobialni preparat pro mykozy nohou; ukazujici
zavislostpoctu kolonii KTJ v % vztazenych vi¢i placebu, kde K je Kontrola odpovidajici
placebu, PO je Pythium oligandrum, KA je kvasni¢ny autolyzat, PO + KA  Pythium
oligandrum a  kvasnicnyautolyzat; testované kmeny dermatofyti byly sbirkové kmeny
Trichophyton  interdigitale  DMF2477  (TiDMF2477),  Trichophyton  interdigitale
DMF3857 (TiDMF3857), Trichophyton erinacei P837 (TeP837), Trichophyton erinacei
P852 (TeP852), Microsporum floccosum ME1236 (MfME1236), Microsporum  floccosum
P245 (M{P245) a Microsporum canis DMF2374 (McDMF2374),

obr. 8A, obr. 8B, test vlivu poctu plisiovych spdr v ovzdusi a test zamoteni plisnémi ve stérech u

dvou riznych mistnosti s vyskytem plisni na sténach s dominantnim vyskytem plisné
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Aspergillus niger a Cladosporium spp., kde K jsou hodnoty odpovidajici kontrole bez
Jakéhokoliv oseteni, P.o. jsou hodnoty odpovidajici pouziti jednoslozkového preparatu na
bazi Pythium ligandrum dle vynalezu CZ 302 297 B6, B.a. jsou hodnoty odpovidajici aplikaci
samotného bacilu Bacillus amyloliquefaciens a P.o.+B.a. jsou hodnoty odpovidajici aplikaci
dvouslozkového mikrobialniho preparatu dle vynéalezu, kde

obr. 8A ukazuje pocet plisiiovych spér na | m® vzduchu v zamotené mistnosti zjistény Omeljanského
metodou po odbéru spadii na misky s tim, ze dle standardd WHO by méla byt tato hodnota
pod limitni hodnotu 500,

obr. 8B ukazuje vysledky mikrobidlnich odbérii a kultivaci ze seskrabi vyjadiené v arbitrarnich
Jednotkach ve 3kale Iékafskych hodnoceni 1 a7 4, kde zna&i 1 vyskyt pouze po kultivaci,

»2" sporadicky vyskyty, 3% cetny vyskyt, ,.4* masivni vyskyt.

Priklady provedeni vynalezu

Nami navrhované feSeni je umoznéno na zékladé detailni analyzy vysledkd laboratornich a
praktickych zkouSek kosmetickych pFipravkii zaloZenych na vyse uvedeném patentu CZ 302 297 B6
[34], jejichz detailni formulace byla optimalizovana pro vyrobky, napf. s ohledem na pomoc pfi
eliminaci symptomi oportunnich infekei v duting Gstni Chytrd houba® Pythie® BioPlus, v prostiedi
nehojicich se ran Biomycosin, na povrchu sliznic urogenitalniho traktu FeelFresh a s ohledem na
eliminaci plvodel plisnovych infekei kiize Chytrd houba® Pythie® Biodeur® Nail, veterinarni
ptipravek Chyird houba® Ecosin. Viechny tyto pripravky, obsahujici jako G&innou latku pouze
Pythium  oligandrum, s optimalizovanou formulaci prosly toxikologickymi a bezpecnostnimi
zkouskami dle zasad evropské notifikace kosmetickych p¥ipravkil, v piipadé veterinarniho pfipravku
byly schvilené Ustavem pro statni kontrolu biopreparati a IéCiv, pficemz hodnoceni bezpeénosti
pFipravki jsou k dispozici na evropském notifikaénim portalu CPNP. Jednotlivé takto formulované
pripravky byly poté testovany v klinickych zkouskach za podminek odpovidajicich fazi Il klinickych

zkousek nezbytnych pro vyvoj lé¢iva.

Priklad 1
(Obr. 1A, obr. 1B, obr. 1C, obr. 2)

Pripravek Chytrd houba® Pythie® BioPlus ve form& Sumivé tablety byl testovan v multicentrické
studii zahrnujici tfi stomatologicka pracovisté a jedno pracovisté klinické mikrobiologie. Skupiny
ucastnikd studie trpicich periodontalnim onemocnénim (paradentézou) se nachazely na tiech
dentélnich klinikach v Praze, v Kladn& a v Kosicich. Skupina v Praze zahrnovala 7 participantd,
skupina v Kladn€ 15 participantii a skupina v Kogicich 22 participanti. Celkovy pocet participantii ve
studii tedy Cinil 44. Paralelné byla stejnym zpisobem lé¢ena i kontrolni skupina, dostdvala vsak

nikoliv biologicky, ale klasicky chemicky ptipravek chlorhexidin gel. Ugastnici studie byli pravidelné

12



10

15

20

25

30

35

13

monitorovani méfenim PBI (Probing of Bleeding Index) indexu krvacivosti, ktery odrazi okamzity
stav zanétu v dasnich a CPITN ( Community Periodontal Index of Treatment Needs) indexu, ktery je
méfitkem dlouhodobého stavu chrupu i predpovédi potieb z hlediska jeho oSetfeni. Studie probihala
dvojit¢ zaslepenym zpisobem, vnémz byly obalky s preparaty pfipraveny a ocislovany
administrativnim pracovnikem nezasvécenym do priibéhu studie. Po provedeni dentdlni hygieny a
podepsani informovaného souhlasu byli jednotlivi pacienti instruovani, jak provadét vecerni dentalni
hygienu a aplikovat pfipravky. Aplikace byla provadéna formou vyplacht vzdy vecer po skonceni
oralni hygieny pét dnd po sobé. Dentalni prohlidka byla provedena na po¢étku studie, po 2 mésicich a
po 6 mésicich, pficemz byl kontrolovan stav chrupu a na konci studie po 6 mésicich i kolonizace
mikroby zdravého oralniho mikrobiomu na zakladé genetického testu.

Statistickym vyhodnocenim vysledkd bylo zjisténo, ze ulinek chemického dezinfekéniho
prostiedku chlorhexidinu byl pouze kratkodoby, nebot” doslo ke statisticky vyznamnému sniZeni PBI
indexu p < 0.05 pouze po 2 mésicich sledovani, nikoliv vSak na konci studie po 4 mésicich. Naopak
dlouhodobé vysledky ve skupiné spodanim biologického ptipravku byly vyborné. Doslo
v kratkodobém zhodnoceni ke statisticky vyznamnému p < 0,05 a v dlouhodobém zhodnoceni ke
statisticky vysoce vyznamnému p < 0,01 snizeni indexu krvacivosti a stabilizaci stavu chrupu az po
dobu 6 mésict, po niz byli participanti studie sledovani. U nejvétsi skupiny participant(i na dentalni
klinice v Kosicich byly vysledky heterogenni a po statistickém vyhodnoceni nebylo ocekavanych
lécebnych ucinku, na rozdil od dvou vyse uvedenych skupin, dosazeno. Pro vyjasnéni této situace byly
vyuzity detaily klinického hodnoceni a skute€nosti, Ze u této skupiny participantl byl pted podavanim
preparatu sledovan uplny mikrobialni profil Gstni mikroflory genetickym testem. Vzijemnou korelaci
klinickych a laboratornich vysledkti bylo mozno konstatovat, ze se tato heterogenni skupiny skiada ze
tii podskupin, ozna¢enych jako nizkorizikova, stiedné rizikova a vysoce rizikova skupina. Napadnym
rysem vysoce rizikové skupiny je nizky obsah fyziologickych oralnich bakterii tzv. zeleného
ochranného komplexu, zahrnujici analyzované druhy Eikenella corrodens a Capnocytophaga
sputigena.

Vysledky jsou uvedeny na obrazku 1A, 1B, 1C. Na obr. 1A a jsou znazornény hodnoty
indexu krvacivosti PBI, jednak pro pacienty, za podminek odpovidajicich aplikaci preparatu
s Pythiem oligadrum, oznagenych v grafu jako ,Neresponzivni pacienti” a jednak pro pacienty za
podminek odpovidajicich aplikaci dualniho mikrobialniho preparatu oznacenych v grafu jako
,,Responzivni pacienti®, a to pred aplikaci, po 2 mé&sicich aplikace a po 6 mésicich aplikace.

Na pocatku studie pred aplikaci (Cerné sloupce) nebyl mezi obéma skupinami statisticky
vyznamny rozdil. ,Neresponzivni pacienti méli hodnoty indexu krvacivosti PBI 38,8+ 5.8 a
»Responzivni pacienti méli hodnotu indexu krvéacivosti 44,6 + 4,7. Hodnota pravdépodobnosti
odli$nosti obou skupin byla p = 0,121; tedy, obé& skupiny pacientii tedy nebyly statisticky vyznamné
rozdilné. Na konci studie, po 6 mésicich, méli ,,Neresponzivni pacienti“ za podminek odpovidajicich

aplikaci  Pythium oligandrum hodnoty krvacivosti PBI statisticky vyznamné vyssi, oproti
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»Responzivnim pacientim* za podminek odpovidajicich aplikaci dualniho mikrobidlniho preparatu
podle vynalezu. Vypoétené hodnoty indexu krvacivosti PBI Cinily po 6 mésicich 39,4 + 10,8 pro
pacienty za podminek odpovidajicich aplikaci pouze Pythium oligandrum, zatimco hodnoty za
podminek odpovidajicich aplikaci dualniho mikrobialniho preparatu podle vynalezu ¢inity 10,6 + 2.4.
Hodnota pravdépodobnosti odlisnosti obou skupin byla p = 0,0003. Podobné byly i vysledky tykajici
se CPITN indexu, ktery je vsak méné pohotovym indikatorem, vzhledem k jeho pomalejsi reakci na
stav dutiny Gstni a odrazejicim spiSe dlouhodobé trendy.

Obr. 1B znazoriiuje zavislost intenzity hybridizace genetickych sond detekujicich jednotlivé
skupiny oralnich mikroorganisml nalezejicich do zelen¢ho, oranzového nebo Cerveného komplexu.
Na obr. 1B jsou uvedeny vysledky genetické analyzy pritomnosti vybranych mikrobl zeleného
oralniho komplexu (Cerné sloupce), oranzového oralniho komplexu (svétle Sedé sloupce) a Cerveného
oralniho komplexu (tmavé Sedé sloupce) uvedeny v jednotkach, odpovidajicich poctu rozpadl za
minutu radiokativné znacenych DNA sond. Participanti v kontrolni skupiné¢ za podminek,
odpovidajicich podavani Chytrd houba® Pythie® BioPlus (vpravo obr. 1B) a v experimentalni
skupiné za podminek odpovidajicich podavani dualniho mikrobialniho preparatu (vlevo obr. 1B), maji
vysoky obsah mikrobli oranzového a Cerveného komplexu, coz podporuje jejich diagnézu vazného
periodontalniho onemocnéni. Mezi obéma skupinami nebyly pozorovany statisticky vyznamné
rozdily. V experimentalni skupiné responzivnich participantii je ov§em napadny statisticky vyznamné
vy$3i obsah bakterii zeleného komplexu: 14908 + 1489 rel. j. oproti 2750 + 1171 rel. j., p<0,001, ato
zejména bakterie Capnocytophagy, jak je ukazano na obrazku 1C (tmavé sloupce).

Tyto vysledky potvrzuji, ze dualni mikrobialni preparat podle tohoto vynélezu pro pouziti
v dutiné Gstni vykazuje statisticky vyznamné lepsi vysledky ve srovnani se standardnim preparatem.
Na zakladé téchto vysledkil jsme zvazovali a hledali feSeni pro u¢inny a dlouhodoby efekt fasovky
Pythium oligandrum na odstranéni pfiznakd paradentdzy a zanétu dasni, zkouSeli a vyvijeli jsme

experimenty na prokazani kooperace tohoto mikroorganismu Pythium oligandrum s mikrobialnimi

komponentami zdravého astniho mikrobiomu, zejména pak s bakterii Capnocytophaga sputigena.
Byly pfipraveny celkem tii verze dualniho mikrobialniho pfipravku pro pouziti v dutiné Gstni
a byla prokdzana stabilita takovych pripravkd a provedeno jejich klinické testovani u pacientl
s periodontalnim onemocnénim. Detailni popis ziskanych vysledki je uveden dale podrobnéji v tomto
prikladu provedeni tohoto vynéalezu. Souhrnné vysledky tohoto testovani prokazaly, Ze pfi aplikaci
dudlniho mikrobialniho ptipravku podle tohoto vynalezu ve formé Sumivé tablety pro ustni vyplachy,
coz je forma preferovana vétSinou uzivateld dosavadnich preparatd, nedochazelo k negativnimu
ovlivnéni stability zadné z komponent béhem skladovani v suchém stavu. Po aplikaci dualniho
ptipravku formou uzivatelsky jednoduchych vyplachi dutiny Gstni dochazelo k ucinné kolonizaci a
posileni komponenty normalniho oralniho mikrobiomu, coz vedlo k vyznamnému zvySeni (spéSnosti

odstranéni symptomi hodnoceného dle standardnich index.

14



10

15

20

25

30

35

c: 0.. ‘." .E .E
15 : :..: ) :oo: oEo ) -Et

1. Pfiprava, kontrola a testovani ucinnosti dudiniho mikrobidlniho prepardtu vhodného pro

odstranéni priznaki gingivitidy a periodontdlniho onemocnéni v dutiné vstni.

1.1 Protokol pro pripravu dudiniho mirkrobidlniho prepardtu pro pouziti v dutiné uismi.

1.1.I  Priprava technického preparatu Pythium oligandrum M1 ATCC 38472.

Inokulum pro kultivaci mikroskopické rasovky Pythium oligandrum kmene M1 ATCC 38472
se pripravi s pouzitim firemniho systému ,master cell bank“ — | working cell bank*. V master cell
bank je uchovavany firemni kmen Pythium oligandrum M1 ATCC 38472 dlouhodobé zmraZenim
v kapalném dusiku pfi -150°C. Z master cell bank je podle protokolu produkovano limitované
mnozstvi alikvotd pro working cell bank tak, aby pocet reprodukénich generaci nepesahnul celkovy
pocet 50. Tim je zajiSt€na geneticka stabilita firemniho kmene. Kultivace nasady probihé na reciproké
tiepacee s rozkyvem 10,5 cm a 96 kyvy za minutu po dobu 48 hodin pii 28 °C.

Mezitim pfipravime jahelny substrat pro pevnou kultivaci Pythium oligandrum M1: 500 g
loupaného prosa typu Panicum miliaceum se dikladné promyje tekouci studenou vodou. Ve 200 ml
destilované vody se rozpusti 50 mg ZnSOy, 150 mg KH,PO,, 50 mg MgSO, a 250 mg CaCl,. Poté se
roztok zahfeje k bodu varu a nalije na promyté proso. Po povareni se nadoba s prosem piikryje a neché
stat 30 min. Poté se proso rozprostie na filtracni papir v tenké vrstvé a necha se vychladnout a
oschnout.

Takto pfipravené proso se rozvazi po 30 g do 500 ml Erlenmayerovych banék a probiha
sterilizace v parnim autoklavu pfi teploté 120 °C po dobu 40 min. Po 24 hod je sterilizace opakovéna,
po kazdé¢ sterilizaci se proso lehce protiepe.

Vysterilizované proso o¢kujeme 4 ml inokula pfipraveného podle vyse uvedeného postupu. Po
naockovani se proso diikladné protiepe sinokulem a nakonec mirnym poklepem vyrovna do
stejnomerné vrstvy.

Pevna kultivace na jahelném substratu se provadi v termostatu pii teploté 28 °C a relativni
vlhkosti 70 % po dobu 14 dni. Fermentovany substrét s narGstem kultury Pythium oligandrum se poté
susi pii 30 °C v susarné po dobu 48 hodin na kone¢nou vlhkost 5 %.

Takto ziskany fermentovany substrat se rozemele s pouzitim kulového mlynu na &astice o
velikosti mensi nez 0.6 mm.

V takto piipraveném preparatu technické kvality se nakonec stanovi pocet oospor na 1 g
preparatu a vzchazivost podle nize uvedenych postupi. Asi | g pfipraveného technického preparatu
Pythium oligandrum se odvéazi presné¢ na analytickych vahach a rozmixuje 1 min v mixeru
v destilované vod¢ tak, aby byla dodrzena koncentrace presné 2 g/l. Poté se prenese cca 1 ml suspenze
do Sedgewick-Rafterovy pocitaci komirky a v mikroskopu se pog&itaji jednotlivé charakteristické

oospory i oospory ve shlucich tak, aby bylo celkové napo¢itano minimaing 100 oospér. Celé méfeni se

15



10

15

20

25

30

35

.e . .
16 o: . s o oo .: ees
o eosc e o b .
s & o 8 s & ° o .
¢ o o *..’ . *s oce
see oo ee [ X X .

tiikrat opakuje, pfi€emz se pied kazdym odbérem do komirky suspenze oospor peclivé promicha.
Nakonec se pocet 0ospér na | g preparatu vypoéita podle vzorce

n = (a.c)/(b.d.e), kde

a je pocet zjisténych oospor,

b je objem jednoho Etverce v komirce (Ix1x0.1lmm =1 x 10" ml),

¢ je objem destilované vody pouzité pro pfipravu vzorku v ml (500 mi),

dje vdha vzorkuv g (1 g)a

e je pocet Ctverchi v komiirce, v nichz byl fakticky napoéitan zjidtény pocet 00spor.

Vzchazivost technického preparatu Pythium oligandrum se stanovi navazenim cca 10 mg
technického preparatu presné na analytickych vahéch, a jeho rozmixovanim ve vodé na vortexovém
mixeru na koncentraci 1 mg/ml. Z takto pfipravené suspenze pripravime t¥i nasledna desetindsobna
fedéni a poté vysejeme po 100 | kazdého fedéni na MEA médium.

Kli¢ivost odecitame po 8 hodinich a 16 hodinach kultivace v susarné pti 28 °C, a poté téz
odecteme finalni pocet kolonii po 7 dnech kultivace.

Pocet ziskanych oospér se pohybuje mezi 0,8 a 1,4 x 10° /g preparatu podle tohoto vynalezu
v zavislosti na pouzité Sarzi. Kli¢ivost se pohybuje zpravidla od 2 do 10 %. Sarze pouzita v pfikladu
provedeni 1 méla 1,0 x 10° oospér na g a kligivost 13,1 %, tj. obsahovala 0,131 x 10° KTJ (kolonie

tvoficich jednotek, ekvivalent CFU — z anglického colony forming unit) na | g.

1.1.2 Priprava technického preparatu Capnocytophaga sputigena CCM3712

Pivodni kultura Capnocytophaga sputigena CCM3712 je po dorueni ze sbirky
mikroorganisml uchovavana pti -70 °C. Pro kultivaci je malé mnozstvi kultury nejprve preneseno na
misku s ,.cokoladovym agarem* obsahujici tryptikasovy sojovy agar s 0,1 % kvasniénym extraktem, 5
% defibrinovanou koiiskou krev. Misky byly kultivovény v 5 % CO, pti 37 °C pes noc. Druhy den
byly narostlé kolonie pfeneseny do kapalné kultury obsahujici tryptikasovou sojovou ptdu s 0,1 %
kvasni€nym extraktem, 0,002 % kofiskym heminem III, 0,0001 % menadionem a 0,1 %
hydrogenuhli¢itanem sodnym. Kultura byla tfepana v atmosféie S % CO, na orbitalni trepadce pii 200
ot/min. Jakmile dosahla kultura stiedu logaritmické faze 10° bungk/ml, byly baktérie sedimentovany
centrifugaci 10000 x g, po dobu 20 min a poté promyty trikrat v 0,1 M sodnocitratovém pufru pH
6,0. Po poslednim promyti byl sediment baktérii peclivé zbaven zbytkd pufru a vysuden mrazovou
sublimaci (lyofilizaci).

Timto postupem byl ziskan z 1 | kultury cca 1 g lyofilizovanych bakterii obsahujicich 10° KT)J
(CFU) na 1 mg prasku.

1.1.3 Priprava finalni formulace dualniho preparatu pro pouziti v dutiné Gstni.
Pro piipravu findlni formulace byly pouzity tfi rizné varianty pfipravku lisici se vzajemné

svym relativnim obsahem baktérie Capnocyiophaga sputigena CCM3712. Tyto t¥i varianty byly
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oznaCeny zkratkou Plaqued, PlaqueB a PlaquelC. Pripravky byly pFipravovany pro zalisovani do
Sumivé tablety o celkové vaze 3 g na jednu aplikaci, proto jsou jednotlivé receptury piepolteny na tuto
hmotnost. SloZeni jednotlivych piipravki je uvedeno v Tabulce 1.

Slozka Pythium oligandrum je obsazena v dualnim mikrobidlnim preparatu PlagueA,
PlagueB a PlaqueC v mnozstvi 0,6663.10'KTJna | g.

Slozka Capnocytophaga sputigena CCM3712 je obsazena v dualnim mikrobialnim preparatu
PlagqueA v mnozstvi 0,333.10° KTJ na | gram; v preparatu PlaqueB v mnozstvi 0,333.10° na 1 gram;
a v preparatu PlagueC v mnozstvi 3,333.10'°KTJ na 1 g.

Tabulka 1
Slozeni dualnich mikrobialnich prepariti pro pouziti v dutiné dstni (mg na 3 g tabletu).
Lécebna kiira zahrnuje 5 aplikaci (5 tablet).
Nazev piipravku PlaqueA PlaqueB PlaqueC
Nézev latky CAS No. Obsah (mg)
Pythium ol. Viz. 1.1.1 150 (20x10° KTJ) | 150 (20x107KTJ) | 150 (20x10° KTJ)
Capnocytoph. Viz. 1.1.2 0.1 (10*KTJ) 1 (10°KTJ) 10 (10" KTJ)
Sorbitol 50-70-4 719,9 719 710
PEG 6000 25322-68-3 90 90 90
Menth.aroma - 30 30 30
Oxid kiemigity 7631-86-9 210 210 210
Kys.citronova 77-92-9 930 930 930
NaHCO; 144-55-8 810 810 810
Na,CO; 497-19-8 60 60 60
Celkem (mg) 3000 3000 3000

1.2 Zkouska stability dudlniho mikrobidlniho prepardtu pro pouZiti v dutiné tistni

Zkouska stability dudlniho mikrobialniho preparatu pro pouziti v dutiné astni musi zjistit, zda
nedoslo ke vzajemnému negativnimu pisobeni obou mikrobialnich komponent po dobu skladovani
ptipraveného preparatu, nejméné viak po dobu vykonani testi efektivity in vitro a in vivo. Jedna
tableta s ptipravkem Plaqued, PlagueB nebo PlagqueC se rozpusti ve 100 ml vlazné vody pfti cca 35
°C. Po dokonalém rozpusténi se odebere 1 ml na stanoveni kli¢ivosti Pythia a 0.1 ml na stanoveni KT)
Capnocytophagy.

Pro stanoveni KTJ u Capnocytophagy jesté vzorek fedime desitkovou fedici fadou. Na
stanoveni KTJ pouzijeme teti fedéni pro PlagueA , napt. fedéni 10° x, Gtvrté fedéni pro PlaqueB napft.
fedéni 10* x a paté fedéni pro PlaqueC, napf. fedéni 10°x.

Zkouska stability se provadi ihned po vyrobé pfipravku, a dale po 1, 2, 3, 4, 5 a 6 mésicich.
Vysledky typického stabilitniho testu jsou uvedené na obr. 2, znazoriiujicim zavislost poétu koloni na
mé&sicich skladovani. Z vysledku je mozné uzavfit, ze vzchazivost Pythia se b&hem 3esti mésich
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skladovani a nasledného pouziti preparatu nejprve ponékud snizila, a posléze ustalila na hodnoté
odpovidajici cca 75 % plvodné deklarované nominalni hodnoty. Naopak u Capnocytophagy
nedochazelo béhem zkouseného obdobi k vyznaénym zménam ve viabilité, ktera odpovidala pivodné
deklarované hodnoté. Vysledek uvedeny na obr. 1 se tyka preparatu oznateného jako PlaqueB.
Vysledky ziskané s preparaty PlaqueA a PlaqueC byly v podstaté identické a nejsou proto v grafu pro
Jjeho vétsi prehlednost uvedeny.

Lze tedy konstatovat, Ze zalisovani pivodnich aktivnich komponent do Sumivé tablety ani jeji
aktivace pfed pouzitim dualniho mikrobianiho preparatu podle tohoto vynalezu nesnizovaly
vyznamnym zplsobem Zivotaschopnost ani jedné z komponent dualniho preparatu pro pouziti v Gstni

dutiné.

1.3 Zkouska efektivity pFipravenych smési s pouZitim in vitro testu

Cilem in vitro efektivitnich testl je prokazat, ze kombinace Fasovky Pythium oligandrum M1
ATCC38472 a bakterie zeleného oralniho komplexu Capnocytophaga sputigena CCM3712 bude
plisobit synergnim zpisobem, tj. dojde ke zvyseni nékteré mékitelné in vitro aktivity fasovky Pythium
oligandrum. Z tohoto hlediska byl zvolen standardni laboratorni test potlaceni rdstu patogenich
kvasinek Candida albicans tiech riznych hyfy tvoficich kmend ziskanych z klinickych isolati
v Nemocnici Pardubice a pievezenych pro dalsi experimenty na MBU AV CR (laboratof Dr.
Kolafika). Vlastni provedeni testu spocivalo v pouziti standardniho aplika¢niho protokolu, ktery je
vzdy zahdjen rozpusténim tablety s obsahem samotného pythia (piipravek Chytrd houba® Pythie®
BioPlus), poptipadé nékteré z vySe uvedenych testovacich tablet oznaovanych jako PlaqueA,
PlaqueB a PlaqueC. Tablety byly rozpustény ve 100 ml vlazné vody pfi cca 35 °C. Poté 12,5 ml této
suspenze bylo poté smichano pfimo s 12,5 ml dvakrat koncentrované smési pro pfipravu CDA
(Czapek Dox Agar) agarovych destiek. Na takto pripravené desky bylo po jejich zchladnuti
aplikovano rovnomérné 10° patogennich kvasinek Candida albicans. Vysledky tohoto testu jsou
uvedeny nize v Tabulce 2. Vysledky ukazuji, ze zatimco samotné Pythium oligandrum mélo
vyznamny vliv na potlaceni ristu kvasinek na experimentalnich miskach. Avsak, jeho kombinace
s Capnocytophagou produkovala dal$i posileni u€inku. V pripad¢ vSech tii patogennich ziskanych
z klinickych isolati. Po tydenni kultivaci pfi 28 °C byl odeéten pocet narostlych kolonii ve srovnani
s kontrolni miskou, pfi€emz snizeni poétu kolonii oproti kontrole je méfitkem u&innost Pythiu
kvasinkovych kment byl nejucinngjsi piipravek za podminek in vitro preparat PlaqueB, ptipravky ve
sloZzeni oznaceném jako PlaqueA a PlaqueC dosahovaly zhruba kolem 80 % této G¢innosti.

Vzhledem k naro¢nosti klinickych zkousek provadénych s velkym mnozstvim  duélnich
mikrobidlnich preparatii podle tohoto vynalezu je jako pripravek pro preklinické a klinické zkousky

vybran nejucinngjsi pripravek PlaqueB.
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Tabulka 2
Testovani dualnich preparatia pro dutinu ustni v in vitro testu
C. albicans 2944 C. albicans 2548 C. albicans 2508
Pocet Relativni Pocet Relativni Pocet Relativni
kolonii Géinnost kolonii G¢innost kolonii t¢innost
na misce vici na misce vici na misce vici
kontrole kontrole kontrole
Kontrola 954 - 1014 - 1253 -
Pythium 330 65,4 450 55,6 432 65,5
PlagueA 285 70,1 230 71,3 253 79,8
PlaqueB 95 90,0 85 91,6 80 93,6
PlagueC 273 71,4 243 76,0 260 79,2
Priklad 2
(Obr. 3,0br. 4)

Kosmeticky ptipravek Biomycosin s G¢innou latkou Pythium oligandrum byl na Zadost
Krajské nemocnice v Pardubicich ovéfovan na dvou skupinach pacientd s mikrobialné zanicenymi
nehojicimi se ranami, a to diabetické a nediabetické. Ugastnici studie nebyli randomizovani, ale jejich
diabeticky status byl monitorovan, coz na zavér studie umoznilo rozdéleni dat do diabetické a
nediabetické skupiny. Pokud jde o nediabetické pacienty, jejich primérny vék €inil 63,7 £ 13,1 rokd,
pfi¢emz pacienti byli ve vékovém rozpéti 37 — 79 let. Celkovy pocet sledovanych pacienti €inil 19,
z toho bylo 14 Zen a 5 muzi, protoze incidence zanicenych bércovych viedl je vy$Si u Zen nez u
muzi. Aplikace Biomycosinu probéhla v nemocnici pod dohledem lékatského personalu. Ambulantni
pacienti byli po dobu podavani ptipravku hospitalizovani. Jedno baleni Bionycosinu bylo pouZito pro
tfi osmihodinové vlhké aplikace, pricemz celkem probihala aplikace 4 dny po sobé. Tfi dni po
posledni aplikaci byly odebrany vzorky na mikrobiologické vysetfeni a poté byli ambulantni pacienti
propusténi. Nadale probihaly pravidelné mési¢ni kontroly u ambulantnich i neambulantnich pacienti
po dobu 6 mésicii od aplikace. Vysledky jednoznaéné prokazaly vyznamné snizeni mikrobialni zatéze
a to zejména u G- ty&inek, anaerobnich mikroorganismii a patogennich kvasinek. Korelacni analyzou
vysledk@ ziskanych pro nediabetické pacienty byla jasné prokazana negativni korelace mezi snizenim
mikrobialni zatéze G+ koky a zlepSenim stavu klinické infekce u téchto pacientii. Tato negativni
korelace byla zvlasté napadna pro kategorii ,.ostatnich stafylokoki®, znichz ma na kazi zdsadni
dilezitost zejména baktérie Staphylococcus epidermidi. Negativni korelace (y) pro ostatni stafylokoky
byla charakterizovana rovnici y = -0,56x + 85,8 s korela¢nim koeficientem R?=0,87.

Vzhledem k zavislosti priib&hu 1é&by u tohoto onemocnéni na véku a pohlavi, protoZe Zeny jsou

vice nachylné, museli byt nejprve pacienti rozdéleni do dvou skupin a randomizovani v zavislosti na
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véku a pohlavi. Primérny vek pacientdi v kontrolni skupingé odpovidajici podminkam oSetfeni
pripravkem obsahujicim pouze P. oligandrum ¢&inil 77,6 + 9,8 let. U experimentalni skupiny
odpovidajici osSetfovani dualnim preparatem tento parametr ¢inil 78,0 + 10,3 rok(. Mezi vékem
pacientii v obou skupinach tedy nebyl statisticky vyznamny rozdil. V obou skupinach byly zafazeny 3
Zeny a 2 muZi, procento Zen tedy bylo v obou skupinach identické a €inilo 67 %. Vysledky ziskané po
oba zpilsoby aplikace jsou znazornéné na obr. 3. Ze ziskanych vysledkii je recipro¢ni vztah mezi
mnozstvim odstranénych stafylokoktl a snizenym zlepSenim klinickych pfiznaki infekce jasné patrny.
U klinicky responzivnich pacientli zndzornénych na obr. 3 v levé Casti je jasné patrny vysoky obsah
zachovanych stafylokokd b&éhem 1écby preparatem s obsahem fasovky P. oligandrum a zaroveri je
jasné vyznamné zlepSeni klinickych znamek infekce, vétSinou na 20 az 50 % pivodniho stavu.
Naopak skupina klinicky neresponzivnich pacienti, jejichz vysledky jsou znazornéné na obr. 3
v pravé ¢asti pozorujeme velmi vyrazné snizeni poctu stafylokok zjist€nych kultivaéné (véetné druhu
Staphylococcus epidermidis), avsak pokrok pfi odstranéni klinickych symptomil infekce byl u téchto
pacientd velmi nizky.

Na zakladé téchto vysledki jsme zvazovali a ovétrovali hypotézu, ze potlaceni nékterych G+
kokti nebylo Zadouci, nebot’ postihlo zastupce fyziologické mikroflory. Tuto pracovni hypotézu jsme
testovali, tak Ze byly pripraveny celkem tfi verze dualniho mikrobidlniho piipravku podle tohoto
vynalezu pro pouziti pro dlouhodobou eliminaci symptomu klinické infekce u nehojicich se ran. Byla
prokazana stabilita takovych ptipravki a provedeno sledovani jejich efektivity v relevantnim
laboratornim testu. Detailni popis ziskanych vysledki je uveden v tomto ptikladu, dale podrobnéji
popsaném. Souhrnné vysledky tohoto testovani prokazaly, ze pii skladovani ve formé suchého
pfipravku nedochazelo k negativnimu ovlivnéni ani jedné z komponent dualniho preparatu. Ve
srovnani s doposud pouzivanym jednoslozkovym preparatem na bazi Pythium oligandrum pak doslo
pfi pouziti mikrobialniho dualniho preparatu ke statisticky vyznamnému snizeni mikrobialni

kvasinkové zatéze i zlepSeni vyvoje klinické infekee.

2. P#iprava, konmtrola a testovdni ucinnosti dudlniho mikrobidlniho prepardtu vhodného pro

eliminaci symptomu klinické infekce u nehojicich se ran u nediabetikii.

2.1 Protokol pro pripravu dudlniho mikrobidlniho prepardtu pro pouZiti na nehojici se rany
nediabetiku.

2.1.1  Priprava technického preparatu Pythium oligandrum M1 ATCC 38472.

Postup pouzity pro tuto ptipravu je identicky s postupem popsanym v ¢asti 1.1.1.

Sarze pouzita v piikladu provedeni 2 méla 1,1 x 10° oospor na g a kligivost 14,3 %, 4.

obsahovala 0,157 x 10° KTJ (kolonie tvoticich jednotek, ekvivalent CFU) na 1 g.
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2.1.2  Priprava technického preparatu Staphylococcus epidermidis CCM2124
Pavodni kultura Staphylococcus epidermidis CCM2124 je po doruCeni ze sbirky
mikroorganismi uchovavana pii -70 °C. Pro kultivaci je malé mnozstvi kultury nejprve preneseno na
misku s tryptone soya agarem CM131 Oxoid. Misky byly kultivovany pfi 37 °C pres noc. Deset dobre
separovanych kolonii bylo pfeneseno do 2l Erlenmayerovy bariky obsahujici 500 ml média o slozeni
30 g/l peptonu, 10 g/l kvasni¢ného autolyzatu, 5 g/l NaCl, 0.1 g CaCl,.2H,0 a | ml trybutyrinu, pH
média bylo upraveno na 8.0. Baktérie byly kultivovany do stiedu logaritmické faze, poté byly baktérie
sedimentovany centrifugaci 10000 x g,, po dobu 20 minut a t¥ikrat promyty v 0.1 M sodnocitratovém
pufru pH 6.0. Po poslednim promyti byl sediment baktérii pe¢livé zbaven zbytkl pufru a vysusen
mrazovou sublimaci - lyofilizaci.

Z 1 | kultury byl ziskan cca 0.6 g lyofilizovanych bakterii obsahujicich 10° KTJ (CFU) na 1

mg prasku,

2.1.3  Ptiprava finalni formulace dualniho mikrobidlniho preparatu pro pouziti na nehojici se rany
nediabetikal.

Pro ptipravu findlni formulace byly pouzity tfi rizné varianty pfipravku lisici se vzajemné
svym relativnim obsahem baktérie Staphylococcus epidermidis CCM2124, tyto tii varianty byly
oznaceny pracovné zkratkou Nomheald, NonhealB a NownhealC. Ptipravky byly pfipravovany pro
pouZiti v jednom baleni obsahujicim 10 g sypkého preparatu na jednu aplikaci. Slozeni jednotlivych
ptipravki je nize uvedené v Tabulce 3 na nasledujici strané.

Slozka Pythium oligandrum je obsaZzena v dualnim mikrobidlnim preparatu Nonheald a
NonheallB v mnozstvi 7,85.10° KTJ na | g; a NonhealC v mnozstvi 7,85.10°KTJ na 1 g.

Slozka Staphylococcus epidemis CCM2124 je obsazena v dudlnim mikrobialnim preparétu
Nonheald v mnozstvi 1 x 10° KTI na 1 g; v prepartu NonhealB v mnozstvi 1 x 10'KTInal g; a
v preparatu NonhealC v mnozstvi 1 x 10°KTIna 1 g.

2.2 Zkouska stability dudlniho mikrobidlniho prepardtu pro pouziti na nehojici se rany nediabetikii

Zkouska stability dualniho preparatu pro pouziti v dutiné Gstni musi zjistit, zda nedoslo ke
vzajemnému negativnimu puisobeni obou mikrobialnich komponent po dobu skladovani pfipraveného
preparatu, nejméné vsak po dobu vykonani testu efektivity in vitro a in vivo. Jedno baleni, 10 g
piipravku Nonheal A, Nonheal B nebo Nonheal C se resuspenduje v 250 ml vlazného fyziologického

roztoku 9 g/l NaCl pfi teploté cca 35 °C. Po dokonalém resuspendovani se odebere 1 ml na stanoveni
kli¢ivosti Pythia a 0,1 ml na stanoveni KTJ (CFU) jednotek staphylokoka. Pro stanoveni KTJ u
staphylokoka jesté vzorek fedime desitkovou fedici fadou, a na stanoveni KTJ pouzijeme prvé fedéni
pro Nonheal A, napi. iedéni 10 x, druhé fedéni pro Nonheal B, nap. fedéni 10° x a treti fedéni pro
Nonheal C, napk. fedéni 10° x. Zkouska stability se provadi ihned po vyrobé ptipravku, a dale po 1, 2,
3, 4, 5 a 6 mésicich. Vysledky typického stabilitniho testu jsou uvedené na obr. 3. Z vysledku je

mozné konstatovat, 7e viabilita Pythia se b&hem Sesti mésict skladovani a nasledného pouziti
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preparatu nejprve ponékud snizila, a posléze ustalila na hodnoté¢ odpovidajici cca 75 % plivodné
deklarované nominaini hodnoty. Naopak, u staphylokoka nedochazelo béhem zkouseného obdobi
k vyznatnym zménam ve viabilité, ktera odpovidala téméf pivodné deklarované hodnoté. Vysledek
uvedeny na obr. 4 se tyka preparatu oznacen¢ho jako NonhealB. Vysledky ziskané s preparaty

NonhealA a NonhealC byly velmi podobné a nejsou proto v grafu pro jeho vétsi piehlednost uvedeny.

Tabulka 3

Slozeni je uvedené v mg na 10 g sypkého pripravku.

| Ié¢ebna kira zahrnuje 4 aplikace (4 baleni pFipravku).

Slozeni dualnich mikrobialnich preparati pro pouziti na nehojici se rany nediabetikii.

Nazev pripravku NonhealA Nonheal B NonhealC

Nazev latky CAS No. Obsah (mg)

P. oligandrum Viz. 2.1.1 500 (78x10°KTJ) | 500 (78x10°KTJ) | 500 (78x10°KTJ)
Staphylococcus. Viz.2.1.2 0,1 (107 KTJ) 1 (10°KT)) 10 (10° KTJ)
Oxid kFemicity 7631-86-9 9499,9 9499 9490

Celkem (mg) 10000 10000 10000

Lze tedy konstatovat, Zze vysuSenim puvodnich aktivnich komponent a jejich uchovavani
v pritomnosti silikagelu ani jejich aktivace pied pouzitim preparatu podle tohoto vynélezu nesnizovaly
vyznamnym zplsobem viabilitu zadné z komponent dualniho preparatu pro pouziti v stni duting.
2.3 Zkouska efektivity piipravenych smési dudlniho mikrobidlniho preparatu pouzitim in vitro testu
Cilem in vitro efektivitnich testd je prokazat, ze kombinace fasovky Pythium oligandrum M1
ATCC38472 a zdravé bakterie normalniho kozniho mikrobiomu Staphylococcus epidermidis
CCM2124 bude piisobit synergnim zplsobem, tj. dojde ke zvyseni nékteré méritelné in vitro aktivity
fasovky Pythium oligandrum. Z tohoto hlediska byl zvolen standardni laboratorni test potlaceni rlistu
patogenich kvasinek Candida albicans tiech raznych hyfy tvoficich kmenl ziskanych z klinickych
isolatd v Nemocnici Pardubice a pievezenych pro dalsi experimenty na MBU AV CR. Vlastni
provedeni testu spocivalo v pouziti standardniho aplikacniho protokolu, ktery je vzdy zahdjen
resuspendovanim suchého pfipravku s obsahem samotného pythia (pfipravek Biomycosin), poptipadé
nékteré z vyse uvedenych testovacich pripravkii oznacenych jako Nonheal A, B nebo C. Ptipravky
byly resuspendovany v 250 ml vlazného pii teploté cca 35 °C fyziologického roztoku. Poté 12,5 ml
této suspenze bylo smichano p¥imo s 12,5 ml dvakrat koncentrované smési pro piipravu CDA (Czapek
Dox agar) agarovych desticek. Na takto piipravené desky bylo po jejich zchladnuti aplikovano
rovnomérné 10° patogennich kvasinek Candida albicans ziskanych z klinickych isolatd. Po tydenni
kultivaci pti 28 °C byl odelten pocet narostlych kolonii ve srovnani s kontrolni miskou, pfi¢emz
sniZeni po¢tu kolonii oproti kontrole je méfitkem u¢innost pythia. Vysledky tohoto testu jsou uvedeny

nize v Tabulce 4. Vysledky ukazuji, ze zatimco samotné pythium mélo vyznamny vliv na potlaceni
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rGstu kvasinek na experimentélnich miskach, jeho kombinace se staphylokokem produkovala dalsi
posileni €inku. V piipadé vsech tii patogennich kvasinkovych kmenii byl nejaginnégjsi piipravek za
podminek in vitro preparat Nonheal B, ptipravky ve slozeni oznaéeném jako Nonheal A a Nonheal C
dosahovaly zhruba kolem 50 % této G¢innosti.

Vzhledem k naro¢nosti klinickych zkousek provadénych s velkym mnozstvim preparati podle

tohoto vyndlezu je jako vychozi ptipravek pro preklinické a klinické zkousky navrhovéan nejacinngjsi

pripravek NonhealB.
Tabulka 4
Testovani dualnich mikrobidlnich preparata pro nehojici se rany v in vitro testu
Cislo C. albicans 2944 C. albicans 2548 C. albicans 2508
kmene
Sledované | Pocet Relativni Pocet Relativni Pocet Relativni
parametry | kolonii  na | G¢innost kolonii  na | GCinnost kolonii  na | aéinnost
misce ViIci misce vici misce vici
kontrole kontrole kontrole
Kontrola 980 - 1013 - 988 -
Pythium 335 65,8 364 64,1 370 62,6
Nonheald | 270 72,4 255 74.8 262 73,5
NonhealB | 102 89.6 98 90,3 107 89,2
NonhealC | 283 71,1 248 75,5 260 73,7

Uvedeny ptiklad na pouZiti dualniho mikrobialniho preparatu uvedeny v tomto ptikladu
provedeni pro nehojici se rany na kiizi neni omezujici. Jsou samoziejmé mozné i jiné pouziti zde
neuvedené, napf. pouzZiti v jinych pfipadech oportunnich mikrobialnich infekci doprovazenych

dysbiozou na kizi, jako je atopicky ekzém a lupenka.

Piiklad 3
(Obr. 5A, Obr. 5B, Obr. 5C, Obr. 6,)

Z klinickych pozorovani ziskanych v oblasti pé¢e o zdravou dutinu Gstni, nehojici se rany a
potladeni kvasinky u vaginalnich kandidoz byly ziskany presvéd¢ivé dikazy, ze Pythium oligandrum
potladuje a zabiji patogenni kvasinky rodd Candida a Malassezia. Tento zavér byl pak nezavisle
potvrzen laboratornim kulitivaénim testem na Mikrobiologickém ustavu AV CR v Praze.
V laboratornim testu byly zkouseny v kompeti¢nim testu celkem 4 klinické kmeny patogenni kvasinky
Candida albicans, které byly isolovany v Nemocnici Pardubice, pficemz byla zjisténa jejich schopnost
prechazet do hyfalni formy ristu, coz je dikazem klinické agresivity téchto kmenl. Jednalo se o

kmeny Candida albicans oznacené 2508, 2548, 2558 a 2944. V kompeticnim testu Pythium
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oligandrum zcela pierostlo vSechny 4 testované kmeny a to jak s pouzitim média MEA (malt extract
agar), tak s pouzitim média PDA (potato dextrose agar). Po 10 dnech experimentu, tj. po skonceni
experimentu, byly jesté zbytky kvasinkovych kment prerostlé pythiem pfeneseny na médium CDA
(Czapek-Dox agar). Na tomto médiu rostou kvasinky, ale ne Pythium oligandrum. Nicméné
k zddnému ristu kvasinek na tomto testovacim médiu nedochazelo, coz ukazuje, ze Pythium
oligandrum patogenni kvasinky nejen pterostlo, ale i zabilo. V navaznosti na tyto vysledky
laboratornich zkousek proto probéhly ve spolupraci s lékafi gynekologickych ordinaci v Praze,
Rychnové nad Knéznou, Vysokém Myté, Klasterci nad Ohii, Plzni a Uhlifskych Janovicich nasledné
systematické studie srovnavajici 0¢inky chemického antimykotika Clotrimazolu a pripravku
FeelFresh u Zen s opakovanym vyskytem vaginalnich kandidos. Na zacatku testovani bylo provedeno
klinické hodnoceni zen Iékafem na Sestibodové Skale zahrnujici nepohodli, pfitomnost vaginalniho
vytoku, svédéni, bolesti, paleni a zarudnuti. Bylo provedeno poc¢ate¢ni mikrobiologické vysetfeni na
pfitomnost patogennich kvasinek rodu Candida a laktobacili, které jsou dominantnimi
mikroorganismy normalniho vaginalniho mikrobiomu. Aplikace probihaly po dobu 5 po sobé
nasledujicich dni aplikaci Clotrimazolu nebo pomoci sedacich koupeli s pfipravkem FeelFresh.
Nasledné probéhla mikrobiologicka kontrola po 10 dnech a 1 mésici. Nakonec byla provedena studie
zavérecna klinicka a mikrobiologicka kontrola po 3 mésicich od aplikace. Na pocatku studie byla
intenzita klinickych pfiznakd v kontrolni skupiné s aplikaci Clotrimazol a experimentalni skuping s
aplikaci FeelFresh srovnatelné. Avsak, po 3 mésicich byly vysledky hodnoceni klinickych ptiznaki
(pocet zjisténych klinickych pFiznaka) statisticky vyznamné lepsi u skupiny aplikujici FeelFresh ve
srovnani s chemickym antimykotikem Clotrimazolem: 2,57 + 0,53 a 1,00 £ 1,52, p=0,035. Intenzitu
kvasinkové infekce bylo mozné sledovat kultivaéné po 10 dnech, 1 mésici a 3 mésicich, tedy Castéji
nez klinicky obraz. Také vysledky v tomto ohledu byly velmi zajimavé, nebot’ prokazaly rychlé a
statisticky vyznamné snizeni vyskytu patogennich kvasinek u Clotrimazolu po 10 dnech, kdy
pocategni hodnoty v arbitrarnich jednotkach byly 3,71 £ 0,75 a 3,71 + 0,48 pro aplikaci s Clotrimazol
a Feel Fresh. Po 10 dnech vsak odpovidajici hodnoty v arbitrarnich jednotkach Cinily 1,28 + 0,48 a
1,85 + 0,38, p=0,04. Nicméné po | mésici nebo dokonce 3 mésicich se situace zcela obratila a snizena
hladina patogennich kvasinek jiz byla stabilizovana pouze u pacientek pouZzivajicich FeelFresh, kdy
hodnoty po | mésici u kontroly a aplikaci v arbitrarnich jednotkach FeelFresh Cinily 2,42 + 0,53 a
1,28 £ 0,48, p=0,008. Hodnoty v arbitrarnich jednotkach po 3 mésicich &inily 3,14 + 0,69 a 1,42 +
0,78, p=0,007. Velmi zajimava oviem je§té byla pozitivni korelace jednak mezi zlepSenim klinického
stavu a koncentraci laktobaciléi a jednak mezi odstranénim kvasinkové infekce a koncentraci
laktobacild. Tyto vysledky jasné ukazuji, podobné jako jiz v predchazejicich uvadénych piikladech, ze
Ié¢ebny efekt mikroorganismu Pythium oligandrum obsazeného v piipravku FeelFresh je vyznamné
potencovan piitomnosti zdravé mikroflory, v tomto pripadé laktobacili. Z téchto vysledki bylo mozné
vyvodit pracovni hypotézu, Ze piitomnost laktobacili vyznamnym zplisobem zvySuje Gcinnost

potlageni kvasinky fasovkou P. oligandrum.
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Studie k prikazu Glohy laktobacilii probihala dvojité zaslepenym zpisobem, v némz byly obalky
s preparaty pripraveny a o€islovany administrativnim pracovnikem nezasvécenym do pribéhu studie.
Po potvrzeni klinické diagnézy a prvém odbéru mikrobiologie podepsaly pacientky informovany
souhlas a byli instruovani, jak aplikovat pfipravky. Aplikace byly provadény formou vyplachi pét dnt
po sobé pomoci dodaného vaginalniho aplikatoru. Odborna prohlidka gynekologem byla provedena na
pocatku studie, a po 3 mésicich, pfi¢emz byl vzdy kontrolovan stav kvasinkové infekce, stav osidleni
vaginalni sliznice laktobacily. Vysledky klinické studie jsou prehledné prezentovany v grafické
podobé na obr. SA, 5B, a 5C.

Z hlediska klinického hodnoceni na poc¢atku a na konci studie je kontrolni skupina s aplikaci
klasického ptipravku obsahujiciho pouze fasovku Pythium oligandrum rozkolisana, u nékterych Zzen
doslo k a€inné eliminaci pfiznaku, avsak u jinych pacientek nikoliv, jak je zifejmé z obr. SA. Proto
byly pacientky rozdéleny do dvou skupin klinicky responzivnich pacientek v levé Casti obr. 5 a
klinicky neresponzivnich pacientem v pravé ¢asti tohoto obrazku.

U klinicky responzivnich pacientek doslo po tiech mésicich pouziti pfipravku k vyznamnému
snizeni vyskytu kvasinka Candida albicans ve vsech ptipadech, zatimco u neresponzivnich paceintek
k takovému snizeni nedochazelo (v pfipadé jedné pacientky se dokonce objevilo zvySeni — obr. SB).
Zajimavy nicméné zdstava zejména fakt, ze u responzivnich pacientek byl ve vSech pfipadech vyskyt
laktobacilG mnohem vyssi, a v prabéhu studie dokonce dochazelo k jeho narGstu na fyziologicky
vysoké hodnoty (ebr. 5C), zatimco u neresponzivnich pacientek byl vyskyt kvasinky vyznamné nizsi,
ve dvou pripadech jesté doprovazeny dal$im poklesem.

Tyto vysledky potvrzuji, ze dualni mikrobialni preparat pro pouziti na potlaceni a eliminaci
patogennich kvasinek vykazuje ve viech parametrech ve vSech parametrech statisticky vyznamné lepsi
vysledky ve srovnani se standardnim preparatem.

Tuto hypotézu jsme proto ovéiovali a testovali: byly pripraveny celkem tii verze dualniho
mikrobialniho pfipravku podle tohoto vynalezu pro pouziti v dutiné ustni a byla prokazana stabilita
takovych pfipravkt a provedeno jejich klinické testovani u pacientl s periodontalnim onemocnénim.
Detailni popis ziskanych vysledki je uveden v Pfikladu 3 tohoto vynalezu. Souhrnné vysledky tohoto
testovani prokazaly, ze béhem vysu$eni a skladovani v suchém stavu nedoSlo ke vzajemnému
negativnimu ovlivinéni obou 0¢innych mikrobiologickych komponent. Vysledky laboratornich testi

prokazaly nejvétsi ucinnost pro dualni piipravek VaginalB.

3. P#iprava, kontrola a testovdni ucinnosti dudlniho mikrobidlniho prepardtu podle tohoto vyndlezu

vhodného pro aplikaci na kizi a sliznice ndchylné k vyskytu patogennich kvasinek.

3.1 Protokol pro pripravu dudlniho mikrobidlniho prepardtu pro aplikaci na kizi a sliznice ndchylné

k vyskytu kvasinek.
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3.1.1  Pfiprava technického preparatu Pythium oligandrum M1 ATCC 38472.
Postup pouzity pro tuto piipravu je identicky s postupem uvedenym v &asti 1.1.1. Sarze
pouzita v piikladu provedeni 3 méla 0,8 x 10° oospér na g a klicivost 12,8 %, tj. obsahovala 0,102 x

10° KTJ (kolonie tvoricich jednotek, ekvivalent CFU) na | g preparatu.

3.1.2  Ptiprava technického preparatu Lactobacillus crispatus CCM7010
Plvodni kultura Lactobacillus crispatus CCM7010 je po dorugeni ze sbirky mikroorganismi
uchovavana pti -70 °C. Pro kultivaci je malé mnozstvi kultury nejprve pfeneseno na agarovou misku
s médiem pro kultivaci laktobacill, obsahujicim v mnozstvi 5 g/l kvasni¢ny autolyzat, 10 g/l hovézi
extrakt, 10 g/l peptone, 20 g/l glukézu, 5 ml/l Tween 80, 2 g/l K,HPO,, 5 g/l octan sodny, 2 g/i
diamonium citrat, 0,2 g/l MgSO,.7H,0O a 0,05 g/l MnSO,.7H,0O. pH po pfidani vsech komponent
upravime na hodnotu pH 6,2 — 6,6. Misky byly kultivovany p#i 37 °C pFes noc. Deset dobre
separovanych kolonii bylo pfeneseno do 21 Erlenmayerovy baiiky obsahujici 500 ml média 6 o vyse
uvedeném slozeni. Baktérie byly kultivovany do stiedu logaritmické faze, poté byly baktérie
sedimentovany centrifugaci 10000 x g, po dobu 20 min a tiikrat promyty v 0,1 M sodnocitratovém
pufru pH 6.0. Po poslednim promyti byl sediment baktérii peclivé zbaven zbytki pufru a vysusen
mrazovou sublimaci - lyofilizaci.

Z 1 1 kultury byl ziskan cca 0,8 g lyofilizovanych bakterii obsahujicich 10° KTJ (CFU) na 1

mg prasku.

3.1.3  Piiprava findlni formulace dualniho preparatu pro aplikaci na kzi a sliznice nachylné

k vyskytu kvasinek.

Pro ptipravu finalni formulace byly pouzity tfi rizné varianty pripravku lisici se vzdjemné
svym relativnim obsahem baktérie Lactobacillus crispatus CCMT7010, tyto tfi varianty byly oznaceny
zkratkou VaginalA, VaginalB a VaginalC. Piipravky byly pfipravovany pro pouziti v jednom baleni
obsahujicim 2 g sypkého preparatu. Slozeni jednotlivych pripravki je nize uvedené v Tabulee S na
nasledujici strané. V pFipravku jsou Pythium a Lactobacillus aktivnimi komponentami, silikagel se
pridava jako suSidlo u divodu uchovani originalnich vlastnosti a vzchazivosti obou aktivnich
komponent. Malé mnozstvi piidaného chloridu sodného napomaha lepsi aktivaci biologického
prostfedku, hefmankové aroma funguje jako parfém.

Slozka Pythium oligandrum je obsazena v dudlnim mikrobialnim preparatu VaginalA,
VaginalB v mnozstvi 19,2.10°KT) na 1 g. VaginalC v mnozstvi 19.2.10°'KTJna | g.

Slozka Lactobacillus crispatus CCM7010 je obsazena v dualnim mikrobialnim preparatu
VaginalA v mnozstvi  0,5.10° KTJ, v preparatu VaginalB v mnoZstvi 0,510 KTI na | g, a
v preparatu VaginalC v mnoZstvi 0,5.10°°KTJna | g
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3.2 Zkouska stability dudlniho prepardtu pro pouZiti na kizi a sliznice ndachylné k vyskytu kvasinek.
Zkouska stability dualniho preparatu pro pouziti na kizi a sliznice nachylné k vyskytu kvasinek musi
zjistit, zda nedoslo ke vzadjemnému negativnimu pisobeni obou mikrobialnich komponent po dobu
skladovani ptipravené¢ho preparatu, nejméné vSak po dobu vykonani testd efektivity in vitro a in vivo.
Jedno baleni 2 g ptipravku Vaginal4, VaginalB nebo VaginalC se resuspenduje ve 500 ml vlazné
vodovodni vody pfi teploté cca 35 °C. Po dokonalém resuspendovani se odebere 1 ml na stanoveni
klicivosti Pythium oiligandrum a 0,1 mi na stanoveni KTJ (CFU) jednotek laktobacila. Pro stanoveni
KTJ u laktobacila jesté vzorek fedime desitkovou fedici fadou, a na stanoveni KTJ pouzijeme prvé
fedéni pro VaginalA - fedeni 100 x, druhé fedéni pro VaginalB - tedéni 10° x a tieti fedéni pro
VaginalC - fedéni 10" x. Zkouska stability se provadi ihned po smichani pfipravku a dale po 1, 2, 3, 4,
5 a 6 mésicich. Vysledky typického stabilitniho testu jsou uvedené na obr. 6. Z vysledku je mozné
uzavrit, ze viabilita Pythia se béhem Sesti mésict skladovani a nasledného pouziti preparatu nejprve
ponékud snizila, a posléze ustalila na hodnoté odpovidajici cca 80 % plivodné deklarované nominalni
hodnoty. Naopak u laktobacila doslo béhem zkouseného obdobi pouze k mirnému snizeni viability asi
0 10 %. Vysledek uvedeny na obr. 6 se tyka preparatu oznacené¢ho jako VaginalB. Vysledky ziskané

s preparaty Vaginal4 a VaginalC byly velmi podobné a nejsou proto v grafu pro jeho vétsi prehlednost

uvedeny.

Tabulka 5§
SloZeni dudlnich preparati pro pouZziti na kuzi a sliznice nachylné k vyskytu kvasinek.
Slozeni je uvedené v mg na 2 g sypkého piipravku.
1 1écebna kira zahrnuje 5 aplikaci (5 pfipravki).
Nazev pripravku VaginalA Vaginal B VaginalC
Nazev latky CAS No. Obsah (mg)
Pythium Viz. 3.1.1 376 (38,4 x 10° 376 (38,4 x 10° 376 (38,4 x 10°
oligandrum KTJ) KTJ) KTJ)
Lactobacillus Viz. 3.1.2 0,1 (10°KTJ) 1 (10°KTJ) 10 (10" KTJ)
Oxid kiemicity 7631-86-9 1618.9 1618 1609
NaCl 7647-14-5 4 4 4
Hefmank. olej 8022-66-2 1 1 1
Celkem (mg) 2000 2000 2000

Lze konstatovat, Ze vysuenim pivodnich aktivnich komponent a jejich uchovavani

v piitomnosti silikagelu ani jejich aktivace pied pouzitim preparatu podie tohoto vynalezu nesniZovaly

vyznamnym zptisobem vzchazivost z4dné z komponent dualniho preparétu pro pouziti v ustni duting.
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3.3 Zkouska efektivity pripravenych smési s pouzitim in vitro testu

Cilem in vitro efektivitnich testd je prokazat, ze kombinace fasovky Pythium oligandrum M1
ATCC38472 a zdravé bakterie normalniho vaginalniho mikrobiomu Lactobacillus crispatus
CCM7010 bude piisobit synergnim zpisobem, tj. dojde ke zvy3eni n€které méfitelné in vitro aktivity
tasovky Pythium oligandrum. Z tohoto hlediska byl zvolen standardni laboratorni test potlateni ristu
patogenich kvasinek Candida albicans tiech rznych hyfy tvoficich kment ziskanych z klinickych
isolat v Nemocnici Pardubice a pfevezenych pro dal$i experimenty na MBU AV CR (laboratof Dr.
Kolatika). Vlastni provedeni testu spocivalo v pouZiti standardniho aplikaéniho protokolu, ktery je
vzdy zahajen resuspendovanim suchého piipravku sobsahem samotného Pythia oligandrum
(pfipravek FeelFresh), popfipadé nékteré z vySe uvedenych testovacich pipravkii oznacenych jako
Vaginal A, B nebo Vaginal C. Piipravky byly resuspendovany v 500 ml vlazné vody o teploté cca 35
°C, a 12,5 ml této suspenze bylo poté smichano ptimo s 12,5 mi dvakrat koncentrované, ochlazené na
teplotu 45 °C smési pro ptipravu CDA (Czapek Dox agar) agarovych desti¢ek. Na takto piipravené
desky bylo po jejich zchladnuti aplikovano rovnomérné 10° patogennich kvasinek Candida albicans
ziskanych z klinickych isolatt. Po tydenni kultivaci pii 28 °C byl odecten pocet narostlych kolonii ve
srovnani s kontrolni miskou, pfi¢emz snizeni poétu kolonii oproti kontrole je méfitkem ucinnost
Pythia oligandrum. Vysledky tohoto testu jsou uvedeny nize v Tabulce 6. Vysledky ukazuji, Ze
zatimco samotné Pythium oligandrum mélo vyznamny vliv na potlaeni ristu kvasinek na
experimentalnich miskach, jeho kombinace s laktobacilem produkovala dalsi posileni u¢inku.
V ptipadé viech tii patogennich kvasinkovych kmen byl nejicinnéjsi ptipravek za podminek in vitro
preparat VaginalB, piipravky ve slozeni oznateném jako VaginalA a VaginalC dosahovaly zhruba
kolem 50 % této Gicinnosti.

Vzhledem k naro&nosti klinickych zkousek provadénych s velkym mnoZzstvim preparatl byl
jako pripravek pro dalsi preklinické a klinické zkousky vybran nejucinnéjsi duaini mikrobialni

preparat VaginalB.

Tabulka 6
Testovani dualnich mikrobialnich preparatia pro potlaéeni kvasinek v in vitro testu
C. albicans 2944 C. albicans 2548 C. albicans 2508
Pocet Relativni Pocet Relativni Pocet Relativni
kolonii  na | u¢innost kolonii na | 0&innost kolonii  na | G€innost
misce oproti misce oproti misce oproti
kontrole kontrole kontrole
Kontrola 1013 - 998 - 1120 -
Pythium 302 70,2 325 67,4 332 70,3
VaginalA | 272 73,1 265 73,4 273 75,6
VaginalB | 102 89,9 103 89,5 89 86,7
VaginalC | 273 73,1 273 72,6 267 76,2
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Priklad 4
(Obr.7)

Vyznamna pozitivni korelace mezi pfitomnosti kvasinek a zlepSenim klinického stavu infekce
u nehojicich se ran se projevila stejné u diabetickych jako u nediabetickych pacientd. Prislusné
korela¢ni koeficienty ¢&inily 0,4 a 1,0. Tato korelace vedla k Gvaze, zda piitomnost kvasinek nebo
jejich komponent nemiize zplsobovat aktivaci mikroorganismu Pythium oligandrum. Vzhledem
k tomu, 7e biologické testy obsahujici sou€asné tfi rizné mikroorganismy jsou z hlediska svého
provedeni a vyhodnoceni velmi slozité, byla zvolena varianty zahrnuti mrtvych pekafskych kvasinek
Saccharomyces cerevisiae ve formé tzv. kvasni¢ného autolyzatu, ktery je bézné¢ komeréné dostupny.
Pomoci standardniho desti¢kového testu na MEA agaru. Jeho slozeni bylo: 20g/L sladovy extrakt, 20
g/L. glukéza, | g/L pepton, 20 g/l agar. Byla sledovana interakce tfasovky Pythium oligandrum
s dermatofyty Trichophyton interdigitale DMF2477 a Microsporum fulvum P245, u nichz bylo jiz
diive vyzkouseno, e potladuji rist téchto dermatofytii asi na 50 % neinhibovaného ristu. Po pfidani
kvasni¢ného extraktu v koncentraci 1 g/L. do agarového nosice viak opravdu doslo k aktivaci Pythia
spojené se zvysenim inhibice ristu na 75 % u trichophytona a 80 % u microspora. Také tento vysledek
tedy prokazal, jak je vysledek biologické schopnosti Pythia potlacovat nékteré dermatofyty zavisly na
jeho fyziologickém stavu, piiem? mizZe byt jeho biologicka schopnost vyznamné zvy3ena pfitomnosti
dokonce i usmrcenych cilovych organismi nebo jejich dalsi formou zpracovanych komponent a
extraktd, v tomto pripadé komeréniho kvasni¢ného autolyzatu. Z t&chto vysledki bylo mozné vyvodit
pracovni hypotézu, 7e dokonce i usmreené kvasinky maji vliv na zvy3eni OCinnosti fasovky Pythium
oligandrum.

Optimalni dualni pripravek pro eliminaci piivodet mykoéz (dermatofytoz) byl zkousen u pacientl
s mykotickym onemocnénim nohou zahrnujicim dermatofytalni infekce na ploskach, v meziprsti a za
nehty - onychomykézy. Légebny efekt byl hodnocen klinicky koznimi Iékafi a zaroven byly na
pocatku a na konci sledovaného obdobi provadéné mikrobiologicke testy. Pacienti byli randomizovani
do 2 skupin. V prvé skupiné probihala 1é¢ba jednoslozkovym piipravkem s obsahem Fasovky P.
oligandrum, ve druhé skuping byl podan kombinovany preparit s obsahem kvasni¢ného autolyzatu.
Vysledky prokazaly dobrou klinickou ¢innost jiz u preparatu obsahujiciho pouze P. oligandrum, u
dualniho mikrobialniho preparatu vsak byla klinicka u¢innost jesté zlepsena (kontrola 3,0 + 0,
experiment 3,6 + 0,5, t-test, p=0,01). Podobné tomu bylo i u zlepSeni mikrobiologie dle Obr. 9C
(kontrola 2,0 + 0, experiment 2,6 £ 0,5, t-test, p=0,01).

Tyto vysledky potvrzuji, ze dualni mikrobialni preparat podle tohoto vynalezu pro pouziti na
mykézy nohou vykazuje statisticky vyznamné lepSi vysledky ve srovnani se standardnim
monopreparatem.

Celkem u 25 moréat domacich typu Cavia porcellus prob&hla studie sledujici ucinky
jednoslozkového piipravku obsahujici fasovku P. oligandrum. Efekt pripravku byl hodnocen

veterinarnimi lékafi a zéroveri potvrzen odbérem mikrobiologickych vzorkd vzdy na pocatku a na
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konci sledovaného obdobi, kde byl po ukonceni pokusu u vsech jedinci negativni na pfitomnost
dermatofytnich plisni a kvasinek. Celkové skore klinického hodnoceni G¢inkG ptipravku bylo 1,72 +
0,87, p < 0,05, pti znamce 1 — vyborny efekt az ke znamce 4 — bez efektu. Mnohokrat védci popsana
zoonoticka charakteristika dermatofytickych infekci nam zarucuje, ze mechanismus téchto infekci u
zvifat je totozny s mykotickymi infekcemi u lidi. Vzhledem k naro¢nosti klinickych zkouSek a k faktu,
ze vysledky ziskané pfi hodnoceni efektivity jednoslozkového preparatu je shodovaly v porovnani
testovanych humannich i zvifecich skupin, pro dalsi ovéreni efektivity dualniho preparatu je mozné
odkazat se na bod 4.3.

Obé série vyse provedenych experimentl prokazala potencujici vliv kvasinek nebo produktii
jejich metabolismu na u&innost piipravkii obsahujicich P. oligandrum pfi eliminaci plvodch
dermatofytéz. Tento potencujici u¢inek mohl byt zplsobovan aktivaci zivymi kvasinkami nebo
aktivaci jejich metabolity bez bezprostiedniho pozadavku vyskytu zivych kvasinek. Systematickym
vyzkumem se jevila posledni moznost jako pravdépodobnéjsi a byla tedy vyslovena hypotéza, ze P.
oligandrum je ve své schopnosti eliminovat dermatofyty povzbuzovéano urcitymi komponentami
souvisejicimi s kvasinkovym metabolismem.

Tato pracovni hypotéza byla proto testovana: byly pripraveny celkem tfi verze dualniho
mikrobialniho pfipravku podle tohoto vynalezu pro pouziti na mykézy nohou a byla prokazana
stabilita takovych pFipravki a provedeno jejich klinické testovani u pacientll s timto onemocnénim.
Detailni popis ziskanych vysledkii je uveden v Piikladu 4 tohoto vynalezu. Souhrnné vysledky tohoto
testovani prokazaly, ze ve srovnani s Zivou variantou dualnich mikrobialnich preparati musi byt
usmreeny, nezivy partnersky mikroorganismus resp. jeho komponenty pridavany v relativné velkém
mnozstvi, v pfipadé testovaného kvasni¢ného autolyzatu se osvéd¢ilo piidani do cca 10 hmotn. %. U
takto ptipraveného preparatu pak opravdu dochazelo ke statisticky vyznamnému zvyseni G¢innosti
oproti klasickému jednoslozkovému ptipravku. Toto zvySeni bylo ekvivalentni zvySeni pozorovanému
v piipadé, Ze se vyskytla kvasinkova infekce endogenné v disledku prirozené se vyskytujici

koinfekce, k niz dochazi cca ve 20 % piipadu.

4. Priprava, kontrola a testovani ucinnosti dudlniho mikrobidlniho prepardtu podle tohoto vyndlezu

vhodného pro aplikaci v pripadé mykoz nohou véetné onychomykoz u lidi a dermatofytoz u zvirat.
4.1 Protokol pro pripravu dudlniho prepardtu pro pouZiti u mykoz lidi a zvirat.
4.1.1  Priprava technického preparatu Pythium oligandrum M1 ATCC 38472. Postup pouzity pro
tuto piipravu je identicky s postupem uvedenym v &asti 1.1.1. Sarze pouzita v piikladu

provedeni 4 méla 1,3 x 10° oospor na g a kligivost 14.5 %, tj. obsahovala 0,189 x 10° KTJ

(kolonie tvoficich jednotek, ekvivalent CFU) na | g preparatu.
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4.12  Kvasniény autolyzat, piedstavujici druhou komponentu tohoto preparatu, byl zakoupen u

firmy Oxoid.
4.1.3  Piiprava finalni formulace dualniho preparatu pro aplikaci u mykoz
5 Pro piipravu findlni formulace byly pouzity tii rizné varianty pfipravku lisici se vzajemné

svym relativnim obsahem kvasni¢ného autolyzatu, tyto tii varianty byly oznaCeny zkratkou MycosinA,
MpycosinB a MycosinC. Pripravky byly pfipravovany pro zalisovani do Sumivé tablety o celkové vaze
3 g, proto jsou jednotlivé receptury piepocteny na tuto hmotnost. SloZeni jednotlivych pfipravki je
nize uvedené v Tabulce 7.

10 Slozka Pythium oligandrum je obsazena v dudlnim mikrobidlnim preparatu MycosinA,
MycosinB a MycosinC v mnozstvi 12,6.10'KTJna 1 g.

Slozka kvasnicného autolyzdtu je obsazena v dualnim mikrobidlnim preparatu MycosinAd
vmnozstvi S50 mg na 3g tabletu, tj. v mnozstvi 1,66 % hmotn. na jednu tabletu; v preparatu
MycosinB v mnozstvi 100 mg na 3g tabletu, tj. 3,33 % na 3 g tabletu; a 5 % hmotn. na jednu 3g

15  tabletu.
Tabulka 7
Slozeni dualnich preparati pro pouZiti u mykoz a dermatofytoz.
Slozeni je uvedené v mg na 3 g tabletu.
1 1é¢ebna kira zahrnuje 3 aplikace (3 tablety).
Nazev pripravku MycosinA MycosinB MycosinC
Nazev latky CAS No. Obsah (mg)
Pythium Viz. 4.1.1 200 (37.8 x 10 200 (37,8 x 10° 200 (37,8 x 10°
oligandrum KTJ) KTJ) KTJ)
Kvasni¢.autolyz. Viz. 4.1.2 50 100 150
Oxid kiemicity 7631-86-9 110 60 10
Sorbitol 50-70-4 1260 1260 1260
Kyselina 77-92-9 690 690 690
citronova
NaHCO; 144-55-8 540 540 540
PEG 6000 25322-68-3 90 90 90
Na,CO; 497-19-8 60 60 60
Celkem (mg) 3000 3000 3000
20
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4.2 Zkouska stability dudiniho prepardtu vhodného pro aplikaci v pFipadé mykdz a dermatofytoz
Zkouska stability nebyla pro dany preparat provadéna, jelikoz je z literarnich udaji dobre
znamé, Ze piitomnost kvasni¢ného autolyzatu ve vysuseném preparatu neovliviiuje vlastnosti fasovky

P. oligandrum.

4.3 Zkouska efektivity pFipravenych smési s pouzitim in vitro festu
Cilem in vitro efektivitnich testd je prokazat, ze kombinace fasovky Pythium oligandrum M1
ATCC38472 a komponent usmrcenych kvasinek obsazenych v kvasni¢ném autolyzatu budou pisobit
synergnim zpusobem, tj. dojde ke zvy$eni n&které méfitelné in vitro aktivity fasovky Pythium
oligandrum. Z tohoto hlediska byl zvolen standardni laboratorni test potlaeni ristu &ty druhG
dermatofyt(, o nichz je prokazano, ze jsou znamymi plivodci mykotickych onemocnéni zoonotického
charakteru. Konkrétné byly testy provedeny s pouzitim &tyf béznych dermatofytl, od kazdého z nich
byly pouzity dva rizné kmeny: a to Trichophyton interdigitale (Ti), Trichophyton erinacei (Te),
Microsporum fulvum (Mf) a Microsporum canis (Mc). Vysledky stanoveni aktivit jednotlivych
pripravkl jsou uvedeny na obr. 8, pfi¢emz pocet narostlych kolonii dermatofytii je vztazen ke kontrole
bez a&inné latky. Vysledky ukazané na obr. 8 se tykaji pfipravku MycosinB, vysledky ziskané
s pripravky MycosinA a MycosinC byly kvalitativné obdobné, ale vysledna schopnost potlacit
dermatofyty dosahovala pouze asi 30 % nariistu na kontrole. Vysledek na obr. 7 jasné prokazuje, ze
schopnost potlacovat dermatofyty méa jednoduchy piipravek obsahujici pouze P. oligandrum jako
a¢innou latku, bylo dosazeno potlageni na arovni 50 — 60 % kontrolniho nartstu. Samotny kvasnicny
autolyzat v pouzitém testu zadné schopnosti potladit rist dermatofyti nemél, vysledky byly zhruba na
arovni kontrolniho experimentu. U dualniho preparatu bylo prokazano statisticky vyznamné zvySeni
a¢innosti zhruba na Groven 10 % infekce u kontrolnich vzorka.
Vzhledem k naro¢nosti klinickych zkousek provadénych s velkym mnozstvim preparatii podle
tohoto vynalezujel jako pipravek pro preklinické a klinické zkousky navrhovan nejucinnéjsi piipravek

Mycosin B.

Priklad 5

Také aktivace jinych unikatnich schopnosti mikroskopické fasovky Pythium oligandrum
komponentami zdravé mikroflory stoji za zaznamenani. V naSich predchazejicich studiich byla
prokazana unikatni schopnost technické latky Pythium oligandrum rozruSovat biofilmy tvofené
patogennimi bakteriemi osidlujicimi nehojici se rany. Vysledky studie byly pfednesené na XII.
celostatnim kongresu s mezinarodni G¢asti na téma ,Mezioborova spolupréace pii 1é¢be ran a koznich
defektd konaném ve dnech 23. a 24. ledna 2014 na fakulté zdravotnickych studii Univerzity
Pardubice. Provedena méfeni prokazala, Ze ze 160 zkou3enych bakteridlnich kmend Kklinicky

izolovanych z nehojicich se ran jich 129 tvofilo biofilm. Dale bylo prokazano 70 % snizeni tvorby
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biofilmu u biofilm-pozitivnich kmeni po piidani zarodka fasovky Pythium oligandrum ptipravkem
Biomycosin, z tohoto poétu bylo u 43 % testovanych kment zjisténé snizeni biofilmu velmi vyrazné,
doslo ke snizeni aktivity tvorby biofilmu o vice nez 50 %. U 17 % vySetfovanych kmeni nebyla in
vitro zaznamenana 7adna zména v intenzité tvorby biofilmu, u zbyvajicich 13 % sledovanych kmeni
nebyly ziskany reprodukovatelné vysledky. Nejmén& se in vitro dafilo ovlivnit produkci biofilmi
v pripadé sledovanych kment Stenotrophomonas maltophilia a Pseudomonas aeruginosa. Pokud vsak
byly do inkubagnich smési pridany kromé zarodkd fasovky téz baktérie normdlniho kozniho
mikrobiomu Staphylococcus epidermidis, doslo ke sniZeni tvorby biofilmi o vice nez 50 % i u dvou
vy$e zminénych obtiznych kmend. Tento zajimavy jev spolené s poznatky jiz publikovanymi [32],
spole¢né prokazuji, e komponenty normélniho fyziologického mikrobiomu se mohou kromé svych
metabolickych regulacnich funkci téz podilet na snizeni intenzity biofilmu tvoficiho se s ucasti
patogennich mikroorganismd.

Cilem in vitro efektivitnich testl je prokazat, ze kombinace fasovky Pythium oligandrum M1
ATCC38472 a zdravé bakterie normélniho kozniho mikrobiomu bude pusobit synergnim zplisobem,
tj. dojde ke zvySeni nékteré méfitelné in vitro aktivity fasovky Pythium oligandrum. DalSim velmi
dilezitym faktorem, ktery je tieba ovéfit, je specifita takového plsobeni. V predchazejicich
experimentech byly v probiotickych preparatech ¢asto aplikovany komponenty fyziologického
mikrobiomu, ov§em bez zachovani topologické specifity. Uginnost takto podanych preparatii byla
vétsinou velmi nizka, coz dobie koreluje sodlisnym mikrobialnim slozenim fyziologickych
mikrobiomi v topologicky odlisnych lokalitach lidského téla s riznou expozici vnéjsimu prostredi i
riznymi metabolickymi niché. Jednoduchy laboratorni test tvorby biofilmi byl tedy pouzit pro ovéfeni
této hypotézy, jak je popsano v tomto prikladu provedeni. Tvorba biofilmu byla métena na zéklad¢
absorbce modrého mikrobialniho barviva znazoriujiciho intenzitu tvorby biofilmu, pficemz kazdy
experiment byl provadén tikrat nezavisle v triplikatu [38]. Pro priikaz ovlivnéni Zivotaschopnosti
mikroorganismii obsazenych v biofilmech byla jesté tato Zivotaschopnost také méfena testem vitalniho
barveni podle literarni citace [39].

Vysledky téchto stanoveni provadénych jednak s preparaty obsahujicimi pouze
mikroskopickou fasovku P. oligandrum podle vynalezu CZ 302 297 B2, jednak s optimalizovanymi
dualnimi mikrobialnimi preparaty popsanymi v prikladech provedeni 1, 2 a 3 dle pfedkladaného
vyndlezu jednoznaéné prokazaly, ze k optimalnimu rozruSeni biofilmi dochazelo vidy pouze
v piipadé dudlnich preparatd obsahujicich fyziologickou mikrobialni komponentu obsazenou
v mikrobiomu relevantni topologie. Biofilmy dutiny Gstni tedy byly nejucinngji rozrudovany dudlnim
mikrobialnim preparatem obsahujici dominantni fyziologicky mikrob této lokalizace, zatimco efekt
jinych fyziologickych komponent byl minoritni. Podobné diikazy o specifité¢ pak byly prokazany i
v piipadé kozniho a vaginalniho mikrobiomu.

Takto ziskané vysledky jsou velmi vyznamné, protoze ukazuji, Ze neexistuje univerzalni

probioticky ani dualni mikrobidlni preparat vhodny pro dlouhodobé potlaceni symptomu oportunnich
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mikrobialnich infekci, ale G&inny je vzdy pouze preparat sobsahem topologicky relevantni

mikrobialni komponenty.

Tabulka 8.

Vliv duslnich mikrobialnich pFipravki podle patentu CZ 302 297 B2 a podle tohoto vynalezu na
tvorbu a aktivitu mikrobialnich spolegenstev tvoficich biofilm v dutiné dstni (konkrétné sledovana

tvorba biofilmu pro baktérie Streptococcus gordonii a Fusobacterium nucleatum).

Pouzity prepardt Tvorba biofilmu (Asyy) * Aktivita biofilmu (A 90)*

Kontrola 1,05+ 0.15 0,90 + 0,04

Chytra Houba Pythie BioPlus 0,69 +0,10 0,57 £ 0,04
Plaque B 0,12 +0,08 0,10+ 0,01
Biomycosin 0,70+ 0.11 0.56 £0.03
Nonheal B 0.72+0.10 0.53+0.04

Feel Fresh 0,50 + 0,08 0,45 £ 0,03

Vaginal B 0,51 40,07 0,44 + 0,04

* Je uvedena pramérna hodnota absorbance + smérodatna odchylka vypoctena ze tiech nezavislych

stanoveni, z nichz kazdé bylo provedeno v triplikatu (tfi nezavisla mereni).

5.1 Vliv dudlnich mikrobidlnich prepardtii na rozruseni biofilmii obsahujicich bakterie dutiny ustni.

V tomto testu byly pouzity jednoduché laboratorni testy tvorby a viability biofilml pouZzivajici
jako sledované komponenty dvé bakterie dutiny ustni, Streptococcus gordonii a Fusobacterium
nucleatum. Obé tyto bakterie maji pfi tvorb&é mikrobialnich biofilmi dutiny ustni kli€¢ovou tlohu:
Streptococcus je totiz jedinou bakterii schopnou se zachytit pfimo na zubni skloving v agresivnim
prostiedi dutiny Gstni, zatimco svym rozmérem veliké baktérie rodu Fusobacterium tvofi dulezita
zachytna centra pro kolonizaci bakteriemi oranzového a erveného komplexu a invazivnimi patogeny
typu Aggregatibacter actinomycetemcommitans. Vysledky laboratorniho testu jsou uvedené v Tabulce
8 na predchazejici strané. Vysledky jasné ukazuji, ze zatimco u jednoduchého preparatu obsahujiciho
pouze Fasovku P. oligandrum dochazelo pouze k mensimu ovlivnéni biofilmu, k velmi vytaznému
rozru$eni i omezeni viability oralniho biofilmu doslo pouze pomoci dualniho preparatu PlagueB.
Pongkud vyznamnéjsi rozruseni biofilmu zpiisobené piipravkem FeelFresh a VaginalB lze pricitat

vy$$imu procentualnimu obsahu pythia v tomto pfipravku.

5.2 Vliv dudlnich mikrobidlnich prepardtii na rozruseni biofilmii obsahujicich bakterie nehojicich se
ran.

V tomto testu byly pouzity jednoduché laboratorni testy tvorby a viability biofilm0 pouzivajici
jako sledované komponenty dvé bakterie tvofici biofilmy v nehojicich se ranach, totiz

Stenotrophomonas maltophilia a Pseudomonas aeruginosa. Tyto bakterie byly pouzity z toho divodu,
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7e v predchazejicich testech provadénych Dr. Karlem Menclem na Oddéleni klinické mikrobiologie

Nemocnice Pardubice byly tyto dva kmeny odolné na rozruseni biofilmu pomoci jednoduchych

preparatd pouzivajicich pouze fasovku Pythium oligandrum. Vysledky uvedené v Tabulce 9 ovSem

jasné ukazuji, ze dualni mikrobialni preparat uréeny pro zlepseni klinické infekce u nehojicich se ran a

obsahujici normalni komponentu kozniho mikrobiomu Staphylococcus epidermidis byl schopen tento

nedostatek (¢inné prekonat a zajistit i¢inné rozrudeni biofilmu u téchto odolnych druhi. Urity mensi

vliv zaznamenal i preparat VaginalB obsahujici laktobacily, u nichz byla takova aktivita popsana [33].

Tabulka 9

Vliv duglnich mikrobialnich pFipravki podle patentu CZ 302 297 B2 a podle tohoto vynalezu a
aktivitu mikrobidlnich spolecenstev tvoFicich biofilm v nehojicich se ranach (konkrétné sledovana

tvorba biofilmu pro baktérie Stenotrophomonas maltophilia a Pseudomonas aeruginosa).

Pouzity preparat Tvorba biofilmu (Asg)* Aktivita biofilmu (A 490) *

Kontrola 1,10 £0.25 0,86 + 0,05

Chytra Houba Pythie BioPlus 0,70+ 0,08 0,58 +£ 0,03
Plaque B 0,68 0,07 0,56 + 0,04
Biomycosin 0,60+ 0,10 0,50 £ 0,03
Nonheal B 0,13+ 0,07 0,10+ 0,01

Feel Fresh 0,50+ 0,08 0,44 + 0,04

Vaginal B 0,31+ 0,07 0,25 + 0,02

* Je uvedena primérna hodnota absorbance + smérodatna odchylka vypoctena ze tiech nezavislych

stanoveni, z nichz kazdé¢ bylo provedeno v triplikatu (tfi nezavisla méfeni).

Tabulka 10

Vliv dualnich mikrobialnich p¥ipravki podle patentu CZ 302 297 B2 a podle tohoto vynalezu na
tvorbu a aktivitu mikrobialnich spoleenstev tvoFicich biofilm v mistech nachylnych ke

kvasinkovym infekcim (konkrétn¢ sledovana tvorba biofilmu pro patogenni kvasinku Candida

albicans).
PouZity prepardt Tvorba biofilmu (A5 * Aktivita biofilmu (A1) *

Kontrola 1,08 £ 0,20 0,96 + 0,05

Chytra Houba Pythie BioPlus 0,72 + 0,09 0,56 £ 0,04
Plaque B 0,70 + 0,08 0,55+ 0,05
Biomycosin 0,70+ 0,10 0,54 £ 0,02

Nonheal B 0,68+ 0,07 0,53 +0,02

Feel Fresh 0,50 £ 0,07 0,44 £ 0,01

Vaginal B 0,07 £ 0,02 0,06 £ 0,01
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* Je uvedena pramérna hodnota absorbance + smérodatna odchylka vypoctend ze tiech nezavislych

stanoveni, z nichz kazdé¢ bylo provedeno v triplikatu (tfi nezavisla méfeni).

5.1 Vliv dudlnich mikrobidlnich prepardtii na rozruseni biofilmii tvorenych patogennimi kvasinkami

V tomto testu byly pouzity jednoduché laboratorni testy tvorby a viability biofilmi pouZivajici jako
sledovanou komponetu kvasinku Candida albicans. K nejicinngj$imu rozrueni tohoto biofilmu
dochazelo pomoci dualniho mikrobialniho preparatu VaginalB, jak je evidentni z vysledkii uvedenych
v Tabulce 10 vyse. Tyto poznatky mohou mit obecny vyznam, protoze patogenni kvasinka Candida
albicans Casto tvoii kombinované mikrobialni biofilmy v kombinaci s nékterymi druhy patogennich

bakterii.

Priklad 6
(Obr. 8)

Velkou prednosti dudlnich mikrobiélnich preparati podle piedkladaného vyndlezu je moznost
jejich preventivniho pouziti, k ¢emuz je mozno vyuzit az desetinasobné nizSich hodnot aktivnich
komponent na zakladé moznosti G¢inné kolonizace a dlouhodobé propagace na misté urceni. Uginného
mykoparazitismu fasovky P. oligandrum a antifungalniho pasobeni nékterych jinych mikrobialnich
kmenii je oviem mozné pouzit téz k ochrané Zivotniho a pracovniho prostiedi pfed plisnémi.
V Iékaiské literatufe je dobie popsano, Ze plisné nachazejici se v Zivotnim a pracovnim prostredi
mohou vystielovat §kodlivé spéry do svého okoli. Jestlize jejich priméré koncentrace ve vzduchu
presahne hodnotu 500 zivotaschopnych spor na 1 m’, mohou se podle standardd Svétové zdravotnické
organizace (WHO) jiz pIné projevit $kodlivé vlivy vedouci k alergiim, respiratnim onemocnénim
nebo dokonce depresim.

Na zékladé vynalezu CZ 302 297 B2 byl vyvinut a je spé$né pouzivan protiplisiovy
prostiedek BioRepel obsahujici P. oligandrum slouzici zejména k eliminaci plisni ze zdi, stropd,
podlah a jinych prostor zamorenych mistnosti. Soucasné jsou k tomuto ucelu pouzivany jiné
mikrobialni preparaty schopné eliminovat plisné na zékladé principu antibiézy vyuzivajici k témto
u¢elim zejména hojné rozsireny bacil Bacillus amyloliquefaciens.

Efektivita dualniho preparatu pro eliminaci plisni a kvasinek z Zivotniho prostiedi zalozeného
na kombinaci dvou vye uvedenych mikroorganismi se testuje v terénnich experimentech za
podminek jejich faktického pouziti. Experimentalnim objektem je napfiklad sténa ve vlhké mistnosti
s rovnomérnym vyskytem &erné plisné Aspergillus niger, piicemz pied aplikaci a 6 mésict po aplikaci
méFime koncentraci spor v mistnosti a kvantitavné se vyhodnocuje téz pfitomnost plisné ptimo ve
stérech z materialu odebraného ze stén standardnim zptisobem. Pro aplikaci se 3 g preparatu rozdéli do
dvou sacki, satek A obsahuje 1 g piipravku a sadek B obsahuje 2 g pfipravku. Sacek A se
resuspenduje v 10 | vlazné vody a veskera zasazena plocha se pretie houbickou namocenou do tohoto

piipravku. Po zavadnuti se jesté stejna oblast pietfe houbi¢kou navlh¢enou do roztoku B, ktery se
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ptipravy resuspendovanim satku B v 1.5 | vlazné vody. Odbéry na zjisténi efektivity jsou provadény
po | mésici, 3 mésicich a 6 mésicich, kdy je terénni pokus ukoncen. Jako efektivni je pfipravek
hodnocen v pripadé, kdy se mnozstvi spor ve spadu snizi na méné nez 500 (WHO norma) a pfitomnost
plisné zjisfovana stérovou zkouskou snizi na stupefi | (piitomna sporadicky pouze po kultivaci).
Konkrétni vysledek terénnich experimentii ve dvou rGiznych lokalitach je znidzornén na Obr. 8. Je
zietelné, ze v obou sledovanych lokalitich po 6 mésicich po aplikaci doSlo k pozadovanému sniZeni
koncentrace spor v ovzdusi na hodnotu pod 500 pouze pfi pouziti dualniho preparatu, ackoliv obé jeho
komponenty vykazovaly jisté sniZeni oproti kontrole (Obr. 8A). Podobné pouze dualni preparat sniZil
fakticky vyskyt plisni na zdi prokazovany stérovou zkouskou na cilovou hodnotu kolem 1,0. I v tomto
pripadé byl efekt jednotlivych preparati pouze ¢asteSny a nebylo dosazeno cilové hodnoty (Obr. 8B).

Tyto vysledky potvrzuji hypotézu, ze dualni mikrobialni preparat pro eliminaci plisni a
kvasinek z zivotniho prostiedi vykazuje lepsi vysledky nez standardni preparat.

Tato hypotéza byla nami dale systematicky testovana a ovéfovana. V ramci tohoto ovéfeni
jsme pripravili dle postupl popsanych v tomto piikladu provedeni tfi rizné varianty kombinovaného

preparétu a jejich ¢innost vaci cilovym plisnim jsme ovéfovali za podminek in vitro.

5. P#iprava, kontrola a testovdni ucinnosti dudlniho mikrobidlniho prepardtu vhodného pro

eliminaci plisni a kvasinek z Zivotniho prostredi.

6.1 Protokol pro pripravu dudlniho prepardtu pro pouziti na nehojici se rdany nediabetiku.

6.1.1. Pfiprava technického preparatu Pythium oligandrum M1 ATCC 38472.
Postup pouzity pro tuto pfipravu je identicky s postupem uvedenym v &asti 1.1.1. Sarze
pouzita v piikladu provedeni 6 méla 1,0 x 10° oospor na g a kligivost 12,6 %, tj. obsahovala 0,126 x

10° KTJ (kolonie tvoricich jednotek, ekvivalent CFU) na | g preparatu.

6.1.2. Priprava technického preparatu Bacillus amyloliquefaciens CCM 1084

Pavodni kultura Bacillus amyloliquefaciens CCMI1084 je po doruceni ze sbirky
mikroorganismi uchovéavana pti -70 °C. Pro kultivaci je malé mnozstvi kultury nejprve pfeneseno na
misku s agarem a médiem 10 pro kultivaci bacilii o slozeni peptone, 5 g/l, hovézi extrakt, 3 g/l,
MnSO,.H,0 0.01 g/l, pH média upraveno na 7.0. Misky byly kultivovany pfi 37 °C pies noc. Deset
dobfe separovanych kolonii bylo pieneseno do dvou 21 Erlenmayerovy bariky obsahujici 500 ml média
10 vyse uvedeného slozeni. Baktérie byly kultivovany do stfedu logaritmické faze, poté byly baktérie
sedimentovany centrifugaci (10000xg,,, 20 min) a tfikrat promyty v 0.1 M sodnocitratovém pufru pH
6.0. Po poslednim promyti byl sediment baktérii peclivé zbaven zbytkii pufru a vysusen mrazovou

sublimaci (lyofilizaci).
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Z 1 | kultury byl ziskan cca 0.6 g lyofilizovanych bakterii obsahujicich 10 KTJ (CFU) na 1

mg prasku.

6.1.3. Piiprava finalni formulace dualniho preparatu pro pouZiti pro eliminaci plisni a kvasinek
z Zzivotniho prostiedi.

Pro piipravu finalni formulace byly pouzity tii rizné varianty piipravku lisici se vzajemné
svym relativnim obsahem baktérie Bacillus amyloliquefaciens CCM1084, tyto tfi varianty byly
oznaGeny zkratkou MouldA, MouldB a MouldC. Pfipravky byly pfipravovany pro pouZiti v jednom
baleni obsahujicim 3 g sypkého preparatu (jde o satek A obsahujici 1 g a sicek B obsahujici 2 g

sypkého preparatu). Slozeni jednotlivych ptipravkii je nize uvedené v Tabulce 11.

15

20

25

Tabulka 11
Slozeni dualnich preparati pro eliminaci plisni a kvasinek z Zivotniho prostiedi. SloZeni je
uvedené v mg na 3 g sypkého pripravku.
Ndzev pripravku Mould 4 MouldB MouldC
Nazev latky CAS No. Obsah (mg)
Pythium Viz. 1.1.1 750 (94,5 x 10° 750 (94,5 x 10° 750 (94,5 x 10

KTJ) KTJ) KTJ)

Bacilus Viz. 1.1.2 0,1 (10" KTJ) 1 (10°KTJ) 10 (10° KTJ)
Silikagel 7631-86-9 2499.9 2499 2490
Celkem 3000 3000 3000

6.2 Zkouska stabilit dudiniho prepardtu pro eliminaci plisni a kvasinek z Zivotniho prostredi

Zkouska stability dualniho preparitu pro pouziti v duting ustni musi zjistit, zda nedoslo ke
vzijemnému negativnimu pisobeni obou mikrobidlnich komponent po dobu skladovani pfipraveného
preparatu, nejméné viak po dobu vykonani testii efektivity in vitro a in vivo. Jedno baleni (3 g)
ptipravku MouldA, MouldB nebo MouldC se resuspenduje v 10000 ml vlazné vody (teplota cca
35 °C). Po dokonalém resuspendovani se odebere 10 ml na stanoveni kli¢ivosti Pythia a | ml na
stanoveni KTJ (CFU) jednotek bacila. Pro stanoveni KTJ u bacila jeSt¢ vzorek fedime desitkovou
Fedici fadou, a na stanoveni KTJ pouzijeme nefedény preparat pro MouldA (fedeni 1 x), prvé fedéni
pro MouldB (fed&ni 10 x) a druhé fedéni pro MouldC (fedéni 10? x). Zkouska stability se provadi
ihned po vyrobé pripravku, a dale po 1, 2, 3, 4, 5 a 6 mésicich. Z vysledku je mozné uzavrit, ze
viabilita Pythia se béhem Sesti mésicti skladovani a nasledného pouziti preparatu nejprve ponékud
snizila, a posléze ustalila na hodnoté odpovidajici cca 75 % plivodné deklarované nominalini hodnoty.
Naopak u bacila nedochazelo béhem zkouseného obdobi k vyznatnym zménam ve vzchazivosti, ktera

odpovidala téméF pivodné deklarované hodnot€.
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Lze tedy uzaviit, 7e vysulenim plvodnich aktivnich komponent a jejich uchovavani

v piitomnosti silikagelu vyznamnym zplsobem vzchazivost zadné z komponent duélniho preparatu.

6.3 Zkouska efektivity pFipravenych smési s pouZitim in vitro testu

Cilem in vitro efektivitnich testl je prokazat, ze kombinace Fasovky Pythium oligandrum M1
ATCC38472 a zdravé bakterie normalniho kozniho mikrobiomu Staphylococcus epidermidis
CCM2124 bude piisobit synergnim zpiisobem, tj. dojde ke zvySeni nékteré méfitelné in vitro aktivity
tasovky Pythium oligandrum. 7 tohoto hlediska byl zvolen standardni laboratorni test potlageni ristu
kontaminujici plisné na sténach Aspergillus niger. Vlastni provedeni testu spocivalo v pouZiti
standardniho aplikaéniho protokolu, ktery je vzdy zahajen resuspendovanim suchého pfipravku
s obsahem samotného pythia (pfipravek BioRepel), popfipadé nékteré z vyse uvedenych testovacich
piipravki oznaéenych jako MouldA, B nebo C. Pripravky byly resuspendovany v 250 ml vlazného
(cca 35 °C) fyziologického roztoku, a 12,5 ml této suspenze bylo poté smichdno pfimo s 12,5 ml
dvakrat koncentrované smési pro piipravu MEA agarovych desti¢ek. Na takto pfipravené desky bylo
po jejich zchladnuti aplikovano rovnomérné 10° plisiovych mikrokonidii plisné Aspergillus niger.. Po
tydenni kultivaci pii 28 °C byl odecten pocet narostlych kolonii ve srovnani s kontrolni miskou,
piicemz snizeni poétu kolonii oproti kontrole je méfitkem ¢innost pythia. Vysledky tohoto testu jsou
uvedeny nize v Tabulce 12. Vysledky ukazuji, Zze zatimco samotné pythium mélo vyznamny vliv na
potlateni ristu kvasinek na experimentalnich miskach, jeho kombinace se staphylokokem
produkovala dal$i posileni G&inku. V piipadé vSech t¥i patogennich kvasinkovych kmend byl
nejuéinngjsi pripravek za podminek in vitro preparat MouldB, pfipravky ve sloZeni oznaceném jako
MouldA a MouldC dosahovaly zhruba kolem 50 % této G&innosti. Vzhledem k narocnosti terénnich

testi je pro dalsi terénni zkousky navrhovan nejacingjsi ptipravek MouldB.

Tabulka 12
Testovani dualnich preparati pro eliminaci plisni a kvasinek z prostiedi
Aspergillus niger Aspergillus niger Aspergillus niger
Pocet Rel.ucin. Pocet Rel.ucin. Pocet Rel.ucin.
Kontrola 1054 - 1064 - 1110 -
Pythium 340 67,7 350 67,1 352 68,2
MouldA 287 72,8 280 73,7 273 75,4
MouldB 105 90,0 85 92,0 80 92,8
MouldC 289 72,5 283 73,4 270 75,7

Uvedeny piiklad na pouziti dualniho mikrobidlniho preparatu uvedeny v tomto piikladu
provedeni pro eliminaci plisni nebo kvasinek z okolniho prostfedi neni omezujici. Tento typ dudlniho
mikrobialniho preparatu miize byt vyhodné pouzit jako prevence vyskytu plisni a kvasinek
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v Zivotnim a pracovnim prostiedi, coZ mize byt pro osoby trpici oportunimi mikrobialnimi infekcemi

dulezité.

Priamyslova vyuzitelnost

Reseni je uréeno pro aplikace pro zdravou dutinu ustni, nehojici se rany jako jsou bércové
viedy, na kizi a pro potlateni kvasinek vyskytujicich se na vyse uvedenych mistech a na sliznici
urogenitalniho traktu, i pro jind mistech lidského téla, zejména potom na kizi napadené plisiiovymi

nebo kvasinkovymi infekcemi.
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PATENTOVE NAROKY

Duélni mikrobialni preparat pro dlouhodobé¢ potlateni nebo prevenci symptomii oportunnich
mikrobialnich infekci, zejména symptomd zpisobenych dysbiosou, vyznadujici se tim, Ze
zahrnuje dvé zakladni mikrobialni komponenty ve vzajemném synergnim pisobeni, a to
mikroskopickou fasovku Pythium oligandrum a komponentu mikrobiomu, pfi¢emz komponentou
mikrobu je fyziologicky mikrobiom lidského nebo zvifeciho piivodu nebo mikrobiom pochazi

ze Zivotniho prostiedi.

Dualni mikrobiaini preparat podle naroku 1 vyznadujici se tim, Ze mikroskopicka fasovka
Pythium oligandrum 1 komponenta fyziologického mikrobiomu jsou pritomny v podob¢

umozitujici jejich vzkliceni, nasledné namnozeni a kolonizaci cilovych tkani.

Dualni mikrobialni preparat podle narokii 1 a 2 vyznadujici se tim, Ze mikroskopicka fasovka

Pythium oligandrum obsahuje mnozstvi 10° az 10’ KTJ (kolonie tvoficich jednotek) na 1g.

Dualni mikrobialni preparat podle narokd 1 az 3 vyznatujici se tim, ze mikroskopicka fasovka

Pythium oligandrum obsahuje mnozstvi 10°az 10° KTJ (kolonie tvoficich jednotek) na 1 g.

Dualni mikrobialni preparat podle naroku 1 az 4 vyznalujici se tim, Ze komponenta

fyziologického mikrobiomu obsahuje mnozstvi 10°az x 107 KTJ (kolonie tvoricich jednotek) na

1g.

Dualni mikrobialni preparat podle naroku 1 az 5 vyznalujici se tim, Ze komponenta

fyziologického mikrobiomu obsahuje mnozstvi 10° az 10'° KTJ (kolonie tvoficich jednotek) na

lg.

Dualni mikrobialni preparat podle naroku 1 az 6 vyznadujici se tim, Ze pro obé mikrobialni

komponenty je zdrojem zivin fermentovany substrat obsazeny v fasovce Pythium oligandrum.

Duélni mikrobialni preparat podle narokd 1 az 7, vyznaéujici se tim, ze dale obsahuje nejméné
jednu z pomocnych slozek ze skupiny zahrnujici:
desikant jako je oxid kiemicity;
komponenty pufratniho systému jako je kyselina citronova, hydrogenuhli¢itan sodny a uhli¢itan
sodny;
protispékaci latka, jako je sorbitol nebo polyethylenglykol; a
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prostredek pro tvorbu fyziologického osmotického prostiedi, jako je chlorid sodny.

Dualni mikrobialni preparat podle narokii 1 az 8, vyznacujici se tim, Zze komponentou
fyziologického mikrobiomu je jedna z komponent zdravého mikrobu dutiny ustni, jako je bakterie

Capnocytophaga sputigena.

Dualni mikrobiaini preparat podle narokii 1 az 8, vyzmacujici se tim, ze komponentou
fyziologického mikrobiomu je lidsky mikrobiom, a to jedna z komponent zdravého mikrobiomu

kaze, jako je bakterie Staphyloccocus epidermidis.

Duélni mikrobialni preparat podle narokd 1 az 8, vyznacujici se tim, Ze komponentou
fyziologického mikrobiomu je lidsky mikrobiom, a to jedna z komponent zdravého vaginalniho

mikrobiomu, jako je peroxidy produkujici Lactobacillus crispatus.

Dualni mikrobialni preparat podle naroku 1,vyznaéujici se tim, ze

bud’ mikroskopicka fasovka Pythium oligandrum nebo komponenta fyziologického mikrobiomu

jsou ptitomny ve formé nezivych slozek, jako usmrcené buiiky, bun&éné extrakty, nebo

isolované bunééné frakce.

Dualni mikrobialni preparat podle naroku 12, vyznacujici se tim, ze pro fasovku Pythium
oligandrum je mikrobialnim aktivatorem kvasnicny autolyzat v mnozstvi 0, 1 % az 10 % hm.

z celkového mnozstvi dualniho preparatu.

Dualni mikrobialni preparat podle narokd 1 az 15, vyznacujici se tim, ze pomocné latky jsou
upraveny zpsobem umoziujicim aplikaci ve formé masti, krémd, olejt, Sipkd nebo ve formé

tekutého vodného pripravku.

Dualni mikrobialni preparat podle naroku 1, vyznaujici se tim, Ze mikrobialni komponenta

pochézejici ze Zivotniho prostiedi obsahuje 10° az 10" KTJ (kolonie tvoficich jednotek) na 1 g.

Duélni mikrobialni preparat podle naroku 15, vyznacujici se tim, Zze mikrobialni komponentou

pochazejici ze zivotniho prostiedi je baktérie Bacillus amyloliquefaciens.
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