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Raport konncowy dotyczgcy badania przeciwbakteryjnego dziatania produktu OKCEL

W ramach zlecenia dokonano badania przeciwbakteryjnego dziatania produktéw OKCEL (przedmiotowe
$rodki o dziataniu hemostatycznym, produkowane przez firme Synthesia, a.s.) na wybrane
drobnoustroje (lista badanych szczepdw bakterii jest podana w zalgczonej Tabeli 1). Badanie
przeprowadzono za pomocg zaréwno metody rozcienczania jak i metody dyfuzyjnej. Badanie
przeprowadzono w dwéch osrodkach Wydziatu Biologii i Biotechnologii, Uniwersytetu w Pardubicach, tj.
w pracowni Mikrobiologii Produktéw Spozywczych {pod kierownictwem dr inz. Jarmili Vytfasovej, dr inz.
Petry Motkovej oraz Drahomiry Hofmanovej) oraz w pracowni Mikrobiologii Klinicznej (pod
kierownictwem doc. dr Jaroslavy Mazurovej, mgr Rudolfa Kukli oraz dr Petry Mosio).

Procedura operacyjna. Rozpoczeto od przygotowania roztwordw bakteryjnych (zageszczenie komérek
dostosowano do poziomu 10% cfu/ml, co odpowiada 0,5 stopnia na skali zmetnienia Mc Farlanda).
Zawiesina kazdej bakterii w roztworze solankowym byta zawsze przygotowywana ze Swiezej, 24-
godzinnej kultury bakterii. Serie dziesieciokrotnych rozcieiczenn przygotowano poprzez rozciefczanie
komérek do gestoéci 10° cfu/ml. Przeprowadzono kontrolny monitoring rzeczywistej liczby komoérek z
roztworu 10° cfu/ml poprzez rozprowadzenie 100 ml za pomocg patyczka L na powierzchni podioza, w
zaleznosci od potrzeb poszczegdlnego szczepu bakterii (Tabela No. 1) oraz inkubowanie w optymalne;j
temperaturze przez optymalny czas. Wszystkie badania byly zawsze przeprowadzane dwukrotnie.

Metoda rozcienczania zawiesiny 1 g probke badanego produktu OKCEL umieszczano w szerokiej
plastikowe] probéwce zawierajgcej 2 ml zawiesiny bakteryjnej (o gestosci 10® cfu/ml) oraz 18 ml
odpowiedniego srodka odzywczego. Po 6, 24 oraz 48 godzinach, powierzchnia stosownego srodka
kultywacyjnego byta zaszczepiana 100 ml roztworu i rozprowadzana patyczkiem L. Inkubacje
przeprowadzono w optymalnych warunkach dla kazidego drobnoustroju. Po inkubacji policzono
wyhodowane kolonie oraz wyznaczono wartos¢ logarytmicznej redukcji zahamowania wzrostu dla
kazdego szczepu bakterii w doktadnym czasie interakcji z produktem OKCEL (Tabela 2). Puste badania
{bez badanej probki) zostaty wykonane jednoczesnie na wszystkich badanych drobnoustrojach. Dalsza
procedura wyglgdata tak samo, jak opisano powyiej.

Metoda dyfuzji: Swieza, 24-godzinna kultura stosowanego drobnoustroju byta rozprowadzana na ptytce
Petriego z odpowiednim podtozem odzywczym, tak aby jednolicie pokry¢ catg powierzchnie ptytki. Po
wysuszeniu powierzchni, badana prébka produktu OKCEL byta aseptycznie umieszczana i dociskana do
powierzchni podtoza. Hodowanie trwato od 24 do 48 godzin. Nastepnie dokonywano pomiardow strefy
zahamowania (Tabela 3). Po zdjeciu badanej prébki przeprowadzano rozmaz $rodka kultywujgcego, a
nastepnie ponownie wszczepiano na powierzchnie nowej pozywki | poddawano inkubacji. Potwierdzato
to, czy nastepowato catkowite zahamowanie wzrostu drobnoustrojow.
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Tabela 1: Zestawienie bakterii, pozywek oraz optymalnego czasu i temperatury inkubadji

Mikroorganizmy

Pozywki

Temperatura /
czas inkubacji

CCM 4223

Staphylococcus aureus

Podtoze odzywcze nr 2

37 °C/ 24-48 godzin

CCM 4418

Staphylococcus
epidermidis

Padtoze odzywcze nr 2

37 °C/ 24-48 godzin

lzolat kliniczny

Streptococcus pyogenes

Mueller-Hinton z 5%

37 °C/ 24-48 godzin

krwig baranig

grupa A krwig baranig

CCM 6187 Streptococcus Mueller-Hinton z 5% 37 °C/ 24-48 godzin
agalactiae grupa B krwig baranig

CCM 4046 Streptococcus salivarius | Mueller-Hinton z 5% 37 °C/ 24-48 godzin

Izolat kliniczny

Branhamella catarrhalis
(Moraxella}

Mueller-Hinton z 5%
krwig baranig

37 °C/ 24-48 godzin

CCM 3954 Escherichia coli Podtoze odzywcze nr 2 | 37 °C/ 24-48 godzin
Izolat kliniczny Klebsiella pneumoniae Podtoze odzywcze nr2 | 37 °C/ 24-48 godzin
CCM 4420 Salmonella enteritidis Podtoze odzywcze nr 2 | 37 °C/ 24-48 godzin
CCM 303 Serratia marcescens Podtoze odzywcze nr 2 | 30 °C/ 24-48 godzin

Izolat kliniczny

Staphylococcus aureus
oporny na metycyline
(MRSA)

Mueller-Hinton z 5%
krwig baranig

37 °C/ 24-48 godzin

[zolat kliniczny Streptococcus Mueller-Hinton z 5% 37 °C/ 24-48 godzin
pneumoniae oporny na | krwig baranig (10% CO,)
penicyline (PRSP}
Izolat kliniczny Enterococcus oporny na | Mueller-Hinton z 5% 37 °C/ 24-48 godzin
wankomycyne (VRE) krwig baranig
Izolat kliniczny Staphylococcus Mueller-Hinton z 5% 37 °C/ 24-48 godzin
epidermidis oporny na krwig baraniag
metycyline (MRSE)
CCM 1799 Proteus spp. Podtoze odzywcze nr 2 | 37 °C/ 24-48 godzin
CCM 1729 Corynebacterium Mueller-Hinton z 5% 37 °C/ 24-48 godzin
Xerosis krwig baranig
Izolat kliniczny Mycobacterium Podtoze Lowenstein- 37 °C/ 72 godziny
smegmatis Jensena
CCM 4435 Clostridium perfringens | Pozywka z krwi z 7% 37 °C/ 24-48 godzin, w
krwig baranig warunkach
beztlenowych
CCM 450 Bacteroides fragilis Podtoze agarowe 37 °C/ 120 godzin, w
Wilkinsa i Chalgrena z warunkach
7% krwig barania beztlenowych
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CCM 4224 Enterococcus faecalis Podtoze odinCié nr2 37 °C/ 24-48 godzin

CCM 1903 Enterobacter cloacae Podtoze odzywcze nr 2 37 °C/ 24-48 godzin

CCM 3955 Pseudomonas Podtoze odzywcze nr 2 37 °C/ 24-48 godzin
aeruginosa

CCM 2660 Pseudomonas stutzeri Podtoze odzywcze nr 2 37 °C/ 24-48 godzin

CCM 1944 Proteus mirabilis Podtoze odzywcze nr 37 °C/ 24-48 godzin

2/DC agar

Izolat kliniczny Staphylococcus Mueller-Hinton + 5% 37 °C/ 24-48 godzin
saprophyticus krwig barania
CCM 5693 Arcanobacter Mueller-Hinton + 5% 37 °C/ 24-48 godzin
haemolyticus krwig barania
CCM 4699 Listeria monocytogenes | Pozywka z krwi z 7% krwig | 37 °C/ 24-48 godzin
baranig
Tabela 2: Wyniki badania metoda rozciericzania
Kontrola OKCEL OKCEL OKCEL
Drobnpusiraje stezenia Po 6 Po 24 Po 48
wstepnego godzinach | godzinach | godzinach
{cfu/ml) {cfu/ml) {cfu/ml) {cfu/ml)
CCM 4223 Staphylococcus aureus 1,0.108 0 0 0
CCM 4418 Staphylococcus epidermidis 3,9.108 0 0 0
izolat Streptococcus pyogenes 1,2.108 0 0 -
kliniczny grupa A
CCM 6187 Streptococcus agalactioe 1,5.108 0 0 -
grupa B
CCM 4046 Streptococcus salivarius 4,3.107 6] 6] -
Izolat Branhamella catarrhalis 3,4.107 0 0 -
kliniczny (Moraxella)
CCM 3954 Escherichia coli 1,4.108 2,2.102 0 0
jzolat Klebsiella pneumoniae 1,0.108 5,0.103 0 0
kliniczny
CCiMt 4420 Salmonella enteritidis 1,3.108 2,7 .102 0 0
CCM 303 Serratia marcescens 6,7 .108 0 0 0
|zolat Staphylococcus aureus 6,9.107 2,6.106 0 -
kliniczny oporny na metycyline (MRSA)
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Izolat Enterococcus oporny na 5,4.107 5,8.106 | 1.101 0
kliniczny wankomycyne (VRE)
Izolat Staphylococcus epidermidis 8,5.107 6,3.106 0 0
kliniczny oporny na metycyline

(MRSE)
CCM 1799 | Proteus spp. 2,0.108 8,2.102 3,2.102 0
CCM 1729 | Corynebacterium xerosis 5,9.107 0 0 -
Izolat Mycobacterium smegmatis 3,0.106 N 5,2.102 0
kliniczny
CCM 4435 | Clostridium perfringens 2,3.107 0 0 0
CCM 4508 | Bacteroides fragilis 5,5.107 0 0 -
CCM 4224 | Enterococcus faecalis 1,4.108 N 0 0
CCM 1903 | Enterobacter cloacae 1,3.108 0 0 0
CCM 3955 | Pseudomonas aeruginosa 1,0.108 0 0 0
CCM 2660 | Pseudomonas stutzeri 4,6.108 0 0 0
CCM 1944 | Proteus mirabilis 2,6.108 1,9.102 0 0
Izolat Staphylococcus 7,0.107 5.101 1.101 0
kliniczny saprophyticus
CCM 5693 | Arcanobacter haemolyticus 2,3.107 0 0
CCM 4699 | Listeria monocytogenes 5,2.108 0 0 0

Tabela 3: Wyniki badania metodg dyfuzyjng

Drobnoustroje Strefa zahamowania {mmy}
CCM 4223 Staphylococcus aureus
CCM 4418 Staphylococcus epidermidis

Izolat kliniczny | Streptococcus pyogenes grupa A

CCM 6187

Streptococcus agalactiae grupa B

CCM 4046

Streptococcus salivarius

Izolat kliniczny | Branhamella catarrhalis (Moraxella)

CCM 3954

Escherichia coli
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Izolat kliniczny

Klebsiella pneumoniae

CCM 4420

Salmonelia enteritidis

CCM 303

Serratia marcescens

Izolat kliniczny

Staphylococcus aureus oporny na metycyline (MRSA)

lzolat kliniczny

Streptococcus pheumoniae oporny na penicyline (PRSP)

{zolat kliniczny

Enterococcus oporny na wankomycyne {(VRE}

Izolat kliniczny

Staphylococcus epidermidis oporny na metycyline (MRSE)

5

3

a

4

5

5

6
CCM 1999 Bacillis subtilis 5
CCM 1799 Proteus spp. 5
CCM 1729 Corynebacterium xerosis 7
Izolat kliniczny Mycobacterium smegmatis 0
CCM 4435 Clostridium perfringens 2
CCM 4508 Bacteroides fragilis 7
CCM 4224 Enterococcus faecalis 5
CCM 1903 Enterobacter cloacae 2
CCM 3955 Pseudomonas aeruginosa 1
CCM 2660 Pseudomonas stutzeri 5
CCM 1944 Proteus mirabilis 2
Izolat kliniczny Staphytococcus saprophyticus 7
CCM 5693 Arcanobacter haemolyticus 9
CCM 4699 Listeria monocytogenes 0
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Wybrane zdjecia - Wyniki badania metodg dyfuzyjng w wybranych bakteriach

/-/kolorowe zdjecie badanego preparatu

/-/kolorowe zdjecie badanego preparatu

Clostridium perfingens
(podtoze odzywcze nr 2 z 5% odwidkniona krwig owcza)

Staphylococcus aureus oporny na metycyline (MRSA)
(pozywka Mueller-Hintona z 5% odwidkniona krwig
owczg)

/-/kolorowe zdjecie badanego preparatu

/-/kolorowe zdjecie badanego preparatu

Mycobacterium smegmatis
(podtoze odzywcze Lowensteina-lensena)

Salmonella enteritidis
{podtoze odizywcze nr 2)

/-/kolorowe zdjecie badanego preparatu

/-/kolorowe zdjecie badanego preparatu

Serratia marcescens
(podtoze odzywcze nr 2)

Proteus spp.
(podtoze odzywcze nr 2)
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Whioski:

Metoda rozcienczania: OKCEL ma dziatanie hamujgce (bakteriobdjcze) w stosunku do wszystkich
badanych drobnoustrojow. Gestos¢ wiekszosci szczepdw bakteryjnych zostata zredukowana o 7-8 stopni
logarytmicznych juz po szesciu godzinach wystawienia na dziatanie badanego materiatu. Gestosé
szczepdw bakterii w izolatach klinicznych opornych na antybiotyki zostata zredukowana po 24 godzinach
wystawienia na dziatanie produktu OKCEL. OKCEL byt najmniej skuteczny w interakcji z Mycobacterium
smegmatis — zredukowat liczbe komérek o 4 stopnie logarytmiczne po 24 godzinach.

Metoda dyfuzji: Strefy zahamowania wokdt badanych probek OKCEL zaobserwowano w prawie
wszystkich badanych mikroorganizmach poza Staphylococcus aureus, Mycobacterium smegmatis oraz
Listeria monocytogenes. W obszarze reakcji badanego materiatu OKCEL nie zaobserwowano zadnego
wzrostu szczepdw bakterii, co jest dowodem na jego hamujgce dziafanie, jak rdowniez wtasciwosci
bakteriostatyczne

OKCEL badany zaréwno metodg rozcienczania jak i dyfuzji wykazal podwyiszone dziatanie
przeciwbakteryjne (bakteriobdjcze) jak réwniez wiasciwosci bakteriostatyczne. Nie zweryfikowano
wzrostu ani / lub obecnosci bakterii w kontakcie z probka produktu OKCEL (na / pod) dla szerokiego
spektrum szczepow bakteryjnych. Wyniki niniejszego badania wykazaty, ze OKCEL ma duzy potencjat,
aby by¢ stosowany jako materiat opatrunkowy w praktyce medycznej.
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Niniejszym potwierdzam, ze polska i angielska wersja dokumentu majq takie samo znaczenie. Ryszard
Wozniak, Ttumacz Przysiegly Jezyka Angielskiego Nr TP/5875/05. Repertorium Nr 02/05/2014, Lusowo, 11

maja 2014 r.
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