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Abstrakt

Predlozena diplomova price se zabyva sledovanim vlivu polysacharidi, které¢ se
pouzivaji jako prisada do kosmetickych vyrobkil, na sledované druhy bakterii, které
jsou soucasti mikrobiomu kuze. A také zkoumanim vlivu polysacharidu jako prebiotik
na vybrané sledované druhy bakterii, které jsou soucasti mikrobiomu kaze. V ramci
stanoveni ucinkd na mikrobiom kize byly vybrany dva polysacharidy: Nanomoist
a PoLevan S. Prvni ¢ast prace se zaméfuje na literarni reSersi, ktera se zabyva anatomii
ktze, koznimi onemocnénimi a koznim mikrobiomem a jeho funkci. Experimentalni
cast je zaméfena na sledovani zmén v mnozstevnim zastoupeni vybranych
mikroorganismtl mikrobiomu kiize, pted a po aplikaci polysacharidii na kizi, pomoci
gPCR. Sledovany byly bakterie Staphylococcus epidermidis, Cutibacterium acnes,
Escherichia coli a Micrococcus luteus. PCR produkty byly detekovany pomoci
agarozové gelové elektroforézy.

Bakterie Staphylococcus epidermidis byla na kizi detekovana v nejvétsi mife a to
zejména po aplikaci polysacharidii Nanomoist a PoLevan S. Byl tedy zji§tén pozitivni
vliv obou polysacharidii na rist této bakterie.

Klicova slova:

mikrobiom kaze, polysacharidy pouzivané v kosmetice, PCR, Staphylococcus
epidermidis

Abstract

The presented master thesis deals with the monitoring of the influence of
polysaccharides which are used as an additive in the cosmetic products, on the
monitored types of bacteria which are part of the skin microbiome. And it also deals
with the study the effect of polysaccharides as prebiotics on selected species of bacteria
that are part of the skin microbiome. Two polysaccharides were selected to determine
the effects on the skin microbiome: Nanomoist and PolLevan S. The first part of the
thesis focuses on the literature search which deals with skin anatomy, skin diseases and
skin microbiome and its function. The experimental part is focused on monitoring
changes in the quantity of selected microorganisms of the skin microbiome, before and
after application of polysaccharides to the skin using gPCR. Staphylococcus
epidermidis, Cutibacterium acnes, Escherichia coli and Micrococcus luteus were
monitored. The PCR products were detected by agarose gel electrophoresis.

The bacterium Staphylococcus epidermidis was detected on the skin to the greatest
extent, especially after the application of the polysaccharides Nanomoist and PoLevan
S. Thus, a positive effect of both polysaccharides on the growth of this bacterium was
found.

Keywords:
skin microbiome, polysaccharides used in cosmetics, gPCR, Staphylococcus
epidermidis
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1 UVOD

Kazdy organismus ma svij vlastni piirozeny kozni mikrobiom. Tvoii ho rizné
mikroorganismy, zejména bakterie, ale i kvasinky, rozto¢i nebo viry.

Mikrobiom klize je s naSim organismem v symbidze a je pro nas prospesny. Diky
nému a bariérové funkci kiize nas chrani pted neptfiznivymi vlivy okoli. Kuze, jakozto
nas nejvetsi organ, tvoii jakési rozhrani naseho vnitiniho prostiedi a okoli, vytvari nasi
primarni bariéru organismu. Aby toto jako celek spravné fungovalo, musi byt
zachovana rovnovaha v zastoupeni riznych mikroorganismt. Pravé rtiznorodost druha
mikrobl udrzuje tuto rovnovahu.

Kize ma vybornou schopnost regenerace, ale je neustile vystavovdna vliviim
vnéjSiho a vnitiniho prostfedi. Mezi faktory zplisobujici naruseni rovnovahy patii také
prilisSnd ¢i nevhodnd hygiena a nevhodné kosmetické pripravky. Kazdé vyboceni
piirozeného mikrobiomu z rovnovahy mize zpusobit néjaké onemocnéni. Proto je
vyraznym modernim trendem kosmetiky také péce o mikrobiom kize, konkrétné latky,
které se mohou chovat jako prebiotika a podporovat rist nutnych mikroorganismi -
polysacharidy.

Cilem experimentalni ¢asti je sledovani vlivu vybranych polysacharidi pouZivanych
v kosmetickych piipravcich na sledované druhy bakterii, které jsou soucasti
mikrobiomu kiize.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Kiize

Lidska kaze tvoii asi 15 % celkové télesné hmotnosti dospélého ¢cloveéka a jeji povrch
zaujima 1,5 az 2 m?, coZ z n¢j Cini nejvetsi orgdn v lidském téle. Tloustka kiize zavisi
na umisténi na téle a pohybuje se od 0,4 mm na ocnich vickdch do 4 mm na zadech.
chrani pfed napadenim Skodlivymi patogeny a pted ztratou vody a rozpusténych latek.
Plni 1 dalsi funkce jako je smyslova, termoregulacni nebo vylucovaci. Pies kiizi dochazi
K vstfebavani latek a stejné tak k vylu€ovani mazu, vody a soli. Kize je dulezita pro
syntézu vitaminu D, ¢imz ovlivituje tvorbu kosti, metabolismus vapniku a imunitni
systém. Anatomicky je mozné rozlisit dvé vrstvy: epidermis a dermis (viz Obrazek 1).
Pod dermis lezi jeste subcutis [1],[2],[3].

Obrdzek 1: Stavba kiize [3] - upraveno

2.1.1 Pokozka (epidermis)

Pokozka neboli epidermis je nejsvrchnéjsi ¢ast kize, jeji tloustka se pohybuje od 0,03
mm do 0,1 mm. Epidermis je neustale se obnovujici epitel, ktery je rozdéleny do
nékolika vrstev, pocinaje bazalni vrstvou (stratum basale) tésné nad dermis a
postupujici nahoru pies vrstvy ostnité (stratun spinosum) a zrnité (stratum granulosum)
k horni vrstvé, stratum corneum. Fyzickou bariéru tvoii hlavné stratum corneum.
Chemickou a biochemickou bariéru tvoii lipidy, kyseliny, hydrolytické enzymy,
antimikrobidlni peptidy a makrofagy. Imunologicka bariéra se skladd z humoralnich a
bunéénych slozek imunitniho systému [4],[5].



Prevladajicim typem bunék (az 95 %) jsou keratinocyty. Zbyvajicich 5 % tvofi
melanocyty, Langerhansovy buniky a Merkelovy bunky. Epidermis je rozdélena do ¢tyt
vrstev (viz Obrazek 2) pravé v zavislosti na stavu diferenciace keratinocyt. Proces
zrani bunék od stratum basale az po stratum corneum trva piiblizné 28 dni. Béhem této
doby se bunécné jadro rozpada, bunky se oplostuji a vznikaji tak ploché, bezjaderné
buniky zrohovatélé, které tvoii rohovou vrstvu. Nakonec se mrtvé builky, korneocyty,
odlupuji ve formé drobnych Supinek. Tyto buiiky jsou neustdle nahrazovany novymi,
¢imz je zajistén proces regenerace ktze. Povrch stratum corneum je pokryt jesté
souvislym lipoidnim filmem, ktery je tvofen produkty mazovych a potnich Zzlaz.
Spole¢né s rohovou vrstvou tak zajistuje nejen mechanickou odolnost kuze [2],[4].

Melanocyty jsou pigmentové bunky klize a vlasti u vSech savci. Nachézi se v bazalni
vrstvé epidermis. Zde vytvareji pigmentové granule - melanosomy - obsahujici melanin.
Melanosomy se prenaseji z melanocytl do epidermalnich keratinocytd. Kazdy
melanocyt doddva melanin piiblizné 30 az 40 okolnim keratinocytim. Poskytuji urcitou
ochranu jadru bunky ptred skodlivym UV zafenim a dodavaji pokozce jeji barvu. Barva
ktze je urCena pocCtem a velikosti melonosomil. Proces syntézy melaninu probiha
nepfetrzité¢ s obnovou pokozky, ale 1ze jej 1 urychlit pfi vystaveni pokozky UV zafeni
pti opalovéni. Povrchové pH lidské kize se pohybuje od 4,3 do 5,3 a je nizsi u lidi
s tmavsi pokozkou, protoze vedlejsi produkty melaninu jsou kyselé [2],[6].

Langerhansovy buiiky jsou dendritické imunitni bunky, které jsou dulezité pro
imunitni bariéru pokozky. Merkelovy burnky jsou hmatové bunky [2],[6].
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Obrazek 2: Vrstvy epidermis [4]
Obrdzek 2: Vrstvy epidermis [4]
2.1.1.1 Bazdlni membrana kiiZe
Bazalni membrana fyzicky odd¢luje epidermis od dermis. Prestoze jde o velmi tenkou
vrstvu, je sloZena ze slozité sit¢ makromolekul, které spojuji keratinova vldkna
keratinocyti s kolagenovymi vlakny v dermis. Hlavni funkei proteinii a glykoproteint

V bazalni membrané je zajistit adhezi mezi epidermis a dermis. Vady téchto molekul
vedou napf. k tvorbé puchytu [2],[4].



2.1.2 Skara (dermis)

Tloustka dermis se pohybuje od 0,5 do 5 mm opét v zavislosti na umisténi. Je rozdélena
do dvou hlavnich vrstev - papilarni a retikularni dermis. Papilarni dermis je v kontaktu
S bazalni membranou kize a je bohaté¢ zasobovana krevnimi cévami a nervovymi
zakon¢enimi. Retikularni dermis je hlavni ¢asti dermis a je v kontaktu se subcutis.
Dermis je vrstva pojivové tkané, kterd zahrnuje kolagen a elasticka vlakna. Dermis
obsahuje fadu bunék, véetné fibroblasti a makrofagi. Fibroblasty jsou zodpovédné za
syntézu a obnovu extracelularni matrice, zatimco makrofagy ptispivaji k eliminaci
cizorodého materidlu. Obsahuje také krevni cévy, lymfatické kandly a nervy a nervové
receptory. Je hostitelem potnich a mazovych Zzlaz, vlasovych folikuli a poskytuje
dobrou mechanickou, kompaktni a pruznou podporu. Ptiblizn€ 70 % suché hmotnosti
dermis je tvofeno kolageny. Elasticka vlakna jsou méné houzevnata nez kolagenova, ale
dodavaji pokozce schopnosti rozsifit se [2],[4].

2.1.3 Podkozni vazivo (subcutis)

A

Subcutis je nejvnitingjsi vrstva kiize a je tvofena prevazné tukovou a vazivovou hmotou.
Poskytuje ochranu proti mechanickym naraziim, izoluje télo pfed vnéjSim chladem
a teplem a je aktivni v obecném energetickém metabolismu a ukladani [2],[4].

2.2 Mikrobiom kuze

Lidskd kize je osidlena rozmanitou sbirkou mikrobt, kterd je slozit¢ zapojena do
ruznych molekularnich a bunéénych procesi v klizi i mimo ni. Termin ,,mikrobiom*
predstavuje souhrn mikroorganismii v konkrétnim prosttedi. Mezi mista, kterda jsou
obyvana mikrobioty, patii Ustni dutina, zaZivaci trakt, dychaci cesty, urogenitalni
systtm a kize. Na k0Zi mlZeme najit bakterie, houby, viry i1 roztoCe. VétSina
mikroorganismil kolonizujici kiizi Zije v symbiotickém vztahu s koZnimi buiikami a je
proto neskodna [7],[8].

Povrch kiize byva z velké casti suchy a drsny a neustale se odlupuje. Hydrolipidovy
film vytvari kyselé prostiedi (pH 4 az 6,5) a obsahuje slouceniny s antibakterialnimi
ucéinky. Schopnost produkovat antimikrobidlni latky byla prokazana v keratinocytech
1 bunikach potnich a mazovych Zl4z. Na povrchu kize bylo identifikovano vice nez 20
antimikrobialnich peptidd. [8].

Vztah mikroorganismii a lidské kiize miZze byt symbioticky, komenzalni nebo
paraziticky. Mikroorganismy zaroven mohou eliminovat potencidlné nebezpecné
patogeny [9].

Mikrobiom kiize mize byt rozdélen do dvou skupin - rezidentni mikroorganismy
a prechodné mikroorganismy. Rezidentni mikroorganismy tvofii stabilni populaci, ktera
se na kiizi nachazi bézné a po naruseni se zase obnovuje. Tato skupina je povaZzovana za
komenzalni, coZ znamena, Ze tyto mikroorganismy jsou vétSinou neSkodné a s nejvetsi
pravdépodobnosti poskytuji hostiteli ur¢itou vyhodu. Pifechodné mikroorganismy na
kazi pretrvavaji pouze hodiny ¢i dny, nez mizi [10].

Mikroby nejsou pritomny pouze na povrchu kize, ale nachazeji se také v hlubsich
vrstvach epidermis, a dokonce i v dermis a dermalni tukové tkani. To umoziuje fyzicky
kontakt mezi mikroby a riznymi buiikami pod bazalni membranou. V téchto vrstvach se
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nachazi specifické druhy mikroorganismi a také obsahuji mnoho specializovanych typt
bunék, jako jsou dendritické bunky, melanocyty a Langerhansovy buiiky, které aktivné
reaguji na ¢asti mikroorganismii. Sebacedzni folikuly vytvaii anaerobni prostiedi bohaté
na lipidy, které je idealni pro rod Propionibacterium [10],[11],[12].

2.2.1 Funkce mikrobiomu kize

Lidska ktze je komplexnim bariérovym organem vytvoienym ze symbiotického vztahu
mezi mikrobidlnimi komunitami s hostitelem. Funkci koZni bariéry a jeji mikroflory je
ochrana téla pfed vnéjSimi neptiznivymi vlivy. Tento vzajemny vztah vede k dobie
kontrolovatelné, ale citilivé rovnovaze. Kize je vsak neustdle vystavena riznym
endogennim a exogennim faktorim, které potencialné ovliviiuji tento vyvazeny systém.
Dochazi ke zméné slozeni komunit koznich mikroorganismt. Zmeéna této rovnovahy se
nazyva dysbidza [10].

Symbioticka mikroflora clovéka se ucastni metabolickych procesi, ma vliv na proces
zrani tkané v lidské ontogenezi a predstavuje zédkladni kdmen obranného systému téla
pfed patogennimi mikroorganismy. Kolonizaci kiize a tim obsazeni mist, které by
mohly byt idealnim prostfedim pro rist patogend, chrdni zdravy mikrobiom pted cizi
mikroflorou. Tento proces se oznacuje jako kolonizacni rezistence. Naptiklad
Staphylococcus epidermidis inhibuje rust patogent sekreci antimikrobidlnich peptida
a stimulaci epidermalnich keratinocytt k jejich produkci [8].

Kromé toho bakterie produkuji peptidové toxiny a volné mastné kyseliny, které
odradi ostatni potencialné parogenni organismy, jako je napf. Staphylococcus aureus,
od osidleni kiize. Corynebacterium jeikeium produkuje bakteriocinové antimikrobialni
latky, coZz brani kolonizaci jinymi druhy, produkuje také superoxiddismutizu, kterd
chrani bakterie pfed superoxidovymi radikaly a zaroveii muze zabranit oxida¢nimu
poskozeni okolni tkané. Dalsi bakterialni druhy mohou zménit funkci imunitniho
systému aktivaci signalnich drah v bunkach [16].

V posledni dob¢ je velmi diskutovanym tématem také vyznam probiotik a prebiotik.
Probiotika jsou zivé mikroorganismy, které¢ pii podavani v dostatecném mnozstvi
pfinasi hostiteli zdravotni pfinos, zatimco prebiotika jsou nezivotaschopné slozky, které
piinasi hostiteli zdravotni pfinos spojeny s modulaci mikrobioty. Ukazuje se, Ze lokalni
dodani specifickych zivych mikroorganismti a / nebo prebiotickych substrati muze
selektivné podpofit rist pozadovanych mikroorganismii. Pfestoze vyzkum podporujici
takové aplikace zlstava omezeny, existuji dikazy, ze lokalni aplikace probiotik muze
zlepsit bariérovou funkei klize a imunitni odpovéd’ v misté aplikace. Vyzkum in vitro
naznacuje, ze prebiotika mohou selektivné inhibovat patogenni bakterie [10],[17].

2.2.2 Bakterie

Lidskou kuzi obyvaji pfedevsim ¢&tyfi kmeny bakterii: Actinobacteria, Firmicutes,
Bacteroidetes a Proteobacteria (Obrazek 3). Bakterie patii k symbiotickym druhtim
a predstavuji nejstabilné€jsi prvek kozniho mikrobiomu. Hraji zasadni roli pfi udrzeni
rovnovahy v kvalitativnim 1 kvantitativnim sloZeni mikrobiomu ovlivnénim ristu
kazi. Zejména tii rody - Staphylococcus, Corynebacterium a Propionibacterium tvoii
vice nez 60 % ptitomnych druht bakterii [8],[13],[14].
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Micrococcus Staphylococcus  Sphingobacterium  Janthinobacterium

Microbacterium Clostridium Chryseobacterium  Serratia
Corynebacterium Streptococcus Halomonas
Propionibacterium Enterococcus Delftia

Obrdzek 3: Hlavni druhy bakterii [8]-upraveno

Mezi nejcastéji se vyskytujici zéstupce bakterii zijici na povrchu kiize patii
Staphylococcus epidermidis. U tohoto druhu se odhaduje, ze tvoii 50 % vSech bakterii
rezidentnich na kiizi a obyva také horni ¢ast vlasového folikulu. Mezi dalsi bakterialni
druhy patii S. saprophyticus, S. hominis, S. warneri, S. haemolyticus a S. capitis.
Pievazujicimi bakterialni druhy rodt Corynebacterium a Propionibacterium jsou
C. jeikeium a P. acnes. Mezi ¢leny rodu Micrococcus se fadi M. luteus, M. varians,
M. lylae, M. sedentarius, M. roseus, M. kristinae a M. nishinomiyaensis [8],[13].

2.2.3 Houby

Nejcastéji identifikovanymi organismy zfadu hub jsou druhy Malassezia, které
predstavuji az 80 % piitomnych hub. Jedna se o lipofilni houby a z celkového lidského
mikrobiomu tvofi 1 az 22 %. Rod Malassezia zahrnuje 14 druht, z nichZ 9 je schopno
kolonizovat lidskou kuazi. Konkrétné to jsou druhy M. furfur, M. sympodialis,
M. globosa, M. restricta, M. slooffiae, M. yamatoensis, M. obtusa, M. dermatis
a M. japonica [8],[13].

Dominantnimi druhy jsou M. restricta a M. globosa. Ostatni druhy se nachazeji uz
V men$im mnozstvi. Za piiznivych podminek maji houby M. globosa a M. sympodialis
sklon vyvolavat kozni onemocnéni, pti vyrazné imunodeficienci mohou (podobné jako
bakterie) hrat roli pfi systémovych infekcich. Nejbéznéjsimi onemocnénimi zplisobené
houbami rodu Malassezia patii pityriasis versicolor a folikulitida, ovliviiuji také prabéh
dermatitidy seborrhoica, psoriazy a atopické dermatitidy [8].

Bylo prokazano, ze houby rodu Malassezia a jejich produkty stimuluji produkci
cytokinti, adheznich molekul a antimikrobialnich sloucenin v keratinocytech. Kromé
ovlivnéni koznich bunék, houby Malassezia spp. uvolnuji fadu metabolitl, které maji
vliv nejen na pocet a druhy v jeho rodu, ale i na jiné mikroorganismy tvofici kozni
mikrobiom. Je znamo, ze Malassezia furfur je nejuc¢innéj$im inhibitorem rustu jinych
hub a zaroven je rezistentni vici latkam vylu¢ovanym jinymi druhy Malassezia [8].

Lidskou kazi osidluji také houby roda Penicillum (P. chrysogenum, P. lanosum),
Aspergillus (A. candidus, A. terreus, A. versicolor) a v mensi mite Alternaria, Candida
(C. tropicalis, C. parapsilosis, C. orthopsilosis), Chaetomium, Chrysosporium,
Cladosporium, Mucor, Debaryomyces, Cryptococcus (C. flavus, C. dimmennae, C.
diffluent), Trichophyton a Rhodotorula. Kvasinky C. albicans a houby rodu
Cryptococcus jsou schopny kolonizovat pokozku za piiznivych podminek (poskozeny
povrch epidermis, zvySena vlhkost a teplota, okluze) a zpusobit kandidozu
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a kryptokokdzu. Patogenni houby, které mohou vyvolat kozni onemocnéni, zahrnuji
dermatofyty (Microsporum, Epidermophyton, Trichophyton) [8].

2.2.4 Roztoli

Krom¢ bakterii a hub obsahuje kozni mikrobiota také rozto¢e Demodex. Dosud je
znamo, ze dva z druht rozto¢d o délce 0,2 az 0,4 mm obyvaji lidskou kuzi. Jde
0 parazitické pavoukovce fadu Acari, ktefi obyvaji mazové Zlazy a vlasové folikuly.
Mezi zastupce fyziologické mikroflory kuze patii D. brevis Zijici v mazovych a
meibomovych zlazach a D. folliculorum sidlici ve vlasovych folikulech ve shlucich
S jinymi rozto¢i stejného druhu. Nadmérny rust kolonii Demodexu hraje roli v etiologii

a pribéhu rizovky a je pfi¢inou onemocnéni demodikézy [8],[13],[16],[18].

2.2.5 Viry

Viry jsou nejméné prostudovanymi Cleny kozni mikrobioty z divodu jejich obtizné
izolace a identifikace na povrchu kiize. Viry se li§i svym genetickym materialem (DNA
a RNA viry) a prochézeji rychlou evoluci, coz stézuje vytvareni genomovych knihoven.
Dtivodem je také to, ze viry nemaji konzervované oblasti, které jsou pfitomny prave
Vv bakterialnich nebo houbovych genomech (16S rRNA a ITS). Viry jsou povaZzovany za
patogenni organismy, zaroven vSak za faktory pfispivajici k udrzeni kozni homeostazy.
Jsou nestabilni ale zaroven zasadni slozkou kozniho mikrobiomu, zejména viry
obsahujici  dvoufetézcovou = DNA  (dsDNA), jako jsou Polyomaviridae
a Papillomaviridae [8],[13].

2.2.6 Faktory ovliviiujici koZni mikrobiom

Nase kozZni mikrobiota je ziskana pfi narozeni a jeji sloZeni je velmi dynamické v raném
véku. Jak se blizi dospélost, tyto komunity se stabilizuji, ale stale se vyvijeji v reakci na
ruzné faktory hostitele a prostiedi. Rozmanitost naseho koZniho mikrobiomu lze
rozdélit na topografickou, interpersondlni a ¢asovou. Ve srovnani s jinymi misty na téle
ma koZzni mikrobiom vétsi slozitost na zakladé variaci v rGznych topografickych
koznich vyklencich. O mikrobiomu je v soucasnosti znamo, Ze se vyviji a méni v reakci
na ve&k, pohlavi, etnickou skupinu, klima, expozici UV zafeni, pracovni a Zivotni
prostiedi, zivotni styl (strava, hygienické a kosmetické navyky), druh obleceni,
sportovni aktivity, konzumace alkoholu a jinych stimulanti (Obrazek 4) [8],[14].
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Obrazek 4: Faktory oviiviiujici kozni mikrobiom [8] - upraveno

2.2.6.1 Topografickda rozmanitost

KiZe ma nejrozmanitéjsi spolecenstvi kteréhokoli z dosud hlavnich studovanych
povrchi epitelu. Oblasti lze rozdélit do tfi kategorii: vlhké, mazové a suché (viz
Obrazek 5). Vlhka mista zahrnuji oblasti jako pupek, podpazi, tfisla, chodidla, vnitini
loket a zadni ¢ast kolena. Nejhojnéj$imi mikroby kolonizujicimi tyto vlhké oblasti jsou
druhy Staphylococcus a Corynebacterium. Mazova mista, jako je ¢elo a zada, ukryvaji
nejméné ruznorodou populaci mikrobd. Druhy Propionibacterium z kmene
Actinobacteria jsou nejcastéj$imi izolaty z mazovych oblasti kvili jejich schopnosti
piezit v téchto anaerobnich podminkéch bohatych na lipidy. Suché oblasti kiize, véetné
predlokti a hyzdi, maji nejvétsi rozmanitost mikrobialnich obyvatel. Dalsi
mikroprostiedi zahrnuji potni zldzy, vlasové folikuly a mazové zlazy. Tato prostredi
jsou spojena s vlastni jedine¢nou mikrobiotou. Byly také identifikovany casové zmény
v mikrobiomu, i kdyz si zachovavaji mensi dilezitost v rozmanitosti nez umisténi
oblasti. Bylo zjisténo, ze suché prostfedi ma nejvétsi zménu ve slozeni mikrobiomu,
zatimco vlhké prostiedi bylo mikrobiologicky obvykle stabilni. Dalsimi faktory
ovliviiyjici mikrobidlni komunitu jsou teplota a pH. Teplota ¢loveéka se pohybuje od
29,5 do 36,6°C a pH od 4,2 do 7,9 [10],[13],[16].
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@ Mikroorganismy dominujiciv oblastech bohatych na
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Obrazek 5: Topograficka rozmanitost mikrobialnich druhu [10]- upraveno

2.2.6.2 Vék

Kuze je kolonizovana bakteriemi pocinaje narozenim. Tento pocatecni mikrobiom kiize
ma velmi nizkou diverzitu naptic t€lem a je do zna¢né miry formovan zpisobem porodu
déti. Déti, které se narodi vagindlnim kandlem, budou kolonizovany mikroby
pritomnymi Vv pochvé matky, zatimco déti narozené cisaiskym fezem ziskaji kozni
mikrofloru podobnéjsi pokozce matky. Tento proces kolonizace kize béhem raného
novorozeneckého Zivota je nutny k vytvofeni imunitni tolerance vic¢i komensalnim
mikroorganismim. V prvnich letech Zivota ¢lov€ka se mikrobiota na rtiznych mistech
téla rozviji rozmanitéji, kdyz déti zkoumayji prostiedi, méni stravu a jsou vystaveny vice
lidem a zvifatim. Kize malych déti je kolonizovdna primarn¢ bakteriemi rodu
Streptococcus a kmene Proteobacteria [8],[10],[13].

Houby rodu Malassezia jsou detekovatelné na povrchu ktze jiz v prvni den zivota
u 89 az 100 % novorozenctu. Demodex se také dostava na kizi novorozencu fyzickym
kontaktem, avSak nedochazi k zZadné kolonizaci, pravdépodobné kvili nizké hladiné
kozniho mazu na povrchu kuze [8].

U dospélych jedincii je zdkladni slozeni kozniho mikrobiomu ureno vétSinou
anatomickymi a fyziologickymi faktory, a proto existuji rozdily v koZznim mikrobiomu
mezi zenami a muzi. Uginek hormonalniho systému na mikrobiotu kiiZe je nejvyrazngjsi
béhem puberty, kdy dochazi k nadprodukci kozniho mazu, coz zesiluje nadmérnou
kolonizaci P. acnes potencialné vedouci k akné. To pak vede k nevyvazené mikrobioté
kize. Dale u Zen béhem téhotenstvi a menopauzy [8],[10].

U star$i populace prochdzi kozni mikrobiota zménami, které ovliviiuji jak pocet
mikroorganismii na povrchu kuze, tak jejich rozmanitost. Jednim z faktort
ptispivajicich ke zménam v mikrobiologickém profilu u starSich osob je snizena aktivita
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potnich zlaz, kterd zplsobuje suchou pokozku. Z divodu snizené doby prichodu
keratinocytt epidermis, a tedy delsi perzistence keratinizované epidermalni vrstvy na
povrchu kiize, spolu se snizenim aktivity imunitniho systému ktize, je pokozka starSich
lidi osidlena kvasinkami a dermatofyty Cast¢ji nez ktize mladych lidi [8].

2.2.6.3 Hygienické navyky a pouZivani kosmetickych pripravki

Pouzivéani kosmetiky je rozvinuto jiz od starovéku za ucelem zlepsSeni hygieny nebo
zjemnéni vrasek a suché pokozky. Kosmetika muze pii kazdodennich cinnostech
v naSem Zivoté také ovlivnit mikrobiom kize. Casté myti naruduje koZni bariéru, coz
vede k podrazdéni pokozky a ke zménam v mikrobiomu na pokozce rukou. Modifikace
kozniho mikrobiomu se ucastni také kosmetika, hygienické vyrobky, make-up
a zvlh¢ovace. Kosmetické ptipravky jako jsou krémy ¢i télovd mléka jsou vSak také
potencidlnimi faktory pfispivajici k nariistu mikroflory pokozky. Napiiklad lipidové
slozky pripravkti mohou poskytovat ziviny a podporovat rast lipofilnich bakterii, jako je
Staphylococcus a Propionibacterium [10],[15].

Naduzivani antibiotik, které plvodné bylo a stile je dilezitym milnikem v 1écbé
vSech druhii bakterialnich infekci, se stalo obecnym zdravotnim problémem, ktery vedl
K ur¢itému poctu kmenti patogennich mikroorganismu rezistentnich na antibiotika, coz
znemoznuje 1é€bu infekci. Z téchto divodl je tfeba se vyhnout nadmérnému uzivani
antibiotik [10].

2.3 Kozni dysbiéza

K dysbioze, coz je stav, pii kterém dochédzi k naruseni normdalniho mikrobidlniho
slozeni, mohou vést rtizné faktory. Funkéni dysbidza mtize ovlivnit vzajemné rozhovory
mezi hostitelem a mikroby a miZze vést k onemocnéni. Zasadni roli hraji hostitelské
faktory, jako je v&€k, pohlavi, uZivani 1€kli, zivotni styl a hygiena. Rozdily
Vv mikrobialnim sloZeni pokoZzky u muzl a Zen by mohly byt zaloZeny na fyziologickych
a anatomickych rozdilech, které ovliviiuji vlastnosti pokozky, jako je produkce
hormont, rychlost poceni, produkce kozniho mazu, povrchové pH, tloustka kize, rist
vlasti a kosmetické pouziti. Zeny vykazuji vyrazné vétsi mikrobialni rozmanitost na
rukou nez muzi, coZ souvisi s méné kyselym povrchem klize a zvySenym pouzivanim
kosmetiky u Zen [18].

2.3.1 Atopicka dermatitida

Atopicka dermatitida je chronické, recidivujici, svédivé zanétlivé onemocnéni kuze
S nastupem v détstvi, které nema nakazlivou povahu. Je spojeno s kolonizaci a infekci
Staphylococcus aureus a také se snizenim celkové rozmanitosti mikrobialnich
spoleCenstev na kazi v disledku rozsiteni druhd Staphylococcus az na 90 %
detekovanych mikrobt. Studie naznacuji schopnost Staphylococcus epidermidis
inhibovat rast Staphylococcus aureus [13],[16].

2.3.2 Psoriaza

Psoriaza postihuje 1 az 3 % populace. Je charakterizovana epidermalni hyperproliferaci,
hyperkeratdézou, dermalnim zanétem a angiogenezi vedouci k zesileni Supinatych plakd.
Byly provedeny studie objasiiujici souvislost mezi koznim mikrobiomem a psoridzou,
které uvadéji nerovnovahu z typické distribuce bakterii. Druhy Propionibacterium
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a Actinobacteria mély u psoriatikti niz$i zastoupeni nez u normalni kontrolni kize.
Naopak nadmérné¢ zastoupeny byly Firmicutes, Proteobacteria, Acidobacteria,
Schlegelella, Streptococcaeae, Rhodobacteraceae, Campylobacteraceae
a Moraxellaceae [16].

2.3.3 Ruzovka

Razovka je chronické zanétlivé onemocnéni cév a pilosebacedznich jednotek na
obligeji, které se obvykle projevuje zrudnutim, Eervenanim a citlivou pokozkou. Uloha
mikrobiomu v patogenezi rizovky byla spojena s Helicobacter pylori, Staphylococcus
epidermidis, Chlamydia pneumonie, Bacillus olenorium a roztocem Demodex [16].

2.3.4 Acne vulgaris

Acne vulgaris je chronické zanétlivé onemocnéni pilosebaceoznich jednotek a vyskytuje
se Vv mazovych oblastech ktze, krku, hrudniku a zad. Akné obvykle postihuje
dospivajici a souvisi s narGstem androgenii. V dospivani 1 dospélosti jsou mazové
oblasti kolonizovany primarné lipofilnim Propionibacterium. Propionibacterium
hydrolyzuje triglyceridy a produkuji volné mastné kyseliny, které okyseluji a oslabuji
pokozku [16].

2.4 Polysacharidy pouzivané v kosmetickych pripravcich

2.4.1 Fruktan

Fruktany jsou linearni polymery fruktézy pouzivané v potravindiském primyslu jako
prebioticka zivina. Struktura fruktanu je zobrazena na Obrazku 6. Tyto rezervni
polysacharidy se vyskytuji v rostlinach, jako jsou topinambury, chiest, yakony, porek,
Cesnek, cibule a cekanka. Prebiotické fruktany jsou selektivnimi zdroji uhliku pro
bakterie, které selektivné stimuluji jejich rast na ukor patogennich mikroorganismi.
Byly izolovany fruktany zkotfenti Conyza sp. Conyza sp. je ro¢ni plevel z Celedi
Asteraceae. Pritomnost polysacharidi fruktanového typu byla prokazana také v jinych
rostlinach Asteraceae jako Stevia rebaudiana a Atractylodes chinensis [19].
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Obrazek 6: Struktura fruktanu [19]

2.4.2 Levan

Levan je B- (2,6) vazany fruktézovy polymer (viz Obrazek 7). V piirodé je levan
syntetizovan ze sacharézy Sirokou Skalou mikroorganismit a nékolika rostlinnymi
druhy. Bakterialni levany maji ¢asto molekulové hmotnosti vyssi nez 500 000 Da a jsou
bézné rozvétvené. Pokud je levan ptitomen v biofilmu pidnich druht, jako je Bacillus
subtilis, chrani mikroorganismy pted vysychanim pii zméné hladiny vody [20].
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Obrazek 7: Struktura levanu [20]

2.4.3 Xanthanova guma

Xanthanova guma je piirodni polysacharid produkovany bakterii Xanthomonas
campestris. Retézec tohoto heteropolysacharidu je tvofeny pentasacharidovymi
jednotkami sestavajicimi se z gluk6zy, manodzy a kyseliny glukoronové (viz Obrazek 8).
Tento polymer je dobie rozpustny ve vode€. Pouziva se jako dispergacni cinidlo,
zahustovadlo a stabilizator emulzi a suspenzi ve farmaceutickém pramyslu, v kosmetice
i potravinaiskych produktech [21],[22].
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Obrdzek 8: Struktura xanthanu [23]

2.4.4 Guaranova guma

Guaranova guma je polysacharid ziskavany z endospermu semen rostliny Cyamopsis
tetragonolobus. Nejvétsim vyrobcem tohoto polysacharidu je Indie. Velkou vyhodou
guaranové gumy je schopnost tvofit vysoce viskozni roztoky i se studenou vodou.
Pouziva se jako zahustovadlo a emulgator, zvysuje stabilitu emulzi. Krémim dodéava
roztiratelnost. Fyziologicky se podoba vlaknin¢ a jeho struktura je zobrazena na
Obrazku 9 [24],[25].
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Obrazek 9: Struktura guaranové gumy [26]

2.5 Pouzité metody

Vliv polysacharidi na bakterialni druhy mikrobiomu ktuze lze sledovat pomoci
mikrobiologickych metod a molekulédrné diagnostickych technik.

251 PCR

PCR (polymerazova fetézova reakce) je vykonnd amplifikacni technika, kterd umoziuje
namnoZeni specifického useku DNA pouze z malého mnozZstvi vychoziho materilu
(DNA templatu). PCR muze byt provadéna za pouziti DNA z rlznych tkani
a organismu, vcetné kaze, krve, vlasl, slin a mikrobl. Jde o citlivy test, protoze
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k vytvofeni dostate¢ného mnozstvi kopii pro analyzu je zapotiebi pouze stopovych
mnozstvi DNA [27],[28],[30].

Kazdy PCR test vyzaduje pfitomnost templatové DNA, primerti, nukleotidi (NTP),
DNA polymerazy, pufr pro specifickou DNA polymerazu a PCR vodu. DNA
polymeraza je klicovy enzym. Spojuje jednotlivé nukleotidy dohromady za vzniku PCR
produktu. Nukleotidy jsou zdkladni stavebni jednotkou nukleové kyseliny. Ve své
struktufe obsahuji pétiuhlikaty cukr - pentézu. V molekule DNA se jedna
0 2- deoxyribosu, v RNA o ribosu. Pomoci N-glykosidické vazby je k pentoze ptipojena
dusikata baze. V molekule DNA je to adenin (A), guanin (G), cytosin (C) a thymin (T).
Adenin a guanin jsou purinové béaze. Cytosin a thymin pak pyrimidinové. Pies
esterovou vazbu je pfipojen jeden nebo vice zbytki kyseliny fosfore¢né. Nukleotidy
pusobi jako stavebni kameny, které vyuzitd DNA polymerdza k vytvoreni PCR
produktu. Primery jsou kratké oligonukleotidy s definovanou sekvenci komplementarni
k cilové DNA, ktera ma byt amplifikovana a detekovana [27],[28],[30],[31].

Tyto slozky jsou po smichani umistény do piistroje, ktery umoziuje opakovani cykla
amplifikace DNA ve tfech zédkladnich krocich. Piistroj, ktery je vlastné termdlni
cyklovac, zvySuje a snizuje teplotu. Nejprve je reakéni roztok zahfat nad teplotu tani
dvou komplementarnich tetézcli, aby doslo k jejich denaturaci a tedy separaci. Pri
teplot¢ okolo 95°C dochdzi k rozruSeni vodikovych mistkii a k rozvolnéni
dvousroubice. Diky tomu vznikne jednovldknovd DNA, na kterou se uz mohou navazat
primery. Poté dojde ke snizeni teploty. Specifické primery se navdZzou na segmenty
DNA - proces znamy jako hybridizace neboli nasedédni. Poslednim krokem je samotna
syntéza DNA. Teplota tohoto kroku zavisi na pouzit¢ DNA polymeraze. NejbéZzné&jsi
Taq polymeraza ma optimum 75 az 80°C. Ve sméru od 5'konce ke 3’konci pfirlista
vlakno DNA komplementarné¢ k puvodni molekule DNA. Tyto kroky se cyklicky
opakuji. S kazdym opakovanim se pocet molekul DNA zdvojnasobi. Schématické
znazornéni principu PCR je uvedeno na Obrazku 10 [27],[28].
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Obrazek 10: Schématické znazorneni principu PCR [27]
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Mezi dva hlavni zptisoby vizualizace PCR produktii patii a) barveni amplifikovaného
produktu barvivem a za b) znaeni PCR primerd nebo nukleotidi pomoci
fluorescenéniho barviva pied PCR amplifikaci. Mezi nejpouzivanéj$i barvivo patii
ethidiumbromid, které interkaluje mezi dvéma fetézci. Znaceni pomoci fluorescencniho
barviva umoziuje piimé zaclenéni znacek do produktu PCR [27],[28],[32].

Nejcastéji pouzivanou metodou pro analyzu je elektroforéza na agar6zovém gelu,
ktera rozdéluje produkty DNA na zakladé velikosti a naboje. Agardza je linearni
polysacharid, ktery se ziskava z motskych tas rodu Gelidium nebo Gracilaria. Zakladni
strukturni jednotkou je agarobiosa, coz je disacharid, ktery je slozen z D-galaktosy
a 3,6-anhydro-L-galaktosy. Agarozova gelova elektroforéza je nejjednodussi metoda
pro vizualizaci a analyzu PCR produktu. Umoznuje stanoveni pfitomnosti i velikosti
produktu. Tato separacni technika je zalozena na migraci elektricky nabitych ¢astic
v elektrickém poli. DNA standard o znamé velikosti fragmenti DNA se pouziva
soucasné s analyzou PCR produktu a umoziuje wurcit velikost produktu

[28],[32],[33],[34],[35].

Pokud se PCR metoda pouzivd k detekci piitomnosti nebo nepiitomnosti
specifického produktu DNA, mluvime o kvalitativni PCR. Kvantitativni PCR v redlném
case (qQPCR) poskytuje informace nad ramec pouhé detekce DNA. Oznacuje, kolik
specifické DNA nebo genu je ve vzorku pfitomno. Pro detekei a kvantifikaci produktu
se pouzivaji dvé metody: 1) fluorescencni barviva, kterd nespecificky interkaluji
s dvouietézcovou DNA a 2) sekvencné znacené sondy. qPCR kombinuje detekci
cilového produktu s kvantifikaci zaznamendnim amplifikace produktu PCR
prostiednictvim odpovidajiciho zvySeni fluorescenéniho signalu spojeného s tvorbou
produktu béhem kazdého cyklu reakce. Kvantifikace je stanovena béhem exponencidlni
faze PCR amplifikace [27],[29],[30].

2.5.2 Difuzni agarovy test

Tato metoda slouzi ke stanoveni citlivosti mikroorganismt k antimikrobiadlnim latkam.
Na Petriho misku s zivnym médiem, které je vhodné pro dany mikroorganismus, je
zaoCkovana dana kultura. Do agaru jsou vytvofeny jamky, do nichZ se nasledn€ nanese
dana antimikrobidlni latka. Nasleduje 24 hodin inkubace, kdy dochéazi k difuzi
antimikrobialni latky a tim k potlaceni ristu mikroorganismu kolem mista aplikace.
Vzniké inhibi¢ni zona a citlivost mikroorganismu k dané latce se vyhodnoti zméfenim
velikosti této zony [36],[37].

2.5.3 Dilu¢ni jamkovy test

Tento test se provadi na mikrotitracnich destickach s 96 jamkami. Do téchto jamek se
napipetuje vzorek antimikrobialni latky a vhodné zfedéna dana kultura. Nasleduje 24
hodin inkubace. Poté se vysledek vyhodnocuje spektrofotometricky - méti se zakal
V jamce se vzorkem a porovnava se s kontrolni jamkou [36],[37].
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3 CIL PRACE

V ramci této diplomové prace budou feSeny nasledujici dil¢i ulohy:

e Zpracovani reSerSe na dané téma

e Sledovani vlivu vybranych kosmetickych polysacharidii na vybrané druhy
mikrobiomu kize

e Urceni vlivu kosmetickych polysacharidii jako prebiotik na vybrané druhy
mikrobiomu kize

e Vyhodnoceni vysledki a diskuze
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie a pristroje

411

P
=
RO © o o o o o o o °

Chemikalie

Agardza pro elektroforézu (Serva, Heidelber, SRN)

Agar Powder (Himedia, IND)

BHI médium (Himedia, IND)

Destilovana voda (FCH VUT, Brno, CR)

DNA standard 100 bp (Nippon Genetics Europe, Némecko) - obsahuje
fragmenty 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1500 a 3000 bp
DNA standard 50 bp (Malamité, Moravské Prusy, Cr) - obsahuje fragmenty 50,
100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1200 a
1500 bp

EDTA (Serva, Heidelberg, SRN)

Fluorescenéni barvivo GelRed ™(Top-Bio, Praha, CR)

Fluorescen¢ni barvivo Midori Green Advance (Nippon Genetics Europe,
Némecko)

Kyselina borita (Penta, Chrudim, CR)

LB médium (Sigma, SRN)

Nanéaseci pufr Yellow load (Top-Bio, Praha, CR)

NB médium (Himedia, IND)

PCR voda (Top-Bio, Praha, CR)

Primery (Generi Biotech, Hradec Kralové, CR)

gPCR 2x SYTO-9 Master Mix (Top-Bio, Praha, CR)

Tris-baze (Tris-hydroxymethyl-aminomethan) (Serva, Heidelberg, SRN)

Piistroje a pomiicky

Analytické vahy OHAUS Pioneer (Ohaus, New Jersey, USA)

Biohazard box, Airstream II, ESCO (Némecko)

Centrifuga miniSpin plus (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

Detekéni systém pro snimani gell (Azure biosystems C200, Dublin, USA)
DNA/RNA UV-cleaner box (bioSan, Riga, Litva)

EpochMicroplate Spectrophotometer, BioTek (USA)

Eppendorf zkumavky (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

Laboratorni vahy OHAUS CS 200 (Ohaus, New Jersey, USA)

MikrovInna trouba PROLINE SM117 (Sencor, CR)

Nanodrop 2000c UV-VIS Spectrophotometer (Thermo Scientific, Wilmington,
USA)

Omni Bacterial DNA Purification Kit

Temperovana tiepacka HeidolphUnimax 1010 (Labicom, CR)

Thermal cycler DNA Engine (BIO-Rad Lab., USA)

Zafizeni pro elektroforézu (OWL Buffer Puffer ™, Loughborough, UK)

Zdroj elektrického napéti pro elektroforézu Enduro 300 V (Labnet International,
Woodbridge, USA)

Rotor-Gene 6000 (Corbett Research UK Ltd., Cambridge, United Kingdom)
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Dale byly pouzity pipety riznych objemu a bézné laboratorni sklo a vybaveni.

4.2 Pouzité mikroorganismy

V experimentalni casti diplomové prace byly pouzity ¢tyfi mikroorganismy ziskané
z Ceské sbirky mikroorganismii (Czech Collection of Microorganisms, CCM) Brno:

e Cutibacterium acnes CCM 3437

e Staphylococcus epidermidis CCM 4418
e Micrococcus luteus CCM 1569

e Escherichia coli CCM 3954

Pro kultivaci bylo pouzito vzdy 50 ml daného tekutého média v Erlenmeyerové
bance, které¢ bylo zaoCkovano ptislusnou kulturou z dlouhodobé uchovavané kultury.
Vyjimkou byla kultura Cutibacterium acnes, ktera byla kultivovana v centrifugacni
zkumavce naplnéné témet k uzavéru, aby byly zajistény anaerobni podminky. Kultivace
probihala ve vSech ptipadech na temperované tiepacce pii 37°C po dobu 24 hodin. Pii
ptipravé médii i1 pfi praci s mikroorganismy probihala prace ve sterilnim boxu.

Pro gramnegativni bakterii Escherichia coli CCM 3954 (LB médium) a pro zbylé
grampozitivni bakterie Staphylocuccus epidermidis CCM 4418 (BHI médium),
Cutibacterium acnes CCM 3437 (BHI médium) a Micrococcus luteus CCM 1569 (NB
médium) byla pouzita komeréni média (viz Tabulka 1), ktera byla pfipravena dle
navodu na obalu. V pfipad¢ pfipravy pevného média byl pfiddn agar o koncentraci
20g/I.

V nasledujici tabulce (Tabulka 1) je uvedeno slozeni komerc¢nich médii.

Tabulka 1:Slozeni komercnich médii pro kultivaci mikroorganismii

Médium mikroorganismus slozka koncentrace (g/l)

teleci mozek 200

hovézi srdce 250

BHI Cutibacterium acnes pepton 10
Staphylococcus epidermidis dextréza 2
NaCl 5

Na;HPO, 2,5

pepton 10

NB Micrococcus luteus hovézi extrakt 10
NaCl 5

trypton 10
LB Escherichia coli kvasni¢ni extrakt 5
NaCl 10
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4.3 Pouzité kosmetické polysacharidy

Pro tuto diplomovou praci byly pouzity dva polysacharidy pouzivané v kosmetice (viz
Obrazek 11): PolLevan S (Greentech Bioteechnologies, Saint-Beauzire, Francie)
a Nanomoist (Bioland, Korea).

Obrazek 11: Pouzité polysacharidy PoLevan S (vlevo) a Nanomoist (vpravo)

4.3.1 Priprava vzorki pro antimikrobialni testy

Pro ptipravu vzorkd bylo navéazeno vzdy 0,1 g polysacharidu, ktery byl rozpustén
v 10 ml destilované vody, ¢imz byla ziskdana koncentrace polysacharidu 1%. Jako druha
hodnota byla vybrédna koncentrace 2%, tedy bylo navazeno 0,2 g polysacharidu
a rozpusténo v 10 ml destilované vody. Koncentrace 1 az 2% odpovidaji koncentraci
polysacharidii v kosmetickych ptipravcich. Takto ptipravené vzorky byly pouzity na
antimikrobidlni testy.

4.3.2 Priprava vzorki pro aplikaci na kizi

Pro aplikaci vzorkli na kiazi cela dvou respondentek byla vybrana koncentrace
polysacharidd 2%. Bylo pfipraveno 7 zkumavek eppendorf, do kterych bylo
napipetovano vzdy 100 ul polysacharidu PoLevan S pro tydenni pouZivani. Do dalSich
7 zkumavek bylo napipetovano 100 pl polysacharidu Nanomoist (Obrazek 12).
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Obrazek 12: Pripravené polysacharidy pro respondentky, vlevo polysacharid Nanomoist,
vpravo PolLevan S

4.4 Stanoveni antimikrobialni aktivity

Antimikrobidlni u¢inek vzorkli kosmetickych polysacharidi byl stanoven za pouziti
kment bakterii Cutibacterium acnes, Staphylococcus epidermidis, Micrococcus luteus,
Escherichia coli.

4.4.1 Difuzni agarovy test

Nejdiive byly piipraveny Petriho misky s pfislusSnym médiem s piidavkem agaru.
Tyto misky byly poté zaoCkovany 24 hodinovou kulturou vybranych mikroorganismu.
Poté byly do tuhého média vytladeny jamky, do kterych se nasledné pipetovalo 50 pl
vzorku kosmetickych polysacharidi a slepy vzorek (destilovana voda). Nasledné byly
Petriho misky uchovany pii teplot€¢ 37°C po dobu 24 hodin. Test byl vyhodnocen
zmétenim rozsahu inhibi¢ni zony kolem jamek.

4.4.2 Diluéni jamkovy test

Na mikrotitra¢ni destiCku bylo napipetovano 75 pl vzorku kosmetickych
polysacharidi a slepych vzorka (destilovana voda a €istd kultura). Poté bylo pfidano
225 pl ztedéné 24 hodinové kultury. Absorbance byla méfena v ¢ase 0 a poté po 24
hodinové kultivaci pti 37°C spektrofotometricky pomoci ELISA readeru pii vinové
délce 630 nm.

4.5 lzolace bakterialni DNA sbirkovych kmenii mikroorganismu

Kizolaci DNA sbirkovych mikroorganismi byl pouzit Omni Bacterial DNA
Purification Kit. Postup izolace odpovida navodu vyrobce, ktery byl pfilozen k tomuto
kitu [38]. Byl napipetovan 1 ml Cestvé narostlé bakterialni kultury (24 hod) do 1,5 ml
zkumavky eppendorf a centrifugovan pti 4000 x g 1 minutu. Supernatant byl slit do
odpadni nadoby. Bylo ptidano 200 pl roztoku B a pelet byl kompletné resuspendovan.
Roztok byl inkubovan 10 minut pfi teplot¢ 37°C. Dale bylo pfidano 25 pl roztoku
proteazy a 100 ul DLB pufru. Po promichéani byl roztok inkubovan pfti teploté¢ 55°C
1 hodinu. Poté byl centrifugovan pii 10 000 x g 2 minuty.
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Supernatant byl odpipetovan do nové sterilni zkumavky eppendorf a bylo piidano
220 ul BB pufru. Po promichani bylo inkubovano 10 minut pfi teploté 65°C. K roztoku
bylo ptidano 220 ul 100% ethanolu a dikladné promichano.

Do 2 ml sbérné zkumavky byla vlozena Omni DNA Mini kolonka, na kterou byl
roztok prepipetovan a bylo centrifugovano pfi 10000 X g 1 minutu. Ze sbérné
zkumavky byl odstranén supernatant a na kolonku bylo pipetovano 500 ul CBH pufru.
Opcét bylo centrifugovano pifi 10 000 X g 1 minutu a supernatant byl odstranén. Na
kolonku bylo napipetovano 700 ul DW pufru a centrifugovano pti 10 000 x g 1 minutu.
Supernatant byl odstranén a bylo znovu centrifugovano pii 10 000 X g 2 minuty pro
odstranéni zbytki ethanolu. Na kolonku bylo napipetovano 100 ul EB pufru
predehiatého na 65°C. Bylo inkubovano 5 minut pii teploté¢ 65°C a centrifugovano pii
10000 x g 1 minutu. Takto ziskand DNA vsech sbirkovych mikroorganismi byla
pouzita jako pozitivni kontrola pro PCR.

45.1 Stanoveni koncentrace a Cistoty izolované DNA

Koncentrace a Cistota izolované bakteridlni DNA byla stanovena spektrofotometricky
na spektrofotometru NanoDrop 2000. Jako blank byl pouzit elu¢ni pufr. Byla zmétena
absorbance v rozsahu vinovych délek 220 az 340 nm. Absorbance byla odeétena pro
vlnové délky 230 nm, kde se nachazi minimum absorbance pro DNA, dale pro 260 nm,
kde se nachazi maximum absorbance pro DNA a pro 280 nm, kde se nachazi maximum
absorbance pro proteiny. Z programu Nanodrop 2000 byly zjistény koncentrace DNA
v ng/ul z hodnoty absorbance pro 260 nm a hodnoty pomért absorbance A260/A280
a A260/A230, které¢ vypovidaji o Cistoté izolované DNA. Hodnota poméru absorbanci
A260/A280 pohybujici se kolem 1,8 odpovida ¢isté DNA.

4.6 lzolace DNA ze stéri z kuZe ¢ela respondentek

DNA vybranych mikroorganismt byla ze stérti z kiize cela respondentek izolovéana
celkem 3x. Poprvé na zacatku pfed samotnym pouzivanim kosmetického polysacharidu,
poté po tydenni aplikaci prvniho polysacharidu a nakonec po dalsi tydenni aplikaci
druhého polysacharidu. Stér byl provadén pomoci sterilntho tamponu na plastové
ty€ince (viz Obrazek 13), ktery byla poté vlozena do sterilni plastové uzaviratelné
zkumavky, ktera obsahovala 10 ml sterilni vody. Po hodiné bylo na Petriho misku
s BHI médiem napipetovano 50 pl této vody a ponechano kultivovat 24 hodin pii
teplot¢ 37°C. Po 24 hodinach bylo z Petriho misky odebrano 20 kolonii do 20
zkumavek eppendorf, které obsahovaly 100 pul PCR vody. Stér byl proveden pro
statistické vysledky 3x, tedy bylo vzdy ziskano celkem 60 kolonii. Po vlozeni
zkumavek eppendorf do termocykleru na 20 minut pii teploté¢ 99°C byla vzorky
zmrazeny a uchovany pro dal$i pouziti. Tento postup byl zvolen na zaklade
optimalizace izolace DNA ze stéru z klize provedené v soubézné¢ probihajici diplomové
praci Adély Alexové [39].
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Obrazek 13: Sterilni tamponek na plastové tycince pro stér

4.7 Priprava reak¢ni smési pro PCR a priubéh reakce

Ve sterilnim boxu byla pfipravena PCR smés podle Tabulky 2. VSechny PCR reakce
byly provadény s MasterMix SYTO-9 obsahujici interkalacni barvivo. PCR smés byla
pripravena do specialnich 200 pl zkumavek eppendorf ur¢enych pro qPCR a celkovy
objem smési pro PCR byl 25 pl. Ve druhém sterilnim boxu byla napipetovana DNA do
vSech mikrozkumavek obsahujici PCR smés. V pifipad€ negativni kontroly byla matrice
DNA nahrazena stejnym mnozstvim PCR vody. Stejnym zptisobem byla pfipravena
pozitivni kontrola, kde jako matrice DNA byla pouzita DNA ziskana podle postupu
v kapitole 4.5.

Tabulka 2: Pouzité komponenty a objemy pro pripravu PCR smési

Komponenty Objem (ul)
PCR voda 9,5
gPCR 2X SYTO-9 12,5
primer F 1
primer R 1
matrice DNA 1

Polymerazova ftetézova reakce probihala dle teplotniho programu uvedeného

v Tabulce 3.

Tabulka 3: Teplotni profil PCR reakce

Prodlouzena Denaturace Hybridizace Syntéze Dosyntetizovani
denaturace DNA primert novych fetézcti | DNA
DNA DNA

95°C/5 min 95°C/60 s 55°C/60 s 72°C/60 s 72°C/5 min

Pro ptipravu PCR smési byly pouzity primery specifické pro doménu Bacteria
(16Sekont F, 16Sekont R) a primery specifické pro Staphylococcus epidermidis
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(femA-SE_F, femA-SE_R), pro Cutibacterium acnes (CA-F, CA-R), pro Micrococcus
luteus (ML-ISR_F, ML-ISR_R) a pro Escherichia coli (uspA Up, uspA Down).
Sekvence téchto primert se nachazi v Tabulce 4.

Tabulka 4: Sekvence jednotlivych primerii

Nazev Sekvence (5"—3") Mikroorganismus | Citace
femA-SE_F CAACTCGATGCAAATCAGCAA Staphylococcus
. L [40]
femA-SE_R GAACCGCATAGCTCCCTGC epidermidis
41
CA-R TTCCGACGCGATCAACCA acnes
42
ML-ISR_R GCCAAGGCATCCACC luteus
uspA Down ACGCAGACCGTAGGCCAGAT coli
16Sekont_F TCCTACGGGAGGCAGCAGT
doména Bacteria [44]
16Sekont R | GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT

4.8 Priprava agarozového gelu

Gel pro elektroforézu byl pfipraven z agarézy a 0,5x TBE pufru, ktery vznikl
zfedénim 5x TBE pufru. 5x TBE pufr byl pfipraven smichanim 54 g Tris HCI, 27,5 g
kyseliny borit¢ a 20 ml 0,5 M EDTA. V Erlenmeyerové bance bylo smichano 100 ml
0,5 x TBE pufru s 1,5 g agardzy. Poté byl roztok zahtivan a opakované piivadén k varu
vV mikrovlnné troubé do Uplného rozpusténi agardzy. Po zchladnuti bylo do roztoku
pridani interkalac¢ni barvivo GelRed nebo Midori Green v objemu 10 pl a roztok byl
nalit do pfedem ptipravené formy. Po 30 minutych byl gel dostatecné tuhy pro
samotnou elektroforézu.

4.9 Elektroforéza PCR produkti

Do jamek pfipraveného gelu bylo nandSeno 10 pl smési ptipravené smichanim
10 pl PCR produktu a 5 pl nanaseciho pufru. Pro urceni velikosti amplikonti bylo do
jedné jamky naneseno 5 ul standardu DNA. Agar6zovy gel byl nasledné vlozen do
elektroforetické vany a zalit 0,5x TBE pufrem. Pfipojenim ke zdroji napéti byla
spusténa elektroforéza, ktera probihala minimalné 2,5 hodiny pfi napéti 60 az 65 V.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Antimikrobialni aktivita

Podle postupu uvedeného v kapitole 4.2 byla stanovena antimikrobidlni aktivita obou
kosmetickych polysacharida dilucni jamkovou metodou a difuznim agarovym testem.

5.1.1 Staphylococcus epidermidis

Do tuhého média na Petriho misce byly vytlaCeny 4 jamky, z nichz 3 obsahovaly danou
koncentraci kosmetického polysacharidu, a posledni jamka obsahovala blank - destilovanou
vodu. Velikost inhibi¢ni zony byla ziskana jako pramér 3 méfeni.
Tabulka 5: Antimikrobidlni aktivita kosmetickych polysacharidii proti Staphylococcus epidermidis

VZOREK VELIKOST INHIBICNi ZONY [mm]

PolLevan S 1% 0

PolLevan S 2%

0
Nanomoist 1% 0
0

Nanomoist 2%

Z Tabulky 5 a Obrazku 14 vyplyva, ze kosmetické polysacharidy nemaji vici bakterii
Staphylococcus epidermidis zadnou antimikrobialni aktivitu, coz mize potvrzovat fakt, Ze se
polysacharidy v kosmetickych ptipravcich mohou chovat jako prebiotika pro Staphylococcus
epidermidis.

Obrazek 14: Inhibicni zony polysacharidu Polevan S v koncentraci 1% (vlevo) a 2% (vpravo)

Podle postupu uvedeného v kapitole 4.4.2 byl méfen zékal na zacatku testu a po uplynuti
24 hodin. Ziskané absorbance od sebe byly odecteny, ¢imz byl zjistén nartist bakterie. Od
jednotlivych hodnot byl jest¢ ode¢ten uc¢inek blanku (destilovand voda a cista kultura).
VSechny ziskané hodnoty byly ziskany jako aritmeticky pramér tii méfeni a jsou uvedeny
v Tabulce 6.
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Tabulka 6:Antimikrobidalni aktivita kosmetickych polysacharidii proti Staphylococcus epidermidis

VZOREK NARUST KULTURY [%]
PoLevan S 1% 158,58
PoLevan S 2% 173,69
Nanomoist 1% 159,91
Nanomoist 2% 175,22

Obrazek 15 ukazuje narist kultury v jednotlivych vzorcich. Vysledky byly pfepocteny na
nartst kultury v procentech, kdy 100 % znaci nartst ¢isté kultury.

narust kultury [3%]

200
180 -
160 -
140 -
120 A
100 ~
80 -
60 -
a0 -

20 4

u_

B PolLevan 5 1%
B Polevan 5 2%
B Nanomoist 1%

B Nanomoist 2%

Obrdazek 15: Antimikrobialni aktivita kosmetickych polysacharidii proti Staphylococcus epidermidis

U vSech vzorkti kosmetickych polysacharida piesahuje nartust kultury 100 %, tedy lze fici,
ze zadny ze vzorkl nevykazuje antimikrobialni aktivitu viéi bakterii Staphylococcus
epidermidis. Naopak lze fici, ze polysacharidy PoLevan Si Nanomoist mohou podporovat

rust této bakterie.

Nakonec byly kosmetické polysacharidy piidany ptimo do média pted ztuhnutim a po
naliti a zatuhnuti byly Petriho misky zaockovany 24 hodinovou kulturou zfedénou na
koncentraci 10°. Byly porovnany pocty kolonii na miskach bez ptidavku polysacharidu
a s pridavkem polysacharidu.

Tabulka 7: Pocty kolonii na Petriho miskdch s pridavkem a bez pridavku polysacharidu

VZOREK | POCET KOLONII | poéet kolonii na misce bez piidavku polysacharidu
PoLevan S 1% > 10 000
PoLevan S 2% > 10 000
116
Nanomoist 1% > 10000
Nanomoist 2% > 10 000
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Z Tabulky 7 lze opét vycist, Ze kosmetické polysacharidy nevykazuji vuéi bakterii
Staphylococcus epidermidis antimikrobialni aktivitu, ale spiSe jeji rust podporuji. Rozdil
V poctu kolonii je viditelny na Obrazku 16.

Obrazek 16: Porovnani naristu bakterie Staphylococcus epidermidis bez pridavku polysacharidu
(vlevo) a po pridavku polysacharidu PoLevan S 2% (vpravo)
5.1.2 Cutibacterium acnes

Do tuhého média na Petriho misce byly vytlateny 4 jamky, z nichz 3 obsahovaly danou
koncentraci kosmetického polysacharidu, a posledni jamka obsahovala blank - destilovanou
vodu. Velikost inhibi¢ni zony byla ziskana jako primér 3 méteni.

Tabulka 8: Antimikrobidlni aktivita kosmetickych polysacharidii proti Cutibacterium acnes

VZOREK VELIKOST INHIBICNi ZONY [mm]

PoLevan S 1% 0

PolLevan S 2%

0
Nanomoist 1% 0
0

Nanomoist 2%

Z Tabulky 8 vyplyva, Zze kosmetické polysacharidy nevykazuji ani vici bakterii
Cutibacterium acnes zadnou antimikrobialni aktivitu (viz Obrazek 17), coz opét potvrzuje
fakt, ze by polysacharidy mohly v kosmetickych pfipravcich vystupovat jako prebiotika.
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Obrdzek 17: Inhibicni zény polysacharidu Nanomoist v koncentraci 1 % (vlevo) a 2% (vpravo)

Podle postupu uvedeného v kapitole 4.4.2 byl méfen zakal na zacatku testu a po uplynuti
24 hodin. Ziskané absorbance od sebe byly odeéteny, ¢imz byl zjistén narust bakterie. Od
jednotlivych hodnot byl jesté odeften ucinek blanku (destilovana voda a ¢ista kultura).
Vsechny ziskané hodnoty byly ziskany jako aritmeticky pramér tii méfeni a jsou uvedeny

v Tabulce 9.

Tabulka 9: Antimikrobidlni aktivita kosmetickych polysacharidii proti Cutibacterium acnes

VZOREK NARUST KULTURY [%]
PoLevan S 1% 143,26
PoLevan S 2% 151,74
Nanomoist 1% 139,85
Nanomoist 2% 149,22

Obrazek 18 ukazuje narist kultury v jednotlivych vzorcich. Vysledky byly pfepocteny na

narist kultury v procentech, kdy 100 % znaci nartst Cisté kultury.

narist kultury [3]
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Obrazek 18: Antimikrobialni aktivita kosmetickych polysacharidii proti Cutibacterium acnes
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Podobné jako u bakterie Staphylococcus epidermidis, i u bacterie Cutibacterium acnes
muzeme vidét, Ze zadny ze vzorkli kosmetickych polysacharidli nevykazuje inhibi¢ni Gc¢inek.
Nartst kultury u vSech vzorkli se pohybuje okolo 40 % ve srovnani s naristem cisté kultury.
| u bakterie Cutibacterium acnes tedy mohou kosmetické polysacharidy fungovat jako jejich
prebiotika a podporovat jejich rust. Pfi srovnani dvou polysacharidi mizeme vidét o néco
vyrazng€j$i narust kultury u polysacharidu PoLevan S.

Nakonec byly kosmetické polysacharidy ptfidany pifimo do média pfed ztuhnutim a po
naliti a zatuhnuti byly Petriho misky zaockovany 24 hodinovou kulturou zfedénou na
koncentraci 10°. Byly porovnany poéty kolonii na miskach bez piidavku polysacharidu
a s pridavkem polysacharidu.

Tabulka 10: Pocty kolonii na Petriho miskdch s pridavkem a bez pridavku polysacharidu

VZOREK K(;)I?ijlg; pocet koltl)al(l)iliy :;lcl}:l;i(;g lj)ez pridavku
PolLevan S 1% > 10 000
PoLevan S 2% > 10 000
Nanomoist 1% > 10 000 -
Nanomoist 2% > 10 000

Z Tabulky 10 mtizeme vyc¢ist, Ze po piidavku polysacharidu doslo k vyraznému nartstu
kolonii bakterie Cutibacterium acnes. Tedy lze fici, ze kosmetické polysacharidy nevykazuji
vuci bakterii Cutibacterium acnes zadné antimikrobialni u¢inky a naopak jeji riist podporuji.

5.1.3 Micrococcus luteus

Stejné jako v pfedchozich piipadech byly do tuhého média na Petriho misce vytlaeny
4 jamky, z nichz 3 obsahovaly danou koncentraci kosmetického polysacharidu, a posledni
jamka obsahovala blank - destilovanou vodu. Velikost inhibi¢ni zony byla ziskana jako
prumér 3 méfeni a vysledky jsou uvedeny v Tabulce 11.
Tabulka 11: Antimikrobidlni aktivita kosmetickych polysacharidit proti Micrococcus luteus

VZOREK VELIKOST INHIBICNi ZONY [mm]
PolLevan S 1% 0

PoLevan S 2%

0
Nanomoist 1% 0
0

Nanomoist 2%

Ani vici bakterii Micrococcus luteus nevykazuji kosmetické polysacharidy antimikrobialni
ucinky (viz Obrazek 19), coz znovu potvrzuje fakt, ze by tyto polysacharidy mohly
vystupovat jako prebiotika v kosmetickych ptipravcich.
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Obrazek 19: Inhibicni zony polysacharidu Nanomoist v koncentraci 1 % (vlevo) a PoLevan S 2%
(vpravo)

Podle postupu uvedeného v kapitole 4.4.2 byl méfen zékal na zacatku testu a po uplynuti
24 hodin. Ziskané absorbance od sebe byly odecteny, ¢imz byl zjistén nartst bakterie. Od
jednotlivych hodnot byl jesté¢ odeten uc¢inek blanku (destilovand voda a Cista kultura).
Vsechny ziskané hodnoty byly ziskany jako aritmeticky pramér tii méfeni a jsou uvedeny
v Tabulce 12.

Tabulka 12: Antimikrobidalni aktivita kosmetickych polysacharidi proti Micrococcus luteus

VZOREK NARUST KULTURY [%]
PoLevan S 1% 141,88
PoLevan S 2% 153,41
Nanomoist 1% 139,99
Nanomoist 2% 149,29
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Obrazek 20 ukazuje narist kultury v jednotlivych vzorcich. Vysledky byly pfepocteny na
nartst kultury v procentech, kdy 100 % znaci nartst ¢isté kultury.
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Obrdzek 20: Antimikrobidlni aktivita kosmetickych polysacharidit proti Micrococcus luteus

Z Obréazku 20 mlZeme vidét, Ze Zadny z polysacharidii opét nevykazuje inhibi¢ni Gc¢inek
vuci bakterii Micrococcus luteus. Vsechny vzorky kosmetickych polysacharidi podporuji rist
bakterie Micrococcus luteus a vystupuji zde jako prebiotika. Podle o¢ekavani 1épe podporuji
rast polysacharidy s vyS$i koncentraci ve vzorku a nejlépe polysacharid PoLevan
S v koncentraci 2%.

Nakonec byly kosmetické polysacharidy pfidany pfimo do média pfed ztuhnutim a po
naliti a zatuhnuti byly Petriho misky zaockovany 24 hodinovou kulturou zfedénou na
koncentraci 10°. Byly porovnany poéty kolonii na miskach bez piidavku polysacharidu
a s pridavkem polysacharidu. Rozdil v poctu kolonii je vidét na Obrazku 21.

Tabulka 13: Pocty kolonii na Petriho miskdach s pridavkem a bez pridavku polysacharidu

VZOREK | gl P s P
PoLevan S 1% > 100
PoLevan S 2% > 100
Nanomoist 1% > 100 °3
Nanomoist 2% > 100

V Tabulce 13 muzeme vidét, Ze po piidavku polysacharidi doslo opét k nartstu kolonii
bakterie Micrococcus luteus.
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Obrazek 21: Porovnani narustu bakterie Micrococcus luteus bez pridavku polysacharidu (vlevo) a po
pridavku polysacharidu Nanomoist 1% (vpravo)

5.1.4 Escherichia coli

Stejné jako v predchozich ptipadech byly do tuhého média na Petriho misce vytlaceny
4 jamky, z nichz 3 obsahovaly danou koncentraci kosmetického polysacharidu, a posledni
jamka obsahovala blank - destilovanou vodu. Velikost inhibi¢ni zoény byla ziskana jako
pramér 3 méfeni (viz Tabulka 14).

Tabulka 14: Antimikrobidlni aktivita kosmetickych polysacharidii proti Escherichia coli
VZOREK VELIKOST INHIBICNI ZONY [mm]

PoLevan S 1% 0

PoLevan S 2%

0
Nanomoist 1% 0
0

Nanomoist 2%

Ani vici bakterii Escherichia coli nevykazuji kosmetické polysacharidy antimikrobialni
uéinky (viz Obrazek 22), coz znovu potvrzuje fakt, ze by tyto polysacharidy mohly
vystupovat jako prebiotika v kosmetickych piipravcich.
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Obrazek 22:Inhibicni zony polysacharidu PoLevan S v koncentraci 2% (vlevo) a Nanomoist 1%
(vpravo)

Podle postupu uvedeného v kapitole 4.4.2 byl méfen zakal na zacatku testu a po uplynuti
24 hodin. Ziskané absorbance od sebe byly odeéteny, ¢imz byl zjistén nartst bakterie. Od
jednotlivych hodnot byl jesté odecten ucinek blanku (destilovana voda a Cistd kultura).
Vsechny ziskané hodnoty byly ziskany jako aritmeticky primér tii méfeni a vysledky jsou
uvedeny v Tabulce 15.

Tabulka 15:Antimikrobidlni aktivita kosmetickych polysacharidii proti Escherichia coli

VZOREK NARUST KULTURY [%]
PoLevan S 1% 137,22
PoLevan S 2% 148,91
Nanomoist 1% 138,11
Nanomoist 2% 143,74

38



Obrazek 23 ukazuje narist kultury v jednotlivych vzorcich. Vysledky byly pfepocteny na
nartst kultury v procentech, kdy 100 % znaci nartst ¢isté kultury.
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Obrdazek 23: Antimikrobidlni aktivita kosmetickych polysacharidii proti Escherichia coli

Z Obrazku 23 mlzeme vidét, Zze zadny z polysacharidi opét nevykazuje inhibi¢ni ucinek
vici bakterii Escherichia coli. Vechny vzorky kosmetickych polysacharidii naopak podporuji
rust bakterie Escherichia coli a vystupuji zde jako prebiotika. Podle ocekavani 1épe podporuji
rast polysacharidy s vyssi koncentraci ve vzorku a nejlépe opét polysacharid Polevan
S v koncentraci 2%.

Nakonec byly kosmetické polysacharidy pfidany pfimo do média pfed ztuhnutim a po
naliti a zatuhnuti byly Petriho misky zaockovany 24 hodinovou kulturou zfedénou na
koncentraci 10°. Byly porovnany poéty kolonii na miskach bez pfidavku polysacharidu
a s ptfidavkem polysacharidu.

Tabulka 16: Pocty kolonii na Petriho miskdach s pridavkem a bez pridavku polysacharidu

POCET pocet Kolonii na misce bez piidavku
VZOREK KOLONII polysacharidu
PoLevan S 1% > 1000
PoLevan S 2% > 1000
148
Nanomoist 1% > 1000
Nanomoist 2% > 1000

Z Tabulky 16 lze opét vycist, Ze kosmetické polysacharidy nevykazuji vici bakterii
Escherichia coli antimikrobidlni aktivitu, ale spise jeji rist podporuji. Rozdil v poétu kolonii
je viditelny na Obrazku 24.
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Obrazek 24: Porovnani narustu bakterie Escherichia coli bez pridavku polysacharidu (vlevo) a po
pridavku polysacharidu PoLevan S 1% (vpravo)

5.2 lzolace bakterialni DNA ze sbirkovych kmenii mikroorganismu

Izolace DNA byla provedena izola¢nim kitem dle postupu v kapitole 4.5.
Spektrofotometrické stanoveni Cistoty a koncentrace DNA bylo provedeno na pfistroji
NanoDrop Spectrophotometer 2000. Postup je uveden v kapitole 4.5.1. V Tabulce 17 jsou
uvedeny koncentrace izolované DNA sbirkovych mikroorganismut. U bakterii Staphylococcus
epidermidis, Cutibacterium acnes a Micrococcus luteus byla ziskana DNA o dostatecné
koncentraci. Pfed pouzitim této izolované DNA jako pozitivni kontroly v PCR, byla DNA
vyfedéna na koncentraci ptiblizné 10 ng/ul. U bakterii Staphylococcus epidermidis
a Cutibacterium acnes byla izolovana DNA mirné zneCiSténa proteiny, protoze pomer
absorbanci As0/Azs0 je mensi nez 1,8. U Escherichia coli a Micrococcus luteus je naopak
pomér vyssi nez 1,8, coz znaci znecisténi RNA.

Tabulka 17: Koncentrace a cistota DNA sbirkovych mikroorganismii

Mikroorganismus CAso Asgo  Ageol Ao Koncentrace DNA [ng/ul]
Staphylococcus epidermidis | 0,540 | 0,314 1,72 27,0
Cutibacterium acnes 1,248 | 0,693 1,73 65,5
Escherichia coli 1,088 | 0,544 2,00 54,4
Micrococcus luteus 0,117 | 0,062 1,88 59

5.3 Vysledky qPCR pro DNA izolovanych ze sbirkovych kmeni
mikroorganismu

Byly pfipraveny smési pro PCR a byla provedena PCR dle postupu a programu v kapitole
4.7. Na Obrazku 25 lze vidét amplifikacni kiivky bakterialni DNA izolované ze sbirkovych
kmend mikroorganisml. Byly pouzity primery 16Sekont F a 16Sekont R specifické pro
doménu Bacteria (modra), primery femA-SE_R a femA-SE_F specické pro Staphylococcus
epidermidis (oranzova), primery ML-ISR_F a ML-ISR R specifické pro Micrococcus luteus
(zelend) a primery uspA Up a uspA Down specifické pro Escherichia coli (rizova). Na
Obrazku 26 1ze vidét amplifikaéni kiivky bakteridlni DNA izolované ze sbirkovych kment
mikroorganismi, kde byly pouzity primery CA F a CA R specifické pro Cutibacterium
acnes. Vysledky qPCR ukazuji, Ze doslo ke specifické amplifikaci a tedy byla tspésné
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izolovana DNA vsech sbirkovych kment mikroorganismii. Ta byla dale pouzita ve vSech
reak¢nich smésich jako pozitivni kontrola.

110

Fluorescence

g 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 :ﬂi‘:‘e 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 3 32 33 34 35
Obrazek 25: Amplifikacni krivky DNA izolovanych ze sbirkovych kmenit mikroorganismiu, oranzova -
PK Staphylococcus epidermidis, modra - PK doména Bacteria, zelend PK Micrococcus luteus, rizova

- PK Escherichia coli, cerna - NK
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Obrdazek 26: Amplifikacni krivka DNA izolovanych ze sbirkovych kmenii mikroorganismii, oranzovda -
PK Cutibacterium acnes, cerna - NK
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Obrazek 27: Analyza kfivek tani DNA izolovanych ze sbirkovych kmenii mikroorganismii, oranzova

PK Staphylococcus epidermidis, modrd - PK bakterie, zelend PK Micrococcus luteus, rizova - PK

Escherichia coli, cerna - NK
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Obrazek 28: Analyza kiivky tani DNA izolovanych ze sbirkovych mikroorganismii, oranzovd - PK
Cutibacterium acnes, cerna - NK

Pomoci analyzy ktivek tani uvedenych na Obrazku 27 a Obrazku 28 byly zjiStény teploty
tani specifickych produktd. Teplota tani PCR produkti pro Staphylococcus epidermidis
s primery femA-SE_F a femA-SE R je 82°C, pro Micrococcus luteus s primery ML-ISR_F
a ML-ISR_R je 93°C, pro doménu Bacteria s primery 16Sekont F a 16Sekont R je 90°C, pro

Escherichia coli s primery uspA Up a uspA Downje 89°C a pro Cutibacterium acnes
s primery CA_F a CA R je 88°C.

5.3.1 Ovéreni specifity primert

Pro ovéfeni, ze jsou primery specifické pouze pro dany mikroorganismus, byla k primerim
piidana DNA ostatnich vybranych kontrolnich mikroorganismu, tedy Staphylococcus
epidermidis, Micrococcus luteus, Cutibacterium acnes a Escherichia coli.
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U primeri ML-ISR-f a ML-ISR-r doslo kamplifikaci pfi pouziti matrice DNA
Micrococcus luteus - oranzova, Escherichia coli - zluta, Staphylococcus epidermidis - fialova
I Cutibacterium acnes - zelena. Primery pro Micrococcus luteus tedy nejsou specifické pouze
na Micrococcus luteus a z dalsich experimenti byly vyfazeny. Vysledky viz Obrazek 29
a Obrazek 30.

U ostatnich primerti, konkrétné¢ femA-SE_F a femA-SE_R pro Staphylococcus
epidermidis, CA-F a CA-R pro Cutibacterium acnes a uspA Up a uspA Down pro
Escherichia coli, doslo pouze ke specifické amplifikaci.
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Obrazek 29: Amplifikacni kiivky - ovéreni specifity primeri
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Obrazek 30: Analyza kiivek tani - ovéreni specifity primerii

5.4 lzolace DNA ze stéru z kuZe ¢ela respondentek

Postup izolace DNA je uveden v kapitole 4.6. Byly kultivovany vzdy 3 Petriho misky se
stéry od kazdé respondentky. Z kazdé Petriho misky bylo odebrano shodné 20 kolonii. Tim
bylo ziskdno vzdy 60 kolonii respondentky ,,L*“ a ,,M*“. Kolonie 1 az 20 byly odebrany
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Z Petriho misky ¢. 1, kolonie 21 aZ 40 z Petriho misky €. 2 a kolonie 41 az 60 z Petriho misky
¢. 3. Nasledujici obrazky zobrazuji narostlé kolonie po 24 hodinové kultivaci. Obrazek 31
zobrazuje narostlé kolonie ziskané ze stéri zcela respondentek pred pouzivanim
polysacharidti. Obrazek 32 zobrazuje narostlé kolonie ziskané ze stéra z ¢ela respondentek po
tydennim pouzivani polysacharidu Nanomoist a Obrazek 33 pak zobrazuje kolonie ziskané ze
stért z €ela respondentek po tydennim pouZzivani polysacharidu PoLevan S.

Obrazek 31: Petriho misky porostlé koloniemi po 24 hodinové kultivaci pred pouzivanim kosmetickych
polysacharidii u respondentky ,, L “(vlevo) a respondentky ,, M “(vpravo)

Obrazek 32: Petriho misky porostlé koloniemi po 24 hodinové kultivaci po pouzivani polysacharidu
Nanomoist u respondentky ,, L “(vlevo) a respondentky ,, M “(vpravo)
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Obrazek 33: Petriho misky porostlé koloniemi po 24 hodinové kultivaci po pouzivani polysacharidu
PoLevan S u respondentky ,,L “(vlevo) a respondentky ,, M “(vpravo)

5.5 Vysledky qPCR pred pouzivanim kosmetickych polysacharidii

Stéry pfed pouzivanim kosmetickych polysacharidi slouzily ke zjiSténi, jakeé
mikroorganismy mikrobiomu jsou na kiizi respondentek zastoupeny, jaka je jeho variabilita
a jak se bude nasledn€¢ ménit s pouZivanim kosmetickych polysacharidi. Byly pfipraveny
smési pro PCR a byla provedena PCR dle postupu a programu v kapitole 4.7

5.5.1 Staphylococcus epidermidis

Nejprve byla provedena qPCR za pouziti primerti femA-SE_F a femA-SE R, jelikoz
bakterie Staphylococcus epidermidis by méla byt na kiZzi zastoupena v nejvétsi mife. Pro
prehlednost jsou na nasledujicich obrazcich zobrazeny pouze vybrané amplifika¢ni kiivky
a analyzy kiivek tani. Dalsi jsou zobrazeny v pfilohach. Obrazek 34 znazornuje amplifikacni
ktivku DNA kolonii 1 az 32 respondentky ,,L*“. Obrazek 35 pak znazorfiuje analyzu kiivek
tani téchto kolonii.
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Obrazek 34: Amplifikacni krivky DNA izolovanych kolonii 1 az 32 respondentky ,,L** s primery femA-
SE_F a femA-SE_R specifickymi pro SE, PK - oranzova, NK- ¢ernd
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Obrdazek 35: Analyza kiivek tani DNA izolovanych kolonii 1 az 32 respondentky ,,L* s primery femA-
SE_F a femA-SE R specifickymi pro SE, PK - oranzova, NK- cerna

V Tabulce 18 je uveden piehled vysledkit qPCR stérti pied pouzivanim kosmetickych
polysacharidt. Kolonie 1 az 20 byly odebrany z Petriho misky €. 1, kolonie 21 az 40 z Petriho
misky €. 2 a kolonie 41 az 60 z Petriho misky €. 3. U respondentky ,,L*“ nebyla detekovana
pritomnost DNA Staphylococcus epidermidis u kolonii ¢. 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 42, 43,
44, 45, 46, 47, 48, 56 a 58 a tyto kolonie byly postupné otestovany na dal$i vybrané
mikroorganismy. U kolonii ¢. 31, 32, 54 a 55 doslo k velmi slabé amplifikaci specifickych
produktd, proto bylo nasledné gelovou elektroforézou ovéfeno, zda se jednd o bakterii
Staphylococcus epidermidis ¢i nikoliv. U respondentky ,,M* nebyla detekovana ptitomnost
DNA Staphylococcus epidermidis u kolonii €. 2, 6, 7, 8, 30, 31, 32, 54, 55 a 56. Zde lze také
pozorovat vysSi zastoupeni bakterie Staphylococcus epidermidis jesté pred pouzivanim
kosmetickych polysacharidi. VSechny zbylé kolonie, u kterych nebyl detekovan produkt
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gPCR sprimery femA-SE_F a femA-SE R byly nasledné otestovany na dalSi vybrané
mikroorganismy.

Tabulka 18: Prehled vysledkit qPCR s primery femA-SE_F a femA-SE R specifickymi pro SE
kolonie - amplifik kolonie - amplifik kolonie - amplifik kolonie - amplifik

responde ace SE  responde aceSE  responde aceSE  responde ace SE

ntka ,,L* ntka ,,L* ntka ,,M* ntka ,,M*“
1 + 31 + 1 + 31 -
2 + 32 + 2 - 32 -
3 + 33 + 3 + 33 +
4 + 34 + 4 + 34 +
5 + 35 + 5 + 35 +
6 + 36 + 6 - 36 +
7 + 37 + 7 - 37 +
8 + 38 + 8 - 38 +
9 + 39 + 9 + 39 +
10 + 40 + 10 + 40 +
11 + 41 + 11 + 41 +
12 + 42 - 12 + 42 +
13 + 43 - 13 + 43 +
14 + 44 - 14 + 44 +
15 + 45 - 15 + 45 +
16 + 46 - 16 + 46 +
17 + 47 - 17 + 47 +
18 - 48 - 18 + 48 +
19 - 49 + 19 + 49 +
20 - 50 + 20 + 50 +
21 - 51 + 21 + 51 +
22 - 52 + 22 + 52 +
23 - 53 + 23 + 53 +
24 - 54 - 24 + 54 -
25 + 55 - 25 + 55 -
26 + 56 - 26 + 56 -
27 + 57 + 27 + 57 +
28 + 58 - 28 + 58 +
29 + 59 + 29 + 59 +
30 + 60 + 30 - 60 +

5.5.1.1 Elektroforéza produktit gPCR s primery femA-SE_F a femA-SE_R

Po pocateénim otestovani vsech kolonii za pouziti primerd femA-SE_F a femA-SE_R pro
Staphylococcus epidermidis byly vsechny produkty qPCR podrobeny agardzové gelové
elektroforéze pro ovéteni velikosti PCR produkti. Elektroforézy produkti qPCR byly
provedeny v 1,5% agar6zovém gelu. Amplikony maji velikost pfiblizné 170 bp. Pro
piehlednost je na Obrazku 36 uveden snimek elektroforézy s koloniemi 1 az 17 respondentky
L. VSechny ostatni jsou uvedeny v piilohéach.
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11 12 12 14151€ 171819 20 2122

1 PK ++
2 PK 4+
3 NK -
4 NK -
5 respondentka ,,L*“ kolonie 1 +
6 respondentka ,,L“ kolonie 2 ++
7 respondentka ,,L* kolonie 3 +
8 respondentka ,,L“ kolonie 4 ++
9 respondentka ,,L“ kolonie 5 +
10 respondentka ,,L“ kolonie 6 +
11 DNA Standard 100 bp -
12 respondentka ,,L“ kolonie 7 +
13 respondentka ,,L“ kolonie 8 ++
14 respondentka ,,L“ kolonie 9 +
15 respondentka ,,L*“ kolonie 10 ++
16 respondentka ,,L“ kolonie 11 +++
17 respondentka ,,L“ kolonie 12 +
18 respondentka ,,L*“ kolonie 13 +
19 respondentka ,,L“ kolonie 14 +
20 respondentka ,,L*“ kolonie 15 +
21 respondentka ,,L“ kolonie 16 +++
22 respondentka ,,.L*“ kolonie 17 ++

Obrdzek 36: Agardzovy gel s produkty PCR specifickymi pro SE s primery femA-SE_F a femA-SE_R
(+, ++, +++ intenzita detekovaného produktu PCR, -produkt PCR nebyl detekovdin)

Vysledky elektroforézy potvrzuji vysledky analyzy kiivek tani, tedy Ze u respondentky ,,L*
nabyla detekovana ptitomnost DNA Staphylococcus epidermidis u kolonii ¢. 18, 19, 20, 21,
22, 23, 24, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 56 a 58. Bylo nutné ovéfit pritomnost specifickych
amplikont kolonii €. 31, 32, 54 a 55, jelikoz amplifikacni kiivky téchto vzorka byly nepatrné.
Elektroforézou bylo ovéteno, ze se o bakterii Staphylococcus epidermidis jedna ve vsech 4
ptipadech. U respondentky ,,M* nedoslo k amplifikaci DNA u kolonii ¢. 2, 6, 7, 8, 30, 31, 32,
54, 55 a 56. Bylo potvrzeno gelovou elektroforézou, ze se nejedna o bakterii Staphylococcus
epidermidis. Negativni kontroly byly Cisté ve vSech ptipadech a délka specifickych produktt
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se pohybovala okolo 170 bp, coz odpovida zjisténé hodnoté délky amplikonii pomoci
vyhledavace Primer-Blast.

5.5.2 Escherichia coli

Primery uspA Up a uspA Down byly pouzity pro qPCR zbylych vzorka kolonii, ve kterych
nebyla detekovana pfitomnost DNA bakterie Staphylococcus epidermidis. U respondentky
,,L“ se jednalo o kolonie 18, 19 a 20 z Petriho misky ¢. 1, o kolonie 21, 22, 23 a 24 z Petriho
misky €. 2 a o kolonie 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 56 a 58 z Petriho misky ¢. 3. U respondentky
M se jednalo o kolonie 2, 6, 7 a 8 z Petriho misky ¢. 1, o kolonie 30, 31 a 32 z Petriho
misky €. 2 a o kolonie 54, 55 a 56 z Petriho misky ¢. 3.
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Obrazek 37: Amplifikacni kifivky DNA izolovanych kolonii s primery uspA Up a uspA specifickymi pro
EC, PK - oranzovad, NK- cernd
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Obrdazek 38: Analyza kiivek tani DNA izolovanych kolonii s primery uspA Up a uspA specifickymi pro
EC, PK - oranzovd, NK- cernd

Z Obrazku 37 a Obrazku 38 je patrné, ze ani DNA bakterie Escherichia coli nebyly
detekovany. Escherichia coli je fekalni bakterie a na kiizi by se neméla vyskytovat. Proto zde
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byla o¢ekavana jeji minimalni ptfitomnost. Produkt qPCR byl detekovan pouze u pozitivni
kontroly. ProtoZe nebyla pozorovana amplifikace cilové sekvence v zddném ze sledovanych
vzorki, nebylo potfeba ovétovat velikost produktli pomoci agardzové gelové elektroforézy.

5.5.3 Cutibacterium acnes

Primery CA-F a CA-R specifické pro Cutibacterium acnes byly stejné jako v piipadé
bakterie Escherichia Coli pouzity pro zbylé vzorky, ve kterych nebyla detekovana bakterie
Staphylococcus epidermidis ani Escherichia coli. U respondentky ,,L*“ se jednalo o kolonie
18, 19 a 20 z Petriho misky €. 1, o kolonie 21, 22, 23 a 24 z Petriho misky €. 2 a o kolonie 42,
43, 44, 45, 46, 47, 48, 56 a 58 z Petriho misky €. 3. U respondentky ,,M* se jednalo o kolonie
2, 6, 7 a 8 z Petriho misky ¢. 1, o kolonie 30, 31 a 32 z Petriho misky ¢. 2 a 0 kolonie 54, 55
a 56 z Petriho misky ¢. 3.
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Obrdazek 39: Amplifikacni kiriivky DNA izolovanych kolonii s primery CA-F a CA-R specifickymi pro
Cutibacterium acnes, PK - oranzova, NK- cernd
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Obrazek 40: Analyza kiivek tani DNA izolovanych kolonii s primery CA-F a CA-R specifickymi pro
Cutibacterium acnes, PK - oranzovd, NK- cernd
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Z Obrazku 39 a Obrazku 40 je patrné, Ze ani DNA bakterie Cutibacterium acnes nebyla
detekovana. Cutibacterium acnes je bakterie, ktera se na kuzi bézné vyskytuje. Jde ale
anaerobni bakterii, proto spiSe nez na povrchu kize, ji mlizeme nalézt v rohové vrstve.
Z tohoto diivodu nemohla byt bakterie pouhym stérem z povrchu kiize zachycena a nasledné
detekovana. Produkt qPCR byl detekovan pouze u pozitivni kontroly. Protoze nebyla
pozorovana amplifikace cilové sekvence v zadném ze sledovanych vzorkii, nebylo potieba
ovetovat velikost produktli pomoci agarozové gelové elektroforézy.

5.5.4 Doména Bakterie

Primery 16Sekont-F a 16Sekont-R jsou specifické pro doménu Bacteria. Lze zjistit
pfitomnost bakterii, ale nelze ptresnéji urcit konkrétni kmen. Tyto primery byly opét pouzity
na zbylé vzorky, u nichZz nebyla zjisténa piitomnost DNA bakterii Staphylococcus
epidermidis, Cutibacterium acnes ani Escherichia coli. U respondentky ,,.L“ se jednalo
0 kolonie 18, 19 a 20 z Petriho misky ¢. 1, o kolonie 21, 22, 23 a 24 z Petriho misky ¢. 2
a 0 kolonie 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 56 a 58 z Petriho misky ¢. 3. U respondentky ,,M* se
jednalo o kolonie 2, 6, 7 a 8 z Petriho misky ¢. 1, o kolonie 30, 31 a 32 z Petriho misky ¢. 2
a 0 kolonie 54, 55 a 56 z Petriho misky ¢. 3. Amplifika¢ni kiivky DNA téchto kolonii Ize
vidét na Obrazku 41. Na Obrazku 42 pak analyzu kiivek tani.
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Obrdzek 41: Amplifikacni kifivky DNA izolovanych kolonii s primery 16Sekont-F a 16Sekont-R
specifickymi pro doménu Bacteria, PK - oranzovad, NK- cerna
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Obrdzek 42: Analyza kiivek tini DNA izolovanych kolonii s primery 16Sekont-F a 16Sekont-R
specifickymi pro doménu Bacteria, PK - oranzovad, NK- cernd

V piipadé¢ pouziti primerti 16Sekont-F a 16Sekont-R byl produkt gPCR detekovan u vsech
zbylych vzorkd. Tabulka 19 ukazuje primérné zastoupeni mikroorganismu izolovanych
Z jedné Petriho misky (=20 kolonii). Zastoupeni bakterie Staphylococcus epidermidis je
u obou respondentek vysoké. U respondentky ,,L*“ byla tato bakterie zastoupena primérné
V 75 %, u respondentky ,,M*“ primémé v 85 %. U respondentky ,,M* je tedy vidét o néco
vyssi zastoupeni této bakterie. Ale naopak je zde mensi variabilita mikrobiomu a bakterie
Staphylococcus epidermidis opravdu ptevlada. Pomér bakterie Staphylococcus epidermis
k ostatnim bakteriim u obou respondentek znazoriuje jesté Obrazek 43.

Tabulka 19: Priimérné zastoupeni mikroorganismii vztazené na jednu Petriho misku (20 kolonii)

respondentka prumérné procentualni prumérné procentualni
zastoupeni SE zastoupeni SE zastoupeni B zastoupeni B
(pocet kolonii) (%) (pocet kolonii) (%)

30 a0 -
70 - 80 7
= T 70
60 - 2
: P«
50 _
= B procentud!ni E 50 m procentudlni
E 40 zastoupeni SE (%) g zastoupeni SE (%)
E 20 B procentudlni E 07 B procentualni
§ zastoupeni B (%) § 30 zastoupeni B (%)
9 104 s
520 £ -
10 10 A
0 - 0
L M

Obrazek 43: Procentudlni zastoupeni bakterie Staphylococcus epidermidis
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5.5.4.1 Elektroforéza produktit gPCR s primery 16Sekont-F a 16Sekont-R

V piipad¢ pouziti primert 16Sekont-F a 16Sekont-R specifickych pro doménu Bacteria
byl produkt qPCR detekovan u vSech zbylych vzork. U respondentky ,.L*“ se jednalo
0 kolonie 18, 19 a 20 z Petriho misky ¢. 1, o kolonie 21, 22, 23 a 24 z Petriho misky ¢. 2
a 0 kolonie 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 56 a 58 z Petriho misky ¢. 3. U respondentky ,,M* se
jednalo o kolonie 2, 6, 7 a 8 z Petriho misky ¢. 1, o kolonie 30, 31 a 32 z Petriho misky ¢. 2
a 0 kolonie 54, 55 a 56 z Petriho misky ¢. 3. Amplifikace téchto kolonii byla ovéfena
agarozovou gelovou elektroforézou, jejiz vysledek je zobrazen na Obrazku 44. Vysledky
elektroforézy potvrzuji vysledky z analyzy kiivek tani a u vSech zbylych kolonii byla zjiSténa
piitomnost DNA z domény Bacteria.

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34

Béh DNA Detekce

<

1 PK e+
2 PK +++
3 NK -
4 NK -
5 respondentka ,,.L“ kolonie 18 +++
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6 respondentka ,,L* kolonie 19 +++
7 respondentka ,,L*“ kolonie 20 +++
8 Standard DNA 50 bp -

9 respondentka ,,.L*“ kolonie 21 ++
10 respondentka ,,L.“ kolonie 22 ++
11 respondentka ,,L*“ kolonie 23 ++
12 respondentka ,,L.* kolonie 24 ++
13 respondentka ,,L.“ kolonie 42 ++
14 respondentka ,,L.* kolonie 43 ++
15 respondentka ,,L.* kolonie 44 ++
16 respondentka ,,L.* kolonie 45 ++
17 respondentka ,,L.“ kolonie 46 ++
18 respondentka ,,L.* kolonie 47 ++
19 respondentka ,,L.“ kolonie 48 ++
20 respondentka ,,L.“ kolonie 56 ++
21 respondentka ,,L.* kolonie 58 ++
22 respondentka ,,M* kolonie 2 ++
23 Standard DNA 50 bp -

24 respondentka ,,M“ kolonie 6 ++
25 respondentka ,,M“ kolonie 7 ++
26 respondentka ,,M* kolonie 8 ++
27 respondentka ,,M* kolonie 30 ++
28 respondentka ,,M* kolonie 31 ++
29 respondentka ,, M* kolonie 32 ++
30 respondentka ,,M* kolonie 54 ++
31 respondentka ,,M* kolonie 55 ++
32 respondentka ,,M* kolonie 56 ++
33 PK ++
34 PK ++

Obrdzek 44: Agarozovy gel s produkty gPCR s primery 16Sekont-F a 16Sekont-R specifickymi pro
doménu Bacteria (+, ++, +++ intenzita detekovaného produktu PCR, -produkt PCR nebyl detekovan)

5.6 Vysledky qPCR po tydennim pouZivani polysacharidu Nanomoist

Respondentky si po dobu jednoho tydné ve stejnou dobu aplikovaly 100 ul polysacharidu
Nanomoist na kiizi ¢ela. Po této dobé byl proveden stér a izolace DNA podle postupu
uvedeného v kapitole 4.6. Opét byly kultivovany 3 Petriho misky a z kazdé bylo odebrano
shodné 20 kolonii. VSech 60 kolonii respondentky ,,.L* a ,,M* bylo otestovano na vybrané
mikroorganismy. JelikoZ analyzami stéri pied pouzivanim polysacharidii bylo potvrzeno, Ze
bakterie Staphylococcus epidermidis se na klzi nachazi v nejvétsi mife, byly izolované
kolonie opét nejprve otestovany na pritomnost DNA této bakterie. Byly pfipraveny smési pro
PCR a byla provedena PCR dle postupu a programu v kapitole 4.7

5.6.1 Staphylococcus epidermidis

Nejprve byla opét provedena qPCR za pouziti primert femA-SE_F a femA-SE R, jelikoz
bakterie Staphylococcus epidermidis by méla byt na kuzi zastoupena v nejvétsi mite, coz jiz
bylo potvrzeno vysledky analyz stéri pfed pouzivanim kosmetickych polysacharidi. Pro
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piehlednost jsou na nasledujicich obrazcich zobrazeny pouze vybrané amplifikacni kiivky
a analyzy kiivek tani. Dalsi jsou zobrazeny v ptilohach. Obrazek 45 zndzoriiuje amplifikacni
ktivky DNA izolovanych kolonii 1 az 32 respondetnky ,,M* s primery femA-SE_F a femA-
SE_R a Obrazek 46 pak analyzu kiivek tani téchto kolonii.
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Obrazek 45: Amplifikacni kifivky DNA izolovanych kolonii 1 az 32 respondentky ,,M* s primery femA-
SE_F a femA-SE_R specifickymi pro SE, PK - oranzova, NK- ¢ernd
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Obrdzek 46: Analyza kiivek tani DNA izolovanych kolonii 1 az 32 respondentky ,, M s primery femA-
SE_F a femA-SE R specifickymi pro SE, PK - oranzovad, NK- ¢erna

V Tabulce 20 je uveden piehled vysledkti PCR po pouzivani kosmetického polysacharidu
Nanomoist. U respondentky ,,L“ nebyla detekovana piitomnost DNA Staphylococcus
epidermidis u kolonii ¢. 30 a 31. U respondentky ,,M* byl produkt qPCR detekovan ve vSech
ptipadech, tedy ve vsech izolovanych koloniich byla zjisténa pfitomnost DNA bakterie
Staphylococcus epidermidis. V porovnani se stéry, které byly provedeny pted pouzivanim
kosmetickych polysacharidl, miZeme vidét, Ze doSlo k vyraznému zvySeni zastoupeni
bakterie Staphylococcus epidermidis. Tento polysacharid tedy muze pozitivné pusobit na jeji
rast a vystupovat jako prebiotikum. Tento pozitivni vliv kosmetickych polysacharidi byl
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pozorovan i v ptipad¢ antimikrobialnich testl. Zaroven muze rist bakterie Staphylococcus
epidermidis negativné ovliviiovat dal$i mikroorganismy mikrobiomu kiZe a jeji zastoupeni je
tak nejvyssi. VSechny zbylé DNA kolonii, u kterych nebyl detekovan produkt gPCR s primery
femA-SE_F a femA-SE R, byly nasledn¢ otestovany na dals$i vybrané mikroorganismy.

Tabulka 20: Prehled vysledkii gqPCR s primery pro SE specifickymi pro Staphylococcus epidermidis
kolonie - amplifik kolonie - amplifik kolonie - amplifik kolonie - amplifik

responde ace SE  responde aceSE  responde aceSE  responde ace SE

ntka ,,L* ntka ,,L* ntka ,,M*“ ntka ,,M*“
1 + 31 - 1 + 31 +
2 + 32 + 2 + 32 +
3 + 33 + 3 + 33 +
4 + 34 + 4 + 34 +
5 + 35 + 5) + 35 +
6 + 36 + 6 + 36 +
7 + 37 + 7 + 37 +
8 + 38 + 8 + 38 +
9 + 39 + 9 + 39 +
10 + 40 + 10 + 40 +
11 + 41 + 11 + 41 +
12 + 42 + 12 + 42 +
13 + 43 + 13 + 43 +
14 + 44 + 14 + 44 +
15 + 45 + 15 + 45 +
16 + 46 + 16 + 46 +
17 + 47 + 17 + 47 +
18 + 48 + 18 + 48 +
19 + 49 + 19 + 49 +
20 + 50 + 20 + 50 +
21 + 51 + 21 + 51 +
22 + 52 + 22 + 52 +
23 + 53 + 23 + 53 +
24 + 54 + 24 + 54 +
25 + 55 + 25 + 55 +
26 + 56 + 26 + 56 +
27 + 57 + 27 + 57 +
28 + 58 + 28 + 58 +
29 + 59 + 29 + 59 +
30 - 60 + 30 + 60 +

5.6.1.1 Elektroforéza produktit qPCR s primery femA-SE_R a femA-SE_F

Po pocate¢nim otestovani vSech kolonii za pouziti primert pro Staphylococcus epidermidis
byly vSechny produkty qPCR podrobeny agar6zové gelové elektroforéze. Elektroforézy
produkti qPCR byly provedeny v 1,5% agardézovém gelu. Délka specifickych produkti se
pohybovala okolo 170 bp, coz odpovida zjisténé hodnoté délky amplikonii pomoci
vyhledavace Primer-Blast. Pro pichlednost je na Obrazku 47 uveden snimek elektroforézy
s PCR produkty kolonii 1 az 32 respondetnky ,,M*. VSechny ostatni jsou uvedeny v ptilohach.
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19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

5
.

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

-—

31 32 33 34 35 36 37

’

1 PK +++
2 PK +++
3 NK -

4 NK -

5 respondentka ,,M* kolonie 1 +++
6 respondentka ,,M* kolonie 2 +++
7 respondentka ,,M* kolonie 3 ++
8 Standard DNA 50 bp -

9 respondentka ,,M* kolonie 4 +++
10 respondentka ,,M* kolonie 5 +++
11 respondentka ,,M* kolonie 6 +++
12 respondentka ,,M* kolonie 7 ++
13 respondentka ,,M* kolonie 8 ++
14 respondentka ,,M* kolonie 9 ++
15 respondentka ,,M* kolonie 10 ++
16 respondentka ,, M* kolonie 11 +++
17 respondentka ,,M* kolonie 12 +

18 respondentka ,, M* kolonie 13 ++
19 respondentka ,,M* kolonie 14 ++
20 respondentka ,,M* kolonie 15 ++
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21 respondentka ,,M* kolonie 16 +++
22 respondentka ,,M* kolonie 17 +
23 respondentka ,,M* kolonie 18 +++
24 respondentka ,,M* kolonie 19 +
25 respondentka ,,M* kolonie 20 +++
26 Standard DNA 50 bp -
27 respondentka ,,M* kolonie 21 +++
28 respondentka ,,M* kolonie 22 ++
29 respondentka ,,M* kolonie 23 +++
30 respondentka ,,M* kolonie 24 +++
31 respondentka ,,M* kolonie 25 ++
32 respondentka ,,M* kolonie 26 +
33 respondentka ,,M* kolonie 27 +
34 respondentka ,,M* kolonie 28 ++
35 respondentka ,,M* kolonie 29 ++
36 respondentka ,,M* kolonie 30 ++
37 respondentka ,,M* kolonie 31 +
38 respondentka ,,M* kolonie 32 +

Obrazek 47: Agarozovy gel s produkty gPCR s primery femA-SE_R a femA-SE _F specifickymi pro SE
(+, ++, +++ intenzita detekovaného produktu PCR, -produkt PCR nebyl detekovan)

Vysledky elektroforézy potvrzuji vysledky analyzy kiivek tani, tedy ze u respondentky ,,L*
nebyla detekovana piitomnost DNA Staphylococcus epidermidis u kolonii ¢. 30 a 3I1.
U respondentky ,,M* doslo k amplifikaci DNA ve vSech ptipadech a to se potvrdilo i gelovou
elektroforézou, tedy ve vSech izolovanych koloniich byla detekovdna ptitomnost DNA
bakterie Staphylococcus epidermidis. Negativni kontroly byly ¢isté ve vSech ptipadech
a délka specifickych produktli se pohybovala okolo 170 bp, coZ odpovida zjiSténé hodnoté
délky amplikond pomoci vyhledavace Primer-Blast.

5.6.2 Escherichia coli, Cutibacterium acnes, doména Bacteria

Pro kolonie ¢. 30 a 31 respondetnky ,,.L* byly pouZity primery uspA Up a uspA Down
specifické pro Escherichia coli, primery CA-F a CA-R specifické pro Cutibacterium acnes
a primery 16Sekont-F a 16Sekont-R specifické pro doménu Bacteria. Obrazek 48 znazoriuje
amplifikacni kiivky DNA kolonii ¢. 30 a 31 respondentky ,,L*“. Obrazek 49 pak znazoriiuje
analyzy kiivek tani téchto kolonii. Produkt qPCR byl detekovan ve vSech piipadech
pozitivnich kontrol (zelena PK pro Cutibacterium acnes, oranzova PK pro E. Coli a modra
PK pro bakterie) a v ptipadé obou kolonii, u kterych byly pouzity primery uspA Up a uspA
Down specifické pro Escherichia coli.
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Obrazek 48: Amplifikacni kiivky DNA izolovanych kolonii 30 a 31 respondentky ,,L", zelena PK pro
Cutibacterium acnes, oranzova PK pro E. Coli a modra PK pro doménu Bacteria, riuzova -specificky
produkt PCR s primery uspA Up a uspA Down pro Escherichia coli, NK- cerna
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Obrdazek 49: Analyza kiivek tani DNA izolovanych kolonii 30 a 31 respondentky ,,L*, zelend PK pro
Cutibacterium acnes, oranzovda PK pro E. Coli a modra PK pro doménu Bacteria, riiZova -specificky
produkt PCR s primery uspA Up a uspA Down pro Escherichia col, NK- cernd

U respondentky ,,M*“ byla bakterie Staphylococcus epidermidis detekovana ve 100 %
odebranych kolonii jiz po tydennim pouzivani kosmetického polysacharidu. Toto vysoké
zastoupeni bakterie Staphylococcus epidermidis je podpofeno faktem, Ze v jejim pfipad¢ byla
tato bakterie zastoupena ve vysoké mife jiz na zacatku a variabilita mikrobiomu byla nizka.
Naopak u respondentky ,,L* byla zjisténa vyS$i variabilita mikrobiomu na zacatku, a proto
i zde lze vidét, ze bakterie Staphylococcus epidermidis neni zastoupena v takové mite. Piesto
je jeji procentudlni obsah vysoky a miizeme fici, Ze polysacharid Nanomoist mize plnit
prebiotickou funkci pro mikroorganismy kize. Ptiznak této funkce mohl byt vidén uz ve
vysledcich antimikrobidlnich testi. Také lze fici, ze rist bakterie Staphylococcus epidermidis
muZze negativné ovlivilovat rlst ostatnich organismu mikrobiomu kiize a jeho podil na kizi ve
srovnani s ostatnimi mikroorganismy po pouzivani kosmetickych vyrobkli nartista.
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Tabulka 21 ukazuje primérné zastoupeni mikroorganismu izolovanych z jedné Petriho misky
(=20 kolonii). Pomér bakterie Staphylococcus epidermis K ostatnim bakteriim u obou
respondentek znazornuje jesté Obrazek 50.

Tabulka 21: Priimérné zastoupeni mikroorganismii vztazené na jednu Petriho misku (20 kolonii)

respondentka priumérné procentualni primérné procentualni
zastoupeni SE  zastoupeni SE  zastoupeni EC  zastoupeni EC
(pocet kolonii) (%) (pocet kolonii) (%)
M 20 100 - -
100 - 120 4
50 |
100 4
- 801 -
=
:.'" 70 - ug- a0 -
=]
& 50 1 W procentudlni E
E 50 zastoupeni SE (%) E &0 B procentudlni
® - ] zastoupeni SE (%)
2 ao B procentudlni s
G zastoupeni EC (%) g 40 -
§ 30 8
'n-_ o

20 A 20

10 -

WL e

Obrdzek 50: Procentudlni zastoupeni bakterie Staphylococcus epidermidis

5.6.2.1 Elektroforéza produktit gPCR s primery uspA UP a uspA Down

V ptipadé pouziti primerti uspA Up a uspA Down specifickych pro Escherichia coli byl
produkt PCR detekovan v piipadé obou zbyvajicich kolonii. Pfitomnost specifickych
amplikonl byla ovéfena agardzovou gelovou elektroforézou, jejiz vysledek je zobrazen na
Obrazku 51.

Vysledek elektroforézy potvrzuje vysledky analyzy kiivek tani, kdy u obou kolonii byla
detekovana ptitomnost DNA Escherichia coli. Velikost odpovida zjisténé hodnoté délky
amplikonli pomoci vyhledavace Primer-Blast. Negativni kontroly byly ¢isté.
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28 29 30 31 32 33 34

Béh DNA Detekce
28 Standard DNA 50 bp -
29 PK ++
30 PK ++
31 NK -
32 NK -
33 respondentka ,,.L*“ kolonie 30 ++
34 respondentka ,,.L*“ kolonie 31 ++

Obrdazek 51: Agarozovy gel produktii gPCR s primery uspA Up a uspA Down specifickymi pro EC (+,
++4, +++ intenzita detekovaného produktu PCR, -produkt PCR nebyl detekovdn)

5.7 Vysledky qPCR po tydennim pouzZivani polysacharidu PoLevan S

Respondentky si po dobu jednoho tydné ve stejnou dobu aplikovaly 100 pl polysacharidu
PoLevan S na kuzi Cela. Po této dobé byl proveden stér a izolace DNA podle postupu
uvedeného v kapitole 4.6. Opét byly kultivovany 3 Petriho misky a z kazdé bylo odebrano
shodné 20 kolonii. VSech 60 kolonii respondentky ,,L*“ a ,,M* bylo otestovano na vybrané
mikroorganismy. JelikoZ analyzami stéri pfed pouZivanim polysacharidii bylo potvrzeno, Ze
bakterie Staphylococcus epidermidis se na kizi nachdzi v nejvétsi mife, byly izolované
kolonie opé€t nejprve otestovany na pritomnost této bakterie. Byly pfipraveny smési pro PCR
a byla provedena PCR dle postupu a programu v kapitole 4.7.

5.7.1 Staphylococcus epidermidis

Po tydennim pouzivani polysacharidu PoLevan S byly vSechny kolonie nejprve otestovany
na pritomnost DNAbakterie Staphylococcus epidermidis s pouzitim primerd femA-SE_F
a femA-SE R, jelikoz bakterie Staphylococcus epidermidis by méla byt na kazi zastoupena
V nejveétsi mite, coz jiz bylo potvrzeno vysledky analyz stérii pred pouzivanim kosmetickych
polysacharidli. Pro ptehlednost jsou na nasledujicich obrazcich zobrazeny pouze vybrané
amplifika¢ni kiivky a analyzy kiivek tani. Dal$i jsou zobrazeny v pfilohdch. Obrazek 52
znazoriiuje amplifikacni kiivky DNA izolovanych kolonii 1 az 32 respondetnky ,,L*
a Obrazek 53 pak analyzu ktivek tani téchto kolonii.
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Obrazek 52: Amplifikacni krivky DNA izolovanych kolonii 1 az 32 respondentky ,,L*'s primery femA-
SE_F a femA-SE R specifickymi pro SE , PK - oranzova, NK- cernd
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Obrdzek 53: Analyza kiiivek tani DNA izolovanych kolonii 1 az 32 respondentky ,,L* s primery femA-
SE_F a femA-SE R specifickymi pro SE, PK - oranzovad, NK- ¢erna

U obou respondentek doslo po tydennim pouzivani druhého kosmetického polysacharidu
k detekci produktu qPCR ve vSech piipadech izolovanych kolonii. Ve vSech izolovanych
kolonii byla zjisténa piitomnost DNA bakterie Staphylococcus epidermidis. Oproti stérim,
které byly provedeny na zacatku ptfed pouzivanim kosmetickych polysacharidi, miZzeme
vidét, ze doslo k vyraznému zvysSeni zastoupeni bakterie Staphylococcus epidermidis.
U respondentky ,,L* byla na zacatku bakterie zjiSténa v 75 % kolonii a doslo ke zvySeni na
100 %, u respondentky ,,M* doslo k nartstu z 85 % na 100 %. U respondentky ,,M* neni tento
rozdil tak velky, ptesto také doslo ke zvySeni zastoupeni bakterie Staphylococcus epidermidis.
Tento polysacharid tedy mize pozitivné pusobit na jeji rust a vystupovat jako prebiotikum.
Tento pozitivni vliv kosmetickych polysacharida byl pozorovén i1 v pfipadé antimikrobidlnich
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testu. Zarovenn muze rust bakterie Staphylococcus epidermidis negativné ovliviiovat dalsi
mikroorganismy mikrobiomu ktize a jeji zastoupeni je tak nejvyssi.

5.7.1.1 Elektroforéza produktit gqPCR s primery femA-SE_F a femA-SE_R

Po otestovani vsech kolonii za pouziti primerti pro Staphylococcus epidermidis byly
vSechny produkty qPCR podrobeny agardzové gelové elektroforéze. Elektroforézy produktt
gPCR byly provedeny v 1,5% agarézovém gelu. Amplikony maji velikost pfiblizné 170 bp.
Pro pichlednost je na Obrazku 54 uveden snimek gelu s PCR produkty kolonii 1 az 32
respondetnky ,,L.““. VSechny ostatni jsou uvedeny v ptilohach.

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

——— — = e =

19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 3132 33 34 35 36 37 38

- — -

— — - - - —
- — S—

—
— —
—— —— S— — - — —

<

Béh DNA Detekce

1 PK +++
2 PK +++
3 NK -

4 NK -

5 respondentka ,,L* kolonie 1 ++
6 respondentka ,,.L*“ kolonie 2 ++
7 respondentka ,,L* kolonie 3 ++
8 Standard DNA 50 bp -
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9 respondentka ,,L“ kolonie 4 ++
10 respondentka ,,.L* kolonie 5 ++
11 respondentka ,,L* kolonie 6 +
12 respondentka ,,.L* kolonie 7 ++
13 respondentka ,,L* kolonie 8 ++
14 respondentka ,,.L* kolonie 9 ++
15 respondentka ,,.L“ kolonie 10 +
16 respondentka ,,L* kolonie 11 +++
17 respondentka ,,.L*“ kolonie 12 +++
18 respondentka ,,L* kolonie 13 ++
19 respondentka ,,.L*“ kolonie 14 ++
20 respondentka ,,L* kolonie 15 ++
21 respondentka ,,.L*“ kolonie 16 +
22 respondentka ,,L*“ kolonie 17 +
23 respondentka ,,L* kolonie 18 +
24 respondentka ,,L“ kolonie 19 +
25 respondentka ,,L* kolonie 20 ++
26 Standard DNA 50 bp -
27 respondentka ,,L* kolonie 21 +
28 respondentka ,,L* kolonie 22 +
29 respondentka ,,L*“ kolonie 23 ++
30 respondentka ,,L* kolonie 24 +
31 respondentka ,,.L*“ kolonie 25 +
32 respondentka ,,.L*“ kolonie 26 +
33 respondentka ,,L*“ kolonie 27 +
34 respondentka ,,.L*“ kolonie 28 +
35 respondentka ,,L*“ kolonie 29 +
36 respondentka ,,L*“ kolonie 30 ++
37 respondentka ,,L““ kolonie 31 ++
38 respondentka ,,L*“ kolonie 32 +

Obrazek 54: Agarézovy gel s produkty PCR s primery femA-SE_F a femA-SE R specifickymi pro SE
(+, ++, +++ intenzita detekovaného produktu PCR, -produkt PCR nebyl detekovan)

Vysledky gelové elektroforézy potvrzuji vysledky analyzy kiivek tani. Ve vSech piipadech
byla detekovana piitomnost DNA Staphylococcus epidermidis. Negativni kontroly byly isté
ve vSech ptipadech a délka specifickych produkti se pohybovala okolo 170 bp, coz odpovida
zjisténé hodnoté délky amplikonti pomoci vyhledavace Primer-Blast.
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5.8 Shrnuti vysledki PCR

Bylo ziskano celkem 60 kolonii od kazdé respondentky. Ze ziskanych kolonii respondentky
,L jich v priméru 75 % odpovidalo bakterii Staphylococcus epidermidis. U respondentky
»2M“ jich vpraméru 85 % odpovidalo bakterii Staphylococcus epidermidis. U obou
respondentek nebyla zjisténa pfitomnost bakterii Escherichia coli ani Cutibacterium acnes,
Bylo pouze zjisténo, ze u zbyvajicich kolonii se jedna o bakterie.

Poté si respondentky tyden aplikovaly na ¢elo polysacharid Nanomoist v koncentraci 2%.
Po této tydenni aplikaci byl stejnym zpisobem proveden stér z jejich ¢ela. U respondentky
,M“ odpovidaly vSechny ziskané kolonie bakterii Staphylococcus epidermidis.
U respondentky ,,L*“ pak byla pfitomnost bakterie Staphylococcus epidermidis zjisténa v 90 %
odebranych kolonii.

Dalsi tyden si respondentky aplikovaly na ¢elo polysacharid PoLevan S v koncentraci 2%.
Poté byl stejnym zplisobem proveden stér a jeho kultivace. Bylo opét ziskano 60 kolonii od
kazdé respondentky. Ve vSech piipadech se jednalo o bakterii Staphylococcus epidermidis.
Shrnuti vysledkd PCR je uvedeno v Tabulce 22.

Tabulka 22: Procentudlni zastoupeni Staphylococcus epidermidis pred a po pouZiti vybranych
polysacharidi

respondentka

pted  pouzivanim | po tydennim pouZivani | po tydennim pouzivani
polysacharidu polysacharidu Nanomoist | polysacharidu PoLevan S
oL 75 90 100
M 85 100 100
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6 ZAVER

Ptedlozena diplomova prace byla zaméfena na posouzeni vlivu polysacharidii pouzivanych
v kosmetice na vybrané druhy bakterii mikrobiomu kuze, jakozto i posouzeni téchto
polysacharidi jako prebiotik na vybrané druhy bakterii mikrobiomu kiize. Byla vybrana
gramnegativni bakterie Escherichia coli a grampozitivni bakterie Cutibacterium acnes,

Micrococcus luteus a Staphylococcus epidermidis. Jako polysacharidy pouzivané v kosmetice
byly vybrany tyto dva: Nanomoist a PoLevan S.

Pro antimikrobidlni testy byly pfipraveny dvé koncentrace obou téchto polysacharidi, a to
1% a 2%. Polysacharidy se pravé v téchto koncentracich nachazi v kosmetickych vyrobcich
nejcastéji. Pomoci difuzniho agarového testu a dilu¢niho jamkového testu byla vyloucena
jakakoliv antimikrobialni aktivita vybranych polysacharidii. Tyto experimenty ukazaly, Ze ani
jeden z polysacharidi nema inhibi¢ni efekt na vySe uvedené vybrané druhy bakterii
mikrobiomu klize, protoze nebyla pozorovana zadna inhibi¢ni zéna po 24 hodinové kultivaci.
Naopak se pomoci diluéniho jamkového testu ukazalo, ze oba polysacharidy maji pozitivni
vliv na rist vybranych druhd bakterii mikrobiomu kiize. Narist kultur dostate¢né presahoval
hranici 100%, ktera reprezentovala narust Cisté¢ kultury bez ptidani polysacharidu. Nejvetsi
pozitivni vliv mé¢ly kosmetické polysacharidy na bakterii Staphylococcus epidermidis.
V piipadé 1% koncentrace polysacharidu PoLevan S doslo k nartstu o 58 % vétSimu nez
Vv piipadé kontroly bez polysacharidu, v pfipadé 2% koncentrace byl nartist o 73 % vétsi nez
Vv piipad¢ kontroly bez polyacharidu. U 1% koncentrace polysacharidu Nanomoist doslo
Kk narustu o 59 % vétSimu nez v piipadé kontroly bez polysacharidu, u 2% koncentrace pak
k nartstu o 75 % vétsimu nez v piipadé kontroly bez polysacharidu.

Polysacharidy Nanomoist a PoLevan S byly také ptidany v obou koncentracich ptimo do
kultivaéniho média s agarem a po zatuhnuti a 24 hodinové kultivaci bylo porovnan pocet
narostlych kolonii. Tyto experimenty podpofily vysledky antimikrobidlnich testii a u vSech
vybranych druht bakterii mikrobiomu ktze doslo k vyrazné vys$Simu nartstu kolonii po 24
hodinové kultivaci ve srovnani s koloniemi, jejichz kultivacni médium ptidané polysacharidy
neobsahovalo.

Byly osloveny dvé respondentky, u nichz na zafatku probéhl stér z cela kiize pro
zanalyzovani jejich piivodniho mikrobiomu. Stér probéhl vzdy 3x a po 24 hodinové kultivaci
bylo z kazdé Petriho misky odebrano 20 kolonii. Tim bylo ziskano 60 kolonii od kazdé
respondentky.

Poté si respondentky tyden aplikovaly na ¢elo polysacharid Nanomoist v koncentraci 2%.
Po této tydenni aplikaci byl stejnym zplsobem proveden stér a nasledna 24 hodinova
kultivace na Petriho miskach. Porovnanim s vysledky qPCR pied pouzivanim kosmetickych
polysacharidi. muzeme vidét vyrazny narist procentualniho zastoupeni bakterie
Staphylococcus epidermidis, tedy lze fici, ze polysacharid Nanomoist mtze plnit prebiotickou
funkci pro tuto bakterii. Zaroven jeji rGst muze negativné ovlivilovat ostatni druhy
mikrobiomu kize, protoZze jejich pocet se po tydennim pouzivani tohoto polysacharidu
procentualné snizil. Velikost produkti (PCR byla jesté ovéfena agardézovou gelovou
elektroforézou.

Dalsi tyden si respondentky aplikovaly na ¢elo polysacharid PoLevan S v koncentraci 2%.
Poté byl stejnym zplisobem proveden stér a jeho kultivace. Bylo opét ziskano 60 kolonii od
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kazdé respondentky, které¢ byly analyzovany qPCR. Porovnanim téchto vysledki s vysledky
PCR pted pouzivanim polysacharidi mizeme opét vidét nartist procentudlniho zastoupeni
bakterie Staphylococcus epidermidis. Muzeme tedy konstatovat, ze i polysacharid PoLevan
Sma pozitivni vliv na rist této bakterie. Pravdépodobné i samotnd bakterie negativné
ovliviiuje rist dalSich druhit mikrobiomu kuaze, protoze jiny mikroorganismus v tomto ptipadé
nebyl detekovan.
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Priloha 1: Amplifikacni kiivky DNA izolovanych kolonii 33 az 60 respondentky ,L“ a 1 aZz 4
respondentky ,,M* pred pouzivanim polysacharidu s primery femA-SE_F a femA-SE R specifickymi
pro SE, PK - oranzova, NK- cernd

Channels 7 Cycling A.Green &7 Melt A.Green
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Priloha 2: Amplifikacni kiivky DNA izolovanych kolonii 5 az 36 respondentky ,,M* pred pouzivanim
polysacharidii s primery femA-SE_F a femA-SE R specifickymi pro SE,, PK - oranzova, NK- cerna
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Priloha 3: Amplifikacni kiivky DNA izolovanych kolonii 37 az 60 respondentky ,,M** pred pouzivanim
polysacharidi s primery femA-SE_F a femA-SE R specifickymi pro SE,, PK - oranzovd, NK- ¢ernad
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Priloha 4: Analyza krivek tani DNA izolovanych kolonii 33 aZz 60 respondentky ,,L* a I aZz 4

respondentky ,,M* pred pouzivanim polysacharidi s primery femA-SE_F a femA-SE R specifickymi
pro SE,, PK - oranzovad, NK- cerna
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Priloha 5. Analyza krivek tani DNA izolovanych kolonii 5 az 36 respondentky ,,M* pred pouzivanim
polysacharidi s primery femA-SE_F a femA-SE R specifickymi pro SE,, PK - oranzovd, NK- ¢ernad
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Priloha 6: Analyza krivek tani DNA izolovanych kolonii 37 az 60 respondentky ,,M* pred pouzivanim
polysacharidi s primery femA-SE_F a femA-SE R specifickymi pro SE,, PK - oranzovd, NK- ¢ernd
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Béh Detekce
1 PK +++
2 PK +++
3 NK -

4 NK -
5 respondentka ,,.L* kolonie 18 -
6 respondentka ,,L* kolonie 19 -
7 respondentka ,,L.* kolonie 20 -
8 respondentka ,,.L*“ kolonie 21 -
9 respondentka ,,.L*“ kolonie 22 -
10 respondentka ,,.L*“ kolonie 23 -
11 respondentka ,,.L*“ kolonie 24 -
12 DNA Standard 50 bp -
13 respondentka ,,.L* kolonie 25 ++
14 respondentka ,,.L*“ kolonie 26 ++
15 respondentka ,,L* kolonie 27 ++
16 respondentka ,,.L* kolonie 28 ++
17 respondentka ,,L* kolonie 29 +++
18 respondentka ,,.L*“ kolonie 30 +
19 respondentka ,,.L*“ kolonie 31 +
20 respondentka ,,L*“ kolonie 32 +
21 respondentka ,,.L*“ kolonie 33 +++
22 respondentka ,,L*“ kolonie 34 +++
23 respondentka ,,.L* kolonie 35 +++
24 respondentka ,,L* kolonie 36 ++
25 respondentka ,,.L*“ kolonie 37 ++
26 respondentka ,,.L* kolonie 38 +

Priloha 7. Agardzovy gel s produkty PCR pred pouzivanim polysacharidi s primery femA-SE_F a
femA-SE R specifickymi pro SE (+, ++, +++ intenzita detekovaného produktu PCR, -produkt PCR
nebyl detekovan)
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1 respondentka ,,M* kolonie 5 +
2 respondentka ,,M* kolonie 4 ++
3 respondentka ,,M* kolonie 3 +
4 respondentka ,,M* kolonie 2 -
5 respondentka ,,M* kolonie 1 +
6 respondentka ,,.L*“ kolonie 60 +
7 respondentka ,,L* kolonie 59 +
8 respondentka ,,.L* kolonie 58 -
9 respondentka ,,L*“ kolonie 57 ++
10 respondentka ,,L*“ kolonie 56 -
11 Standard DNA 50 bp -
12 respondentka ,,L* kolonie 55 +
13 respondentka ,,.L*“ kolonie 54 +
14 respondentka ,,L* kolonie 53 ++
15 respondentka ,,.L*“ kolonie 52 +
16 respondentka ,,L*“ kolonie 51 ++
17 respondentka ,,L* kolonie 50 +
18 respondentka ,,.L*“ kolonie 49 +
19 respondentka ,,L*“ kolonie 48 -
20 respondentka ,,.L*“ kolonie 47 -
21 Standard DNA 50 bp -
22 respondentka ,,.L*“ kolonie 46 -
23 respondentka ,,.L* kolonie 45 -
24 respondentka ,,L* kolonie 44 -
25 respondentka ,,.L*“ kolonie 43 -
26 respondentka ,,L* kolonie 42 -
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27 respondentka ,,L* kolonie 41 +
28 respondentka ,,L*“ kolonie 40 ++
29 respondentka ,,L* kolonie 39 ++
30 NK -
31 NK -
32 PK ++
33 PK ++

Priloha 8: Agarézovy gel s produkty PCR pred pouzivanim polysacharidii s primery femA-SE_F a
femA-SE R specifickymi pro SE (+, ++, +++ intenzita detekovaného produktu PCR, -produkt PCR

nebyl detekovan)

18 19 20 21 22

9 10 11 12 13 14

23 24 25 26 27 28 29 30

15 16 17

31 32 33 34 35

Béh DNA Detekce
1 PK +
2 PK +
3 NK -
4 NK -
5 respondentka ,,M* kolonie 7 -
6 respondentka ,,M* kolonie 8 -
7 respondentka ,,M* kolonie 9 +
8 Standard DNA 50 bp -
9 respondentka ,, M* kolonie 10 +
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10 respondentka ,,M* kolonie 11 +
11 respondentka ,,M* kolonie 12 +
12 respondentka ,,M* kolonie 13 +
13 respondentka ,,M* kolonie 14 +
14 respondentka ,,M* kolonie 15 +
15 respondentka ,,M* kolonie 16 +
16 respondentka ,,M* kolonie 17 +
17 respondentka ,,M* kolonie 18 +
18 respondentka ,,M“ kolonie 19 +
19 respondentka ,,M* kolonie 20 ++
20 respondentka ,,M* kolonie 21 ++
21 respondentka ,,M* kolonie 22 +
22 respondentka ,,M* kolonie 23 ++
23 Standard DNA 50 bp -
24 respondentka ,,M* kolonie 24 ++
25 respondentka ,,M* kolonie 25 +
26 respondentka ,,M* kolonie 26 ++
27 respondentka ,,M* kolonie 27 +
28 respondentka ,,M“ kolonie 28 ++
29 respondentka ,,M* kolonie 29 ++
30 respondentka ,,M* kolonie 30 -
31 respondentka ,,M* kolonie 31 -
32 respondentka ,,M* kolonie 32 -
33 respondentka ,, M* kolonie 33 ++
34 respondentka ,,M* kolonie 34 ++
35 respondentka ,,M* kolonie 35 ++

Priloha 9: Agarozovy gel s produkty PCR pred pouzivanim polysacharidii s primery femA-SE_F a
femA-SE R specifickymi pro SE (+, ++, +++ intenzita detekovaného produktu PCR, -produkt PCR
nebyl detekovan)
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200 -

Béh DNA Detekce

<

1 respondentka ,,M* kolonie 37 ++
2 respondentka ,,M*“ kolonie 38 ++
3 respondentka ,,M* kolonie 39 ++
4 respondentka ,,M* kolonie 40 +

5 PK ++
6 PK ++
7 NK -

8 respondentka ,, M* kolonie 41 ++
9 respondentka ,,M* kolonie 42 ++
10 respondentka ,, M* kolonie 43 ++
11 respondentka ,,M* kolonie 44 ++
12 respondentka ,, M* kolonie 45 ++
13 respondentka ,,M*“ kolonie 46 ++
14 respondentka ,,M* kolonie 47 ++
15 respondentka ,,M* kolonie 48 ++
16 Standard DNA 50 bp -

18 respondentka ,, M* kolonie 49 ++
19 respondentka ,,M“ kolonie 50 ++
20 respondentka ,, M* kolonie 51 ++
21 respondentka ,,M* kolonie 52 ++
22 respondentka ,,M* kolonie 53 +

23 respondentka ,,M* kolonie 54 -

24 respondentka ,,M* kolonie 55 -

25 respondentka ,, M* kolonie 56 -

26 respondentka ,,M* kolonie 57 ++
27 respondentka ,, M* kolonie 58 ++
28 respondentka ,, M* kolonie 59 ++
29 respondentka ,,M* kolonie 60 ++
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Priloha 10: Agarézovy gel s produkty PCR pried pouzZivanim polysacharidii s primery femA-SE_F a
femA-SE R specifickymi pro SE (+, ++, +++ intenzita detekovaného produktu PCR, -produkt PCR
nebyl detekovan)
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&

W

Priloha 11: Amplifikacni kiivky DNA izolovanych kolonii 33 az 60 respondentky ,M*“ a 1 az 4
respondentky ,,L*“ po pouzivani polysacharidu Nanomoist s primery femA-SE_F a femA-SE_R
specifickymi pro SE, PK - oranzova, NK- cerna

110

Priloha 12: Amplifikacni kiivky DNA izolovanych kolonii 5 az 36 respondentky ,,L* po pouziviani
polysacharidu Nanomoist s primery femA-SE_F a femA-SE R specifickymi pro SE, PK - oranzovd,
NK- cerna
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Priloha 13: Amplifikacni krivky DNA izolovanych kolonii 37 az 60 respondentky ,,L* po pouzivani
polysacharidu Nanomoist s primery femA-SE_F a femA-SE R specifickymi pro SE, PK - oranzovd,
NK- cernd

35

g 55 60 7- 70 75 80 85 - 90 95 100
Priloha 14: Analyza kiivek tani DNA izolovanych kolonii 33 az 60 respondentky ,M*“ a I az 4

respondentky ,,L*“ po pouzivani polysacharidu Nanomoist s primery femA-SE_F a femA-SE_R
specifickymi pro SE, PK - oranzZova, NK- cerna
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Priloha 15: Analyza kiivek tani DNA izolovanych kolonii 5 az 36 respondentky ,,L* po pouzivani

polysacharidu Nanomoist s primery femA-SE_F a femA-SE R specifickymi pro SE, PK - oranzovd,
NK- cernd
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Priloha 16: Analyza kiivek tani DNA izolovanych kolonii 37 az 60 respondentky ,,L* po pouzivani

polysacharidu Nanomoist s primery femA-SE_F a femA-SE R specifickymi pro SE, PK - oranzovd,
NK- cerna
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Béh Detekce

<

1 PK +++
2 PK +++
3 NK -

4 NK -

5 respondentka ,,M* kolonie 33 +++
6 respondentka ,,M* kolonie 34 +++
7 respondentka ,,M* kolonie 35 ++
8 Standard DNA 50 bp -

9 respondentka ,, M* kolonie 36 ++
10 respondentka ,,M* kolonie 37 ++
11 respondentka ,, M* kolonie 38 ++
12 respondentka ,,M* kolonie 39 ++
13 respondentka ,,M* kolonie 40 ++
14 respondentka ,, M* kolonie 41 +

15 respondentka ,,M* kolonie 42 ++
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16 respondentka ,,M* kolonie 43 ++
17 respondentka ,,M* kolonie 44 ++
18 respondentka ,,M* kolonie 45 ++
19 respondentka ,,M* kolonie 46 ++
20 respondentka ,,M* kolonie 47 ++
21 respondentka ,,M* kolonie 48 ++
22 respondentka ,,M* kolonie 49 +
23 respondentka ,,M* kolonie 50 ++
24 Standard DNA 50 bp

25 respondentka ,,M* kolonie 51 +
26 respondentka ,,M* kolonie 52 ++
27 respondentka ,,M* kolonie 53 ++
28 respondentka ,,M* kolonie 54 ++
29 respondentka ,,M* kolonie 55 ++
30 respondentka ,,M* kolonie 56 +
31 respondentka ,,M* kolonie 57 +
32 respondentka ,,M* kolonie 58 ++
33 respondentka ,,M* kolonie 59 +
34 respondentka ,,M* kolonie 60 +
35 respondentka ,,L* kolonie 1 ++
36 respondentka ,,L* kolonie 2 ++
37 respondentka ,,L* kolonie 3 +
38 respondentka ,,L* kolonie 4 +

Priloha 17: Agarozovy gel s produkty PCR po pouzivani polysacharidu Nanomoist s primery femA-
SE_F a femA-SE R specifickymi pro SE (+, ++, +++ intenzita detekovaného produktu PCR, -produkt
PCR nebyl detekovan)
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Béh Detekce

<

1 PK +++
2 PK +++
3 NK -

4 NK -

5 respondentka ,,L* kolonie 5 ++
6 respondentka ,,.L* kolonie 6 ++
7 respondentka ,,.L*“ kolonie 7 +++
8 Standard DNA 50 bp

9 respondentka ,,.L* kolonie 8 +
10 respondentka ,,.L* kolonie 9 ++
11 respondentka ,,.L*“ kolonie 10 ++
12 respondentka ,,L“ kolonie 11 ++
13 respondentka ,,L*“ kolonie 12 ++
14 respondentka ,,.L*“ kolonie 13 ++
15 respondentka ,,L*“ kolonie 14 +
16 respondentka ,,.L*“ kolonie 15 +++
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17 respondentka ,,L* kolonie 16 +++
18 respondentka ,,.L*“ kolonie 17 ++
19 respondentka ,,L* kolonie 18 ++
20 respondentka ,,L*“ kolonie 19 ++
21 respondentka ,,L* kolonie 20 ++
22 respondentka ,,.L*“ kolonie 21 ++
23 respondentka ,,.L*“ kolonie 22 ++
24 Standard DNA 50 bp -
25 respondentka ,,L“ kolonie 23 +
26 respondentka ,,L* kolonie 24 +
27 respondentka ,,L*“ kolonie 25 +
28 respondentka ,,L* kolonie 26 +
29 respondentka ,,L*“ kolonie 27 +
30 respondentka ,,.L*“ kolonie 28 +
31 respondentka ,,L* kolonie 29 +
32 respondentka ,,.L*“ kolonie 30 -
33 respondentka ,,L* kolonie 31 -
34 respondentka ,,L*“ kolonie 32 +
35 respondentka ,,L* kolonie 33 +
36 respondentka ,,L“ kolonie 34 +
37 respondentka ,,L*“ kolonie 35 +
38 respondentka ,,L* kolonie 36 +

Priloha 18. Agarézovy gel s produkty PCR po pouzivani polysacharidu Nanomoist s primery femA-
SE_F a femA-SE R specifickymi pro SE (+, ++, +++ intenzita detekovaného produktu PCR, -produkt
PCR nebyl detekovan)
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Béh DNA Detekce
1 PK ++
2 PK ++
3 NK -
4 NK -
5 respondentka ,,L*“ kolonie 37 ++
6 respondentka ,,.L*“ kolonie 38 +++
7 respondentka ,,L*“ kolonie 39 ++
8 respondentka ,,.L*“ kolonie 40 ++
9 Standard DNA 50 bp -
10 respondentka ,,L*“ kolonie 41 ++
11 respondentka ,,.L*“ kolonie 42 ++
12 respondentka ,,L*“ kolonie 43 ++
13 respondentka ,,.L* kolonie 44 ++
14 respondentka ,,L* kolonie 45 ++
15 respondentka ,,L*“ kolonie 46 ++
16 respondentka ,,.L*“ kolonie 47 ++
17 respondentka ,,L*“ kolonie 48 ++
18 respondentka ,,L“ kolonie 49 ++
19 respondentka ,,L* kolonie 50 ++




20 respondentka ,,L* kolonie 51 ++
21 respondentka ,,.L*“ kolonie 52 ++
22 Standard DNA 50 bp -

23 respondentka ,,.L*“ kolonie 53 ++
24 respondentka ,,L* kolonie 54 ++
25 respondentka ,,.L*“ kolonie 55 ++
26 respondentka ,,.L*“ kolonie 56 ++
27 respondentka ,,L.“ kolonie 57 ++
28 respondentka ,,.L*“ kolonie 58 ++
29 respondentka ,,L* kolonie 59 +

30 respondentka ,,.L*“ kolonie 60 ++

Priloha 19: Agardzovy gel s produkty PCR po pouzivani polysacharidu Nanomoist s primery femA-
SE_F a femA-SE_R specifickymi pro SE (+, ++, +++ intenzita detekovaného produktu PCR, -produkt
PCR nebyl detekovan)

Priloha 20: Amplifikacni kiivky DNA izolovanych kolonii 33 az 60 respondentky ,,L“ a I az 4
respondentky ,,M* po pouzivani polysacharidu PoLevan S sprimery femA-SE_F a femA-SE_R
specifickymi pro SE, PK - oranzova, NK- ¢erna
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Priloha 21: Amplifikacni kiivky DNA izolovanych kolonii 5 az 36 respondentky ,,M* po pouzivani
polysacharidu PoLevan S s primery femA-SE_F a femA-SE R specifickymi pro SE, PK - oranzovd,

NK- c¢erna
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Priloha 22: Amplifikacni kiivky DNA izolovanych kolonii 37 az 60 respondentky ,,M* po pouzivani
polysacharidu PoLevan S s primery femA-SE_F a femA-SE R specifickymi pro SE, PK - oranzovd,

NK- cerna
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Priloha 23: Analyza krivek tani izolovanych kolonii 33 az 60 respondentky ,,L* a 1 az 4 respondentky
. M* po pouzivani polysacharidu PoLevan S s primery femA-SE_F a femA-SE_R specifickymi pro SE,
PK - oranzova, NK- cerna
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Priloha 24: Analyza krivek tani DNA izolovanych kolonii 5 az 36 respondentky ,,M" po pouzivani

polysacharidu PoLevan S s primery femA-SE_F a femA-SE R specifickymi pro SE, PK - oranzova,
NK- cerna
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Priloha 25: Analyza kiivek tani DNA izolovanych kolonii 37 az 60 respondentky ,,M* po pouzivani
polysacharidu PoLevan S s primery femA-SE_F a femA-SE R specifickymi pro SE, PK - oranzovd,
NK- cernd
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Detekce
1 PK +HH+
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2 PK +++
3 NK -
4 NK -
5 respondentka ,,L*“ kolonie 33 ++
6 respondentka ,,L* kolonie 34 +++
7 respondentka ,,.L*“ kolonie 35 +++
8 Standard DNA 50 bp -
9 respondentka ,,L* kolonie 36 ++
10 respondentka ,,.L*“ kolonie 37 ++
11 respondentka ,,L* kolonie 38 +++
12 respondentka ,,L*“ kolonie 39 ++
13 respondentka ,,L* kolonie 40 ++
14 respondentka ,,L*“ kolonie 41 +++
15 respondentka ,,L*“ kolonie 42 +++
16 respondentka ,,L* kolonie 43 ++
17 respondentka ,,.L*“ kolonie 44 +++
18 respondentka ,,L* kolonie 45 +++
19 respondentka ,,L*“ kolonie 46 +
20 respondentka ,,L* kolonie 47 +
21 respondentka ,,L* kolonie 48 +
22 respondentka ,,L*“ kolonie 49 +
23 respondentka ,,L*“ kolonie 50 +
24 respondentka ,,L*“ kolonie 51 +
25 respondentka ,,.L*“ kolonie 52 +
26 respondentka ,,L*“ kolonie 53 -
27 respondentka ,,L* kolonie 54 +
28 respondentka ,,.L*“ kolonie 55 +
29 Standard DNA 50 bp +
30 respondentka ,,.L*“ kolonie 56 +
31 respondentka ,,L*“ kolonie 57 +
32 respondentka ,,.L*“ kolonie 58 +
33 respondentka ,,L*“ kolonie 59 +
34 respondentka ,,.L*“ kolonie 60 +
35 respondentka ,,M* kolonie 1 ++
36 respondentka ,,M* kolonie 2 ++
37 respondentka ,,M* kolonie 3 +
38 respondentka ,,M* kolonie 4 ++

Priloha 26: Agarozovy gel s produkty PCR po pouzivani polysacharidu PoLevan S s primery femA-
SE_F a femA-SE R specifickymi pro SE (+, ++, +++ intenzita detekovaného produktu PCR, -produkt
PCR nebyl detekovan)
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1 PK +++
2 PK +++
3 NK -

4 NK -

5 respondentka ,,M* kolonie 5 ++
6 respondentka ,,M* kolonie 6 ++
7 respondentka ,,M* kolonie 7 ++
8 Standard DNA 50 bp -

9 respondentka ,,M* kolonie 8 ++
10 respondentka ,,M* kolonie 9 ++
11 respondentka ,,M* kolonie 10 ++
12 respondentka ,, M* kolonie 11 ++
13 respondentka ,,M* kolonie 12 ++
14 respondentka ,, M* kolonie 13 ++
15 respondentka ,,M* kolonie 14 ++
16 respondentka ,, M* kolonie 15 ++
17 respondentka ,, M* kolonie 16 ++
18 respondentka ,,M* kolonie 17 ++
19 respondentka ,, M* kolonie 18 ++
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20 respondentka ,,M* kolonie 19 ++
21 respondentka ,,M* kolonie 20 ++
22 respondentka ,,M* kolonie 21 ++
23 respondentka ,,M* kolonie 22 ++
24 respondentka ,,M* kolonie 23 +

25 respondentka ,,M* kolonie 24 ++
26 respondentka ,,M* kolonie 25 ++
27 respondentka ,,M* kolonie 26 ++
28 DNA Standard 50 bp -

29 respondentka ,,M* kolonie 27 ++
30 respondentka ,,M* kolonie 28 ++
31 respondentka ,,M* kolonie 29 ++
32 respondentka ,,M* kolonie 30 ++
33 respondentka ,,M* kolonie 31 ++
34 respondentka ,,M* kolonie 32 ++
35 respondentka ,,M* kolonie 33 ++
36 respondentka ,,M* kolonie 34 ++
37 respondentka ,,M* kolonie 35 ++
38 respondentka ,,M* kolonie 36 ++
39 respondentka ,,M* kolonie 37 ++
40 respondentka ,,M* kolonie 38 ++

Priloha 27: Agarézovy gel s produkty PCR po pouzivani polysacharidu PoLevan S s primery femA-
SE_F a femA-SE_R specifickymi pro SE (+, ++, +++ intenzita detekovaného produktu PCR, -produkt
PCR nebyl detekovan)
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Béh DNA Detekce
1 PK ++
2 PK ++
3 NK -
4 NK -
5 respondentka ,,M* kolonie 39 ++
6 respondentka ,, M* kolonie 40 ++
7 respondentka ,,M* kolonie 41 ++
8 Standard DNA 50 bp -
9 respondentka ,,M* kolonie 42 ++
10 respondentka ,,M* kolonie 43 ++
11 respondentka ,,M* kolonie 44 ++
12 respondentka ,,M* kolonie 45 ++
13 respondentka ,, M* kolonie 46 +
14 respondentka ,,M* kolonie 47 ++
15 respondentka ,,M* kolonie 48 +
16 respondentka ,, M* kolonie 49 ++
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17 respondentka ,,M* kolonie 50 +
18 respondentka ,,M* kolonie 51 ++
19 respondentka ,,M* kolonie 52 +
20 respondentka ,,M* kolonie 53 +
21 respondentka ,,M* kolonie 54 +
22 respondentka ,,M* kolonie 55 +
23 respondentka ,,M* kolonie 56 +
24 respondentka ,,M* kolonie 57 +
25 respondentka ,,M* kolonie 58 +
26 respondentka ,,M* kolonie 59 +
27 respondentka ,,M* kolonie 60 +
28 DNA Standard 50 bp -

Priloha 28: Agarézovy gel s produkty PCR po pouzivdani polysacharidu PoLevan S s primery femA-
SE_F a femA-SE R specifickymi pro SE (+, ++, +++ intenzita detekovaného produktu PCR, -produkt
PCR nebyl detekovan)
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