Pilot in vivo studija mikrobioma koze tijekom koristenja kozmetickog proizvoda

Preliminarni rezultati pilot studije mikrobioma koZze metodom 16S sekvenciranja

Ova pilot studija procjenjivala je promjene mikrobioma koZe tijekom primjene
kozmetickog proizvoda koristenjem in vivo 16S rRNA sekvenciranja. U zavrsnu analizu
ukljuceno je 17 ispitanica. Rezultati su pokazali trend povecanja zastupljenosti tipicnih
koZnih bakterijskih rodova, povecanja mikrobiomske raznolikosti te smanjenja
medusobnih razlika u mikrobiomskim profilima nakon tretmana. Dobiveni rezultati
ukazuju na potencijal mikrobiomskih analiza kao alata za pracenje interakcije izmedu
kozmetickih formulacija i mikrobioma koZe.

Uvod

Mikrobiom koZe posljednjih godina postaje vaino podrucje istrazivanja u razvoju
suvremenih kozmetickih i dermokozmetickih formulacija. Sve je vedi interes za
razumijevanje kako kozmeticki proizvodi djeluju ne samo na fizioloska svojstva koze, vec
i na mikrobioloSku zajednicu koja prirodno nastanjuje povrsinu koze.

Mikrobiom koZe predstavlja slozenu zajednicu bakterija, gljivica, virusa i drugih
mikroorganizama koji sudjeluju u odrzavanju barijerne funkcije koze, regulaciji lokalnog
imunolo$kog odgovora te ocuvanju prirodne ravnoteze koZznog mikrookruzenja. Sve vedi
broj istrazivanja pokazuje da promjene u sastavu mikrobioma mogu biti povezane s
razli¢itim stanjima koze, ukljucujuc¢i povecanu osjetljivost, upalne procese i narusenu
funkciju kozne barijere (Grice i Segre, 2011; Smythe i sur., 2023).

Razvoj molekularne biologije i tehnologija sekvenciranja omogucio je detaljniju analizu
bakterijskih zajednica kozZe te praéenje promjena mikrobioma tijekom vremena i nakon
koristenja kozmetickih proizvoda. Za razliku od laboratorijskih modela i in vitro pristupa,
in vivo analiza omoguduje pracenje stvarnog odgovora mikrobioma izravno na ljudskoj
koZi tijekom koristenja proizvoda u realnim uvjetima.

Cilj pilot studije

Cilj pilot studije bio je pratiti promjene bakterijskog mikrobioma koZe tijekom primjene
kozmetickog proizvoda metodom 16S rRNA sekvenciranja. Metoda 16S rRNA
sekvenciranja omogucduje karakterizaciju bakterijskih zajednica koze, prvenstveno na
razini bakterijskih rodova, te pracenje promjena mikrobioma tijekom vremena. Studija je
takoder imala za cilj pratiti promjene dominantnih bakterijskih rodova koze, raznolikosti
mikrobioma te medusobne slicnosti mikrobiomskih profila medu ispitanicama tijekom
primjene kozmeti¢kog proizvoda.
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Dizajn studije

Pilot studija provedena je na podrucju koZe lica u stvarnim uvjetima koristenja proizvoda.
U pocetno uzorkovanje uklju¢ene su 22 ispitanice, dok je zavrsno uzorkovanje dovrsilo 19
ispitanica. Nakon kontrole kvalitete i isklju¢enja uzoraka s niskom koli¢inom mikrobne
DNA, u zavrsnu analizu ukljuceno je 17 ispitanica.

Rezultati pilot studije

Rezultati pilot studije pokazali su pomak prema vecoj zastupljenosti bakterijskih rodova
tipi¢no prisutnih u fizioloSki uravnotezenom mikrobiomu koze, uz istovremeno smanjenje
rodova ¢esée povezanih s okoliSnim izvorima.

Glavni bakterijski rodovi prije i nakon tretmana
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Nakon tretmana vidi se trend povecanija tipi¢nih koZnih bakterija uz pad okoli$nih rodova.

Slika 1. Glavni bakterijski rodovi prije i nakon tretmana

ZabiljeZzeno je povecanje relativne zastupljenosti roda Cutibacterium. Rod Cutibacterium
smatra se jednim od dominantnih ¢lanova fizioloSkog mikrobioma sebaceoznih podrucja
kozZe. Njegova prisutnost povezuje se s odrzavanjem lokalnog mikrookruzenja koze kroz
metabolizam lipida, proizvodnju kratkolancanih masnih kiselina te kompetitivne
interakcije s drugim mikroorganizmima (Rozas i sur., 2021). Povecana zastupljenost ovog
roda moZe upucivati na pomak prema mikrobiomskom profilu ¢eSée opisanom za
sebaceozna podrucja koZe. Prije tretmana Cutibacterium bio je dominantan rod u 9 od 17
analiziranih uzoraka, dok je nakon tretmana postao dominantan u 14 od 17 uzoraka.
Istovremeno je uocen pad relativne zastupljenosti bakterijskih rodova ¢esée povezanih s
okolisnim izvorima poput Acinetobacter, Massilia i Rheinheimera.
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Slika 2. Rezultati su pokazali trend poveéanja udjela tipi¢nih koZnih bakterijskih rodova uz
istovremeno smanjenje relativne zastupljenosti okoliSno povezanih bakterijskih rodova.

Raznolikost mikrobioma

Analiza alpha diversity pokazala je trend povecéanja raznolikosti i bogatstva mikrobioma
nakon tretmana. Shannon indeks pokazivao je izrazenu interindividualnu varijabilnost
prije tretmana, dok je nakon tretmana uofen pomak prema viSim vrijednostima i
ujednacenijem profilu medu ispitanicama. Takoder je uocen trend povecanja broja
opazenih bakterijskih taksona (broj opazZenih taksona i Chaol), Sto moZe upucivati na
bogatiji mikrobiomski profil nakon tretmana.

Beta diversity i medusobna slicnost mikrobioma

Analiza beta diversity pokazala je smanjenje medusobne rasprsenosti mikrobiomskih
profila nakon tretmana. BETADISPER analiza pokazala je zna¢ajno manju disperziju medu
uzorcima nakon tretmana koriStenjem Bray—Curtis (p = 0.008), Weighted UniFrac (p =
0.006) i Unweighted UniFrac (p = 0.020) metrika, Sto sugerira ve¢u medusobnu slicnost
mikrobiomskih profila medu ispitanicama nakon tretmana. Drugim rije¢ima,
mikrobiomski profili ispitanica nakon tretmana postali su medusobno sli¢niji.
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Beta dispersion (distance-to-centroid) analiza
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Slika 3. Promjena rasprsenosti mikrobiomskih profila

Interpretacija rezultata

Rezultati pilot studije pokazali su mjerljive promjene mikrobioma kozZe tijekom primjene
kozmetickog proizvoda u stvarnim uvjetima. Posebno je zanimljiv trend poveéanja tipi¢nih
koznih bakterijskih rodova, smanjenja okoliSno povezanih bakterija te ve¢e medusobne
slicnosti mikrobiomskih profila medu ispitanicama. Uoceni trendovi sugeriraju da
primjena proizvoda moze biti povezana s promjenama sastava bakterijske zajednice koze
te pomakom prema mikrobiomskom profilu obiljezenom veéom zastupljenoséu tipicnih
koznih bakterijskih rodova. Rezultati dodatno podupiru potencijal analize mikrobioma kao
alata za znanstveno pracenje interakcije izmedu kozmetickih formulacija i koZe. S obzirom
na pilot prirodu studije i ogranicen broj ispitanica, rezultati se prvenstveno interpretiraju
kao opazeni trendovi i preliminarni pokazatelji promjena mikrobioma tijekom tretmana.

Ogranicenja pilot studije

Vaino je naglasiti da se radi o pilot studiji s ograni¢enim brojem ispitanica. Ogranienja
studije ukljucivala su relativno mali broj ispitanica, uzorke s niskom kolicinom mikrobne
DNA, potencijalne ¢imbenike koji mogu utjecati na rezultate, povezane s rutinom ¢iséenja
koze prije uzorkovanja. Dodatno, 16S rRNA sekvenciranje omogucuje prvenstveno
taksonomsku karakterizaciju bakterijskih zajednica te ne pruza izravne informacije o
funkcionalnoj aktivnosti mikroorganizama niti obuhvadéa gljiviénu i virusnu komponentu
mikrobioma. Za daljnju validaciju rezultata potrebne su veée i stroze standardizirane
studije.

Zakljucak

Pilot studija pokazala je mijerljive promjene mikrobioma koZe tijekom primjene
kozmetickog proizvoda koristenjem in vivo 16S sekvenciranja. Rezultati sugeriraju trend
prema vecoj zastupljenosti tipi¢nih koznih bakterijskih rodova, smanjenju bakterijskih
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rodova povezanih s okoliSnim izvorima te vecoj medusobnoj slicnosti mikrobiomskih
profila nakon tretmana. Takav pristup moZe predstavljati vrijedan alat u razvoju i
znanstvenoj evaluaciji kozmetickih formulacija te njihovog utjecaja na mikrobiom koze.

Ova pilot studija predstavlja primjer kako se in vivo mikrobiomske analize mogu koristiti
za znanstvenu evaluaciju kozmetickih formulacija i prac¢enje njihove interakcije s
mikrobiomom koZe tijekom stvarne primjene.
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specijaliziranim za razvoj i formuliranje kozmetickih proizvoda.
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