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1.

1.1

1.2.

UvOD

Med mladimi pa je vedno pogostejSa tezava mozoljavost in velikokrat mi kdo zastavi
vprasanje, kako se znebiti aken. Ker je to podroCje Se precej neraziskano, sem se
odlocil, da preizkusim ucinkovitost nekaterih tonikov, ki pomagajo pri aknavosti ter,
da preizkusim tudi uCinkovitost dveh najpogosteje uporabljenih antibiotikov, ki jih
sodobna medicina uporablja za zdravljenje aken. Marsikdo se posluzi tudi naravnih
metod, zato sem se odlocCil, da testiram tudi uCinkovitost kamilic. S pomocjo
mikrobioloSke preiskave ugotovim, kateri kozmeticni preparati najbolje ucinkujejo in
zavirajo rast bakteriji, ki povzro€a mozolje (propionibacterium acnes).Odvzel sem
bris sebuma iz iztisnjenega mozolja in ga nanesel na gojisce, ter izvedel difuzijski
antibiogram in e teste z razli¢nimi kozmeti¢nimi in naravnimi preparati (toniki in
magzili) in na podlagi tega dolocil uspesnost razlicnih preparatov. Cilj je bil izbrati

preparat, ki bo najbolje zaviral rast bakterije propionibacterium acnes.

CILJI RAZISKOVALNE NALOGE

Izbrati najucinkovitejSi tonik oziroma kozmeticni preparat

Preveriti odpornost mikroorganizmov na antibiotike

Preveriti odpornost mikroorganizmov na tonike in kozmeti¢ne preparate

Izbrati najucinkovitejsi antibiotik

HIPOTEZA

Hipoteza 1: Kamilice bodo delovale antibakterijsko
Hipoteza 2: Toniki bodo vsi tvorili zaviralni obro¢ (inhibicijsko cono)
Hipoteza 3: Pri bakterijah ne bo rezistence na antibiotike

Hipoteza 4: Pri bakterijah ne bo rezistence na tonike in ostale kozmeti¢ne preparate
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2.

2.1.

TEORETICNE OSNOVE

PROPIONIBACTERIUM ACNES

Povzrocitelji mozoljev so ve€inoma Propionibacterium acnes ali Cutibacterium
Acnes. Ceprav je z nastankom mozoljavosti povezanih veé faktorjev je okuzba pore z

mikroorganizmi oziroma Propionibacterium acnes najpogostejSi razlog za nastanek

mozolja.

Slika 1- Dolo¢anje morfologije bakterijskih kolonij ( lastni vir)

Propionibacterium acnes so aerotoleranten anaeroben mikroorganizem, ki se
pozitivno barva po gramu. Je del normalne mikrobne flore na kozZi ¢loveka, vendar Ce
S0 ji dani ustrezni pogoji za rast npr. odprta pora napolnjena z sebumom, hitro
povzrocijo okuzbo, ki se kaze v obliki mozoljev.

Propionibacterium acnes lahko povzroc€i tudi vnetje oCesne veznice, vendar je takSna
okuzba redkej$a. Bakterijo najdemo globlje v koznih foliklih in porah, ki so ve€inoma
napolnjene z sebati¢no tekocino ali sebumom, pogovorno sebomu reCemo tudi lo;.
Propionibacterium acnes so znane tudi po izlo€anju propioni¢ne kisline, ki tudi

poskoduje epiteljiske celice povrhnjice nase koze in posledi¢no tudi povzroci vnetje.
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2.2. OSTALI FAKTORJI, KI VPLIVAJO NA MOZOLJAVOST

V vecini mozoljavost povzro€a P. acnes, vendar so tukaj tudi drugi dejavniki, ki
vplivajo na nastanek mozoljev.

Aknavost se ve€inoma pojavlja pri mladostnikih, zaradi poveCanega izlo€anja
androgenih hormonov, ki vplivajo na uravnavanje izlo€anja sebuma ter mastenje
obraza in tudi razSiritev por ali lojnic. Ti dejavniki pa vplivajo na ustreznost pogojev
za rast in razmnoZevanje bakterij.

Akne nastanejo, ko se pore zamasijo s Cepki iz loja in epitelnih celic povrhnjice
(epidermisa). Cepki ovirajo odvajanje loja in pore se izbogijo. Tako nastanejo
komedoni (ogrci). V zamasSene lojnice se naselijo bakterije (Propionibacterium
acnes). Aknavost lahko poteka v vnetni ali nevnetni obliki. Odvisno je torej, Ce je v
foliklu prisotna bakterija, takrat govorimo o vnetni obliki.

Komedoni so primer nevnetnih aken. Izvodilo lojnice se zamasi in loj se ne more
izloCati, ter se zato kopici v lasnem mesSicku.

Primeri vnetih aken so papule in ciste. Papule nastanejo, ko encimi lipaze, ki jih
izlo€a Propionibacterium acnes razgradijo kompleksne mascobe na proste
mascobne Kisline. Te mascobne kisline drazijo steno por in sprozijo vnetje.

Pustule nastanejo, ko bakterija povzroCi vnetje v celotnem mesSi¢ku oziroma pori.

2.3. SIMPTOMI IN ZNAKI AKNAVOSTI

Nekatere akne so lahko bole€e. Akne so lahko tudi izvor Custvenega stresa in
nezadovoljstva.

Papule so rdeCe bunkice velike 2—6 mm. Pri obeh oblikah sprememb je epitelijska
plast koZznih mesSi¢kov poskodovana zaradi kopiCenja celic imunskega sistema
nevtrofilnih granulocitov in limfocitov. Ko epitelij poci, vsebina komedonov sprozi
buren imunski odziv v kozi, natan¢neje dermisu, ali usnjici koze. Papule nastanejo,

kadar je vnetje globoko, €e pa je bolj na povrsini (superficielno), nastanejo pustule.
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Ciste so gnojn vozli, napolnjeni s sebati¢no teko€ino. Redkeje se lahko tudi okuzijo in
tvorijo abscese (ognojke). Dolgotrajne ciste lahko za sabo pustijo tudi velike
brazgotine, ki so lahko vidne za celo Zivljenje.

Acne conglobata (konglobirane akne) so najhujSa oblika aken. Pojavljajo se abscesi
ali ognojki. Lahko so prizadeti obraz, lasiS€e, vrat, hrbet, prsni kos, trebuh ali roke.
Acne neonatorum ali aknavost pri novorojenckih lahko nastane zaradi prehajanja

materinih spolnih hormonov skozi posteljico v otrokovo kri. Izginejo v prvem letu

otrokove starosti

Slika 2 — Bakterijska gojisCa ( lastni vir)
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3. METODE DELA
3.1. POSTOPEK IN IZVEDBA DELA V LABORATORIJU

1. Odvzem brisa sebati¢ne tekodine:

Dvanajstim naklju¢no izbranim dijakom z aknavo koZzo smo odvzeli brise sebuma. S
sterilnimi rokavicami smo iztisnili sebum iz mozolja in ga obrisali z vatirano palcko iz
transportnega gojis€a. Transportno gojiSc€e je epruvetka, napolnjena s posebnim
gelom (agariose), ki vsebuje hranilne snovi za zagotovitev potrebnih pogojev za
prezivetje bakterij ob transportu do laboratorija.

Delo je bilo izvedeno asepti¢no, torej s prepreCevanjem kontaminacije koze in
gojisc¢a.

POSTOPEK: Predel okrog mozolja smo obrisali z alkoholnim zlozencem in pustili
predel koze, da se posusi. Pravilno ter po aseptichem postopku smo si nadeli sterilne
rokavice in iztisnili sebum iz mozolja ter ga takoj obrisali z vatirano palcko iz

transportnega gojis€a ter gojis€e zaprli. Postopek smo ponovili pri vseh 12 dijakih.

Slika 3 - Laminarij ( lastni vir)

2. lzolacija Ciste kulture
Vse vzorce iz transportnih gojiS¢ smo v laboratoriju suspendirali v posebnih tekoCih
gojis¢ih Natrijevega tioglikolata (Sodium thioglycolate). Pravtako smo kulturo nacepili
tudi na trdo gojis¢e COH, krvni agar, sest. iz goveje ali konjske krvi ter aditivi.
Nacepljena gojis¢€a so bila inkubirana v CO2 inkubatorju (trda gojis¢a). Preostali del

gojis¢ smo inkubirali pod anaerobnimi pogoiji, torej s pomocjo sistema GenBox-anaer
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(v posebnem anaerobnem loncu). Po dveh dneh inkubacije smo postopek ponovili ...

Precepljali smo seve, dokler nismo dobili Ciste kulture Propionibacterium acnes.

N

Slika 4- Izolﬁana; Cista kultura P. acnes ( lastni vir)
. Dolocitev Ciste kulture in genska identifikacija s sistemom Bruker

Ko smo kulture precepili, smo dobili Ciste precepljene seve, ki jih je bilo potrebno
identificirati zaradi relavantnosti podatkov. Ker v laboratoriju uporabljajo bakterioloSko
identifikacijsko metodo s pomocjo aparata Bruker, smo identifikacijo baktarij izvedli
po tej poti.

Iz trdega gojis€a smo s sterilno cepilno zanko (ezo) odvzeli vzorec ene kolonije iz
zadnjega (najbolj razreCenega) kvadranta iz gojis¢a, tako da smo dobili vzorec
posamezne bakterijske vrste. Kasneje smo vzorec namazali na posebno ploscico, ki
smo jo kasneje vstavili v aparat. Na vsak razmaz vzorca smo nanesli tudi posebno
fiksacijsko raztopino ter mravljicno kislino, ki je esencialna za izvedbo analize. Ko so
se preparati do konca posusili, smo jih s pomocjo Brukerja (bakterioloSkega
analizatorja) identificirali.

BAKTERIOLOSKI ANALIZATOR BRUKER: Je naprava, ki nam omogoca
bakterioloSko specifikacijo in identifikacijo. Podobna je nekaterim PCR-jem, vendar je
metoda dela z njo veliko hitrejSa ter zanesljivejSa pri identifikaciji mikroorganizmov v

mikrobiologiji.
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Sevi, ki so bili pozitivni na Propionibacterium acnes, so §li naprej v inkubacijo, sevi, ki
pa Se niso bili identificirani pozitivno, so bili precepleni za ponovno izolacijo P. acnes.
Ko smo vsa gojisS€a identificirali pozitivno na rod Propionibacterium acnes smo se

lotili izvedbe difuzijskih antibiogramov ter anaerobnih e-testov.

4. lzvedba difuzijskega antibiograma s toniki

Slika 5- Bakterijska gojiS€a E testov in Difuzijskega antibiograma ( lastni vir)

PRIPRAVA MATERIALA:

Priprava materiala za antibiograme

A. Z luknjacem smo iz filter papirja izrezali papirnate diske.

B. Diske smo dali v steklene petrijevke in jih avtoklavirali 15 minut na 121°C

C. Ko so se ohladili na sobno temperaturo, smo jih asepti¢no (ob plamenu gorilnika)

namodili z razliCnimi pripravki za nego aknaste koze.

Slika 6— Delovni prostr v laboratoriju ( lastni vir)
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Uporabili smo naslednje:

1. BIODROGA, PURAN FORMULA - koncentrat
Sestavine: voda, glicerin, koncentrat plahtice, salicilna kislina, levulinska kislina,
koncentrat ognjia, polisorbat 80, arginin, benzil alkohol, zveplo, natrijev klorid,

terpentin, citronska kislina, natrijev benzolat, ekstrakt magnolije

2. BABOR, THERMAL TONING ESSENCE
Sestavine: voda, propanediol, fenoksietanol, panteol, etilheksilglicerin, kalijev sorbat,
ekstrakt in sok listov Aloe barbadensis, dinatrijev EDTA, polyquaternium-51,

bioflavonoidi, ekstrakt brokolija, citronska kislina, pantolactone

3. AFRODITA, ACNE - Cistilna pena

Sestavine: voda, coco-glukozid, natrijev Laureth sulfat, natrijev Laureth 8-sulfat,
magnezijev Laureth 8-sulfat, natrijev Oleth sulfat, magnezijev Oleth sulfat, glicerin
oleat, propilen glikol, diazolidinil urea, citronska kislina, benzil salicilat, heksil

cinamaldehid, parfum

4. POPAREK |IZ KAMILICE Matricaria chamomilla

D. Petrijevke z namocenimi diski smo dali za 2 uri v suhi sterilizator na 50°C, da je
odvecna tekocina izparela.

E. Diske smo antisepti¢no prenesli na gojis¢a s Cisto kulturo bakterij P. acnes.
Preden smo diske nanesli, smo na spodniji strani petrijevke oznacili s ¢rkami
mesta, kamor smo polozili diske.

F. Gojis¢a smo inkubirali na 37,0 stopinj in po konc¢ani inkubaciji izmerili zaviralne

obroc¢e oziroma inhibicijske cone okoli diskov.
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3.1.1. 1IZVEDBA DIFUZIJSKEGA ANTIBIOGRAMA:

Ciste kulture P. Acnes sem nanesel na trda gojis¢a COH in nanj porazdelil diske iz
filterpapirja, namocene v razlicne tonike. Kasneje sem vse skupaj termostatiral v

inkubatorju na 37,0 stopinj Celzija. Po dveh dneh sem s kljunastim merilom izmeril

inhibicijsko cono (zaviralni obro€) okrog diskov.
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Slika 9- Merjenje inhibicjske cone z kljunastim merilom ( lastni vir)

3.1.2. IZVEDBA E TESTOV ANTIBIOGRAM Z ANTIBIOTIKOMA (KLINDAMICIN IN
AZITROMICIN)

Najprej sem na trda gojiS€a nanesel Cisto kulturo P. Acnes vseh 12 vzorcev in nanje
s posebnim vakuumskim sistemom poloZil testna stripa na kvadrant 1. Klindamicin in
na kvadrant 2. Azitromicin. Kasneje sem vse skupaj prav tako dal v termostat na 37,0

stopinj Celzija in termostatiral dva dni. Po dveh dneh sem odcital rezultate in izmeril

inhibicijo.

Slika 10— Anaerobni antibiogram ( E test) Klindamicin in Azitromicin ( lastni vir)

Slika 11- Antibiogram Klindamicin in Azitromicin ( lastni vir)

Stran 15 od 22



5. PREGLED REZULTATOV

D -t o | Petio | Peui3 [ petrid | Petri5 | Petri6 | Peti7 [ Petig | Petrio | Petri10 | Petri 11| Petri12
1- BIODROGA, PURAN FORMULA — koncentrat 21,84 | 1648 | 1594 | 17,73 | 19,29 | 14,94 | 1455 | 13,02 | 1524 | 12,04 16,32 16,6
2-  BABOR, THERMAL TONING ESSENCE 26,46 | 30,94 | 22,12 | 2835 | 26,43 | 24,33 | 26,19 | 26,39 | 2578 | 28,21 | 22,03 | 24,55
3- AFRODITA, ACNE - ¢istilna pena R 5,99 R 6,85 R R R R R R R
4-  Poparek iz kamilice Matricaria chamomilla R R R 7,72 7,54 R R R R R R

Tabela 1- Difuzijski antibiogram - Toniki/preparati

35
30
25
20
15
10

5

0

ANTIBIOGRAM - difuzijski ( toniki/preparati)

- BIODROGA, PURAN
FORMULA koncentrat

M Petrijevka 1 M Petrijevka2 Petrijevka3

ol I

BABOR, THERMAL
TONING ESSENCE

i

3-  AFRODITA, ACNE -

Cistilna pena

4-

Poparek iz kamilice

Matricaria chamomilla

Petrijevka4 M Petrijevka5 M Petrijevka6

M Petrijevka7 M Petrijevka8 M Petrijevka9 M PetrijevkalO B Petrijevkall W Petrijevkal2

Graf 1 - Difuzijski antibiogram- Toniki/preparati

Najbolje od tonikov oziroma preparatov je delovall Babor Thermal Toning Essence,

saj so rezultati difuzijskega antibiograma pokazali najvecjo uspesnost in najvecjo

inhibicijsko cono. Tudi tonik Biodroga Puran Formula je v vseh primerih ustvaril

zaviralni obro¢€ (inhibicijsko cono) vendar nekoliko manjsi kot Babor Thermal Toning

Essence, ki je pokazal najboljSe rezultate.

Kot je razvidno iz grafov tonik Afrodita Acne ni bil u€inkovit v ve€ini primerov ali pa je

bila inhibicijska cona minimalnega premera. Preparat iz kamilic se tudi ni najbolje

obnesel, saj je bila rezistenca prisotna skoraj v vseh primerih. Kar je lepo vidno iz

tabele 1 in grafa 1.
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slika 12- Merjenje inhibicjske cone z kljunastim merilom ( lastni vir)

! Petril | Petri2 | Petri3 | Petri4 | Petri5 | Petri6 | Petri 7 | Petri8 | Petri9 | Petri 10 | Petri 11 | Petri 12

klindamicin | 0,032 | 0,064 | 0,125 | 0,064 | 0,064 | 0,047 | 0,064 | 0,047 | 0,047 | 0,064 R 0,047

azitromicin | 0,047 | 0,094 | 0,064 | 0,094 | 0,047 | 0,094 | 0,094 | 0,094 | 0,064 | 0,064 R 0,064

Tabela 2- Anaerobni antibiogram ( E test) Klindamicin in Azitromicin

ANTIBIOGRAM - E TESTI (ANTIBIOTIKI)

0,14

0,12

01
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0 — klindamicin
&@ ¢ ¢ @ 3&’ &@\ & @ @\9 \@«,
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B klindamicin ~ ® azitromicin

Graf 2- Anaerobni antibiogram ( E test) Klindamicin in Azitromicin
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Antibiotiki so po pricakovanjih pokazali uspesne rezultate, saj se je rezistenca
pojavila le v enem primeru. 1z tega primera sklepam, da se je dijak, katerega sebum
je bil odvzet zdravil z nekaterimi antibiotiki, saj so sevi bili odporni (rezistentni) na oba
antibiotika. (klindamicin in azitromicin).

V ostalih primerih pa sta se antibiotika izkazala kot zelo ucinkovita. Presenetljivo je
tudi azitromicin dobro konkuriral klindamicinu, eprav prvotno ni namenjen

zdravljenju aken in se ne uporablja tako pogosto kot klindamicin.
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6. RAZPRAVA

Hipoteza 1: Kamilice bodo delovale antibakterijsko.

Hipotezo smo ovrgli, saj je bila rezistenca prisotna skoraj pri vseh primerih.

Hipoteza 2: Toniki bodo vsi tvorili zaviralni obro€ (inhibicijsko cono)

Hipotezo smo ovrgli, saj vsi toniki niso tvorili inhibicijske cone.

Najbolje se je obnesel tonik Babor Thermal Toning Essence, saj je tvoril najvecji zaviralni

obro¢ oziroma inhibicijsko cono.

Hipoteza 3: Pri bakterijah ne bo rezistence na antibiotike

Hipotezo smo ovrgli, saj se je pri enem primeru pojavila tudi rezistenca na oba

antibiotika.

Hipoteza 4: Pri bakterijah ne bo rezistence na tonike in ostale kozmetiCne preparate

Hipotezo smo ovrgli, saj se je rezistenca veckrat pojavila. To me je presenetilo, saj

sem pri¢akoval inhibicijo pri preparatu iz kamilic, saj so kamilice znane po svojem

antisepticnem delovanju, zaradi svojih eteri¢nih olj. Vendar so rezultati, ki smo jih

dobili le rezultati IN VITRO in ne morejo pokazat u€inka na Zivem organizmu.

Najucinkovitejsi preparat je bil Babor Thermal Toning Essence, saj je imel v vseh

primerih najvecjo inhibicijsko cono od vseh tonikov in preparatov.

-I Petri 1 | Petri 2 | Petri 3 | Petri 4 | Petri 5 | Petri 6 | Petri 7 | Petri 8 | Petri 9 | Petri 10 | Petri 11 | Petri 12 | povprecje
klindamicin | 0,032 | 0,064 | 0,125 | 0,064 | 0,064 | 0,047 | 0,064 | 0,047 | 0,047 | 0,064 R 0,047 | 0,06045455
azitromicin 0,047 | 0,094 | 0,064 | 0,094 | 0,047 | 0,094 | 0,094 | 0,094 | 0,064 | 0,064 R 0,064 | 0,07454545

Tabela 3 — Rezultati anaerobnih E testov

Od antibiotikov je bil glede na povprecje naju€inkovitejSi Klindamicin, saj je bil njegov

koncentracijski gradient v vecini primerov nizji od azitromicina. Kar smo tudi

pricakovali.
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7. DRUZBENA ODGOVORNOST

Glede na rezultat primera petrijevke 11, kjer so bili sevi rezistentni na oba antibiotika
menim, da prekomerna uporaba antibiotikov tudi v primeru aknavosti ni priporocljiva,
saj s tem nastaja vedno ve€ odpornih bakterij. Pri uporabi antibiotikov je potrebno
upostevati navodila specialista dermatologa, saj se le tako izognemo nezelenim

posledicam nepravilne uporabe.

Tonike je prav tako potrebno uporabljati v skladu z navodili proizvajalca in
farmacevta. Pomembno je tudi, da z uporabo tonikov ne pretiravamo, saj lahko prav
tako kot antibiotiki negativno vplivajo na nas organizem in tudi poskodujejo povrhnjo

plast kozZe, saj vse kar apliciramo na kozo se absorbira tudi v krvni obtok.
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8. ZAKLJUCEK

Rezultati so se zelo razlikovali od mojih pricakovanj. Moremo pa tudi upostevati, da
rezultati IN VITRO niso enaki, kot IN VIVO torej na Zivem organizmu, kar je klju¢nega
pomena pri vrednotenju teh rezultatov. Raziskoval sem samo z enim
mikroorganizmom, kar je Se dodatna pomanijkljivost, saj naso kozno floro sestavljajo

Se drugi mikroorganizmi, ki so veCkrat prav tako odgovorni za nastanek mozoljev.

Za nastanek aken pa so tudi kot Ze omenjeno pomembni razli¢ni dejavniki kot so

prehrana, izlo€anje sebuma, odprtost por, hormonsko ravnovesije..
Teh dejavnikov prav tako nisem mogel testirati IN VITRO, saj bi za to bil potreben

preizkus na zivem Cloveku Cesar pa nismo izvajali, zato so rezultati raziskav sicer

pravilni vendar za takSno temo pomanjkljivi.
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9. VIRI

e Microbiology : a photographic atlas for the laboratory

Alexander, Steve K.; Strete, Dennis, San Francisco: Benjamin Cummings, 2001

e en.wikipedia.org- 5.2.2019
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