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Néazev uzitného vzoru:

Emulze pro podporu lécby koZnich
problémii hospodarskych zvirat

splituje podminky zptsobilosti k ochrané podle § 1 zak. ¢. 478/1992 Sb.

Utad pramyslového vlastnictvi v zapisném fizeni nezjistuje, zda pfedmét uzitného vzoru
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Emulze pro podporu 1écby koZnich problémi hospodarskych zvirat

Oblast techniky

Technické feSeni se tyka piipravku s vyuzitim konopného oleje a lihového propolisového
extraktu, ktery slouzi k podpofe 1é¢by koznich probléma hospodaiskych zvitfat, jako jsou
povrchové rany na kiizi, keratdoza pokozky struku ¢i poskozeni kiize zplisobené mechanickym
namahanim pfi dojeni.

Dosavadni stav techniky

Povrchové rany na kuzi hospodaiskych zvifat byvaji zplisobeny pohybem zvifat
Vv technologickém prostiedi jejich chovu, resp. kontaktem ktize s hranami, ostrymi pfedméty,
ptipadné tfenim kiize o rizné povrchy. Povrchové rany na kizi se dle jejich zavaznosti oSetfuji
desinfekci, v pripadé hlubsi rany pak desinfekci (napf. na bazi jodové tinktury) a naslednym
chirurgickym zakrokem (sesiti rany). Povrchova zranéni kiize mohou byt vstupem pro zavaznou
infekci a ovliviiovat negativné zdravi i produkéni schopnosti zvitete. Maji také vyrazny vliv na
welfare zvitat. Méné zavazna poranéni pak v bézné praxi nebyvaji osetfena vibec, totéz plati pro

24

Ke keratoze pokozky struku dochazi zpravidla kvili mechanickému namahani tkan¢ struku pii
dojeni. Dlouhodobé namahani pokozky vede k jejim fyziologickym zménam, kdy dochazi ke
ztvrdnuti povrchové vrstvy kiize kvili zvySenému riistu a zarovenn odumirani bunék této vrstvy
epitelu. Kize se pak stava pii dals$im mechanickém namahdni méné pruznou a nachylnou
pfedev§im ke vzniku drobnych prasklin, do kterych je umoznén pfistup vode a piipadnym
patogentim, coZz vyrazné zvySuje bolestivost tkdn¢ a prodluzuje jeji hojeni pfi pokracujicim
namahani. Vyskyt keratdz mize souviset se Spatnym nastavenim technologie dojeni, zpiisobem
oSetfeni struku, je vSak také dan geneticky. Keratoza ma také zpravidla za nasledek zvyseni poétu
somatickych bun¢k v mléce jako ukazatele jeho hygienické kvality. Prekazkou uspésné lécby
keratozy pokozky struku byva jeho intenzivni namahani pii dojeni, moznost pfistupu patogent
k otevienym ranam v prostiedi a také zpusob oSetfeni struku po dojeni — napt. lihovou ¢i jodovou
desinfekei, jejichz pouziti miize poranénou tkan jesté vice poskodit formou chemickych spalenin
¢i vzniku mokvajicich ran.

Pti poskozeni kiize zptsobené jejim mechanickym a tlakovym namahanim pfi dojeni dochazi ke
vzniku riznych zhmozdénin ve spodnich vrstvach epitelu, které jednak negativné ovliviiuji
pohodu zvitete diky zvySené bolestivosti, jednak zptisobuji pii dlouhodobém plisobeni
fyziologické zmény tkané (vazivova loziska, podlitiny, deformace tkané¢ atd.), které mohou
vyustit v negativni dopad na produkci, pfipadné piimo ohrozovat zdravi zvifete. Jakkoliv je na
zdravi mlécné zlazy kladen pti produkci mléka stale vyssi dliraz, v soucasné dobé nejsou Siroce
vyuzivany pripravky podporujici regeneraci tkan€ mezi jednotlivymi dojenimi (zpravidla 2 az 3
denng). Je kladen diraz spiSe na dikladnou desinfekei tkané struku po dojeni, ptipadné oSetfeni
strukového kanalku pfed moznym vstupem patogent. Struk je mechanicky a tlakové
nejnamahanéjsi Casti kiize t€la hospodaiskych zvifat urcenych k produkci mléka. Diikladna
regenerace tkané struku je v intenzivni produkci mléka zapotiebi predevSim kvili zabranéni
fyziologickym zménam tkané struku, resp. zajisténi dlouhého produkéniho véku zvitete.

Podstata technického feSeni

Uvedené nedostatky odstraiiuje piipravek ve formé emulze K oSetfeni koznich problému
hospodaiskych zvitat, podle tohoto technického feseni, jehoz podstata spo¢iva v tom, ze obsahuje
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alespont 15 % hmotn. konopného oleje a alesponn 15 % hmotn. 80% ethanolového extraktu
z propolisu pfipraveného jako nasyceny roztok pti teploté nizsi nez 50 °C.

Propolis je pryskyticna latka produkovana véelou medonosnou jako ochranny a stavebni material
ult. Véely vyrabi propolis z pryskyfi¢nych latek, které ziskavaji z rozli¢nych rostlinnych zdroji
(listy, kvéty, pupeny) a misi se svymi exkrety a vcelim voskem. Slozeni propolisu je velmi
proménlivé, nebot’ zavisi na vceli pastve, obecné je vSak propolis tvofen pryskyfi¢nymi latkami,
véelim voskem, esencialnimi a aromatickymi oleji, pylem a dal§imi latkami (Ghisalberti a kol.,
1979; Toreti akol., 2013). Rada latek obsazenych v propolisu se vyznaduje antibakterialnimi,
1979). Za nejvyznamnéjsi skupinu latek, ktera proptijcuje propolisu biologickou aktivitu, jsou
povazovany flavonoidy (Marcucci, 1995; Tlak Gajger a kol., 2017). Pro v¢elstvo piedstavuje
propolis latku, ktera udrzuje v lu prostredi prosté choroboplodnych zarodkti a chrani tak véely
pted infekcei, véetné piivodce moru véeliho plodu (Borba a kol, 2013).

In vitro aktivita propolisu byla prokazana proti fad¢ bakterialnich kmeni (Keskin a kol. 2017;
Ugur a kol., 2004), v¢etné MRSA (Raghukumar a kol., 2010). In vivo byl na zvifecim modelu
zaznamenan pozitivni efekt kombinované aplikace propolisového extraktu a antibiotik pfi 1€cbé
infekce MRSA (Onlen a kol., 2007).

Lihovy extrakt z véeliho propolisu pfipraveny rozpusténim propolisu v 80% ethanolu do uplného
nasyceni roztoku pii teploté nizs$i nez 50 °C vykazuje antibakteralni vlastnosti na fadu patogenil
pritomnych v prostiedi zemédelské prvovyroby. Rozpousténi extraktu je mozné urychlit pouzitim
ultrazvukové lazné€, ktera vSak naru$i bunééné struktury inhibovanych bakterii piitomnych
v extraktu a muze mit podle n€kterych zdrojii za nasledek mirné snizeni ucinnosti ziskaného
extraktu prostfednictvim snizené reakce imunitniho systému pfijemce, resp. inhibovat
mechanismus antibakterialniho ucinku propolisu. Extrakt je mozné filtrovat za pomoci aktivniho
uhli a peristaltické pumpy, ato zejména k odstranéni rezidui voskovych castic ptitomnych
Vv extraktu, pfipadné slouéenin zptsobujicich jeho charakteristickou tmavou barvu.

V ramci projektu NAZV KUS QJ1510047 probéhlo stanoveni antimikrobidlnich ucinkd
propolisovych extraktli na vybrané zastupce bakterialnich mastitidnich patogent (Staphylococcus
aureus, Escherichia coli) metodou impedanéni mikrobiologie a pritokovou cytometrii.

Metodika

Instrumentace a material

*  Analyzator RABIT2 (Don Whitley Scientific Inc.)

»  Denzitometr DEN-1 (Biosan)

+  impedan¢ni zkumavky RABIT (Don Whitley Scientific Inc.)

*  Kultivaéni média a chemikalie: mozkosrdcova infuse (Carl Roth Gmbh & Co. Kg), zivny
bujon, krevni agar (LABMediaServis), ethanol (Penta)

*  kmen S. aureus, E. coli (Vyzkumny ustav veterinarniho 1€kafstvi, v. v. i. Brno)

» ethanolovy a vodny extrakt propolisu
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Hodnoceni antimikrobialnich a¢ink propolisovych extraktti a piipravku s obsahem propolisu
a medu metodou impedancni mikrobiologie

Rust bakterii v médiu je provazen zménami vodivosti, které jsou v pravidelnych intervalech
zaznamenavany meéficim systémem a slouzi mj. k urceni tzv. Casu detekce TTD (Time To
Detection). Jedna se o bod, kdy byl poprvé zaznamenan exponencialni trend riistové kiivky. Plati,
ze ¢im vys$i je pocatecni hustota bakterii v inokulu, tim je Cas detekce kratsi, ¢ehoz lze vyuzit
k mikrobiologické analyze tekutych vzorkd. Impedanéni mikrobiologii lze také vyuzit jako
nastroj pro hodnoceni antimikrobialniho u¢inku latek. Inhibicni efekt latky na Cistou bakterialni
kulturu se projevi prodlouzenim ¢asu detekce a odliSnym pribéhem rtstové kiivky.

Pracovni postup

Pro testovani byla zvolena 10% a 15% koncentrace lihového extraktu propolisu a stejné
koncentrace vodného extraktu propolisu. Byla pouzita koncentrace inokula bakterialnich kmeni
104 KTJ/ml. Jednotlivé komponenty byly napipetovany do impedanénich zkumavek dle tabulky
1, 2 a 3 a vlozeny do modulu pfistroje RABIT.

Parametry méfeni byly zvoleny nasledujici: doba trvani testu 24 hodin, inkubacni teplota 37 °C,
interval zaznamenavani zmén vodivosti 5 minut.

Ziskané rustové kiivky zobrazuji vodivost média v miliSiemens (mS) a jeji zmény v ¢asovém
intervalu 5 minut.

Tabulka 1. 10% koncentrace lihového a vodného extraktu propolisu

S. aureus

Kontrola ristu S. aureus: 4,5 ml bujon + 0,5 ml inokulum

Kontrola ristu S. aureus (extrakt

nahrazen demineralizovanou vodou): 4,5 ml bujon + 0,5 ml inokulum + 0,5 ml V
Kontrola r@stu S. aureus (extrakt

nahrazen 50 % ethanolem): 4 ml bujon + 0,5 ml inokulum 0,5 ml L
Test vodného extraktu: 4 ml bujon + 0,5 ml inokulum 0,5 ml VV
Test lihového extraktu: 4ml bujon + 0,5 ml inokulum 0,5 ml LV

Escherichia coli

Kontrola ristu E.coli 4 ml bujon + 0,5 ml inokulum

Kontrola ristu E.coli (extrakt nahrazen

demineralizovanou vodou): 4 ml bujon + 0,5 ml inokulum + 0,5 ml vV
Kontrola ristu E. coli (extrakt nahrazen

50 % ethanolem): 4 ml bujon + 0,5 ml inokulum 0,5 ml L
Test vodného extraktu: 4 ml bujon + 0,5 ml inokulum 0,5 ml VV
Test lihového extraktu: 4 ml bujon + 0,5 ml inokulum 0,5 ml LV

Tabulka 2. 15% koncentrace lihového a vodného extraktu propolisu

S. aureus

Kontrola rGstu S. aureus: 4,5 ml bujon + 0,5 ml inokulum

Kontrola ristu S. aureus (extrakt

nahrazen demineralizovanou vodou): 3,75 ml bujon + 0,5 ml inokulum + 0,75 ml V
Kontrola rlstu S. aureus (extrakt

nahrazen 50 % ethanolem): 3,75 ml bujon + 0,5 ml inokulum 0,75 ml L
Test vodného extraktu: 3,75 ml bujon + 0,5 ml inokulum 0,75 ml VV
Test lihového extraktu: 3,75 ml bujon + 0,5 ml inokulum 0,75 ml LV
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Escherichia coli

Kontrola rtstu E.coli

Kontrola rastu E.coli (extrakt nahrazen
demineralizovanou vodou):

Kontrola rastu E. coli (extrakt nahrazen
50 % ethanolem):

Test vodného extraktu:

Test lihového extraktu:

Vysvétlivky:

L - 50% lih

V - demineralizovana voda
LV — lihovy extrakt propolisu
VV- vodny extrakt propolisu
bujon = mozkosrdcova infuse
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4,5 ml bujon + 0,5 ml inokulum
3,75 ml bujon + 0,5 ml inokulum + 0,75 ml V

3,75 ml bujon + 0,5 ml inokulum 0,75 ml L
3,75 ml bujon + 0,5 ml inokulum 0,75 ml VV
3,75 ml bujon + 0,5 ml inokulum 0,75 ml LV
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Grafl. Uéinek lihovych propolisovych extraktt na E. coli.



Cz 32409 U1

6200
6000
5800
5600
5400
5200
5000
4800
4600
4400
4200
4000
3800
3600

3400 EC_voda_15

3200 EC_vodaKontrola_15
3000 s EC_pozitivniKontrola_15
2800 — Egjtﬁﬂﬂklﬂuoua,m
2600

2400
2200
2000
1800
1600
1400
1200
1000
800
600
400
200

0
30 80 140 210 280 350 420 490 560 630 700 770 840 910 980 1060 1150 1240 1330 1420 1510 1600 1690 1780 1870 1960 2050 2140 2230 2320 2410 2500 2590 2680 2770 2860

Graf 2. Uginek vodnych propolisovych extraktil na E. coli.
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Graf 3. Utinek lihovych propolisovych extraktii na S. aureus.



10

15

20

25

30

35

Cz 32409 U1

2400
2300
2200
2100
2000
1900
1800
1700
1600
1500
1400
SA_voda_15
SA_vodaKontrola_15
SA_pozitivniKontrola_15

s SA_voda_10
mmmmm SA_vodaKontrola_10

2
g

1200

elt

1000

0 e
30 80 140 210 280 350 420 495 565 635 705 775 845 920 990 1070 1160 1250 1340 1430 1520 1610 1700 1790 1880 1970 2060 2150 2240 2330 2420 2510 2600 2690 2780 2870
min

Graf 4. Uginek vodnych propolisovych extraktii na S. aureus.
Testovani u¢innosti vodného extraktu propolisu na kmen S. aureus a E. coli

Z porovnani rastovych kiivek pozitivni kontroly S. aureus a rdstovych kiivek S. aureus
v prostiedi 15% vodného extraktu propolisu (Graf 4.) vyplyva schopnost extraktu inhibovat v této
koncentraci kontrolni kmen S.aureus. Cas detekce byl ve srovnani s pozitivni kontrolou
prodlouzen o 15 hodin a 5 minut. V ptipadé 10% ptidavku vodného extraktu propolisu byl cas
detekce oproti pozitivni kontrole prodlouzen pouze o 2 hodiny 20 minut. Uginek vodnych
propolisovych extrakti na E. coli (Graf 2.) nelze povaZzovat za prikazny — k riastové fazi dochazi
umeérné s nafedénim zkoumané suspenze.

Testovani u¢innosti lihového extraktu propolisu na kmen S. aureus a E. coli

Lihovy extrakt propolisu vykazoval v obou sledovanych koncentracich (10 a 15%) inhibi¢ni
u¢inky vici testovanym kmentim S. aureus a E. coli, dosazena doba TTD je vSak srovnatelna
s kontrolnimi vzorky, které obsahovaly misto propolisového extraktu pomérné koncentrace 50%
ethanolu. Pii tomto posouzeni je tak inhibi¢ni G¢inek propolisu piekryt inhibi¢nimi ucinky
samotného ethanolu. Pii posouzeni ristovych kiivek obou typt vzorkd (obsahujicich ethanolové
extrakty propolisu, v piipadé kontrolnich vzorkt pouze ethanol ve sledovanych koncentracich), je
vSak inhibi¢ni ucinek propolisu dobie patrny, zejména z dynamiky ristu bakterialni populace ve
vzorcich. To je patrné napt. na Grafu 1. u 10 % koncentrace lihového extraktu propolisu pfi
sledovani inhibi¢niho t¢inku na E. coli — u kontrolniho vzorku dojde k ristové fazi bakterialni
populace, u vzorku s obsahem propolisového extraktu je doba TTD posunuta o cca 2,5 hod a po
pomalejsi exponencialni ristové fazi dochazi k inhibici bakteridlni populace. U vzorkd s 15 %
obsahem extraktu ¢i ¢istého ethanolu dochazi k Giplné inhibici, ov§em za stejného prubéhu a efekt
propolisového extraktu je tak jiz diky vysokému obsahu ethanolu neprikazny.

Pii hodnoceni ucinku lihovych extrakti propolisu na kmen S.aureus (Graf3.) je u 10 %
koncentrace patrny podobny inhibi¢ni efekt jako u 15 % koncentrace; u kontrolniho vzorku je
vSak patrny nastup ristové faze ke konci testu. 15 % koncentrace lihového propolisového
extraktu pak vykazuje o néco lepsi inhibicni vlastnosti nez kontrolni vzorek o stejné koncentraci
ethanolu.

Pfimé pouziti emulze s antibakterialnimi ucinky propolisového extraktu tak ranu desinfikuje.
Diky konzistenci ptipravku piisobi i jako prevence sekundarni bakterialni infekce z prostredi.
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Ptidavek konopného oleje dava emulzi vodéodolné vlastnosti, které zajistuji stabilni prostiedi
v okoli rany a na jejim povrchu a zabranuji moznému mokvani rany a vzniku infekce.

Zevni pouziti konopného oleje vykazuje dokumentované regeneracni, antibakterialni
a protizanétlivé ucinky. Konopny olej se dobte vstiebava do hornich vrstev pokozky, kde ma
vyrazné regeneracni a zklidiujici ucinky a podporuje tak proces hojeni a regeneraci poskozené
tkané. Zajist'uje také prostup ostatnich slozek emulze povrchovou vrstvou kiize a jejich transport
na misto poranéni.

V prezentovaném technickém feSeni je konopny olej pouzit v emulgované formé, ktera je
stabilizovana pouzitim vhodného emulgatoru a konzervovana pomoci metyl- a propyl- parabenu.

Emulgator DOW Corning RM 2051 je tvofen emulzi polyakrylatu v silikonovém oleji
aumoziuje efektivni emulgaci pii nizkém davkovani (1 az 5 %), ato az do formy gelu.
Umoznuje emulgaci za studena, coz je vyhodné zejména kvili zachovani ucinku propolisové
tinktury.

Emulze se aplikuje na ranu ¢i na zhmozdénou tkan pokozky pomoci vhodného nastroje (napft.
nadobky na oplach struku) nebo rukou ve sterilni rukavici a necha se pusobit do dal$iho oSetieni
¢i do dalsi nutné manipulace s dotenou casti pokozky. Tomuto zplsobu aplikace odpovida také
jeji konzistence.

Priklad uskutecnéni technického feSeni

Prikladem uskutecnéni technického feSeni je nasledujici formulace ptipravku:

Surovina Obsah (%) Funkce Faze INCI
Voda 58.4 rozpoustédlo 1 Agua
Metylparaben 0.2 konzervant 5 Metylparaben
Propylparaben 0.1 konzervant 6 Propylparaben
Konopny olej 20 aktivni latka 3 Cannabis Satl(\)/ﬁ (Hemp) seed

SodiumPolyacrylate(and)Dimet

DOW Corning RM hicone(and)Cyclopentasiloxane(

2051 13 emulgitor 4 |and)Trideceth-6(and)PEG/PPG-
18/18
Propolis extrakt 20 aktivni latka 2 |Propolis Ethanol Extract (80 %)

kde faze znamena poradi pfidani jednotlivych slozek pripravku do smési michané pfi
1200 ot./min pfi teploté 45 °C po dobu min 35 min od ptidani posledni slozky.

Pramyslova vyuZitelnost

Ptipravek ve formé emulze je mozné pifimo pramyslové vyuzit k produkci veterinarniho
kosmetického ptipravku k podpote 1é¢by koznich problémi hospodatskych zvitat.
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NAROKY NA OCHRANU
1. Piipravek ve formé emulze k oSetieni koznich problému hospodaiskych zvitat, vyznacujici
se tim, ze obsahuje alespon 15 % hmotn. konopného oleje.

2. Pripravek podle naroku 1, vyznacujici se tim, ze dale obsahuje alespon 15 % hmotn. 80%
10  ethanolového extraktu z propolisu ve formé nasyceného roztoku pii teploté nizsi nez 50 °C.
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