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ABSTRAKT

Topicka probiotika se v souCasné dobé stale castéji pouzivaji v péfi o pokozku.
Mikroorganismy jsou vyuzivany nejen pro své bioaktivni ucinky, ale také jako funkéni
slozky kosmetickych ptipravki. Tato prace méla za cil posoudit schopnost bun¢k vybranych
kmenti Lactobacillus fermentum 154, Lactobacillus plantarum 181, Lactobacillus casei
subsp. casei 198, Lactobacillus casei 422, Lactobacillus rhamnosus 963A a Saccharomyces
cerevisiae stabilizovat emulze Pickeringova typu. V této praci se zkoumd vliv typu
mikroorganismd, jejich zivotaschopnosti a poméru fazi O/V na vlastnosti vyslednych
emulznich systémt. V uvahu se berou fyzikalné-chemické parametry jak castic, tak 1
emulznich systému. V poslednim kroku byl testovan vliv emulze na kozni mikrobiom

zastoupeny modelovym mikroorganismem Staphylococcus epidermidis.

Klicova slova: Pickeringovy emulze, mikroorganismy, Saccharomyces cerevisiae,

Lactobacillus spp., kozni mikrobiom

ABSTRACT

Topical probiotics are now increasingly used in skin care. Microorganisms are used not only
for their bioactive effects but also as functional ingredients in cosmetic products. This work
aimed to assess the ability of cells of selected strains of Lactobacillus fermentum 154,
Lactobacillus plantarum 181, Lactobacillus casei subsp. casei 198, Lactobacillus casei 422,
Lactobacillus rhamnosus 963A and Saccharomyces cerevisiae to stabilize Pickering
emulsions. In this work, the effect of microorganism type, their viability and O/V phase ratio
on the properties of the resulting emulsion systems is investigated. Physicochemical
parameters of both particles and emulsion systems are considered. In the last step, the effect
of the emulsion on the skin microbiome represented by the model microorganism

Staphylococcus epidermidis was tested.

Keywords: Pickering emulsions, microorganisms, Saccharomyces cerevisiae, Lactobacillus

spp., skin microbiome
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UvVOD

Za posledni roky vzrostl zdjem o vyuZiti probiotickych mikroorganismi nejen v oblasti
vyzivy, ale také v kosmetickém pramyslu. Topickd probiotika vcetné zivych nebo
inaktivovanych mikroorganismt aplikovanych pfimo na kizi nachézeji uplatnéni
v ptipravcich zaméfenych na obnovu a udrZeni kozniho mikrobiomu, ochranu bariérové
funkce klize a snizeni zanétu. V soucasné dobé se kromé jejich bioaktivnich u€inkli zkouma

1jejich potencidl v oblasti stabilizace emulznich systémt.

Pickeringovy emulze patii do skupiny emulznich systémi, u kterych ma stabilita
zasadni vyznam pro uc¢innost, senzorické vlastnosti a trvanlivost vyrobku. Ve srovnani
s béznymi emulzemi ptispivaji Pickeringovy emulze ke stabilizaci systému pomoci pevnych

¢astic. V této souvislosti mohou byt vyuzity i rizné¢ mikroorganismy.

Proto je v této praci zkoumana schopnost bunck probiotickych kment stabilizovat
emulzni systémy s naslednym topickym vyuzitim, konkrétné¢ bakterie rodu Lactobacillus
spp. a kvasinky Saccharomyces cerevisiae. Porovnani uc¢innosti bude provedeno se
zohlednénim vlivu typu mikroorganismu, jeho bunééného stavu (aktivni a inaktivované) a

pomeéru olejové a vodné faze na vlastnosti emulzi.
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TEORETICKA CAST
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1 KUZE A JEJI FUNKCE

Kuze patii mezi vysoce komplexni a dynamické orgéany lidského téla a hraje zasadni ulohu
pfi jeho ochrané. Nejedna se jenom o vnéj§i ochrannou bariéru, ale o aktivni systém, ktery
se neustalé adaptuje na ménici se podminky vnéjsiho prostiedi. Klize predstavuje primarni
bariéru pro Sirokou fadu externich faktord, jako jsou patogeny, chemické latky a mechanické

poruseni. [1]

1.1 Anatomie kaze

Kuze se sestava ze tii zakladnich strukturnich vrstev: epidermis (pokozka), dermis (Skéra) a
hypodermis (podkozni vazivo) (viz. Obrazek 1). Tyto vrstvy se odlisuji jedine¢nym slozenim
a vlastnostmi, které dohromady tvoti soudrzny a adaptabilni systém, a zaruc€uji tak celistvost

a odolnost celého povrchu ktize. [1] [2] [3]

Epidermis <

Mazova
7laza
Dermis < Netvy
Potni
Haza Krevni
cévy
Hypodermis — Vlasovy
folikul

Obrazek 1: Zakladni vrstvy kiize [4]
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Epidermis, tedy svrchni vrstva kiize, predstavuje klicovou fyzikalni a biologickou
ochranu pted prinikem patogenii a drazdivych latek do téla. Jeji struktura se sklada z nékolik
vrstev bunck. Prevladajicimi buiikami epidermis jsou keratinocyty, které tvoii piiblizné
80 % bungk této vrstvy. Béhem procesu keratinizace tyto buniky postupné migruji z hlubsich
vrstev na povrch klize, pricemz zde dochézi k syntéze keratinovych proteini a lipidi
nezbytnych pro bariérovou funkci kiize. Po dosazeni povrchu se tyto slozky postupné
rozkladaji, coz umoziiuje pfirozené odlupovani korneocytii v procesu deskvamace. Tento

proces trva obvykle 30 az 40 dni a umoziiuje pribéznou obnovu epidermalni vrstvy. [2]

Spolu s keratinocyty, které produkuji keratin a zajiStuji pevnost epidermis, jsou
soucasti epidermis 1 dalsi buniky, jako napfiklad melanocyty, coZ jsou bunky tvorici melanin
chranici k0zi pted UV zéfenim, dale Langerhansovy buniky, které hraji vyznamnou roli v
imunitni ochran¢ kiize, a také Merkelovy buiikky plsobici jako receptory pro jemnou

mechanorecepci. [3]

Pokozka se sklada z péti histologickych vrstev: stratum basale, stratum spinosum,

stratum granulosum, stratum lucidum a stratum corneum (viz. Obréazek 2). [2] [3]

- Stratum basale je nejhlubsi vrstvou epidermis a slouzi jako zaklad pro regeneraci
ktze. Obsahuje kmenové bunky, které se deli a diferencuji v keratinocyty a
melanocyty. Krom¢ toho tato vrstva produkuje antimikrobidlni proteiny a podili se

na ochrané kiize. Nachdzeji se zde také Merkelovy bunky. [2] [3] [5]

- Stratum spinosum je vrstva, kde keratinocyty zacinaji syntetizovat keratinova
filamenta a propojuji se prostfednictvim desmosomil, coZ zajiSt'uje mechanickou
pevnost kiize. Soucasné zde zacind proces keratinizace, pii kterém keratinocyty
produkuji taky involucrin, ktery mé zasadni vyznam pro tvorbu bunééného obalu v
pozdéjsich fazich keratinizace a prispiva k bariérové funkci klize. Imunitni ochranu
v této vrstvé poskytuji Langerhansovy bunky, které pohlcuji antigeny a aktivuji

T-lymfoeyty. [1] [3] [5]

- Stratum granulosum, neboli granularni vrstva, se sklada ze 3 az 5 vrstev postupné se
zplost'ujicich bunék, které obsahuji keratohyalinové granula s prekurzory filaggrinu

a lamelarni granula s glykosfingolipidy, kter¢ pfispivaji k soudrznosti bun¢k. [2] [3]

- Stratum lucidum je dobfe patrna na tlusté kiizi a tvofena 2 az 3 vrstvami bunc¢k,
obsahujicich eleidin, ktery slouzi jako pfechodny produkt mezi keratohyalinem a

keratinem. [2] [3] [6]
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- Stratum corneum, tedy rohova vrstva, je tvotena 20 az 30 vrstvami korneocytl, coz
ma za duasledek variabilni tlouStku této vrstvy. Odumielé keratinocyty uvoliuji
defensiny, coz jsou antimikrobidlni peptidy, které slouzi jako prvni obranna linie

proti mikroorganismim. [1] [3]

Stratum corneum

]— Stratum lucidum

SO PP AP AT O Stratum granulosum
o - - - - AN AN

0 = =

o:..'°"0o.oco-"'f'

A45020000000000008ES

30000848Y00005/590000 e Stratum spinosum
o]0 [= )olioTe 9/0)o)o]o

....:..C_
Q0055000 e Stratum basale

L
o]0, a]0folo\0|% o< \0\[e
0;‘. o0

0\9)0Jo\?]%/ejXe

—  Dermis

Obrazek 2: Struktura epidermis [2]

Stiedni vrstvou klize je dermis, ktera zajisStuje mechanickou pevnost, pruznost, vyzivu
a ochranu klze. Je slozena ze dvou vrstev pojivové tkané — papilarni a retikularni dermis.
Papilarni vrstva, ktera je umisténa na povrchu dermis a bezprostiedné navazuje na epidermis,
je slabsi a tvofena volnymi kolagennimi a elastickymi vlakny, krevnimi cévami. Vrstva
retikularni nachazejici se hloubéji je silnéjsi a sklada se z husté pojivové tkan¢ se svazky

kolagennich vlaken. [1] [2] [8]

Hlavnimi bunikami dermis jsou fibroblasty, jez produkuji kolagen, elastin a dalsi slozky
extracelularni matrix a pfispivaji tim k udrZeni pevnosti a pruznosti pokozky. Dermis také
obsahuje makrofagy a dal$i imunitni buiiky, které maji dilezitou roli pti zanétlivych reakcich

a hojeni ran. [5] [7]

Skara je bohat& prokrvena a zahrnuje cévni sit’ véetné povrchové a hluboké dermalni
vaskuldrni pletené poskytujici kyslik a ziviny a zajiStujici kli€ovou roli v termoregulaci.
Tato vrstva taky obsahuje nervova zakonceni, kterd umoznuji vnimani doteku, teplotnich
zmeén, tlaku a bolesti prostfednictvim specializovanych receptord, jako jsou Meissnerova a

Vater-Paciniho téliska. Kolagenova a elastinovd vldkna zajiStuji strukturni pevnost a
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pruznost dermis, zatimco mukopolysacharidova soucast extracelularni matrix plni zasadni

ulohu pfi udrzovani hydratace ktze. [5] [7]

Nedilnou soucasti dermis jsou kozni adnexa, mezi které patii potni zlazy, které se
podileji na regulaci télesné teploty, a mazové zlazy vylucujici kozni maz, ktery zvlhcuje
pokozku a vlasy. V dermis se také nachazeji vlasové folikuly. Papilarni vybézky mezi dermis

a epidermis zesiluji spojeni téchto vrstev a ptispivaji k celkové pevnosti ktize. [1] [5] [7]

Pod dermis se nachazi hypodermis, ve které jsou prevazné tukové buiky a jejich
mnozstvi se v této vrstveé individudlné 1isi. Podkozi hraje velkou roli v termoregulaci a

adsorpci narazi. [2] [3]

1.2 Funkce kuze

Mezi hlavni funkce lidské kiize se fadi ochranna neboli bariérova funkce, které chrani télo
pted fyzikalnimi, chemickymi a biologickymi hrozbami. Korneocyty a lipidy v epidermis
zabraiiuje transepidermalni ztrat¢ vody a vnikdni mikroorganismi a zajiStuje taky
mechanickou pevnost a odolnost vic¢i traumatim. Produkce melaninovych pigmentt

melanocyty rovnéz chrani kizi pred Skodlivym u€inkem UV zéfeni. 8]

KiiZe je taky klicovou slozkou imunitniho systému. Prostfednictvim antimikrobidlnich
peptida a Langerhansovych bunék, které jsou v epidermis, poskytuji vrozenou a adaptivni
imunitu. Kysely povrch pokozky podporuje jeji zdravou mikrofléoru a omezuje rist

patogent. [1]

Regulace télesné teploty je dalsi vyznamnou funkeci kiize, kterou zajist'uje predevsim

tizeny pritok krve v dermalnich cévach a aktivita potnich Z14z. [9]

Smyslové receptory uloZené v kiizi umoziiuji vnimani teploty, tlaku a bolesti a timto

poskytuji reflexni reakce. [10]

V kizi je dilezity obsah vody, ktera zajist'uje hydrataci, brani tvorbé¢ prasklin a timto

podporuje ochrannou funkci pokozky. [10]

Kromé toho je pravé klize hlavnim mistem syntézy vitaminu D, jenz vznika v epidermis
preménou 7-dehydrocholesterolu na cholekalciferol, znamy jako vitamin D3, plisobenim
UV zafeni. Jedna se o proces, ktery je podstatny pro zdravi kosti a celkovou metabolickou

rovnovahu. [9] [10]
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Schopnost regenerace je jednou z klicovych funkci kiize, jehoz cilem je obnova
integrity a funkCnosti poskozené tkané. Tento proces zahrnuje Ctyii faze: hemostazu,

zanétlivou reakci, proliferaci bunék a remodelaci tkan¢. [10]
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2 KOZNI MIKROBIOM

Po zohlednéni zakladnich vlastnosti a funkci kiize je zapotiebi vénovat pozornost jejimu
mikrobiomu, slozitému ekosystému mikroorganism, ktery hraje kli¢ovou roli pfi udrzovani

bariérové funkce ktize a homeostazy imunitniho systému. [11]

2.1 Struktura a sloZeni kozniho mikrobiomu

Kozni mikrobiom lze definovat jako soubor mikroorganismu, véetné bakterii, hub, virt,
archei, roztocu a jejich geni, které kolonizuji epitelové povrchy lidského téla. Mikrobidlni
ekosystém kuze je z hlediska hmotnosti druhou nejvétsi mikrobidlni komunitou v téle
Cloveéka, protoze kize poskytuje spoustu nezbytnych zivin pro rozvoj mikrobioty
prostiednictvim sekrece potu a slozek stratum corneum. Mezi tyto slozky fadime piredevsim
proteiny, jako jsou keratin a membranové proteiny, dale lipidy, pfevazné ceramidy a
cholesterol, a také vodu. Slozeni kozniho mikrobiomu je proménlivé a velmi rozmanité,
pfi¢emz jeho pestrost pfevySuje mikrobidlni rozmanitost traviciho traktu nebo dutiny ustni.
Je tieba také zminit, Ze kazdy jedinec je nositelem unikétniho spolecenstvi mikroorganismd.
Kuze interaguje bud’ ptimo s Zivymi mikroby na svém povrchu nebo s proteiny a metabolity

ziskanymi z mikrobt. [11] [12]

Hlavni bakteridlni kmeny zahrnuji ¢tyfi skupiny, mezi které patii Actinobacteria,
Firmicutes, Proteobacteria a Bacteroidetes. Rody jako Micrococcus, Propionibacteria a
Corynebacteria spadaji do Actinobacteria. Firmicutes, nové oznacované jako Bacilota, jsou
tvofeny naptiklad rody Staphylococcus, Lactobacillus a Streptococcus. Proteobacteria se
skladaji z rodd Paracoccus, Haematobacter a Sphingomonas, zatimco Bakteroidetes jsou

zastoupeny rody Porphyromonas, Prevotella a Flavobacterium. [11] [12] [13]

KoZni mikrobiom na rtznych castech téla je typicky tvofen rody Cutibacterium,
Staphylococcus a Corynebacterium, které predstavuji 45 az 80 % celkového mikrobiomu, a
témét ve vSech oblastech dominuje rod Malassezia, basidiomycetni kvasinka, ktera tvoii
vice nez 90 % houbového mikrobiomu. Tyto rody 1ze oznacit jako “zakladni sloZky* kozniho
mikrobiomu, ale existuji i specifické rozdily v mikrobidlni kolonizaci v zavislosti na lokalité

téla (viz. Obrazek 3). [11][13]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 19

Obligej

Pokoi_ka hlavy

Piedlokti

_Noha %/‘

« Cutibaterium = Staphylococcus
Cornynebaterium Streptococcus
» Lactobacillus » Anaerococcus
* Finegoldia = Prevotella |
* Acinetobacter = Peptoniphilus .
» Micrococcus = Pseudomonas
» Veillonella « Actinomyces
Enhydrobacter Granulicatella
« Lactococcus Dal3i

Obrazek 3: Druhové slozeni bakterii na riiznych mistech téla [12]

V mastnych oblastech pfevazuji lipofilni bakterie, zejména rod Cutibacterium,
konkrétn¢ druh C. acnes, ktery zde dominuje a jeho obsah tvofti vice nez 50 % mikrobiomu.
Pokud jde o mykobiom, v té€chto oblastech se vyskytuji pfedev§im druhy Malassezia
restricta a Malassezia globosa, kterym prospiva prostiedi bohaté na lipidy. [11] [13]

Suché oblasti maji vy$si mikrobidlni diverzitu. Mezi nejcastéji pfitomné bakterie patii
Corynebacterium a také Staphylococcus epidermidis. Z hub se zde vyskytuji druhy
Malassezia slooffiae a Malassezia sympodialis, které vykazuji niZ§i naroky na lipidy. [11]

[13]

Vlhka mista obyva ptredevSim rod Staphylococcus, konkrétné S. epidermidis a S.
hominis, tvoticich vice nez 70 % mikrobiomu. Druhy rodu Corynebacterium jsou v téchto
oblastech také bézné a ptispivaji k odbouravani potu, a tim ke vzniku télesného pachu. [11]

[13]

Kromé¢ téchto dominantnich mikroorganismi se v riznych ¢astech pokozky vyskytuji i
dalsi druhy hub, jako Aspergillus, Cladosporium, Epicoccum a Phoma. Houby Cryptococcus
a Rhodotorula se nachéazeji na kizi spolu s dermatofyty, jako naptiklad Microsporum,
Trichophyton a Epidermophyton, které jsou zndmé schopnosti zptisobovat vznik koznich
infekci. Saccharomyces a Candida patii mezi houby, které prispivaji k biodiverzité kozniho

mikrobiomu. [12] [13]
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Virologickd slozka mikrobiomu zahrnuje rizné viry a fagy, mezi néz patii predevSim
Molluscum contagiosum virus, ktery vyvolava kozni infekce, a polyomavirus Merkelovych
bun¢k (MCPyV), ktery je spojovan se vzacnymi druhy rakoviny kiize. Dale se mlizeme také
setkat s Alphapapillomavirus, ktery je soucasti lidskych papilomavirt, Simian virus anebo s
méné zndmym virem, jako je napiiklad densovirus Acheta domestica (AdDNV). Kromé virti
jsou ptitomné razné fagy, coz jsou viry, které napadaji bakterie. Hlavnimi zastupci dané
skupiny jsou fag Actinomyces, fag Propionibacterium, ktery pisobi na bakterie spojené a

akné, fag Streptococcus, fag Stenotrophomonas a fag Enterobacteria. [12]

Soucasti lidského kozniho mikrobiomu, zejména na obliceji, jsou roztoci Demodex.
Nejrozsiten€jsi druhy jsou Demodex folliculorum a Demodex brevis kolonizujici vlasové
folikuly a mazové zlazy. Patii mezi bézné komenzalni mikroby pfinasejici prospéch hostiteli,
aniZz by mu Skodily, ale pfi pfemnozeni mohou zplisobovat zanétlivd kozni a ocni
onemocnéni, jako je rizovka, akné nebo blefaritida. S v€kem se jejich populace ptirozené

zvysuje. [14]

2.2 Funkce mikrobiomu

KozZni mikrobiom je zasadni pro udrZeni zdravé pokozky a nefunguje pouze jako pasivni
soucast ktize, ale aktivné se podili na fad¢ biologickych procest. Rovnovaha mikrobiomu
pomaha predchazet koZznim onemocnénim, zatimco jeho naruseni mize vést k dysbidze a
zanétlivym reakcim. Nasledujici kapitola se proto zamétuje na klicové role, které mikrobiom
hraje, a jejich vyznam v kontextu homeostazy kiize. [12]

v v

mikroorganismi prostfednictvim riznych mechanismu, jako je produkce antimikrobialnich
latek a interakce s imunitnim systémem. Pfikladem mohou byt koaguldza-negativni
stafylokoky, jako jsou Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus hominis a
Staphylococcus capitis, které jsou komenzalnimi bakterii. Tento druh bakterii produkuje
bakteriociny, které jsou specifickymi antimikrobidlnimi peptidy (AMP), inhibujici rast
patogenniho Staphylococcus aureus, véetn€ meticilin-rezistentniho Staphylococcus aureus
(MRSA). Kromé toho Staphylococcus epidermidis produkuje fenol-rozpustné latky, které
funguji podobn¢ jako antibiotika, protoze narusuji bunééné membrany patogenti, a také
selektivné zabijeji  Staphylococcus aureus a Streptococcus pyogenes. Produktem

Staphylococcus epidermidis miize byt i kyselina jantarova, ktera inhibuje riist Cutibacterium
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acnes. Pfemnozeni této bakterie vede k zanétlivym reakcim a vzniku komedont, papul a

pustul. [11][15] [16]

Jiné komenzalni bakterie, jako je Staphylococcus lugdunensis, produkuji peptidové
antibiotikum lugdunin, ktery pomaha zabranit kolonizaci kiize skodlivym Staphylococcus
aureus (véetné MRSA) a také posiluje pfirozenou imunitni odpovéd’ kiize tim, ze zvySuje
produkci antimikrobidlnich peptida a chemokini, které pfitahuji imunitni bunky (monocyty

a neutrofily). [17]

Houby rovnéz prispivaji k ochrané ktze. Malassezia globosa produkuje aspartyl
protedzu, ktera rozklada protein bakterie Staphylococcus aureus, ¢imz zabranuje tvorb¢ jeho
biofilmu. Biofilmy napomahaji S. aureus piezit a vyhnout se imunitnimu systému, takze

jejich naruseni mize snizit pocet infekei. [18]

Kozni mikrobiom se na chemické bariéte dale podili tim, ze ovliviiuje kyselost povrchu
ktze a moduluje lipidy v rohové vrstvé. Prikladem je bakterie C. acnes, kterd produkuje
lipazy, které hydrolyzuji triacylglyceroly z mazovych 714z na volné mastné kyseliny (FFA),
véetné kyseliny sapienové a butyratu. Pravé tyto kyseliny vykazuji pfimy antimikrobialni
ucinek proti specifickym grampozitivnim bakteriim. Tak napiiklad kratké mastné kyseliny
produkované C. acnes mohou selektivné inhibovat tvorbu biofilmu S. epidermidis a také
vyvolavat expresi antimikrobidlnich peptidd v koznich butnikdch. Kromé toho C. acnes
fermentuje glycerol na mastné kyseliny s kratkym fetézcem, hlavn€ propionovou a octovou
kyselinu, coz snizuje pH prostedi a pomaha chranit folikuly pied riistem patogend, jako je

Staphylococcus aureus. SniZzeni pH rovnéZ vede k inhibici ristu patogenti. [11] [13] [19]

Mikrobiom taky hraje diilezitou roli v udrzeni ochranné bariéry kiize prostiednictvim
interakci se Stratum corneum, kde jeho uspotfadéani tvoii ochrannou bariéru, ktera brani
priniku patogenii a minimalizuje ztratu vody. Metabolity produkované koznim
mikrobiomem aktivuji aryl-hydrokarbonovy receptor (AHR), ktery se nachazi v
keratinocytech, a tim podporuji epidermalni diferenciaci a regeneraci kiize. Mezi dané
metabolity miizeme zaradit naptiklad indolové derivaty, které jsou metabolity tryptofanu
produkované Staphylococcus epidermidis. Absence mikrobioty mlize vést k naruseni této
rovnovahy, zvySené propustnosti kize a vyssi nachylnosti k infekcim vyvolanych naptiklad

Staphylococcus aureus. [20]

Dalsi klicovou funkci kozniho mikrobiomu je regulace vrozené a adaptivni imunity. Na

vrozené imunité se podileji receptory pro rozpoznavani patogenti (PRR), jako jsou toll-like
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receptory (TLR), které reaguji na patogenem asociované molekularni vzory (PAMPs)
produkované mikroby kozniho mikrobiomu. Aktivace téchto receptor vede k uvoliiovani

cytokinll a antimikrobidlnich molekul, ¢imz se posiluje obranna bariéra kiize. [21]

Podpora adaptivni imunity spociva v tom, Ze kozni mikrobiom pomaha imunitnimu
systému rozliSovat mezi pratelskymi mikroby a patogeny. Regula¢ni T-bunky se podileji na
udrzeni tolerance vici pratelskym mikroblim, ¢imz zabranuji nadmérmné zanétlivé reakci.
Naopak efektorové T-buiiky podporuji antimikrobidlni odpoveéd’ pii kontaktu s patogeny.
Rovnovaha mezi témito bunkami je klicovd — jeji naruSeni muze vést k zanétlivym
onemocnénim nebo oslabeni imunity. [22]

Mezi dal$i vyznamné funkce patii zdsadni role mikrobiomu v procesu hojeni ran, a to
regulaci imunitni odpovédi, produkei antimikrobidlnich latek a podporou regenerace tkani.
Vyzkumy na mySich ukdzaly, ze absence mikrobiomu vede ke zpomaleni hojeni, coz
naznacuje jeho kli¢ovou roli v tomto procesu. Tak naptiklad Staphylococcus epidermidis
podporuje hojeni ran aktivaci interferonu typu I (IFN-I), ktery usnadiiuje nabor imunitnich
buné¢k do mista rany a urychluje proces reepitelizace. Bylo také prokdzano, Ze exprese
receptoru NOD2, coz je receptor pro rozpoznavani bakteridlnich fragmentd, konkrétné
muramyl dipeptidu (slozka peptidoglykanu bunécné stény bakterii), podporuje hojeni ran
regulaci zanétlivé reakce a remodelace tkani. DalSim dilezitym mechanismem je aktivace
aryl-hydrokarbonového receptoru (AHR) mikrobidlnimi metabolity, ktera podporuje
diferenciaci keratinocytli a obnovu integrity epitelu. V souvislosti s chronickymi ranami,
jako jsou diabetické viedy, miize mikrobiom fidit hojeni prostiednictvim produkce
protizanétlivych a antimikrobialnich sloucenin, ¢imz poméha udrZzovat mikrobidlni

rovnovahu a predchazet infekcim. [23] [24] [25]

2.3 Faktory ovliviiujici rovnovahu mikrobiomu

Faktory ovliviiujici kozni mikrobiom Ize rozd¢lit na vnitini a vnéj$i. Mezi vnitini faktory

patii ptfedevsim genetika, pohlavni dospé€lost a stav imunitniho systému hostitele.

Pocatecni slozeni kozniho mikrobiomu zavisi na zptisobu porodu (vagindlni vs.
cisatfsky fez), avSak jiz v Sesti tydnech Zzivota je struktura mikrobiomu primarné urcena
lokalitou na téle. Puberta predstavuje kli¢ové obdobi, béhem néhoz dochazi k hormonalnim
a fyziologickym zménam ovliviiujicim kozni mikrobiom. SloZzeni mikrobialnich
spolecenstev se za toto obdobi blizi slozeni mikrobiomu dospélého ¢lovéka, kdy jsou tyto

zmény zavislé na pohlavi a misté téla. Pro bakteridlni mikrobiom je typicky pokles
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mikrobidlni diverzity u Zenského pohlavi a nartst lipofilnich bakterii (Cutibacterium acnes,
Corynebacterium spp.), jez vyuzivaji zvySenou produkci kozniho mazu. Mikrobialni
diverzita je u chlapcti vyssi, prevazuji stafylokoky a streptokoky. Co se tyka houbové
mikrobioty, tak ta vykazuje v oblastech s vyssi produkci kozniho mazu zvysSenou prevalenci
Malassezia, zejména M. restricta. Tato zména je vyrazn€jsi u divek, coz pravdépodobné

souvisi s hormonalnimi zménami. [11] [26]

VEk muze také ovlivilovat mikrobidlni rozmanitost, pficemz s vékem se obvykle
zastoupeni nékterych bakterialnich druha, jako Cutibacterium a Lactobacillus, klesa,
zatimco jiné, jako Corynebacterium a Enhydrobacter, se stavaji dominantnéjSimi. Podle
sloZeni kozniho mikrobiomu Ize odhadnout vék jedince s ptfesnosti na Ctyfi roky. Zmény
koznich lipidd a ptirozenych hydrataénich faktorG dale zpisobuji zmény vyzivy

mikrobialniho spolecenstva a jeho slozeni. [27] [28]

Vliv na kozni mikrobiom maji genetické faktory hostitele, které reguluji imunitni
reakci, vnimani prostiedi a bunééné funkce. Dikazem muliZe byt studie Moitinho-Silva a kol.,
kterd analyzovala dvé némecké kohorty a identifikovala 23 genetickych lokusi spojenych
se sloZzenim mikrobiomu kizZe. Bylo zjiSténo, Ze genetické varianty ptfedstavuji vliv na
ptitomnost urc¢itych bakteridlnich druhi, a tim ovliviiuji zdravi a onemocnéni kize. Tak byl
napiiklad u lidi s wurcitymi genetickymi variantami zjistén vyss$i vyskyt bakterii
Staphylococcus hrajici duleZitou roli v ochrané a patogenezi koZnich onemocnéni. Dalsi
geneticka varianta byla spojena s vys$Sim vyskytem Acinetobactera, bakterie, ktera se podili

na udrzovani homeostazy kiize a regulaci imunity. [29]

Dal$im rozhodujicim faktorem je stav imunitniho systému. Imunitni poruchy mohou
zasadn¢ zménit slozeni kozniho mikrobiomu. Napiiklad u pacienti s primarnimi
imunodeficity, jako je hyper-IgE syndrom (zvySena hladina imunoglobulinti E v séru), se
projevuje snizena stabilita mikrobiomu a ptitomnost netypickych mikroorganismii, jako je

zvySeny vyskyt Aspergillus a Candida, a to 1 v neptitomnosti aktivni plisiové infekce. [11]

Do vnéjsich faktort je mozné zaradit zivotni a pracovni prostfedi, interakce s jinymi

organismy, enviromentalni podminky a pouzivani kosmetickych produkta.

Odlisnosti v koznim mikrobiomu mezi venkovskou a méstskou populaci jsou spojeny
s rozdilnou expozici mikroorganismi z pudy, vody a biomasy. Pfi kontaktu s pfirodnim
prostiedim, jako je pida a rostlinné materidly, se mikrobiom rukou obohacuje o

Acidobakterie a Bakteroidety, naproti tomu méstsky zivotni styl spojeny s bydlenim v
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mistnostech vede k niz§i mikrobidlni diverzité. V uzavienych prostorach vétSina
mikroorganismti pochazi z lidského mikrobiomu, pficemz urbanizace podporuje vyssi
vyskyt plisni, véetné Aspergillus, Malassezia, Candida a Eurotiales, a sou¢asn¢ omezuje
vyskyt pfirozenych koznich symbiotl, jako je Staphylococcus epidermidis nebo
Lactobacillus spp. Kdyz naopak zemédélska prostiedi se vyznacuji vys$i mikrobidlni
rozmanitosti. Tak napiiklad Cutibacterium se Castéji objevuje na kuzi venkovskych

obyvatel, zatimco u méstské populace prevazuje Trabulsiella. [30] [31]

Dobytek je ve venkovskych oblastech dilezitym zdrojem mikroorganismt, takze
kontakt s nim mtze vést ke zméndm mikrobiomu. Zejména u farmatt dochazi predevsim k
poklesu mnozstvi bakterii rodu Staphylococcus a Streptococcus a narastu Pseudomonas a
Acinetobacter. Zmény mikrobiomu jsou také pozorovany u lidi Zijicich s domacimi
mazli¢ky, naptiklad se psy. Mikrobiom domacich pst a jejich majiteli vykazuji zna¢nou

podobnost, coz naznacuje vzajemné sdileni bakteridlnich populaci. [32]

KoZni mikrobiom taky podléha vlivu teploty, vlhkosti a slune¢niho zateni, ptitom UV
zateni ma jak antibakterialni, tak destruktivni U¢inky. Intenzita vystaveni mize zvySovat
nachylnost k infekcim, jako je virus herpes simplex (HSV), zatimco nékteré bakterie, jako
jsou Cyanobacteria a Lactobacillus, mohou kuZi chranit pied fotostarnutim. Rezistence
mikrobiomu viuci UV zafeni se lisi. Ptikladem mtze byt Malassezia furfur, ktera je citliva, i
kdyZ produkuje ochranny pityriacitrin. UV zéfeni rovnéZ omezuje vyskyt Lactobacillaceae
a Pseudomonadaceae, ale také inhibuje rust Staphylococcus aureus a Cutibacterium acnes

snizenim produkce porfyrinu. [30]

Antibiotika pouZzivajici se pfedevsim k 1écb¢ koznich onemocnéni maji taky vliv na
stav kozniho mikrobiomu. Tyto latky poméahaji regulovat mikrobiom a eliminovat patogeny.
Ptikladem muze byt minocyklin, ktery snizuji pocet Cutibacterium, Corynebacterium,
Prevotella, Lactobacillus a Porphyromonas a muze narusit mikrobiom. Zatimco doxycyklin
znacné potlacuje C. acnes, ale zaroven pusobi jako podpora rastu bakterie Cutibacterium
granulosum. Makrolidy, tetracykliny a klindamycin se bézné pouzivaji k 1é¢be akné. DalSim
prikladem antibiotik je lymecyklin, ktery redukuje Cutibacterium, avSak zvysuje vyskyt
Streptococcus, Staphylococcus, Micrococcus a Corynebacterium. Prodlouzené uzivani

antibiotik vede k rozvoji rezistence, zejména u C. acnes a S. epidermidis. [30]

Vyznamnou roli ve sloZeni a stabilit¢ kozniho mikrobiomu hraji 1 kosmetické
ptipravky. Rtzné druhy kosmetickych produktl, jako jsou sprchové gely, pletova mléka,

hydrataéni ptipravky a opalovaci krémy, mohou vést ke zméné€ mikrobidlni diverzity a
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dynamiky mikrobiomu jak v mist¢ aplikace, tak na jinych ¢astech téla. Nékteré kosmetické
slozky jsou schopny podpofit pfirozenou rovnovahu mikrobioty, zatimco jiné ji mohou
narusit a zpusobit pfemnozeni oportunnich patogennich mikroorganismi. I nckteré
fyzikalné-chemické vlastnosti kosmetickych prostfedkii dokédzou vytvoiit ptiznivé
podminky pro rist mikroorganismt, které pak mohou vést ke vzniku infekci nebo koznich

onemocnéni. [12]

2.4 Vliv kosmetiky na koZni mikrobiom

Jak jiz bylo zminéno v ptedchozi podkapitole, vliv na mikrobiom a jeho slozeni maji i
kosmetické ptipravky, piicemz nékteré jejich slozky mohou v pokozce ziistavat i po
opakovaném myti a z dlouhodobého hlediska ovliviiovat mikrobidlni rovnovahu. Uz béhem
prvniho tydne pouzivani kosmetickych prosttedk lze pozorovat zmény ve slozeni

mikrobiomu. [33]

Ze studie Bouslimani a kol. vyplynulo, ze nékteré slozky kosmetickych piipravki
pfetrvavaji na pokozce az 13 dni po aplikaci. Tak napiiklad hydrofilni slouceniny
polyethylenglykolu se smyvaji z pokozky rychleji, a to po cca 3,5 dnech, zatimco
hydrofobnéjsi molekuly polypropylenglykolu a mastné kyseliny na pokozce ziistavaji déle,
a to po dobu 13 a 8 dni. Zaroven bylo zaznamenano, Ze pouzivani deodorantu a pudru na
nohy se projevilo sniZenim mnozstvi béznych koznich bakterii rodi Staphylococcus a
Corynebacterium, naopak se zvysil vyskyt Micrococcus, Anaerococcus, Streptococcus,
Brevibacterium, Moraxellaceae a Acinetobacter, coz vedlo k vyssi mikrobidlni diverzité
ktize. Uvedené vysledky naznacuji, ze kosmetické ptipravky mohou ovliviiovat slozeni

mikrobiomu. [33]

2.4.1 Vliv konzervaénich latek na mikrobiom

Kosmetické vyrobky jsou cCasto tvofeny latkami, které mohou predstavovat idealni
podminky pro rist mikroorganismi. Do této skupiny latek nejcastéji spadaji voda, oleje,
peptidy a sacharidy. Z tohoto diivodu se do kosmetiky bézné ptidavaji konzervacni latky,
které i po aplikaci na pokozku zlstavaji aktivni a pfispivaji k prevenci kontaminace. Pokud
jsou vsak tyto latky pouzivany nekontrolované nebo ve vysokych koncentracich, mohou vést

k naruseni pfirozené rovnovahy kozniho mikrobiomu a k ovlivnéni jeho slozeni. [12]

Studie Wamg a kol. analyzovala, jak bézn¢ pouzivané kosmetické konzervacni latky

ucinkuji na mistni mikrofloru zdravé pokozky obliceje. Do studie autofi izolovali deveét
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druhii bakterii prirozen¢ osidlujicich pokozku obliceje, véetné Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus capitis, Micrococcus luteus, Kocuria, druhti rodu Bacillus, Acinetobacter,
Pseudomonas parafulva, Pseudomonas oleovorans a Roseomonas cervicalis. Krom¢ toho
byly v experimentu testovany 1 Staphylococcus aureus a Escherichia coli. Testovanim
minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC), ktera zcela inhibovala riist bakteridlniho kmene,
bylo zjisténo, ze se ucinnost konzervacnich latek vic¢i riznym mikroorganismim lisi.
Methylisothiazolinon (MTI) a jodopropynylbutylkarbamét (IPBC) vykazovaly nejsilnéjsi
inhibi¢ni Gc¢inek na vSechny testované bakterie, véetné patogennich. Zvlastné citliva byla S.
epidermidis na MTI, zatimco vysokou citlivost na IPBC vykazovaly S. capitis a M. luteus.
Mén¢ ucinny byl ethylhexylglycerin a methylparaben a bakterie Bacillus a Kocuria byly k
témto konzervacnim latkdm stfedné citlivé. Nejniz8i inhibi¢ni GC€inek prokazal
fenoxyethanol a Acinetobacter a Pseudomonas spp. na n¢j byly nejméné citlivé. Ze studie
vyplyva, ze kosmetické konzervacni latky mohou vyznamné narusit rovnovahu kozniho

mikrobiomu, coz se mtize projevit na zdravi pokozky. [34]

V ramci studie Zhanga a kol. se ukazalo, Ze konzervacni latky 2-bromo-2-nitro-1,3-
propandiol, ethyl 4-hydroxybenzoat, hexadecyltrimethylamonium bromid a imidazolidinyl
urea mohou vyrazné narusit Staphylococcus epidermidis, ktera patii mezi klicové bakterie
kozniho mikrobiomu. Tak naptiklad hexadecyltrimethylamonium bromid a ethyl 4-
hydroxybenzoat pfi maximalné povolenych koncentracich eliminovaly S. epidermidis do
jedné hodiny. Fenoxyethanol a salicylat sodny prokazaly nejslabsi schopnost inhibovat rist,
zatimco benzoan sodny a draselna siil kyseliny hexadienové meély stiedni antibakterialni
ucinnost. Antimikrobidlni u¢inek benzylalkoholu byl pouze mirny. [35] Fenoxyethanol je
vSak ve srovnani s jinymi konzerva¢nimi latkami, jako jsou parabeny nebo formaldehydové

donory, povazovan za mirn¢j$i alternativu.

Podle vysledkt studie Nasrollahi a kol. parabeny vykazuji silné antimykotické u¢inky
proti vlaknitym houbdm a kvasinkam, vcetné¢ Candida spp. a Malassezia spp. Vysledky

ukazaly, Zze methylparaben, propylparaben a butylparaben zcela inhibovaly rist téchto

[ RA4

Konzervanty musi ptisobit proti Siroké Skéale mikroorganismt, aby kosmetické vyrobky
splilovaly pozadavky pravnich ptedpisti. Proto se do sloZeni Casto zaclefiuje kombinace

ruznych konzervacnich latek. [37]

Vyzkum Pinto a kol. zjistil, Ze riiznd kombinace konzervacnich latek bézné

pouzivanych v kosmetice mize vyznamné ovlivnit slozeni kozniho mikrobiomu. Kombinaci
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benzoanu sodného, fenoxyethanolu a ethylhexylglycerinu; anisatu sodné¢ho a 1,2-
hexandiolu; hydroxyacetofenonu, fenylpropanolu, propandiolu, kaprylylglykolu a disodné
soli EDTA; a dale kombinaci benzylalkoholu, kyseliny benzoové a kyseliny dehydrooctové,
byl zjis§tén mirny inhibi¢ni G¢inek na C. acnes a byla pozorovéna stiedni inhibice rtstu S.
aureus, zatimco S. epidermidis zlstal neovlivnén, coz naznacuje jejich vyuziti pti obnove
rovnovahy mikrobiomu pii dysbidze. Stiedni inhibi¢ni u¢inek na bakterii C. acnes a vyrazny
ucinek na S. aureus vykazuje konzervacni systém sestavajici z hydroxyacetofenonu,
fenylpropanolu, propandiolu a kaprylyl glykolu, eventualné rozSiteny o tetrasodium
glutamat diacetat. Naopak kombinaci latek, jako je benzoan sodny a 1,2-hexandiol nebo 1,2-
hexandiol, kaprylylglykol, tropolon, kyselina levulinova, levulindt sodny a glycerin,
vyznamn¢ inhibuje rst S. epidermidis, coz naznacuje jejich nevhodnost pro piipravky

podporujici zdravy mikrobiom. [38]

2.4.2 Vliv antiseptickych prostfedkii na mikrobiom

Podle studii SanMiguel a kol. byly pii aplikaci antiseptik, jako je etanol, povidon-joéd a
chlorhexidin, zjiSt€ny kratkodobé, mistné specifické zmény v koZnim mikrobiomu.
Nejvyraznéji bylo naruSeno piedlokti, zatimco mikrobiota na zddech zstala stabilngjsi.
Lépe byly eliminovany méné hojné druhy bakterii, zatimco Propionibacteriaceae
vykazovaly vys$si odolnost. Z této studie je patrné, ze pti kratkodobém pouzivani antiseptik

muze dochazet k do¢asnému naruseni mikrobialni rovnovahy ktize. [39]

Dalsi vliv na kozni mikrobiom byl pozorovan po pouziti antibakteridlnich mydel, které
dokazou narusit pfirozeny systém antimikrobialni obrany pokoZzky tim, Ze odstrafiuji nejen
patogenni, ale i prospésné bakterie. Jejich bézné pouzivani mize vést ke snizeni poctu
Streptococcus spp. Podobnym zpiisobem bylo zjisténo, ze pouzivani antibakteridlnich

ubrousk vedlo ke snizeni poétu Staphylococcus aureus na rukou. [12]

2.4.3 Vliv aktivnich latek na mikrobiom

Ve studii Dobler a kol. bylo stanoveno, zZe pfirodni oleje a estery mastnych kyselin s dlouhym
fetézcem podporuji rist Malassezia spp., zatimco parafiny, silikony a PEGy nikoli. Rust také
podporovaly emulze s olivovym a avokadovym olejem, pticemz bez téchto oleji k rlstu
nedochazelo. DalSim vyznamem z této studie bylo potvrzeni metabolické aktivity
Malassezia spp. Tato houba dokazala preménit isopropylpalmitat na kyselinu palmitovou a

oleat na oleylalkohol a kyselinu olejovou. Co se tyCe bakterii, kyselina kaprinova
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potlacovala rist vSech testovanych kmend, zatimco stearat sacharozy a estery kyseliny

olejové podporovaly rast Corynebacterium minutissimum. [40]

2.4.4 Vliv disticich prostiedkii na mikrobiom

Obsah tenzidl v Cisticich pripraveich miize narusit ochrannou bariéru pokozky a zménit jeji
pH, které je pro rovnovahu kozniho mikrobiomu klicové. Vyssi pH zplisobené hydroxidem
sodnym v mydlech a kosmetickych piipravcich naptiklad podporuje pfeménu Candida
albicans na patogenni formu. Kyselina citronova a mlééna mohou snizit pH pfili§, coz mize
mit za nasledek snizeni vyskytu Cutibacterium acnes. ZvySovani pH také podporuje rtist
Staphylococcus aureus a C. acnes, které mohou pfispivat ke vzniku akné a dalSich koznich

problému. [12]

2.5 Dysbioza

Pro zdravi kiize je charakteristicka stabilni rovnovdha mezi komenzalnimi bakteriemi
podporujicimi jeji ochrannou funkci a potencialné patogennimi mikroby, které jsou bézné
kontrolovany. Dojde-li ovSem k poruSeni kozni bariéry vlivem naptiklad zmén pH,
zvySeného ubytku vody, odlupovani klize, apoptozy keratinocytlh nebo zanétlivych procesii,

muze dochazet k selhani této rovnovahy a k dysbidze. [19]

Obecné¢ je dysbidza definovana jako nerovnovaha v rozmanitosti a funkc¢nosti
mikrobiomu. Byva €asto doprovazena neobvyklym sloZenim bakteridlnich populaci, jejich
pfemnozenim nebo ubytkem. Pokud se jednd o kiZi, ma dysbidza Uzkou souvislost s

rozvojem zanétlivych koznich onemocnéni, jako je akné nebo atopickéd dermatitida. [13]

Za jeden z hlavnich mechanisml zpisobujicich dysbidozu Ize povazovat tvorbu
bakterialnich filmi patogennimi mikroorganismy. Tato mikrobidlni spolecenstva sestavajici
hlavné z polysacharidové matrice, kterou produkuji bakterie, totiz dovoluji patogeniim
prezivat v nepfiznivém prostiedi a odolavat imunitnim mechanismiim hostitele. Vznik
biofilmu ovliviuji fyzikalné-chemické vlastnosti ktize, jako je vlhkost, pH, teplota,

dostupnost zivin, receptory hostitelskych bunék a lokéalni imunitni reakce. [19] [41]

2.5.1 Atopicka dermatitida

Atopicka dermatitida, neziidka oznacovana jako atopicky ekzém, predstavuje chronické

zanétlivé onemocnéni kiize, které se objevuje nejcastéji v détském veéku, ale je schopné
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postihovat i zna¢nou ¢ast dospélé populace. K typickym ptiznakim patii suchd, Supinata a

sveédiva kize, ktera se vyrazné zhorsuje v obdobich vzplanuti. [42]

Mezi zékladni projevy atopické dermatitidy patii dysbidza kozniho mikrobiomu
vyznacujici se dominanci Staphylococcus aureus a snizenou mikrobidlni diverzitou. Dany
druh bakterie produkuje rtizné virulen¢ni faktory, které hraji kli¢ovou roli v patogenezi
atopické dermatitidy. Mezi tyto faktory patii superantigeny ve form¢ stafylokokovych
enterotoxintl, toxinu syndromu toxického Soku, alfa-toxinu, leukocidinli, enzymatickych
toxini (beta-toxin), adhezinii, protedz a nukleaz, které¢ naruSuji kozni bariéru a podporuji
zanét. Tvorba téchto faktorli je fizena systémem quorum sensing agr (accessory gene
regulator), ktery reguluje expresi genli zodpovédnych za virulenci S. aureus. Navic S. aureus
formuje biofilmy zajist'ujici ochranu bakterie pfed imunitni odpovédi hostitele a ptisobenim
antibiotik, coZ znesnadiiuje jeji eliminaci. Rozsah tvorby biofilmu S. aureus pozitivné

koreluje se zdvaznosti AD, coZ z n¢j ¢ini diilezity faktor pfetrvavani onemocnéni. [43]

Kromé¢ premnozeni S. aureus byl rovnéz identifikovan ubytek Cutibacterium acnes,
ktery souvisel se zvySenim zavaznosti atopické dermatitidy, vedl ke zméndm v
metabolickych drahéach hostitele a k odlisné odpovédi na 1é€bu kortikosteroidy. Dale bylo
také pozorovéano snizené zastoupeni dalSich nékterych béznych koznich bakterii, jako jsou
Dermacoccus a Methylobacterium. Pti tézkych formach atopické dermatitidy bylo zjisténo
zvySené mnozstvi dalSich stafylokoki, jako jsou S. capitis, S. lugdunensis a S. epidermidis,

pri¢emz posledni produkuje kozni protedzu EcpA, ktera podporuje zanét. [43] [44]

Houby mohou také hrat dilezitou roli v patogenezi atopické dermatitidy, kde pacienti
s téz8imi formami onemocnéni maji zvySenou diverzitu hub. Dominantni zastoupeni
Malassezia, bézného obyvatele zdravé klze, je oslabeno a pfevladaji jiné druhy hub,
zejména Candida spp. Tato zména zavisi na zdvaznosti AD a miize ovliviiovat naruseni

kozni bariéry a dysregulaci imunitniho systému. [45]

Na koznim mikrobiomu pacientii s atopickou dermatitidou jsou patrné zmény v
zastoupeni virovych Céstic, predevsim bakteriofagl, které maji vliv na bakteridlni slozeni
mikrobioty. Byla pozorovana zvysena ptitomnost fagi specifickych pro Staphylococcus a
Propionibacterium, pticemz u pacientii s t¢zSimi formami atopické dermatitidy byl

vyznamné zvysen vyskyt fagi typickych pro S. epidermidis. [46]
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2.5.2 Psoriaza

Psoridza neboli lupénka se vyskytuje celosvétové v 1 az 5 % piipadl a je chronickym
opakujicim se, zanétlivym onemocnénim, které postihuje kiizi, klouby nebo oboji. Projevuje
se nadmérnou proliferaci epidermalnich bun¢k a dysfunkci imunitniho systému. Vyskytuje
se ve tfech formach, a to v mirné, sttedné t€¢zké a tézké. Jako sttedné t€¢zka az tézka psoridza
se obvykle oznacuje postizeni vice nez 5 az 10 % plochy povrchu téla, ale i mensi rozsah
muze byt povazovan za tézky, pokud vyznamné ovliviuje fyzické, psychické nebo socidlni

zdravi pacienta. [47] [48]

V mikrobiomu psoriatickych 1¢zi se vyskytuje zvySend piitomnost nékolika
bakterialnich druhli. Mezi nejvyraznéj$i zmény patii dominance Staphylococcus aureus a
Corynebacterium simulans. Osidleni S. aureus bylo zaznamenano az u 60 % pacientl, z
nichz vice nez polovina téchto kmenti produkuje enterotoxiny a toxiny syndromu toxického
Soku, které prispivaji k aktivaci imunitni odpovédi a k nekontrolované proliferaci
keratinocytll. Kromé nich vyskytuji 1 dal§i kmeny bakterii, jako jsou Acinetobacter johnsonii
a Staphylococcus caprae. Naopak niz§i zastoupeni vykazuje Propionibacterium spp. a
Cutibacterium acnes, pricemz posledni miize vést k vys$simu pH a nésledn¢ k pfemnozeni
patogennich bakterii. Jinym patogenem v psoriatickych 1ézich byva Streptococcus pyogenes.
Jeho superantigeny stimuluji T-buniky a vazou molekuly lidského leukocytarniho antigenu
(HLA-DR) na dendritickych bunkach, makrofazich a keratinocytech, a tim podporuji
chronicky zanét. [48] [49] [50]

V mykobiomu byly také zaznamenany zmeény, a to v podobé nizSiho zastoupeni
Malassezia spp. oproti zdravym jedinciim, avSak béhem exacerbaci se jeho mnozstvi
zvySuje. Houba Candida albicans souvisi s pfetrvavanim a zhorSovanim koznich 1ézi,

zejména u inverzni psoridzy. [48] [50] [51]

Lidsky virus imunitni nedostatecnosti a lidsky papilomavirus taky maji schopnost
zhorSovat prub¢h psoriazy, protoze podporuji sekreci substance P, ktery poméhé zrychlovat
mnozeni keratinocytll. Navic pacienti s psoriazou prokazali snizené slozeni fagl, konkrétné
Acinetobacter phage Presley a Pseudomonas phage O4, které potlacuji mnozstvi bakterii

Acinetobacter a Pseudomonas ptispivajicich k zanétlivym procestim. [51] [52]

Zmény byly rovnéz pozorovany i ve stfevnim mikrobiomu, a to v podobé snizené
populace prospéSnych bakterii, jako jsou Parabacteroides, Coprobacillus, Lactobacillus

spp., Bifidobacterium spp. a Faecalibacterium prausnitzii. [53]
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2.5.3 Akné vulgaris

Akné wvulgaris je chronické =zanétlivé onemocnéni pilosebacedzniho folikulu s
charakteristickymi pfiznaky, jako je zvySena produkce kozniho mazu, folikularni
hyperkeratinizace a zanétliva reakce. Vice nez 85 % dospivajicich a dospélych trpi timto

problémem. [51]

Akné¢ je dlouhodob¢ spojovano s ptitomnosti Cutibacterium acnes. Hlavnim faktorem
pfitom neni samotné¢ mnozstvi daného kmenu, ale nerovnovaha mezi jeho kmeny. U lidi
trpicich akné vulgaris ptevazuji virulentni kmeny C. acnes, jako jsou IA1 a IA2, produkujici
porfyriny, které pfispivaji k podpofe oxidativniho stresu a vyvoldvaji zanétlivé reakce
prostfednictvim receptoru TLR-2. Kromé toho Cutibacterium acnes je schopné vytvaret

biofilmy, které zvySuji jeho virulenci a rezistenci vii¢i antibiotikiim. [51] [54] [55]

Déle se do zanétlivého procesu zapojuji dalsi bakterie, jako jsou Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Enterobacter a Klebsiella

pneumoniae, které maji vliv na expresi enzymt, jako jsou lipazy a delta-hemolyziny. [56]

2.5.4 Seborrhoicka dermatitida

Seborrhoicka dermatitida je vSeobecné chronické zanétlivé onemocnéni kiize trpici u déti 1
dospélych. Mezi hlavni projevy této choroby patii mirné Supinaténi pokozky hlavy a u
tézSich forem lze pozorovat tézké erytematozni plaky na pokozce hlavy, obliceji a trupu.

[51]

Zasadnim faktorem v patogenezi dané nemoci je nerovnovaha mikrobiomu, zejména
nadmérné mnozeni houby Malassezia, ktera preferenéné kolonizuje seborrhoické oblasti
pokozky. Premnozeni Malassezia restricta ve srovnani s Malassezia globosa nejvice
ovliviiuje vznik seborrhoické dermatitidy. Malassezia vyuziva nasycené mastné kyseliny,
které naruSuji kozni bariéru a aktivaci TLR a receptori podobnych NOD vyvolédvaji

zanétlivou reakci. [51] [54]

Zmény v bakteridlni mikrobioté jsou také pfitomny v postizené kiizi, kde prevladaji
Staphylococcus, Acinetobacter a Streptococcus, zatimco Cutibacterium je Castéj$i v
nepostizenych oblastech pokozky. S. aureus a S. epidermidis mohou zhorSovat zanét a

poskozeni bariéry. [51]
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2.5.5 RizZovka

Rosacea neboli rizovka patfi mezi chronickd zanétlivda kozni onemocnéni zplsobena
genetickymi faktory, deregulaci vrozené i adaptivni imunity, nerovnovahou kozniho
mikrobiomu a neuro-imunitnimi mechanismy. RozliSuji se c¢tyfi hlavni podtypy:
erytematotelangiektatickd, papulopustularni, fymatdzni a o¢ni riizovka. Celkovy projevy
ruzovky zahrnuji nahlé zarudnuti, prechodny nebo pfetrvavajici erytém, teleangiektazie,
papuly, pustuly, ztluiténi kiize a (mikro)edém. Casto se také objevuji zpravy, Ze pacienti
udavaji pocit paleni nebo Stipani na kiizi a jen ztidka svédéni. [57]

Nadmérny rast rozto¢t Demodex folliculorum, kteti jsou nositeli Bacillus oleronius,
hraje klicovou roli pfi podpote zanétu. Vazodilatace, angiogeneze a tvorba pustul jsou
zpiisobeny zesilenou aktivaci TLR-2 receptoru, kterd nasledné vede k nadprodukci
katelicidinu (LL-37) a aktivaci inflammasomu NLRP3. K onemocnéni pfispiva také zvyseny

vyskyt Staphylococcus epidermidis, Helicobacter pylori a Bartonella quintana. [57]
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3 MOZNOSTI MODULACE MIKROBIOMU

Béhem poslednich let vzrostl zdjem o terapeutické pfistupy sméfujici k modulaci
mikrobiomu pii prevenci 1 1é€beé riiznych onemocnéni. Nejbéznéji studované strategie
zahrnuji transplantaci fekalni mikrobioty a také nové bioterapeutické pristupy, jako je cilena

aplikace komenzalnich koznich bakterii s ochrannymi Gc¢inky.

3.1 Transplantace fekalni mikrobioty

S ohledem na rostouci pocet dikazli o souvislosti mezi ¢innosti stfevniho mikrobiomu a
vznikem koznich onemocnéni, jakym je naptiklad atopicka dermatitida, dochazi k novym
zplisobim terapie zaméfenym na modulaci mikrobioty. K témto moznostem patfi
transplantace fekalni mikrobioty (FMT), ktera se dostala v prubéhu poslednich let do popiedi

vyzkumu a predstavuje metodu obnoveni stfevni rovnovahy. [54]

Pti FMT se do stfevniho traktu pacienta pfenese mikrobiota od zdravého darce a
pfedtim se darce peclive otestuje na nepfitomnost patogenti. Tento zékrok ma za cil odstranit

sttevni dysbiozu a pozitivné tak ovlivnit celkovy zdravotni stav pacienta. [54] [58]

Prostfednictvim modulace imunitni odpovédi a integrity stfevni bariéry hraje stfevni
mikrobiom kli¢ovou roli ve vyvoji a progresi atopické dermatitidy. V ptfipadé pacientl s
atopickou dermatitidou byla zjiSténa nerovnovaha stievniho mikrobiomu vyznacujici se
niz$i diverzitou stievnich bakterii. Byl pozorovan pokles prospéSnych mikroorganismd,
zejména u Bifidobacterium spp. a Lactobacillus spp. a zarovenn byl sledovan narist
potencialné Skodlivych bakterii, jako jsou Clostridium difficile, Escherichia coli a

Staphylococcus aureus. [59] [60]

Z vysledkli studie Mashiah a kol. lze usuzovat na vyuziti fekdlni mikrobialni
transplantace jako slibné moznosti 1écby stfedné tézké az tézké atopické dermatitidy. Po
provedeni Ctyt aplikaci fekalni mikrobidlni transplantace ve dvoutydennich intervalech
zaznamenala vétSina pacientll vyrazné zmirnéni ptiznaka atopické dermatitidy. U 77 % se
zadvaznost onemocnéni snizila na polovinu a o tfi ¢tvrtiny se ptiznaky zmenSily u 67 %
pacientl. [61]

Dalsi zmény ve slozeni stfevniho mikrobiomu byly pozorovany u lidi trpicich

psoridzou. Toto onemocnéni je charakterizovano zvySenym zastoupenim kmeni

Actinobacteria a Firmicutes a rodt Faecalibacterium, Bacteroides, Bifidobacterium a
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Megamonas. Pocet kmenti Bacteroidetes, Euryarchaeota a Proteobacteria a rodi

Prevotella, Alistipes a Eubacterium se naopak snizil. [62]

V jedné klinické studii se uvadi piipad 36letého muze, ktery trpél tézkou plakovou
psoridzou a me¢l také zanétlivé stfevni onemocnéni. U tohoto pacienta byla dvakrat
provedena transplantace fekalni mikrobioty, pficemz interval mezi jednotlivymi podénimi
byl pét tydnti. Po ukonceni 1é€by dochazelo k vyraznému zlepseni koznich projevii, snizeni
indexu zévaznosti lupénky, zmirnéni stfevnich pfiznakii a taky k poklesu hladiny
zanétlivého markeru TNF-a v krvi. Soucasné se zlepsila histologie stfevni sliznice, ¢imzZ se
naznacuje pozitivni vliv fekéalni mikrobidlni transplantace na stfevni mikrobiom a celkovy

zdravotni stav pacienta. [63]

3.2 Transplantace koZniho mikrobiomu

Dal8im zptsobem, ktery mize slouzit jako jedna z moznych metod modulace mikrobiomu,
je transplantace kozniho mikrobiomu. Dand metoda spoivd v pienosu mikrobialnich
spolecenstev ze zdravé darcovské klze, na jiz vyciSténou nebo desinfikovanou pokozku
piijemce. Tento postup se podoba fekalni transplantaci mikrobioty, ktera se pouziva k 1é€bé
infekci zplisobenych bakterii Clostridium difficile. Nejvétsi vyhodou tohoto pristupu je
zachovani mikrobiomu pacienta v jeho pfirozeném ekosystému, coZ miize pomoci obnovit

rovnovahu kozni flory u pfijemce. [64]

Nicméné transplantace koZniho mikrobiomu narazi na né€kolik vyzev. Je obtizné ziskat
dostatecné mnozstvi bakterii z kiize darce, které Casto vyZzaduje jejich pfedchozi kultivaci v
laboratornich podminkéch. Cely tento proces vyzaduje znacné mnozstvi ¢asu a je technicky
naro¢ny a neni snadno Skdlovatelny z hlediska S$ir§iho klinického nebo primyslového
vyuziti. Omezujicim faktorem je také mozny pfenos neidentifikovanych bakterii, plisni nebo

virQ, které mohou pro piijemce predstavovat riziko kontaminace nebo infekce. [64]

Ze studii zaméfenych na prenaseni mikrobiomu mezi rtiznymi oblastmi pokozky
vyplyva, ze na sloZeni kozni mikrobioty se podili pfedevsim plivodni prostiedi dané oblasti.
Béhem jednoho experimentu doslo k pfenosu bakteridlnich spolecenstev z jazyka na celo
nebo predlokti, a naopak. Po 2, 4 a 8 hodindch sledovani byla prokazana schopnost
pfenesenych bakterii docasné kolonizovat nové misto, ale celkové sloZzeni mikrobiomu

cilové oblasti ziistalo stabilni. [65]
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Transplantace mikrobiomu podpazi ptedstavuje inovativni metodu, kterda ma za cil
pfistupu se vyuziva princip preemptivni kolonizace, pfi kterém nové aplikované bakterie
kolonizuji kizi a potni zlazy, ¢imz potlacuji rist mikroorganismua zpiisobujicich zapach.
Cely proces je zahajen antibakteridlnim oSetfenim a naslednou aplikaci bakterii od vhodného
darce. Tyto bakterie se nanesou na ¢istou pokozku podpazi, kde se nechaji pfirozené usadit
a rozmnozit. Podle vysledk studii dokdze metoda snizit té¢lesny zadpach nejen doc¢asné (po

dobu jednoho mésice), ale i dlouhodob¢ (3 mésice) nebo trvale. [66]

Vysledky nékterych vyzkumi nasvédcuji tomu, ze transplantace kozniho mikrobiomu
predstavuje perspektivni ptistup k 1é¢bé infekci zpisobenych Malassezia furfur. Tento druh
kvasinky je vyznamnou soucdsti kozni mykobioty a jeji pfemnoZeni je spojeno s
onemocnénimi, jako je seborrhoicka dermatitida, pityriasis versicolor a folikulitidy. Dana
metoda miize pomoci k obnoveni ptirozené rovnovahy mikrobiomu, a snizit tak nadmérné

pfemnozeni této kvasinky a souvisejici kozni onemocnéni. [58]

3.3 Probiotika

Dal8i moznosti modulace je pouziti probiotik, coz jsou Zivé mikroorganismy, které pii
podani v dostatecném mnozstvi poskytuji zdravi prospésné latky. Pokud jde o péci o
pokozku, probiotika pomahaji udrzovat rovnovahu mikrobiomu, posiluji ochrannou funkci
ktiZe a moduluji imunitni reakci. Probiotika plsobi tak, Ze reguluji imunitni systém, potlacuji
zanétlivé procesy a podporuji funkei kozni bariéry. Diky probiotikiim dochazi ke stimulaci
produkce protizanétlivych cytokind, jako jsou TGF-f a IL-10, a tim pfispivaji ke snizeni

zZanétu. [67] [68]

Béhem poslednich let jsou probiotika stale ¢astéji aplikovana v dermatologii a péc¢i o
plet, o ¢emz svéd¢i fada patentll na jejich pouziti v kosmetickych a terapeutickych
ptipravcich. K jednomu z hlavnich ucelt patii regulace kozniho mikrobiomu, ve kterém
probiotické bakterie jako Propionibacterium, Paenibacillus nebo Staphylococcus ptispivaji
k udrZeni mikrobialni rovnovahy klize a chrani ji pfed pfemnozenim patogent. Co se tyka
posileni kozni bariéry, tak toho Ize dosahnout prostiednictvim lyzatu bakterii Lactobacillus.
Vedle 1écebnych aplikaci maji bakterie Bifidobacterium longum, B. bifidum, B. breve a B.
pseudolongum také vyuziti v kosmetickych ptipravcich urcenych na zlepSeni hydratace a
prevence znamek starnuti. V dermatologii se uspésné aplikuji Lactobacillus fermentum, L.

plantarum, L. rhamnosus a L. sakei pti 1é€be dysbiozy pokozky. Dale se probiotika uplatiuji
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v prevenci infekci ptfi hojeni ran. Jejich ucinek spociva ve zmirnéni zanétu, omezeni
kolonizace patogeny a ptispéni k hydrataci pokozky. [53]

Na obrazku 4 jsou uvedeny jednotlivé probiotické mikroorganismy, u nichz byly
zjistény priznivé Ucinky pii 1€cbe béznych koznich onemocnéni.

»  Starnuti

Nitrosomonas eutropha, Laciobacillus buchneri

]

« Atopicka dermatitida
- /. Vitreoscilla filiformis,

= b

Streptococcus thermophilus,

« Akneé .\

Streplococcus thermophiles,
Enterococcus fagcalis,

Streptococcus salivarius ’ A \ B Lactobacillus johnsonii

A 2

« Psoridza e

» Hojeni ran
Bifidobacteria infantis, ]

Lactiplantibacilus plantarum,
Lactobaciius panlosus

kefir, L. fermentum,

Saccharomyces cerevisiae

'

Lactobacilus paracasel F

« Lupy
RiZovka

Bifidobacterium breve BRO3, Lactobacillus salfvarius

Obrazek 4: Probiotické kmeny napomahajici 1é€bé riznych koznich dysbioz [53]
3.3.1 Ucinek na atopickou dermatitidu

Ve studii Nakatsuji a kol. byl sledovan vliv Staphylococcus hominis, ktery byl izolovan ze
zdravé klize, na atopickou dermatitidu, kterd je spojend s pfemnozenim S. aureus. Zminény
komenzalni kmen prokazal inhibi¢ni U¢inky na rast S. aureus prostfednictvim produkce
lantibiotik, které snizuji expresi zanétlivych toxini. Preklinické studie na mySim modelu s
AD demonstrovaly po aplikaci S. hominis snizeni kolonizace Staphylococcus aureus,
zmirnéni zanétlivé reakce a posileni kozni bariéry. V klinické studii za ucasti 54 pacientl s
AD bylo zjisténo snizeni mnozstvi patogenniho kmenu a sniZeni nezadoucich uc¢inka

spojenych s AD. Taky bylo pozorovano zlepSeni zavaznosti ekzému. [69]

Probioticka bakterie Roseomonas musoca byla v klinické studii Myles a kol. lokalné
aplikovana na postizena mista ktize pacientl s atopickou dermatitidou. Po dobu tif mésict
byla aplikace provadéna dvakrat tydné, poté po dobu jednoho mésice kazdy druhy den. Z
vysledk studie vyplynulo, Ze oSetfeni mélo za nésledek zmirnéni pfiznakti AD, a to po dobu

az osm mesicti po ukonceni 1é¢by. K mechanismu ucinku R. mucosa patii modifikace
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kozniho mikrobiomu, zlepSeni bariérové funkce kize a snizeni mnozstvi S. aureus na

pokozce. [70]

3.3.2 Ucinek na akné

Vyzkum Lebeer a kol. vyhodnocoval efektivitu probiotickych kmenti Lacticaseibacillus
rhamnosus GG, Lactiplantibacillus plantarum WSFS1 a Lactiplantibacillus pentosus KCA1
z hlediska 1é¢by akné. Tyto bakterie dokazaly inhibovat rtist patogennich bakterii, jako je
Cutibacterium acnes a Staphylococcus aureus spojenych s rozvojem akné. Nejvyssi
antibakteridlni ucinnost byla prokazana u bakterii L. plantarum WSFS1 a L. pentosus KCAL1.
Soucasné zvolené kmeny snizovaly lipazovou aktivitu C. acnes, ktera je zodpovédna za
preménu kozniho mazu na volné mastné kyseliny odpovidajici za vznik podrazdéni pokozky.
Vysledky rovnéz potvrzuji, ze se pti pouziti krému s probiotiky vyznamné zlepsilo akné s
poklesem zanétlivych 1ézi a komedonl jiz po 4 tydnech lécby. Ptiznivé Ucinky byly
pozorovany i po skonceni 1é€by, coz miize naznacovat imunomodulaéni efekt zahrnujici

adaptivni imunitni systém. [71]

3.3.3 Utinek na vzhled pokozky

Vliv probiotickych bakterii byl nalezen i v oblasti kosmetické dermatologii. Bylo prokéazano,
ze amoniak-oxidujici bakterie Nitrosomonas eutropha méa vyznamnou ulohu pti zachovani
dobrého vzhledu pokozky. V této studii u€astnici aplikovali aerosol s probiotickym kmenem
o rizné koncentraci bunék dvakrat denné po dobu sedmi dni. Bylo zaznamenano vyrazné
zlepSeni zavaznosti a hloubky vrasek, zejména v oblasti ¢ela, mezi obo¢im a na celém
obliceji, pricemz k tomuto efektu doSlo pouze u skupiny, kterd pouzivala sprej s vyssi
koncentraci bakterii. U stejné skupiny byly statisticky zjistény zmény v pigmentace na Cele
a glabele, ale intenzita pigmentace obliceje se celkové nezménila. Kromé toho bylo mozné

pozorovat zvySeni jasu pleti na stejnych mistech obliceje. [72]

3.4 Postbiotika

V soucasnosti se postbiotika stdle vice uplatiiuji ve zdravotnictvi, potravinafstvi a
kosmetickém pramyslu. Predstavuji nezivé metabolity nebo slozky produkované ¢innosti
probiotickych mikroorganismti, jako je kyselina mlécnd, kratké mastné Kkyseliny,
bakteriociny, biosurfaktanty nebo inaktivované mikroby a jejich extrakty. Ve srovnéni
s probiotiky, u postbiotik nehrozi riziko infekce a nepienaseji antibiotickou rezistenci, jsou

stabilngj$i a maji definované slozeni a delsi trvanlivost. Taky postbiotika maji schopnost
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zachovéavat si tadu pfiznivych biologickych 1c¢inkd, vcetné imunomodulaénich,
protoze postbiotika dokazi podporovat apoptézu nadorovych bunék a modulovat imunitni
odpovéd’. K uplatnéni postbiotik v kosmetice patii naptiklad lokalni ptipravky obsahujici
kyselinu mlé¢nou nebo vytazky z mikroorganismti, které pomahaji obnovit kozni mikrobiom

a zmirnit zanétlivé projevy, jako je akné nebo ekzém. [43] [73]

Z négkolika provedenych studii vyplyvéa, ze napiiklad tyndalizovany extrakt z
Lactobacillus acidophilus prostfednictvim antimikrobialnich peptida ptispiva k regulaci
zdravi pokozky. Zaroven je dany extrakt schopen neutralizovat reaktivni formy kysliku
vyvolané UVB zatfenim, které mohou vést k anti-aging efektu na keratinocytech. DalSim
ptikladem mohou byt lyzaty L. plantarum a L. salivarius, které podporuji proliferaci a
migraci keratinocytd, a tim urychluji reepitelizaci. Ukazalo se také, Ze lokalni aplikace
extrakth L. bulgaricus, L. acidophilus nebo L. plantarum ma vliv na zlepSeni stavu pokozky
nachylné k akné. Extrakty Bacillus coagulans, Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus casei,
Lactobacillus plantarum a Lactobacillus acidophilus se vyznacuji antimikrobidlnimi

vlastnostmi, které mohou napomoci hojeni kozni tkan¢. [74]

Pozitivni vliv na seborrhoickou dermatitidu byl rovnéZz pozorovan béhem pouziti lyzatu
Vitreoscilla filiformis, ktery mize ovliviiovat imunitni odpovéd’ a to tak, Ze povzbuzuje
dendritické buiiky ke tvorbé protizdnétlivého cytokinu IL-10. Tento cytokin je schopen
regulovat zanétlivé procesy. Kromé toho dochazi ke zvyseni aktivity regulac¢nich T-bunék

schopnych tlumit pfehnané imunitni reakce a podilet se na udrzovani homeostazy ktze. [53]

3.5 Prebiotika a synbiotika

Za prebiotika se povazuji nestravitelné slozky potravy, casto klasifikované jako dietni
vlaknina, jejichz plisobenim dochazi k podpofe rlstu prospéSnych mikroorganismi ve
sttevnim a koznim mikrobiomu. Bylo prokdzano, Ze peroralni podavani prebiotik, jako jsou
fruktooligosacharidy, je pfiznivé z hlediska zlepSeni funkce kozni bariéry a v disledku
stimulace mnozeni symbiotickych bakterii mize byt pfinosem pro predchazeni nékterym
dermatologickym porucham. Nejcastéji se prebiotika pouzivaji v kombinaci s probiotiky za
vzniku takzvanych synbiotik. Posledni jsou schopné zajistovat lepsi prezivani a osidleni
zivymi prospéSnymi mikroorganismy, a tim mohou kladné ptisobit na celkovy zdravotni stav

hostitele. [43]
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4 PICKERINGOVY EMULZE

Pickeringovy emulze patti do skupiny emulznich systémi, které jsou stabilizovany pevnymi
¢asticemi, na rozdil od klasickych emulzi, u kterych dochdzi ke stabilizaci prostiednictvim
béznych syntetickych tenzidd. Tento zplsob je pokladan za environmentalné udrzitelnou a
stabilizované nékterymi typy povrchové aktivnimi latkami mohou vykazovat nezadouci
ucinky, jako je podrazdéni pokozky, alergické reakce nebo cytotoxicita. Naopak jednotlivé
pevné Castice obsazené v Pickeringovych emulzich nejen znacné€ zvysuji kinetickou stabilitu
emulze proti koalescenci a Ostwaldovu zrani, ale také dovoluji pfesn¢ kontrolovat
reologické vlastnosti, texturu a smyslové vnimani vyrobku béhem aplikace. Lze tak vytvaret
multifunkéni  kosmetické piipravky s cilenym uvoliovanim ucinnych latek, lepsi

biokompatibilitou a nizsi toxicitou. [75]

Na stabilitu dané¢ho druhu emulze mé velky vliv fyzikalné-chemické vlastnosti jak
stabilizujicich ¢astic, tak 1 povaha jednotlivych fazi emulze. Bylo prokazano, Ze nesférické
Castice potiebuji vice energii k uvolnéni zrozhrani, a proto mohou byt povaZovany za
efektivnéjsi stabilizatory Pickeringovych emulzi. Klicovym parametrem je smacivost
povrchu pevnych castic urcend kontaktnim thlem na fdzovém rozhrani. Tak naptiklad pfi
stabilizaci emulzi monovrstvou pevnych ¢astic, pokud je kontaktni uhel ¢astic mensi nez
90°, tak dochazi ke vzniku emulze typu olej ve vod€. V opacném piipadé se Castice spise
adsorbuji v olejové fazi a vytvareji emulze typu voda v oleji, jak Ize vidét na obrazku 5.
Povrchovy naboj ¢astic taky ovlivituje adsorpci na rozhrani a to tak, ze ¢astice s nizkym zeta-
potencidlem vykazuji tendenci agregovat a 1épe se adsorbovat, coz vede k vyssi stabilité
emulze. Na vysledné vlastnosti emulze, jako je stabilita a velikost emulznich kapek, ma vliv
1 velikost castic. MenSi Castice obvykle vedou ke zvySeni kinetické stability a vzniku
mensSich emulznich kapek, naopak pfili§ malé ¢astice mohou podléhat Brownovu pohybu,
cozZ zpusobuje snizeni jejich adsorpcni kapacity. V neposledni fadé hraje vyznamnou roli
také slozeni a spravny pomér disperzni a kontinualni fdze. ZvySenim polarity olejové faze
dojde ke snizeni mezifdzového napéti na rozhrani, ¢imz se usnadni uvolnovani Céstic

z rozhrani diky sniZzené potiebné energie k jejich oddéleni. [76]
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Obrazek 5: Uspotradani kapalin a pevnych ¢éstic v Pickeringovych emulzich [75]

Ke stabilizaci Pickeringovych emulzi se pouzivaji organické a anorganické pevné
castice. Organické castice se mizou rozdélit podle chemické povahy na polysacharidy,

proteiny a lipidy, a miizeme mezi n¢€ zatadit i ¢astice mikrobialni pivodu.

Mezi anorganické pevné castice, které se pouzivaji ke stabilizaci Pickeringovych
emulzi, pati hydroxyapatit a oxid titani¢ity. Hydroxyapatit zajiSt'uje stabilizaci emulzi olej
ve vodé i voda v oleji v podstaté bez negativni biologické odezvy. Emulze stabilizované
hydroxyapatitem maji vysokou fyzikalni stabilitu, kterou je mozné ovlivnit koncentraci
hydroxyapatitu, pomérem fazi, hodnotou pH a rychlosti emulgace. Rovnéz dané emulze
vykazuji dobré reologické vlastnosti, které vypovidaji o jejich schopnosti rovnomérného
roztirani a o moZnosti pouZiti v kosmetickém primyslu. Stabilizaci Pickeringovych emulzi
muze byt dosazeno i za pouziti vysoce hydrofilniho nemodifikovaného oxidu titani¢ité¢ho,
ktery vytvari vodikové vazby s polarnimi slozkami olejové faze. Tyto vysledné systémy se
vyznacuji vysokou fyzikalni stabilitou a rovnéz ochranou fotocitlivych latek pred UV

zatenim. [78] [79]

Do skupiny polysacharidl patii Skrobové ¢astice, dale mikrocastice nebo nanokrystaly
celuldzy a chitosan. Bylo prokazano, ze ptirodni Skrobova zrna ptedstavuji velky potencial
jako stabilizatory emulzi, ale vzhledem k jejich nizké hydrofobicité a velké velikosti ¢astic

se na rozhrani olej-voda hiife adsorbuji. Po upravé téchto vlastnosti prostfednictvim kyselé
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hydrolyzy, nanoprecipitace nebo esterifikace oktenylsukcinovym anhydridem bylo
dosazeno mensi velikosti emulznich kapek a vyssi fyzikalni stability. Chitosan se pouziva
hlavné v kombinaci s dal§imi latkami vzhledem ke své kationtové povaze. Jeho nizka
povrchova aktivita nema ptirozen¢ dobré emulgacni vlastnosti, avSak jeho stabilizacni
ucinek maze byt zvySen Upravou pH, stupném deacetylace nebo iontovym zesitovanim za
pouziti tripolyfosfore¢nanu sodného. Mikrocastice nebo nanokrystaly celulozy poskytuje
vysokou stabilitu i1 pfi nizkych koncentracich a jsou slibnym stabilizatorem pfedevSim pro

potravinarské aplikace. [77]

Proteinové Castice, jako je syrovatkovy protein, zein a sdjovy protein, se rovnéz podileji
na stabilizaci Pickeringovych emulzi. Syrovatkova bilkovina se béZné pouziva
v potravinaistvi, nicméné jeji citlivost na teplo miize omezit stabilitu emulzi. Tento
nedostatek je mozné eliminovat riznymi modifikacemi, jako je denaturace nebo glykace,
jejichz vysledkem jsou nanofibrily vykazujici lepsi stabiliza¢ni vlastnosti. Zein rostlinného
puvodu ziskany z kukufice mé ptirozen¢ amfifilni vlastnosti a tvoii stabilni ¢astice i1 bez
chemické upravy, avsak jeho ucinek lze navic zlepsSit kombinaci s polysacharidy, jako je
xanthanova nebo kukufi¢nd vldknina. Sojova bilkovina také rostlinného ptivodu vykazuje
diky své globularni struktufe schopnost emulgovat a neni tfeba ji chemicky upravovat. Pti
kombinaci se slozkami, jako je pektin nebo vldknina okara, mize byt dosazeno vysoké

stability i za naro¢nych podminek, jako je nizké pH nebo opakované zmrazovéni. [77]

Krystaly tukli ze skupiny lipidovych ¢astic mohou byt také povazovany za G¢inné
stabilizatory Pickeringovych emulzi typu V/O. Na zakladé své povrchové aktivity dokazi
emulze stabilizovat nékolika zpusoby. Tak naptiklad triglyceridy, coz jsou povrchoveé
neaktivni krystaly, vytvareji fyzikalni sit’, kterd mechanicky uzavird dispergovanou fazi.
V pfipad¢ amfifilnich a povrchové aktivnich krystalii ke stabilizaci dochazi vznikem

krystalickych monovrstev, které zabranuji agregaci kapek. [77]

Ke stabilizace Pickeringovych emulzi pfispivaji i pevné ¢astice mikrobidlniho ptivodu,
konkrétné probiotického piivodu, jako jsou Saccharomyces cerevisiae, Lactobacillus

acidophilus a Streptococcus thermophilus. [80]

Stabilnich emulzi je moZzné dosdhnout spojenim mikroorganismul s pevnymi ¢asticemi
organického ptiivodu. Tak naptiklad Lactococcus lactis spolu s ptirodnimi biopolymery jako
je chitosan nebo hydroxypropylmethylcelulosa dokazi vytvofit sit’, ktera se adsorbuje na

povrch kapek a vytvati stabilni emulzni systém. Déle naptiklad Lactobacillus acidophilus a
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nanocastice bakterialni celuldzy vykazuji dobré stabilizacni schopnosti pro dvojité emulze

typu V/O/V. [81][82]

Pickeringovy emulze se predevsim vyuzivaji ve farmaceutickém primyslu vzhledem
ke své schopnosti chranit ucinné latky pred degradaci, rovnéz pomahaji zvySovat jejich
rozpustnost a biologickou dostupnost a pfi podani usty jsou schopny maskovat nepiijemnou
chut. Pti topické aplikaci pak umoziiuji zlepsit prostupnost t¢inné latky kizi a jeji ukladani
v cilové oblasti. Podstatnou vyhodou je schopnost spoleéného zapouzdieni nékolik raznych
1é¢iv, a to takovym zplisobem, Ze jedno se nachazi v olejové fazi a druhé je umisténo piimo
v Casticich stabilizujicich emulzi. Pevny obal ¢astic obklopujici emulzni kapky navic
zajiStuje delsi stabilitu systému. Existuje moZnost vyuziti Pickeringovych emulzi i1 pro
injek¢ni aplikace, a to za predpokladu, Ze velikosti kapek je mensi nez 5 pm, dodrzeni

podminek izotonie a pH. [83]

V kosmetice se s Pickeringovymi emulzemi mizeme setkat zejména v oblasti
hydrata¢nich ptipravki, opalovacich prostiedkt, zesvétlujicich produktii a piipravka proti
starnuti. Mezi hlavni vyhody pouziti daného typu emulze patii zlepSeni senzorickych
vlastnosti, textury konecnych formulaci a pronikani u¢innych latek do pokozky. Rovnéz
Pickeringovy emulze prokazaly uspéSnou enkapsulaci, napiiklad tokoferol-acetatu, ktery
poskytoval dlouhodobou ochranu antioxida¢ni aktivity. Po enkapsulaci dal$i u¢inné latky,
jako je vitamin E, se podafilo zlepS$it ochranu daného vitaminu pfed oxidaci. Nicméné
k plnému pochopeni pouziti dané technologie je potifeba dikladnéjSiho zkoumani

toxikologickych aspektil jednotlivych ¢astic. [75]
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5 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Vyzkum Firoozmanda a Rousseaua demonstroval moznost tepeln¢ inaktivovanych bunck
Saccharomyces cerevisiae, Lactobacillus acidophilus a Streptococcus thermophilus 0¢inné
stabilizovat Pickeringovy emulze typu olej ve vodé. Emulze byly pfipraveny v poméru
50/50 pomoci michéani. Ke stabilizaci dochéazelo adsorpci bun¢k na rozhrani, kde vytvarely
vrstvy, a tim pfedchazely koalescenci. L. acidophilus prokazal nejvyssi ucinnost. Vzniklé
emulze vykazovaly stabilitu a byly vyhodnoceny jako piirodni alternativa k syntetickym

emulgatorim. [80]

Dalsi studie Nejadmansouriho a kol. posuzovala zptsobilost 19 raznych
mikroorganismi, vcetné¢ kvasinek rodu Saccharomyces, koka (Enterococcus faecium a
Pediococcus acidilactici), bakterii rodu Bacillus a Lactobacillus, ke stabilizaci emulzi typu
olej ve vodé. K pfipravé emulzi byly pouzity inaktivované mikroorganismy. V emulzich
stabilizovanych laktobacily byla zajiSténa nejvyssi stabilita, ktera byly vysvétlena vhodnym
pomérem hydrofilnich a hydrofobnich sloZek bun&cné stény. Pti vyssi pouzité koncentraci

mikroorganismu doslo k prodlouzeni fyzikalni stability z 12 dnti na 35 dni. [84]

Ptirozena hydrofilita bakterii miZe mit vliv na u¢innost stabilizace emulzi, proto studie
Jiang a kol. se zabyvala modifikaci bunééného povrchu bunék bakterie Lactobacillus
acidophilus. Bylo prokazano, Ze chemicka uprava bun¢k oktenylsukcindt anhydridem
vyrazn€ zvySila hydrofobicitu bakterie a timto zménéna bakterie pfispéla k ti€innéjsi
stabilizaci pén a emulzi. Po modifikaci bunék nebyly pozorovadny zmény spojené
s povrchovym nabojem, ale dana uprava vedla ke zvySeni adsorpce bun¢k na rozhrani.
Pfipravené emulze mély mensi velikost kapek, vys$si stabilitu proti koalescenci a taky

ukdzaly rovnomérnéjsi distribuci ve srovnani s emulzemi obsahujicimi nativni buniky. [85]

Studie Muhammeda a kol. se zabyva kmeny rodu Lactobacillus a zjistuje jejich
ptirozenou schopnost stabilizovat emulze typu olej ve vodé bez potieby chemické
modifikace bun€k. Na zdklad€¢ hodnoceni zeta-potencidlu a povrchové hydrofobicity bylo
z31 kmenli vybrano 12 bakterii, které nasledné byly promyty, resuspendovany ve
fosfatovém pufru (pH 4), smichadny v poméru 50/50 s MCT olejem a emulgovany pomoci
vysokorychlostniho homogenizatoru pii 24000 otackach za minutu po dobu 60 sekund. Po
1-3 tydnech byla hodnocena vizualni stabilita emulzi a rovnéz byly stanoveny relativni

objemy emulzi, velikosti emulznich kapek a jejich distribuce. Tak napiiklad emulze
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stabilizovana bakterii L. acidophilus vytvarely mensi emulzni kapky ve srovnani s ostatnimi

kmeny. [86]

Pevné Castice mikrobidlniho plvodu, jako je Saccharomyces cerevisiae,
Saccharomyces boulardii a Kluyveromyces marxianus, ve studii Narsipur a kol. prokazaly,
zZe jsou po inaktivaci schopny adsorbovat se na rozhrani oleje a vody. Tak naptiklad emulze
pripravena z tepeln¢ inaktivované bakterie S. cerevisiae a olivového oleje vykazala vysokou
odolnost vici koalescenci, a to po dobu az ¢tyf méesicli. Rovnéz v této studii bylo zjiSténo,
ze ke stabilizaci Pickeringovych emulzi dochéazi i pfi vymeéné olejové faze za hexadekan
nebo MCT olej. Bylo také zjisténo, ze emulze lze stabilizovat pomoci extrakti z bunééné
stény kvasinek, tzv. mannoproteinti. Diky svym povrchovym vlastnostem a glykanové

struktufe projevuji emulgacéni aktivitu. [87]
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6 CILDIPLOMOVE PRACE

Utelem diplomové prace je zkoumani potencialu stabilizace Pickeringovych emulzi za
pouziti zvolenych druhli mikroorganismi, které mohou nalézt své uplatnéni v modulaci
kozniho mikrobiomu. Soucasné je prace zaméfena na studium stabiliza¢niho ucinku
aktivnich a inaktivovanych forem buné¢k a slozeni systému ve vztahu k fyzikalné-chemickym

vlastnostem emulzi.

Soucasti uvodni ¢asti diplomové prace je piehled poznatkli o rovnovaze kozniho
mikrobiomu a jejim naruSeni projevujicim se dermatologickymi onemocnénimi. Vice
pozornosti je vénovano probiotickym mikroorganismtim, zejména rodu Lactobacillus. Tento
bakteridlni druh dokaze nejen podpofit zdravi lidské pokozky, ale mize mit také velky
vyznam pro pouziti jako stabilizatoru v Pickeringovych emulzich. Za zminku stoji také 1
kvasinky z rodu Saccharomyces cerevisiae, které vSak nepatii mezi pfirozené soucasti
kozniho mikrobiomu, ale v dneSni dobé se jejich potencial ve stabilizaci emulzi Casto

zkouma.

V ramci praktické casti diplomové prace je kladen diraz predev§im na stanoveni
fyzikalné-chemickych vlastnosti vybranych mikroorganismill a rovnéz emulzi pfipravenych
s pouzitim bunék téchto mikroorganismii jako stabilizujicich ¢astic. Byly sledovany
parametry jako je velikost ¢astic a kapek emulze, povrchové napéti bakteridlnich bunék,

zeta-potencidl ¢astic/emulzi a mikroskopicka struktura emulzi.
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I1.

PRAKTICKA CAST
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7 MATERIALY A PRISTROJE

V této kapitole je podrobné popsan detailni piehled vSech pouzitych surovin a pfistrojového

vybaveni nezbytného k ptipravé a nasledné fyzikalné-chemické charakterizaci emulzi typu

olej ve vodé (O/V).

7.1 Materialy

Vodné faze byla sloZena z disperze bakterii/kvasinek a Dulbeccova fosfatového pufrovaného

solného roztoku (PBS).

Mikroorganismy, které byly pouzité pro piipravu disperzi bakterii a kvasinky:

Saccharomyces cerevisiae (LABETA, a.s., Ceska republika)
Slozeni: pekatské drozdi, emulgator E 491.

Lactobacillus fermentum CCDM 154

Lactobacillus plantarum CCDM 181

Lactobacillus casei subsp. casei CCDM 198

Lactobacillus casei CCDM 422

Lactobacillus rhamnosus CCDM 963 A

Ke kultivaci a kontrole bakterii byly vyuzity nasledujici slozky:

Lactobacillus MRS Broth (MRS Broth), Granulated (CADERSKY -ENVITEK, spol.
s 1.0., Ceska republika)

Agar Agar, Type I (CADERSKY-ENVITEK, spol. s r.0., Ceské republika)

L-Cysteine hydrochloride, monohydrate (CADERSKY-ENVITEK, spol. sr.o0.,
Ceska republika)

Destilovana voda

Pro ptecisténi bakterii a pfipravu disperzi bakterii a kvasinek byly pouZity:

Dulbeccos Phosfate Buffered Saline (Biosera, Francie)

Destilovana voda

Olejova faze byla slozena z:
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e Saboderm TCC RSPO MB (Caprylic/Capric triglyceride, ACE Trade; MCT olej)
Materidly, které byly pouZité pro ptipravu 3D modelu kiize a testovani emulzi, jsou uvedeny
niZe.

Bunécéné linie:

e HDF — lidské kozni fibroblasty (kat. ¢.: 102-05n, Cell Sigma-Aldrich)

e HaCaT — spontanné transformované lidské keratinocyty (Cell Sigma-Aldrich)
Kultiva¢ni média:

e DMEM/FI12 (1:1; ThermoFisher Scientific, USA)

e DMEM (Gibco, Thermo Fisher Scientific, USA)

e Fetalni hovézi sérum (FBS, BioSera, Francie)

e Penicilin/streptomycin (GE Healthcare HyClone, Velk4 Britanie)

e Pyruvat sodny (100mM, Gibco, Thermo Fisher Scientific, USA)

Bakteridlni kmen:

e Staphylococcus epidermidis (CCM 4418, CSM, Ceska republika)

Kolagenovy roztok:

e Corning® Kolagen I (kat. ¢.: 354249, Corning, USA)

7.2 Pristrojové vybaveni
Tato ¢ast zahrnuje piehled piistroji pouzivanych pfti ptipraveé a analyze bunék a emulzi.

e Mikrobiologicky inkubator Memmert Modell 100-800 (Memmert GmbH + Co. KG,

Némecko)
e Laminarni box tf. [ - MSC Advantage 1.2 (Thermo Electron LED GmbH, Némecko)

e Parni sterilizator (autokldv) Tuttnauer 2540EL (Tuttnauer Europe B.V.,

Nizozemsko)
e Vortex IKA MS3 basic (IKA, Némecko)
e Analytické vahy (VWR, Spojené staty americké/USA)

o Centrifugacni zafizeni (Hettich EBA-20, Némecko)
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e Vortex (V-1 plus, Biosan, LotySsko)
e Tensiometr Sigma 701 (Biolin Scientific, Svédsko)

e Magnetickd michadla (Heidolph Hei-Mix S, Némecko; MM4 Lavat Chotutice,
Ceska republika)

e Digital Ultra-Turrax (IKA T25, Némecko)

e Zetasizer Nano ZS 90 (Malvern Panalytical, Velka Britanie)
e Kyveta pro méteni zeta-potencidlu (DTS1070)

e Kyveta pro méteni velikosti ¢astic (DTS0012)

e Mastersizer 3000 (Malvern Panalytical, Velka Britanie)

e Mikroskop (Olympus CX21, Japonsko)

e Ostatni bézné laboratorni pomicky (Petriho misky, jednorazové o€kovaci klicky,
automatické pipety, sterilni $picky, sklenéné zkumavky, kadinky, odmérné baiiky,
Pasteurovy pipety, odmérné valce, tyCinky, magnetickd michadelka, stojany,
reagenéni ldhve s modrym uzavérem, centrifugacni zkumavky, vialky, teplomeér,

baitky T75)
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8 POUZITE METODY

Tato kapitola obsahuje piehled pouzitych experimentalnich postupti ptipravy a nasledné
charakterizace disperzi bakterii/kvasinek a emulzi stabilizovanych témito pevnymi

casticemi.
8.1 Priprava disperzi

V prvnim kroku byla provedena pfiprava disperzi pevnych ¢astic, které byly dale vyuzity

pro piipravu emulznich systémd.

8.1.1 Priprava disperzi bakterii Lactobacillus

Bakterie rodu Lactobacillus byly kultivovany anaerobné za pouziti MRS bujénu (bujon pro
Lactobacillus podle DE MAN, ROGOSA a SHARPE). V prvnim kroku bylo 100 pL
zmrazené zasobni kultury Lactobacillus preneseno do sklenéné zkumavky, kterd obsahovala
MRS bujon a 5% roztok cysteinu. Suspenze byla inkubovana pii teploté 37 °C v anaerobnich
podminkach po dobu 48 hodin. Poté byla provedena ptiprava média a to tak, ze vypoctené
mnozstvi bujonového prasku (22,06 g) bylo rozpusténo v 400 mL destilované vody, médium
bylo vysterilizovano v autoklavu a nasledné uchovano v anaerobnim prostiedi. Z narostlé
kultury byl 1 mL pfenesen do 400 mL cCerstve ptipraveného MRS bujonu, ke kterému bylo
ptfidano 4 mL 5% cysteinu, a inkubace probihala v exikatoru za anaerobnich podminek po

dobu 5 dni. Viabilita bun€k rodu Lactobacillus byla sledovana jejich kultivaci na miskach.

Pro ziskéni cistych buné€k bakterii, které byly dale pouzity jako stabilizatory
Pickeringovych emulzi, bylo provedeno jejich odstied’ovani pii 3000 otackach za minutu po
dobu 5 minut. Centrifugace byla provedena celkem ctyfikrat. Po kazdé centrifugaci byla
polovina supernatantu odstranéna a nahrazena PBS. Po posledni centrifugaci byl odebran
cely supernatant. Ziskané buiiky byly zvaZeny a byla z nich pfipravena 10% disperze bakterii

v PBS.

V poslednim kroku byla u poloviny disperze bakterii provedena inaktivace ve vodni
lazni pti teploté 85 °C po dobu 30 minut, ¢imz buniky ztratily zivotaschopnost, ale jejich

morfologie zlistala nenaruSena.

8.1.2 Priprava disperze Saccharomyces cerevisiae

Pro ptipravu disperze Saccharomyces cerevisiae bylo navazeno 5 g suSen¢ho drozdi, které

bylo rozdispergovano v 50 mL destilované vody. Vzniklda homogenni disperze byla
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ptecisténa za pouziti centrifugy pii 3500 otackach za minutu po dobu 10 minut. Centrifugace
byla opakovéna celkem Sestkrat, piicemz pfi posledni centrifugaci byl vSechen supernatant
odstranén. Na zavér byla pfipravena 10% disperze kvasinek v PBS, polovina pak byla

inaktivovana stejnym zpiisobem jako bakterie rodu Lactobacillus.

8.2 Priprava emulzi

Pro testovani potencialu bakterialnich bunék rodu Lactobacillus a kvasinky Saccharomyces
cerevisiae jako alternativy stabilizatord byl zvolen emulzni systém olej ve vodé. Do
formulaci byly mikroorganismy zakomponovany ve dvou stavech, a to ve formé aktivnich
(Zivotaschopnych) a termaln¢ inaktivovanych bunck, byly pouzity 10% disperze bunék. Déle
byl posuzovan piedevsim jejich vliv na stabilizaci emulzniho systému a také na jejich

pfipadnou interakci s kozni mikrobidlni bariérou.

Olejovou fazi tvofil MCT olej, ktery je dobie emulgovatelny a casto vyuzivany
v kosmetickych piipravcich, zatimco vodna faze byla slozena z disperze kvasinek nebo
bakterii. Emulze o celkové hmotnosti 15 g byly pfipraveny s riznymi poméry olejové a
vodné faze, konkrétné v poméru 20/80, kde bylo navazeno 3 g MCT oleje a 12 g disperze
bakterii a kvasinek, a 50/50, tedy 7,5 g olejové faze a 7,5 g vodné faze.

Poté, co byly jednotlivé slozky navéazeny, byly smési michdny na magnetickém
michadle po dobu 5 minut pii laboratorni teploté pro pfedbéZznou homogenizaci. Nasledné
byly vzorky ptfevedeny do plastové zkumavky o objemu 50 mL, a emulgovany pomoci
vysokorychlostni homogenizace za pouZiti pfistroje Ultra-Turrax s nastavenou rychlosti

15000 otacek za minutu po dobu 10 minut.

8.3 Charakterizace stabilizatoru a emulzi

Za Ucelem ziskani komplexnich pfedstav o chovani pouzitych stabilizacnich castic byla
provedena fyzikalné-chemicka charakterizace jak stabilizujicich bun€k, tak emulznich
systému. Diky sledovanym zakladnim parametriim, jako je velikost a zeta-potencial ¢astic,
1ze posoudit jejich ucinek na stabilitu emulznich systému. S ohledem na emulze bylo dale
provedeno hodnoceni kinetické stability na zaklad¢ stanoveni indexu krémovani a

mikrostruktura byla studovdna mikroskopickou analyzou.
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8.3.1 Velikost ¢astic

Ptistroj Zetasizer Nano ZS90 pracujici na principu dynamického rozptylu svétla se pouziva
k posouzeni velikosti stabilizacnich ¢astic. Pfi této metodé jsou monitorovany nahodné
pohyby ¢astic vyvolané plisobenim jejich tepelné energie v kapaling€, tzv. Browntv pohyb.
Tyto ¢astice rozptyluji dopadajici laserovy paprsek a jsou analyzovany vysledné zmény
intenzity rozptyleného svétla v ¢ase. Na zaklad¢ téchto tidajii je nasledné urcena rychlost
difizniho pohybu a ta je pomoci Stokesova-Einsteinovy rovnice pievedena na hodnotu

hydrodynamického priméru. [88]

Ptiprava vzorku probihala smichanim 1 mL destilované¢ vody s 50 pL disperze
stabilizujicich cCastic do plastové kyvety typu DTS0012 s uzévérem, kterd je urCena
k optickym méfenim. Za ucelem analyzy byly v softwaru pfistroje nastaveny parametry jako
je index lomu s hodnotou 1,45, méfeni probihalo pod detekénim thlem 90° za konstantni
teploty 25 °C a vSechny vzorky byly proméfeny ve dvou opakovanich a kazdé z nich

zahrnovalo nejméné tf1 jednotlivd méfenti.

8.3.2 Povrchové napéti

U disperzi ¢astic byly studovany jejich povrchové vlastnosti. Povrchové napéti disperzi
bakterii a kvasinek bylo stanoveno pomoci tenziometru Sigma 701 (Biolin) s pouZzitim
Wilhelmyho destickové metody. Ta je postavena na principu méteni sily, jez plsobi na
tenkou platinovou desticku, ktera je vertikdlné umisténa na senzitivni mikrovaze a z&asti

namocena v kapaling. [89] [90]

Pted kazdym méfenim je potieba desticku ocistit v destilované vodé a poté v acetonu,
vyzihat ji plamenem a pak ji voln€ nechat vychladnout. Pro méteni povrchového napéti byly
10% disperze bakterii a kvasinek ziedény na koncentrace 0,001; 0,005; 0,01; 0,05; 0,075;

0,1; 0,5 a 1 %. Vysledek byl stanoven jako priimérna hodnota z péti méteni.

8.3.3 Zeta-potencial

Elektrokineticky parametr zvany zeta-potencial charakterizuje elektricky naboj na rozhrani
mezi povrchem cCastice a okolnim disperznim prostfedim. Definuje se jako elektricky
potencial na takzvané skluzové rovin€, coz je pomyslné hranice mezi stabilizujici ¢astici a
difazni vrstvou protiiont obklopujici ji. Hodnota zeta-potencialu je mirou elektrostatického
odpuzovani mezi jednotlivymi casticemi a napomaha posoudit koloidni stabilitu jak

jednotlivych disperzi Castic, tak i disperznich systémil. Vyssi stabilita se obecné projevi vyssi
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absolutni hodnotou zeta-potencidlu, at’ uz kladnou nebo zipornou (30 mV), jelikoz
v disledku elektrostatického odpuzovani nedochdzi k agregaci nebo flokulaci castic.
Principem métfeni je aplikace elektrického pole na suspenzi nabitych castic
s elektroforetickym pohybem smérem k elektrod¢ s opacnym nébojem, ktery je detekovan
laserovym paprskem, a vyhodnoceny pomoci Dopplerova posunu rozptyleného svétla a na

zaklad¢ ziskanych udaji je nasledné vypocten a uvaden jako zeta-potencial. [88]

K urceni zeta-potencialu byly vzorky pfipraveny tak, Ze se smichaly 4 mL destilované
vody a 250 pL disperze, ptipadné emulze. Nasledn¢é byla takto pfipravenda smeés fadné
promichana a poté davkovana injek¢ni stiikackou do méfici kyvety typu DTS1070. Kyveta
byla po naplnéni tésn¢ uzaviena a vlozena do pfistroje, kde pifedem v softwaru byly
nastaveny parametry odpovidajici tomuto méteni. Aby byla zajisténa spolehlivost vysledk,

byl kazdy vzorek zméten dvakrat, pti¢emz kazdé mélo tfi jednotliva méteni.

8.3.4 Opticka mikroskopie

Opticka mikroskopie je metodou vyuzivajici viditelné svétlo a soustavu cocek pro
zvétSovani obrazu pozorované¢ho objektu. Princip této metody je zaloZen na prichodu
svételného paprsku vzorkem s obrazem vytvorenym objektivem a ndsledné zvétSenym
okularem. Pti priichodu optickym prostfedim o rizné hustoté dochdzi k refrakci svételnych

paprski, coz vede ke vzniku optického obrazu. [91]

U disperzi ¢astic a emulzi byla provedena mikroskopické analyza za pouZiti svételného
mikroskopu. Na podlozni sklicko bylo naneseno 15 pL vzorku, ktery byl prekryt krycim
sklickem. Pozorovani bylo provedeno pii zvétSenich 100x, 400x a 1000x, piicemZ u
posledniho byl pouzit imerzni olej, ktery byl aplikovan mezi objektiv a kryci sklicko, pro

zvyseni rozliSeni. Ziskané snimky byly upraveny a vyhodnoceny pomoci softwaru ImageJ.

8.3.5 Velikost a distribu¢ni kiivky emulznich kapek

Klicovym parametrem pii charakterizaci emulznich systémi je stanoveni velikosti
emulznich kapek vzhledem k tomu, Ze vyznamné ovlivituje fyzikdlni stabilitu danych
systémti. Velikost a distribuce byly zméfeny pomoci piistroje Mastersizer 3000, jehoz
principem je laserova difrakce. Podstata této metody tkvi ve zjiStovani thlového rozlozeni
svétla rozptyleného na Casticich obsazenych ve vzorku. Svétlo se v zavislosti na velikosti
emulznich kapek rozptyluje pod rliznymi uhly. Tak napiiklad kapky o vétsi velikosti

rozptyluji svétlo pod mensimi thly, kdezto menSi naopak. Data jsou pak zachycena
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detektory a vyhodnocena na zdkladé matematického modelu, nejbéznéji Mieho teorie.
Zarizeni je taky schopno zaznamenat submikronové kapicky a vétsi shluky vznikajici

v disledku nedostatecné stabilizace systému. [92]

Velikost emulznich kapek byla uskutecnéna na disperzni jednotce typu Hydro naplnéné
demineralizovanou vodou plnici funkci disperzniho média. Vzorek byl davkovan do
uvedeného média tak, aby se vysledna obskurace nachdzela v rozmezi 1-5 % a michani bylo
nastaveno na 2000 otacek za minutu. Méfeni bylo provadéno pii teploté 25 °C a byly zadany
nasledujici hodnoty: index lomu 1,50, index absorpce 0,1 a hustota ¢astic 1,039 g/cm?. U
kazdého vzorku bylo méteni provedeno tfikrat, ve dvou opakovani, vysledek byl vyjadien

jako objemove vazeny prumér velikosti castic D(4, 3) v um.

8.3.6 Index krémovani

Index krémovani vyjadiuje stupenn rozvrstveni dispergované (emulzni) faze v emulznim
systému v pribéhu Casu. Pouziva se k hodnoceni schopnosti emulze udrZzet homogenni
rozlozeni kapek v celém objemu. Nasledujici rovnice slouzi k vypoctu indexu krémovani

[93]:
Hp

Cl =—=x100 [%]
H¢

Kde:
Hx — krémova vyska emulze [mm]

Hc — celkova vyska emulze [mm]

8.3.7 Vizualni pozorovani

Mezi hlavni metody slouzici k orientacnimu vyhodnoceni fyzikalni stability emulzi patii
makroskopické hodnoceni. Diky vizualni kontrole bylo mozné identifikovat znamky
eventualni destabilizace, jako je oddéleni fazi, zména barvy, popiipad¢ naruSeni homogenni
struktury. Pozorovani bylo provadéno za normalnich svételnych podminek pied cernym

pozadim a snimky byly potizeny pomoci mobilniho zafizeni.

8.4 Testy na 3D modelu kuZe in vitro

3D rekonstruovany model lidské klize (ex-vivo) umoziuje zkoumat interakce bunky-matrix
nebo mezi riznymi typy bunék. Tyto modely se skladaji ze dvou ¢asti. Prvni je ekvivalent

dermis tvoreny smési kolagenni matrice a fibroblasti. Druhou casti je ekvivalent epidermis,
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ktera se vyviji z keratinocytli nanesenych na kolagenovou strukturu s fibroblasty. Kolagen
je scaffoldem pro bunky a zajistuje piisun zivin. Systém je péstovan na rozhrani vzduch-
kapalina na kolagenovych matricich. V prvnim kroku se na poréznich filtrech umisténych v
syst¢tmu Transwell kultivuji dermalni ekvivalenty obsahujici lidské fibroblasty (HDF)
nanesené v kolagenové matrici. Na tento zaklad jsou po n€kolika dnech nasazeny lidské
keratinocyty. To vede k diferenciaci keratinocytli, cely model po nékolika dnech tvoti

umélou kazi. Cely proces trva 3 tydny. [94]

Pted kolonizaci S. epidermidis CCM 4418 byl model inkubovan 24 h s 900 pL pfedem
ohfatého média DMEM pii 37 °C ve zvlhéené atmosféie obsahujici 5 % CO2. Takto
ptedptipraveny in vitro 3D model kiize byl poté inokulovan S. epidermidis a inkubovan po
dobu 24 hodin za ti¢elem zajisténi bakteridlni adheze. Inokulum (kultura S. epidermidis) bylo
upraveno na 0,5 McFarlandova standardu, coz odpovidda 6x10° CFU ve 30 puL pouzité
suspenze. Nasledné byl na povrch modelu aplikovan vzorek emulze v mnozstvi 30 uL. Byla
zvolena experimentalni metoda podle standardu pro testovani kozni iritace (SIT = skin
irritation test) dle OECD Test Guideline 439. CoZ znamend expozici vzorku po dobu 35+1

minuty a s naslednou postinkubaci po dobu 24 hodin. [95]

Vzorky byly poté zpracovany za Ucelem stanoveni hodnoty laktat dehydrogenasy
(LDH) a rozsahu kolonizace 3D modelu se S. epidermidis v neptitomnosti a pfitomnosti

vzorku.

Test adheze bakterii je metoda pouzivana k hodnoceni a kvantifikaci schopnosti
bakterii pfilnout k riiznym povrchiim. Uéelem testu adheze bakterii je studium interakci mezi
3D modelem kiize a mikroby. V biologickych souvislostech mohou testy adheze pomoci
objasnit, jak se bakterie pfichytavaji k tkdnim hostitele béhem potencidlni infekce nebo
hojeni ran. Pro hodnoceni bakteridlni adheze bylo pouzito pocitdni jednotek tvoticich
kolonie (CFU). Po odd¢leni adherovanych bakterii od povrchu (0,1% Triton X-100) se

bakterie kultivuji na agarovych plotnach a pocita se pocet vytvorenych kolonii. [94] [96]

Pro stanoveni cytotoxicity byl pouzit Cytotoxicity Detection Kit?'US, ktery stanovuje
aktivitu laktat dehydrogenasy (LDH). Tento test zahrnuje dvojitou reakci, ptfi niz LDH
katalyzuje oxidaci laktatu, coz vede k redukci NAD+ na NADH. Nasledn¢, NADH redukuje
tetrazoliovou stl na cerveny formazanovy produkt v pfitomnosti diafordzy. Vysledna
intenzita barvy, métena spektrofotometricky pti ptiblizné 490 nm, je piimo imeérnad mnozstvi

LDH. LDH wuvoliiuji poskozené nebo mrtvé buinky, pokud dochazi k poSkozeni
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cytoplazmatické membrany v disledku cytotoxického ucinku, LDH unikd z buniky do
média. Porovnanim hodnot absorbance oSetfenych vzorkti s hodnotami neosetrenych kontrol
lze ur€it stupenl cytotoxicity vyvolané experimentdlnimi podminkami. Tato metoda
poskytuje kvantitativnimi a spolehlivé méfeni poskozeni bun¢k na zakladé extracelularni

ptitomnosti LDH. [96] [97]
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9 VYSLEDKY A DISKUZE

Pro posouzeni stabiliza¢ni u€innosti se nejprve provadi hodnoceni vlastnosti pouzitych

castic.
9.1 Charakterizace stabilizujicich Castic

Charakterizace stabilizujicich ¢astic ptfed samotnou piipravou emulzi je dilezita z hlediska
porozumeéni procesu jejich chovani na fdzovém rozhrani a pfedvidani stability emulznich
systémd, proto byly sledovany zakladni fyzikalné-chemické parametry, jako je velikost

Castic, zeta-potencial, povrchové napéti a morfologie bakteridlnich a kvasinkovych bunék.

Jak jiz bylo zminéno v kap.8.1., jednotlivé stabilizatory byly pted jejich charakterizaci
precistény a polovina ze ziskanych bun¢k byla inaktivovana. A proto je v této kapitole
porovnani provedeno nejen mezi raznymi stabilizatory, ale také mezi aktivni a

inaktivovanou formou pouzitého stabilizatoru.

Prvnim parametrem, ktery byl stanoven béhem analyzy stabilizujicich castic, byla
velikost zvolenych castic, jelikoz ta dokaze vyrazné ovlivnit stabilitu emulzniho systému.
Jak vyplyva z teorie, mensi ¢astice se rychleji absorbuji na fazové rozhrani nez vétsi Castice.

Plati rovnéz to, ze ¢im véEtsi jsou Castice, tim vEétsi jsou emulzni kapky. [83]

Na obrazku 6 jsou zobrazeny namétené velikosti stabilizujicich bunck. Nejvetsi
velikost stabilizujicich ¢astic, a to jak aktivnich, tak inaktivovanych, ma bakterie rodu
Lactobacillus casei casei 198 s velikosti 3100 a 3055 nm. Podle dostupnych literarnich
zdrojti bunky bakterie rodu Lactobacillus casei dosahuji velikosti ptiblizn¢ 700-1100 nm na

Sitku a 2000-4000 nm na délku, coz odpovidd namérenym hodnotdm. [98]

Dalsi bakteridlni kmeny, jako je Lactobacillus rhamnosus 963A, Lactobacillus
plantarum 181 a Lactobacillus fermentum 154 s velikosti ¢astic v rozmezi 1300 az 2000 nm,
rovnéz nevykazuji vyznamny rozdil mezi zivotaschopnymi a nezivotaschopnymi bunikami.
To potvrzuje i graf distribuci ¢astic bakterie 154, ktery lze vidét na obrazku 7, kde se
distribuce velikosti ¢astic aktivnich a inaktivovanych bunék piekryvaji. Poukazuje to na to,
ze inaktivaci nedochézi ke zménam ve velikosti bunék. Publikovana literatura udava fyzické
rozméry bakterie Lactobacillus plantarum v rozmezi 900 az 1200 nm na Siiku a 3000 az
8000 nm na délku. [99] Namétené hydrodynamické hodnoty daného kmene se 1i$i od hodnot

uvedenych v literatufe. To mize byt zpisobeno metodou méteni, ktera nebere v tivahu
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skute¢ny tvar ¢astic. Z vyse uvedenych kment mély nejmensi velikost inaktivované bakterie

963 A o velikosti bunék 1360 nm.

Jedinym kmenem, ktery se 1i$i z hlediska velikosti ¢astic mezi aktivni a inaktivovanou
podobou a zarovenl ma nejveétsi velikost ¢astic, je bakterie rodu Lactobacillus casei 422. Jeji
aktivni forma ma velikost kolem 1600 nm a inaktivovand dosahuje velikosti bun¢k az
3152 nm, coz by mohlo byt zplsobeno shlukovanim buncék po inaktivaci. Namétené

velikosti bun€k jsou v rozmezi uvedeném v odborné literatute. [98]

Saccharomyces cerevisiae reprezentuji eukaryotické buiky, které ve srovnani
Jejich velikost je 3017 nm u Zivych a 2891 nm u neZivych bundk. Udaje z literatury uvadgji
primérnou velikost bun¢k 5500 na $itku a 7500 nm na délku, kterd je vét$i nez naméfené
hodnoty. [100] Tento rozdil mize byt zpusoben napiiklad metodou méfeni nebo

nedostate¢nou zralosti bunék.
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Obrazek 6: Primérna velikost vybranych stabiliza¢nich ¢astic
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Size Distribution by Intensity
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Obrazek 7: Graf distribuce Castic bakterie Lactobacillus fermentum154

Porovnani distribuci velikosti bakterii 422 a 963 A je zndzornéno na obrazku 8. U obou
kiivek se jednad o monomodalni distribuce, nicméné velikosti ¢astic se lisi, velikost bakterie
422 je vyssi priblizn€ 1400-1600 nm, s uzsi Sitkou distribuce (PDI 0,142), oproti tomu
bakterie 963 A vykazuje niZsi velikost ¢astic v oblasti 1100-1300 nm, s mirné Sirsi distribuci
(PDI0,154). Z tohoto vyplyva, ze se velikost bakterii riznych kment rodu Lactobacillus 1i8i

ve velikostech bunék.

Size Distribution by Intensity

30_ .................. .................. :. e e e e e e e e . . ................. _ .................
('] N N N N N
T S . T S A A :
e : : : : :
& : : : : :
% '10 .................. .................. :. e e e e e e e . ................. ..............
E . . . . .
0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)
|——— Record 3: 10%_422 3 Record 14: 10%_963A 2|

Obrazek &: Graf distribuce ¢astic bakterii L. casei 422 a L. rhamnosus 963A

Jednim z dalSich parametrti, ktery byl sledovan, je zeta-potencial, konkrétné absolutni
hodnota zeta-potencialu. Jeho hodnota ukazuje na elektrostatické interakce mezi ¢asticemi
v disperznim prostiedi. Vzajemné elektrostatické odpuzovani je tim vyraznéjsi, ¢im vyssi je

jeho absolutni hodnota, kterd znemoziiuje agregaci a pfispiva tak ke stabilité¢ systému.
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Naproti tomu v pfipadé nizkych absolutnich hodnot zeta-potencidlu se jedna o slabé

odpudivé sily mezi casticemi zvysujici pravdépodobnost agregace a destabilizace disperze.

Pred zahdjenim méfeni zeta-potencialll je potieba u disperzi stabilizujicich bunék zjistit
jejich pH. Bakterie rodu Lactobacillus jsou charakteristické mirn¢ kyselym pH, nejcastéji
mezi 3,5 a5,5. Toto prostiedi vyplyva z jejich metabolické ¢innosti zahrnujici rozklad cukrt
pii nasledné produkci kyseliny mlécné jako hlavniho metabolitu fermentacniho procesu.

[101] Disperze Saccharomyces cerevisiae maji hodnotu pH 5,2.

Na obrazku 9 je uveden graf srovndvajici hodnoty zeta-potencidlti jednotlivych
bakteridlnich kmenti a Saccharomyces cerevisiae. VSechny naméfené hodnoty maji

negativni naboj, ktery je pro bunécné povrchy typickeé.

Je to ztoho divodu, Ze napiiklad bunécna sténa bakterie Lactobacillus plantarum
obsahuje ve svém slozeni peptidoglykan typu meso-diaminopimelové kyseliny a teichoové
kyseliny na bazi ribitolu nebo glycerolu. [99] Dané kyseliny obsahuji fosfatové skupiny,
které prispivaji k zdpornému zeta-potencidlu. Bunéfna sténa bakterii Lactobacillus
fermentum, skladajici se zpeptidoglykanu typu D-aspartyl-L-ornithinu, Lactobacillus
rhamnosus, obsahujici peptidoglykan lysin-D-aspartyl, a Lactobacillus casei
s peptidoglykanem Lys-D-Asp vykazuji taky zaporny zeta-potencial diky karboxylovym
skupinam D-asparatu. [98] [102] U Saccharomyces cerevisiae je vnitini vrstva bunécné
stény slozena z B-(1,3)-glukanu, B-(1,6)-glukanu a chitinu, zatimco vné;si vrstva je tvofena
glykoproteiny s obsahem vysokého mnozstvi mandzy. [103] Tato bunétna sténa nema
obecné silny zaporny naboj, nicméné pritomnost kyselych modifikaci miize vysvétlovat

mirné zaporny zeta-potencial.

Nejvyssi zeta-potencidl vykazuje disperze inaktivované bakterie rodu Lactobacillus
plantarum 181 s absolutni hodnotou |24,8| mV, ktera se vyrazné nelisi od absolutni hodnoty
disperze stejné bakterie obsahujici buiiky aktivni s hodnotou zeta-potencidlu [22,1] mV. O
néco mensi hodnotu zeta-potencidlu ma disperze bakterie Lactobacillus rhamnosus 963A, a
to [21,1| mV u aktivnich bunék a [20,5| mV u inaktivovanych. V rozmezi od |13| do |18] mV
se nachazeji bunky bakterii rodu Lactobacillus fermentum 154, Lactobacillus casei 422 a
kvasinky Saccharomyces cerevisiae. Nejmensi absolutni hodnotou zeta-potencialu, kolem

[12| mV, vykazuje disperze bakterie Lactobacillus casei casei 198.
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Obrazek 9: Zeta-potencial jednotlivych stabilizujicich Castic

Povrchové napéti bakterii a kvasinek bylo sledovano v zavislosti na koncentraci jejich

disperzi. Pivodni 10% disperze ¢astic byly zfedény na koncentraci 0,001; 0,005; 0,01; 0,05;

0,075; 0,1; 0,5 a 1 %. Tyto koncentrace byly vybrany na zédklad€ méfeni povrchového napéti

u disperze Saccharomyces cerevisiae, kde bylo zjisténo, ze od koncentrace 1 % jiz nedochazi

k vyraznym zménam, jak lze vidét na obrazku 10. S ohledem na kap. 8.1.1., kde je popsan

postup ptipravy disperzi, byl jako referen¢ni vzorek zvolen Cisty roztok PBS, jelikoz v ném

byly suspendovany cCisté bakteridlni a kvasinkové kultury, reference odpovida nulové

koncentraci.
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Obrazek 10: Zavislost povrchového napéti na koncentraci disperzi S. cerevisiae

Referencni vzorek — roztok PBS mél nejvyssi povrchové napéti, a to 71,5 mN.m. Se
zvySujici se koncentraci bakterii v disperzich dochazelo ke sniZeni povrchového napéti, jak

je znazornéno na obrazku 11. Byly zaznamenény rozdily mezi kmeny i formami bakterii.

Mezi aktivnimi a inaktivovanymi buiikami bakterie Lactobacillus casei 422 a kvasinky
Saccharomyces cerevisiae jsou minimalni rozdily v zavislosti povrchového napéti na
koncentraci ve srovnani s ostatnimi disperzemi. Lactobacillus rhamnosus 963A a
Lactobacillus plantarum 181 ukazaly vétsi pokles povrchového napéti u aktivni formy
bunck, zatimco u Lactobacillus fermentum 154 a Lactobacillus casei casei 198 bylo

vyrazngj$i snizeni povrchového napéti pozorovano u inaktivované formy bun¢k.
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Obrazek 11: Zavislost povrchového napéti na koncentraci disperzi bakterii a kvasinek
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Rozdily mezi kmeny a formou bunék jsou také pozorovany na obrazku 12, ktery
znéazoriiuje povrchové napéti 1% disperzi bakterii a kvasinek. Vys$§i hodnoty povrchového
napéti byly vétSinou zaznamenany u disperzi obsahujicich aktivni formy buné¢k s vyjimkou
bakterie L. rhamnosus 963A. Aktivni bunky této bakterie vykazuji nejvétsi snizeni
povrchového napéti az na hodnotu 46,3 mN.m, zatimco inaktivované maji hodnotu

povrchového napéti 47,2 mN.m.
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Obrazek 12: Povrchové napéti u 1% disperzi bakterii a kvasinek

Disperze bakterii a kvasinek byly mikroskopicky pozorovany pro ziskani
podrobnéjsich informaci o jejich morfologii, uspofaddni a moZnych zménach bunck po

inaktivaci.

Na obrazku 13 jsou zndzornény mikroskopické snimky aktivnich (zleva) a
inaktivovanych (zprava) bunck kvasinek Saccharomyces cerevisiae pti celkovém zvétSeni
1000x. Podle odbornych zdroju tyto buniky maji kulovity az ovalny tvar [100], coz lze
potvrdit pomoci potfizenych snimkd. Rovnéz je mozné pozorovat rozdil mezi aktivnimi a
inaktivovanymi formami bunék, kde v ptipad¢ inaktivovanych bylo zaznamenano mensi

mnozstvi bun€k ve srovnani s disperzi obsahujici aktivni bunky.
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Obrazek 13: Mikroskopicky snimek disperze Saccharomyces cerevisiae pii celkovém
zvétseni 1000x (zleva: aktivni, zprava: inaktivované)

Mikroskopicka struktura bakterie rodu Lactobacillus casei 422 je zobrazena na obrazku
14. Jeji bunky jsou ve tvaru tyCinek a vyskytuji se jednotliveé, v parech nebo v linearnich

fetizcich. Pozorované vysledky odpovidaji idajim uvedenym v literatuie. [98]

Krom¢ toho béhem méieni fyzikalné-chemickych parametra bakterie L. casei 422 byl
pozorovan vyznamny rozdil ve velikosti ¢astic u aktivni a inaktivované formy, konkrétné
posledni ukéazaly vétsi velikost castic. Na zakladé potizenych snimku lze usoudit, Ze tento

rozdil byl zptisoben shlukovanim bun€k dané bakterie.

— . |
25 um

Obrazek 14: Mikroskopicky snimek disperze Lactobacillus casei 422 pfti celkovém
zvétseni 1000x (zleva: aktivni, zprava: inaktivované)

Obrazek 15 ukazuje strukturu a uspotadani bakterie rodu Lactobacillus rhamnosus
963 A pfi celkovém zvétSeni 1000x. Na snimcich jsou patrné, Ze buiiky dané bakterie maji
tyCinkovity tvar a vyskytuji se vétSinou jednotlivé nebo v kratkych fetizcich, coz je v souladu
s informacemi uvadénymi v literdrnich zdrojich. [102] L. rhamnosus 963A mé nejmensi
nameétenou velikost ¢astic, coz 1ze pozorovat i na potizenych snimcich. Pocet bunék je ve
a inaktivovanou formou bunék béhem mikroskopického pozorovani a stanoveni velikosti

¢astic a zeta-potencidlu nebyly zaznamenany.
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Obrazek 15: Mikroskopicky snimek disperze Lactobacillus rhamnosus 963 A pfi celkovém
zvétseni 1000x (zleva: aktivni, zprava: inaktivované)

Mikroskopické snimky na obrazku 16 zobrazuji bakterie Lactobacillus plantarum 181,
ktera obsahuje tyCinkovité buiikky se zakulacenymi konci [99] a jejiz aktivni forma se
uspofadava do delSich fetézcli. Naopak inaktivovana forma ukazuje mensi pocet bungk, ale

zaroven dany kmen vykazuje stejné jako v ptipadé L. casei 422 shlukovani bun¢k.

Obrazek 16: Mikroskopicky snimek disperze Lactobacillus plantarum 181 pii celkovém
zvétseni 1000x (zleva: aktivni, zprava: inaktivované)

Bunky bakterii Lactobacillus casei casei 198, které jsou zndzornény na obrazku 17,
vykazuji tyCinkovity tvar. Mezi aktivnimi a inaktivovanymi formami bunék neni Zzadny
viditelny rozdil, jak zhlediska mikroskopie, tak i1 zhlediska fyzikalné-chemickych

parametru.

Obrazek 17: Mikroskopicky snimek disperze Lactobacillus casei casei 198 pii celkovém
zvétseni 1000x (zleva: aktivni, zprava: inaktivované)
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Na obrazku 18 je predstavena morfologie bakterie rodu Lactobacillus fermentum 154.
Pozorované bunky maji bacilarni tvar a mikroskopické zaznamy ukazuji, Ze jsou usporadany
bud’ jednotlivé, nebo v parech. Stejné¢ jako u predchozi bakterie nebyl zaznamenan

vyznamny rozdil mezi aktivni a inaktivovanou formou bun¢k.

Obrazek 18: Mikroskopicky snimek disperze Lactobacillus fermentum 154 pii celkovém
zvétSeni 1000x (zleva: aktivni, zprava: inaktivovangé)

9.2 Charakterizace emulzi

Pfipravené emulze byly stabilizovany 10% disperzi aktivnich a inaktivovanych
bakterii/kvasinek, tato disperze byla vodnou fazi emulze. Jako olejova faze byl pouzit MCT
olej. Emulze byly pfipraveny ve dvou pomérech olejové a vodné faze, a to 20/80 a 50/50.
Pro vyhodnoceni stability vyslednych emulznich systémi byly sledovany parametry, jako je
velikost emulznich kapek, zeta-potencidl a jejich mikrostruktura, nicméné prvnim krokem
pfi jejich charakterizaci je vizualni pozorovani a sledovani kinetické stability, kterd mtize
byt vyjadiena indexem krémovani. Index krémovani (CI) je parametr, ktery umoznuje
nepiimo sledovat, zda v systému dochazi k shlukovani kapek nebo ztraté¢ jeho stability.

Pokud je emulze stabilni, hodnota CI dosahuje 100 %.

Emulze stabilizované bakteriemi Lactobacillus rhamnosus 963A, které jsou
znazornény na obrazku 19, vykazuji rozdily v zavislosti na poméru olejové a vodné faze.
Emulze ptipravené v poméru 50/50 vykazuji relativné dobrou odolnost vii¢i krémovani,
emulzni vrstva byla hustsi s malym mnozstvim volného oleje. Jejich indexy krémovani (viz.
Obrazek 20) byly jedny z nejvyssich s hodnotami 92 % a 81 %. Naopak emulze v poméru
20/80 vykazuji jiné vlastnosti. U téchto emulzi 1ze vidét nizkou horni krémovou vrstvu

s pénou na povrchu, s indexy krémovani 29 % a 26 % znacici nizsi kinetickou stabilitu.



68 UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

N,
- V.

R S N

Obrazek 19: Emulze v poméru 20/80 a 50/50 stabilizované disperzi aktivnich a
inaktivovanych bunék Lactobacillus rhamnosus 963A
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Obrazek 20: Indexy krémovani pfipravenych emulzi

Po ptipravé emulzi se Saccharomyces cerevisiae (viz. Obrazek 21), 1ze u vSech vzorka
pozorovat tvorbu krémové vrstvy, kterd je homogenni a neobsahuje zadny volny olej.
Nicméné emulze piipravené s aktivnimi bunikami vykazuji celkové vyssi stabilitu nez
emulze s inaktivovanymi buiikami se stejnym pomeérem fazi. Kromé& toho ve vzorcich
s inaktivovanymi formami bun¢k byla pozorovana jejich ¢astecna sedimentace z kontinualni
faze. Z hlediska poméru fazi se jako kineticky nejstabilnéjsi ukazuji emulze s pomérem

50/50, pticemz vzorek s zivotaschopnou formou bunék dosahuje nejlepsi stability s indexem
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krémovani 83 %. V ptipadé stabilizace nezivotaschopnymi butikami byl index krémovani
stanoven na hodnotu 60 %. Emulze v poméru 20/80 ukazuji o néco niz8i hodnotu indexu

krémovani, a to 54 % s aktivnimi bunikami, zatimco s inaktivovanymi 40 %.

Obrazek 21: Emulze v poméru 20/80 a 50/50 stabilizované disperzi aktivnich a
inaktivovanych bun¢k Saccharomyces cerevisiae

Stejné jako u Saccharomyces cerevisiae se 1 u emulzi stabilizovanych Lactobacillus
casei 422 potvrzuje zavislost kinetické stability na typu pouzitych bunék a poméru olejové
a vodné faze. Vysledky jsou zachyceny na obrazku 22. Emulze s aktivni formou 422
vykazuje vys$i kinetickou stabilitu, zejména pifi poméru 50/50, s hodnotou indexu
krémovani 87 % (viz. Obrazek 20), zatimco emulze ve stejném poméru s pouzitim nezivych
bunéénych forem ma mirné niz§i hodnotu indexu krémovani 78 %. Pii poméru 20/80 je
emulze obsahujici Zivotaschopné buiiky povazovéana za néco mén¢ stabilni (39 %), ale stale

prekonava své inaktivované ekvivalenty (26 %).
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Obrazek 22: Emulze v poméru 20/80 a 50/50 stabilizované disperzi aktivnich a
inaktivovanych bunék bakterii Lactobacillus casei 422

Emulze, ve kterych stabilizujicimi casticemi byly builky bakterie Lactobacillus
plantarum 181, jsou zndzornény na obrazku 23. Vzorky s aktivnimi a inaktivovanymi
bunkami vytvafi pfi poméru 20/80 minimalni krémovou vrstvu s viditelnymi velkymi
kapkami neemulgovaného oleje a hodnoty jejich indexti krémovani se nachazi v rozmezi 8
az 15 %. Oproti tomu pii poméru 50/50 se krémova emulzni vrstva neobjevuje. Pti detailnim
pohledu na emulze byly zietelné jednotlivé olejové kapky. V tomto ptipadé nedoslo béhem

emulgace ke vzniku emulzi, jedné se o smés bunék, vody a oleje.

Obrazek 23: Emulze v poméru 20/80 a 50/50 stabilizované disperzi aktivnich a
inaktivovanych bun¢k Lactobacillus plantarum 181
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Stejné chovani bylo zaznamenano i u emulzi stabilizovanych bakteriemi Lactobacillus
fermentum 154 a Lactobacillus casei casei 198. Vzhled téchto emulzi je ukazan na obrazku
24. Oba kmeny pii poméru 20/80 pii vypoctu indexu krémovani dosahuji hodnot kolem

30 %. U poméru 50/50 opét nenastala emulgace.

I_W:'f'!"l’_'

Obrazek 24: Emulze v poméru 20/80 a 50/50 stabilizované disperzi aktivnich a
inaktivovanych bunék bakterii L. fermentum 154 a L. casei casei 198

Ze ziskanych vysledkii vyplyva, ze ucinnost jednotlivych stabilizatori emulzi se
vyrazn¢ li$i, pfiCemz nejlepsi emulgacni vlastnosti vykazuji bakterie Lactobacillus
rhamnosus 963A, Lactobacillus casei 422 a kvasinky Saccharomyces cerevisiae. Emulze
stabilizované témito kmeny i s pomérem olejové a vodné faze 50/50 ukazuji vyssi kinetickou

stabilitu, coZ mtze byt dano vyssi viskozitou emulze. [104]

Kmeny Lactobacillus plantarum 181, Lactobacillus fermentum 154 a Lactobacillus
casei casei 198 naopak emulguji méné ucinn€ a vykazuji niz$i kinetickou stabilitu.
Ptikladem mohou byt emulze stabilizované buiikami kmenti 154 a 198. Tyto emulze druhy
den po ptipraveé vykazovaly jasné oddéleni vodné a olejové faze, ktera svédci o velmi rychlé
destabilizaci systémil. Pfi¢emz ta je nejvice pozorovana u emulzi v poméru 50/50 s pouzitim
inaktivovanych stabilizujicich castic, kde je pfitomnost volného oleje viditelna pouhym

okem. Tyto zmény jsou ndzorné zobrazeny na obrazku 25.

Obrazek 25: Emulze stabilizované L. fermentum 154 a L. casei casei 198 na 2. den po
piipravé
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DalSim dilezitym parametrem pii hodnoceni stability emulzi je velikost emulznich
kapek, ktera byla stanovena laserovou difrakci pomoci pristroje Mastersizer. Velikost
emulznich kapek byla vyjadiena pomoci parametru D(4, 3), pfiCemz byly zhodnoceny i
distribu¢ni kiivky. Velikost emulznich kapek (D(4, 3)) emulzi v poméru O/V 20/80
emulznich kapek byly naméfeny pro emulze stabilizované Saccharomyces cerevisiae a
bakterii Lactobacillus rhamnosus 963 A. Ostatni kmeny vykazuji velikost emulznich kapek

kolem 60 pm.
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Obrazek 26: Velikost kapek emulzi stabilizovanych aktivni formou bunék v poméru 20/80

Emulze v poméru 20/80, u niZ je stabilizace dosaZeno s vyuZitim aktivnich bunécnych
forem bakterii rodu Lactobacillus rhamnosus 963 A, ma velikost emulznich kapek 28,3 pm.
Velikost bunék L. rhamnosus 963A byla jednou z nejmensi ze vSech zkoumanych
stabilizatord, s hodnotou 1543 nm. Pravdépodobné¢ diky tomu, tato bakterie poskytla emulze
s nejmensi velikosti kapek. Velikost bun¢k se odrézi rovnéz v distribuéni kiivee (viz.
Obrazek 27), kterd se vyznacuje bimodalnim charakterem. Hlavni pik se nachézi v oblasti
priblizn¢ 20 pm a mens$i pik kolem 1 pm je mozné prifadit k vyskytu volnych

mikroorganismu v kontinualni fazi.
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Obrazek 27: Distribuce velikosti kapek emulze (20/80, aktivni 963A) podle intenzity

Vzhledem ke své malé velikosti jsou buniky uc¢inné adsorbovany na fazovém rozhrani,
umoziuji rovnomérné pokryti kapicek a tim omezuji moznost koalescence. Kromé toho
jejich zeta-potencial okolo |20| mV ptedstavuje dostatecné elektrostatické odpuzovani, které

brani agregaci kapicek a podporuje vyssi kinetickou stabilitu dané¢ho systému.

Mikroskopicka struktura krémové ¢asti, kterou 1ze pozorovat na obrazku 28, naznacuje
pfitomnost homogenni emulze s jednotnou velikosti emulznich kapek. Na snimcich je patrna
vysoka hustota kapek s jednotnou velikosti odpovidajici 25 um. U snimku potizeném se

zvétSenim 1000x je ziejma ptitomnost adsorbovanych bun¢k na mezifazovém rozhrani.

Obrazek 28: Struktura krémové ¢asti emulze v poméru 20/80 s aktivnimi bunikami L.
rhamnosus 963 A pii zvétSeni 400x (zleva) a 1000x (zprava)

U emulze s aktivnimi buikami Saccharomyces cerevisiae v poméru 20/80 je primérna
velikost emulznich kapicek ptiblizné 26 pm, pficemz pramérna velikost samotnych
stabilizujicich buné¢k S. cerevisiae odpovida hodnot€ 3017 nm. Mensi velikost kapek emulzi
muze byt spojena s velkym mnozstvim neadsorbovanych bun¢k S. cerevisiae. Distribuce

daného systému ma rovnéz bimodalni charakter (viz. Obrazek 29).
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Obrazek 29: Distribuce velikosti kapek emulze (20/80, akt. S. cerevisiae) podle intenzity

Mikroskopické snimky se zvétSenim 400x a 1000x znazoriiuji nehomogenni strukturu
emulze, velikost emulznich kapek je nerovnomérna s pritomnosti jak velkych, tak mensich

kapek (viz. Obrazek 30).

Obrazek 30: Struktura krémové €asti emulze v poméru 20/80 s aktivnimi buiikami S.
cerevisiae pti zvétSeni 400x (zleva) a 1000x (zprava)

Ostatni emulze v poméru 20/80 s aktivni formou bunék pripravenych z disperzi kment
422, 181, 154 a 198 vykazuji ptiblizné€ stejnou velikost kapek kolem 60 pm a velikosti
stabilizujicich bunék kolem 1600 nm. Vyjimkou je kmen 181, ktery ma velikost ¢astic 3100

nm, coZ je podobné jako u S. cerevisiae.

Mikrostruktury téchto emulzi pfi celkovém zvétSeni 400x jsou zobrazeny na obrazku
31. Prvni snimek (a) zobrazuje emulzi tvoienou L. casei 422 s heterogenni strukturou, ktera
obsahuje kapky riznych velikosti. Deformované a splyvajici kapky mohou vSak znacit
nizkou stabilitu a tendenci k postupné koalescenci. Druhy snimek (b) vykazuje o néco
rovnomeérnéjsi rozlozeni emulznich kapek, ale stale s deformovanym tvarem. Tato emulze

je stabilizovana disperzi bakterie L. plantarum 181. Posledni obrazky znazoriuji
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mikrostruktury emulzi stabilizovanych L. fermentum 154 (¢) a L. casei casei 198 (d), které
ukazuji mens$i sférické kapky srovnomérnym rozloZzenim. Takové struktury mohou
naznacovat vyssi odolnost vii¢i koalescenci, ale z vysledku vizualniho pozorovani je patrné,

ze druhy den po ptipravé se systémy destabilizuji.

Obrazek 31: Struktura krémové ¢asti emulze (400x): a) 422, b) 181, c) 154, d) 198

Rozdily ve velikosti ¢astic mezi aktivnimi a inaktivovanymi formami bungk,
pouzivanych jako stabilizatory systémi, nejsou vyrazné. Tato tendence je patrnd jak u
emulzi v poméru 20/80, tak 1 50/50, jak 1ze vidét na obrazku 32. Kromé¢ toho dané porovnani
ukazuje, ze se emulze s pomérem olejové a vodné faze 50/50 vyznacuji vétsi primérnou
velikosti kapek nez s pomérem 20/80. Dlivodem je pravdépodobné zvysSeny podil olejové
faze, ktery ma za nasledek zvétSeni objemu dispergované faze, coz znesnadiuje dosazeni
ucinné dispergace kapicek. [104] Za konstantni koncentrace stabilizujicich Castic zbyva
zarovein méné bunck na pokryti vétsiho povrchu a pravdépodobnost koalescence kapek a

vzniku vétSich emulznich kapek se zvySuje.
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Obrazek 32: Porovnani vitality bun¢k a poméru olejové a vodné faze

Na obrazku 33 jsou znazornény emulze stabilizované aktivnimi (a, b) a inaktivovanymi

(c, d) formami bungk S. cerevisiae v poméru O/V 50/50. Z hlediska mikrostruktury vykazuji

oba vzorky emulzi podobné vlastnosti, kapky maji prevazn¢ kulovity tvar, jsou rovnomérné

rozloZené a nejevi vyrazné znamky koalescence. Na rozhrani kapek jsou absorbovany

jednotlivé stabilizujici bunky (snimky b a d).
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Obrazek 33: Struktura krémové ¢asti emulze S. cerevisiae 50/50 (400x): a, b) Aktivni; c, d)

Inaktivované

Distribucni kiivky (viz. Obrazek 34) vytvofené pro emulze z inaktivovanych bunék

Saccharomyces cerevisiae potvrzuji, ze pomér olejové a vodné faze plsobi na stabilizaci a
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strukturu emulze. Jak jiz bylo zminéno, prvni pik odpovidd volnym neadsorbovanym
bunikdm mikroorganismii v kontinualni fazi. U emulzi s pomérem 50/50 je tento pik méné
intenzivni ve srovnani s pikem odpovidajicim poméru 20/80, z ¢eho vyplyva, ze na pokryti

dalsiho oleje zbyva méné bunek, coz potvrzuje predchozi predpoklad.

12

10

o0
T

Intenzita [%]
(@)

4 -
2 -
0 1 . L 1 1
0.01 0.1 1 10 100 1000
Velikost [d. pm]
20/80 50/50

Obrazek 34: Porovnani distribu¢nich kiivek inaktivovanych bun¢k S. cerevisiae

Posledni parametr, ktery je sledovan béhem charakterizace emulznich systému, je
absolutni hodnota zeta-potencialu. Z obrazku 35 je nejvyssi absolutni hodnota stanovena u
emulze v poméru 50/50 stabilizované inaktivovanym Lactobacillus rhamnosus 963A, a to
|44,1| mV. Emulze s aktivnimi bunéénymi formami kmenu 963A v pomérech 20/80 a 50/50
vykazuji mirné€ niz§i hodnoty, konkrétné |41,5| a |39,7| mV. U posledni emulze ziskané
pomoci bakterii L. rhamnosus 963A cini absolutni hodnota zeta-potencidlu |35,6] mV.
Nejvyssim hodnotam zeta-potencidlu odpovida i nejlepsi stabilita emulzi. Ackoli emulze s
aktivnimi bunkami Lactobacillus fermentum 154 ma relativné vysokou hodnotu zeta-
potencialu (|25,3| mV), z vizualniho hodnoceni jiz druhy den po ptipravé vyplyva, ze je
destabilizovand. Minimalni hodnotu 9,5/ mV vykazuje emulze pfipravena
z zivotaschopnych bunék Saccharomyces cerevisiae v poméru O/V 20/80. Tento vysledek
lze vysvétlit niz§i hodnotou zeta-potencialu samotnych kvasinkovych bunék. U vSech

ostatnich emulzi se absolutni hodnoty zeta-potencidlu nachdzeji v rozmezi [14| az [25| mV.
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Obrazek 35: Naméfené hodnoty zeta-potencialti

Ziskané vysledky ukazuji, ze bakterie Lactobacillus rhamnosus 963A a kvasinky
Saccharomyces cerevisiae maji nejlepSi emulgacni schopnost vzhledem ke kinetické
stabilit¢ emulzi, dosazeni nejmensich velikosti emulznich kapek a v ptipadé L. rhamnosus
963 A 1nejvyssich hodnot zeta-potencialu. Schopnost L. rhamnosus stabilizovat emulze bude
déana prevazné jeho nejmensi velikosti bunck a rovnéz schopnosti snizovat povrchové napéti.
To potvrzuje 1 studie Nejadmansouri a kol., kterd uvadi, ze vyssi emulgacni schopnost je
pozorovana u bun¢k laktobacilii nez u bunék kokd, coz je vysvétlovano piitomnosti pili,
které jsou vystupujicimi bilkovinnymi povrchovymi strukturami o priméru 1 az 10 nm a
délce 1 pum. Podle této studie se Lactobacillus rhamnosus jevi jako vyrazné u¢innéjsi
stabilizator diky pfiznivému kontaktnimu uhlu, niz§imu mezifazovému napéti a vyssi volné
energii odtrzeni. Saccharomyces cerevisiae sice vykazuje niz§i hodnotu zeta-potencidlu a
vysokou hydrofilitu, ale v nékterych podminkach mtze vést ke srovnatelné nebo dokonce

vy$si stabilité¢ emulzi. [84]

Dale se z hlediska stabiliza¢ni ti¢innosti umist'uji buiitky Lactobacillus casei 422, které
vSak vykazuji nizsi elektrostatické interakce mezi ¢asticemi v disperznim prostiedi, a tim

piispivaji ke snizeni celkové kinetické stability systému. Lactobacillus plantarum 181



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 79

projevuje minimalni stabiliza¢ni schopnosti pouze v poméru olejové a vodné faze 20/80, a
zadné emulgacni schopnosti v pomé&ru 50/50. Studie Nejadmansouri a kol. rovnéZ ukazuje

proménlivou stabilitu u emulzi stabilizovanych Lactobacillus plantarum. [84]

Emulze stabilizované pomoci bakterii Lactobacillus fermentum 154 a Lactobacillus
casei casei 198 nelze povazovat za stabilni systémy z dlivodu destabilizace jiz druhy den po
pripravé. Ve studii Nejadmansouri a kol. emulze ptipravené z Lactobacillus casei subsp.

casei vykazuji kinetickou stabilitu po dobu 3 dnt. [84]

9.3 Testovani emulzi na 3D modelech kize

Pro stanoveni ucinku vybranych emulzi na kozni mikrobiom byly vybrany emulze
stabilizované 10% 963A, 10% 963A TA, 10% SC and 10% SC IA s pomérem O/V 20/80.
Emulze byly testovany na 3D modelu kiize, ktery se skldda z lidskych fibroblasti a
keratinocyti kultivovanych do vicevrstvé struktury. Podoba se kozni tkani in vivo (viz.

Obrazek 36).

Obrazek 36: Kozni model po 7 dnech kultivace

Pro testovani bakterialni kolonizace byl proveden test adheze, coZ je metoda pouZivana
k hodnoceni a kvantifikaci schopnosti bakterii pfichytit se na rtizné povrchy. Obrazek 37

ukazuje méteni adheze bakterie Staphylococcus epidermidis na 3D modelu kiize in vitro
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v pritomnosti 4 testovanych formulaci. Hodnoty na ose y ptedstavuji logaritmus jednotek

tvorticich kolonie na mililitr (log CFU/mL), ktery je mirou bakterialni kolonizace.

Sloupec Ref predstavuje zakladni aroven kolonizace S. epidermidis na modelu ktize
bez pfitomnosti testovanych vzorki. Hodnota je ptiblizné 3,00 log CFU/mL. V pfitomnosti
emulze stabilizované aktivnimi buitkami L. rhamnosus 963 A se vyrazné snizuje adheze S.
epidermidis na piiblizné 2,12 log CFU/mL. To naznacuje, ze tato emulze mize inhibovat
kolonizaci S. epidermidis. Varianta emulze stabilizované inaktivovanymi buikami L.
rhamnosus 963A (1A) vede k ¢astecnému obnoveni adheze S. epidermidis na piiblizné 2,87
log CFU/mL. To by mohlo naznafovat, ze za inhibi¢ni u¢inek jsou odpoveédné zivé bakterie

Lactobacillus rhamnosus 963A.

U jiného typu vzorku, tj. u emulzi stabilizovanych Saccharomyces cerevisiae, dochazi
rovnéz ke snizeni adheze S. epidermidis na ptiblizné 2,34 log CFU/mL. Aplikace emulze
s inaktivovanou formou S. cerevisiae vede k obnoveni adheze S. epidermidis na uUroven
srovnatelnou s referencni, s hodnotou 3,02 log CFU/mL. To opét naznacuje, Ze aktivni forma

S. cerevisiae je zodpovédna za sniZzeni adheze.
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Obrazek 37: Kolonizace S. epidermidis na 3D modelu ktize

Aplikace emulze stabilizované aktivnimi formami bunék L. rhamnosus 963 A by mohla
potencialné prispivat k regulaci kozniho mikrobiomu tim, Ze inhibuje nadmérnou kolonizaci

S. epidermidis. Ackoli je S. epidermidis béznou soucasti kozniho mikrobiomu, jeho
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pfemnozeni mize byt spojeno s nékterymi koznimi problémy. Kmeny Lactobacillus maji
prokazané antimikrobidlni i¢inky a mohou ovliviiovat adhezi jinych bakterii. Mechanismus
ucinkti mize zahrnovat produkci antimikrobidlnich latek, soutézeni o prostor nebo modulaci

imunitni odpovédi hostitele.

Ptitomnost Zivych kvasinek S. cerevisiae by mohla mit vliv na koZzni mikrobiom tim,
7ze cCasteCn¢ inhibuje kolonizaci S. epidermidis. Mechanismus tohoto ucinku se
pravdépodobn¢ bude liSit od ucinku bakterii L. rhamnosus. S. cerevisiae by mohla
interagovat se S. epidermidis riznymi mechanismy, napfiklad soutézi o Ziviny nebo
adhezivni mista na povrchu kiize, produkci antimikrobialnich metaboliti nebo ovlivnénim
lokalniho pH. S. cerevisiae neni typickym dominantnim mikrobem koZniho mikrobiomu,
miliZe mit potencial ovliviiovat jeho rovnovéhu. Je vSak dilezité poznamenat, ze jeho vliv na
S. epidermidis se vtomto experimentalnim uspofadani zda byt méné vyrazny, nez vliv

Lactobacillus rhamnosus.

Pro posouzeni cytotoxicity byla kvantifikovana aktivita laktat dehydrogenazy v médiu
3D modelu ktize in vitro. Hladiny LDH slouzi jako pfimy ukazatel lyzy bunék, pti¢emz vyssi

koncentrace znamenaji vétsi cytotoxicitu.

Vysledky LDH testu (viz. Obrazek 38) ukazuji cytotoxicitu (levy graf) a odvozenou
zivotaschopnost riznych vzorkli emulzi na 3D modelu kize in vitro (pravy graf). Procenta
cytotoxicity odrazeji rozsah posSkozeni bunéné membrany, zatimco Zivotaschopnost je
odvozena jako zbyvajici procento pravdépodobné zivych bunék. Pro posouzeni
potencialniho podrazdéni kliZze byla stanovena prahova hodnota 50 % cytotoxicity, pfi¢emz
vzorky prekracujici tuto hodnotu byly povazovany za cytotoxické. Zatimco referen¢ni
vzorky vykazovaly nizkou cytotoxicitu — s hodnotou 9,62 % bez S. epidermidis a s hodnotou
11,82 % se S. epidermidis, nékteré vzorky Pickeringovych emulzi vykazovaly vyssi
cytotoxicitu, avSak pod hranici 50 %. Nicméné to miiZe naznacovat potencialni neptiznivé
ucinky na 3D model kize in vitro. Konkrétné se jednalo o vzorky emulze stabilizované
inaktivovanym L. rhamnosus 963A a emulze piipravené z inaktivovanych S. cerevisiae
s hodnotami cytotoxicity 36,77 % a 45,98 %. Vzorky emulze stabilizované aktivnimi
formami bunc¢k L. rhamnosus 963A mély hodnotu cytotoxicity 17,37 % a s aktivnimi

bunéénymi formami S. cerevisiae 27,35 %.
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Obrazek 38: Cytotoxicita a Zivotaschopnost vzorkli v 3D modelu kozniho mikrobiomu
stanovena pomoci LDH assay kitu

Pro komplexnéjSi posouzeni Zivotaschopnosti bun¢k se doporucuji nezéavislé testy
méfici metabolickou aktivitu nebo integritu membran, protoZze Zivotaschopnost odvozena
pouze z cytotoxicity LDH ptedpoklada pfimou inverzni zavislost, ktera nemusi vzdy platit

ve sloZitych biologickych systémech.
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ZAVER

Hlavnim cilem diplomové prace bylo porovnat stabiliza¢ni ucinek vybranych druhi
mikroorganismi. Jako stabilizujici ¢astice byly zvoleny kvasinky Saccharomyces cerevisiae
a bakterie rodu Lactobacillus, konkrétné L. rhamnosus 963A, L. casei 422, L. plantarum
181, L. fermentum 154 a L. casei subsp. casei 198. Emulze byly smichany v poméru olejové
a vodné faze 20/80 a 50/50, pricemz jako olejova faze byl pouzit MCT olej a jako vodna
taze 10% disperze vybranych mikroorganismi. Soucasné byla tato prace zamétfena na

studium vlivu zZivotaschopnosti bunék na vlastnosti emulzi.

Jako nejucinngjsi stabilizator byla vybrdna bakterie Lactobacillus rhamnosus 963A,
jejiz emulze prokéazala nejvyssi kinetickou stabilitu s nejvys$im indexem krémovani. U
pili, coz naznacuje snazsi tvorbu kapek pifi emulgaci. Struktura emulze byla homogenni,
emulzni kapky mély stejnou velikost a podil volnych bunék v kontinudlni fazi byl nizky.
Rozdily byly pozorovany ve velikosti emulznich kapek, pficemz pomér 50/50 vykazoval
vys$i velikost nez pomér 20/80, ale tyto velikosti byly stdle povazovany za jedny
znejmensich ze vSech zvolenych stabilizator. Navzdory rozdilim v zivotaschopnosti
bunék a poméru fazi byly u vSech emulzi zaznamenany nejvyssi absolutni hodnoty zeta-

potencialu znacici dobrou koloidni stabilitu emulznich kapek.

Emulze stabilizované Saccharomyces cerevisiae byly v nékterych ptipadech schopny
vytvaret relativné stabilni emulzni systémy s vysokymi hodnotami indexu krémovéani,
zejména v aktivni form¢ a pti poméru fazi 50/50, prestoze ma tento kmen velmi hydrofilni
povrch a nizky zeta-potencidl. Velikost emulznich kapek byla vyssi pii poméru 50/50 nez

pti poméru 20/80. Podobné chovani bylo pozorovéano u bakterie Lactobacillus casei 422.

Velmi Spatny stabiliza¢ni ucinek prokézaly bakterie Lactobacillus plantarum 181,
Lactobacillus fermentum 154 a Lactobacillus casei casei 198, kde bud’ emulgace neprobéhla
vibec nebo nastala separace fazi, a to druhy den po piipravé. Tyto bakterie byly
vyhodnoceny jako nejméné ucinné stabilizatory Pickeringovych emulzi, zejména ve forme

inaktivovanych bun¢k.

U emulzi s zivymi a nezivymi formami bun€k Lactobacillus rhamnosus 963A a
Saccharomyces cerevisiae byl proveden test adheze, ktery se pouziva k posouzeni
schopnosti bakterii pfilnout k povrchu. Kolonizace Staphylococcus epidermidis na 3D

modelu lidské ktize byla isp€sna ve vSech testovanych podminkach. Z naméfenych hodnot
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je zfejmé, ze emulze s aktivnimi bunéénymi formami Lactobacillus rhamnosus 963A a
Saccharomyces cerevisiae vykazuji mirné niz§i mnozstvi kolonizujicich bakterii S.
epidermidis. Jinymi slovy, Pickeringovy emulze s aktivnimi formami bunék pfispivaji
k inhibici rGstu prospésné bakterie S. epidermidis, jejiz premnozeni mize vést k dysbidze
ktze. Naopak inaktivované formy zvolenych mikroorganismii nenarusuji rdst pfirozené

kozni mikroflory.

V ptipad¢ cytotoxicity a zivotaschopnosti modelu lidské kiize zddna z testovanych
emulzi neptekrocila kritickou hranici stanovenou na 50 % pro cytotoxicky ucinek. Vysledky
testu LDH ukazuji, ze k nejvyS$simi cytotoxickému tcinku doslo ve skupiné s inaktivovanou
formou Saccharomyces cerevisiae, ale stale ziistaval pod limitem. Podobny trend byl
potvrzen i pii testu zivotaschopnosti, kdy byla v této skupin€ zaznamenana nejnizsi hodnota.
Naopak emulze s Lactobacillus rhamnosus 963A (zivé a nezivé) dosahly vyssich hodnot
zivotaschopnosti a niz§i miry uvoliovani LDH, coz svéd¢i o jejich lepsi sndSenlivosti

s pokoZkou.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

O/V  olej ve vode

UV  ultrafialové (zafeni)

AMP antimikrobialni peptidy

MRSA meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus
FFA  volné mastné kyseliny

AHR aryl-hydrokarbonovy receptor

PRR receptory pro rozpoznavani patogeni
TLR toll-like receptor

IFN-I interferon typu I

HSV virus herpes simplex

MIC minimalni inhibi¢ni koncentrace

MTI methylisothiazolinon

IPBC jodopropynylbutylkarbamat

AD  atopicka dermatitida

TLR-2 toll-like receptor 2

NOD nukleotid-vazebna oligomeriza¢ni doména
PEG polyethylenglykol

FMT transplantace fekalni mikrobioty

TNF-a tumor nekrotizujici faktor alfa

TGF-B transformujici ristovy faktor beta

IL-10 interleukin 10

UVB ultrafialové zatfeni typu B

MCT triglyceridy se stfedn€ dlouhym fetézcem
PBS fosfatovy pufrovany roztok soli

MRS kultivaéni médium De Man, Rogosa a Sharpe
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HDF lidské kozni fibroblasty

LDH laktat dehydrogenasy

CFU jednotky tvorici kolonie
NAD-+ nikotinamidadenindinukleotid
NADH redukované forma NAD+
PDI  index polydisperzity

Cl index krémovani
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