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Vliv spole¢ného souziti clovéka a psa ve spolecné
domacnosti na sloZeni jejich stifevniho biomu

Souhrn

Stievni biom je daleZitou soucasti t€la svého hostitele, vykonavajici mimo dil¢ich funkci
traveni 1 dalsi ukoly, mezi které patii oboustranna komunikace s nervovym ¢i imunitnim
systémem o prichazejicich podnétech a reakcich na n€. Tyto interakce se jako celek podili na
udrzovani homeostaze hostitelského organismu. Stfevni biom je ve svém slozeni 1 funkcich
relativn€ stabilni, nenastane-li dlouhodob¢jsi vykyv ¢i zména. Mezi tyto zmény pusobici na
sttevni biom fadime Upravy zivotniho stylu, nemoci, latky modulujici stfevni biom ¢i zménu v
socialnich interakcich s okolnim svétem — lidmi i zvifaty. Interakce se psem (Canis familiaris),
které maji kromé socialnich a psychologickych i dopady na zdravi jedince, 1ze zatadit mezi ty
nejCastéjsi. Pes jiz neplni pouze pracovni ukoly, ale funguje v roli spolecnika lidi. Mira
interakce majitele a jeho psa, stejné¢ tak 1 misto pobytu psa, se vSak lisi dle zaklade
individualnich preferenci majitele a tim se méni i jak moc se ¢lovek a pes navzajem ovliviuji.

Tato prace si klade za cil srovnat stfevni biomy lidi chovajicich psy (uvnitf, venku) se
skupinou lidi, kterd nikdy nepfisla do dlouhodobého kontaktu se psy a urcit, jestli se jejich
stfevni biomy na zakladé€ pfitomnosti psa a miry interakce s nim navzajem od sebe lisi. Kazda
skupina se skladala z 15 ucastniki — lidi, v ptipadé skupin chovajicich psy i jejich psi. Kazdy
ucastnik vyplnil dotaznik, na zakladé kterého byl pfifazen do jedné ze skupin, a posléze
odevzdal vzorek své stolice (pfipadné i vzorek stolice svého psa) k mikrobiologické analyze
sttevniho biomu. Ta probehla pomoci polymerazové retézové reakce (PCR), béhem které doslo
k amplifikaci genu 16S rRNA, ktery je pfitomen napfi¢ vSemi bakteriemi. Nasledovala
elektroforéza v denaturaénim gradientovém gelu (DGGE), na zakladé které bylo provedeno
Sangereovo sekvenovani. Diky sekvenovani zvolenych bakterialnich bandd bylo
identifikovano 7 bakterii pfitomnych v analyzovanych vzorcich stfevniho biomu lidi a pst. Na
zaklade vysledkt bylo také mozné fict, ze se stievni biomy lidi chovajicich psy lisi od lidi, ktefi
nikdy nepfisli do dlouhodobého kontaktu psy. Majitelé psi chovanych venku a jejich psi méli
podobnég;jsi stfevni biom nez majitele pst chovanych uvnitf a jejich psi. Vysledky byly srovnany
s aktualné dostupnou odbornou literaturou.

Kli¢ova slova: Canis familiaris, stfevni mikrobiom, souziti psa a Clovéka, Sangerovo
sekvenovani, DGGE.



Effect of coexistence of man and dog in a common
household on the composition of their gut microbiota

Summary

The gut microbiome has an outstanding role in its host's body by being involved in
digestive processes, two-way communication with the nervous and immune systems about
incoming stimuli, and forwarding reactions to them. As a whole, these interactions contribute
to the maintenance of homeostasis of the host organism. The gut microbiome is relatively stable
in its composition and functions unless there is a prolonged fluctuation or change. These
changes affecting the gut microbiome include lifestyle modifications, diseases, substances that
modulate the gut microbiome, or changes in social interactions with the outside world, with
both humans and animals. Interactions with the dog (Canis familiaris), which have social,
psychological, and physiological effects on human health, are among the most common. The
dog no longer performs only work tasks but functions as a human companion. However, the
degree of interaction between the owner and his dog, as well as the dog's location, varies based
on the individual preferences of the owner, thus affecting how much the human and the dog
interact with each other.

This work aims to compare the gut biomes of people who keep dogs (indoors or outdoors)
with a group of people who have never come into prolonged contact with dogs and to determine
if their gut microbiomes differ from each other based on the presence of the dog and the degree
of interaction with the dog. Our three groups consisted of 15 human participants and their dogs
in the case of dog-breeding groups. Each participant completed a questionnaire, was assigned
to one of the groups, and submitted a sample of their stool (and of their dog, if applicable) for
microbiological analysis of their gut microbiome. The samples were analysed using polymerase
chain reaction (PCR), during which the 16S rRNA gene, present across all bacteria, was
amplified. Denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) was followed by Sanger
sequencing. Sequencing of the selected bacterial bands resulted in the identification of 7
bacteria present in the analysed human and canine gut microbiome samples. Based on the
results, it was possible to say that the gut microbiomes of people owning dogs differ from
people who have never come into long-term contact with dogs. Dogs kept outside and their
owners had more similiar gut microbiota compared to dogs kept inside and their owners. The
obtained results were compared with the scientific literature.

Keywords: Canis familiaris, gut microbiome, coexistence of man and dog, Sanger sequencing,

DGGE
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1 Uvod

Kolonie bakterii osidlujici t€lo svého hostitele, také nazyvané mikrobiom, ziskavaji
v poslednich desetiletich vétsi pozornost védct, nez tomu bylo dfive. Tato tendence je
podminéna odhalenim Siroké Skaly funkci a procesu kterych se biom v ramci fungovani svého
hostitele 1 sebe samotného tcastni. Tyto nové poznatky a souvislosti udavaji smér a rychlost
vyzkumu biomu. Jednim z nejdilezitéjSich biomt je biom travici soustavy, ktery ji osidluje
v rozdilné mife a intenzité po celé jeji délce. Nejvyssi koncentrace vSak tento biom dosahuje
v tlustém stfeveé, z Ceho vychazi i jeho oznaceni stfevni biom. Stfevni biom je relativné stalou
kolonii bakterii, archei, virt a prvoku osidlujici vnitini Cast stfev svého hostitele a piinasejici
mu vyhody v podobé& ochrany pred patogeny ¢i substratu pro jeho metabolické reakce, naptiklad
mastné kyseliny s kratkym fetézcem (Sommer & Backhed 2013). Nejveétsi narast v poctu druha
vyskytujicich se ve stfevech probiha béhem porodu a obdobi po ném (lisici se délkou dle druhu),
kdy se vytvoii staly zaklad stfevniho biomu kazdého jedince. Relativni stalost stfevniho biomu
spoc¢iva v jeho schopnostech odolavat kratkodobym vykyvim a zménam. Zmény
dlouhodobéjsiho razu vedou k zménam jeho slozeni, které mohou mit dalekosahlé dopady na
cely hostitelsky organismus, jako jsou napiiklad metabolické poruchy €i zvySena nachylnost
k psychiatrickym onemocnénim (Dethlefsen & Relman 2011). Mezi faktory ovliviiujici stfevni
biom lze zaradit antibiotika, probiotika, prebiotika, slozeni stravy, zivotni styl ¢i pohlavi a misto
prevazného pobytu jedince. Dllezitym faktorem je také socialni skupina, ve které jedinec
dlouhodobé zije a mira interakce mezi jedinci této skupiny (Nicholson et al. 2012). V ptipade
cloveka tak nejde pouze o dalsi Cleny rodiny, ale 1 o domaci zvirata, ktera s nim sdili zivotni
prostor.

Pes domaci (Canis familiaris, Linnaeus 1758) je pravdépodobné nejbéznéj§im zvifetem
v péci Cloveéka, jak z pohledu délky jeho obliby, taky i1 rozsahu jeho popularity na svété. Chov
psa neni v dnes$ni dobé¢ jen zalezitosti pracovni, obrany lidského obydli ¢i pomoci v chovu ¢i
lovu zvirat, ale i dilezitym prvkem, ktery ma velké mnozstvi dopadu na Zivot svého majitele.
Ze socidlniho pohledu zjednoduSuje kontakt majitele s ostatnimi lidmi, z pohledu
psychologického mu poskytuje spolecnost, co je dilezité zejména pro socialn€ vyclenéngjsi
skupiny obyvatel, ale také z pohledu fyziologického, kdy chov psa zlepSuje celkovy zdravotni
stav svého majitele (Jiang et al. 2022). Mira kontaktu jedince se psem se lisi na zaklade
individualni preference majitele. To ma pak dopad na to, jak moc se navzajem ovliviiuji biomy
psa a jeho majitele (Sitarik et al. 2018).

V ramci studii, které se slozenim biomu zabyvaji, 1ze nalézt urcitou nekonzistentnost. Ta
je zapfiCinéna nejen zlepSovanim metod v Case, ale i jejich rtiznou efektivitou, raznym
zpusobem sekvenovani, a nakonec i rozdilnym zptisobem samotného zpracovani a interpretace
vysledku na zakladé ostatnich probihajicich experimenti a vydanych publikaci. Pro sjednoceni
postupt, rozsifeni povédomi o stfevnim biomu a jeho funkcich v téle jedince i praktické
aplikaci teoretickych poznatki jsou dalsi experimenty zahrnujici riizné proménné zadouci.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Hypotéza: Dlouhodoby uzky kontakt clovéka se psem bude mit vliv na sloZeni stievni
mikroflory. SloZeni stfevniho mikrobiomu se bude u lidi vlastnicich psa liSit od sloZeni
stievniho biomu lidi, ktefi psy nechovaji.

Cilem prace bylo posoudit, zda spole¢né souziti loveéka a psa ovliviiuje sloZeni jejich
stievnich biomu.



3 Literarni reSerse

Zakladni funkci kazdého zivého systému je traveni. Jeho anatomicka Clenitost i mira
fyziologické dokonalosti jiz zavisi na fylogenetické urovni daného organismu. Zatimco
jednobunécné ¢i jednoduché mnohobunééné organismy plni tuto funkci sami, u obratloveu,
konkrétn€ u savct, nachazime kolonie bakterii, které se usadily v mistech kontaktu vnitiniho
prostiedi s vnéj§im, a zejména tam, kde je pfitomen slizni¢ni epitel. U savci nachazime vicero
mist vyskytu biomu. Plicni mikrobiom vyvaii podptrnou vrstvu slouzici jako dalsi ochranny
mechanismus pfed patogennimi bakteriemi (Beck et al. 2012). Dal§im typem je vaginalni biom,
ktery vytvari nejenom bariéru pro patogeny z vné€jSiho prostiedi jesté pred jejich vniknutim
hloubéji do rozmnozovaci soustavy samic (Gajer et al. 2012), ale také hraji dalezitou ulohu
v prvotnim vzniku biomu mlad’at po jejich prichodu porodnim kanalem (Ravel et al. 2011).
Kozni biom se lisi od ostatnich v absenci slizni¢niho epitelu, avSak nehled€ na to jde o dileZitou
soucast vnéjsi bariéry chranici organismus pied pranikem patogent z vnéjsiho prostiedi (Grice
& Segre 2011). VétSinu biomu nachdzime v gastrointestinalni soustaveé (GIT). Naptiklad u
prezvykavci nachazime v bachoru mikrobiom, ucelem kterého je rozkladat bunécnou sténu
rostlinné potravy na bilkoviny a mastné kyseliny s kratkym fetézcem (Brulc et al. 2009). Ustni
mikrobiom vytvari v dutin€ Ustni tenkou vrstvu, ktera by ji méla chranit pfed antibiotiky a
mechanickym stresem (Avila et al. 2009). Osidlili-li bakterie stfevo, nazyvame je pojmem
mikroflora, mikrobiom nebo nejpiesnéji stievni biom.

3.1 Stievni biom a jeho vznik

Stfevni biom se sklada z bakterii, archei, prvokd, virt a hub (Sommer & Béckhed 2013),
kterych konkrétni zastoupeni je unikatni pro kazdého hostitele. Zavisi jak na slozeni biomu
obdrzeného od matky pfi porodu, tak i na stravé, zivotnim stylu, zdravotnim stavu, véku a
frekvenci uzivani latek pfimo ovliviiyjicich mikrobiom, jako naptiklad antibiotika (Nicholson
et al. 2012). Stfevni biom je v ur¢itém rozsahu dynamicky systém, ktery pohotové reaguje na
zmény, jsou-li tyto zmény vyraznéjsiho razu, dochazi k dysbioze, v opacném piipadé se pouze
pozmeéni jeho slozeni a tim se stfevni biom adaptuje na aktualni podminky (Dethlefsen &
Relman 2011).

Dftive se véfilo, ze jedinec pfichazi na svét se stievy bez biomu (Mitsou et al. 2008).
Nyn¢jsi poznatky vSak naznacuji pfitomnost bakterii Enterococcus fecalis, Staphylococcus
epidermidis a Escherichia coli v travicim traktu novorozence ihned po narozeni (Jiménez et al.
2008). To, jak jedinec prijde na svét, ovliviiuje i miru a slozeni jeho stfevniho biomu, pfi¢emz
pfirozeny vaginalni porod tyto faktory ovliviiuje pozitivné a cisafsky fez naopak negativné
(Penders et al. 2006, Dominguez-Bello et al. 2010). Pfi vaginalnim porodu pifevazuji u
novorozence Lactobacillus, Prevotella, a Atopobium, pfi¢emz u cisaiskym fezu pievazuji
v travicim traktu novorozence bakterie pfitomné zejména na pokozce matky, a to
Staphylococcus (Ravel et al. 2011). Po porodu se otvira dilezité okno, kdy jsou jedinec a jeho
porad tvorici se biom obzvlasteé citlivi na podnéty z vnéjsiho svétu, které maji velmi silné
dopady na vyvoj jeho stfevniho biomu (Dietz 1994; Cox et al. 2014).

K cisatfskému fezu se rovnéz poji brzka poporodni profylaktickd administrace antibiotik
matce. Tyto antibiotika se pres matefské mléko dostavaji i do obehu novorozence a tim piimo
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negativné ovliviiuji jak jeho skladbu, tak i pocet kolonii (Cox et al. 2014; Azad et al. 2016). Na
druhou stranu jsou vSak znamé i nemalé dopady uzivani antibiotik novorozencem na jeho
vlastni stfevni biom, a to zejména ve spojitosti s vyskytem obezity v dospélosti (Ajslev et al.
2011; Trasande et al. 2013). Konkrétni dopady a reakce stfevniho biomu na antibiotika se navic
lisi dle jejich konkrétniho typu — nizké davky penicilinu ovliviiovaly slozeni stfevniho biomu
novorozence a penicilinem neovlivnéné kmeny se v pozdé&j§im veéku pojily s vznikem obezity
(Cox et al. 2014). Mezi dalsi vlivy patfi zmény v metabolismu sacharidd, mastnych kyselin
s kratkym fetézcem Ci regulaci jaterniho metabolismu tuku a cholesterolu (Cho et al. 2012). Na
druhou stranu je nutné poznamenat, ze ve zvifecich velkochovech se antibiotika bézné uzivaji
zcela bézné, a to za uCelem ozdraveni selat, snizeni mortality i zvySeni vahového prirtstku
(Cromwell 2002).

Matefské mléko se ukazalo jako dulezity faktor pozitivné ovliviiygjici kvalitu
novorozeneckého stfevniho biomu, pfiCemz se mira pozorovaného pozitivniho efektu
zvySovala s absolutni délkou kojeni (Penders et al. 2006; Cox et al. 2014; Azad et al. 2016), a
to jednak diky pfirozenému obsahu bakterii v mléce samotném, ale i diky kontaktu ust
novorozence s pokozkou matky, na které se bakterie kozniho biomu pfirozen€ vyskytuji
(Penders et al. 2006). Vlastni propojeni mezi matkou a jedincem ma stézejny vliv na vyvijejici
se stfevni biom novorozence — koufeni v t€hotenstvi, antibiotika, vahovy narast v t€hotenstvi
¢i socialni a hygienické zazemi — to vSe prokazatelné ovliviiuje kvalitu stfevniho biomu
novorozence (Putignani et al. 2014). Chybi-li moznost kojeni, probiotika mohou alesponi
castecné zredukovat negativni vliv nedostatku bakterii z matefského mléka a pifimého kontaktu
s pokozkou matky (Salminen & Isolauri 2008).

K dal$imu vliviim na slozeni stfevniho biomu novorozence fadime i brzkou hospitalizaci
jedince, jeho mazleni a stim pojici se kontakt nejen s rodici, ale i sourozenci, domacimi
mazlicky a ménicim se prostfedim (nemocnice, domov, atd.) (Penders et al. 2006; Best & Miller
2010; Azad et al. 2013).

Vzajemny vztah hostitele a biomu je primarn€é symbiontni nebo komenzalni (McFall-
Ngai 2007), epitelové buriky ve stfevech vylucuji hlen, ktery zivi na nich ptisedlé kolonie
bakterii, tyto bakterie zaroven produkuji mastné kyseliny s kratkym fetézcem, které slouzi jako
vyziva pro jiz zmiflované buiky vystylajici stfevo (Pilla & Suchodolski 2020). Ve stfevech lze
nalézt priblizné 1000 druhti bakterii, pficemz vétSina z nich patfi k anaerobnich druhtim, které
prevazuji nad aerobnimi a fakultativné anaerobnimi druhy (Sommer & Béckhed 2013).
Osidleni se zvySuje k distalnimu konci travici soustavy. Nizké pH zaludku zapficinuje jeho
nizkou miru osidleni; v duodenu jsou pfi¢inou pankreatické §tavy a zluc; se zvySujicim se pH
roste i mira kolonizace, ktera dosahuje svého maxima ve tlustém stieve, kde nalezneme az 10'2
organismi, pi¢emz jejich celkovy podet &ini okolo 10'* organism@ (Suchodolski 2011; Sidhu
& van der Poorten 2017).

3.1.1 Strevni mikrobiom u psa

Stfevni biom je ve svém zakladé charakteristicky jak pro druh, tak 1 pro konkrétniho
jedince. Stejnou variabilitu nachazime i u stfevniho biomu psi, pficemz dalsim dilezitym
vlivem je typ podavané stravy (Coelho et al. 2018). Mezi hlavni kmeny psiho stfevniho biomu
patii Firmicutes, Fusobacteria, Bacteroidetes, Proteobacteria a Actinobacteria (Suchodolski et
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al. 2008), pficemz prvni 3 zmiflované kmeny jsou povazovany za ty dominantné zastoupené
(Middelbos et al. 2010). Rozsahla studie doktorky J. B. Honnefferové pod vedenim doktora J.S.
Suchodolského (Honneffer et al. 2017) nabizi jesté detailn€jsi vhled do Celedi, které tvorti
stfevni biom u psu.

V tenkém stievé lze prevazné nalézt aerobni a fakultativné anaerobni kmeny jako jsou
Proteobacteria a Actinobacteria (Suchodolski et al. 2008). Z kmenu Proteobacteria je nutné
vypichnout dvé celedé: FEnterobacteriales, ktera osidluje v nejvétsi mire kycCelnik a
Campylobacterales, kterou spolu s Enterobacteriales nachdzime ve dvanactniku (Honneffer et
al. 2017). Vzhledem k oblastem nejvyssiho vyskytu téchto dvou kment lze tvrdit, Ze jejich
zvySené zastoupeni v tlustém stevé ¢i ve vzorku exkrementu mohou naznacovat patologicky
stav organismu (Pilla & Suchodolski 2020).

V tlustém stieve, kde je dostupnost kysliku minimalni, se pfevazné objevuji anaerobni
bakterie, konkrétné kmeny Fusobacteria a Firmicutes (Mentula et al. 2005; Pilla & Suchodolski
2020). Rozdil je v mife zastoupeni jednotlivych kmeni a Celedi. Z kmenu Firmicutes jsou hojné
zastoupené dvé Celedé — Clostridiales a Turicibacterales; zatimco v traniku prevlada celed
Clostridiales, v kone¢niku mé majoritni zastoupeni Celed 7uricibacterales (Honneffer et al.
2017). Neméné dulezité jsou vSak 2 zbyvajici kmeny — kmen Fusobacteriales je nejhojnéji
zastoupen v traniku a kmen Bacterioadales zas v kone¢niku (Honneffer et al. 2017).

SlozZeni stfevniho biomu u pst neni vyznamné ovlivnéno jejich pohlavim (Pereira et al.
2020; Jha et al. 2020), nicméné existuji dikazy pro rozdilné klastrovani kastrovanych jedincti
(Scarsella et al. 2020).

Dalsim faktorem ovliviiujicim slozeni stfevniho biomu pst je i velikost jejich téla. Pfi
rozdilné velikosti a vaze se méni velikost travici soustavy, pfi¢emz u malych psu okolo 5 kg to
tvori az 7 % jejich télesné hmotnosti, ale u 60kg pst se toto ¢islo snizuje k 2,7 % (Deschamps
et al. 2022). Délka tlustého stfeva se pohybuje v rozmezi 32-99 cm v zavislosti na celkové
hmotnosti téla, a zaroven plati, ze s del§imi stfevy se také zvySuje absorpcni plocha diky
mnozstvi zvySujicimu se mnozstvi mikroklkl s nartstajici délkou tlustého stieva (Weber et al.
2017). Pti rozdéleni plemen na mal4, stfedni a velka, se ukazalo, ze velké psy dokazi 1épe travit
vlakninu, susinu i organickou slozku potravy co naznacuje vyssi dilezZitost stievni fermentace
u veétsich pst, ve srovnani s mensimi a stfednimi jedinci (Weber et al. 2003 ; Deschamps et al.
2022). Funkce stfevniho biomu vSak zlstavaji napii¢ plemeny stejna (Guard & Suchodolski
2016). Co se slozeni stievnich bioma tyce, velci psi se od malych a stfednich li§i vys$sim
zastoupenim kment Firmicutes, Bacteroidetes, Fusobacteria a minimalnim mnozstvim
Proteobacteria a Actinobacteria (u malych a stfednich se posledni dva zminéné kmeny vyskytuji
ve veét§i mife) (Deschamps et al. 2022). Dalsi experimenty délici psy na 2 skupiny — malé a
velké, poukazuji na pfevahu Faecalibacterium u malych a Collinsella a Lactobacillus u velkych
pst (Middleton et al. 2017; Jha et al. 2020).

U pst jsou rovnéz pozorovany zmény ve slozeni stfevniho biomu v prabéhu jejich
starnuti. Ty spo€ivaji zejména v postupném snizovani rodu Lactobacillus, které zacina po
odstavu Sténéte a zménach v pomérech Celedi Bacteroidaceae, FEubacteria s
Enterobacteriaceae (Benno et al. 1992; Masuoka et al. 2017). S vékem pak piibyvaji zastupci
rodu Clostridia (Benno et al. 1992) a naopak klesaji az zcela mizi zastupci rodu Bifidobacteria,
ktefi hraji dualezitou roli ve stfevnim biomu ¢lovéka, na rozdil od toho psiho (Masuoka et al.
2017).



3.1.2 Strevni mikrobiom u ¢lovéka

Kvili neomezenym moznostem v ramci slozeni stravy ¢loveéka danych osobni preferenci
i mistnimi zvyky i rizné mife interakce s vnéjsim prostiedim vykazuje stfevni biom lidi velmi
velkou variabilitu mezi jedinci, a to zejména pii pohledu na variabilitu identifikovatelnych
bakterialnich druhii. Prevaznou c¢ast biomu tvori striktné anaerobni druhy, které
nékolikanasobné prevazuji nad fakultativné anaerobnimi a aerobnimi druhy (Sekirov et al.
2010). Mezi nejzastoupené€j§i kmeny tvofici az 90 % lidského stfevniho biomu patfi
Bacteroidetes a Firmicutes, zatimco mezi ty méné zastoupené lze zaradit Proteobacteria,
Verrucomicrobia, Actinobacteria, Fusobacteria, a Cyanobacteria (Eckburg et al. 2005). Jak jiz
bylo zmifiovano v kapitole o vzniku biomu, jde o velmi flexibilni a prostfedim ovlivnitelny
proces. Prvni 3 roky zivota jedince se jevi z pohledu formace stabilniho stfevniho biomu jako
nejdulezitéjsi, ¢im pestiejsi bude skala prostiedi, lidi a zvifat, se kterymi se jedinec v tomto
obdobi potka, tim pesttejsi bude jeho stievni biom (Koenig et al. 2011; Lozupone et al. 2012;
Yatsunenko et al. 2012).
Rozdily ve stfevnim biomu jsou rovnéz zptisobené i biologickym pohlavim jedince. Klicovym
se jevi obdobi puberty, kde pohlavni hormony vyrazné ovliviiyji dal§i vyvoj jedince, jeho
chovani 1 jednotlivé slozky jemu vlastni homeostazi (Yurkovetskiy et al. 2013), avsak
mezipohlavni rozdily jsou znatelné jiz od narozeni jedince (Cong et al. 2016). Kastrace u mysi
narusila proces druhové divergence biomu (Yurkovetskiy et al. 2013). Tato studie dale uvadi,
ze pokud kastrace nenastala, u samcti byla zaznamenana nizsi incidence diabetu 1.typu nez u
samic ¢i jedinct laboratorné vytvorené germ-free kmene mysi (bez bakterialniho osidleni).
Studie na velkém vzorku lidi (n=1135) poukazuje na rozdilné slozeni stfevniho biomu. U zen
se objevuje vyssi pestrost biomu, také vSak vykazuji vyssi pocCet rezistentnich kmena bakterii
na rozdil od muza, co mize byt zpusobené vyssi frekvenci uzivani antibiotik u Zen, nez u muza
(Sinha et al. 2019). Pfi zkoumani efektu pohlavnich steroidnich hormond na jedince
(testosteronu na muze a estradiolu na Zeny) se ukazala spojitost s jejich hladinami — ¢im vyssi
byla hladina steroidnich pohlavnich hormont, tim byl stfevni biom jedince bohatsi na druhy,
které se vSak mezi pohlavimi lisily — u muzi $lo o vyssi Cetnost Megamonas ci Acinetobacter
a u zen byl pozorovan vyssi pomér Bacteroidetes vuci Firmicutes (Shin et al. 2019). U Zen se
velka zména ve stfevnim biomu odehrava v prubéhu téhotenstvi. Kromé hormonalnich zmén
jde 1 o snizeni druhové pestrosti biomu s postupujicim téhotenstvim, a také biom vykazujicim
znamKy zanétu a ztraty energie na jeho konci, s ¢im se poji i narGist vahy ¢i nachylnost
k inzulinové rezistenci (Koren et al. 2012).

Stievni biom ¢lovéka se méni v prubéhu samotného zivota cloveéka — v prubéhu jeho
starnuti. Ve srovnani s mladSimi jedinci se u starSich snizuje pestrost stfevniho biomu a
zastoupeni jednotlivych rodl, naptiklad Bacteroides a a Bifidobacteria klesa (Woodmansey et
al. 2004). Stimto jevem se také poji snizena amylolyticka aktivita a snizena koncentrace
mastnych kyselin s kratkym fetézcem (Woodmansey et al. 2004). Jind studie pochazejici
z Japonska poukazuje na zmény déjici se napfi¢ vékovymi kategoriemi od O do 98 let,
s nejvyraznéj§imi zménami v kmenu Actinobacteria, kterého pomér se od odstavu pouze
snizoval a fluktuacemi v zastoupeni kment Firmicutes, Bacteroidetes a Proteobacteria
(Odamaki et al. 2016). S postupujicim vékem se také poji snizena odolnost stfevniho biomu na



dysbidzy, které mohou vést k zvySené permeabilité stiev, prostupovani endotoxint i latek, které
podnécuji zanét vedouci k zménam stavu kosterniho svalstva (Grosicki et al. 2018).

3.1.3 Srovnani stifevniho mikrobiomu psa a ¢lovéka

Srovnanim se stfevnim biomem psa lze u cClovéka najit nékteré spolecné prvky
mikrobialniho osidleni. Jak u pst, tak i u clovéka nachazime dominantni kmeny Bacteroidetes
a Firmicutes s tim rozdilem, ze v ramci psiho genomu je vice zastoupeny kmen Firmictues
(Coelho et al. 2018). Na druhou stranu u lidi nachazime vysoké zastoupeni rodu
Bifidobacterium, ktery se ve vzorcich psiho biomu objevuje nepravidelné (Suchodolski et al.
2008), neni vsak jasné, jestli je divodem rozdilnost analytickych metod ¢i pfimo rozdilnost ve
vnéjsich podminkach testovanych jedincti.

Pfi mapovani genti nachazejicich se ve stfevnich biomech psa a ¢lovéka se ukazalo, ze az
26 % genu psiho biomu lze najit i v ramci biomu ¢lovéka. Na druhou stranu pouze 3,2 % gent
lidského stfevniho biomu nachazime v ramci katalogti genti psiho biomu. Rozdilnost téchto
Cisel je dana zejména tim, ze u Clovéka je vyssi pocet genti kodujicich stfevni biom, nez je tomu
u psa i ostatnich srovnavanych savci — mysi a prasete (Coelho et al. 2018). Zminovana,
pomérné vysoka shoda stfevnich biomu psa a Clovéka je, jak poukazuji autofi ¢lanku, dana
podobnym zivotnim stylem a fyziologii samotného traveni i spole¢nou historickou cestou
téchto dvou druhd. Ta sama studie poukazala i na totozné reakce biomu pii implementaci diet
s nizkym ¢i vysokym obsahem bilkovin a sacharidi (Coelho et al. 2018).

3.1.4 Funkce stirevniho mikrobiomu

Stifevni biom byl dobu povazovan za pouhou soucast travici soustavy, plnici jisté role v
ochrané stfev pred prinikem patogennich organismt a metabolismu zivin. Konkrétné jde o
traveni pro Cloveka jinak nestravitelnych latek, jako jsou Skroby, vlaknina, ¢i nékteré typy
sacharida (Gibson 2004). Déje se tak diky fermentaci téchto latek bakteriemi, z ceho ziskavaji
pro nas vyuzitelnou energii hned v nékolika formach mastnych kyselin s kratkym fetézcem:
acetat, propionat a butyrat, pficemz jejich vzajemny pomér zavisi na kvalitativnich a
kvantitativnich vlastnostech biomu, dobé€ traveni i primarnim zdroji substratu (Gibson 2004;
Wong et al. 2006; Qin et al. 2010). Prozatim se vSak jako nejpiesnéjsi jevi pomér 60:20:20
(acetat:propionat:butyrat) (Wong et al. 2000). Acetat je z krevniho obéhu je vychytavan jatry a
v mens$i mife i svaly a jako substrat pro tvorbu triglyceridi a cholesterolu (Wong et al. 2006;
Qin et al. 2010). Propionat slouzi jako regulujici faktor tvorby cholesterolu v jatrech (Venter et
al. 1990), jeho primarni roli je vSak vstup do glukoneogeneze jako jeji substrat (Wong et al.
2006). Butyrat je dale vyuzivan piimo enterocyty tlustého stieva, kde pomaha v udrzovani
homeostazy, potlacuje zanéty a oxidativni stres (Hamer et al. 2008). Dale se stfevni biom podili
i na tvorbé vitaminu K2 a vitamind skupiny B (Hooper et al. 2002) a zasahuje i
farmakodynamiky nékterych 1éciv, kvili cemu by v budoucnu mohlo byt nutné vyuzivat vice
personalizovany pfistup k jednotlivci 1 na zakladé€ slozeni jeho stfevniho biomu (ElRakaiby et
al. 2014). Pritomnost stfevniho biomu také moduluje cévni systém v okoli stiev, upravujici
jejich motilitu a permeabilitu a stimulyjici jejich regeneraci (Sommer & Backhed 2013).

Stfevni biom vyzaduje od svého hostitele toleranci k jeho riznorodému slozeni, ale
zarover je nutné, aby byl imunitni systém drzen ve stiehu v pfipadé proniknuti cizorodych latek
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do jeho nitra, co se d¢je diky komunikaci mezi stfevy a imunitnim systémem (Wu & Wu 2012).
Dusledkem toho je v okoli stfev nejvyssi koncentrace lymfatické tkané v téle vubec (Vighi et
al. 2008). Dojde-li k naruSeni této tenké hranice, vznikaji autoimunitni onemocnéni kdy
pacienti reaguji pozitivné na podani antibiotik, jako jsou napftiklad idiopatické stievni zanéty,
¢i autoimunitni onemocnéni mimo travici soustavu jako je revmatoidni artritida ¢i diabetes 1.
typu (Wu & Wu 2012).

Postupem casu se objevovaly dukazy dalSich organovych soustav, které se stfevnim
biomem tuzce spolupracuji a poméhaji tak jedinci udrzovat homeostazi. Mezi takové patii i
centralni nervovy systém. Specifickou drdhou je tzv. gut-brain axis, kterd oboustranné
propojuje mozek a sttevni biom. Toto spojeni je utvareno prostiednictvim bloudivého nervu,
autonomni nervové soustavy, imunitniho systému ale 1 latek jako jiz zmifiovanych mastnych
kyselin s kratkym fetézcem, hormond, neurotransmiteru a jejich prekurzora (Foster et al. 2017).
Jednim z nich je i tryptofan, ktery slouzi jako prekurzor serotoninu, ktery ma v mozku roli
neurotransmiteru a ovliviiuje naladu, chut’ do jidla (Dinan & Cryan 2017). Tryptofan je rovnéz
prekurzorem melatoninu, ktery je jednim z nejdualezitéjSich regulatort interniho cirkadianniho
rytmu, zahrnyujictho dobu spanku 1 bdéni (Pilla & Suchodolski 2020). Jeho funkce v travici
soustavé zahrnuje regulaci sekrece a jeji motility (Foster et al. 2017). ZvySit mnozstvi
serotoninu lze prostfednictvim zvySeni mnozstvi jeho prekurzoru tryptofanu v plasmé — to se
ptipisuje kmenu Bifidobacterium infantis (Desbonnet et al. 2010).

Dopamin je dalsi latkou, ktera ma dalezité funkce jako neurotransmiter a neuromodulator,
ktery je syntetizovan nejen v mozku, ale 1 ve stfevech (Eisenhofer et al. 1997). Produkce
dopaminu ve stievech je regulovana stfevnim biomem (okolo 50 % z celkového mnozstvi télem
produkovaného dopaminu) a hraje dualezitou roli v ochrané jater pred autoimunitnim
onemocnénim — pii jeho dostatku jsou inaktivované iNKT bunky (z anglického invariant
natural killer T-cells) (Xue et al. 2018), které podnécuji vznik zanétu v jatrech a tim aktivuji
dalsi kaskadu imunitni odpovédi, zahrnujici B-lymfocyty, dendritické butiky i urcité typy T-
lymfocyti, které se podili na dalsim poskozeni jater (Bandyopadhyay et al. 2016). Dopamin
jako takovy se podili na zprostifedkovani pociti odmeény, slasti, motivace ¢i uceni (Wise 2004).
Periferni produkce dopaminu jednak pronika do centralniho nervového systému, kde se podili
na regulaci stresové odpovédi, miry uzkosti, zaroven vSak ovliviiuje bazalni hladinu dopaminu
v obéhu ktera je zodpovédna za stabilizaci nalady a eliminaci jeji vykyvl (Crumeyrolle-Arias
et al. 2014; Breit et al. 2018).

Dalsi podobnou komunikaéni molekulou je gama-aminomaselna kyselina (GABA), ktera
je produkovana rodem Lactobacili, konkrétné druhy Lactobacillus spp. a Bifidobacterium spp.
(Bravo et al. 2011). GABA je hlavnim inhibi¢nim neurotransmiterem v centralnim nervovém
systému a podili se na vyrovnavani reakci zptisobenych hlavnim excitatnim neurotransmiterem
glutamatem (Lydiard 2003). Je-li tato vzdjemna homeostaza naruSena a glutamat neni tlumen,
organismus se dostava do patologicky stresovych a tzkostnych stavi. Podanim Lactobacillus
rhamnosus byla pozorovana modulace GABA receptori v zavislosti na konkrétni oblasti a
bloudivém nervu, snizena hladina stresem vyvolaného kortikosteronu v obéhu a zarover byl
pozitivni efekt pozorovan i u pacientt s idiopatickymi stfevnimi zanéty (Bravo et al. 2011).

Osa hypotalamus-hypofyza-nadledviny (HPA, z anglického hypothalamic-pituitary-
adrenal axis) patfi mezi hlavni endokrinni regulacni osy, ktera zabezpecuje systémovou reakci
organismu na fyzické i psychické faktory zpusobujici stres (Habib et al. 2001). Této osy se
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ucastni kortizol jako hlavni kortikosteron produkovany v kufe nadledvin z cholesterolu.
Produkci ovliviiuji  adrenokortikotropin  vytvafeny hypofyzou, ktery je regulovany
hypotalamickym hormonem uvolfiujicim kortikotropin a synergickym vazopresinem (nebo-li
antidiuretickym hormonem) (Bateman et al. 1989; Habib et al. 2001). Tato osa reguluje
permeabilitu stiev (Bravo et al. 2011), a zaroveri je sama regulovana slozenim stfevniho biomu
jedince, co ma za nasledek zménu ve stresové reakci na pritomny stresor (Sudo et al. 2004). Ta
sama studie (Sudo et al. 2004) také prokazala, ze nadmérnd reakce HPA osy na stresor je
reverzibilni pomoci administrace kmenu Bifidobacterium infantis, ktery byl jiz zmifiovany ve
spojitosti s regulaci hladiny serotoninu (Desbonnet et al. 2010) na zacatku této podkapitoly.

Bloudivy nerv je zakladnim spojenim mezi centralnim nervovym systémem a periférii
téla jedince. Sklada se z aferentni Casti, ktera piinasi informace mimo jiné o zanétu, hladu a
nasycenosti z periferie do mozku, a eferentni ¢asti, ktera kromé jiného i reguluje kapacitu travici
soustavy pomoci sekrece travicich §tav a enzymu. Aferentni vétev je tvofena piiblizné 80-90
% a eferentni zbylymi 10-20 % vlaken bloudivého nervu (Breit et al. 2018). Pfi bliz§im pohledu
ma bloudivy nerv hned dvé vyznamné role — funguje jako mechanoreceptor detekujici naplnéni
¢i natazeni stiev, zaroven 1 chemoreceptor detekujici slozeni a sytivost poziené potravy
(Williams et al. 2016). Zaroveri ziskava informace o aktualnim stavu stfev a pfipadné infekci
prostfednictvim TNF-a (z anglického tumor-necrosis factor-alpha) produkovaného sliznici
stfev, diky cemu muze aktivovat imunitni systém i centralni nervovy systém jako reakci na
mozné patogenni ohrozeni organismu (Breit et al. 2018). Stimulaci bloudivého nervu dochazi
k zlepSeni symptomu tUzkosti, deprese i zané€tovych stfevnich onemocnéni (Bonaz et al. 2017,
Breit et al. 2018). Jelikoz je bloudivy nerv aktivovatelny i stfevnim biomem, uprava jeho
slozeni muze mit vyznamné pozitivni dopady na psychicky stav jedince (Breit et al. 2018).
Komunikace mezi nervovym a travicim systémem se také déje prostfednictvim neuropod —
enteroendokrinnim burikam, které maji schopnost vytvaret synapse s bloudivym nervem, diky
¢emu vytvafi pfimou komunikacni drahu pfes 1 synapsi mezi mozkovym kmenem a stfevy
(Kaelberer et al. 2018). Neuropody maji celou §kalu roli, funguji jako mechanoreceptory
reagujici na mnozstvi potravy chemoreceptory reagujici na jeji slozeni, sytivost ¢i obsah
odorantd ¢i glukdzy. Zejména diky reakci na glukdzu se neuropody jevi jako zajimavy cil
farmak pii lécbe diabetu 2.typu (Kaelberer et al. 2018).

V poslednich letech se také mnozi dikazy spojeni stfevniho biomu s muskuloskeletalnim
systémem, konkrétné jeho vliv na osteoporozu ¢i jiz zmifiovanou revmatoidni artritidu a
moznosti vyuziti upravy skladby stfevniho biomu v ramci prevence téchto onemocnéni (L1 et
al. 2021; Tonelli Enrico et al. 2022). Tato oblast vSak vyzaduje dalsi studie, které porozuméni
propojeni stfevniho biomu a muskuloskeletalniho systému jesté prohloubi.

3.1.5 Faktory ovliviiujici stfevni biom v dospélosti

Nehled€ na to, ze zdravy biom nelze nijak definovat co se konkrétniho slozeni a druht
tyCe, lze fici, ze musi byt bohaty na druhy, stabilni, odolny viéi stresorim, s vysokou
schopnosti regenerace po naruSeni homeostazy a zaroven musi svému hostiteli poskytovat dale
vyuzitelné produkty vlastniho metabolismu (Backhed et al. 2012). Pravdou také je, ze tento
vztah neni jednostranny a sam hostitel dokaze kvalitu 1 kvantitu svého stfevniho biomu pfimo



ovliviiovat. D¢je se tak nékolika zpisoby, napiiklad podanim antibiotik, prebiotik, probiotik ¢i
zmeénou zivotniho stylu a stravy.

3.1.5.1 Antibiotika

Antibiotika jsou povazovana za vyznamny faktor negativné ovliviiujici stfevni biom, zejména
jeho slozeni. K této vyznamné zméné ve slozeni biomu dochézi jiz 3-4 dny po iniciaci
antibiotické 1éCby a priblizn€ tyden po ukonceni 1é¢by zapocne navrat do predantibiotického
stavu (Dethlefsen & Relman 2011). Jak vSak vyzkum ze Stanfordské univerzity (Dethlefsen &
Relman 2011) poukazuje, ze navrat neni dokonaly a po kazdém kurzu antibiotické 1écby
dochazi k alternaci slozeni stfevniho biomu, pfi€emz jsou zmény a jejich rozsah individualni a
nepiedvidatelné. Nejvétsi citlivost na antibiotickou 1é¢bu vykazuje kmen Clostridiales, a
zejména Lachnospiraceae spp. (Dethlefsen & Relman 2011; Bokulich et al. 2016).
Celosvétovy problém pojici se s uzivanim antibiotik je antibioticka resistence. Ta je zptisobena
zejména naduzivanim antibiotik ve zdravotnictvi i hospodafstvi, genetickymi mutacemi
bakterii a nedostateCnou informovanosti lidi o tskalich uzivani antibiotik (Chis et al. 2022).
Dalsim nemén¢ zavaznym dasledkem uzivani Sirokospektralnich antibiotik je vétsi nachylnost
k infekci zpisobenou Clostridioides difficile (Maier et al. 2021), ktera kapacitné i financné
oslabuje systémy zdravotnictvi po celém svéte.

Disrupce stievniho biomu uzivanim antibiotik je vSak v nékterych pfipadech zadouci.
Ukolem antibiotik v davce niz§i neZ terapeutické je u domacich zvifat podpora jejich
hmotnostniho pfirtstku, ceho je dosazeno prostiednictvim zmén ve slozeni biomu, dusledkem
¢eho dochazi k zmeéné efektivity zpracovani piijimané potravy (Cho et al. 2012). S ohledem na
jiz zminovanou antibiotickou rezistenci by vSak bylo vhodné piehodnotit pouziti antibiotik, a
to 1 pfi zohlednéni mnozstvi dosud neprozkoumanych kratkodobych i dlouhodobych vedlejsich
ucinki na organismus i spolecnost jako celek.

3.1.5.2 Prebiotika

Jako prebiotika jsou oznaCované nestravitelné komponenty stravy, které pii prachodu travici
soustavou jedince upravuji 1 zivotni podminky a prostiedi jiz pfitomného stfevniho biomu, ¢imz
je 1 zlepSen stav samotného jedince (Gibson & Roberfroid 1995). Mezi prebiotika fadime
oligosacharidy, fruktooligosacharidy a lactulozu (Park & Floch 2007). Efektivita prebiotik je
nejvyssi u dvou druhti bakterii - Lactobacillus a Bifidobacterium (Hord 2008). S prebiotiky se
Casto zameénuje vlaknina. Ta je definovana jako neskrobova soucast rostlinné stravy, ktera nese
s prebiotiky podobnost v jeji nestravitelnosti pro organismus a zarovei v benefitech plynoucich
zjeji fermentace a metabolismu stfevnim biomem jedince, vysledkem c¢eho je zvySena
koncentrace produktti ¢innosti biomu — mastnych kyselin s kratkym fetézcem (Park & Floch
2007). Prebiotika, na rozdil od probiotik, nezvySuji druhovou pestrost biomu (Wastyk et al.
2021). Je dulezité zminit, ze vlaknina se déli na rozpustnou, bakteriemi fermentovatelnou, a
nerozpustnou, bakteriemi spiSe nefermentovatelnou, a tim padem vyloucenou stolici z téla (Asp
1995).

10



3.1.5.3 Probiotika

Dal§im velkym vlivem na kondici stfevniho biomu jsou probiotika. Jejich zakladni
charakteristikou je, Ze jde o zivé organismy, které pfi podani v dostateném mnozstvi prinasi
vyhodu svému hostiteli (Neish 2009). Princip jejich fungovani je v doplnéni bakterialniho
druhu ¢i posileni nedostatecné velké populace stfevnich bakterii, nasledkem c¢eho dojde
k optimalizaci funkce stfevniho biomu (Montrose & Floch 2005). Problémem vSak byva
spravny vybér bakterialniho druhu, diky kterému by k apravé dysbiozy doslo (Neish 2009). U
psu se jako prospésna ukazala administrace Saccharomyces boulardii, diky ¢emu doslo
k zlepSeni funkce stfev i redukci stresu v chovu (Meineri et al. 2022). Dalsi vyzkum na
potvrzuje, Ze pii podani probiotik obsahujicich Lactobacillus rhamnosus samcim psa dochazi
ke zlepSeni pohyblivosti, morfologie i1 integrity akrozomu, diky ¢emu je posilena i1 jejich
celkova plodnost (Mahiddine et al. 2023). Dalsi vyzkum je ovSem potiebny pro specifikaci
idealnich druha bakterii pro administraci ve formé probiotik.

Jak bylo v pfedchozi kapitole zmifiovano, modulaci stfevniho biomu Ize dosahnout
zmén na hormondalni Grovni organismu. Podkategorii probiotik jsou psychobiotika - zivé
organismy, které maji pozitivni efekt na pacienty s psychickym onemocnénim, jsou-li pozieny
v dostatecném mnozstvi (Dinan et al. 2013). Regulaci stfevniho biomu lze dosahnout
pozitivnich zmén hned v nékolika oblastech chovani jedince, a to konkrétné v 1écbe deprese a
uzkosti (Bravo et al. 2011) a mirnéni prehnané stresové reakce na vnéjsi stresor (Sudo et al.
2004). Mezi dalsi studované oblasti patii hledani spojeni mezi sttevnim biomem a schizofrenii
(Khodaie-Ardakani et al. 2014), autismem (Tomova et al. 2015) ¢i Parkinsonovou nemoci
(Scheperjans et al. 2015).

3.1.5.4 Fermentované potraviny

Fermentace je jiz mnoho tisicileti znamym zptisobem konzervace a uchovani potravin jako jsou
ovoce, zelenina, mléko a vyrobky z n¢j ¢i s¢ja. Diky této dlouhé tradici je zjevné, ze benefity
konzumace téchto potravin byly vnimany 1 pted jejich védeckym vysvétlenim. Dnes je znamo,
ze mezi ucinky konzumace fermentovanych potravin patii pozitivni dopad bioaktivnich
produkti fermentace, podpora rastu stfevnich bakterii a v neposledni fadé obohaceni, nebo
alespori kompetice, bakterialnich druhti z potraviny s vlastnimi bakterialnimi druhy jedince
(Leeuwendaal et al. 2022). Pii postupné navySujici se a dlouhodobé konzumaci vysoce
fermentovanych potravin dochazi k zvyseni poctu druhti bakterii ve stfevech, co ma za nasledek
snizeni zdnétové signalizace v téle, diky cemu jsou ovlivnény jak centralni nervovy a imunitni
systémy, tak i celkova homeostaze organismu (Wastyk et al. 2021). Fermentace také zvySuje
biologickou dostupnost zivin fermentovanych potravin, odstrafiuje antinutricni latky, alergeny
a toxiny (Obafemi et al. 2022). Diky konzumaci fermentovanych potravin byly pozorovany
pozitivni zmény v hodnotach metabolismu spojenych s diabetem 2.typu (Chen et al. 2014),
snizeni rizika vysokého krevniho tlaku (Nozue et al. 2017) a snizeni rizika rozvoje atopické
dermatitidy (Park & Bae 2016). Tyto pozitivni dopady byly pozorovany jak pti kratkodobé, tak
1 dlouhodobé konzumaci fermentovanych potravin (Leeuwendaal et al. 2022).
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3.1.5.5 Zivotni styl — strava, stres, cirkadianni rytmus

Zivotni styl ve spojitosti se stfevnim biomem zahrnuje mnoho délezitych aspektu Zivota —
pohybové aktivity, strava, uzivani drog ¢i stres (Conlon & Bird 2014). Pti nedodrzovani zasad
zdravého zivotniho stylu se 1ze jednoduse dostat do stavu, kdy nékteré ze zminénych oblasti
vedou k zavaznéjSich kratkodobym potizim az chronickym onemocnénim. Obezita a diabetes
2.typu se fadi mezi civilizani onemocnéni, ktera jsou rozsahle feSend napfic¢ svétem
biologického vyzkumu (Saltiel 2001). Jejich piicinou neni jen znacné snizena fyzicka aktivita
oproti diivéjsim dobam, ale i nevyvazeny jidelniCek, a to zejména z pohledu prebytku tukt a
cukrt (Foster et al. 2017). Obezita je ¢astym dusledkem nevhodného Zivotniho stylu. Dopady
vSak nejsou limitované pouze na samotny organismus, ale 1 na jeho stfevni biom. Jednim z nich
je napiiklad navySeni energie ziskané z potravy stfevnim biomem obézniho jedince ve srovnani
se Stihlym jedincem, a to 1 pfi jeho pfenosu do organismu bez biomu, co ma za nasledek
vyrazng€j§i navySeni hmotnosti téla a ukladani vétSich tukovych zasob (Turnbaugh et al. 2000).
Déje se tomu tak i pfi snizeni mnozstvi podavané stravy (Backhed et al. 2004). Ve spojitosti
s vyvazenou stravou je casto zminovana sttedomotska strava jako pfinosna co se dopadu na
kvalitu stfevniho biomu tyce (Clark et al. 2021; Latorre-Pérez et al. 2021). Z vysledka plyne,
ze sttedomotska strava s sebou pifinasi skladbu stfevniho biomu spojovanou se zdravymi
jedinci, bez problému spojenych s dysbidzou stievniho biomu. Tento stav je Casto vyjadiovan
pomérem kmenta Firmicutes/Bacteroidota, co ale nemusi byt absolutn€ vypovidajicim faktorem
(Magne et al. 2020). Co se ale jevi jako zcela nevhodna strava pro prosperitu stfevniho biomu
i jeho hostitele je vysokotucna dieta, kvili které se méni slozeni stfevniho biomu a to ma za
nasledek dalsi fyziologické 1 behavioralni zmény v hostiteli (Hildebrandt et al. 2009) Mezi ty
fyziologické lze zaradit vys$§i miru zanéti (Duan et al. 2018), ¢i patologické projevy jako
inzulinova resistence (Lee & Lee 2014), progrese rakoviny prsou (Seo et al. 2015), jater
(Bhattacharjee et al. 2017) nebo chronické onemocnéni ledvin (Lin et al. 2010). Pozitivni
informaci vSak je, Ze prvni zmény ve slozeni stfevniho biomu pfi zméné stravy jsou
pozorovatelné jiz po 24 hodinach, a zUstavaji stabilni po dobu dalSich 10 dni; pro delsi efekt a
zlepSeni celkového zdravotniho stavu jedince je pak nutné udélat dlouhodobé zmeény ve
stravovacich navycich (Wu et al. 2011).

Moznosti stravovani psa a slozeni zvoleného typu stravy se v nékterych parametrech od
lidské stravy lisi. Vliv stravy na kvalitu stfevniho biomu je v§ak u obou druha stejné vyznamny.
Pokud byli psi krmeni syrovou stravou (BARF, z anglického Bones And Raw Food ), v jejich
biomu byly ¢etn€jsi kmeny Lactobacillales, Enterobacteriaceae, Fusobacterium a Clostridium,
zatimco u psu krmenych konvenéni stravou byla vySSi cCetnost pozorovana u cCeledi
Clostridiaceae, Erysipelotrichaceae, Ruminococcaceae a Lachnospiraceae (Schmidt et al.
2018). Pti dlouhodobé&jsim krmenim BARF bylo pro tyto psy charakteristické pestiejsi slozeni
biomu a jeho rovnomémeéjsi osidleni napfic tlustym stfevem ve srovnani se psy krmenymi
granulemi (Kim et al. 2017). S ohledem na nizky pocet sledovanych psi je Zadouci experiment
zopakovat na vétsSim vzorku pst. Vyssi podil zeleninové vlakniné v granulovaném krmivu se
poji s vyssi pocetnosti Firmicutes a nizsi pocetnosti Fusobacteria a Proteobacteria (Middelbos
et al. 2010; Alexander et al. 2018). Pokud se vSak zméni zdroj proteinu v granulich ze
zivocisného na rostlinny, efekt na stfevni biom prokazan nebyl (Bresciani et al. 2018), ovSem
z pohledu vyzivy psa neni strava bez zivociSné bilkoviny idealni (Kanakubo et al. 2015).
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Reakce psiho stfevniho biomu na zménu stravy z vysokobilkovinové na vysokosacharidovou
jsou totozné s reakcemi stfevniho biomu ¢lovéka, co koresponduje s ndzorem na vzajemnou
podobnost téchto dvou biomi (Coelho et al. 2018).

Vliv stresu na stfevni biom je dlouhodobé sledovanym parametrem, piicemz jeho dopady
maji mnohé spolecného s dopady vysokotucné diety na funkeci a kvalitu stfevniho biomu (Foster
et al. 2017). Jednim z dopadu stresu na funkci biomu je syndrom zvySené propustnosti stiev.
S timto stresem se organismus setkava pifi del§im plsobeni organického ¢i psychologického
stresu na stfevni barieru, co zapficini jeji zvySenou propustnost a vznik lokalniho zanétu, diky
¢emu se do krevniho ob&hu hostitele dostanou bakterie, které aktivuji imunitni reakci (Gareau
et al. 2008). Tim se nejen narusi integrita stfevniho biomu, nasledkem ¢eho dochazi k zméné
sekrece iontd, naruseni imunitni i metabolické funkci stfevniho biomu a zvySené citlivosti
k visceralni bolesti (Gareau et al. 2008; Vicario et al. 2012). Vzhledem k tomu, ze jde o
reverzibilni zmény, organismus se dokaze dostat do ptivodniho stavu homeostazy pii ucinéni
zmen ve vyzive a zivotnim stylu (Vicario et al. 2012).

Cirkadianni rytmus a stfevni biom jsou vzajemné propojené metabolity stfevniho biomu,
které funguji jako prekurzory ucastniku — serotoninu ¢i melatoninu (Pilla & Suchodolski 2020).
Toto propojeni vsak funguje i z opacného sméru — kvalita spanku a stabilita cirkadianniho
rytmu ovlivilyje stabilitu stfevniho biomu (Voigt et al. 2014). Dopady chovani jedince na
sttevni biom tak nejsou limitovany pouze na dobu jeho bdéni, ale zahrnuji 1 ¢as odpocinku.

3.1.5.6 Prostiedi

Dalsim dulezitym faktorem ovliviiujicim pestrost sttevniho biomu jedince je i prostiedi, ve
kterém zije, jelikoz se k prostiedi vaze i zivotni styl clovéka. Lidé zijici v méstském prostiedi
maji omezeny kontakt s pfirodou (hlinou, rostlinami, zivo€ichy) a zakladaji mensi rodiny, co
se poji s vy$si nachylnosti k alergiim a zarover nizsi pestrosti jejich bioma (Hanski et al. 2012;
Lehtiméki et al. 2018; Ayeni et al. 2018). Naopak vesnické prostredi prispiva k vyssi diverzité
sttevniho biomu, a to diky vysSimu poctu interakci s vné&jSim prostiedim a tam nachazejicimi
se bakteriemi, kterych vyskyt podporuje spravné fungovani imunitniho systému (Das et al.
2018; Lehtiméki et al. 2018). Rhizosféra a stfevni biom Clovéka sdili jistou podobnost ve
velkém mnozstvi bakterii, ktera ma obzvlasté pozitivni dopady na lidi chovajici zvifata ¢i
pestujici plodiny na zahradéach, ve srovnani s lidmi zijicimi v méstském prostedi s omezenym
stykem s ptudou (Blum et al. 2019).

3.1.5.7 Socialni interakce

Socialni interakce se fadi k dal§im zajimavym faktorim formujicim stfevni biom. Jedinci
v partnerském vztahu spolu sdili vétsi podil biomu nez zcela neznami jedinci (Kort et al. 2014),
a to samé plati pro dvojice rodi¢-dité ¢i sourozenci vyrustajici ve stejné domacnosti (Miinger et
al. 2018). Zaroven plati, ze v pfitomnosti domaciho zvirete, naptiklad psa, se druhova pestrost
biomu a vzajemna podobnost mezi jednotlivymi ¢leny domacnosti zvysuje (Song et al. 2013).
Zajimavy trend byl ve spojitosti se stfevnim biomem a socialnimi interakcemi pozorovan u
seniort, kdy mnozstvi jejich socialnich kontaktd pfimo ovliviiovalo pestrost jejich stievniho
biomu. Jedinci bydlici v komunitach vykazovaly pestiej§i biom 1 nizsi zanétlivé faktory,
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zatimco jedinci bydlici ve svych domovech bez dalSich osob vykazovaly opacné vysledky,
jelikoz se jejich biom neobohacoval socialnimi interakcemi s tak velkym poctem osob, jak je
tomu v komunitach (Kinross & Nicholson 2012). Z interakci stfevniho biomu a mozku také
vyplyva, ze jde o vzajemné ovliviiyjici se stavy, kdy se stfevni biom a psychicky stav jedince
navzajem reguluji (Miinger et al. 2018).

3.1.5.8 Transplantace stfevni mikroflory

Dalsim a v posledni dobé Siroce zkoumanym zpuasobem navraceni stfevniho biomu do plné
funkéniho stavu je fekalni transplantace stfevni mikroflory. Tato metoda, ktera byla poprvé
popsana v roce 1958 (GS & AJ 1958), spociva v pienosu vzorku stolice od zdravého donora
k recipientovi, vysledkem ceho je zména ve slozeni biomu u recipienta. Doposud jiz bylo
dosazeno ozdraveni pii u jedincu s patologickym stfevnim biomem, napiiklad u pacient s
opakovanymi infekcemi bakterie Clostridium difficile (Mattila et al. 2012), Crohnovou
chorobou (Suskind et al. 2015), metabolickym syndromem a insulinovou resistenci (Vrieze et
al. 2012). Naopak pfi transplantaci biomu od jedinct s Parkinsonovou nemoci zdravym
jedincim doslo u zdravych jedinct k zhorSeni motorickych funkci (Scheperjans et al. 2015).
Experimenty s transplantaci stfevni mikroflory probihaji i u psa, ale vysledky nejsou prozatim
tak pozitivni, jako u lidi, jelikoz psi stfevni biom ma vétsi tendenci vracet se do svého
ptvodniho nastaveni (Collier et al. 2022; Marclay et al. 2022).

3.1.6 Molekulirni metody vyzkumu stievniho biomu

Izolace DNA

Vzorek obsahujici stfevni biom je pro jeho dal§i analyzu nutné zpracovat. Prvnim krokem
analyzy vzorku stfevniho biomu je zpracovani vzorku stolice do formy, z které je posléze
mozné na sebe navazujicimi kroky izolovat DNA. Tento proces se dé€je 3 zpusoby —
mechanicky, chemicky a tepelné. Dle potiebné formy vysledného produktu izolace se zvoli
sada, obsahujici vSechny potfebné chemikalie, nadoby 1 postup, kterym je izolace provedena.
Jednou z téchto nabizenych sad je i QIAamp® PowerFecal® Pro DNA Kit. V prabéhu
jednotlivych krokti dochazi k naruseni bunécnych membran, vyliti obsahu bunék a nasledné
izolaci DNA od ostatnich bunécnych struktur a necistot. Vyslednda DNA by méla byt
v dostate¢né kvalité a koncentraci pro dalsi kroky jeji analyzy. Pokud se pro tento krok analyzy
vyuzije QIAamp® PowerFecal® Pro DNA Kit, vysledky jsou obvykle lepsi, nez pii pouziti
jinych nabizenych sad — vy§si mnozstvi izolované DNA a §irsi spektrum druht obsahlych
v tomto izolatu (Lim et al. 2020).

Stanoveni kvality ziskané DNA
Stanoveni kvality ziskané DNA se méfi pomoci spektrofotometru. Principem tohoto kroku je
zméfeni absorbance aromatickych bazi nukleovych kyselin. Jejich absorbanéni maximum je pfi

260 nm. Srovnanim absorbanci pii 260 nm a 280 nm Ize urcit Cistotu izolované DNA. Namétené
hodnoty jsou vyjadfenim koncentrace DNA v kazdém analyzovaném vzorku. Tento krok
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nepatii mezi Casove ani technologicky naro¢né, je vSak dilezity pro ovéfeni kvality prvniho
kroku a potvrzeni jeho spravného provedeni.

Amplifikace gent

K amplifikaci genl se pouziva metoda polymerazové fetézové reakce, oznacovana jako PCR
(z anglického polymerase chain reaction). Principem této metody je amplifikace genti ze vzorku
izolované DNA za pomoci polymerazy urcené pro sekvenci genu 16S ribosomalni RNA (16S
rRNA), ktery je sdilen napfi¢ celou doménou Bacteria. Polymeraza je enzym, ktery je pro
replikaci genetické informace zcela kliCovy — jeho funkci je vkladani bazi a prodluzovani
fetézce nukleové kyseliny. Pro svou funkci také potrebuje primer ktery nastavuje zacCatek
nového fetézce. Za ucelem dalSiho zpracovavani a vizualizace vysledkl je také potiebné
pridavat do smési barvivo nukleové kyseliny. Tato fetézova reakce probiha v termocykleru,
ktery zabezpecuje teplotni podminky opakujici se v cyklech nutné pro uspéSnou amplifikaci
zvoleného genu.

Agarozova elektroforéza

Dal§im krokem je agarozova elektroforéza, principem které je vyuziti jednosmérného
elektrického pole k pohybu rtizné nabitych iontd. V dané piipadé se vyuziva zaporného naboje
fosfatové skupiny nukleové kyseliny, kvili ¢emu putuji ke kladné nabité elektrodé — anodé.
Dale také plati, ze pohyb tézsich fragment v konstantnim elektrickém poli je pomalejsi, nez
pohyb leh¢ich fragmentd. Diky tomu a zpomalovacim vlastnostem agardzy je vysledkem PCR
agarozovy gel s oddélenymi fragmenty nukleovych kyselin, které jsou na gelu zobrazené jako
tmavé prouzky. Pro jednodussi vizualizaci se pouziva barvivo ethidiumbromid.

Rozdéleni sekvenci DNA

K rozdéleni nukleovych kyselin na zakladé jejich sekvence se pouziva metoda nazyvana
elektroforéza v gradientovém denaturaénim gelu, neboli DGGE (z anglického Denaturing
gradient gel electrophoresis). Jeji principem je elektroforéza jiz amplifikovanych fragmentt
zvoleného genu (v pfipadé této prace jde 16S rRNA) v pfitomnosti elektrického naboje za
teploty 60°C. Gel, ktery se pouziva pro DGGE je slozen ze dvou denaturacnich Cinidel o razné
procentualni koncentraci, diky kterym se ve vysledném gelu vytvaii gradient, ktery umoziuje
uvolnéni vodikového mistku mezi jednotlivymi pary purinovych a pyrimidinovych bazi.
Jednotlivé pary se vSak mezi sebou lisi obsahem vodikovych mustki — adenin se poji dva
mustky na uracil v RNA (v pifipadé DNA se poji s thyminem), cytosin az tfi mastky na guanin.
Rozvolnéni vyssiho po¢tu vodikovych mustka trva delsi dobu. Z toho vyplyva, ze nukleova
kyselina obsahujici mensi pocet vodikovych vazeb se denaturuje rychleji nez ty, obsahujici
vyssi pocet CG part. Vysledny DGGE gel obsahuje pasy, které jsou individualnim profilem
mikrobiotického slozeni kazdého analyzovaného vzorku.
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Real-time PCR

Tato kvantitativni metoda se pouziva ke kvantifikaci bakteridlnich skupin zvolenych
z jednotlivych pasu DGGE gelu. Jak sam nazev napovida, princip je stejny jako u klasické verze
PCR - cyklické opakovani denaturace, amplifikace a syntézy DNA za kontrolovanych
podminek v cykleru. Diky fluorescencnim vlastnostem pifidaného interkalacniho barviva
SYBRE lze vysledek této reakce jednoduse pozorovat a spravny prabéh jednoduse vyhodnotit.

Sekvenace nukleovych kyselin

Sekvenace nukleotida je metodou, diky které 1ze zjistit poradi nukleotidi vazanych v nukleové
kyseliné pro jejich dalsi analyzu. Prvni a zékladni formou sekvenovani je Sangerovo
sekvenovani, které je zalozené na PCR reakci, do které vstupuje PCR amplikon genu ve formé
DNA, primer, DNA polymeraza a nukleotidy dvojiho typu — deoxyribonukleotidtrifosfaty
(ANTP) a dideoxyribonukleotidfosfaty (ddNTP) znaCené fluorescencni znackou, které
zabranuji dal§imu pokracovani replikace kvuli chybéjici hydroxylové skupiné. Diky ddNTP,
které se ve finalné nachazi vzdy na konci jednotlivych syntetizovanych fragmentt lze tyto
fragmenty dale zpracovat a identifikovat. Ze Sangerova sekvenovani vychéazi metoda nazyvana
sekvenovani nové generace. Jeji principem je sekvenace pifimo useku RNA. Diky kterému Ize
bakterie pfitomné ve vzorku identifikovat. Vyhodou tohoto typu sekvenovani je moznost
zpracovat velky pocet vzorkt v kratkém casovém useku. Naklady spojené s reagencemi,
technologii a metodologii vSak zpusobuji to, Ze se tato metoda provadi externi firmou, ktera
zaruCi presnost a rychlost zpracovani vzorkl. Pro interpretaci vysledki je nutné obdrzené
informace individualné zpracovat.
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3.2 Interakce mezi psem a clovékem

Druha cast literarni reSerSe se zabyva vztahem psa a ¢lovéka, véetné historie a dopadt
tohoto vztahu na oba druhy.

3.2.1 Pohled do historie (domestikace)

V prabéhu vyzkumu domestikace se teorie vysvétlujici ¢asovy a mistni ramec znacné liSily.
Zajem o domestikaci psa neni zapficinén pouze jeho dneSnim postavenim ve spolecnosti, ale
také dan historickym kontextem, ve kterém byl pes souputnikem ¢lovéka jiz n€kolik tisic let.
Vyzkumi se dlouhou dobu neschazely na zadném presném vysledku. Diky posunu technologii
i ve znalostech se vSak situace v prubéhu let zménila. V této dob€ je za predchidce
domestikovanych jedinct povazuji vici z jihovychodni Asie, Cemu nasveédcuji data z analyzy
mitochondrialni DNA (Savolainen et al. 2002; Pang et al. 2009). Byt se zdroje shoduji na
lokalité domestikace, nazory na &as se viak lisi. Siroce akceptovany nazor datuje domestikaci
do obdobi mezi spied 32 000 az 10 000 lety (Freedman et al. 2014; Skoglund et al. 2015), dle
dalsi studie to bylo obdobi pied 16 300, dle které bylo ve stejném obdobi ochoceno vicero vika,
kteti dali zaklad vzniku nového druhu — psa doméaciho (Canis familiaris) v oblasti jizné od feky
Jang-c'-tiang, s pozdéjsi hybridizaci mezi jedinci vlka a psa, ktera prispéla k rozmanitosti psiho
genomu (Pang et al. 2009; Ding et al. 2012). K tomuto vysledku pomohla analyza genomu,
diky které se zjistilo ze dnesni plemena psu spolu sdili 3 velké haploskupiny gend, obsahujici
az 10 subhaploskupin, pfi¢emz piitomnost v§ech 10 byla pozorovana pouze u pst ze zminované
oblasti jithovychodni Asie, a smérem na zapad k Evropé€ se tento pocet snizil pouze na 5 (Pang
etal. 2009). Analyza sekvence DNA chromozomu Y v ramci jiné studie tyto vysledky podpoftila
(Ding et al. 2012). Mezi okolnosti, které domestikaci dopomohli 1ze zaradit, postupny prechod
z putovniho stylu zivota lovcl a sbéra¢l k usazengj§imu zplisobu zivota, spojeného
s péstovanim ryze, ktera byla domestikovana v podobné oblasti (Underhill 1997; Pang et al.
2009). Je v8ak nutné zminit, ze na rozdil od ostatniho svéta, psi patfili mezi zdroje masa pro
obyvatele jithovychodni Asie, takze proces jejich domestikace nemusel byt zapocat pouze za
ucelem jejich vyuzivani jako hlidact, lovct a spolecniku, ale i jejich konzumace (Higham et al.
1980; Pang et al. 2009). Na druhou stranu se vSak zda, ze i tehdejsi vici vyhledavali obydli
Cloveka za ucelem pozirani jeho vyprodukovanych zbytkl, diky Cemu jesté pred samotnym
zahajenim procesu domestikace mohla probéhnout i jakasi autodomestikace (Pang et al. 2009).
I diky té je mezi psem a Clovékem vyssi mira podobnosti jejich biomu, nez napiiklad mezi
biomem mysi a Clovéka (Wang et al. 2013). Toto vySe popsané obdobi se povazuje za prvni
fazi domestikace. Ta druha zapocala pred nekolika sta lety, kdy zapocala selekce na zaklade
jejich vzhledu a povahovych vlastnosti (Parker et al. 2004), které vysledkem je pfiblizné 30 %
geneticka variabilita mezi plemeny.

3.2.2 Dopady interakce mezi psem a clovékem

Spoluziti s domacimi zvifaty, zejména se psy, s sebou pfinas§i mnoho vyhod, mezi které
patii radost z jejich spoleCnosti ¢i usnadnéni socialniho kontaktu s ostatnimi lidmi (Veevers
1985), jelikoz mu poskytuji neutralni téma k hovoru. Také lze psa a péci o n€j vnimat jako
koni¢ek a pfijemné zaplnéni volného Casu. Zejména tento aspekt byl dulezity v prabéhu
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pandemie nemoci COVID-19, béhem které vykazovaly majitelé domacich zvifat niz§i miru
psychologickych potizi a subjektivné hodnotili dopad izolace jako méné zavazny, nez bylo
hodnocenti lidi bez domécich zvitat (Damberg & Frombling 2022). Piitomnost domacich zvirat
poskytovala svym majitelim psychologickou podporu Efekt souZiti se psem se 1isi v zavislosti
na véku Cloveéka. Déti tézi z pritomnosti psa hned na n€kolika trovnich, ve stresovych situacich
ma pritomnost psa nejvice uklidiujici G¢inky, a to ve srovnani s pratelskym dospélym
Clovékem ¢i plySovym psem, pricemz ¢im vétsi byl fyzicky kontakt v podobé hlazeni mezi
ditétem a psem, tim byl vice uklidniujici byla pfitomnost psa (Beetz et al. 2011). Navic se
ukazalo, ze v souvislosti s rozvojem a diagnostikou astmatu ma pfitomnost psa nebo kocky
v domacnosti protektivni efekt na mladistvé, zvlast pokud se v jejich rodiné diive toto
onemocnéni nevyskytovalo (Perzanowski et al. 2002). U adolescentl se piitomnost psa poji
s pfijetim a poskytovanim socialni podpory v socidlnich interakcich (Charmaraman et al. 2020).
Svobodné Zeny se psem trpi nejniz§im poctem symptomu deprese, na rozdil od svobodnych
muzua se psem (Tower & Nokota 2006). Efekt u seniorti byl podobny — kromé socialni podpory
a snizeni pocitli osamoceni vsak nimi byl vnimam i pocit dodatecného smyslu a naplnéni jejich
zivotu (Hui Gan et al. 2020).

Spoluziti se psem tak pozitivn€ ovliviiuje spole¢nost hned ve 3 trovnich: osobni, kdy ma
toto spoluziti pozitivni uc€inky na majitele psa; ekonomické, jelikoz jsou majitelé pst ochotni
utracet za n¢€ nemalé Castky a tim pohanét motor ekonomiky a tfetim je socialni dopad, kdy se
diky zlepSeni zdravotniho, a zejména psychického stavi majitelti i snizi naklady spolecnosti na
1écbu psychickych onemocnéni (Headey 1999; Damberg & Frombling 2022).

Lidé prichazi do kontaktu se psy také v prubéhu canisterapie. Ta se jevi jako ucinny
prostfedek jak pro fyzickou stranku, snizeni tepové frekvence a krevniho tlaku, uvolnéni celého
téla, ale 1 psychologickou, uvolnéni napéti a socialni, kdy pfitomnost canisterapeutickému psa
muze pomoct piekonat komunikacni bariéry (Kalinova 2006). Téchto efektt je dosahovano jak
skupinovymi sezenimi, tak i polohovanim u jednotlivych pacientd. Déti s autismem tézily
z terapeutické pritomnosti psa hlavné v oblastech komunikace a zapojeni se v socidlnich
situaci, které jsem pro n¢j jinak velmi obtizné (Solomon 2010). Diky pfitomnosti asistencniho
psa v domacnosti se u téchto déti snizila ranni hladina kortizolu ve slinach, pfi¢emz se hladina
vratila zpatky po odebrani pridéleného psa (Viau et al. 2010). Dalsim vyuzitim asistencnich psu
je 1 jejich pomoc osobam na vozicku, ktefi maji diky svému Ctyfnohému pomocnikovi nejen
zjednodusené kazdodenni ukoly, ale se psem dostavaji 1 bonus vysSiho poctu interakci
s ostatnimi lidmi, ktefi pozitivn€ reaguji na pfitomnost psa (Eddy et al. 1988).

K fyziologickym dopadim na zdravi ¢loveéka lze zaradit nizsi poCetnost problému se
spankem (Headey 1999), kardioprotektivni Uc¢inek v ramci prevence i rekonvalescence po
srdeCni ¢i mozkové piihodé (Friedmann & Thomas 1995; Surma et al. 2022). K dal§im
zdravotnim benefitim lze zaradit i lepsi zdravotni a psychicky stav i vyssi miru fyzické
aktivity, co se jevi byt disledkem nutnosti venceni svého psa a specifického zivotniho stylu,
ktery se vaze s timto vztahem (Headey et al. 2008).

Mezi dalsi dopady souziti téchto dvou druht fadime i vzajemny vliv vztahu mezi psem a
clovékem na slozeni jejich bioml. Jednim z prvnich vlivili na sloZeni stfevniho bioma vikd,
pozdé&ji psu, byla domestikace, kdy postupnou zmeéno stravy byl i postupné ménén biom, ktery
se prizpisoboval k odlisnému obsahu makrozivin, nez dfive (Alessandri et al. 2019). K témto
zménach patfi i postupna adaptace na vyssi obsah §krobu v jeho potrave, ktera se déla nejen na
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fyziologické trovni, ale také na tirovni bakterialniho slozeni jeho stfevniho biomu (Axelsson et
al. 2013). Domestikace je diky svym vlivim na domestikovany organismus (chovani, strava,
stfevni biom) pfirovnavana k dopadim industrializace na ekologii clovéka i jeho stfevni biom
(Reese et al. 2021). Kromé stfevniho biomu se blizkym kontaktem dvou a vice druht méni i
jejich kozni biomy — ¢im bliZ§i je souziti a mira interakce jednotlivych druht, tim vice stoupa
podil sdileného kozniho biomu mezi témito druhy, at’ uz jde o vztah ¢loveék-vlk nebo ¢lovek-
pes (Wetzels et al. 2021).

Introdukci psa do domacnosti se také rozsifuje portfolio bakterii nachazejicich se
v prachu konkrétni domacnosti, prostfednictvim kterého je ovliviiovan i1 biom jednotlivych
Clent, co muze vést k zmeénam jejich biomu a tim padem i celkového zdravotniho stavu k
lepSimu (Fujimura et al. 2014; Sitarik et al. 2018). Tyto bakterie nepochazi pouze z jednotlivych
biomu psa (kozni ¢i ustni), ale jde také bakterie pochazejiciho z vnéjsiho prostiedi, naptiklad
hliny ¢i rostlin, které pes jednoduse zanasi svym pohybem do vnitinich prostor lidského obydli
(Kates et al. 2020). I diky tomu sdili ¢lovék se svym psem bydlicim uvniti jeho obydli ¢ast
svych koznich biomd (Song et al. 2013). U nékterych majiteld a jejich pst byla rovneéz
pozorovana sdilend nachylnost k alergiim, ktera byla zapfi¢inéna sdilenym méstskym
prostfednim, ve srovnani se psy a jejich majiteli zijicimi ve vesnickém prostfedi a majicich
k tomu uzpusobeny zivotni styl (Lehtiméki et al. 2020). Pokud se srovnaji stfevni a kozni biomy
psu a jejich majiteld, sdileni druht je mnohem intenzivnéjsi u kozniho biomu, nez je tomu u
toho stievniho (Song et al. 2013; Lehtiméki et al. 2020).

Ve studiich zabyvajicich se pouze sdilenim stfevniho biomu se mira sdileni lisi
v zavislosti na véku lidi a dobé, kdy k spoluziti se psem dochazelo. Nékteré vyzkumy zabyvajici
vlivem souziti clovéka se psem na lidsky stfevni biom poukazuji na méné vyrazné vysledky u
dospélych, nez je tomu u déti (Azad et al. 2013; Kates et al. 2020). Dopady souziti se psem se
1i§i v zavislosti od pohlavi majitele psa — u zen vyssiho véku doslo k vyznamnéj§imu narustu
zastoupeni kmene Firmicutues a naopak poklesu zastoupeni kmene Bacteroidetes ve srovnani
s muzi vys§iho véku (Jiang et al. 2022). Dalsi studie srovnavajici dopady souziti se psem
kardiologickych pacienti a zdravych osob stejného véku poukazuje na rozdily mezi témito
skupinami, a to v pfitomnosti Ruminococcus, Anaerotruncus a neznamym rodem
Enterobacteriaceae u lidi nechovajicich psa, které se poji s vyskytem obezity a metabolickym
syndromem (Arenas-Montes et al. 2021). Naopak se u majiteld psu vyskytovaly rody
Coprococcus a Serratia (Arenas-Montes et al. 2021), pfi¢emz Coprococcus ma protektivni
ucinky proti metabolickému syndromu a diabetu 2.typu (Fiorucci & Distrutti 2015) a vyskyt
Serratia, byt jde o potencialné patogenni druh, je spojovan jako ochranny faktor proti obezité
(Chiu et al. 2014). Existuji i dukazy, ze dochazi k sdileni bakterie Escherichia coli v ramci celé
rodiny, nevyjimaje psa (Caugant et al. 1984).

Krom¢ pozitivnich dopadu interakci ¢loveka se psem je nutné zminit i moznosti pfenosu
zoon6z zpusobenych bakterialnimi druhy pfenasenymi psem, jako napiiklad Campylobacter
jejuni ¢i Capnocytophaga canimorsus, které mohou mit zavaznéj§i dopady na jedince
s oslabenou imunitou (Oh et al. 2015; Stull et al. 2015). K sdileni bakterialnich druht
rezistentnich na antibiotickou 1é¢bu dochézi pouze v omezeném mnozstvi (Reken et al. 2022).

K zménam a specifickym behavioralnim dopadim tohoto vztahu dochazi i z pohledu
samotného psa. Pii srovnavaci studii pracovnich pst a pstu-spolecnikt se ukazalo, Ze pracovni
psi jsou v plnéni zadanych tkolti samostatnéjsi a nespoléhaji na pomoc ¢lovéka, na rozdil od
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psu-spolecnikd, ktefi navazovali v priabéhu feSeni slozit€jSich tkolt o¢ni kontakt se svym
majitelem. Samostatnost v feSeni tkold neni znamkou nedomestikovanosti, ale volnéjsiho
vztahu se svym majitelem, diky ¢emu mohli pracovni psy vice spoléhat na sviyj vlastni usudek,
nez na pomoc Clovéka (Topal et al. 1997). Dalsi studie poukazuje na to, ze vztah mezi psem a
clovékem je podobny vztahu mezi rodi¢em potomkem, a to nejen z pohledu ¢lovéka, ale 1 psa.
Diky kombinaci magnetické rezonance, sledovani pohybu o¢i a urceni behavioralni preference
je nyni znamo, Ze se u psu aktivuji mozkova centra analogicka s centry zpracovani emoci,
vztahu a odmény u lidi pfi shlédnuti obliceje svého majitele, priCemz zobrazeni ciziho obliceje
vedlo k aktivaci motorického a vizualniho centra mozku (Karl et al. 2020). Pro zlepSeni
porozuméni svym majitelim, psi také vnimaji smér pohledu, miru pozornosti a na zakladé
zkuSenosti Cist nase chovani (Gacsi et al. 2004). Rovnéz dokazi rozeznat hlas majitele od hlasu
cizi osoby v nepfitomnosti dalSich vizualnich ¢i olfaktorickych napoveéd (Gabor et al. 2022).
Diky témto poznatkiim Ize fict, Ze vztah mezi psem a ¢lov€kem neni jednostrannym ucenim,
ale spiSe procesem, kdy se oba druhy snazi navzijem porozumét behavioralnim napovédam
toho druhého, spravné je vyhodnotit a zvolit spravné chovani jako reakci probihajici interakei.
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4 Metodika

4.1 Respondenti

Participanti byli rozdeleni do 3 skupin — skupina lidi chovajicich psa, a pes s nimi Zzije
uvnitf bytu/domu — PU, skupina lidi ktefi vlastni psa, ale drzi ho mimo dim/byt — PV, a skupina
lidi, ktefi nemaji psa — PB.

Skupina chovajici psa venku se skladala z 15 part participanti ¢loveék a pes. Skupina
chovajici psa uvniti se skladala ze 17 part participanti Cloveék a pes. V pripadé skupiny
nechovajici psa byla skupina sloZena pouze z 15 lidskych participanti. Podminkou tcasti pro
vsechny ucastniky bylo neuzivani antibiotik v pribéhu poslednich 30 dnti. Do skupiny PU byli

vees

vees

Do skupiny BP byli zafazeni pouze ti, ktefi nevlastnili ve svém zivot€ psa, a zarovei ani jejich
rodice nikdy psa neméli.

4.2 Kolektivizace dat

Kolektivizace dat se skladala ze 2 hlavnich ¢asti — vyplnéni rozfazovaciho dotazniku a
sbér a odevzdani vzorkd dle prislusné skupiny.

4.2.1 Dotaznik

Kazdy ucastnik vyplnil online dotaznik, ktery byl rozdélen na né€kolik ¢asti. V zavorce
jsou uvedené skupiny, kterych se jednotlivé ¢asti tykaly.

— demografické udaje — vék, pohlavi, bydlisté (vSechny skupiny)

— chronicka onemocnéni, posledni uzivani antibiotik a uzivani probiotik (vSechny
skupiny)

— pritomnost psa u participanta a rodicu (vSechny skupiny)

— wvaha psa, poCet pst ve smecce, misto pievazného pobytu psa, krmeni psa, uzivani
antibiotik a prebiotik (skupiny chovajici psa)

— intenzita kontaktu se psem (skupiny chovajici psa)

— souhlas s odevzdanim a zpracovanim vzorku a kontaktni informace (vSechny
skupiny)

Seznam ucastnika a vyplnéné udaje jsou uvedeny v Priloze 1.

Intenzita kontaktu se urCovala na zakladé pritomnosti chovani jako je olizovani majitele psem,
polibek ¢lovéka urceny psovi a kontakt psa s nadobim a jidlem cloveka.
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4.2.2 Sbér vzorku

Kazdy vzorek byl odebran maximaln¢ 24 hodin pred pfedanim do Cisté odbérové nadoby,
ktera byla oznacena pfidélenym kédem. Kazda nadoba obsahovala pouze jeden vzorek. V Case
mezi odbérem a pfedanim byl vzorek skladovan v chladu. Po pfedani byl vzorek zamrazen a
uchovan az do doby jeho analyzy.

4.3 Analyza vzorku

Analyza vzorku probihala v né€kolika krocich — izolace DNA, analyza bakterialniho
profilu mikrobiomu, soucasti ¢eho byly také metody PCR, DGGE, Sangerovo sekvenovani a
programy Bioedit Sequence, Geneious prime a BioNumerics.

4.3.1 1Izolace DNA

Prvnim krokem byla izolace DNA ze vzorku exkrementu. Izolace byla provedena pomoci
testovaci sady QIAamp® PowerFecal® Pro DNA Kit, dle krokl uvedenych v pfilozeném
navodu, ktery je také dostupny na webovych strankach vyrobce (www.qiagen.com).. Prvnim
krokem bylo zvazeni 0,15-0,20 g zmrazeného vzorku a jeho umisténi do zkumavek obsahujici
jemné kaminky, ucelem kterych je mechanicka homogenizace. K vzorku bylo pfidani 800 ul
roztoku CD1. Vzorky byly spolecné temperovany po dobu 10 minut pfi teploté 65 °C. Posléze
byly umistény na vortex (Vortex adapter tube holder, 13 000-V1-24), kde byly vzorky
vortexovany pii maximalni rychlosti po dobu 10 minut. Po dokonc¢eni vortexovany byly vzorky
umistény na centrifugu, kde byly centrifugovany pii 14 000 x g po dobu 1 minuty. Diky
odstredivé sile se vzorek rozdélil do pevné a kapalné vrstvy (supernatant). Supernatant o
objemu 600 pl byl prenesen do nové mikrocentrifugacni zkumavky a po ptidani 200 pl roztoku
CD2 promichan (CD2 byl skladovan v lednici). Vzorek byl posléze centrifugovan rychlosti 14
000 x g po dobu 1 minuty. 600 pl vzniklého supernatantu bylo preneseno do nové
mikrocentrifugacni zkumavky, do které bylo posléze piidani 600 pl roztoku CD3 a vznikly
lyzat byl promichan. 650 pl lyzatu bylo pfeneseno do MB Spin kolony s membranou a posléze
centrifugovano pfi rychlosti 14 000 x g po dobu 1 minuty. Filtrat byl odstranén a tento krok
zopakovan jesté jednou se zbytkem lyzatu. Druhy filtrat byl rovnéz odstranén. Do kolony bylo
pfidano 500 pl roztoku EA (ethanolu) a roztok byl centrifugovan pii 14 000 x g po dobu 1
minuty. Filtrat byl odstranén a do kolony bylo pfidano 500 pl roztoku C5 a roztok byl
centrifugovan pii 14 000 x g po dobu 1 minuty. Kolona s membranou byla posléze umisténa
do nové sbérmé zkumavky. Ta byla centrifugovana pti 16 000 x g po dobu 2 minut. VysuSena
kolona byla umisténa do nové elu¢ni zkumavky. Do centra membrany kolony bylo nejdfive
pfidano 100 pl roztoku C6, poté doslo k jeji centrifugaci pfi rychlosti 14 000 x g po dobu 1
minuty. Kolona byla odstranéna a elu¢ni zkumavka s izolovanou DNA presunuta k dalSimu
kroku — kontrole koncentrace a Cistoté vzorkd.

Kontrola koncentrace a Cistoty kazdého vzorku probihala na pftistroji NanoDrop ONE. Kontrola
probihala pfi vinovych délkach 260 nm a 280 nm, kdy hodnota absorbance pti 260 nm oznacuje
koncentraci DNA a pii 280 nm cistotu vzorku nukleové kyseliny a absenci kontaminace.

Po izolaci a kontrole koncentrace byly zkumavky ulozeny do mrazaku nastaveného na teplotu
-20°C az do doby jejich dalsi analyzy. Celkovy pocet zpracovanych vzorku ¢inil 74.
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4.3.2 Analyza bakterialniho profilu stfrevniho mikrobiomu

Vysledkem ptedchoziho kroku je izolovana DNA ze vzorku stolice. K dalsi analyze je potfebna
pouze bakterialni DNA, a proto je na tuto ¢ast genetické informace, konkrétné oblast V3 genu
16S rRNA, byla zaméfena 1 amplifikace, ktera néasledovala v dalSich krocich. Tato analyza
mikrobialniho profilu pomoci PCR-DGGE probihala s pouzitim DCode™ Universal Mutation
Detection Systém (Bio-Rad) dle Muyzer et al. (1993).

4.3.2.1 Priprava PCR amplikont z 16S rDNA

Prvnim krokem bylo namichani reaktanti PCR reakce pro kazdy vzorek dle tabulky 1 (Tab.1).

Tab.1 Reaktanty PCR a jejich mnozstvi pro kazdy analyzovany vzorek

Latka Mnozstvi
Vzorek DNA 1 ul
Forward primer 10x338GC 1 ul
Reverse primer 10x534R 1 ul
PCR mix 15 ul
dH20 12 pl
Celkem 30 ul

Reaktanty byly smichané v 200 pl mikrozkumavce a umistény do bloku termocykleru Biometra
TAdvanced. Na pfistroji byl zvolen program s nazvem PCR-DGGE, ktery trval celkem 1
hodinu 40 minut a v pribéhu kterého dochazelo k cyklickému opakovani jednotlivych ¢asoveé
omezenych krokd za urcitych zmeén teploty, které urychlovaly probihajici denaturaci DNA.
Konkrétni kroky programu PCR-DGGE jsou uvedeny v tabulce 2 (Tab.2)

Tab.2 Kroky programu PCR-DGGE na pristroji Biometra TAdvanced

Krok Teplota (°C) Trvani
1. 95 5 minut
2. 95 30 sekund
3. 61 20 sekund
4. 72 40 sekund
5. 72 5 minut
6. 8 Do vychladnuti nebo ukonceni programu

4.3.2.2 Kontrola amplikoni PCR

Kontrola probéhlé PCR reakce se provedla s pomoci agar6zové elektroforézy. Agardzovy gel
byl Cerstvé namichéan v koncentraci 1,5 % v pufru TBE. Po jeho zahtati, odstaveni z plotynky
a ¢asteném vychladnuti bylo pfidano barvivo - 3 ul PCR ethidium bromide. Posléze byl gel
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prelit na elektroforézovou misku, do misky vlozen hiebinek o potiebném poctu jamek a gel
ponechan ke kompletnimu ztuhnuti. Posléze byl hiebinek opatrné vytazen. Do prvni jamky byl
aplikovan DNA marker 200-1500 v mnozstvi 5 ul, do ostatnich po 3 pul amplikonu. Samotna
elektroforéza bézela p dobu 30 minut pii 100 V. Vysledkem reakce méli byt vyrazné DNA
fragmenty o velikosti 200 bp.

43.2.3 DGGE

Nejdiive bylo nutné sestavit DGGE aparaturu — malé sklo, velké sklo, svorky, spacery pro
vytvoreni prostoru pro gel, gumovy prolozka predchazejici vyteceni gelu a to vSe vlozeno ve
stojanu dle instrukci k uzivani této aparatury. Bylo nutné dbat na vytvoreni tésného spoje mezi
jednotlivymi komponenty, aby nedoslo k vyliti nadmérného mnozstvi gelu mimo aparat.
Separace molekul DNA probehla v gelu s denaturacni silou v gradientu 35-60 %. Tento
gradient gelu byl vytvoren smichanim 2 roztokt o rozdilném slozeni (tab.3.) o objemech 25 ml
pro kazdy béh DGGE.

Tab.3 SloZeni roztokit pro DGGE

35% roztok 60 % roztok
40% akrylamid 5,560 ml 5,560 ml
50x TAE 0,500 ml 0,500 ml
Formamid 3,500 ml 6,000 ml
Mocovina 3,675 ml 6,300 ml
Deionizovana voda 12,250 ml 9,500 ml

K vytvoreni gradientu a naplnéni DGGE aparatu se pouziva systém 2 spojenych nadob. Pred
pouzitim je nutné jej proplachnout deionizovanou vodou, aby se zamezila moznost ucpani
pfivodu gelu pozustatkem predchoziho béhu ¢i vzniklou vzduchovou bublinou. Po procisténi
byl uzavien spojovaci kanal. Do levé nadoby byl nalit roztok o koncentraci 35 %, do pravé o
koncentraci 60 %. Posléze byly do kazdé nadoby pfidany roztoky potfebné pro ztuhnuti gelu —
200 ul 10% peroxodisiranu amonného a 20 pul roztoku TEMED. Ptivodova jehla byla vlozena
do DGGE aparatu, kanal mezi nadobami otevien a hnaci motor pro piivod gelu byl spustén.
Jakmile dosahla hladina gelu v aparatu piiblizn€ vzdalenosti 0,5 cm od vrchniho okraje, aparat
byl vypnut a pfivodova jehla vytazena z aparatu. Probéhla kontrola vyteklého gelu — v pfipadé
minimalniho mnozstvi byl do gelu vlozen hiebinek a gel byl ponechan k ztuhnuti. Pokud bylo
mnozstvi unikajiciho gelu vétsi, gel byl okamzité doplnén aby jeho hladina odpovidala
pozadavkim metody. Posléze byl hnaci aparat proplachnut deionizovanou vodou a nakonec
odpojen. Tuhnuti gelu trvalo pfiblizné 45 minut.

Do DGGE nadoby bylo nalito 7 1 TAE pufru az po hranici vyznacenou na nadobé. Toto
mnozstvi 1ze pouzit pro 4 DGGE analyzy. Bylo spusténo topeni a cirkulace roztoku. Pred dal§im
krokem bylo topeni a cirkulace vypnuté.

Po ztuhnuti DGGE gelu byl hiebinek vyjmut, aparat vlozen do DGGE ramu a ram pienesen do
DGGE nadoby. Jamky byly naplnéné TAE pufrem. Kvili zkresleni byly vynechany okrajové
jamky a standard a vzorek byl aplikovan do jednotlivych jamek. Posléze byla nadoba uzaviena
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vikem, zapnuté topeni, a cirkulace pro napéti 30 V. Jakmile byla dosazena teplota 60 °C, napéti
bylo zvySeno na 55 V.

Po uplynuti 17-18 hodin byl pfistroj, vCetné topeni a cirkulace, vypnut. Gel byl odstranén
z ramu a aparatu a vlozen do nadoby k obarveni pomoci 7 ul SYBR Green barviva. Nadoba
s vikem byla promichavana po dobu 30 minut, aby byla zajisténa dobra disperze barvy napfi¢
gelem.

4324 Sekvenace DGGE bandu

Pro sekvenaci DGGE bandu bylo nutné vybrané bandy vyfiznout skalpem za osvétleni UV
transiluminatorem. Poté byly vlozeny do mikrozkumavky, do kterych bylo pfidano 100 ul vody.
Zkumavky byly centrifugovany po dobu 10 minut pii 10 000 otaek za minutu. Tim vznikl
kapalny vzorek pro dalsi PCR reakci. Pro tuto reakci bylo potfeba namichat novy roztok (tab.4).

Tab.4 SlozZeni roztoku pro PCR pro vybrané DGGE bandy

Latka Mnozstvi
Band 5ul
Forward primer 10x341 1 ul
Reverse primer 10x534 1 ul
PCR mix 15 ul
dH20 8 ul
Celkem 30 ul

Vzorky byly vlozeny do termocykleru a spustén program PCR-DGGE, ktery byl jiz popsan
v kapitole 4.3.2.1. Priprava PCR amplikoni z 16S rDNA. Produkty byly zkontrolovany na
agarozovém gelu.”

Posléze byly kroky procistény sadou QIAquick PCR purification Kit, dle pfilozeného navodu,
ktery je také dostupny na webovych strankach vyrobce www.qiagen.com

Poslednim krokem bylo zméfeni koncentrace nukleové kyseliny na piistroji Nanodrop. Pro
tento krok byl vytvoreny roztok ve zkumavce o objemu 200 pl, ktery se skladal z 10 vzorkd,
10x nafedéného primeru 341FP nebo 534R a do objemu 10 ul byl roztok doplnén vodou.
Jelikoz hodnoty spliiovaly pozadavky spolenosti SEQme, ktera sekvenaci provadéla, vzorky
byly oznaceny kody a odeslany k identifikaci.

Pouzité primery:

338GC
CGCCCGCCGCGCCLCCGLCGELCCCGGELLCGELLGLCCGCCGCCGCACTCCTACGGGAGGC
AGCAG

341FP
CCTACGGGAGGCAGCAG
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534RP
ATTACCGCGGCTGCTGG

4.3.2.5 Sangerovo sekvenovani

Sekvenovana data dodany spolecnosti SEQme byly zadany do softwaru Geneious prime, ktery
je volné dostupny na webové strance www.geneious.com. S pouzitim tohoto programu bylo
mozné proménit ziskana data do sekvence nukleotidt, ktera poslouzila k presné identifikaci
bakterialniho druhu.

Sekvence nukleotidi byla dal zpracovana programem BLAST, dostupny na
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, ktery srovnava sekvence nukleotidii (nebo protein)
s databazi Narodniho Centra pro biotechnologické informace (NCBI, z anglického National
Center for Biotechnology Information) a na zakladé vypocitané statistické podobnosti urcuje
jejich moznou pftislusnost ke konkrétnimu druhu.

4.3.2.6 Analyza DGGE gelti pomoci BioNumerics

Pro analyzu DGGE geli bylo nutné provézt normalizaci dat a vypocitat korelacni matice
vzorkd, k ¢emu byl vyuzit software Bionumerics. Normalizace spocivala v kompenzaci rozdila
v intenzité jednotlivych bandt, diky ¢emu je bylo mozné plnohodnotné srovnat mezi sebou.
Vystupem této analyzy je dendrogram srovnavajici zony vzorki mezi sebou a vizualni
vyjadieni shlukovani jednotlivych vzorkt na zakladé jejich podobnosti pomoci PCoA analyzy
(z anglického Principal Coordinates Analysis), jinak nazyvaného 1 vicerozmérové Skalovani.
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S Vysledky

5.1 Vysledky dotazniku

Dotaznik vyplnilo celkem 45 osob, které zaroven poskytli vzorek stolice k analyze, z toho 32
7en a 13 muzt (Piiloha 1). Zadny z respondentd neuzival antibiotika 3 mésice pied odb&rem
vzorku exkrementu. 25 lidi uzivalo probiotika ¢i fermentované potraviny do 30 dni pred
odbérem. 10 lidi trpélo jednim nebo vicero chronickymi onemocnénimi — astma, diabetes
2. typu, zanéty prostaty, hypotyredza, autoimunitni onemocnéni §titné zlazy, inavovy syndrom
¢i alergie. VEk participantd se pohyboval mezi 18 az 60+, nejpocetné&jsi skupinou byly skupiny
22-30 a 30-40 let. VétSina ucastniku bydlela v Praze a StfedoCeském kraji. Ze skupiny BP
nevlastnil nikdo psa, a zaroven ani zadny z jeho rodi¢i nevlastnil ve svém Zzivoté psa. Ve
skupinach PU a PV nevlastnilo 8 rodi¢i respondentti nikdy psa. Miru kontaktu se psem lze
rozdélit dle pfitomnosti 4 prvka — mozny kontakt psa s pokrmem majitele, sdileni jidla se psem,
oliznuti majitele psem a polibky psa majitelem, pficemz byly prvni dva parametry a druhé dva
parametry mezi sebou sparované a hodnocené ve stejném kritériu.

skuping€ PU a 14 ve skupiné PV. Celkem 7 psim byly v mésici pied odbérem vzorku podany
probiotika & fermentované potraviny. Zadny ze psi neuzival 3 mésice pred odbérem zadna
antibiotika. Na zaklad¢ majiteli vyplnéného dotazniku byla skladba psi stravy nasledujici:
nejcastejSimi krmivy ve skupiné PU 1 PV byly granule spolu s konzervovanym krmivem, na
druhém misté BARF. Vsichni psi ze skupiny PU bydli pfevazné€ uvniti a maji ptistup do vétsiny
obydli, 10 psu ze skupiny PV bydli pfevazné venku a nema pristup do obydli majitele, zbyvajici
4 psi maji pouze omezeny pristup do neobyvanych mistnosti. Pouze 2 psi ze skupiny PU nespali
v posteli, ve skupiné PV prevladalo nocovani v kenele a pelechu psa. Ve skupiné PU byly
vahové kategorie psi vyrovnané: 7 psii mezi 5 a 19 kg a 8 pst mezi 20 a 40 kg. Ve skupiné PV
prevladali psi ve vyssi vahové kategorii (13) nad jedinym jedincem s vahou nizsi nez 20 kg.
Vsichni psi se rovnéz lisili ve svém plemeni, nejvyssi zastoupeni méli kiizenci a némecti ov¢aci.
Vek psu se pohyboval mezi rokem a 13 lety.

5.2 Zpracovani DNA

Izolace DNA

Pomoci testovaci sady bylo ze 74 vzorku izolovana DNA pomoci QIAamp® PowerFecal® Pro
DNA Kit. Posléze byla namétena koncetrace DNA v kazdém izolatu pfi vinové délce 260 nm
ajeho Cistota, urCena jako pomér absorbanci A260/A280. Koncentrace se pohybovala v rozmezi
8,965 - 1567,281 ng/ul a Cistota v rozmezi 1,772 - 1,890. Pfi nizSich hodnotach je vys§i mira
kontaminace vzorku, vys$s§i hodnoty naopak poukazuji na nekontaminovany vzorek.

Agarozova elektroforéza

Uspé&snost prob&hlé PCR reakce byla ovéiena pomoci agarozové elektroforézy (obr.1). Na levé
strané se nachazi velikostni marker od spolecnosti Top Bio s.r.o, na pravo od néj nasledovaly
jednotlivé vzorky. Pro lepsi vizualizaci vysledktu byl gel obarven ethidium bromidem a po
dobéhnuti reakce byly vysledky vyfotografovany na UV svétle. Tmavé tseky oznacuji
dostateCnou koncentraci fragmentt velikosti 200 bp ve vzorcich.
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Obr.1 Agardzova elektroforéza jako povéreni uspesnosti probehlé PCR reakce

DGGE

Priubéh DGGE analyzy biom vizualizovan pod UV svétlem (Obr.2 - Obr.5). Z divodi omezené
kapacity aparatury musely probéhnout celkem 4 béhy DGGE. Kazdy svisly pas byl individualni
vzorek. Z téchto past bylo vybrano 10 tsekt odeslanych k analyze a identifikaci do externi
laboratore. Tyto useky byly zvoleny z bandi ve stejné urovni, pfipadné ojedinélé a jinde
neopakovang, které mély intenzivné&j$i zbarveni nez ostatni bandy. Toto vyraznéjsi zbarveni
oznacovalo vyS§si koncentraci genetické informace.

Obr.2 Vizualizace probéhlé DGGE reakce gelu 1 a oznacené bandy 1-7, které
byly odesldny k sekvenaci, H — ¢lovék, D — pes
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Obr.3 Vizualizace probéhlé DGGE reakce gelu 2, H — clovék, D — pes

5T 39 40 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 ST
H D" H b H EWmALCT H D H D H BB H H D H D H

Obr.4 Vizualizace probéhlé DGGE reakce gelu 3 a oznacené bandy 8-10, které
byly odesldny k sekvenaci, H — ¢lovek, D — pes
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Obr.5 Vizualizace probéhlé DGGE reakce gelu 4, H — clovék, D — pes

5.3 Sekvenovani a identifikace druhu

Zvolené useky byly zpracovany dle pokynt spolecnosti SEQme s.r.o, ktera nasledné provedla
Sangerovo sekvenovani.

Vyhodnoceni Sangerova sekvenovani

Z celkového poctu 10 vzorkid odeslanych k sekvenovani bylo uspésné osekvenovano pouze 8.
2 vzorky (band ¢islo 5 a 10) nebylo mozné osekvenovat z divodu jejich vysoké kontaminace.

Identifikace bakterialnich sekvenci

Na zakladé ziskanych sekvenci byly urCené druhy pfitomné v analyzovanych vzorcich
sttevniho biomu. K identifikaci byl pouzit software Geneious, ktery nukleotidové sekvence
ptipravil (Obr.6), a dale geneticka databdze NCBI (z anglického The National Center for
Biotechnology Information) pii vyuziti algoritmu BLAST (z anglického Basic Local Alignment
Search Tool). Po vlozeni zvolené sekvence do vyhledavani v ramci bakterialni databaze 16S
rRNA byla ur€ena procentualni shoda s dfive identifikovanymi druhy bakterii.
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Obr.6 Osekvenovany usek bakterialni DNA, ¢.1
Prehled identifikovanych druhu

Algoritmus BLAST hleda shodu s jiz identifikovanymi druhy mikroorganismi v ramci pouzité
databaze. Shoda, oznacCena jako identita, mize dosahovat hodnot od 0 do 100 %, pficemz
hodnoty identity pod 96 % naznacuji bud’ neptitomnost nukleotidové sekvence v databazi, nebo
jeji nedostateCnou kvalitu, kvili které nemohlo dojit k jeji reprezentativni identifikaci. Pokud
jsou hodnoty identity vyssi nez 97 %, identifikace je povazovana za reprezentativni. Bakterialni
druh jednoho z osekvenovanych bandi (¢.9) nebylo mozné urcit.

Tab.5 Prehled identifikovanych bakteridlnich druhii

Cislo | Cisl . :

balr? d?,l Vzlosrkou Identifikovany druh Identita Oznaceni
1 4 Megamonas rupellensis 99 % NR 044473.1
2 7 Pseudobutyrivibrio ruminis 99 % NR _026315.1
3 9 Fusobacterium gastrosuis 100 % NR 146837.2
4 12 Blautia hominis 100 % NR 163638.1
6 14 Turicibacter sanguinis 99 % NR 028816.1
7 14 Streptococcus 100 %
8 50 Megamonas rupellensis 82 % NR 044473.1

Vysledky sekvenovani byly analyzovany pomoci volné pristupného softwaru
BioNumerics. Dany program umoziioval slouceni vysledkti na zakladé vlozenych parametrt a
tim je mezi sebou srovnat a pozorovat vzniklé skupiny. Jednou z technik je 1 metrické
vicerozmérové Skalovani, také oznaCované jako PCoA (z anglického Principal coordinates
analysis, ktera umoznuje vizualizaci rozdili mezi zvolenymi skupinami dat (Obr.8, Obr.10,
Obr.12, Obr.14). Vzdalenost mezi jednotlivymi body zobrazuje jejich vzajemnou podobnost —
blizsi body jsou si vice podobné, nez ty vzdalenéjsi. Ke kazdému PCoA zobrazeni se poji i
dendrogram (Obr. 7, Obr9, Obr.11, Obr.13) ktery vyjadiuje piibuznost pfitomnych
bakterialnich druht.
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Obr.7 Dendrogram srovnavajici sloZeni strevniho biomii psii (zelend) a clovéka
(Cervend); D — pes, H — clovek, F'— Zena, M — muz
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Obr.8 Vizualizace vysledkii srovndni sloZeni biomit psa a clovéka v softwaru

BioNumerics metrickou technikou vicerozmérného Skdlovani (zelena — pes, cervend — clovék)
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Obr.9 Dendrogram srovnavajici sloZeni strevniho biomui lidi viastnicich (cervend) a
nevlastnicich (zelend) psa.

Sloupec 1: Yes — viastni psa, No — nevlasti psa; sl. 2: I — Zena, M — muz; sl. 3: Inside — pes
chovany uvniti, Outside — pes chovany venku, No — bez psa; sl.4: Pritomnost
oblizovani/polibkit Ano/Ne, sl.5: kontakt s nadobim/jidlem Ano/Ne.

L L]
0.4
i
¥ L%
“u
K 0.z
@
]
& °
A
0.0
L P L
Co
0.z
0z
-0.0
z -0z
04
04 0z -0n -0.2 0.4
X
Obr.10 Vizualizace srovnani lidi viasinicich a nevlastnicich psa v softwaru BioNumerics

metrickou technikou vicerozmérného Skalovani, cervend — viastni psa, zelend — neviastni psa
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Obr.11 Dendrogram srovndvajici slozeni stievniho biomii lidi vlastnicich psa uvnitr

(zelend), venku (modrd) a nevlastnicich (Cervend) psa — 1.sloupec. 2.sl:: F — Zena, M — muz;
sl. 3: Pritomnost oblizovani/polibkit Ano/Ne, sl.4: kontakt s nadobim/jidlem Ano/Ne.
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Obr.12 Vizualizace srovnani stievnich biomi lidi viastnicich psa uvnitr, venku

a nevlastnicich psa v softwaru BioNumerics metrickou technikou vicerozmérného Skalovani
(zelend — pes uvniti, modrd — pes venku, cervend — bez psa)
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Obr.13 Dendrogram srovnavajici slozeni strevniho biomu lidi viasticich psa uvniti
(zelend), venku (Cervend) a psit uvniti (modra) a venku (Zlutd) — 1.sloupec.; 2.sl: H — ¢lovék,
D — pes; 3.sl: F — Zena, M — muz; sl. 4: Pritomnost oblizovani/polibkii (clovék) Ano/Ne,
(pes) P Ano/Ne; sl.5: kontakt s nadobim/jidlem (¢lovék) Ano/Ne, (pes) P Ano/Ne.
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Obr.14 Vizualizace srovndni stievnich biomu lidi viastnicich psa uvnitr (zelena),

venku (Cervend) a psiu uvniti (modra) a venku (Zlutd) v softwaru BioNumerics metrickou
technikou vicerozmérného Skdlovani.
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6 Diskuze

Cilem této diplomové prace bylo posoudit, zda spole¢né souziti ¢loveka a psa ovliviiuje
slozeni jejich stfevnich biomu.

Slozeni stfevniho biomu neni konstantni po celou dobu zivota jedince. Zakladni rozdily
1ze pozorovat mezi pohlavimi ¢i velikostnimi kategoriemi psi. Na trovni jedince se stievni
biom méni s vékem, ovulacnim cyklem, stravou, uzivanim probiotik ¢i antibiotik, zivotnim
stylem, mnozstvim spanku i mnozstvim stresu v kazdodennim zivoté. Kromeé téchto vlivi jsou
vSak pozorované 1 dopady spoluziti s dal§imi jedinci, a tak jak mezi lidmi, tak i pfi souziti
s domacim mazlickem.

Vzorky k analyze byly sbirany od 3 skupin respondentt — lidi, ktefi nikdy nevlastnili psa,
lidi vlastnich psa chovaného uvnitf a jejich pst a nakonec lidi vlastniciho psa, ktery je chovany
venku. Na zaklade vysledki DGGE analyzy byly vylouceny vzorky ¢islo 30, 35, 36 a 41, ato
z divodu absentujici reakce. Diivodem pro to miize byt chybné provedeni amplifikace DNA
kvuli vyssi poruchovosti termocykleru. Z toho samého divodu i jsou jednotlivé bandy na
fotografiich pofizenych pod UV svétlem v nékterych pfipadech méné vyrazné, nezli u
podobného typu reakci zadouci. V ptipadé vzorku €. 30 byla koncentrace DNA ve vzorku pouze
8,965 ng/ul, Slo tudiz o nejméné koncentrovany vzore ze vSech analyzovanych. Divodem nizsi
koncentrace mohl byt delsi ¢as mezi odbérem vzorku a jeho analyzou nebo jeho nevhodna ¢ast,
ktera byla dale analyzovana. U vzorka 35, 36, 41 se koncentrace pohybovala v rozmezi 150—
299 ng/ul. Chyba musela nastav v prubéhu amplifikace. U nekterych analyzovanych vzorkt je
v DGEE vysledcich pozorovan zna¢ny smile-efekt, tedy zakiiveni zptisobené jejich okrajovou
pozici na DGGE gelu, nehledé na vynechani 2 krajnich jamek z kazdé strany pfi aplikaci vzorka
do gelu.

Pti srovnani stfevnich biomu lidi vlastnicich psa s t€mi, ktefi psa nevlastni a nikdy s nim
nepiisly do dlouhodobého kontaktu je zfetelné, ze se srovnavané vzorky vytvorily dva klastry.
Na zakladé¢ zobrazeni (obr.9 a obr.10) Ize fict, ze se vzorky mezi sebou lisi. Spoluziti se psem
tak ovliviiuje nejen socialni a celkovy zdravotni stav svého majitele, ale ma dopady i na jeho
sttevni biom. Tyto vysledky koreluji s poznatky Dr. Fujimara, ktery zmifiuje dopady
pritomnosti psa v domacnosti na biom majitele ¢i jeho rodiny, a to rozSifenim pfirozené¢ho
bakterialniho osidleni na povrSich domécnosti (Fujimura et al. 2014). K tomuto roz§ifeni
dochazi dvojakym zpisobem —v dobé jeho pofizeni dochazi k osidleni prostort novymi druhy
bakterii, které se v domécnostech bez psa vyskytuji pouze ziidkakdy; druhym je vyznamnéjsi
posun v taxonech po uplynuti del§iho ¢asového useku (Sitarik et al. 2018). V ptipadé této prace
byli vSichni respondenti majiteli psa po del§i dobu, nez je 1 rok, diky Cemu je efekt psi
pfitomnosti v domacnosti znateln&jsi.

Srovnani stfevnich biomu vSech lidi — vlastnicich psa uvnitf, venku u psa nevlastnicich,
se vytvorily 4 rozdilné klastry — lidé bez psa, lidé se psem uvnitt a dva klastry lidi se psem
chovanym venku (obr.11 a obr.12). Slozeni stfevniho biomu se u lidi vlastnicich psa li§i na
zakladé umisténi psa, jak je jiz zminéno v pfedchozim odstavci. Jak je z vysledktu patrné
(obr.12), lidé chovajici psa doma a venku se od sebe navzajem lisi. Primarnim rozdilem je misto
pobytu. Vétsina acastnikti chovajiciho psa uvnitf ziji ve velkomésté (Praze), na druhém misté
je StredoCesky kraj. Na druhou stranu je v§ak misto pobytu lidi chovajicich psa venku mnohem
raznorod¢jsi a pouze 2 UcCastnici ziji ve velkomesté. Prostiedi je znamym faktorem, ktery

36



ovliviiyje skladbu biomu, jelikoz lidé Zijici ve méstech zakladaji spiSe mensi rodiny a nevénuji
se chovu zvifat a péstovani rostlin do takové miry, jako lidé zijici mimo velka mésta v obcich
¢i navsich (Ying et al. 2015; Lehtimaki et al. 2020). Dalsi rozdily mezi témito 2 skupinami lidi
mohou byt zpisobené rozdilnym zivotnim stylem — v méstech pievazuje bydleni v bytech
s omezenych kontaktem s pfirodou, na rozdil od téch, ktefi bydli v rodinnych domech, co je
CastejSi mimo uzemi velkomeést (Ying et al. 2015; Kates et al. 2020).

Pfi srovnani stfevnich biomtu majiteld psi chovanych uvniti a venku s jejich psy
vyplynulo, Ze klastr majitelt psi chovanych uvnitf je oddéleny od klastru jejich psa (Obr.13,
Obr.14). Majitelé pst chovanych venku a jejich psy se rozdélily na dva klastry. Je mozné, ze
menSi klastr tvoii lidi dfive vlastnici 1 psa uvnitf, ptipadné€ vlastnici psy uvnitt i venku zaroven.
Zaroven lze pripustit, Ze tento jev ma 1 jiné, vice opodstatnéné vysvétleni. To nam pro tuto
chvili neni zcela znamé. Z PCoA zobrazeni (obr.14) je také zietelné, ze lidé chovajici psa uvnitf
a jejich psi spolu nesdili stfevni biom do takové miry, jako majitelé pst a psi zijici venku.
Jednim, z moznych vysvétleni je zivotni styl a misto bydlité, jak je zminéno v pfedchozim
odstavci. Lze predpokladat, ze psi a jejich majitelé zijici mimo velkomeésta travi vice asu na
zahradé ¢i v pfirodé, diky ¢emu pfichazi od intenzivnéj$iho kontaktu s velmi rdznorodym
spektrem bakterii, nez je tomu ve méstech (Lehtiméki et al. 2018; Li et al. 2022). Diky této
stimulaci z vnéj§iho prostredi dochazi rovnéz k remodelaci stfevniho biomu, aby byl schopen
adekvatné reagovat na riznorodost externich stimuli imunitniho systému. Dle dotazniku jednu
ze slozek potravy pst chovanych venku tvorily kuchytiské zbytky, coz u pst chovanych vevnitf
chovani uvnitf, ktefi jsou krmeni zejména granulovanym a konzervovanym krmivem, ptipadné
BAREF. Touto riznorodosti se psi zijici venku mohou svym biomem vice pfiblizit lidem a jejich
pestrému jidelnicku. V neposledni fadé se poznatky o rozdilném biomu lidi chovajicich psa
uvnitf a jejich psu ztotoznuje s vysledky jiné studie, kdy pes a jeho majitel spolu pfimo nesdili
stejné bakterialni druhy stfevniho biomu (Song et al. 2013). Jak poukazuje i tato studie — je
mozné, ze pii vyuziti rozdilnych parametra skupiny majitel-pes chovany uvniti by bylo mozné
odkryt méné zjevné sdilené vlastnosti mezi stfevnimi biomy téchto dvou druhli. Vzhledem
k tomu, ze samotné skupiny ucastnikli nejsou zcela homogenni z pohledu stravy psa, probiotik,
mista bydlisté, chronickych onemocnéni ani poCti psi ve smecce, nelze zcela vyloucit vlivy
téchto parametrt na ziskané vysledky i vyslednou podobnost jednotlivych biomt. Metoda
pouzivajici PCR-DGGE analyzy navic neni k malym rozdiliim natolik citliva, jak by mohly byt
jiné metody analyzy stfevniho biomu.

Z analyzovanych vzorkl byly posléze zvolené nejvyraznéjsi bandy k urceni piislusnych
bakterialnich druhd, které byly soucasti stfevnich biomu lidi i psi. Sekvenace bandu a jejich
identifikace byla uspésna v pripadech 1, 2, 3, 4, 6, 7 a 8. Bandy ze vzorkt 5 a 10 byly v pribéhu
analyzy kontaminovany, a z toho divodu je nebylo mozné urcit. V pfipad€ vzorku obsahujiciho
band c¢islo 9 nebylo mozné ze stanovené sekvence urcit bakterii, kterou tento band
reprezentoval. V pfipad€ bandu 1 a 8 §lo o totoznou bakterii Megamonas rupellensis, ktera byla
prvné izolovana ze slepého stieva dribeze (Chevrot et al. 2008). Jeji zvySeni vyskyt se poji
s nealkoholovym ztu¢nénim jater, co bylo zkoumano na détskych pacientech s touto nemoci,
ptfi¢emz se pouhé zvySeni BMI nepojilo se zvySenym vyskytem této bakterie (Zhou et al. 2022).
Rovnéz se ukazuje, ze ma tato bakterie, stejné jako cely druh Megamonas spp., roli v toleranci
metforminu jako 1é¢ebné latky podavané pacientim s diabetem 2.typu — jeji zvySeny vyskyt
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naznacuje jeho toleranci, snizené mnozstvi naopak jeho intoleranci a tedy neucinnost jeho
podavani (Diaz-Perdigones et al. 2022). Megamonas rupellensis se tako jevi jako jeden
z moznych spolucinitel pozménéného metabolismu mastnych kyselin s kratkym fetézcem ¢i
dopaminového metabolismu, které jsou spojené s vznikem téhotenské cukrovky (Ye et al.
2023). V pripad¢ tehotenské cukrovky se tato bakterie poji i s jeji vznikem, a to pozmeénénym
metabolismem dopaminu, nasledky ¢eho Na druhou stranu se vSak snizené mnozstvi této
bakterie poji s laktozovou intoleranci (Li et al. 2018).

Identifikovanou bakterii v bandu Cislo 2 je Pseudobutyrivibrio ruminis. Tato bakterie se
ucastni metabolismu mastnych kyselin s kratkym fetézcem, konkrétn€ butyrat (Van Gylswyk
et al. 1996, Kopecny et al. 2003).

Bakterie z bandu cislo 3 byla identifikovana jako Fusobacterium gastrosuis. Prvné byla
objevena u prasat (Sus domesticus) (De Witte et al. 2017). Diky vyzkumu na miniprasatkach
MeLiM (z anglického Melanoma-bearing Libechov Minipigs) (Horak et al. 2019) se ukazala
spojitost mezi pritomnosti této bakterie a této bakterie a dysbidzou kozniho a stfevniho biomu
u pacientd s rozvijejicim se melanomem (Mekadim et al. 2022). Tato bakterie je také spojovana
s vznikem zaludeCnich viedu a zanét zaludku, a to prostfednictvim zmény prostiedi zaludku
(Cortez Nunes et al. 2022).

Blautia hominis, identifikovana ze vzorku 4, patfi do kmene Firmicutes a byla prvné
objevenau ¢loveka (Shin et al. 2018). Tato bakterie hraje roli v propojeni stfeva mozku, jelikoz
se zda, ze se jeji vyskyt poji s absenci post-operacniho deliria — nasledku anestézie, ktery se
projevuje kolisavym naruSenim psychického stavu jedince trvajicim minuty az dny po operaci
(Liu et al. 2022). Tato bakterie také hraje roli v promoci gend podminujicich antibiotickou
rezistenci bakterii po administraci probiotik (Montassier et al. 2021).

Bakterii identifikovanou z bandu 6 je Turicibacter sanguinis, pattici rovnéz do kmene
Firmicutes a byla prvné objevena z krve ¢loveéka s akutnim zanétem slepého stfeva (Bosshard
2002), a pozdéji také ze stolice (Cuiv et al. 2011). Tato bakterie se pfimo ucastni vychytavani
serotoninu ze svého okoli, ¢im ovliviiuje metabolické drahy zapojené v metabolismu a
mnozstvi triglyceridi v krevnim ob&hu, co mize mit dal§i dopady na zdravotni stav jedince
(Fung et al. 2019).

Posledni identifikovanou bakterii z bandu ¢islo 7 jde o rod Streptococcus. Tento rod
zahrnuje fadu patogennich bakterii zpusobujicich stfevni zanéty ¢i majici spojitost s
ateroskler6zou a metabolickymi onemocnénimi (Sayols-Baixeras et al. 2022), zarovei se vSak
nékteré druhy pfimo ucastni metabolismu sacharidu, a to konkrétné fermentace laktozy a
rozkladu sachar6zy (Jones et al. 2019). ZvySena konzumace fruktdzy ma na tento rod negativni
vliv (Jones et al. 2019). Pro konkrétnéjsi popis funkce by bylo vhodné znat konkrétni druh, co
vysledek sekvenace bakterialni DNA v tomto piipadé neposkytl.

Vysledky analyzy potvrdily stanovenou hypotézu, ze dlouhodoby uzky kontakt clovéka
se psem bude mit vliv na slozeni stfevniho mikrobiomu. Chov psa uvnitf a venku ma rozdilné
dopady na stfevni biom majitele. Pro presn&jsi a detailnéjsi vysledky by k urceni piesného
bakterialniho slozeni a konkrétnich druhi, které jsou mezi jedinci sdilené, bylo vhodné pouzit
analytickou metodu sekvenovani nové generace. S ohledem na casovou a finan¢ni narocnost
této metody v této praci pouzita nebyla. Rovnéz by bylo vhodné odebrat i vzorky kozniho a
ustniho biomu, diky ¢emu by mohla byt vzajemna podobnost ¢i rozdilnost stfevnich bioma psa
a ¢loveka objasnéna na taxonomické tirovni. Za tiCelem zpfesnéni vysledkl analyzy stfevniho
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biomu ¢lovéka a miry jeho sdileni se psem by se mohly dalsi studie vénovat hloubgji tomuto
tématu, s rozdilnymi kategoriemi pro rozdilné typy stravy psa ¢i jejich velikost. Vzorek
respondenti — lidi i psi — je v této praci velmi riznorody. Jeho sjednocenim v nékterych
parametrech, napfiklad misté bydlisté ¢i stravé, by bylo mozné ziskat vice informativni
vysledky a hlubsi vhled do moznych dopadi chovu psa na stfevni biom svého majitele a
zaroven poodhalit, zdali dochazi diky souziti se psem k sdileni stfevnich bakterialnich druha
mezi psem a jeho majitelem. K dal§im, neméné podstatnym vliviim, 1ze zaradit i velikost rodiny
¢i poCet psu chovanych v jedné smecce, co mize ovliviiovat jak skladbu psiho tak i lidského
sttevniho biomu. Dalsi studie mohou brat v potaz tyto parcialni vlivy na stfevni biom jedince a
vytvorit experimenty, kde bude riznorodost respondentt v té€chto parametrech co nejnizsi, diky
¢emu by mohlo byt mozné ziskat vysledky s jednoznacnéjsi a vice vypovidajici hodnotou.
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7 Zavér

Stfevni biom je dynamickou populaci, skladajici se z bakterii, archei, viri a prvokt
fungujicich za idedlnich podminek ve vzajemném souladu se svym hostitelskym organismem.
Jeho pozice v ramci téla je byt jak pivodcem signalu, tak i jejich ptijemcem. Tato komunikace
probiha nejen v ramci travici soustavy, ale také s nervovym ¢i imunitnim systémem a télu tim
rozSifuje pole pusobnosti v ramci obrany vaci patogenum Ci regulace traveni na zakladé
informaci z ostatnich soustav. Kromé té€chto télu vlastnich okruha je stfevni biom také
ovlivilovan vné&jS§imi podnéty — stravou, biom ovliviiyjicimi latkami jako jsou antibiotika,
probiotika ¢i prebiotika, socialnimi interakcemi, prostfedim, ve kterém jedinec dlouhodobé zije
¢i zivotnim stylem a mirou dlouhotrvajiciho stresu. Diky v§em témto aspektiim je biom kazdého
jedince neopakovatelnou kombinaci druhti mikroorganismu, které mu pomahaji udrzovat
vnitini homeostazu i pii zméné vnéjsich ¢i vnitfnich podminek.

Souziti se psem se s ohledem na stfevni biom fadi mezi socialni faktory ovlivilyjici jeho
skladbu. Kromé nepopiratelnych dopadi na celkovy zdravotni stav, véetné lepsiho stavu
kardiovaskularni soustavy ¢i snizeného rizika vyskytu alergii a zlepSeni imunity u déti, souziti
se psem ovliviiuje 1 slozeni lidského stfevniho biomu.

Tato prace potvrdila stanovenou hypotézu, ze dlouhodoby uzky kontakt ¢loveéka se psem
bude mit vliv na slozeni stfevniho mikrobiomu. Dopady na stfevni biom lidi se také lisi
v zavislosti na tom kde je pes chovan, sdili-li vnitini prostory se svym majitelem, nebo naopak
bydli pfevaznou vét§inu Casu venku s omezenym nebo zadnym piistupem do vnitinich prostor.
V ramci této prace se rovnéz povedlo posbirat velky a velmi riznorody vzorek respondentd a
jejich psu, ktery poukazuje na nékolik parametrd majicich vliv na sloZeni stfevniho biomu
jedince, co bylo prvnim cilem této diplomové prace.

Dalsim splnénym cilem této prace byla analyza vzorka stfevniho biomu molekularné
genetickymi metodami, konkrétné PCR-DGGE a Sangerovym sekvenovanim. Vzorky byly
zpracovany a vizualizovany prostfednictvim obarvenych vysledku DGGE analyzy, diky kterym
bylo mozné vytvorit PCoA zobrazeni i dendrogramy podobnosti analyzovanych stfevnich
biomu. Sekvenovaci metodou, ktera byla v této praci pouzita je Sangerovo sekvenovani genu
kodujiciho 16S rRNA, ktera 1 pfes své limitace poskytla vysledky umoziiujici ureni 8
bakterialnich druht vyskytujicich se ve analyzovanych vzorcich lidi a pst, mezi kterymi byli
jak bézné vyskytujici se bakterie stfevniho biomu, tak i bakterie spojovany s dysbi6zou biomu
¢i antibiotickou rezistenci bakterii. Provedenim souboru molekularné genetickych analyz bylo
mozné posoudit dopady spolecného souziti Clovéka a psa na jejich stfevni biomy.

K limitacim této prace patii nerovhomérny vzorek co se pohlavi, mista bydlisté a
veékovych kategorii ucastnikl tyCe, apravou kterého by bylo mozné ziskat data vypovidajici o
rozdilech mezi jednotlivymi kategoriemi respondentti. Dalsi limitaci je nemoznost odizolovat
vlivy prostfedi, stravy, ¢i uzivanych probiotik na vysledky této prace. V piipadé navazujici
studie by bylo vhodné zvazit moznost jiné molekularné genetické metody analyzy, naptiklad
sekvenovani nove generace, které by mohlo poskytnout detailnéjsi informace o sdilenych
kmenech bakterii mezi psem a Clovékem, s dirazem na rozdily na zakladé mista chovu psa,
velikosti rodiny ¢i poctu psu v rodin€. Nové poznatky v této oblasti by mohli dopomoci odhalit
dal§i mozné pozitivni i negativni dopady souziti se psem, a to jak na ¢loveka, tak 1 na psa, naptic
veékovymi kategoriemi obou druht.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symboli

BARF kosti a syrova strava

BMI  Index télesné hmotnosti

D pes

DGGE elektroforéza v gradientovém denaturacnim gelu
DNA  deoxy-ribonukleova kyselina

F zena

GABA gama-aminomaselna kyselina

GIT gastrointestinalni soustava

H clovek
HPA  osa hypotalamus-hypofyza-nadledviny
M muz

NGS  sekvenovani nové generace
PCoA metrické vicerozmérové skalovani
PCR  polymerasova fetézova reakce

PB ¢loveék nechovajici psa
PU Clovék chovajici psa uvniti domu/bytu
PV Clovék chovajici psa mimo svij byt/dim

RNA  ribonukleova kyselina
rRNA ribosomalni ribonukleova kyselina
sl. sloupec
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10 Seznam tabulek a obrazku

10.1 Tabulky

Tab.1
Tab.2
Tab.3
Tab.4
Tab.5

Reaktanty PCR a jejich mnozstvi pro kazdy analyzovany vzorek
Kroky programu PCR-DGGE na pfistroji Biometra TAdvanced
Slozeni roztoki pro DGGE

Slozeni roztoku pro PCR pro vybrané DGGE bandy

Prehled identifikovanych bakterialnich druht

10.2 Obrazky

Obr.1
Obr.2
Obr.3

Obr 4
Obr.5
Obr.6
Obr.7
Obr.8
Obr.9
Obr.10
Obr.11

Obr.12

Obr.13

Obr.14

Agarozova elektroforéza jako povéreni uspesnosti probehlé PCR reakce
Vizualizace probéhlé DGGE reakce gelu 1 a oznacené bandy 1-7

Vizualizace probéhlé DGGE reakce gelu 2

Vizualizace probéhlé DGGE reakce gelu 3 a oznacené bandy 8-10
Vizualizace probéhlé DGGE reakce gelu 4

Osekvenovany usek bakterialni DNA, ¢.1

Dendrogram srovnavajici slozeni stfevniho biomt pst a cloveéka
Vizualizace vysledkt srovnani slozeni biomu psa a ¢loveka v softwaru
BioNumerics metrickou technikou vicerozmérného skalovani

Dendrogram srovnavajici slozeni stfevniho biomt lidi vlastnicich a
nevlastnicich psa.

Vizualizace srovnani lidi vlastnicich a nevlastnicich psa v softwaru
BioNumerics metrickou technikou vicerozmérného skalovani

Dendrogram srovnavajici sloZeni stievniho biomu lidi vlastnicich psa uvnitf,
venku a nevlastnicich psa

Vizualizace srovnani stfevnich biomu lidi vlastnicich psa uvnitf, venku a
nevlastnicich psa v softwaru BioNumerics metrickou technikou
vicerozmérného Skalovani

Dendrogram srovnavajici sloZeni stievniho biomu lidi vlastnicich psa uvnitf,
venku a psu uvniti a venku

Vizualizace srovnani stfevnich biomu lidi vlastnicich psa uvnitf, venku a pst
uvnitt a venku v softwaru BioNumerics metrickou technikou vicerozmérného
Skalovani..
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11 Samostatné prilohy

Pfiloha 1 — Tabulka ucastnikua

Uzival/a jste v Ma Vas pes |Oznacte \Jedl Va3 pes |[Je mozné, Ze UZival Va§
’ P poslednim mésici  [Vlastnili . . <+ \/2x |PTistup do prosim nékdy jidlo z |Va3 pes je v - - pes v
kod  [Misto s |Ponlavi  [TPHe NEIAKIM propigtica, Vasi  [K6d  |Pohlavi [vaha [<OYISIESI oggerpsgy (KASUAVIVAS | ipnicn T Ngechny  [nadobi, Kieré [kontaktu's | Noonavate (Davale o e mivem je kimen Vs [postednim
“~ux, . |aktudiniho vas vek |, . chronickym biotika, & - pofidili svého . . |pes nejvice s . N A o R psa oblizovat [svému psovi i
Clovéka bydliste: Clovéka onemocnénim? prebiotika, o rodie [psa |psa psa sa? doméacnosti Zasu? prostor moznosti, kde |jste zaroveri  [VaSim jidlem?] \VaS oblicei? |nolibky? pes? mésici
ydiste: ! |fermentované psa? psar ‘ bytw/domu?  |Vas pes pouzivalia i 17 |polioky? probiotika?
potraviny? obvykle spi:  [Vy?
Pelech,
Hiavni mést /Ano, do kennela,
105 a}’}”' mesto 23-30 F - + + 2 M 33 kg 2021 2 Uvniti  |vétsiny Postel, gaug, + + + + Granule, konzervy +
raha bytudomu  |Kfeslo, Zidle,
Podlaha
Pelech,
Hiavni mésto /Ano, do kennela,
3 \r'] ! 40-50 M /Astma + + 4 M 30 kg 2019 2 Uwnitf |v&tsiny Postel, gau¢, + + + + Granule, konzervy +
raha bytu/domu  |Kfeslo, Zidle,
Podlaha
Stfedocesky /Ano, do Postel, gaug,
5 kraj 23-30 F - + + 6 F |7Tkg 2015 1 Uwnitf vétSiny kieslo, Zidle + - + + Granule, konzervy +
bytu/domu
Stfedocesky Chronicka /Ano, do Postel, gaug,
7 kraj 50-60 F obstrukéni plicni - + 6 F |7Tkg 2015 1 Uwnitf vétSiny kieslo, Zidle + - - - Granule, konzervy +
nemoc, astma bytu/domu
Pelech,
Hlavni mésto Ano, do kennela, Granule, mlééné vyrobk
8 | ‘r’] ! 30-40 F - + + 9 F lokg 2010 1 Uwnitt |vétsiny Postel, gaug, + - + + \ e, VYrooKy. -
raha bytwdomu  |Kieslo, Zidle, zelenina
Podlaha
Hlavni mésto /Ano, do Pelech,
10 |Praha 30-40 M - - - 9 F |6kg 2010 1 Uvnit Vétsiny kennela + - + + Granule, konzervy -
bytu/domu
Pelech, Granule, syrové maso,
Hlavni mésto Ano, do kennela, izelenina, ovoce, ryze, mlééné|
L 40-50 F Hypotyreaza - + 12 M 20 kg, 2019 2 Uwnitf |v&tsiny Postel, gaug, + + + + vyrobky, téstoviny, zbytky z -
bytu/domu  |Kfeslo, Zidle, kuchyng, dopliiky stravy.
Podlaha
Hlavni mésto Hypofunkce /Ano, do Postel, gaug,
13 |Praha 23-30 F Stitné Zlazy - - 14 M 30 kg 2021 1 Uvniti vétSiny kieslo, Zidle, + + + + Granule, konzervy -
bytu/domu Podlaha
Pelech, Granule, zelenina, ovoce,
Hiavni mésto Ano, do kennela, ryZe, mlé&né vyrobky,
15 |oiaha 40-50 M - + + |16 F |22kg 2010 2 Uvniti |vétiny Postel, gaug, + + - + t&stoviny, zbytky z kuchyné, R
bytu/domu  |Kfeslo, Zidle, ldoplriky stravy.
Podlaha
Hlavni mésto /Ano, do Pelech,
17 |Praha 30-40 F - + + |18 F |5kg 2018 1 Uvnit vétsiny kennela, + - + + Granule, konzervy -
bytu/domu Podlaha
Stfedocesky /Ano, do Postel, gaug,
19  |kraj 23-30 F - + + |20 F [22kg 2019 1 Uwnitf vétSiny kieslo, Zidle + + + + Granule, konzervy -
bytu/domu
Stfedocesky /Ano, do Pelech, Konzervy, vafené maso,
21 |kraj 23-30 F - - + |22 F |40 kg 2020 1 Uvniti vetsiny kennela + + + + granule. -
bytu/domu




Uzival/a jste v M4 Vas pes |Oznacte Jedl Vas$ pes |Je mozné, ze UzZival Va§
. N poslednim mésici | Viastnili ) ) 2o \/ax |PTiStup do prosim nékdy jidlo z | Va3 pes je v i x ix pesv
Ked [MSto o5 v Ponlavi [1Pite nejakym probiotika, Vasi |Ked |Pohlavilvaha | KOVISIES! | poieq gy KAG WAVIVAS | jiion WSechny |nadobi, které | kontaktus | NECRAVAe | DAVAIe o e je kmen vias| posiednim
<1~oxn. |aktudinino Vas vék A chronickym biotika, & o pofidili svého . . | pes nejvice moznosti. kde| : 5 o « psa oblizovat | svému psovi i
Clovéka bydliste: Clovéka onemocnénim? prebiotika, o rodie [psa psa |psa sa? domacnosti Zasu? prostor 02 l jste zaroven Vasim Vas oblicej? olibky? pes? mésici
4 : * | fermentované psa? psar ! bytu/domu? V&3 pes | pouzivala i jidlem? I polibky? probiotika?
potraviny? obvykle spi: vy?
IAutoimunitni Pelech,
Hiavni mésto izanét stitné Ano, do kennela,
23 oo 23-30 F |tazy, alergie, + + la Folt3kg 2019 1 Uwnitt  |vétsiny Postel, gaut, + . + R .
raha astma bytu/domu kieslo, Zidle,
Podlaha
Pelech,
Stiedocesky /Ano, do kennela,
25 X Y 30-40 M - + - 26 M 15 kg 2021 1 Uwnitf Vétsiny Postel, gauc, + + - + Barf -
kraj bytudomu  [Kfeslo, Zidle,
Podlaha
/Ano, do Pelech,
. Vétsiny kennela, o
29 M 25kg 2022 2 Uvniti bytu/domu Postel, gaug, + + + + Barf, dopliiky stravy -
Stfedocesky kieslo, Zidle
28 X 23-30 F - + +
kraj /Ano, do Pelech,
. Vétsiny kennela, o
30 F 16 kg 2014 2 Uvniti bytu/domu Postel, gaut, + + + + Barf, dopliiky stravy -
ki'eslo, Zidle
31 [StfedoCesky 30-40 F - - - 32 F [28kg 2015 2 Venku Ne Pelech, - + - + Granule, konzervy -
kraj kennela
Stfedocesky Pelech, Granule, konzervy, zbytky z
33 |kraj 23-30 F - + + (34 F |25kg 2020 2 Venku Ne kennela, + - - + kuchyné -
Podlaha
35 [Stfedogesky 60 a vic M - - + (36 F [37kg 2020 1 Venku Ne Pelech, - + - - Granule, konzervy -
kraj kennela
Hlavni mésto Pelech,
37 vt 30-40 F - + - P m 22 kg 2021 2 Venku  |Ne kennela, - - - - Granule, konzervy +
Praha
Podlaha
39 [Stfedogesky 40-50 F - - + |40 M 20 kg 2014 1 Venku Ne Pelech, - - - - Granule, konzervy -
kraj kennela
Pelech,
/Ano, ale kennela,
42 F |67 kg 2015 2 Venku  |pouze Postel, gau¢, + - + + Barf +
s & kieslo, Zidle
omezené i 3
“ frt:jedocesky 40-50 E _ + + Podlaha
/Ano, do Pelech,
27 F  19,5kg 2015 2 Uvnitk VEtSiny kennela, + + + + Barf +
bytu/domu podlaha
43  |Hlavni mésto 30-40 F - - - 44 F 41 kg 2010 1 Venku Ne Pelech, - - - + Granule, konzervy -
Praha kennela
/Ano, ale Pelech,
45  |Kraj Vyso&ina 23-30 F - + + |46 M 38 kg 2013 1 Venku pouze kennela, + + + + Granule, konzervy -
omezené Podlaha
47  |Moravskoslez 50-60 F - + + 48 M 30 kg 2013 3 Venku Ne Podlaha - - - - Granule, vafena strava -
sky kraj
Moravskoslez /Ano, ale Pelech, Granule, konzervy a vafena
49  |sky kraj 40-50 F - - + |50 F 11 kg 2017 1 Venku pouze kennela - - - - strava -
omezené
Pardubicky /Ano, ale Pelech,
51  |kraj 30-40 M - + + |52 F |42kg 2019 2 Venku pouze kennela, - - + + Barf -
omezené Podlaha
53 [StfedoCesky 30-40 M - - + |54 M 24 kg 2016 3 Venku Ne Pelech, - - - - Granule, konzervy -
kraj kennela
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Uzival/a jste v M4 Vas pes |Oznacte Jedl Vas$ pes |Je mozné, ze UzZival Va§
. - poslednim mésici | Viastnili . . <\ 4z |PTiStUp do prosim nékdy jidlo z | Vas pes je v fa fa pes v
Ked |Misto . Pohlavi | TPie NEIBKIM | T proiotika, | vasi  [Kod  [Pohlavi vaha | KIYISIES! | pogeypgyy KAS IAVIVESGcion© Neechny  [nadobi, které | kontaktu's | NECAVAIe | DAVES g mivem je krmen Vas| poslednim
<1~ <, . [aktudiniho Vas vék e chronickym biotika, & o pofidili svého . . | pes nejvice s . . . © - psa oblizovat | svému psovi i
Clovéka bydligts: Clovéka onemocn&nim? prebiotika, Ci rodice |psa  |psa psa sa? domacnosti tasu? prostor moznosti, kde | jste zarover Vasim VS oblicei? olibky? pes? mésici
ydiste: “| fermentované | psa? psar * |oytwdomu? |Vas pes pouzivalai | jidlem? 17 | polibky? probiotika?
potraviny? obvykle spi: Vy?
55 |Stfedogesky 30-40 F - - - 54 M 24 kg 2016 3 Venku Ne Pelech, - - - - Granule, konzervy -
kraj kennela
56 [Stfedocesky 18-22 F - + + 57 F 25 kg 2013 1 Venku Ne Pelech, - - + - Granule, vaiena strava, -
kraj kennela izbytky z kuchyné
Stfedocesky /Ano, ale Pelech,
58 |kraj 23-30 F - + - 59 F  [32kg 2020 1 Venku pouze kennela - + + + Barf -
omezené
60 Hlavni mésto 30-40 M R R R R R
Praha
62 Hlavni mésto 23.30 F R . R R R
Praha
g3 [Hlavnimésto | 45 49 M Unava + - - -
Praha
g4 |Krélovéhrade [ 55 50 F . + - - -
cky kraj
65  |Zlinsky kraj 50-60 F Diabetes 2.typu - - - -
66  |Zlinsky kraj 50-60 M - - - - -
67 Hlavni mésto 23.30 F R R R R R
Praha
68 Hlavni mésto 23.30 M Gilbertiv R R R R
Praha syndrom
69 Hlavni mésto 50-60 F R R R R R
Praha
70 Hlavni mésto 50-60 M ’H?mormdy, . R R R
Praha zanéty prostaty
7 Hlavni mésto 23.30 F R R R R R
Praha
T Autoimunitni
72 |Stfedotesky 50-60 F Zzandt stitné + - - -
kraj ia
Zlazy
73 Hlavni mésto 30-40 F R . R R R
Praha
74 Strgdocesky 30-40 E _ + - - -
kraj
75 |Hlavni mésto 23-30 M Ekzém pokozky - - - -
Praha hlavy
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