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ABSTRAKT

Tato bakalarska prace se zabyva identifikaci probiotickych mikroorganismti v kosmetickych
pfipravcich pomoci polymerazové rfetézové reakce (PCR). Cilem této prace bylo potvrdit
pritomnost bakterialni DNA v kosmetickych vyrobcich obsahujicich probiotické
mikroorganismy.

Teoreticka Cast prace se zaméfuje na tlohu probiotickych mikroorganismt pii udrzovani
zdravi pokozky a na jejich ucCinky na lidsky organismus. Rovnéz jsou zduiraznény rdzné
metody identifikace probiotik se zaméfenim na molekularné genetické pristupy. V
experimentalni Casti prace byly testovany dva kosmetické vyrobky s deklarovanou
pfitomnosti probiotickych mikroorganismu. Pro extrakci DNA z vyrobka byly pouzity dvé
metody: fenolova extrakce a metoda pomoci komercniho kitu. Déle byla provedena
amplifikace specifické oblasti genu 16S rRNA pomoci PCR. Produkty PCR byly podrobeny
elektroforéze na agardésovém gelu a byly vizualizovany pomoci ultrafialového svétla. VSechny
kosmetické produkty prokazaly pfitomnost domény Bacteria a rodu Lactobacillus. Druhoveé
specificka PCR navic potvrdila ptfitomnost deklarovanych probiotickych druhti Lactobacillus
pentosus a Lactobacillus bulgaricus ve vyrobcich.

ABSTRACT

This bachelor thesis deals with the identification of probiotic microorganisms in cosmetic
products by polymerase chain reaction (PCR). The aim of this work was to confirm the
presence of bacterial DNA in cosmetic products containing probiotic microorganisms.

The theoretical part of the thesis focuses on the role of probiotic microorganisms in
maintaining skin health and their effects on the human body. Different methods for the
identification of probiotics are also highlighted with a focus on molecular genetic approaches.
In the experimental part of the work, two cosmetic products with declared presence of
probiotic microorganisms were tested. Two methods were used to extract DNA from the
products: phenol extraction and commercial kit method. Furthermore, amplification of a
specific region of the 16S rRNA gene was performed by PCR. The PCR products were
subjected to agarose gel electrophoresis and visualized by ultraviolet light. All cosmetic
products showed the presence of the Bacteria domain and the genus Lactobacillus. In
addition, species-specific PCR confirmed the presence of the declared probiotic species
Lactobacillus pentosus and Lactobacillus bulgaricus in the products.
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probiotika, kosmetické vyrobky, Bacteria, Lactobacillus, PCR, izolace DNA
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1 UVOD

V poslednich desetiletich se spotieba pfirodnich a ekologickych produkti stala dulezitou
soucasti zdravého zivotniho stylu. Tento trend ovlivnil i kosmeticky pramysl, kde stale vice
spotiebiteld vénuje pozornost slozeni vyrobki a dava prednost tém, které obsahuji ptirodni a
bezpecné slozky.

Probiotika, zivé mikroorganismy, jsou jednou z klicovych slozek pfirodnich
kosmetickych vyrobkd. Maji schopnost obnovovat a udrzovat rovnovahu mikrobiomu
pokozky, coz pozitivné ovliviluje jeji zdravi a vzhled. Aby vSak mohly byt probiotické
mikroorganismy v kosmetickych pfipravcich ucinné vyuzivany, musi byt jejich pfitomnost
presné identifikovana. V praxi se ke zkoumani pfitomnosti probiotickych mikroorganismi v
kosmetickych pfipravcich bézné€ pouzivaji molekularné biologické metody zalozené na
analyze bakteridlni DNA. Z téchto metod je nejbéznéjsi, nejjednodussi a nejrychlejsi
polymerazova ftetézova reakce (PCR). Identifikace probiotik v kosmetickych vyrobcich
pomoci PCR umoziuje nejen zjistit a potvrdit pfitomnost probiotickych mikroorganisma, ale
také identifikovat jejich konkrétni druhy a kmeny. To umoziuje vyrobcim sledovat kvalitu a
ucinnost probiotickych vyrobka a spotiebitelim poskytuje spolehlivé informace o obsahu
jejich oblibenych kosmetickych vyrobku.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Probiotické organismy

V literatufe je mozno nalézt vice nez jednu definici probiotik. Modernéj§i a komplexnéjsi
definici vSak poskytuje Fric: , probiotika jsou nepatogenni mikroorganismy, vétSinou lidského
puvodu, které poskytuji hostiteli zdravotni pfinos a umoziiuji pfedchazet nebo zlepSovat
nekteré nemoci, pokud jsou podavany v piiméreném mnozstvi“ [1]. Prvni zdokumentovanou
studii o probiotikach provedl Mechnikov a jeho kolegové, kteti se zabyvali mikroflorou dolni
Casti stfeva a priznivymi ucinky fermentovanych mlécnych vyrobkt na lidské zdravi a
dlouhovékost. Od té doby byly provedeny rozsahlé studie o pfiznivych ucincich probiotik u
lidi a jejich vztahu k prevenci a 1é¢beé onemocnéni souvisejicich se stfevnim traktem, jako jsou
infekéni prijmy a prijmy z antibiotik, drazdivy tracnik atd [2].

Poptavka po potravinach obsahujicich probiotika v soucasné dobé masivné roste diky
neustalému hromadéni védeckych dikazi, které poukazuji na jejich potencialni zdravotni
pfinos [3].

Nejnovejsi védecky a klinicky vyzkum potvrzuje, Ze stfevni mikrobiom ovliviiuje
vzdalené organy, jako je kiize, prostfednictvim komplexnich mechanismu, vCetné osy stievo-
kaze. Pouziti prebiotik, probiotik a symbiotik v péci o pokozku vykazuje slibné vysledky v
prevenci a léCbé raznych zanétlivych koznich onemocnéni, jako je akné a atopicka
dermatitida. S pfichodem novych vyrobki na trh v§ak vyzkumné tymy provadéji dalsi studie,
aby zjistily jejich u€innost, mechanismy ucinku, bezpecnost a indikace k pouziti [4].

2.1.1 Druhy probiotickych organismu

Nejcastéjsimi typy mikroorganismud, pouzivanymi jako probiotika, jsou bakterie mlécného
kvaseni a bifidobakterie, 1 kdyz se pouzivaji i jiné bakterie a nékteré kvasinky. Je tfeba
poznamenat, ze biologické ucinky probiotik zavisi na kmeni a Ze uspéch nebo neuspéch
jednoho kmene nelze extrapolovat na jiny kmen [5].

e Rod Lactobacillus

Laktobacily jsou distribuovany v raznych ekologickych vyklencich v gastrointestinalnim a
genitalnim traktu a tvoii dilezitou soucast mikroflory u lidi. Jsou charakterizovany jako
grampozitivni, nesporujici, nemagelované tyCinky nebo kokobacily. Jsou bud’ mikroaerofilni
nebo anaerobni a pfisné fermentacni. V soucasné dobé€ bylo identifikovano pouze 56 druha
rodu Lactobacillus ze 106 popsanych. Z nich se jako probiotika pouzivaji nasledujici druhy:
L. acidophilus, L. bulgaricus, L. casei, L. plantarum, Lactobacillus brevis atd. Nejvice
studovanym pro pouziti ve straveé je Lactobacillus acidophilus, ktery je jednim z hlavnich
druht bakterii mlééného kvasSeni kolonizujicich stieva zvifat a lidi [6] [7] [8].

e Rod Bifidobacterium

Bifidobakterie patfi mezi prvni mikroorganismy, které kolonizuji stfevo novorozence a poté
se rychle stavaji dominantni flérou. Bifidobakterie jsou klasifikovany jako grampozitivni,
nesporujici, nehybné a katalazove negativni obligatni anaerobni bakterie. Jsou pleomorfni s
tvary vcetné kratkych, zaktivenych tyci. V soucasné dobé bylo identifikovano a studovano 30
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druht bifidobakterii, z nichz 8 ma probiotické vlastnosti a pouZzivaji se jako probiotika:
Bifidobacterium adolescentis, B. bifidum, B. animalis, Bifidobacterium thermophilum,
Bifidobacterium breve, B. longum, Bifidobacterium infantis a Bifidobacterium lactis.
Bifidobakterie produkuji kyselinu octovou a mlécnou bez tvorby CO», s vyjimkou degradace
glukonatu [6] [7].

2.1.2 Vliv probiotik na lidské zdravi

Stale vice se uznava, ze podavani nebo konzumace probiotik upravuje stfevni mikrofloru
hostitele. Tim se zajisti zdravotni pfinosy pro lidské zdravi, jsou dobrou prevenci a lécbou
fady infek¢énich onemocnéni a stfevnich poruch. Navic zdravotni pfinos probiotickych
mikroorganismd zavisi na kmeni. Zadny jednotlivy kmen neposkytuje viechny nabizené
vyhody, dokonce ani kmeny stejného druhu nejsou ucinné proti nékterym onemocnénim.

Stievni mikrobiota a sliznice gastrointestinalniho traktu (GIT) dobife interaguje s
probiotickymi mikroorganismy. Probiotické bakterie zabrariuji kolonizaci patogennim
bakteriim. Adheruji na stfevni sténu, ¢imz vytvareji konkurenci pro adhezivni mista a ziviny.
Produkuji také inhibicni latky (kyselinu mlécnou atd.), které Cini prostiedi nevhodné pro rist
a mnozeni patogenu.

Studie ukazaly, ze probiotické bakterie maji perspektivu pii 1écb€ zanétlivych
onemocnéni traviciho traktu. Probiotika byla testovana pfi zmirfiovani pfiznakti Crohnovy
choroby, syndromu drazdivého tracniku, prajmu a dalSich [9] [10] [11].

2.1.3 Jaky ucinek ma kosmeticky pripravek s probiotiky

V posledni dobé se vénuje velka pozornost lokalni aplikaci probiotik. Vychazi z pfedpokladu,
ze aplikace probiotik pfimo na kizi ma pozitivni vliv na jeji lokalni mikrobiom — soubor
mikroorganismi (plisni, roztocl, bakterii), které ziji na povrchu klze a interaguji s
epidermalnimi burikami. Studie ukazuji, Ze mohou zabranit rastu Skodlivych bakterii
prostfednictvim kompetitivniho vylouceni, produkce chemickych latek, jako jsou bakteriociny
(biokonzervacni latky), organické kyseliny a peroxid vodiku, dale stimuluji sekreci mucinu,
coz vede ke zlepSeni bariérové funkce, stimuluji uvoliiovani defensini (peptidii imunitniho
systému) z hostitelskych bun€k, produkuji rastové latky (vitaminy) a konkurence o Ziviny.
[12] Kromé toho nelze probiotika podceniovat pii 1écbé koznich onemocnéni, jako je atopicka
dermatitida, akné, rizovka, psoriaza atd. Muzou 1éCit kozni onemocnéni produkci urcitych
analogu cytokind, které inhibuji rist patogennich bakterii [13].

2.2 Prebiotika

Lidska vyziva je hlavnim zdrojem energie pro rast mikroorganismu. Slozeni a funkci stfevni
mikroflory siln€ ovliviiuji nestravitelné sacharidy tzv. prebiotika, které hostitel nemuze stravit
v tenkém streveé a které prechazeji do tlustého stfeva. Rozkladem téchto nestravenych latek
mistni stfevni flora fermentuje a ziskava z toho energii k preziti. NejCastéji pouzivanymi
prebiotiky jsou fruktooligosacharidy, galaktooligosacharidy a transgalaktooligosacharidy.
Najdeme je v dietnich potravinach, vCetné pSenice, Cervené fepy, cibule, rajcat, chiestu, medu,
kravského mléka, banana, hrachu atd. SoucCasné uzivani probiotik a prebiotik ma navic
vynikajici vliv na lidské zdravi, protoze zlepsuje prezivani probiotickych mikroorganismi v
travicim traktu. A pro kombinaci synergicky pusobicich probiotik a prebiotik byl zaveden
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pojem , synbiotikum*. | Synbiotikum* znamena synergicky, proto by se tato definice méla
pouzivat pro vyrobky, v nichz prebioticka slozka selektivné zvyhodiuje probioticky
mikroorganismus [14] [15].

2.3 Postbiotika

Také slozeni stfevni mikrobioty je ovlivnéno jejim metabolickym a funkénim fenotypem. V
souladu s tim se metabolické hladiny slozek mikrobioty u jednotlivych osob 1i§i. Navic pfi
pfijimani probiotik, prebiotik nebo synbiotik do lidského téla jsou jejich pozitivni ucinky na
organismus Clovéka zalozeny na konecné produkci slozek, jako jsou mastné kyseliny s
kratkym fetézcem, funkCni proteiny, mikrobialni frakce, vylucované polysacharidy,
extracelularni polysacharidy, bunécné lyzaty, kyselina teichoova. To podnitilo podrobnéjsi
studium fermentace potravin a vznik nového terminu postbiotika. Postbiotika jsou vSechny
latky, které vznikaji metabolickou Cinnosti mikroorganismu a ve spojeni se slozkami potravin
mohou mit vliv na podporu =zdravi. Podle existyjicich tdaji maji postbiotika
imunomodulacni uCinky, protizanétlivé, antioxidacni a protinadorové vlastnosti [16] [17].

24 Kuze

Kuze je nejveétsim lidskym organem, jeji plocha odpovida téméf 2 metrim CtvereCnim a vazi
az 10 kg. Slouzi jako ochranna bariéra proti vn&jSimu prostfedi a zaroven udrzuje vnitini
homeostazu, poskytuje zakladni funkce, jako je snimani a imunologicka ochrana. Ktze také
poskytuje fyzickou ochranu pied zranénim a pomaha pii kontrole télesné teploty a naseho
vnimani okolniho prostiedi prostfednictvim smyslovych nervii. V souladu s tim je kuze
komplexnim organem obsahujicim vice tkanovych vrstev a rizné typy bunék, vcetné
melanocyti, endotelovych buné€k, keratinocytt, fibroblastli a imunitnich bun€k spojenych s
kGzi. Obsahuje také vysokou hustotu extracelularni matrice (ECM), ktera prispiva k jeji
pevnosti v tahu a pruznosti [18].

2.4.1 Vrstvy kaze

Kuze se sklada ze tii vrstev: epidermis a dermis, které lezi na tukové vrstvé zvané hypodermis
(podkozni tukova tkan). VSechny tfi se vyrazné lis§i svou anatomii a funkci. Epidermis i
dermis se zase skladaji z podvrstev.
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Obrazek 1: Schéma jednotlivych vrstev kiize (prevzato z [19])
e Epidermis

Epidermis (pokozka) je vrchni vrstva kize, ktera se sklada z mnoha vrstev dlazdicového
epitelu. Spodni vrstvy epitelu obsahuji zivé bunky, které se neustile déli a vytlacuji staré
bunky na povrch kiize. Vrstvy také obsahuji barvivo melanin, které chrani organy pod kizi
ptred skodlivymi ucinky ultrafialového zatfeni. Povrchové kozni buiiky pigmentuji a odumiraji,
¢imz se vytvafi tenka vrstva rohoviny. Rohovina se sklada z keratinu, diky némuz je kize
odolngjsi vuci mechanickym a chemickym vlivim, coz zlepsuje jeji ochranné vlastnosti [20].

e Dermis

Dermis (Skara) je vrstva kize ulozena pod epidermem, ktera se sklada z elastického
vaziva. Tato vrstva obsahuje mnoho krevnich, lymfatickych cév a taky nervovych vlaken.

Cévy tvori slozitou sit, ktera je zasobarnou krve a hraje dalezitou roli v termoregulaci
organismu. Kromé& toho dermis obsahuje fibroblasty — butiky, které syntetizuji kolagen a
elastin, dulezité bilkoviny, zajistujici pruznost a pevnost kize.

V dermisu se nachazeji také potni zlazy. Vypadaji jako svinuté kulicky, z nichz pory na
povrchu kiize vychazi trubicovity vyvod. Pory jsou vSude na povrchu kiize a jejich produkt se
nazyva pot. Odparovanim potu z povrchu kize se kiize ochlazuje.

V pokozce se nachazeji také mazové zlazy, které produkuji kozni maz. Ten se dostava na
povrch pokozky prostfednictvim chloupkti a chrani pokozku pred podrazdénim a ztratou
vlhkosti [20].
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e Hypodermis

Hypodermis (podkozi) je tieti vrstva kize, ktera se sklada z tukovych bunék a pojivové
tkané. Nachazi se pfimo mezi Skarou a svaly, kostmi nebo jinymi vnitinimi organy. Jednou z
hlavnich funkci podkozi je energeticka rezerva. Tukové buiiky v této vrstvé uchovavaji
energii ve forme tuku. Kdyz t€lo potiebuje energii, tuk se rozklada a uvoliiuje energii, kterou
1ze vyuzit.

Kromé toho podkozi obsahuje cévy a nervy, které pomahaji regulovat télesnou teplotu a
citlivost ktize. Hypodermis také hraje dulezitou roli v mechanické obrané téla, stejné jako pri
hojeni ran a regulaci cyklu rastu vlasa [21].

2.4.2 Mikroflora kuze

Kiuze je ekosystém sloZzeny z rGznych stanovist s mnozstvim zahybl, invaginaci a
specializovanych vyklenkd, které podporuji Sirokou skalu mikroorganismt. Hlavni tlohou
kize je slouzit jako fyzicka bariéra, ktera chrani naSe té€lo pfed moznym utokem cizich
organismu nebo toxickych latek. Klize je také rozhranim s vnéjSim prostiedim a jako takova
je kolonizovana rtiznorodou sbirkou mikroorganismit — vcetné bakterii, hub, vira a roztocu.
Mnoho z téchto mikroorganismu je neskodnych a v nékterych pripadech poskytuji zivotné
dilezité funkce, bez kterych by se lidsky genom nevyvinul. Symbiotické mikroorganismy
zaujimaji Sirokou skalu koznich vyklenkd a chrani pfed invazi patogennimi nebo Skodlivymi
organismy. PoruSeni rovnovahy mezi hostitelem a mikroorganismem muze vést ke koznim
onemocnénim nebo infekcim [22].

Rozmanitost a relativni hojnost mikrobialnich komunit téla se 1isi jak u jednotlivcen, tak
ve fyziologii koznich mist, ktera byla rozdélena do ¢ty hlavnich mikroprostfedi kiize: mastna,
vlhka, sucha a kize chodidla. Mazovym mistim, jako je oblicej a trup, dominovaly druhy
roda Cutibacterium a Staphylococcus, zatimco vlhkym oblastem, jako jsou zahyby lokti a
kolen, dominovaly druhy Corynebacterium a Staphylococcus [23].
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Obrazek 2: Schéma histologie kiiZe v priirezu s mikroorganismy a kozZnimi pridavky (prevzato z [22])
2.4.3 Onemocnéni kuze

Kozni mikrobiom ziskal v poslednich letech vyznamnou pozornost v dermatologii, koznich
problémech a jeho propojeni a vlivu na imunitni systém. Mnoho koznich stavi je spojeno s
nerovnovahou v mikrobiomu kiaze. Stale vice studii ukazalo obohacené patogeny a
mikrobiotu, které jsou spojeny s koznimi stavy, z nichz nékteré jsou ziejmé a jiné
prekvapivejsi. Je vSak obtizné urCit, zda zménény mikrobiom kize je pfiCinou nebo
disledkem kozni poruchy [24].

Tabulka 1: Kozni mikrobiota spojena s deviti béznymi kozZnimi chorobami. (prevzato z [24])

Nemoc Pridruzena kozni mikrobiota Dalsi poznamky
Akné vulgaris Zvlastni kmeny C. acnes Podavané probiotické bakterie
mohou hrat ochrannou roli.
Atopicka Snizena bakteridlni rozmanitost. ZvySena | Virus Herpes simplex a virus
Dermatitida hojnost S. aureus. Coxsackie mohou infikovat
AD * kizi
Psoriaza Vys$si mnozstvi Lécba proti psoriaze vede k
Staphylococcus a Streptococcus. mikrobialnim zménam kiize.
Hidradenitis Saccharomyces Anaerobni druhy v lézich.
suppurativa cerevisiae(kvasinky), Prevotella,
a Porphyromonas (bacterie)
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Pokracovani tabulky 1: ...

Razovka Demodex folliculorum(roztoCi) C. acnes se snizi a Snodgrassella
alvi se zvyS§i. Geobacillus a Gordonia.
Lupy a Malassezia spp. (kvasinky) Potencialni bakterialni nerovnovaha.
seboroicka
dermatitida
Alopecia Omezené udaje. Mozna Potencialni role cytomegaloviru a /
areata nerovnovaha C. acnes/ S. nebo hub Alternaria.
epidermidis.
Rakovina Merkel bell ZvySeni nékterych kment S. aureus v
kuze Polyomavirus, Fusobacterium, kombinaci se snizenim koznich
a Trueperella, S. aureus. komenzalu.
Hojeni S. aureus a bakterie tvorici biofilm | Laktobacily a fermentované produkty
mohou byt prospé$né.

Rosacea, akné a atopicka dermatitida (AD) jsou nejcastéj§imi koznimi onemocnénimi.

Rosacea je chronické kozni onemocnéni, které postihuje pfedevsim oblicej lidi stfedniho
a star§iho véku. I kdyz patologicka rosacea je stile neznama, jeji vyvoj pravdépodobné
souvisi s pritomnosti n€kterych mikroorganismu, jako je Helicobacter pylori, S. epidermidis
(B-hemolyticka) a roztoce Demodex. Studie o pouziti probiotik a / nebo prebiotik k 1écbé
razovky jsou stale omezené.

Akné je bézné kozni onemocnéni, které postihuje predevsim dospivajici. Faktory, které
mohou zpusobit akné wvulgaris, jsou hyperkeratinizace, obstrukce mazovych folikula
vyplyvajici z abnormélni keratinizace infundibularniho epitelu, stimulace sekrece mazovych
zlaz androgeny a mikrobialni kolonizace pilosebacedznich jednotek P. acnes.

Atopicka dermatitida je nejCastéjSim chronickym nebo opakujicim se zanétlivym
onemocnénim kuze, které Casto predchazi astmatu a alergickym onemocnénim. AD je bézna u
déti a Casto se vyskytuje v dospivani nebo dospélosti. Dysfunkce kozni bariéry a nevyvazeny
imunitni systém jsou dvé z nékolika pficin téchto koznich onemocnéni [25].

2.5 Kosmetologie a kosmetika

Kosmetologie je obor, ktery se zamétuje na estetickou péci o télo a prislusné procedury.
Pojem kosmetika se pouziva k popisu vlastnosti krasy a také oznacCuje vyrobky nebo
materialy, které slouzi k zlepSeni vzhledu. V souladu se zakonem o potravinach, 1é¢ivech a
kosmetice (FDC) se kosmetika definuje jako vyrobky urcené k aplikaci na t€lo nebo jeho Casti
za UCelem Cisténi, zkrasleni, zvySeni atraktivity nebo zmény vzhledu. Kosmetika mize byt
také soucasti jinych kosmetickych vyrobku, s vyjimkou mydla [26] .

K dispozici je nepretrzita fada produkti pro lokalni pouziti, od dekorativnich az po
léCebné. Kosmetické vyrobky lze rozdelit do nékolika kategorii podle jejich ucelu.
Dekorativni kosmetika je urCena ke zlepSeni vzhledu zakrytim nedokonalosti a zvyraznénim
prednosti. Vyrobky pro péci o plet’ jsou, naproti tomu, urceny k dosazeni jemné a pruzné pleti

14




a k jeji ochrané pred negativnimi vlivy prostredi, jako je slunce, chlad, vitr a dalsi faktory
[27].

2.5.1 Historie vyuzivani probiotik v kosmetologii

Historie vyuzivani probiotik v kosmetologii sahd az do pocatku 20. stoleti, kdy Ilya
Mechnikov ptedstavil koncept probiotik a jejich potencidlniho piinosu pro lidské zdravi. V
soucasné dobé je pramysl probiotik globalné hodnocen na miliardy dolari s ofekavanym
rocnim rustem 7 %. S nardstajicim mnozstvim studii zamétenych na probiotika a mikrobialni
spoleCenstvi traviciho systému se také zvazuje jejich mozné vyuziti v produktech osobni péce,
jako jsou pletové vody, krémy a zubni pasty. V oblasti pée o plet se jiz dlouhodobé
zkoumaji moznosti vyuziti probiotik k posileni funkce a krasy pokozky, a védci se zabyvaji
otazkou, zda by probiotika mohla byt u¢inna pii 1écbé nékterych koznich onemocnéni.
Predpoklada se, Zze trend zaClefiovani probiotik do vyrobkiu osobni hygieny bude nadale
pokraCovat a rozsifovat se [28].

2.5.2 Aplikace probiotickych produktu na kuze

Vétsina probiotik je obsazena v potravinach nebo dopliicich stravy a je zaméfena na
fungovani ve stfevé. Nestfevnich aplikaci probiotik je malo; hlavné pokud jde o urogenitalni
trakt. Probioticky princip vSak bude pravdépodobné pouzitelny pro jakékoli prostiedi, kde
existuje normalni mikrobiota. Kiize ma také normalni mikrobiotu, i kdyz méné slozitou nez
sttevni kvuli drsnému prostredi, které lidska kize poskytuje. Tato normalni mikrobiota kiize
se pravdépodobné podili na kompetitivnim vyloucCeni patogend, coz je funkce, ktera by mohla
byt vylepSena pouzitim probiotik [29].

Ackoli probiotika jsou Siroce studovany, mechanismy jejiho ptsobeni pii prevenci nebo
1écbe bakterialnich infekci na jinych Castech téla, jako je kize, zensky urogenitalni trakt a
dychaci cesty, se stale studuji. Postuluje se vSak, ze mohou existovat mechanismy podobné
mechanismim stfevniho epitelu. Je dokazano, ze probiotika mohou zlepsit lidské zdravi pii
peroralnim uzivani a lokalnim uzivani.

Mozné mechanismy pusobeni probiotik na kizi, zensky urogenitalni trakt a dychaci cesty
pfi lokalni aplikaci:

e Konkuren¢ni vylouceni skodlivych mikroorganismui

e Vyroba chemickych latek (organické kyseliny, bakteriociny, peroxid vodiku atd.)
k potlaceni Skodlivych MO

e Inhibice adheze MO

e Podpora sekrece mucint (pro zlepSeni bariérové funkce a vylouceni MO)

e Stimulace uvoliiovani defenzint z hostitelskych bun¢k

e Produkce rastovych substrata (vitamint) pro jiné bakterie

e Konkurence o ziviny [25].

2.6 Metody identifikace probiotickych organismu

Béhem poslednich desetileti se zvySily moznosti mikrobiologické diagnostiky. Existuje cela
fada identifikacnich metod, které jsou rozliSeny podle diskrimina¢nich schopnosti,
reprodukovatelnosti a pracnosti. Stale Castéji se pouzivaji metody umoziujici v kratkém Case
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izolovat a identifikovat mikroorganismy a ziskat konecné vysledky testi. Tyto metody se
vyznacuji vysokou reprodukovatelnosti, presnosti a cenovou dostupnosti [30] [31].

2.6.1 Fenotypové metody

V prumyslové nebo aplikované mikrobiologii se k identifikaci bakterii mlécného kvaSeni v
potravinach stale hojné pouzivaji fenotypové metody. Tyto metody zahrnuji morfologickou a
fyziologickou charakterizaci, modely fermentace sacharidi a profilovani proteini. Jsou
oblibené predev§im proto, ze vétSina testd nevyzaduje specialni vybaveni a identifikacni
databazi. Pfesny taxonomicky zaklad téchto databazi vsak neni vzdy znam nebo dobfe
zdokumentovan. Fenotypové metody vSak maji také sva omezeni. Tyto testy umoziiuji
rozlieni pouze na urovni rodu, protoze maji pomerné Spatnou reprodukovatelnost a nizké
taxonomickeé rozliSeni [31].

2.6.1.1 Morfologické metody

Ve vétsin€ pfipadua je prvnim znakem pouzivanym k identifikaci a charakterizaci bakterie jeji
bunécna morfologie. Morfologickd metoda zahrnuje pozorovani tvaru, velikosti, zbarveni a
dalsich fyzikalnich vlastnosti bakterialnich bunék. Tato metoda muze rychle pomoci urcit typ
bakterii pritomnych ve vzorcich. Pomoci mikroskopu 1ze napftiklad urcit tvar bakterii, jejich
pohyb a pritomnost specifickych struktur, jako jsou spory a kapsule. K rozliSeni bakterii
mlécného kvaseni se nejCastéji pouzivaji metody barveni podle Grama, barveni endospor a
enkapsulace. Tyto metody umoziuji rozdélit bakterie na grampozitivni a gramnegativni
organismy na zaklad¢ jejich reakce na barviva pouzita pii barveni [32].

2.6.1.2 Biochemické a fyziologické metody

Identifikace mikroorganismt pomoci fyziologickych a biochemickych testi zahrnuje udaje o
rastu organismu za raznych podminek, jako je teplota, hodnoty pH, koncentrace soli,
atmosférické podminky (aerobni/anaerobni), a také udaje o ptitomnosti nebo aktivité raznych
enzymu, metabolismu sloucenin atd. Napriklad test katalyzy oxidace glukozy muze urcit, zda
je bakterie schopna vyuzivat glukézu jako zdroj energie [33].

2.6.2 Molekularné diagnostické metody

Molekularné diagnostické techniky rozsifily moznosti mikrobiologie a zvySsily pocet znamych
mikrobialnich druhti. Genetické metody identifikace bakterii se zacaly pouzivat v roce 1985 s
vynalezem polymerazové fetézové reakce (PCR). Od té doby bylo vyvinuto a zkonstruovano
mnoho metod zalozenych na rtiznych principech, jako je sekvenovani DNA, sekvenovani 16S
rRNA a hybridizace [34].

Vétsina metod molekularni identifikace bakterii je zalozena na riznych variantach
analyzy DNA zahrnujici amplifikaci nebo sekvenovani. Tyto metody mohou byt jednoduché,
napiiklad PCR, PCR v realném case a RAPD-PCR, nebo slozitéjsi, napiiklad analyza
restrikénich fragmentu, cilené sekvenovani gent a celého genomu a hmotnostni spektrometrie
[34].

Pro kontrolu kvality probiotik je nutné spolehlivé identifikovat jejich druhy a kmeny. K
tomuto ucelu se pouzivaji rychlé metody zalozené na PCR, které zkoumaji misto
intergenového spaceru 16S-23S rRNA a vytvareji rodové a druhové specifické primery. Tyto
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metody umoziuji nejen identifikaci schvalenych kment, ale také popis novych kment.
Sekvenovani genu 16S rRNA je vSak povazovano za zlaty standard a je Siroce pouzivano k
ziskani uziteénych taxonomickych informaci na uGrovni druhti. Umoziuje piesnéjsi
identifikaci bakterialniho druhu a kmene, coz je dulezité pro zajiSténi bezpecnosti a G¢innosti
probiotik [35].

2.6.2.1 Metoda PCR

PCR je v laboratofich hojné pouzivana metoda, ktera dokaze vytvofit n€kolik kopii (miliony
nebo miliardy!) urcitého kusu DNA. K vytvoteni kopii pro analyzu béznymi laboratornimi
metodami je zapotiebi pouze malé mnozstvi puvodni DNA, diky tomu je PCR citlivym
testem. PCR vyzaduje templatovou DNA, primery, nukleotidy a DNA polymerazu [36].

Klicovy enzym, ktery vytvaii nova vlakna DNA s vyuzitim stavajicich vlaken jako
matrice se nazyva DNA polymeraza. Pii PCR se obvykle pouziva Taq polymeraza izolovana
z termostabilni bakterie Thermus aquaticus [36].

Nukleotidy se skladaji ze Ctyf bazi — adenin, thymin, cytosin a guanin (A, T, C, G), které
se nachazeji v DNA. Jsou to stavebni kameny, z nichz polymerdza DNA vytvaii konecny
produkt PCR. V reakci primery urcuji piesny produkt DNA, ktery ma byt amplifikovan [36].

Pro kazdou reakci PCR se pouzivaji dva primery, které¢ hybridizuji s opacnymi vlakny
DNA: jeden se nachazi vlevo (5') od cilové sekvence a druhy vpravo (3'). Primery jsou
sekvence, které se vazou na matricova vlakna DNA piesné na okrajich kopirované oblasti.
Kdyz se primery navazou na matrici, vytvoii komplementarni pary s bazemi DNA [37].

DNA templat, ktery
se musi amplifikovat

Primery se vazou
na DNA templat

!

Taq polvmeraza
qu I!lllllllllllllll-;

prodluzuje primery

CTTTTTTTTTTTI T T I T T T

Obrazek 3: schéma uspordadani DNA a primerii (upraveno dle [38])

Proces PCR se sklada ze tii hlavnich kroku:
1. Denaturace

Je oddéleni dvou vlaken DNA, které se ziska zvySenim teploty. V této prvni fazi reakce se
teplota zvys$i na 94 — 96 °C, coz se nazyva denaturacni teplota. Pti této teploté se vodikové
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vazby mezi nukleotidy rozpadnou a dvoufetézcovda DNA se rozdéli na jednotlivé
jednotetézcové fragmenty.

2. Hybridizace

Druhym krokem v procesu PCR je hybridizace, ktera probiha pfi teploté obvykle mezi 50 a 65
°C. Pfi snizeni teploty se obnovi vodikové vazby, coz umozni primerim navazat se na své
komplementarni sekvence na jednofetézcovém vlakné DNA.

3. Elongace

Ve tretim kroku probiha syntéza komplementarniho fetézce pii teploté 72 °C. Taq polymeraza
se navaze na jednofetézcovou DNA a zahaji replikaci pomoci deoxyribonukleosidtrifosfati v
reak¢ni smési. Vysledkem je, ze Taq polymeraza prodluzuje primery a syntetizuje nova
vlakna DNA [39].

Kazdy cyklus zdvojnasobi mnozstvi DNA pritomné v pfedchozim cyklu. Tento cyklus se
ve standardni reakci PCR opakuje 25 az 35krat a obvykle trva 2 az 4 hodiny v zévislosti na
délce kopirovaného useku DNA [34].

— -
nukleotid o ¥ — - S
i . . 3 5
vodikova vazba - T S -
= 5 I3
5 E— - (1] o~
s — O Denaturace © Hybridizace © Elongace (2] (2]
~ (84 -96°C) (50 — 65°C) (12°C) o 4
3" I 5 ~ —
" DNA primer ¥ ——— ~ e —
l 3 5 ¥
DINA templat : ’ -
S
l‘l\n.,”.‘

Obrazek 4: schematické zndzornéni PCR reakce (upraveno dle [40])

Cilem PCR je obvykle ziskat dostatecné mnozstvi cilového fragmentu DNA pro naslednou
analyzu nebo vyzkum. DNA ziskanou pomoci PCR lze naptiklad sekvenovat, vizualizovat
pomoci gelové elektroforézy nebo klonovat do plazmidu pro dalsi experimenty [34].

2.6.2.2 Metoda PCR v redlném case

Nastup PCR v realném cCase prinesl vyznamné zmény do oblasti méfeni genové exprese. Tato
metoda umoziuje soucasnou amplifikaci a kvantifikaci mnozstvi DNA v kazdém reakénim
cyklu. Ke stanoveni mnozstvi DNA se pouziva fluorescencni substrat, ktery se vaze na DNA
v reak¢ni smési. Tento substrat ma schopnost emitovat svétlo, kdyz je excitovan urcitou
vlnovou délkou svétla, coz umoziuje zaznamenat uroven fluorescence v kazdém reakcnim
cyklu. Mnozstvi vychoziho templatu lze urcit podle trovné fluorescence substratu, ktery
odrazi mnozstvi pfitomné DNA. Signal se zesiluje podle poctu kopii DNA ve vzorku [41].
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PCR v realném case pouziva rizné fluorescencni markery, jako jsou SYBR Green,
TagMan sondy a Molecular Beacon sondy. Metoda SYBR green pouziva fluorescencni
substrat, ktery se vaze na dvoutetézcovou DNA v nespecifickém poradi, a v kazdém cyklu se
mefi svétlo. U metody TagMan sonda se vaze na cilovou sekvenci DNA a je hydrolyzovana
enzymem, ktery uvoliluje fluorescencni signal. Tyto sondy jsou stejné presné jako jiné
pouzivané v metodé PCR, ale jsou specifi¢téjsi, protoze méii pouze specifickou sekvenci
DNA [42]. Prestoze ptesnost vysledkid pfi pouziti SYBR greenu muize byt niz§i nez u jinych
metod, diky své univerzalnosti a relativné nizkym nakladim je nejbézné€js§i metodou
kvantifikace v PCR v realném case [43].

PCR v realném Case si ziskala Sirokou oblibu diky své rychlosti, presnosti, spolehlivosti a
snizené pravdépodobnosti kontaminace vzork(. Hlavni nevyhodou této metody je vSak
potteba drahého vybaveni a reagencii [41] [43].

2.6.3 Detekce DNA pomoci elektroforézy

Gelova elektroforéza v agardésovém nebo polyakrylamidovém gelu je nejbéznéjsi metodou
vizualizace amplikont ziskanych PCR [37]. Tato metoda se Siroce pouziva v biochemii,
molekularni biologii, genetice a klinické chemii k separaci smiSenych populaci makromolekul
a k posouzeni uspésnosti reakci PCR. Elektroforéza v agarésovém gelu je nejucinnéjsi pro
oddeéleni fragmenti DNA mezi 100 bp a 25 kbp [44]. Fragmenty DNA mensi nez 100 bp jsou
ucinngji oddéleny elektroforézou v polyakrylamidovém gelu. Agarosa je izolovana z
motskych fas a tvori sit’ svazki, jejichz velikost port urcuje molekularni pfenosové vlastnosti
gelu. Na rozdil od agarosovych gelti se matrice polyakrylamidového gelu tvofi chemickou
reakci s volnymi radikaly. Takové polyakrylamidové gely maji obvykle vy§si koncentraci a
lepsi rozliSeni [45].

Metoda elektroforézy spociva v tom, ze se DNA vlozi do jamek naplnénych agarosovym
gelem, zalije se roztokem pufru a pfipoji se elektricky proud. Protoze fosfatova skupina
molekuly DNA je zaporné nabitd, budou molekuly v elektrickém poli migrovat smérem ke
kladn€ nabité anod€. Jednim z modelG pohybu DNA v gelu je ,offsetové odpuzovani®, pfi
némz se predni okraj molekuly pohybuje dopfedu a tahne se sebou svij zbytek. Rychlost
migrace molekuly DNA zavisi na velikosti molekuly, koncentraci agarosy, konformaci
molekuly, napéti, pfitomnosti ethidium bromidu, typu agaroésy a pufru. Jakmile je DNA
oddélena, lze ji vizualizovat pod ultrafialovym svétlem [45].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Materialy

Pro experimentalni ¢ast byly pouzity kosmetické produkty, které byly zakoupené v komerc¢ni
siti

3.1.1 Pouzité probiotické kosmetické vyrobky

RYOR

Kosmeticky vyrobek . —
Krém proti zarudnuti a rozSitenym zilkdm s probiotiky

Charakteristika: y &

Vysoce ucinny krém na bazi tekutych krystald s vyraznym zklidiujicim ‘]

ucinkem, ktery je vhodny pro vSechny typy podrazdéné pokozky. Pusobi proti

zarudnuti, plet’ hydratuje, zklidiiuje a vytvafi na pokozce ochranou bariéru. Obrdzek 5:

Obsahuje kombinaci slozek, vEetn& extraktu z dubu korkového a mofskych fas, VYrobek Ryor
probiotické kultury Lactobacillus pentosus a komplexu vitaminu A, C a E.

SlozZeni:

Voda, avokadovy olej, triglycerid kyseliny kapronové, cetearylolivat, sorbitanolivat,
hydrogenovany polyisobuten, glycerin, cetearylalkohol, cetylpalmitat, sorbitanpalmitat,
sorbitanoleat, Lactobacillus fermentaCni lyzat, kaproylprolinat sodny, oleylerukat, olej z
kokosovniku ofechoplodého, extrakt z kofenu dubu korkového, extrakt z moftskych fas,
tokoferol acetat, jojobovy olej, pentylenglykol, lacitin, alkohol, askorbylpalmitat, tokoferol,
retinol, polysorbat 20, fenoxyethanol, methylparaben, ethylparaben, propylparaben,
butylparaben, parfém, alfa-isomethylionon, benzylsalicylat, butylfenylmethylpropional,
citronellol, geraniol, hexylcinnamal, linalol.

Vyrobce:
Ryor, a.s., Pod Spiritkou 4, 150 00 Praha 5, Czech Republic
YOGHURT OF BULGARIA

Kosmeticky vyrobek

Probioticky krém na oblice;j W -

cooTE

Charakteristika: e

L Aéofre A
Kombinuje lehkou a jemnou strukturu s mimotradné u¢innymi
pfisadami pro boj proti starnuti pokozky. Obsahuje
hydrolyzovany (syrovatkovy) protein z jogurtu a organicky Obrdzek 6: Vyrobek
bulharsky razovy olej. Obsahuje jogurtovou kulturu Yoghurt of Bulgaria

Lactobacillus bulgaricus.
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SlozZeni:

Voda, glycerin, cyklopentasiloxan, glyceryl stearat-citrat, cetearyl alkohol, glycerylstearat,
maslo z maslovniku afrického, makadamovy olej, dikaprylyl karbonat, cetearylethylhexanoat,
ethylhexylmethoxycinamat, fermentani filtrat Lactobacillus bulgaricus, stearova kyselina,
fenoxyethanol, kaprylylglykol, kopolymer hydroxyethyl akrylatu a akryloyldimethyltauratu
sodného, kreatin, benyofenon-3, hydrolyzovany protein z jogurtu, parfém,
methyllisothiazolinon, BHT, citronellol, alfa-isomethyl ionone, geraniol, hydroxycitronelal,
butylfenylmethylpropional, linalol.

Vyrobce:
BIO FRESH LTD 36, Polk. Sava Moutkourov St., Plovdiv, Bulharsko

3.1.2 Chemikalie
e Ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA) (Serva, Heidelberg, SNR)
e Tris-baze (Tris-hydroxymethyl-aminomethan) (Amaresco, Solon, USA)
e Hydroxid sodny (Pliva-Lachema, Brno, CR)
e Lysozym (Serva, Heidelberg, SNR)
e Dodecylsulfat sodny (SDS) (Sigma, St. Louis, USA)
e Proteinaza K (100 pg/ml vody) (Sigma, Saint-Louis, USA)
e Fenol (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, USA)
e (CIZ (chloroform-izoamylalkohol v pomére 24:1) (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, USA)
e Octan sodny (Erba Lachema, Brno, CR)
e Ethanol (Penta, Chrudim, CR)
e Destilovana voda (FCH VUT, Brno, CR)
e DLB pufr (Bacterial DNA Kit, OMNI International, USA)
e BB pufr (Bacterial DNA Kit, OMNI International, USA)
e (CBH pufr (Bacterial DNA Kit, OMNI International, USA)
e DW pufr (Bacterial DNA Kit, OMNI International, USA)
e EB pufr (Bacterial DNA Kit, OMNI International, USA)
e Protedza (Bacterial DNA Kit, OMNI International, USA)
e Agaroza FastGene (Nippon Genetics Europe, Duren,Némecko)
e Kyselina borita (Penta, Chrudim, CR)
e Kyselina chlorovodikovéa (Lachema, Brno, CR)
e LD Green EliDNA (Elisabeth Pharmacon, Bmo, CR)
e PS Green EliDNA (Elisabeth Pharmacon, Brno, CR)
e DNA standart FastGene (Nippon Genetics Europe, Duren, Nemecko)
e Nanaseci pufr Yellow load (Top-Bio, Praha, CR)

3.1.3 Roztoky
e 1 M Tris -HCI

121,1 g Tris- HCI bylo rozpusténo v 800 ml destilované vody. Hodnota pH byla upravena
na 7,8. Roztok byl doplnén na objem 1 000 ml a sterilovany 20 min. pfi teplote 121 °C.
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e 0,5MEDTA

186,1 g EDTA bylo rozpusténo v 800 ml destilované vody. Hodnota pH byla upravena na
8,0. Roztok byl doplnén na objem 1 000 ml a sterilovany 20 min. pii teploté 121 °C.

e 20 % SDS

20 g pevného SDS bylo za stalého michani rozpusténo v 80 ml destilované vody a roztok
byl zahrat na teplotu 68 °C. Hodnota pH byla upravena na 7,0 koncentrovanou HCI a
objem doplnén na 100 ml destilovanou vodou.

e Lyzacni roztok A

Bylo smichano 0,5 ml 1 M EDTA (pH 8,0) a 10 mM Tris-HCI (pH 7,8) a objem doplnén
na 100 ml destilovanou vodou.

e Lyzacni roztok B

Bylo smichano 0,5 ml 1 M EDTA (pH 8,0), 10 mM Tris-HCI (pH 7,8) a lysozymu tak,
aby vysledna koncentrace lysozymu v roztoku byla 3 mg/ml.

e  Octan sodny (3 M)

40,81 g trihydratu octanu sodného bylo rozpusténo v 80 ml destilované vody a hodnota
pH byla upravena na 5,2. Roztok byl nasledné doplnén na objem 100 ml a sterilovany 20
min. pii 121 °C.

e TE pufr

Bylo smichéno 0,2 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) a 1 ml IM Tris-HCI (pH 7,8) a objem
doplnén na 100 ml destilovanou vodou.

e 0,5 TBE pufr

V objemu 600 ml destilované vody bylo rozpusténo 54 g Tris-baze a 27,5 g kyseliny
borité. Nasledné bylo pfidano 20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) a roztok doplnén na objem
1000 ml. Pfed pouzitim byl roztok 10x zfedén

3.1.4 Komponenty pro PCR

e PCR Ultra voda (Top-Bio, Praha, CR)

e gPCR 2x SYTO-9 Master-mix (reakéni pufr kompletni 10x koncentrovany, Taq
DNA-polymerasa, smés dNTP) (Top-Bio, Praha, CR)

e Primery specifické pro doménu Bacteria (F_eub, R_eub) (10 pmol/ul) (Generi
Biotech, Hradec Kraloveé, CR)

e Primery specifické pro rod Lactobacillus (F_allact, R_allact) (10 pmol/ul) (Generi
Biotech, Hradec Kraloveé, CR)

e Primery specifické pro druh Lactobacillus pentosus (F_pent, R_pent) (10 pmol/ul)
(Generi Biotech, Hradec Kralové, CR)

e Primery specifické pro druh Lactobacillus delbrueckii ssp. Bulgaricus (F_delb,
R_delb) (10 pmol/ul) (Generi Biotech, Hradec Kralové, CR)
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3.1.6

Matrice DNA

Pristroje a pomucky
Centrifuga miniSpin (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

DNA/RNA UV-Dekontamina¢ni box (UVC/T-AR)

Eppendorfovy zkumavky (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

Exsikator typ N 86 KN.18 (KNF Neuberger Labport, Freiburg, SRN)
Laboratorni vahy OHAUS CS 200 (Ohaus, New Jersey, USA)
Mikropipety Discovery HTL (PZ, VarSava, Polsko)

Mikrovlnna trouba PROLINE SM117

Minilnkubator Labnet (Labnet international Inc., New Jersey, USA)
Nanodrop 2000c UV-VIS spectrophotometer (Thermo Scientific, USA)
Omni DNA Mini kolony (Bacterial DNA Kit, OMNI International, USA)
PCR box EuroClone (LAF Technologies, Australie)

Sbérné zkumavky (2 ml) (Omni Bacterial DNA Purification Kit)
Thermo-Shaker TS-100C (BioSan, Riga, Latvia)

Transilluminator Azure biosystems C200 (Dublin, Irsko)

Zartizeni pro elektroforézu (OWL Buffer PufferTM, Loughborough, UK)
Zdroj elektrického napéti pro elektroforézu Enduro 300 V (Labnet International,
Woodbridge, USA)

Laboratorni sklo a pomucky

DNA pouzita pro pozitivni kontrolu

Pro pozitivni kontrolu byla pouzita bakteridlni DNA Lactobacillus plantarum, ktera byla
poskytnuta panem Mgr. Janem Smetanou, Ph.D. DNA byla izolovana metodou fenolové

extrakce a zfedéna na koncentraci 10 ng-ul™!.

3.2 Metody
Pouzité metody byly provedeny na zakladé protokolu pani docentky Aleny Spanové a pana
docenta Bohuslava Ritticha [46].

3.21

Priprava hrubych lyzata bakterialnich bunék z vyrobku

Priprava hrubych lyzati byla provedena dvéma zptsoby:

1.

Navazka 1 g kosmetického produktu byla smichana s 3 ml destilované vody a byla
diikladné promichana. Vzorky byly centrifugovany pii 14 000 ot-min~! po dobu 5 min.
Pak byla opatrné odstranéna lipidova vrstva, sediment byl promyt 3 ml destilované

vody a opét byl centrifugovan za stejnych podminek. Promyti se opakovalo 5x.
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3.2.2

3.2.3

Navazka 1 g kosmetického produktu byla smichana s 3 ml destilované vody a byla
diikladné promichana. Vzorky byly centrifugovany pii 14 000 ot-min™ po dobu 5 min.
Pak byla opatrné odstranéna lipidova vrstva, sediment byl slit a ke vzorku bylo
ptidano 500 pl TE pufru.

Do dvou 1,5 ml mikrozkumavek bylo napipetovano 0,5 ml vzorku krému a ptidano
Iml lyza¢niho roztoku B.

Vzorky byly inkubovéany 1 hodinu pfi laboratorni teploté.

Dale bylo napipetovano ke smési 25 ul 20 % SDS a 5 pl proteinasy K (0,1 mg-ml™!).
Vzorky byly inkubovény do piistiho dne pfi teploté 55 °C.

Izolace DNA fenolovou extrakei

K 500 ul lyzatu bun€k byl pfidan stejny objem fenolu. Smés byla kyvavym pohybem
promichana po dobu 4 minut a nasledné byla centrifugovana pfi 15 000 ot-min™' 5
minut.

Do disté zkumavky byla odebrana vodni faze s DNA a byla doplnéna TE pufrem na
objem 500 pl.

Do vzorki bylo pfidano 700 pl roztoku CIZ (chloroform:isoamylalkohol, 24:1) a smés
byla opét kyvavym pohybem promichana po dobu 4 minut.

Nasledn& byla smés centrifugovana 5 minut pfi 15 000 ot-min~'. Poté byla odebrana

vodni faze s DNA do cisté Eppendorfovy zkumavky.

Srazeni DNA etanolem
Ke vzorkim DNA bylo napipetovano 20 ul 3M octanu sodného a roztok byl

promichan.

Poté byl pfidan 1 ml 96 % etanolu vychlazeného na -20 °C a smés byla opét
promichana a ponechéana k vysrazeni 30 minut pii -20 °C.

Po inkubaci vzorky byly zcentrifugovany 15 minut pii 14 500 ot-min”!, pak byl
opatrn¢ slit supernatant.

Sediment byl vysusen v exsikatoru po dobu 10 — 15 minut.

Nasledné byly vzorky rozpustény v 50 ul TE pufru.

Takto pripravena DNA byla uchovavana pii teploté 4 °C.

Izolace DNA z hrubych lyzati bunék pomoci Omni Bacterial DNA Purification

kitu
K 0,5 ml vzorku krému bylo pfidano 1 ml lyza¢niho roztoku B.

Vzorky byly ponechany 10 minut pii 37 °C.
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3.2.5

Nasledné bylo pfidano 25 pl roztoku protazy a 100 ul DLB pufru.

Smési byly promichéany a inkubovany na termobloku 1 hodinu pfi teploté 55 °C.
Vzorky byly centrifugovany 2 minuty pii 10 000 ot-min .

Do nové sterilni 1,5 ml Eppendorfovy zkumavky byl odpipetovan supernatant tak, aby
se nenarusil pelet.

K tomuto supernatantu bylo ptfidano 220 ul BB pufru, smés byla promichana a
ponechéana inkubovat 10 min pii 65 °C.

Ke vzorkiim bylo ptfidano 220 pl ethanolu a zkumavky byly dikladné promichany.
Omni DNA Mini kolonka byla vlozena do 2 ml sbémé zkumavky a vzorky byly
prepipetovany na kolonku, vCetné srazenin.

Kolonky byly centrifugovany 1 minutu pfi 10 000 ot-min™.

Nasledné byl odstranén supernatant a bylo napipetovano na kolonku 500 ul CBH
pufru.

Vzorky byly zase centrifugovany 1 minutu pii 10 000 ot-min .

Byl odstranén supernatant a napipetovano na kolonku 700 pul DW pufru.

Vzorky byly centrifugovany 1 minutu pfi 10 000 ot-min™.

Byl odstranén supernatant a kolonky byly opét centrifugovany 2 min pii 10 000
ot-min ",

Kolonka byla vlozena do nové sterilni Eppendorfovy zkumavky a na ni bylo
napipetovano 100 ul EB pufru predehratého na 65 °C.

Vzorky byly inkubovany po dobu 10 minut pii laboratorni teplot€¢ a nasledné

centrifugovany 1 minutu pti 10 000 ot-min™"'.

Stanoveni koncentrace a Cistoty DNA spektrofotometricky

Na spektrofotometrickém zafizeni Nanodrop 2000 byla urCena koncentrace a Cistota vzorkt

DNA izolovanych z probiotickych bakterii. Pro nastaveni spektrofotometru byl nejprve

prométen blanc v podobé TE pufru. Poté byly prométreny vzorky DNA (vzorek byl nanasen o
objemu 2 pl). Po uzavieni prostoru byla zméfena absorbance v rozsahu vinovych délek 220 —

330 nm. Koncentrace byla stanovena z hodnoty absorbance pii 260 nm a ¢istota z poméru
A260/A280.

3.2.6

Provedeni PCR

Pfed provedenim polymerazové fetézové reakce byly vsechny jeji komponenty
rozmrazeny a centrifugovany.

V tabulce (Tabulka 2) jsou uvedeny sekvence primerd pouzivanych pro jednotlivé
reakce, vCetné primert specifickych pro bakterialni doménu Bacteria, rod
Lactobacillus a druhové specifickou PCR.
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Tabulka 2: Pouzité primery pro doménu Bacteria, rod Lactobacillus a druhové specifické PCR

(prevzato z [45], [46])

Primery Sekvence primeru (5" —3") Velikost produkti PCR
[bp]
Doména Bacteria [47]
F_eub TCC TAC GGG AGGCAGCAGT 466
R_eub GGA CTA CCA GGG TAT CTA ATCCTGTT
Rod Lactobacillus [47]
F_all lact TGG ATG CCT TGG CAC TAG GA 90
R_all lact AAA TCT CCG GAT CAA AGC TTA CTT AT
Druh Lactobacillus pentosus [48]
F_pent TCC TAC GGG AGGCAGCAGT 718
R_ pent GGA CTA CCA GGG TAT CTA ATCCTGTT
Druh Lactobacillus delbrueckii [47]
F _delb CACTTG TAC GTT GAA AACTGA ATA TCT TAA 94
R_delb CGAACTCTCTCGGTCGCTTT

e Smés pro PCR byla namichéna ve sterilnim PCR boxu. Bylo pfipraveno o celkovém
objemu 25 pl smési pro PCR s DNA matrici vSech zkoumanych mikroorganisma.
Komponenty byly pfidavany v poradi uvedenych v tabulkach (Tabulka 3, Tabulka 4,
Tabulka 5). Jako pozitivni kontrola byla do reakéni smési pfidana DNA z matricovych
kultur uvedenych v podkapitole 3.1.6, a jako negativni kontrola byla pouzita PCR

voda.

Tabulka 3: Smés pro konvencni PCR pro doménu Bacteria a rod Lactobacillus

Poradi Komponenta Objem [pl]
1 voda pro PCR 18,0
2 SYTO-9 gPCR 2x Master Mix 4,0
3 Primer 1 (10 pmol/ul) 1,0
4 Primer 2 (10 pmol/ul) 1,0
5 matrice DNA 1,0
celkem 25,0

Tabulka 4: Smés pro konvencni druhové specifickou PCR (druhy Lactobacillus pentosus a
Lactobacillus delbruecki ssp. Bulgaricus)

Poradi | Komponenta Objem [ul]
L. pentosus L. delbrueckii ssp.
bulgaricus
1 voda pro PCR 16,0 17,0
2 SYTO-9 gPCR 2x Master 4,0 4,0
Mix

3 Primer 1 (10 pmol/ul) 1,0 1,0
4 Primer 2 (10 pmol/ul) 1,0 1,0
5 matrice DNA 3,0 2,0

celkem 25,0 25,0
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Tabulka 5: Smés pro PCR v redlném case dle doporuceni vyrobce Master Mix

Poradi Komponenta Objem

[m1]

1 oda pro PCR 9,5
2 gPCR 2x SYTO-9 Master Mix 12,5

3 Primer 1 (10 pmol/ul) 1,0

4 Primer 2 (10 pmol/ul) 1,0

5 matrice DNA 1,0
celkem 25,0

3.2.7 Amplifika¢ni programy pro DNA
e Byla provedena amplifikace izolované DNA.
e Optimalizované teplotni programy vSech vzorki byly zvoleny v zavislosti na
pouzitych primerech, viz tabulka (Tabulka 6).
e Amplifikaéni kiivky byly analyzovany programem RotorGene 6000 Series Software.

Tabulka 6: 1eplotni programy

Prodlouzena Denaturace Hybridizace | Syntéza novych | Dosyntetizovani
denaturace DNA primert fetézci DNA DNA
DNA
Doména Bacteria
95 °C/5 min 95°C/30s |  55°CAB0s | 72°C/1min 72 °C/5 min
30 cyklu
Rod Lactobacillus
95 °C/5 min 94°C/30s | 58°C/30s | 72°C/1 min 72 °C/5 min
30 cykla
Druh Lactobacillus pentosus
94 °C/5 min 94°C/Imin | 568°C/Imin | 72°C/2min 72 °C/10 min
40 cyklua
Druh Lactobacillus delbrueckii
95 °C/5 min 94°C/Imin | 58°C/Imin | 72°C/1 min 72 °C/10 min
35 cyklu

3.2.8 Detekce produktiu PCR agarésovou gelovou elektroforézou

e Byl pfipraven 1,6 % agarosovy gel (rozpousténi 3,2 g agarosy v 200 ml 0,5 x TBE
pufru) v Erlenmeyerové batice. Déle byla suspenze rozvarena v mikrovlnné troubé.

e Po vychladnuti na teplotu kolem 60 °C kni bylo pfidano fluorescencni barvivo
GoldView (1 pl barviva/100 ml). Suspenze byla po promichani opatrné nalita do
elektroforézni vanicky, do které byl nasledn€ vlozen hiebinek.

e Gel byl ponechan ke ztuhnuti cca 1 hodinu a do komirek vzniklych po vyjmuti
hiebinku byly napipetovany produkty PCR smichané se 6 x koncentrovanym
nanaSecim pufrem Yeallow load.

e Do kazdé komurky bylo napipetovano 18 ul vzorku PCR produktu a do jedné
komurky byl pipetovan DNA standard (100 bp) o objemu 5 ul (dle doporuceni
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vyrobce). A také do dalSich komurek byly naneseny vzorky s pozitivni 1 negativni
kontrolou o objemu 18 pl.

Po vlozeni do elektroforetické vany byl gel prelit 0,5 x TBE pufrem cca 0,5 cm nad
vysku gelu.

Elektroforéza probihala 2 hodiny pfi konstantnim napéti 70 V. Po skonceni
elektroforézy byl gel pfesunut do UV transiluminatoru TVR- 3121 a byl vyhodnocen
pii vinové délce 305 nm.
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4 VYSLEDKY

4.1 1Izolace DNA

Hrubé lyzaty bun€k byly pfipraveny z vyrobki Ryor a Yoghurt of Bulgaria ve dvou
opakovanich. DNA z téchto vzorkt byla izolovana dvéma metodami — fenolovou extrakci
podle postupu 3.2.2 a také pomoci kitu Omni Bacterial DNA Purification dle 3.2.4. Poté byly
vzorky pfesrazeny ethanolem v souladu s postupem 3.2.3.

4.2 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace a Cistoty DNA

Ke stanoveni koncentrace a Cistoty izolované DNA byl pouzit spektrofotometr NanoDrop
2000 podle kapitoly 3.2.5. Pro méteni koncentrace nukleové kyseliny (NA) ve vzorcich byla
méfena absorbance v rozsahu vinovych délek 230 — 280 nm. Cistota extrahované DNA byla
stanovena na zakladé pomért absorbanci pfi vinovych délkach 230, 260 a 280 nm. Vysledky
meéfeni vzorkd z kosmetického vyrobku Ryor jsou uvedeny v tabulce (Tabulka 7) a vysledky
meéfeni vzorkl z kosmetického vyrobku Yoghurt of Bulgaria jsou uvedeny v tabulce (Tabulka
8).

Tabulka 7: Spektrofotometrické stanoveni NK izolovanych z kosmetického vyrobku Ryor

Vzorek Metoda | Koncentrace A260 A280 A260280 |  A260/230
izolace NK (ng/ul)

1 fenolova 20,9 0,418 | 0,273 1,53 1,58
2 extrakce 11,6 0,232 | 0,148 1,56 1,13
1 komercni 0,9 0,017 | 0,030 0,59 0,04
2 kit 0,4 0,009 | 0,021 0,42 0,01

Tabulka 8: Spektrofotometrické stanoveni NK izolovanych z kosmetického vyrobku Yoghurt of

Bulgaria
Vzorek | Metoda | Koncentrace | A260 A2s0 Az602 | A260/230
izolace NK (ng/pl) 80
1 fenolova 17,6 0,351 0,218 1,61 1,14
2 extrakce 15,0 0,299 0,194 1,55 0,87
1 komer¢ni 0,6 0,011 0,022 0,51 0,01
2 kit 0,2 0,005 0,014 0,35 0

4.3 Prukaz pritomnosti DNA domény Bacteria pomoci PCR

K ovéfeni pritomnosti domény Bacteria ve vzorcich produkti Ryor a Yoghurt of Bulgaria
byla provedena polymerazova fetézova reakce podle postupu 3.2.6. V praci byly pouzity
specifické primery pro doménu Bacteria (F_eub, R_eub), kde velikost jejich produktu je
podle literatury 466 bp. Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA izolovand z kmene
Lactobacillus plantarum CCM 7039. Vysledky detekce PCR produkti pomoci elektroforézy
v agarosovém gelu jsou uvedeny v tabulce (Tabulka 9) a zndzornény na obrazku (Obrazek 7).
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Obrazek 7: Gelova agarosova elektroforéza po PCR na doménu Bacteria

Tabulka 9: Schéma detekce PCR produktii pro doménu Bacteria (466 bp) k obrazku 7, amplifikovina

DNA z vyrobkii Ryor a Jogurt of Bulgaria

Béh ¢. DNA Detekce
1 DNA standart (100 bp) -
2
3 Ryor — izolovana fenolovou extrakci, vzorek 1 +++
4 Ryor — izolovana fenolovou extrakci, vzorek 2 ++
5 Ryor — izolovana komer¢nim kitem, vzorek 3 ++
6 Ryor — izolovana komer¢nim kitem, vzorek 4 ++
7
8 pozitivni kontrola +++
9 negativni kontrola -
10
11 J. of Bulgaria — izolovana fenolovou extrakci, ++
vzorek 1

12 J. of Bulgaria — izolovana fenolovou extrakci, ++
vzorek 2

13 J. of Bulgaria — izolovana komer¢nim kitem, ++
vzorek 3

14 J. of Bulgaria — izolovana komer¢nim kitem, ++
vzorek 4

(PCR produkt: - nedetekovan, + slabé, ++ stfedni, +++ silné intenzity)

Po amplifikaci izolované DNA byly detekovany produkty PCR znacné intenzity. Siln&jsi
intenzitu vykazoval prvni vzorek z krému Ryor izolovany fenolovou extrakci. V obou
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vyrobcich byla prokazana pfitomnost bakteridlni DNA. Pozitivni kontrola potvrdila spravnou
funkénost PCR reakce. Negativni kontrola neprokazala zadnou amplifikaci.

4.4 Prukaz pritomnosti DNA rodu Lactobacillus pomoci PCR

K ovéfeni pfitomnosti rodu Lactobacillus ve vzorcich byla provedena PCR podle postupu
3.2.7. Pomoci specifickych primerd rod Lactobacillus (F_allact, R_allact), s ocekavanou
velikosti produktu 92 bp dle literatury, byla zji§téna pfitomnost bakteridlni DNA v obou
vzorcich. Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA izolovand z kmene Lactobacillus
plantarum CCM 7039. Vysledky detekce PCR produkti pomoci elektroforézy v agarosovém
gelu jsou uvedeny v tabulce (Tabulka 10) a znazornény na obrazku (Obrazek 8).

Obrazek 8: Gelova agarosova elektroforéza po PCR na rod Lactobacillus

Tabulka 10: Schéma detekce PCR produktii pro rod Lactobacillus (92 bp) k obrdzku 8, amplifikovana
DNA z vyrobkii Ryor a Jogurt of Bulgaria

Béh ¢. DNA Detekce

1 DNA standart (100 bp) -

2

3 Ryor — izolovana fenolovou extrakei, vzorek 1 ++

4 Ryor — izolovana fenolovou extrakei, vzorek 2 ++

5 Ryor — izolovana komerc¢nim kitem, vzorek 3 ++

6 Ryor — izolovana komer¢nim kitem, vzorek 4 ++

7

8 pozitivni kontrola ++
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Pokracovani tabulky 10: ...

9 negativni kontrola -
10

11 J. of Bulgaria — izolovana fenolovou extrakci, vzorek 1 ++
12 J. of Bulgaria — izolovana fenolovou extrakci, vzorek 2 ++
13 J. of Bulgaria — izolovana komerénim kitem, vzorek 3 ++
14 J. of Bulgaria — izolovana komerénim kitem, vzorek 4 ++

(PCR produkt: - nedetekovan, + slabé, ++ stfedni, +++ silné intenzity)

Produkty PCR byly detekovany stfedné intenzity. V obou wvyrobcich byla prokazana
ptitomnost DNA rodu Lactobacillus. Pozitivni kontrola potvrdila spravnou funkcénost PCR
reakce. Negativni kontrola neprokazala zadnou amplifikaci.

4.5 Prukaz pritomnosti bakterialni DNA druhu Lactobacillus pentosus a
Lactobacillus delbrueckii pomoci PCR

K ovéfeni pfitomnosti druhti L. pentosus a L. delbrueckii ve vzorcich produkti Ryor a
Yoghurt of Bulgaria byla provedena polymerazova fetézova reakce (PCR) podle postupu
3.2.7. V praci byly pouzity specifické primery pro druh L. pentosus (F_pent a R_pent), kde
velikost jejich produktu je podle literatury 218 bp a pro druh L. delbrueckii (F_delb a R_delb)
s velikosti produktu podle literatury 94 bp. Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA
izolovana z kmene Lactobacillus plantarum CCM 7039. Vysledky detekce PCR produktd
pomoci elektroforézy v agar6zovém gelu jsou uvedeny v tabulce (Tabulka 11) a zndzornény
na obrazku (Obrazek 9).

466 bp=—=- "0

Obrazek 9: Gelova agarosova elektroforéza po PCR pro druhy Lactobacillus pentosus a Lactobacillus
delbrueckii
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Tabulka 11: Schéma detekce PCR produktii specifickych pro druhy Lactobacillus pentosus (218 bp) a
Lactobacillus delbrueckii (94 bp) k obrazku 9, amplifikovana DNA z vyrobkii Ryor a Jogurt of

Bulgaria
Béh ¢. DNA Detekce

1 DNA standart (100 bp) -
2

3 Ryor — izolovana fenolovou extrakci, vzorek 1 +
4 Ryor — izolovana fenolovou extrakci, vzorek 2 +
5 Ryor — izolovana komer¢nim kitem, vzorek 3 +
6 Ryor — izolovana komerénim kitem, vzorek 4 +
7

8 pozitivni kontrola +
9 negativni kontrola -
10

11 DNA standart (100 bp) -
12 J. of Bulgaria — izolovana fenolovou extrakci, +

vzorek 1
13 J. of Bulgaria — izolovana fenolovou extrakci, +
vzorek 2
14 | J. of Bulgaria — izolovana komer¢nim kitem, vzorek +
3
15 | J. of Bulgaria — izolovana komer¢nim kitem, vzorek +
4

16

17 pozitivni kontrola +
18 negativni kontrola -

(PCR produkt: - nedetekovan, + slabé, ++ stfedni, +++ silné intenzity)

Produkty PCR byly detekovany slabé intenzity. V obou vyrobcich byla prokézana pritomnost
PCR produkti specifickych pro druh Lactobacillus pentosus a druh Lactobacillus delbrueckii.
Také pozitivni kontrola potvrdila spravnou funkénost PCR reakce. Negativni kontrola
neprokazala zadnou amplifikaci.

4.6 Prukaz pritomnosti bakterialni DNA domény Bacteria pomoci PCR v
realném case

Také byla provedena reakce PCR v redlném Case pro doménu Bacteria. Reakce byla

provedena s pouzitim primertd F_eub a R_eub. Smés pro PCR v realném cCase byla ptipravena

podle tabulky (Tabulka 5). Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA L. plantarum CCM

70309.

Na obrazku (Obrazek 10) jsou zobrazeny kiivky amplifikace, které ukazuji prabeh reakce
gPCR pro rizné vzorky. VSechny vzorky vykazuji podobnou amplifika¢ni schopnost, coz je
znazornéno podobnymi trendy a rychlostmi amplifikace.
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Obrazek 10: Krivky amplifikace produktii pro doménu Bacteria

Na obrazku (Obrazek 11) je zobrazena detekce PCR produktl z vzorkli vybranych

kosmetickych vyrobkt, které byly izolovany fenol-chloroformovou metodou a pomoci
komercniho kitu. VSechny vzorky prokazaly vysokou intenzitu detekce PCR produkta.

Obrazek 11: Gelova agarosova elektroforéza po RT — PCR pro doménu Bacteria
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Tabulka 12: Schéma detekce produktii PCR pro doména Bacteria (466 bp) k obrazku 11,
amplifikovana DNA z vyrobkii Ryor a Jogurt of Bulgaria

Béh ¢. DNA Detekce
1 DNA standart (100 bp) -
2
3 Ryor — izolovana fenolovou extrakci, vzorek 1 ++
4 Ryor — izolovana fenolovou extrakci, vzorek 2 ++
5 Ryor — izolovana komer¢nim kitem, vzorek 3 ++
6 Ryor — izolovana komer¢nim kitem, vzorek 4 ++
7
8 pozitivni kontrola ++
9 negativni kontrola -
10
11 J. of Bulgaria — izolovana fenolovou extrakci, ++
vzorek 1

12 J. of Bulgaria — izolovana fenolovou extrakci, ++
vzorek 2

13 J. of Bulgaria — izolovana komer¢nim kitem, ++
vzorek 3

14 J. of Bulgaria — izolovana komer¢nim kitem, ++
vzorek 4

(PCR produkt: - nedetekovan, + slabé, ++ stfedni, +++ silné intenzity)

4.7 Prukaz pritomnosti bakterialni DNA rodu Lactobacillus pomoci PCR v
realném case

Také byla provedena reakce PCR v realném c&ase pro rod Lactobacillus. Reakce byla

provedena s pouzitim primert F_allact a R_allact. Smés pro PCR v realném cCase byla

pfipravena podle tabulky (Tabulka 5). Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA L. plantarum

CCM 7039.

Na obrazku (Obrazek 11) jsou zobrazeny amplifikaéni kfivky, které ukazuji, jak se vyviji
gPCR reakce pro jednotlivé vzorky. Vsechny vzorky projevuji podobnou schopnost
amplifikace, coz je znazornéno podobnymi trendy a rychlostmi amplifikace.
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Obrazek 12: Krivky amplifikace produktii pro rod Lactobacillus

Na obrazku (Obrazek 13) je znazornéna detekce PCR produkti z vybranych vzorka
kosmetickych vyrobkl, které byly izolovany bud fenol-chloroformovou metodou, nebo

pomoci komeréniho kitu. Vétsina vzorka vykazovala stfedni intenzitu detekce PCR produkta.
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Obrazek 13: Gelovd agarosova elektroforéza po RT — PCR pro rod Lactobacillus

Tabulka 13: Schéma detekce PCR produktii pro rod Lactobacillus (92 bp) k obrdzku 13,
amplifikovana DNA z vyrobkit Ryor a Joghurt of Bulgaria

Béh ¢. DNA Detekce
1 DNA standart (100 bp) -
2
3 Ryor — izolovana fenolovou extrakci, vzorek 1 ++
4 Ryor — izolovana fenolovou extrakci, vzorek 2 ++
5 Ryor — izolovana komer¢nim kitem, vzorek 3 ++
6 Ryor — izolovana komer¢nim kitem, vzorek 4 +
7
8 pozitivni kontrola ++
9 negativni kontrola -
10
11 J. of Bulgaria — izolovana fenolovou extrakci, ++
vzorek 1

12 J. of Bulgaria — izolovana fenolovou extrakci, ++
vzorek 2

13 J. of Bulgaria — izolovana komer¢nim kitem, ++
vzorek 3

14 J. of Bulgaria — izolovana komer¢nim kitem, ++
vzorek 4

(PCR produkt: - nedetekovan, + slabé, ++ stfedni, +++ silné intenzity)



S DISKUZE

5.1 Izolace bakterialni DNA ze vzorkiu

Z kosmetickych vyrobkt Ryor a Yoghurt of Bulgaria obsahujicich probiotické bakterie, byly
pfipraveny hrubé bunécné lyzaty pomoci dvou zpasobli popsanych v Kkapitole 3.2.1.
Vzhledem k tomu, Ze krémy mély vysoky obsah tuk, hlavné Yoghurt of Bulgaria, byl proces
piipravy lyzati optimalizovan delsi dobou centrifugaci pfi vyssich otackach, aby se ziskala co
nejvyssi koncentrace DNA. Poté byly pouzity dvé metody izolace DNA: fenol-chloroformova
metoda a OMNI Bacterial DNA Kkit.

Fenol-chloroformovéa metoda je béznou metodou izolace DNA s vysokou ucinnosti pro
razné typy vzorkd, vcetné kosmetickych vyrobkl. Pouziti fenolu a chloroformu vsak
vyzaduje urCita bezpeCnostni opatfeni a muze byt nebezpecné. Kromé toho miize fenol
ovlivnit kvalitu izolované DNA a muze nastat problém s jeji Cistotou.

Druhé metoda je izolace DNA pomoci komeréné dostupné OMNI Bacterial DNA kitu.
Vyhodou této metody je, zZe je rychlejsi a neni tieba pouzivat nebezpe¢né chemikalie. Také kit
obsahoval vSechna potfebna Cinidla a navod, coz zjednodusuje proces izolace DNA a
zabranuje chybam pfi praci. Tato metoda ma vSak i1 nékteré nevyhody, naptiklad vysoka cena.
Kromé toho muze byt tato metoda méné ucinna pii izolaci DNA z produktu s vysokym
obsahem tukovych slozek, protoze tuk miZze inhibovat ¢innost nékterych slozek kitu, které
jsou nezbytné pro spravnou izolaci DNA.

Bakterialni DNA byla uspésné izolovana ze vzorkli vSemi vysSe uvedenymi izolacnimi
metodami a byla pfimo pouzita pro PCR reakci.

5.2 Stanoveni Cistoty a kvality izolované DNA

Pro stanoveni koncentrace a Cistoty bakteridlni DNA v kazdém vzorku byla pouzita UV
spektrofotometricka metoda s pouzitim pfistroje NanoDrop 2000. Absorbance vSech vzorku
DNA izolovanych z kosmetickych ptipravki, byla méfena v rozsahu vinovych délek 230-280
nm. Koncentrace DNA se do znacné miry liSila v zavislosti na pouzité separacni metodé a
pohybovala se v rozsahu od 0,2 do 20,9 ng/pl, jak je uvedeno v tabulkach (Tabulka 7 a Tabulka
8). DNA ziskana fenolovou extrakci méla vySsi koncentraci, nez DNA ziskana extrakci
pomoci OMNI Bacterial DNA kit. Tento rozdil mtze byt zptsoben vysokym obsahem tuku v
krémech, jak je popsano v kapitole 5.1. Také rozdil v koncentracich mohl byt zptisoben tim,
ze DNA pfi i1zolaci z kitu byla rozpusténa ve 100 pul EB pufru a DNA izolovana metodou
fenol-chloroform byla rozpus§téna v 50 ul TE pufru. Rozdil v koncentraci DNA byl
nevyznamny, ale patrny v zavislosti na metod¢ pripravy lyzatu, tj. mezi prvnim a druhym
vzorkem u obou krému. To znamena, ze pfidani 500 pl TE pufru do vzorku, misto jeho
dalsiho centrifugovani, ovlivnilo koncentraci DNA. Z tohoto divodu je lepsi pfipravovat
hrubé lyzaty bez ptidani pufru.

Pomér A260/A280 udava cCistotu DNA a pro cCistou DNA by se tento pomér mél
pohybovat mezi 1,8 a 2,0. Niz§i hodnota ukazuje na kontaminaci DNA proteiny, které
vykazuji maximum absorbance pfi 280 nm a niz§ich vinovych délek. Vyssi hodnota poméru
absorbance ukazuje na pfitomnost RNA ve vzorku [49]. Jak ukazuji vysledky, vSechny
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vzorky mély hodnoty mnohem niz§i nez referencni hodnota, tj. nizsi nez 1,8. To znamena, ze
vSechny vzorky byly kontaminovany bilkovinami nebo jinymi slozkami, jako jsou tuky,
emulgatory atd. Kromé toho byla DNA izolovand pomoci komeréniho kitu nejvice
kontaminovana.

Absorbance pii vinové délce 230 nm je brana jako vysledek jiné kontaminace, proto byl
také vypocten pomér A260/ A230. Pro ¢istou DNA by mél byt pomér A260/A230 mezi 2,0 a
2,2. Samoziejme 1 pii tomto poméru byly ziskany vyznamné rozdily. U obou metod extrakce
DNA jsou hodnoty téchto poméri mnohem niz§i nez v literatufe, coz svéd¢i o znacné
kontaminaci organickymi rozpoustédly. Pouziti metody Bacterial DNA kit vSak vedlo k
obzvlasteé nizkym hodnotam. Také nizky pomeér A260/A230 by mohl byt disledkem
zbytkového fenolu po extrakci DNA. [50]

V disledku toho mizeme konstatovat, ze pii extrakci DNA z kosmetického pfipravku
pomoci Bacterial DNA kitu dochézi k vétsi kontaminaci DNA, protoze kosmetické produkty
jako krémy obsahuji velké mnozstvi obtizn€ odstranitelnych latek (tuky, konzervacni latky,
emulgatory).

5.3 Identifikace domény Bacteria

Bakterialni DNA z kosmetickych vyrobkd Ryor a Yoghurt of Bulgaria byla amplifikovana
pomoci klasické PCR a PCR v realném Casu s pouzitim specifickych primerta F_eub a R_eub.
Jako pozitivni kontrola byla pouzita DNA L. plantarum. Ziskany produkt PCR byl
vyhodnocen elektroforeticky.

Grafy amplifikacnich kiivek poskytly informace o pocatku exponencialni faze
amplifikace, ktera je charakterizovana geometrickym narastem mnozstvi amplikont v kazdém
cyklu.

Pii konven¢ni PCR a kvantitativni PCR vSechny produkty hodnocené elektroforeticky,
mely pasy v oblasti 466 bp. Prvni vzorek DNA z produktu Ryor, izolovany fenol-
chromoformovou metodou, detekoval na agarésovém gelu nejsilnéjsi intenzitu. Jak ukazuje
tabulka 8, tento vzorek mél nejvySsi koncentraci nukleovych kyselin a byl nejméné
kontaminovany ve srovnani s ostatnimi vzorky.

To vse dokazuje, ze izolovand DNA pochézi z bunécnych kultur patficich do domény
Bacteria.

5.4 Identifikace rodu Lactobacillus

Byla provedena amplifikace DNA izolované z kosmetickych vyrobki Ryor a Yoghurt of
Bulgaria pomoci konvenéni a kvantitativni PCR s pouzitim specifickych primera F_all lact a
R all lact. Produkty PCR byly detekovany elektroforézou v agarosovém gelu. Pro pozitivni
kontrolu byla zase pouzita DNA L. plantarum.

Analyzou grafi amplifikacnich kfivek jsme zjistili, ve kterém cyklu se zacCina
exponencialni faze, kdy se pocet amplikonti zdvojnasobuje s kazdym cyklem.

Vsechny produkty amplifikované PCR konvenc¢ni a v redlem Case mély pasy v oblasti 92
bp a vykazovaly vice méné stejnou stfedni intenzitu.
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Zavéry lze vyvodit z vysledki PCR a elektroforézy, které potvrzuji, ze DNA
z kosmetickych produktt pochazi z bunécnych kultur, které patti do rodu Lactobacillus.

5.5 Druhové specificka PCR pro Lactobacillus pentosus

Byla provedena konven¢ni PCR s pouzitim specifickych primerd F pent a R pent pro
amplifikaci DNA izolované z kosmetickych vyrobkd Ryor. Produkty PCR byly detekovany
elektroforézou v agarosovém gelu. Pro ovéfeni spravnosti amplifikace byla pouzita pozitivni
kontrola DNA L. plantarum. Byly detekovany specifické produkty PCR o velikosti 218 bp.
Vysledki PCR a elektroforézy potvrzuji, ze DNA z kosmetického produktu Ryor pochazi z
bunécnych kultur druhu Lactobacillus pentosus.

5.6 Druhové specificka PCR pro Lactobacillus bulgaricus

Pro ovéfeni pfitomnosti DNA druhu Lactobacillus bulgaricus v kosmetickém vyrobku
Yoghurt of Bulgaria byla provedena konvencni PCR s pouzitim specifickych primert F_delb
a R _delb. Produkty PCR byly nésledn¢ detekovany agarosovou gelovou elektroforézou. Jako
pozitivni kontrola byla pouzita DNA druhu L. plantarum. Produkty PCR byly detekovany
v gelu o velikosti 94 bp a to vSechno ukazuje, ze DNA z kosmetického produktu Yoghurt of
Bulgaria pochazi z bunéénych kultur druhu Lactobacillus bulgaricus.
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6 ZAVER

Cilem bakalarské prace bylo ovéfit pfitomnost bakterialni DNA v kosmetickych piipravcich,
obsahujicich probiotické mikroorganismy. Teoretickd Cast prace se zameéfila na probiotické
mikroorganismy a jejich vliv na lidské zdravi a popisovala metody identifikace téchto
mikroorganismu. Piehled literatury naznacil, ze fenotypové metody jsou stale ¢asto pouzivany
k identifikaci mikroorganisma v laboratofich. Nicméné, molekularné genetické metody jsou v
souCasné¢ dobé nejcastéji pouzivané, protoze umoziuji rychlou a presnou identifikaci
mikrobialnich druhti a kment.

V ramci experimentalni ¢asti prace byla provedena analyza kosmetickych produktt Ryor
a Yoghurt of Bulgaria s deklarovanou piitomnosti probiotickych mikroorganismii. Pro izolaci
DNA z téchto produkti byly pouzity dvé metody, a to fenolova extrakce a extrakce pomoci
komercniho kitu Omni Bacterial. Kvalita a mnozstvi bakteridlni DNA byly poté stanoveny
spektrofotometricky. Vysledky obou extrakci ukazuji, ze izolace fenolovou extrakci poskytla
vy$si mnozstvi DNA. Nasledné byla provedena amplifikace specifického useku 16S rRNA
genu pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR). Produkty PCR byly nasledné separovany
elektroforézou na agarosovém gelu a vizualizovany pomoci UV osvétleni. Ve vSech
kosmetickych ptipravcich byla potvrzena pfitomnost domény Bacteria a rodu Lactobacillus.
Druhove specificka PCR rovnéz potvrdila pritomnost deklarovanych probiotickych druha
Lactobacillus pentosus a Lactobacillus bulgaricus v kosmetickych vyrobcich.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

BMK  Bakterie mlé¢ného kvaseni

bp Base pair (pocet bazi)

DNA  Deoxyribonukleova kyselina
GIT Gastrointestinalni trakt

MO Mikrooganismy

PCR  Polymerazova fetézova reakce

rRNA Ribosomalni Ribonukleova kyselina
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