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ODBORNY POSUDEK kprovedené zkouSce mikrobiologické, stanoveni koZni
snasenlivosti u lidi a testu o¢ni drazdivosti in vitro (HET-CAM).

PREDMET ZADOSTTI:
K Vasi Zadosti ze dne 16.3.2021, k provedeni zkousky mikrobiologické, stanoveni koZni
snasenlivosti u lidi a testu o¢ni drazdivosti in vitro (HET-CAM), Vam sdélujeme:

PREDLOZENY VZOREK:
O¢ni sérum Argan a Opuncie

Vyrobce:

Ego Harmony s.r.o.
Plavska 2166/3

370 01 Ceské Budéjovice
Cesk4 republika

PREDLOZENA DOKUMENTACE:
Kvalitativni a kvantitativni sloZeni vyrobkd.

PROVEDENE ZKOUSKY:

Mikrobiologické zkouseni bylo provedeno akreditovanymi metodami dle CSN EN ISO 22717,
~ CSN EN ISO 22718, CSN EN ISO 18415, CSN EN ISO 21149 a neakreditovanou zkouskou
podle SOP 5/2.2 (CSN EN ISO 21150) a SOP 9/2.2 (CSN EN ISO 16212).

Zkouska stanoveni koZni snaSenlivosti u lidi byla provedena dle Cosmetic Product Test
Guidelines for Assessment of Human Skin Compatibility, COLIPA, Bruxelles, 1997, COLIPA =
The European Cosmetic, Toiletry and Perfumery Association.

Zkouska oéni drazdivosti in vitro (HET-CAM Test) byla provedena dle SOP ¢&. 7/13 Zkouska
o¢ni drazdivosti in vitro a protokolu INVITTOX ¢. 47, 1992.

Zkousky byly provedeny ve Zku3ebnich laboratofich & 1206, akreditovanych CIA, Centrum
toxikologie a zdravotni bezpe¢nosti.

Predlozeny vzorek byl spotfebovéan na uvedend vysetieni.

TELEFONNI CISLO USTREDNY: 267 081 111 BANKOVNI SPOJENT: 1730101/0710 IC: 75010330
FAX: 272 744 354



ODBORNE POSOUZENI: .
Zkousky byly provedeny ve ZkuSebnich laboratofich ¢. 1206, akreditovanych CIA, Centrum

toxikologie a zdravotni bezpe¢nosti.

ZAVER:

Mikrobiologické vySetfeni neprokazalo kontaminaci Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Candida albicans ani E.coli, celkovy pocet mikrobii je <50 v 1g (ml)
a celkovy pocet kvasinek a plisni je <50 v 1g (ml).

Za podminek testu nebyla u exponovanych osob zaznamenana reakce ve smyslu erytému,
edému ani Supinaténi.

Za podminek testu HET-CAM in vitro, ktery simuluje vybrané reakce o¢ni tkané, nebyly u
vySe uvedeného kosmetického pripravku prokazany drazdivé ucinky.

Wi //
MUDr. Daémar Jirova, CSc.

vedouci
Centrum toxikologie a zdravotni bezpe¢nosti
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PRILOHY:

Protokol o vysledku mikrobiologického zkouseni ¢. PBU ¢€.2.2/21/35

Protokol o zkousSce stanoveni koZni snaSenlivosti u lidi, ¢. CTZB 187-3689/21-106
Protokol o zkousce o¢ni draZdivosti in vitro (HET-CAM TEST), ¢. CTZB 187-3689/21-106
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Centrum laboratornich ¢innosti . N
Laboratof pro mikrobiologii potravin, PBU a prostredi “lf o

Zkusebni laboratoF €.1206 akreditovana CIA podle normy
CSN EN ISO/IEC 17025:2018
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Protokol o vysledku mikrobiologického zkouseni PBU ¢.2.2/21/35

Zadavatel: ACE Trade s.r.0., Vrbova 621, 562 03 Usti nad Orlici
C. jednaci: 187-3689/21-106

o
L 1206

Datum piijmu vzorki: 25.3.2021

Celkovy Plisné
Mikroorganismus P. aeruginosa | S. aureus | C. albicans E. coli pocet a
mikrobt kvasinky
SOP2/22 | SOP3/2.2 | SOP4/22 | SOP5/22 | SOP1/22 | SOP9/2.2
Metoda (CSNENISO| (CSNEN (CSN EN (CSN EN (CSN EN (CSN EN
22717) ISO 22718) | ISO 18415) | ISO 21150) | ISO 21149) [SO 16212)
C.vz.| Neg./Poz. Neg./Poz. Neg./Poz. Neg./Poz. | v 1g(ml) v1g(ml)
mikr.| v1g(ml) vig@ml) | v1g(ml) v 1g(ml)
lab.
Oc¢ni sérum Argan a 277 Neg. Neg. Neg. Neg. <50 <50
Opuncie

< 50 = mez detekce pri kvantitativnim stanoveni; Neg. = nepfitomnost; Pozit. = piitomnost

SOP — standardni operacni postup
SOP 4/2.2 dle CSN EN ISO 18415, ¢1. 9.8

Zkousku provedl: Be. Sonakiya, H. Smuhatova

Zkousky byly provedeny na adrese laboratore.
Vysledky zkous$ek se tykaji pouze testovanych vzork, tak jak byly pfijaty od zakaznika.
Tento protokol miZe byt reprodukovan jeding cely, jeho ¢ast pouze s pisemnym souhlasem vedouciho

laboratore.

Datum vystaveni protokolu: 7.4.2021

Technicky vedouci: Ing. Jana Vrkoslavova, Ph.D.

Zkousky provedeny: 29.3. — 6.4.2021

Konec protokolu

SZU Praha, Srobarova 49/48, 100 00 Praha 10
Tel. 267 082 384, E-mail: jana.vrkoslavova@szu.cz



PROTOKOL O ZKOUSCE ,
STANOVENI KOZNi SNASENLIVOSTI U LIDi

Narodni referenc¢ni centrum pro kosmetiku
Centrum toxikologie a zdravotni bezpecnosti

VStétni zdravotni Ustav Praha
Srobarova 49/48, 100 00 Praha 10

Laboratore toxikologie 3
Zkusebni laborator ¢. 1206, akreditovana CIA

Zadavatel: Ego Harmony s.r.o., Plavska 2166/3, 370 01 Ceské Budgjovice
Cislo protokolu: CTZB 187-3689/21-106
Datum testu: 29.3. — 31.3.2021

Seznam vzorku:

1. O¢€ni sérum Argan a Opuncie
jednorazovy uzavieny test

Vzorky byly testovany metodou jednorazového uzavieného testu v semiokluzi na
horni Casti zad. Doba expozice byla 4 hodiny, intervaly odeétu 30 minut, 24 a 48
hodin po skon&eni aplikace.

Zkouska byla provedena dle Cosmetic Product Test Guidelines for Assessment of
Human Skin Compatibility, Colipa, Bruxelles 1997 (COLIPA = The European
Cosmetic, Toiletry and Perfumery Association).

Test byl proveden se souhlasem etické komise SZU. Vybér pokusnych osob a
postup testovani se fidi principy zakotvenymi v Mezinarodni etické smérnici pro
biomedicinsky vyzkum zahrnujici lidské Gcastniky a byl proveden na principu
dobrovolnosti. Testu se zG¢astnilo 15 osob, ve véku 20 - 63 let.

Za podminek testu nebyla u exponovanych osob zaznamenana reakce ve
smyslu erytému, edému ani Supinaténi.
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Datum: 1.4.2021 \ V]

Za provedeni testu: RNDr. Hana Bendova, Ph.D. STATNi 7DR VOTNi USTAV

Narodni referenéni centrum
pro kosmetiku



PROTOKOL O ZKOUSCE OCNI DRAZDIVOSTI IN VITRO
(HET-CAM TEST)

Zku3ebni laborato¥: Oddéleni laboratoti toxikologie in vitro (Statni zdravotni Ustav Praha,
Centrum toxikologie a zdravotni bezpe€nosti).

Datum: 20.4. - 27.4.2021
Cislo protokolu: CTZB 187-3689/21-106
Zkousku provedli: RNDr. S. Janousek, Mgr. J. Chrz

Za spravnost vysledkid: MUDr. D. Jirova, CSc. .

Zkouska byla provedena dle SOP &.7/13 ZKOUSKA OCNI DRAZDIVOSTI IN VITRO
(modifikace metod dle Luepke, Spielmann, Kalweit a Vinardell (Luepke, N.P., Fd. Chem.
Toxic. 1985, 23, 287-291; Spielmann H., Toxicol. in Vitro 1991, 5, 539-542; Kalweit S.,
Toxicol. in Vitro 1990, 4, 702-706; Vinardell MP., Toxicol.in Vitro. 2006, 20 (6), 1066-1070)
a protokolu INVITTOX ¢.47, 1992 (http://ecvam-sis.jrc.it).

Byl proveden: test oéni drazdivosti dodaného materidlu

ZPRAVA O PROVEDENI TESTU ( TEST REPORT )

TESTOVANY VZOREK (ozna&. VZ-x)
VZ-1 : Oc¢ni sérum Argan a Opuncie
Zadavatel:

Ego Harmony s.r.o.
Plavska 2166/3
370 01 Ceské Budégjovice

Vzorek byl testovan bez Gpravy (100%).



PRINCIP TESTU:

Test hodnoti vybrané ukazatele o¢ni drazdivosti u chemickych latek, biologickych materiald,
predméti bézného uzivani a jinych vyrobkd. Hodnoti se Gginek téchto substanci na vaskularni
systém chorioalantoidni membrany kufeciho embrya. Ve stanoveném &asovém intervalu je
analyzovan rozsah, dynamika a stupefi poskozeni cévniho fe¢isté. Jedna se o jednu z in vitro
alternativnich metod v ramci strategie nahrazeni Draizova testu o¢ni iritace. Test simuluje
nékteré reakce pfislusné oéni tkan€ na vné&jsi drazdivy podnét.

KONTROLNI VZORKY

Pozitivni kontrola - material &i latka, kterd vyvolava reprodukovatelnou iritaéni reakei

Hydroxid sodny (Lachema), findlni koncentrace pro pfimou aplikaci 0,1N v deionizované
vode.

Laurylsiran sodny (Dodecyl sulphate sodium salt, SIGMA), 1% finalni koncentrace pro
pfimou aplikaci v deionizované vodg.

Negativni kontrola — material ¢i latka, ktera nevyvolava iritaéni reakci

PBS — pufrovany fyziologicky roztok
sloZeni: NaCl 8 g, KH2PO4 0,2 g, KC1 0,2 g, Na;HPO4 . 12 H20 2,9 g
v 1000 ml deionizované vody.

METODIKA TESTU

Pro metodu jsou vyuzivana devitidenni fertilni vejce, kterd jsou ziskdvdna =z
akreditovanych chovii (lihné Ustragice, vejce COBB 500, ROSS 308, JA 757). Inkubace vajec
probiha pfi 37 © C, v normalni atmosféfe s 70 % vlhkosti. Vitalita embryi je pribé&zn€
kontrolovana. Chorioalantoidni membrana je zpfistupnéna v oblasti vzduchové bubliny. V
prabéhu 5ti minutové expozice se na chorioalantoidni membrané morfologicky vyhodnocuje
(pod stereomikroskopem) rozsah poskozeni cévniho a krevniho systému a zmény v cirkulaci
krve. Testovana substance byla aplikovdna na chorioallantoidni membranu ve své origindlni
podobé a testovana na 6 vejcich. Pi{slu$na hodnota iritaéniho skére se vyjadrila jako pramér
+ SD z pfislusnych stanoveni.



1) Stanoveni irita¢niho skére (IS)

Pro Ggely vypodtu iritaéniho skoére (IS) se vyhodnocuji uéinky testované substance a
stanovuji se 3 &asové udaje nastupu prvniho projevu reakce cévniho systému. Uruji se
dasové intervaly pro hemoragii, cévni vazokonstrikei a hemokoagulaci.

Vypocet

Dle modifikované Kalweitovy rovnice je stanoveno pfislusné iritaéniho skore (IS):

IS= 5. (301-sec H) /300 + 7. (301-sec V) /300 + 9. (301-sec C) / 300

H= hemoragie, V= vazokonstrikce cévy, C= krevni koagulace

Klasifikace latek dle iritaéniho skore latky (IS):

kategorie:
kategorie:
kategorie:
kategorie:

2) Morfologicky popis a hodnoceni odpovédi krevniho FeciSté

nulovy - iritant 1S<0,0-0,9>
slaby - iritant IS< 1,0 - 4,9>
stfedni - iritant - IS<5-8,9>
silny - iritant IS<9,0-21>

v

Morfologicky nédlez je soudasti celkového hodnoceni iritadniho uéinku testované latky.
Morfologické zmény se zaznamenavaji dle uvedeného schématu v tabulce C.1. Stupen
morfologickych zmén se hodnoti na 4 stuptiové k¥izkové $kale, v zavislosti na celkovém
rozsahu a intenzité iritani reakce.

Klasifikace dle celkového morfologického nélezu:

0 negativni nélez

+  ojedinéla, neptevazujici slabé reakce
++ mirna , pfevazujici reakce

+++ stfedni reakce

++++ silnd reakce



Tabulka €.1: Schéma klasifikovanych morfologickych zmén

Ciselné Morfologicky nélez

Zména oznaceni

nulova 0 Negativni nalez

Vazokonstrikce 1 Zmény pratoku krve vkapilarnim plexu bez

plexu pozorovatelné vazokonstrikce ¢i dilatace okolnich

. arteriii ¢i vén

Zastava proudéni v plexu 2 Hemostaza v kapilarach, absence dalSich
hemodynamickych zmén véetné okolnich arteridlnich
¢1 venoznich vétvich krevniho fecisté

Odkrveni plexu 3 Neptitomnosti krve a krevni cirkulace v kapilarnim
plexu '

Kapilarni mikrovyrony 4 Pfitomnost hyperémie, difuzniho krvaceni nebo
zvy$eného proudéni krve v kapilardch a malych
cévach

Sporadickd hemoragie S Ojedin&lé petechidlni krvaceni v kapilarach, resp.
malych a stfednich cévéch

Mirna hemoragie 6 Vyznamné roz$ifené drobné kapénkové krvaceni
(,,injection“- krevni mikrovyrony) vmalych a
stfednich cévach

Vazokonstrikce a dilatace| 7 Vazokonstrikéni a dilataéni reakce malych, stfednich

vétSich cév, parcidlni ¢i a vétSich cév, zmény v hemodynamice krevniho

uplna emostaza, lyza pritoku, rozsah krevni zastavy ¢&i pfitomnosti
stfednich a vétsich cév krevnich shlukl

Zmény mikroprostiedi, | 8 Konformaéni alterace bilkovin vaje¢ného

denaturace ovoalbuminu ovoalbuminu

Nemasivni extravaskuldrni| 9 Extravaskularni krvaceni s charakteristickou

hemoragie, koagulace v morfologii ,,stromeckovych® vyronl, pifitomnost

sttednich arteriich mensich krevnich shlukl a sraZenin, nepravidelnosti

a vénach cévni morfologie (zahustovani, zfed’'ovéni, tvorba
krevnich zatek v bifurkacich a deformace vétveni)

Rozséhld  hemoragie a| 10 Masivni krvaceni, silna lokédlni hemoragie, néalezy

extravaskularni koagulace

temnych skvrn a krevnich shlukd, erose velkych a
sttednich cév




VYSLEDKY:
Vzorek: Morfologické hodnoceni

irita¢ni skére = SD Ciselné oznaceni stupen reakce

VZ-1: O¢ni sérum Argan a Opuncie

0,76 + 0,4 0 0
Pozitivni kontrola:
0.1 N NaOH
163 =+ 2,1 10 ++++
1% SLS
148 + 14 7 +++
Negativni kontrola:
PBS
0,22 = 0,2 0 0

Hodnoceni vysledkii:

In vitro test HET-CAM neprokézal u vyse uvedeného testovaného kosmetického ptipravku
drazdivé Uginky. Na zédkladé hodnoceni celkového morfologického nalezu a vypoctu
iritaéniho skére se jednd o negativni nalez a testovany vzorek lze klasifikovat jako nulovy
oéni iritant.

Zavér:

Za podminek testu HET-CAM in vitro, ktery simuluje vybrané reakce oéni tkané, nebyly
u vySe uvedeného kosmetického pfipravku prokdzany drazdivé Gcinky.

Datum: 27. 4. 2021

Za provedeni testu: Mgr. Jan Chrz



