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Vliv dlouhodobého pobytu v atulku na slozeni strevniho
mikrobiomu u psa domaciho

Souhrn

Se soucasnymi védeckymi poznatky neni udrzovani zdravého stfevniho mikrobiomu pouze
o spravné funkci traviciho systému, ale o celkovém zdravi jedince. Stfevni mikrobiom
a nervova soustava tvofi rozsahlou komunikacni sit, kterd je ovliviiovana obéma sméry. Kazdé
naruseni této slozité sité a vyboceni z jeji rovnovahy mlze mit na jedince negativni dopad.

SloZeni stfevniho mikrobiomu muzZe byt ovlivnéno mnoha faktory. Takovymi nejcastéji
uvadénymi faktory je strava, antibiotika, probiotika, Zivotni prostfedi. Nékteré z nich mohou
stfevni mikrobiotu podpofit, jiné poskodit. U pst v Gtulku je nevyvratitelnym, negativné
plsobicim vlivem stres. Cilem prace bylo porovnat, zda psi ze stresujiciho prostiedi Utulku maji
odlisné slozeni mikrobiomu nez psi trvale Zijici v domacim prostredi.

Analyza stfevniho mikrobiomu byla provedena bézné vyuzivanymi metodami molekularni
biologie. NejdllezitéjsSim krokem byla izolace DNA ze 49 odebranych vzork( psich exkrementd.
Nasledovala polymerazova retézova reakce (PCR) s ovéfenim uUspésnosti amplifikace useku
genu 16S ribozomdalni RNA agardzovou elektroforézou. Ke kvalitativnimu urceni bakterii byla
vyuZita metoda denaturacni gradientové gelové elektroforézy (DGGE) a komercni
osekvenovani vybranych 17 usek( z gelu dle Sangera. Pro kvantitativni uréeni byla pouZita
metoda gPCR se specifickymi primery pro kmeny bakterii Firmicutes, Bacteroidetes
a Fusobacteria.

Pfi zkoumani diverzity stfevnich bakterii denaturacni gradientovou gelovou elektroforézou
se rozdil mezi skupinou psu z Utulku a psy z domaciho prostredi projevil ve vypoctu a grafickém
znazornéni analyzou hlavnich koordinat pomoci bio-informatického softwaru Bionumerics.
Rozdil v relativhim poctu bunék bakterialnich kmen, zjistovan metodou qPCR, se projevil
pouze u kmene Firmicutes (p < 0,002), kdy vyznamné nizsi zastoupeni bylo u skupiny psu
z utulkd.

Dlouhodoby stres méa negativni dopad na celkové zdravi jedince a projevi se i na zastoupeni
bakterii ve stfevnim mikrobiomu. MozZnosti, které nam nabizeji Gpravu mikrobiomu, jako jsou
probiotika, psychobiotika, Uprava stravy, by pfi podrobnéjSim prostudovani mohly pomoci
zmirnovat stres u psu v Utulcich, a tim celkové zlepsit jejich welfare.

Kli¢ova slova: stfevni mikrobiom, stres, pes domadci, psi Utulek



The effect of a long-term stay in an animal shelter on the
composition of the intestinal microbiome in a domestic dog

Summary

With current scientific knowledge, maintaining a healthy intestinal microbiome is not only
about the proper function of the digestive system, but about the overall health
of the individual. The intestinal microbiome and the nervous system form an extensive
communication network that is affected in both directions. Any disruption of this complex and
deviation from the balance can have a negative impact on the individual.

The composition of the intestinal microbiome can be affected by many factors. Such the most
frequently mentioned factors are diet, antibiotics, probiotics, the environment. Some of them
can support the intestinal microbiota, others can damage it. For dogs in a shelter, stress has
an irrefutable negative effect. The aim of this work was to compare whether dogs from
the stressful environment of the shelter have a different composition of the microbiome than
dogs living permanently at home.

The analysis of the intestinal microbiome was performed by commonly used methods
of molecular biology. The most important step was the isolation of DNA from 49 samples
of dog excrement. This was followed by polymerase chain reaction (PCR) and the success
of amplification of the 16S gene region was verified by ribosomal RNA by agarose
electrophoresis. The method of denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE)
and commercial sequencing of selected 17 sections of the gel according to Sanger were used
for qualitative determination of bacteria. The gPCR method with specific primers
for Firmicutes, Bacteroidetes and Fusobacteria strains was used for quantification.

When examining the diversity of intestinal bacteria by denaturing gradient gel
electrophoresis, the difference between a group of dogs from a shelter and dogs from
the domestic environment was reflected in the calculation and graphical representation
by analysis of the main coordinates using software Bionumerics. The difference in the relative
number of cells of bacterial strains, determined by the gPCR method, was manifested only
in the Firmicutes strain (p < 0,002), when the proportion was significantly lower in the group
of dogs from shelters.

Long-term stress has a negative impact on the overall health of the individual and affects
the presence of bacteria in the intestinal microbiome. The possibilities offered by microbiome
modification, such as probiotics, psychobiotics, diet modification, could, when examined
in more detail, help to alleviate stress in dogs in shelters, and thus improve their overall
welfare.

Keywords: intestinal microbiome, stress, domestic dog, animal shelter
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1 Uvod

Strevni mikrobiom je nedilnou soucasti travici soustavy Zivocichid. Jeho vyznam v téle nelze
zleh¢ovat uz jen proto, ze pocet mikroorganism( ve stfevech presahuje az desetindsobné
mnozstvi vSech bunék téla dohromady (Suchodolski 2011). Pfi vyvazeném fungovani je vztah
mezi jedincem a jeho stfevnim mikrobiomem oboustranné prospésny. Stfeva tvori
mikrobialnim druhtm idedlni prostfedi pro Zivot a ty zase pomahaji zivocichlim napftiklad lépe
rozkladat celuldzu a cukry z potravy a jsou zasadni pro vyvoj a funkci imunitniho systému
a pfi ochrané proti patogentim.

Vyznam stievniho mikrobiomu vsak nemad dosah jen v oblasti stfev, ale diky produkci hormonu
a schopnosti komunikovat s nervovym systémem, i mimo né. Pokrok soucasné techniky
a objevovani novych laboratornich metod, ¢i vylepSovani metod starSich v sekvenovani DNA,
dovoluje stfevni mikrobiom stale vice prozkoumavat. Vyzkumy se zaméfuji prevainé
na bakteridlni osidleni stfev, protoze tvofi nejvice zastoupenou a nejvyznamnéjsi slozku.
Zastoupeni ve stfevnim mikrobiomu maji ale i houby, viry a dalSi eukaryotické
mikroorganismy. Faktory ovliviujici sloZeni stfevniho mikrobiomu, dlsledky zmén a zpUsob,
jakym spolu mozek a mikrobiom komunikuje bude rozebran v této praci.

U studia stfevniho mikrobiomu je vSak véda stdle v pocatcich. Jaky dosah maji napfiklad zmény
ve sloZeni stfevniho mikrobiomu v souvislosti s chovanim hostitele, plisobenim stresort a jeho
psychickym stavem dosud neni dokonale prozkoumano. Spousta studii tvofenych na toto
téma je odrazovym mustkem pro podrobnéjsi studie.

Z pohledu zachovani welfare zvifat je eliminace stresu Zadouci. Ne vidy je vSak mozné
s jistotou zhodnotit, zda je dané zvirfe stresovdno. U pst z utulku je vS8ak mnoha studiemi
dokdzano, Ze jsou vzhledem kneznamym a proménlivym podminkdm uatulk(, stresu
vystavovani. Dlouhodoby stres mUZe negativné ovlivnit zdravotni stav, a tim i chovani psa.
Zda se strevni mikrobiom psG z Utulku vystavovanym stresu odliSuje od pst chovanych
v domacim prostfedi bude pomoci molekularné biologickych metod zkoumano v této praci.
LepsSi porozuméni mechanismim probihajicim mezi mikrobiomem, nervovou soustavou
a vyslednym chovani psa, by mohlo vést k metodam, pomoci kterych by se dal stres, a s nim
souvisejici problémové chovani, resit.



2 Cil prace

Pobyt v Gtulku je pro psy mimoradnou zatézovou situaci zejména vzhledem k socidlni izolaci
a stale se ménicim okolnim podminkdm. Stres je jednim z hlavnich faktor(i ovliviiujicich
rozmanitost stfevniho mikrobiomu.

Cilem této bakalarské préace je na zadkladé analyzy psich exkrement(i zhodnotit, zda se slozeni

stfevniho mikrobiomu pst drzenych dlouhodobé v Utulcich odliSuje od psu Zijicich s lidmi
v jejich domacnostech.



3 Literarni reserse

3.1 Strevni mikrobiom psa domaciho

Stfevni mikrobiom je nedilnou soucasti stfev vSech savcui (Barko et al. 2018) a kazdy savec ma
sv(j mikrobiom jedinecny (Suchodolski et al. 2005). Jedinecnost stfevniho mikrobiomu zavisi
na mnoha faktorech a vyviji se a méni se béhem Zivota. Funkéni aspekty mikrobiomu jsou si
vSak u jednotlivych savci podobné, a tak funkce mikrobiomu zUstava, i pres individudlni
rozdily, stejna (Guard & Suchodolski 2016).

V poslednich letech, kdy se diky novym technologiim v sekvenovani DNA rozmohly vyzkumy
stfevniho mikrobiomu se ukazuje, Ze stfevni mikrobiom psa je velmi podobny tomu lidskému.
V porovnani s typickymi laboratornimi zvitaty, jako je napfiklad mysS nebo prase, ma
mikrobiom psa nejvice spole¢nych rysa s ¢lovékem (Coelho et al. 2018). Svou podobnosti,
tykajici se struktury a funkce stfevniho mikrobiomu, mohou byt psi idedlnimi modelovymi
zvitaty pro vyzkum napfiklad poruch nalad u lidi (Shafquat et al. 2014; Sarviaho et al. 2019).

Spolecné znaky stfevniho mikrobiomu psa a ¢lovéka se mohly zacit vyvijet pfiblizné v dobé,
kdy zapocala domestikace psa, tedy cca pred 15 000 lety (Larson et al. 2012). Od té doby se
pes stal nerozlucitelnym spolecnikem Clovéka a zacal s nim sdilet nejen prostredi, ale i potravu.
Tato zména ve vyzivé, kdy pes zacal pfijimat vice rozmanité a rostlinné stravy, v porovnani se
tak mohla ménit a pfizplsobovat potravinam bohats$im na Skrob, a tim ovliviiovat dokonce
i chovani psu (Ollivier et al. 2016).

3.1.1 Postupné osidlovani stfev mikrobiomem

V pocatcich vyzkumu mikrobiomu, se véfilo, Ze k prvnimu osidlovani bakteriemi dochazi
u novorozence az pfi prichodu materskym porodnim kandlem a plod se tedy vyviji ve sterilnim
prostfedi. Tato domnénka pretrvdvala az do druhé poloviny 19. stoleti (Funkhouser &
Bordenstein 2013). Mnohé nedavné studie vyuZivajici moderni sekvenacni technologie u lidi
toto dogma vyvraci. Naznacuji, Ze jak déloha, tak i placenta, plodova voda, mekonium, pupecni
krev u prospivajicich téhotenstvi obsahuje bakteridlni komunity, které se mohou dostat
az k plodu (Hansen et al. 2015; Perez-Mufioz et al. 2017; Zhu et al. 2018). Mikrobiom placenty
mUzZe zapocit kolonizaci plodu a prostoupit placentarni bariérou, coZ je soucasti normalniho
vyvojového procesu (Aagaard et al. 2014).

Vliv typu porodu na stievni mikrobiom

Dalsim faktorem, ktery ma vliv na slozeni strevniho mikrobiomu je typ porodu. Déti narozené
pfirozenou cestou, tedy vaginalné, maji stfevni mikrobiom sloZzeny z bakterii pritomnych
ve vaginé matky, ale i z bakterii ptfitomnych v matcinych stfevech (Dominguez-Bello et al.
2010). Déti narozené cisafskym fezem maiji slozeni stfevniho mikrobiomu podobné tomu,
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které najdeme na kizZi matky nebo v Ustni dutiné. Vzorky u téchto studii nebyly odebirany
bezprostfedné po porodu, ale az s odstupem nékolika dni, coz mohlo vysledky zkreslit
(MaclIntyre et al. 2015).

ZakoSek Pipan et al. (2020) ve své studii s 96 novorozenymi Sténaty od 17 fen potvrdil
hypotézu zkoumanou u lidi, Ze mikrobiom se vytvafi v zavislosti na typu porodu. Stéhata
narozena cisarskym rezem vykazovala jiny vlastni bakteridlni mikrobiom nez sténata narozend
pfirozenou cestou. | u sténat dochazi k ¢asné kolonizaci plodu bakteriemi, které prostupuji
placentou. Placenta a mekonium nejsou tedy vzdy sterilni, jak se dfive myslelo. Zptsob porodu
a osidlovani bakterii ovliviiuji také prirlistek hmotnosti u narozenych sténat.

Vyvoj mikrobiomu u narozenych Sténat

Mikrobiom Sténat ziskany od matky se dale vyviji s ptibyvajicim vékem, prechodem z tekuté
stravy na pevnou a zménou prostredi. Vilson et al. (2018) zkoumal vyvoj mikrobiomu u rGzné
starych $ténat. Stéfata do 7 tydnd véku méla velmi podobné sloZeni stievniho mikrobiomu
jako brezi nebo kojici feny. Pfevladajicimi kmeny byly Firmicutes, Fusobacteria, Bacteroidetes.
Béhem laktace pfibyvd mnozZstvi i druhové zastoupeni bakterii, vlivem obsahu
mikroorganism@ a oligosacharidd v mléce. Stéhata ze stejného vrhu maji podobnéjsi
mikrobiom ve srovnani se Sténaty nepfibuznymi. Rlznorodost bakterii se zac¢ind lisit od 7.
tydne (nejhojnéjsi celedi Erysipelotrichaceae) véku do 15. + 18. tydne véku (nejhojnéjsi celedi
Clostridiaceae). KdyZ jsou Sténata pfedana svym majitelim, mikrobiom zacina ovliviiovat také
nové prostredi. Psi Zijici ve méstech maji vétsi rozmanitost bakterii nez psi Zijici na venkové.

3.1.2 Slozeni stfevniho mikrobiomu

Stirevni mikrobiom psG je velmi komplexni a sklada se z bakterii, hub, virl a prvoki
(Suchodolski 2016). Nejvétsi zastoupeni v mikrobiomu maji bakterie, z nichz kmeny
Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria a Fusobacteria jsou kmeny hlavnimi, které tvofi
pfiblizné 99 % vsech stfevnich bakterii u pstd a kocek (Handl et al. 2011; Chaban et al. 2012;
Omatsu et al. 2018; Mondo et al. 2020a). DalSim méné zastoupenym kmenem bakterii je
Actinobacteria (Mondo et al. 2020a). Houby tvofi pfiblizné 2 % mikrobidlnich bunék
ve fekdlnich vzorcich a jejich role neni jeSté dostatecné prozkoumana. Viry jsou také
dllezitymi ¢leny mikrobiomu a jejich vyznam ve stfevnim mikrobiomu je také stéle
predmétem vyzkumu (Swanson et al. 2011; Foster et al. 2013).

Bakterie osidlujici stfeva

Jak bylo zminéno vysSe, nejhojné;jsi zastoupeni ve stfevnim mikrobiomu, zjisténé z vykal(i, maji
kmeny Firmicutes, Bacteroidetes a Fusobacteria. Ddle najdeme kmeny Actinobacteria
a Proteobacteria. Na udrovni tfid jsou nejhojnéji zastoupeny Bacteroidia, Clostridia
a Fusobacteria. Na Urovni fadl jsou to Bacteroidales, Clostridiales, Lactobacillales
a Fusocteriales (Mondo et al. 2020a). Na urovni Celedi jsou nejcastéji Enterobacteriaceae,
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Bacteroidaceae a Lachnospiraceae (Omatsu et al. 2018). Zastoupeni bakterii stfevniho
mikrobiomu je vSak zavislé na mnoha parametrech, které mohou tvorit rozdily, z nichz
nejvyznamnéjsi je naptiklad vék, strava, prodélané nemoci, antibiotika, probiotika, prostredi
ve kterém jedinec Zije, ale i plemeno psa.

Bakterialni kmen Firmicutes, hlavni sloZzka stfevni mikrobioty, obsahuje mnoho fylogeneticky
odlisnych bakteridlnich skupin. Tyto skupiny (napf. Ruminococcus, Faecalibacterium a Dorea
spp.), spolu s Bacteroidetes a Actinobacteria (tj. Bifidobacterium spp.), jsou povazovany
za dlleZité producenty metabolitQ, které maji priznivy dopad na zdravi hostitele. Zdrojem Zivin
bakterii jsou komplexni uhlohydraty (napt. Skrob, celuldza, pektin a inulin) a fermentace
téchto substratd vede hlavné k produkci mastnych kyselin s kratkym retézcem (napf. acetat,
propionat a butyrat), ty plsobi jako zdroj energie pro hostitele. Mastné kyseliny s kratkym
fetézcem (SCFA) reguluji motilitu stfeva a jsou daleZitymi rastovymi faktory pro epitelové
bunky (Arpaia et al. 2013).

3.1.3 Funkece stfrevniho mikrobiomu v téle hostitele

Vyvazeny mikrobidlni ekosystém ve stfevech hraje zasadni roli ve zdravi jedince, protoze
poskytuje podnéty pro imunitni systém, pomahda v obrané proti patogenlim a metabolizuje
nutricné dalezité latky. Pfitomnost bakterii je také dulezitd pro spravné fungovani, motilitu
a vyvoj strevni struktury (Suchodolski 2016). Diky sekvenovani DNA, u mikrobiomu nejcastéji
pomoci 16S rRNA (Goodrich et al. 2016), je moZné blize zkoumat do jaké miry a jakym
zpusobem mikrobiom ovliviiuje vznik zdnétlivého onemocnéni stfev, astmatu, obezity,
metabolického syndromu, kardiovaskuldrniho onemocnéni, poruch autistického spektra
(Barko et al. 2018).

Vliv mikrobiomu na imunitni systém

Interakce mezi stfevnimi bakteriemi a vrozenym imunitnim systémem jsou zprostfedkovany
bud pfimym kontaktem mezi bakteriemi a imunitnim systémem nebo prostfednictvim
mikrobialnich metabolitd (Pavlidis et al. 2015). Mezi metabolity, které bakterie pfimo
produkuji patfi napf. vitaminy (H) a mastné kyseliny s kratkym fetézcem (SCFA). Tyto
bakteridlni metabolity zprostfedkovavaji komunikaci pravé mezi mikrobiomem hostitele
a imunitnim systémem, coZ ovliviiuje rovnovahu mezi zanétlivymi a protizanétlivymi
mechanismy. U mysi napfiklad mastnd kyselina s kratkym fetézcem, butyrat, produkovana
stfevnimi mikroorganismy béhem fermentace Skrobu, usnadnila tvorbu regulacnich
T-lymfocyt(, které potlacuji rozvinuti autoimunitnich chorob (Arpaia et al. 2013).

Bakterie ve stfevech jsou také schopny pomoci enzym( pfeménit primarni metabolity
hostitele na sekunddrni metabolity. Prikladem je pfeména primdrnich Zlu¢ovych kyselin
na sekundarni. Zlu¢ové kyseliny vstupujici do tlustého stieva dokazou preménit z primarnich
na sekundarni pouze pritomné bakterie, konkrétné. Optimalni pomér téchto Zlucovych kyselin
je velmi dlleZitym reguldtorem stfevni homeostéazy. Zlu¢ové kyseliny predchézi zanétim,
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spravuji metabolismus glukdzy a inzulinu a potlacuji kliceni spor Clostridium difficile, které
narusuji strevni mikrofloru, oslabenou uzivanim antibiotik, a zpUsobuji prijmova onemocnéni
(Pavlidis et al. 2015).

3.1.4 Faktory ovliviiujici sloZeni stfrevniho mikrobiomu

Vycet faktord, které ovliviuji sloZzeni strevniho mikrobiomu najdeme vyse. Pro zopakovani,
mikrobidlni zmény mohou nastat vlivem rozdilného stravovani, srostoucim vékem,
pf prodélani nemoci, uzivanim antibiotik, uzivanim probiotik, vlivem prostredi, ve kterém
Zileme. Sam mikrobiom muze byt dan i geneticky, s ohledem na pohlavi, ¢i plemeno psa
(Omatsu et al. 2018).

Vliv stravy na stfevni mikrobiom

Mnozstvi a slozeni stravy ovliviiuje stfevni mikrobiom u psd. Pokud pes bude delsi dobu
hladovét, v provedené studii to bylo 5 dni, dojde k vyznamnym zméndm ve sloZeni
mikrobiomu tenkého stfeva a to mlze mit vliv na jeho metabolickou funkci. Béhem pUstu
doslo k poklesu druht Betaproteobacteria a Bacteroidales. S navratem pravidelného krmeni
se i mikrobiom vratil do pdvodnich hodnot (Kasiraj et al. 2016). Do utulk( se ¢asto dostavaji
podvyZiveni psi. Pozménény mikrobiom u téchto psi muize mit za ndsledek dalsi problémy,
jako jsou poruchy chovani, ¢i jiné zdravotni potize.

Krmivo s pfidavkem vlakniny také ovliviiuje formovani mikrobiomu a ze studie Middelbose
et al. (2010) vyplynulo, Ze zastoupeni bakteridlniho kmene Firmicutes je u psl krmenych
stravou s doplnikovou vlakninou vys$si a naopak u kmene Fusobacteria nizsi. Pfidanou
vldkninou by se tedy mohlo ovliviiovat zastoupeni bakteridlnich kmen( v pripadé potreby.

Rizikovym pfrikladem zmény mikrobiomu je krmeni pst i kocek syrovymi potravinami
pfipravovanymi doma. Syrové krmivo béiné prekracuje hygienické limity pro pocty bakterii
Celedi Enterobacteriaceae. Tyto bakterie pfi vniknuti do travici soustavy hostitele zpUsobuji
rezistenci vici Sirokospektralnim antibiotikim (cefalosporiny) a vylu¢ovanim téchto bakterii
z téla napomahaji roznaseni a vytvareni rezistence i u jinych psu, ¢i ko¢ek. Mezi dalsi infekéni
organismy, které mohou byt predmétem obav, patfi Listeria, Escherichia coli. Dale paraziti jako
je Toxoplasma gondii nebo Brucella suis, patfici mezi zoondzy (Davies et al. 2019a).

Vliv stafFi na stfevni mikrobiom

Mikrobialni rozmanitost ma se starnutim tendenci klesat, coz by mohlo souviset s nemocemi,
které se se starnutim projevuji. Studie Mizukamiho et al. (2019) provedena s plemenem shiba
inu vSak neprokdzala statisticky vyznamné zmény v majoritni skupiné mikroorganismi,
ale v méné zastoupené skupiné stfevnich mikroorganismu se pokles diverzity s vékem projevil.
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Vliv onemocnéni a antibiotik na stfevni mikrobiom

Strevni mikrobiom je spojovan s akutnimi i chronickymi gastrointestinalnimi zanéty, u psu
konkrétné se zanétlivym onemocnénim strev (IBD). NejbézinéjSimi mikrobialnimi zménami
pozorovanymi pri stfevnim zanétu jsou poklesy bakteridlnich kmenU Firmicutes
(tj. Lachnospiraceae, Ruminococcaceae a Faecalibacterium) a Bacteroidetes, kdy soucasné
dochazi ke zvySeni kmene Proteobacteria, kam se radi napriklad Escherichia coli (Guard &
Suchodolski 2016).

Regenim pro velké mnozstvi zanétlivych onemocnéni jsou antibiotika. Antibiotika jsou velmi
ucinna, ale pro mikrobidlni ekosystém Skodliva. Pokud se antibiotika pouzivaji prilis ¢asto
a jsou zneuzivana, mlze dojit kvyvolani nemoci spojenych s poskozenim stfevniho
mikrobiomu. Wang et al. (2020) sledovali rozmanitost stfevniho mikrobiomu u mysi lé¢enych
Sirokospektralnimi antibiotiky. Lécba antibiotiky po 14 dnech uZivani znaéné snizila
rozmanitost a sloZzeni mikroorganismli ve stfevech, konkrétné bakteridlnich kmenu
Actinobacteria, Bacteroidetes a Firmicutes. U rodl bakterii doslo k nejvyznamnéjsimu snizeni
u Clostridium, Intestinimonas, Lactobacillus, Lactococcus a Staphylococcus. Naopak zastoupeni
kmenu Proteobacteria po lécbé antibiotiky stouplo. Stejné jako u rodl Enterococcus,
Escherichia, Klebsiella a Parasutterella.

Vliv probiotik na stfevni mikrobiom

Probiotika jsou kultury Zivych mikroorganismu ucinkujici ve stfevech, které jsou prospésné pro
organismus pfijemce, jsou-li poddvany v adekvatnim mnozstvi. Vlastnosti, kterymi probiotika
oplyvaji jsou: ochrana stfevni bariéry a sniZeni propustnosti (Carabotti et al. 2015), zvyseni
sekrece mucinu pohdarkovymi burnkami, zvySeni sekrece defenzinl, které zabranuji
premnozZeni patogent, produkci mastnych kyselin s kratkymi fetézci, stimulaci sekrece
imunoglobulinu A, ktery neutralizuje patogeny na sliznici, snizenim pH a podporou imunitnich
bunék v boji s patogeny (Gallo et al. 2016).

Probiotika, které pfi poziti vhodného mnozstvi maji pozitivni vliv na psychiku, se nazyvaji
psychobiotika. Nejcastéji vyuzZivanymi jsou rody grampozitivnich bakterii Bifidobacterium
a Lactobacillus (Sarkar et al. 2016). Vjedné drivéjsi studii dokonce bylo zjisténo,
Ze Bifidobacterium infantis ma antidepresivni Ucinky na mysi modely jako antidepresivum
citalopram (Desbonnet et al. 2010). Pti studiich na mysich bylo pozorovano, Ze poddavani
probiotik s Lactobacillus rhamnosus a Bacteroides fragilis zmirfiuje chovani podobné uzkosti
a strachu (Bravo et al. 2011; Hsiao et al. 2013). Podavani probiotik ma tedy vliv i na zlepseni
stavu pfi Uzkostech a snizuje odezvu stresovych hormonl(, glukokortikoid(. Tento fakt byl
pozorovan také pfi podavani probiotik L. rhamnosus, které modulaci exprese mRNA receptoru
GABA ve specifickych oblastech mozku, ovlivnily izkostné chovani u mysi (Bravo et al. 2011).
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Vliv plemene na stievni mikrobiom

To, ze ma plemeno vliv na sloZeni strevniho mikrobiomu dokazali ve studii Reddy et al. (2019),
kde porovnavali 3 psi plemena chovana za stejnych podminek. Jednalo se o pudly, knirace
malé a maltézské psiky. Maltézsky psik mél znacné nizsi zastoupeni kmene Firmicutes oproti
dvéma sledovanym plemenidm. Zastoupeni kmene Fusobacteria bylo u maltézskych psikd vyssi
neZz u knira¢l malych. MnoiZstvi zastoupeni i jinych taxonomickych kategorii se znacné
rozchdzelo.

Pti studiu stfevniho mikrobiomu zdravych némeckych ovcéaki, ktefi jsou oznacovani jako psi
trpici depresemi, v porovnani se zdravymi kfizenymi jedinci, bylo zjisténo, Ze kmen
Bacteroidetes se vyznamné |iSi a u kfizencli je zastoupeni wvyssi. Naopak u kmenu
Proteobacteria bylo zastoupeni vyssi u némeckych ovéakl (Mondo et al. 2020b).

3.2 Komunikace mezi strevhim mikrobiomem a mozkem

Nékolik nedavnych studii prokazalo schopnost stfevniho mikrobiomu savcl komunikovat
s centrdlnim nervovym systémem nékolika kanaly mezi néz patifi mechanismy bloudivého
nervu, neuroimunitni a neuroendokrinni signalizace a produkce neuroaktivnich latek,
konkrétné kyseliny gama-aminomadselné (GABA), serotoninu, noradrenalinu a dopaminu
(Neuman et al. 2015; Fung et al. 2020)

Komunikacéni kanaly nefunguji pouze jednostranné, ale tak, jako dokaze centrdlni nervova
soustava ovlivnit mikrobiom, tak mikrobiom dokaze ovlivnit centralni nervovou soustavu
(Mayer 2011; Carabotti et al. 2015; Mondo et al. 2020a).

S rozvojem technik pro analyzu stfevni mikrobioty je stale vice uznavan vyznam mikrobiomu
pro fyzické a dusSevni zdravi. Mozek a stfeva interaguji prostfednictvim osy mozek-streva.
PUsobici stres vede k sekreci kortizolu pfes osu HPA a méni propustnost stfevni stény
a prostredi pro stfevni mikroorganismy. Dochazi i k aktivaci autonomniho nervového systému,
ktery je také spojen se zménami gastrointestindlni motility a syntézou rdznych
neurotransmiterd. Dysbidza, naruSeni normalniho stavu stfevniho mikrobiomu, zvysuje
stfevni propustnost a rizné metabolity a zanétlivé latky se dostdvaji cirkulaci do mozku, coz
ma za nasledek psychologické priznaky, jako je deprese, Uzkost, potlaceni kognitivnich funkci
a sociadlniho fungovani. Aktivace imunitni odpovédi zplisobenda zménami stfevni mikrofléry
zpUsobuje sekreci rliznych zanétlivych cytokin(, které se dostavaji do mozku a ovliviuji
psychologické funkce. Stfevni mikrobiom je schopen produkovat nebo se Ucastnit analyzy
raznych neurotransmitert a neromodulator(. VSechna tato fakta dokazuji, Zze by méla byt osa
stfevo-mozek zkoumana jako obousmérna draha, spiSe nez zdlrazriovat vyznam obou sméru
zvlast (Jang et al. 2020).

15



3.2.1 Osa stifevo-mozek

Pro obousmérnou komunikaci mezi mozkem a stfevnim mikrobiomem je podstatna tzv. osa
stfevo-mozek. Osa stifevo-mozek je komunikacni systém mezi centralnim nervovym systémem
a gastrointestindlnim traktem (Bravo et al. 2011; O’Mahony et al. 2015; Capuco et al. 2020).
Tato osa tvofi jakousi sit vzajemné se ovliviiujicich a spolupracujicich systéma, kde jakékoliv
vyboceni z rovnovahy se odrazi na zdravi jedince (Rieder et al. 2017).

Roli osy stfevo-mozek je sledovat a sjednocovat funkce stfev a také spojovat emocni
a kognitivni centra mozku s perifernimi stfevnimi mechanismy, jako je imunitni aktivace,
stfevni propustnost, entericky reflex a entero-endokrinni signalizace. Mechanismy, které jsou
zakladem komunikace osy stfevo-mozek, zahrnuji neuroimunoendokrinni mediatory. Tato
obousmérna komunikacni sit zahrnuje centralni nervovy systém (CNS), mozek i michu,
autonomni nervovy systém (ANS), entericky nervovy systém (ENS) a osu hypotalamo-
hypofyzarni-adrenalni (HPA). Autonomni systém se sympatickymi a parasympatickymi vlakny
fidi oba aferentni signaly, vychazejici z lumen stfeva a prenasené enterickymi, spinalnimi
a vagalnimi cestami do CNS a eferentnimi signaly z CNS do stfevni stény. Osa HPA je
povaZovana za zakladni eferentni osu stresu, ktera koordinuje adaptivni reakce organismu na
stresory jakéhokoli druhu (Carabotti et al. 2015).

Potencialni neurobiologické mechanismy, jejichz prostfednictvim muzZe naruseni této sité
ovlivnit zdravi jedince, zahrnuji aktivaci HPA osy a zménu aktivity neurotransmiter(
a imunitnich systémui. Zméndm ve stfevnim mikrobiomu je pfisuzovdno mnoho nemoci
hostitele jako je obezita, diabetes a zanéty traviciho traktu. Nedavné vyzkumy k tomu pfiradily
jesté vliv osy stfevo-mozek na vznik neuropsychickych poruch, jako je deprese a Uzkost (Rieder
et al. 2017).

Osa ma dopad na fyziologické vlastnosti ovliviiujici chovani savcll. Ve studii provedené Sudem
et al. (2004) je prokazano, Ze tzv. germ-free mysi mély abnormalni fungovani osy HPA s vyssimi
hladinami adrenokortikotropniho hormonu (ACTH) a kortikosteronu nez u mysi s normalni
kolonii mikroorganism ve stfevech. Tyto abnormdlni hormonalni hladiny se vratily
do normadlnich hodnot po kolonizaci komensdalnimi bakteriemi. Dalsi studie na mysich
potvrdila souvislost zmén chovani s rodem Ruminococcaceae (O’Malley et al. 2010).

3.2.2 Schopnost mozku puisobit na stfevni mikrobiom

Mozek mUze ovlivnit stfevni mikrobiom prostfednictvim nervovych a endokrinnich cest
(Jarbrink-Sehgal & Andreasson 2020). Konkrétné je centrdlni nervovd soustava schopnd
ovlivnit strukturu stfevniho mikrobiomu, prostredi, dokaze pUsobit také na pohyblivost strev,
sekreci latek a propustnost, prostrednictvim autonomniho nervového systému (Mayer 2011).
Tyto ucinky mohou byt zprostfedkovany pomoci paralelnich neuroendokrinnich vystupnich
eferentnich systému, tedy autonomnim nervovym systémem (ANS) a hypotalamo-
hypofyzarni-adrendlni osou (HPA), a to jak pfimo prostfednictvim hostitelského stfevniho
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mikrobiomu, tak nepfimo prostfednictvim zmén ve stfevnim prostfedi. Tyto eferentni nervové
drahy spojené s endogennimi pochody tvori takzvany ,,emocni motoricky systém®. Pfimy vliv
je zprostredkovan sekreci signdlnich molekul pod regulaci mozku neurony, imunitnimi
burikami a enterochromafinnimi bunkami produkujici serotonin, které by mikrobiom mohly
ovlivnit.

Komunikace mezi efektory centralni nervové soustavy a bakteriemi zavisi na pritomnosti
neurotransmiterovych receptori na bakteriich. Vazebnd mista pro enterické
neurotransmitery produkované hostitelem jsou pritomny na bakteriich a mohou ovliviiovat
funkci mikrobiomu, coz prispivd ke zvySeni predispozice k zanétlivym a infekénim
onemocnénim. Vysoka afinita k neurotransmiteru GABA byla popsana u Pseudomonas
fluorescens s vazebnymi vlastnostmi podobnymi vlastnostem mozkového receptoru.
Escherichia coli ma receptor pro hostitelsky adrenalin a noradrenalin, ktery mize byt
specificky blokovan adrenergnimi antagonisty.

Mozek ma také vyznamnou roli v ovliviiovani stfevnich funkci, jako je propustnost, sekrece
kyselin, hydrogenuhli¢itand a hlenu, vstfebdvani vody a imunitni odpovédi. Rovnovaha
ve stfevnim prostredi je dulezitd pro udrZeni vrstvy mikrobiomu, kde jednotlivé skupiny
bakterii rostou na sliznici. Dysregulace osy stfevo-mozek pak mize ovlivnit strevni mikrobiom
narusenim normalniho slizniéniho prostredi. Stres vyvolava rozdily v mnoistvi a kvalité
sekrece hlenu. Zmény v priachodu gastrointestindlnim traktem mohou mit zasadni vliv
na dodavku dllezitych Zivin, zejména prebiotik a vlakniny ke stfevnimu mikrobiomu. Mozek
muZe také ovlivnit sloZeni a funkci mikrobioty zménou stfevni propustnosti, coz umozni
bakterialnim antigenim proniknout do epitelu a stimulovat imunitni odpovéd' ve sliznici
(Carabotti et al. 2015).

Funkce SAM osy

Sympato-adrenomeduldrni osa zprostfedkovava rychlou reakci na stresor. Aktivaci sympatiku
dochadzi k vyplavovani adrenalinu a noradrenalinu z dfené nadledvin. SAM osa snizuje funkci
traviciho, vylu¢ovaciho a rozmnozZovaciho systému. Naopak dochazi ke zvySeni ¢innosti srdce
a prohlubuje se dychdni (Herman & Tasker 2016).

Funkce HPA osy

Hypothalamo-hypofyzarni-adrendlni osa vykonava svoji velmi dllezitou funkci pfi spusténi
stresové reakce tim, Ze koordinuje adaptivni reakce na stresory. HPA osa je souclasti
limbického systému a je nezbytna pro regulaci mozkovych funkci véetné paméti a emoci. Kdyz
je osa HPA aktivovana v dUsledku plsobeni stresoru z vnéjsiho prostiedi nebo doslo ke zvyseni
prozanétlivych cytokinl v téle, je z hypotalamu vylu¢ovan kortikotropin, stimulujici sekreci
adrenokortikotropniho hormonu (ACTH) z hypofyzy. Adrenokortikotropin ovliviiuje produkci
glukokortikoidd z nadledvin, zejména kortizol, ktery je jednim z hlavnich stresovych hormonu.
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Glukokortikoidy pUsobi v téle jako inicidtofi energetického metabolismu, ktery zasobuje
organismus a jeho organy energii, pro zvladnuti stresu (Myers et al. 2015). Glukokortikoidy
také potlacuji funkci imunity (Herman & Tasker 2016). Mozek proto muze koordinovat funkci
gastrointestinalniho traktu integraci signalizace prostfednictvim nervd a hormon( (Jang et al.
2020).

Bloudivy nerv

Nervus vagus neboli bloudivy nerv je X. hlavovy nerv, ktery pfimo spojuje stfevo a mozek.
Je to péarovy nerv, ktery prendsi aferentni a eferentni senzorické informace mezi CNS
a periferii. Prostfednictvim primarnich aferentnich vlaken tohoto nervu dokaze strevni
mikrobiom komunikovat s mozkem (Rieder et al. 2017).

3.2.3 Schopnost stievniho mikrobiomu pusobit na mozek

Stfevni mikrobiom muze ovlivnit funkci mozku prostfednictvim nervovych, endokrinnich
a imunitnich drah (Cryan & Dinan 2012; Rieder et al. 2017). Studie odhaluji, jak zmény
a rozmanitost ve sloZzeni stfevniho mikrobiomu ovliviiuji normalni fyziologii a pfispivaji
k chorobam od zanétl az po obezitu. Stfevni mikrobiom muiZe narusit celistvost stievni
bariéry, tim jsou do mozku, bud prostfednictvim bloudivého nervu nebo absorpci do krve,
uvolfiovany latky cytokiny, které ho nasledné nepfiznivé ovliviiuji (Cryan & Dinan 2012).

V poslednich letech doslo k mnozZeni experimentdlnich praci provadénych hlavné na zviratech,
jejichZz cilem bylo prozkoumat prispévek mikrobiomu k modulaci osy stfevo-mozek. Byly
pouzity rizné technologické strategie spocivajici v pouziti germ-free zvitat (zvirat bez cizich
organismu). Studie na zvifatech GF ukazaly, Ze bakteridlni kolonizace stfeva je ustredni
pro vyvoj a zrani jak ENS, tak CNS. Absence mikrobidlni kolonizace je spojena se zménou
exprese a obratu neurotransmiterl v nervovych systémech a také se zménami senzoricko-
motorickych funkci stfev, které spocivaji ve zpozdéném vyprazdnovani Zaludku a stfevnim
prichodu. VSechny tyto anomalie se obnovi po kolonizaci zvitat specifickym bakteriemi. Studie
provadéné na germ-free zviratech také prokazaly, Ze mikrobiom ovliviiuje stresovou reaktivitu
a chovani podobné Uzkosti a reguluje nastavenou hodnotu aktivity HPA. Tato zvifata obecné
vykazuji snizenou uUzkost a zvySenou stresovou reakci se zvySenymi hladinami ACTH
a kortizolu.

Mikrobiom muZe interagovat sosou stfevo-mozek také prostfednictvim modulace
aferentnich senzorickych nerv(i. Dllkazem toho je Lactobacillus reuteri, ktery zvysuje jejich
draZdivost inhibici otevirani draslikovych kanall zavislych na vapniku a moduluje strevni
propustnost a vnimani bolesti (Carabotti et al. 2015).

Mastné kyseliny s kratkym retézcem (SCFA)

Jednim z hlavnich produkt(i bakteridlniho metabolismu jsou mastné kyseliny s kratkym
fetézcem (SCFA), jako je kyselina maselna, kyselina propionova a kyselina octova, které jsou
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schopné stimulovat sympaticky nervovy systém, uvolfiovat serotonin ve sliznici a ovliviiovat
pamét a proces uceni (Carabotti et al. 2015). Propionat produkovany mikrobiomem chrani
hematoencefalickou bariéru pred oxida¢nim stresem (Hoyles et al. 2017) .

Neurotransmitery

Mikrobiom reguluje biologickou dostupnost raznych latek nezbytnych pro syntézu
neurotransmiterll. DokaZze metabolizovat esencialni aminokyselinu tryptofan jako prekurzor
syntézy indolu, serotoninu a melatoninu. Dopamin je nejdllezitéjsi neurotransmiter, ktery
koordinuje motivaci zalozenou na odménach a hraje prekurzorovou roli pfi syntéze
katecholaminl, jako jsou noradrenalin a adrenalin. V soucasnosti se fadi mezi funkce
noradrenalinu vzruseni a bdélost pfi detekci senzorickych signdlt a stavu bdéni. V nedavnych
studiich se uvadi, Ze hraje dlleZitou roli v kognitivnich funkcich, jako je chovani, pamét, uceni
a koncentrace. Na syntéze a funkci katecholamint se podileji rizné bakterie (Jang et al. 2020).

Kromé kyselin s kratkymi retézci (SCFA) plsobi i dalSi metabolity vytvorené mikrobiomem jako
zakladni neuroaktivni molekuly v centrdlnim nervovém systému (CNS). Lactobacillus spp.
a Bifidobacterium spp. syntetizuji neurotransmitery, jako je acetylcholin a gama-amino-
butyrat (GABA), zatimco Streptococcus spp., Enterococcus spp. a Escherichia spp. dokazi
syntetizovat serotonin, dopamin a noradrenalin (Hoyles et al. 2017).

Také konkrétné Pseudomonas spp. syntetizuji serotonin ztryptofanu, ktery slouzi
pro mezibunéénou signalizaci. Snizeni cirkulujiciho tryptofanu spojené se stfevnimi mikroby
proto ovliviuje serotonergni prenos a funkci CNS a enterického nervového systému
a metabolismus tryptofanu indukovany mikrobiomem ovliviiuje produkci tryptaminu
plUsobenim tryptofan dekarboxylazy. Tryptamin moduluje inhibiéni reakci bunék na serotonin
zvySenim sekrece serotoninu z bunék neuroendokrinnich. Metabolismus tryptofanu spojeny
se strevni mikrobiotou poskytuje fadu latek ovliviiujicich mozek a chovani, véetné kynureninu,
chinolinatu, indolu a derivatd indolu. Kynurenin a chinolinat mohou ovlivnit funkci mozku, coz
vede k depresivnim pfiznaklim a nedostatku tryptofanu u hostitele. Produkce kynureninu
a chinolinatu snizuje koncentraci tryptofanu v krvi a inhibuje produkci hlavnich
neurotransmiter(l jako je serotonin v mozku. Proto je tryptofanovy katabolismus spojeny
s mikrobiomem nejdulezitéjSim reguldtorem mozkové osy (Jang et al. 2020).

Pfitomnost mikrobiomu upravuje funkci serotoninergniho systému V limbickém systému
germ-free zvifat bylo zjiSténo zvySeni produkce serotoninu a zmény hladiny souvisejicich
metabolitl (Carabotti et al. 2015). Serotonin funguje jako klicovy neurotransmiter na obou
stranach sité stfevo-mozek. Stfevni mikrobiom dokaze regulovat hladinu esencidlni
aminokyseliny tryptofanu, ktery je potfebny pro syntézu serotoninu. Metabolismus
serotoninu je tedy velmi nachylny na zmény v mikrobidlnim sloZzeni a zmény v jeho
metabolismu mohou vést k psychickym porucham jako napf. Uzkostem, bipoldrni poruse
(O’Mahony et al. 2015), depresi a stresu (Sudo et al. 2004).

19



GABA

Kyselina gama-aminomadselnd (GABA) je hlavni inhibi¢ni neurotransmiter CNS, jejiz ucinky jsou
zprostredkovany dvéma hlavnimi tfidami receptorl — receptory GABAa, které existuji jako
fada podtypl vytvorenych spole¢nym sestavenim rdznych podjednotek a receptory GABAg,
které jsou spojeny s G proteinem a sestavaji z heterodimeru tvoreného dvéma podjednotkami
(GABAB1 a GABAg>), které jsou nezbytné pro funkénost receptoru GABAg. Na tyto receptory cili
farmakologie pro tvorbu Iékd proti uzkosti (napf. benzodiazepiny pUsobici na receptory
GABA,) a zmény v GABAergnim systému maji ddlezitou roli ve vyvoji psychiatrickych stavi
souvisejicich se stresem (Bravo et al. 2011). GABAergni neurotransmise je dlleZita pro rGzné
funkce CNS, jako je chovani, bolest a spanek, stejné jako funkce gastrointestinalniho traktu,
jako je stfevni motilita, vyprazdniovani zaludku, nocicepce a sekrece kyselin (Jang et al. 2020).

Clenové rodi Bifidobacterium a Lactobacillus se podileji na syntéze GABA. Kdy? byl
Lactobacillus rhamnosus injekéné podan mysim, doslo ke sniZeni depresivnich pfiznak(
a Uzkosti v souvislosti s aktivitou vagového nervu, byly pozorovany zmény v mozkové
GABAergické aktivité (Feehily & Karatzas 2013). Produkce GABA je schopna také Escherichia
coli (Jang et al. 2018).

Transplantace stfevniho mikrobiomu

Za zminku stoji zminit také moznost transplantace stfevniho mikrobiomu (FMT), neboli fekalni
bakterioterapii (FBT). Pfi FMT dochazi k pfenosu obsahu stfev s vitdlnimi mikroorganismy
darce do strev prijemce. V soucasné dobé se FMT vyuziva pfi diagnostice klostridiové kolitidy
(CDI) jako alternativa IéCby antibiotiky (Juszczuk et al. 2017).

Studie na mysich odhalily, Ze fekdIni transplantace m{ize mit dalekosahlejsi dopady. Pti studii
Bercika et al. (2011) byla provedena fekdlni transplantace mezi dvéma skupinami mysi.
Skupiné mysi s extrovertnimi vlastnostmi byl transplantovan obsah stfev od mysi
introvertnich, uzkostlivéjSich a naopak. Pfi pokusech provedenych pred i po transplantaci bylo
jasné dokazano, Ze transplantace zménila chovani mysi. Dfive extrovertni mysi vykazovaly
znamky Uzkosti a dfive introvertni mysi jevily znamky typické pro skupinu extrovertnich mysi.
Pro dlikaz, Ze sloZzeni mikrobiomu souvisejici se stresem hraje roli pfi zménach chovani, byl
proveden experiment fekalni transplantace mezi mysSmi vystavenymi chronickému stresu
a normalnimi mySmi. Stresovana zvifata a zdrava zvirata, u kterych byla provede FMT od
stresovanych zvirat, vykazovala zmény chovani a dochazelo ke zvySeni neuroaktivnich latek
(cytokint). Pri provedeni opacné fekalni transplantace od zdravych jedincu, se u stresovanych
mysi veskeré méFfené parametry zlepdily (Marcondes Avila et al. 2020).

3.3 Behavioralni projevy ovlivihované strevnim mikrobiomem

Poruchy chovani psa, jako je agresivita, Uzkost, deprese, strach, jsou ¢astymi problémy, které
mohou byt pfi¢inou toho, pro¢ tolik pst konéi v Gtulcich. Utulky musi témto problémdm &elit
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a vymyslet, jak chovani psa napravit, aby mu byli schopni najit novy domov. Napravné
programy a interakce se psy ne vzdy konci uspéchem (Salman et al. 2000). Cestou ke zméné
by mohlo byt zjisténi, Ze stfevni mikrobiom je schopen ovliviiovat chovani savcl a nalezenim
spravného feseni prispét k regulaci problémového chovani (Foster et al. 2016).

RGzné typy psychologickych stresorti méni sloZeni a celkovou biomasu stfevniho mikrobiomu
razné, vzhledem k ¢asovému plsobeni. Dlouhodobé plsobeni stresorll méni vyznamné
a zavainé sloZzeni mikrobiomu, které se odrazi na celkovém zdravotnim stavu jedince.
Ve skutecnosti ma ale na sloZzeni mikrobiomu dopad i kratkodobé pusobeni stresord.
Vystaveni stresoru na pouhé 2 hodiny zménilo profil stfevni komunity a snizilo zastoupeni
hlavnich kmenU u zkoumanych mysi (Galley et al. 2014).

3.3.1 SlozZeni stfevniho mikrobiomu pfi plsobeni stresu

Stres je reakce organismu na stresor, pfi které je naruSsena homeostaza. Selye (1952)
pojmenoval reakci na stres (nespecifickou) jako generalizovany adaptacni syndrom a rozdélil
ho do tti fazi. Prvni faze, poplachova, kdy je télo vystaveno stresoru a zacinaji pisobit obranné
mechanismy. Druha faze, rezistentni, nastava, pokud stresor pfetrvdva a télo se na néj snazi
adaptovat. Treti fazi je faze vyCerpani, ktera nastava pri dlouhodobém pusobeni stresoru,
které télo neni schopno zvladnout, napfiklad z divodu vycerpani energie. Pokud télo stres
zvlddne, jeho funkce se obnovi. Stresory H. Selye rozdélil na fyzikdlni, chemické
a psychologické. Studiem stresu se Selye zabyval cely Zivot, béhem kterého dosel k nékolika
zasadnim poznanim. Uznal, Ze stres nema jen negativni dopady na organismus, ale i pozitivni
a zaved| pojmy eustres, pro pozitivni stres a distres pro negativni (Szabo et al. 2012). Drive se
zdsadni role pfi zvlddani stresové reakce pfrifazovala katecholaminim a sympato-
adrenomeduldrni ose, pozdéji se vSak ukdzalo, Ze zdsadni roli hraje i hypothalamo-
hypofyzarni-adrenalni osa (Selye 1952).

HPA osa a autonomni nervovy systém jsou hlavnimi Ciniteli pfi stresové reakci. Télo se
vyrovnava se situaci ,,bojuj nebo utec¢” (Kvetnansky et al. 2009). Organismus zac¢ina zvySovat
vykonnost srdce, pro rychlejsi prokrveni a okysliceni svalli, zvySuje se hladina glukdzy. Roli
ve zvySeném zisku energie hraji také hormony katecholaminy a glukokortikoidy. Dochazi také
k potlaceni funkce travici a rozmnoZovaci soustavy, imunitnich reakci. Pokud stresor pUsobi
dlouho mlZe byt organismus, v ramci akutniho stresu, poskozen. Pokud je organismus
vystaven chronickému stresu, dochazi k poskozeni tkani a mize dojit az vyCerpani organismu
a ohroZeni na Zivoté (Herman & Tasker 2016). Vystavenim dlouhodobému stresu dochazi,
vlivem zapojeni osy stfevo-mozek, ke zménam i ve stfevnim mikrobiomu (Bravo et al. 2011;
Mondo et al. 2020b). Pti expozici stresoru doSlo u mysi ke sniZzeni poctu bakterii rodu
Bacteroides a zvySeni poctu bakterii rodu Clostridium (Bailey et al. 2011).
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3.3.2 SlozZeni stfevniho mikrobiomu pfi Uzkostech, depresi

Uzkost je vnimana jako stav téla, které se uvede do poplainého rezimu, bez zjevné pficiny
(Walker et al. 1997). Chovani spojené s Uzkostmi u psli zahrnuje zvySenou srdecni frekvenci,
tres, nervozitu, zvysené slinéni a drbani, nadmérnou vokalizaci, destruktivni chovani, kaleni
a moceni ve vnitfnich prostorech. U psl je nejcastéjsi uzkost separacni (Stelow 2018). Strevni
mikrobiom némeckych ovc¢aka, psu trpicimi depresemi, vykazuje podobnou hladinu mastnych
kyselin, kterd je typicka pro lidi s depresemi (Mondo et al. 2020b).

Studie provadéné s pacienty s generalizovanou Uzkostnou poruchou maiji nizsi bakterialni
diverzitu a snizené mnozstvi Firmicutes a Tenericutes, bakterii produkujici mastné kyseliny
s kratkym fetézcem a vysSi mnoiZstvi Escherichia-Shigella, Fusobacterium a Ruminococcus
gnavus ve srovnani se zdravymi jedinci. Vic zavazné stavy uzkosti byly navic spojeny s nizsim
vyskytem skupiny Eubacterium coprostanoligenes, Ruminococcaceae a Prevotella a vy$Sim
vyskytem bakterii a Escherichia, Shigella (Jiang et al. 2018b; Chen et al. 2019).

Bakterie patfici do rodu Streptococcus jsou zndmé jako producenti serotoninu, bakterie
Lactobacillus jsou vyrobci kyseliny gama-aminomaselné (GABA). Tyto molekuly jsou znamé
jako neurotransmitery schopné regulovat emocni chovani (Bravo et al. 2011; Evrensel
& Ceylan 2015; Yunes et al. 2016). Rod Bacteroides je spojenym s metabolickymi zménami
béZnymi u deprese (Bangsgaard Bendtsen et al. 2012).

Tfida Enterobacteriaceae zahrnuje enterosolventni patogeny, které vyvolavaji zanétlivy stav
azvysuji propustnost stfevni stény, coZz umoZriuje bakteriim premistovat se
do mezenterickych lymfatickych uzlin. To vede ke zvySeni plazmatického imunoglobulinu
A nebo M, coz je bézné u pacientd trpicich depresi (Maes et al. 2012). Hromadné dulkazy
naznacuji, Zze stfevni mikrobiom plsobi na nervovy systém a ovliviiuje afektivni poruchy, jako
je uzkost a deprese (Clapp et al. 2017).

3.3.3 Slozeni stfevniho mikrobiomu pfi fobiich a agresivité

Fobie a agresivita se rfadi mezi Uzkostné poruchy, které jsou jasnou znamkou nepohody zvirat
(Rosado et al. 2010).

Agresivita predstavuje problém nejen pro samotného psa, ale i pro jeho okoli. Agresivita psu
vUci lidem c¢asto kon¢i umisténim psa do Utulku nebo v horsim pripadé utracenim, pokud je
naprava chovani nad lidské sily (Moxon et al. 2016). Zkoumdni propojeni chovani,
fyziologickych procesli, nervové soustavy a stfevniho mikrobiomu by mohlo pomoci tento
problém vyresit (Mondo et al. 2020a). Pfi hledani feSeni bylo zjisténo, Ze podavani
Sirokospektralnich antibiotik narusilo stfevni mikrobiom a sniZilo agresivni chovani u sibifskych
kieckd (Sylvia et al. 2017).
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Serotonin a steroidni hormony jsou dllezitymi latkami pfi ovliviiovani chovani, jako je pravé
agrese (Rosado et al. 2010). Studie ukazuji, Ze hladina serotoninu je u agresivnich psl nizka
a naopak hladina kortizolu vysoka (Rosado et al. 2010; Roth et al. 2016).

Mondo et al. (2020a) provedli rozsahlou studii se psy, ve které porovnavali stfevni mikrobiom
psU zdravych, agresivnich a psl s fobiemi. Rozdily ve sloZeni stfevniho mikrobiomu u pst
s fobii oproti psim bez téchto potizi jsou spekulativni. Vyjimku tvofi ¢eled Rikenellaceae a rod
Lactobacillus se znamymi probiotickymi vlastnostmi, které se u fobickych pst vyskytovaly
v mirné zvyseném poctu. Naopak psi s fobiemi od agresivnich bylo mozné rozlisit diky rGznym
pomérim v poctu Celedi Mogibacteriaceae a Veillonellaceae. Rozdil v mikrobiomu u pst
agresivnich v porovnani s neagresivnimi potvrdil i Kirchoff et al. (2019). Agresivni psi nejen
ze méli jedinecny stfevni mikrobiom, ale celkova struktura byla pozménéna.

Mikrobiom psu je navic spojovan s dalSimi zdravotnimi stavy, jako je zanétlivé onemocnéni
stfev a akutni prlijem (Suchodolski 2016), coz vede k nepohodli nebo bolesti, které by také
mohli pfispét k podrazdénosti nebo agresi psa.

3.4 Behavioralni projevy psu a pobyt v ttulku

Nevhodné chovani psl je béZnym problémem, proc je lidé opoustéji a umistuji do Gtulkd.
Pracovnici v Utulcich musi témto problémim s chovanim celit, ale ne vidy jsou pokusy
0 napravu Uspésné (Mondo et al. 2020a). Pobyt v Utulku je pro psa velmi stresujici (Hennessy
2013; Shiverdecker et al. 2013; Hoffman et al. 2019; Righi et al. 2019; Amaya et al. 2020).
Stresory pro psy v Utulku jsou nové zvuky, pachy, lidé a cizi psi i denni program typicky pro
utulek (Titulaer et al. 2013; Hoffman et al. 2019).

Mezi nejéastéji pozorovanou poruchu chovani psa patii agresivita, nasleduje separacni Gzkost
a razné fobie. Agresivita je osobnostni rys pst ovliviiovany nejen enviromentdlnimi slozkami
jako je nedostateCna socializace a uceni, ale také geneticky. Charakteristické jsou projevy
ohroZeni, coz zahrnuje vrceni, vycenéné zuby, zvednuty ocas, které mulze prerlst az
v napadeni a kousnuti. Fobie je charakterizovana jako strach z konkrétni véci, kterou si jedinec
mUZe béhem Zivota zvysit intenzitou vystaveni se té véci, nebo nahlym panickym vzrusenim.
Pti fobiich pes proziva dlouhodoby, intenzivni pocit strachu. Jak agrese, tak fobie jsou projevy
uzkostnych poruch a jsou pro organismus psa velmi stresujici (Walker et al. 1997; Sherman &
Mills 2008). Plsobici stresor ovliviiuje homeostazu organismu, ktery reaguje aktivaci HPA osy
a produkci glukokortikoidl. Pokud stresor plsobi dlouhodobé, dochazi ke zménam
ve stfevnim mikrobiomu ovliviiované osou stfevo-mozek (Mondo et al. 2020a).

Bylo zjiSténo, Ze interakce s clovékem je schopna snizit glukokortikoidni odezvy psi
na presunuti do Utulku a také na dalsi stresory, kterymi jsou psi v Utulcich vystaveni. Kromé
snizeni koncentrace kortizolu vykazovali psi v mensi mife i strach, nervézni chovani a méné
vokalizovali (Hennessy 2013; Shiverdecker et al. 2013). Toto sniZeni hladiny glukokortikoidU
bylo pozorovdno jak béhem interakce s ¢lovékem, tak i delSi dobu po ni. Bylo zjisténo, Ze doba
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interakci trvajici kolem 30 minut ma pozitivni Ucinky. Spolu s pokracujicim pokrokem
v porozuméni mechanismim a zprostfedkovatellm HPA odpovédi nabizeji tyto nové

vvvvvv

stresu, a tim ke zlepseni pohody pst (Hennessy 2013).

3.5 Molekularné biologické metody pro analyzu stfevniho mikrobiomu

Stfevni mikrobiom je sloZity a dynamicky ekosystém, proto nejlepSim diagnostickym
pfistupem by byla kombinace molekuldrnich metod, které po izolaci DNA zahrnuji PCR
amplifikaci 16S rRNA gend pomoci Sirokych univerzalnich bakteridlnich primer(. PouZiti 16S
rRNA gen0 je uZitecnym nastrojem pro hodnoceni stfevniho mikrobiomu, protoze tento
pristup poskytuje taxonomicky prehled vSech bakteridlnich skupin celého mikrobiomu.
Nasledovala by analyza amplikonl sekvenovanim nové generace (NGS) a pfima kvantifikace
specifickych bakteridlnich taxonl pomoci kvantitativni PCR (qPCR) (Suchodolski 2016).

3.5.1 lzolace DNA

Izolace DNA mikrobidlni komunity ze vzorku ma zasadni vyznam pro Uspésné zjisténi
zastoupeni jednotlivych mikroorganismu. Zastoupeni mikroorganism( ve stfevech je velmi
riznorodé a je potieba provést izolaci co nejefektivnéji, aby se rlizné struktury jednotlivych
bunécnych obald mikroorganisml rozpadly. Metod pro izolaci DNA je nékolik, nékteré se
zaméruji pfimo na urcéitou komunitu mikroorganism(, jiné univerzalné na vSechny
mikroorganismy zastoupené ve vzorku (Smarda 2005).

Izolace DNA je proces ziskdvani bunécné DNA ze zkoumanych vzorkl (vykaly, sliny, travenina,
...). Aby se nedoslo k degradaci DNA je potreba mit vzorek cerstvy, lyofilizovany nebo
zamrazeny. Pfed samotnou izolaci je také vhodné vzorek zbavit vétsich ¢astic, homogenizovat,
promyt. Zakladnim krokem pfi izolaci DNA je rozbiti, lyze, bunécné stény vSech bunék, a to
bud mechanicky, teplotné nebo chemicky. Nejcastéji je lyze provadéna pomoci detergent(,
chaotropnich latek rozrusujicich vodikové mustky a rozpoustédel. Konkrétné u bakteridlni
bunécné stény je vyuzivan enzym lysozym, detergenty pro rozruSeni cytoplazmatické
membrany a jako <(Cinidlo pro destabilizaci vnéjsSi bunécéné stény se vyuZiva
ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA). Lyze bunécné stény vede k uvolnéni bunééného
obsahu do zachytného roztoku. Specialni kolonky s filtrem oddéluji nukleové kyseliny
od nezadoucich slozek, jako jsou zbytky bunécné stény, lipidy, proteiny, sacharidy a inhibitor(
PCR. Je potfeba zachytavané nukleové kyseliny nékolikrat promyvat. lzolovand DNA je
uchovavana ve vhodném pufru (Inglis et al. 2012).

Kizolaci DNA jsou v laboratofich €asto vyuzivany komeréné dostupné sady, které obsahuji
vSechny potrebné materidly a roztoky k provedeni izolace.
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3.5.2 Stanoveni kvality a koncentrace DNA

Kvalita a pfesna koncentrace izolované DNA je velmi dulezitd pro dalsi analyzy. Pro ovéreni,
zda se DNA podafilo ze vzorku izolovat, se pouziva pfima fotometrie v UV oblasti nejcastéji
pomoci pristroje spektrofotometru. Pfibliznd koncentrace DNA se vypocitd z hodnot
nameérené absorbance pfi 260 nm, coz je vinova délka, kterou jsou nukleové kyseliny schopny
absorbovat. Absorbance rovna 1,0 odpovida 50 pg/ml dsDNA. Kvalitu, tedy zda DNA obsahuje
kontaminanty Ize urcit z poméru hodnot absorbance 260 nm a 280 nm. Zafeni o vinové délce
absorbuji nékteré bilkoviny, které jsou hlavni nezadouci slozkou v Cistoté DNA. Optimalni
hodnoty absorbance pro Cistou DNA jsou 1,8-2,0. K uréeni Cistoty DNA byva vyuZivan i pomér
absorbanci pfi 230 nm a 260 nm. VInova délka 260 nm urcuje absorbanci nukleovych kyselin
a vinova délka 230 nm je specificka pro absorbanci nizkomolekuldrnich latek jako je naptiklad
fenol, polysacharidy, kyselinu edetovou (EDTA). Optimalni hodnota poméru absorbanci by
v tom piipadé u ¢isté DNA méla presahnout 2,0 (Smarda 2005).

3.5.3 Polymerazova fetézova reakce (PCR)

PFi studiu stfevniho mikrobiomu je pro identifikaci bakterii podstatna pouze ¢ast genetické
informace a to konkrétné gen 16S rRNA. Tento gen obsahuje oblasti specifické pro konkrétni
skupiny nebo druhy bakterii. Aby se tento gen ziskal, je potfeba pouzit metodu zvanou
polymerazova fetézova reakce (PCR). Pfi této metodé dochazi k amplifikaci (mnozeni) malych
segmentl vybrané casti DNA pouzitim enzymu DNA polymerdzy. Gen pro amplifikaci se
ohrani¢i pomoci primer(, kratkych oligonukleotidi DNA. Aby reakce probéhla spravné je
potieba dodat také stavebni jednotky DNA, nukleotidy adenin, cytosin, thymin, guanin a také
ionty pro vytvoreni idedlniho prostfedi pro spravnou funkci enzymu. Metoda PCR probiha
za tepla, proto je pro reakce potifeba pouzit termostabilni enzym DNA polymerazu, ktera byla
izolovana z bakterii Zijicich v horkych pramenech (Inglis et al. 2012).

Reakce se uskutecnuje v termocykleru. Je to pfistroj, ktery v urcitych intervalech méni teplotu
a tim zajistuje optimalni podminky pro praci DNA polymerazy. Reakce probiha v cyklech
a kazdy cyklus za idealnich podminek zdvojnasobi pocet kopii daného genu. Kazdy cyklus
zacCind denaturaci, tedy rozpadem vodikovych mUstk( mezi nukleotidy DNA pfi teploté 95°C.
Nasleduje hybridizace, nasednuti primer( na spravné sekvence pfti teploté kolem 55°C.
Posledni fazi cyklu je elongace, tedy syntéza novych fetézcl pfi vyssi teploté kolem 70°C.
Teplota kazdé faze se upravuje dle konkrétnich primer(i (Bacchetti De Gregoris et al. 2011).

Purifikace DNA

Purifikaci, neboli precistovanim, jsou nukleové kyseliny zbavovany nezadoucich kontaminantt
vzorku, jako jsou proteiny, detergenty, soli aj. Purifikace se provadi jako soucast procesl
pfi izolaci DNA, elektroforetické separaci nebo po PCR reakci (Smarda 2005).
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3.5.4 Elektroforetické separace nukleovych kyselin

Principem elektroforetickych separaci je pohyb nukleovych kyselin ve stejnosmérném
elektrickém poli, kdy nukleové kyseliny, které maji zaporny ndboj, se pohybuiji ke kladné nabité
anodé (Smarda 2005).

Gelova elektroforéza

Gelova elektroforéza vyuziva gelu, nejcastéji agarového, ptipadné polyakrylamidu, ktery
zpomali pohyb DNA a to se za¢ne délit dle velikosti jednotlivych fragmentl nukleovych kyselin.
Kratsi fragmenty putuji gelem rychleji nez delSi. Pfi elektroforéze se vyuzivad velikostnich
standardd, marker(, podle kterych se snadnéji urci velikost sledovaného DNA. Ke zviditelnéni
pribéhu elektroforézy se do gelu pfidava napf. ethidium bromid, ktery pod UV svétlem
zviditelni fragmenty DNA (Smarda 2005). Gelova elektroforéza se vyuzivé jako kontrola, zda
PCR probéhla spravné.

Denaturacni gradientova gelova elektroforéza (DGGE)

Denaturacni gradientova gelova elektroforéza je kvalitativni metoda a déli stejné dlouhé
fragmenty DNA dle rozdilnych sekvenci, s presnosti az jednoho paru bazi. DGGE je vertikalné
probihajici elektroforéza. Naplni je polyakrylamidovy gel obsahujici linearné rostouci gradient
denaturant(, které rozplétaji dvojvlakno DNA. Rychlost denaturace zdvisi na sekvenci DNA,
guanin-cytosin pary bazi jsou pevnéjsi kvili tfem vodikovym mastk(im, které je spojuji,
na rozdil od paru adenin-thymin, ktery spojuji dva vodikové mustky. Vzniklé pdsy tvofi
elektroforeticky profil mikrobiomu z analyzovaného vzorku (Jiang et al. 2018a).

3.5.5 Real-time PCR (qPCR)

Real-time PCR je kvantitativni verzi metody klasické PCR a umozZnuje nam rychlou a vysoce
vykonnou kvantifikaci a detekci cilovych mikrobialnich skupin. Pfi kvantitativni PCR je moZnost
sledovat tvorbu amplikonu v redlném case. Koncentrace amplifikovaného genu je pfimo
umérna rychlosti probihajici reakce. Pfi gPCR je monitorovana fluorescence v jednotlivych
cyklech. Fluorescencni barviva napf. SYBR se zabudovavaji do PCR produktl béhem reakce
(Kralik & Ricchi 2017).

3.5.6 Sekvenovani nukleovych kyselin dle Sangera

Sekvenovanim DNA se stanovi poradi nukleotidli v molekuldch DNA. Sangerovo sekvenovani
je zaloZeno na specifické inhibici enzymové syntézy retézcli DNA, modifikace klasické PCR.
Fragmenty DNA ziskané z PCR s presné definovanymi konci jsou podminkou pro Uspésné
sekvenovani. Pokud by do reakce vstoupily dva nebo vice templatovych fragmentl DNA,
nebylo by ve vysledku mozZné urcit, které bakterii dany nukleotid patfi.
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Do reakce dle Sangera vstupuje DNA, kterd ma byt pomoci DNA polymerdazy kopirovdana. DNA
polymerdza syntetizuje nové vldkno DNA od primeru a umistuje stavebni jednotky podle
komplementarity bazi templatového vldkna. Stavebnimi jednotkami jsou nukleotidy (dNTP),
které DNA polymerdaza priklada a pokracuje v syntéze. Do reakce vstupuji také modifikované
nukleotidy (ddNTP), které jsou fluorescencné znacené a pfi pripojeni DNA polymerdzou
k templatovému vldknu zastavuji reakci. Vysledkem je smés rtizné dlouhych produktd, které
jsou zakonceny fluorescenéné zbarvenymi nukleotidy. Po separaci v kapilarni elektroforéze je
detekovana fluorescence a z délky a signalu se skldda sekvence DNA (Smarda 2005)

3.5.7 Sekvenovani nové generace (NGS)

Na rozdil od sekvenovdni dle Sangera lze pfi sekvenovani nové generace sekvenovat
neomezeny pocet rlznych fragmentd DNA. Dochazi k sekvenovani nékolika vlaken az celého
genomu soucasné. Tato metoda umoziuje nejpodrobnéjsi pohled na zkoumanou DNA
a v soucasné dobé je povazovana za vrcholnou molekuldrné genetickou analyzu (Suchodolski
2016).
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4 Metodika

4.1 Vybér psa pro vyzkum

Vyzkumu se zucastnilo celkem 49 psd, od kterych byly odebrany vzorky exkrementd
pro analyzu stfevniho mikrobiomu. U vybranych psl bylo sledovano plemeno, vék, kastrace,
kondice, typ krmiva, chovani. Podrobny prehled vSech psu viz Pfiloha 1 a 2.

Vzorky se odebiraly u pst z Utulku pro opusténd zvifata Méstské policie hl. m. Prahy (n = 18)
a z Utulku pro opusdténé a zatoulané psy v Trutnové (n = 8). Podminky ubytovani pstl byly
v obou utulcich shodné. Psi byli umisténi jednotlivé. Kotec mél vnitfni uzavfeny prostor
v budové s moznosti vylézt do venkovniho kotce s mfizemi. Pokud to bylo v zajmu ochrany
sebe i psa mozné, denné byli psi pfiblizné hodinu venceni a byli v kontaktu s oSetfovateli.

Chovani psU z utulkd bylo subjektivné hodnoceno zkuSenostmi pracovnik(i a veterinare
a jednotliva zvifata byla délena na agresivni (n = 12), fobicka (n = 3) a nevykazujici abnormalni
chovani (n = 11). U pst z utulku bylo podminkou, aby v ném zvite pobyvalo min. 4-6 mésic(.
Do vyzkumu se nezapojovala zvifata, ktera dostavala antibiotika v méné nez tfech tydnech
pred sbérem exkrementu.

U pst z domaciho prostfedi (n = 23) bylo podminkou, aby nebyli chovani ve venkovnim kotci,
ale vdomacnosti chovatel(i. Opét bez uzivani léCiv, které by mohly ovlivnit sloZeni stfevniho
mikrobiomu.

4.2 Sbér a skladovani exkrementt pro analyzu stfevniho mikrobiomu

Celkem bylo sesbirano 49 vzorku z nichz 26 od pst z Utulk( a 23 od psl z domdciho prostredi
béhem meésicli od zafi do prosince.

Vzorky exkrementt u skupiny psud v utulcich byly odebirany v rannich hodinach pred uklidem
kotcl kolem 7. hodiny ranni. Exkrementy se sbiraly do sterilnich kontejnert a nasledné byly
zamrazeny pfi -20 °C az -40 °C a uchovany az do nasledného zpracovani v laboratofi.

Vzorky exkrementl u skupiny psl z domdciho prostfedi byly odebirany bezprostifedné
po defekaci pfi rannim, ¢i ve€ernim venceni. Exkrementy byly sbirdny do stejnych sterilnich
kontejnerd a shodné zamrazeny az do zpracovani v laboratofi.

Vzorky byly zpracovavany v laboratofi Ustavu Zivocigné fyziologie a genetiky Akademie véd
Ceské republiky.

4.3 lzolace DNA

Pro izolaci DNA byla pouzita komercni sada QlAamp® PowerFecal® DNA Kit. Postupovalo se
dle pfilozeného protokolu (Qiagen 2017) vyrobce s mensimi Upravami, které budou uvedeny
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nize v postupu. Vyrobce doporucuje pouzit mnozstvi do 0,25 g fekalniho vzorku. Pfesné sloZzeni
vyuzivanych roztokd pro izolaci vyrobce neuvadi.

Odvazené mnoistvi vzorku mezi 0,15 g a 0,20 g bylo vlozeno do zkumavky Dry Bead Tube
(dodano vyrobcem), ktera obsahuje kulicky pro lepSi mechanickou homogenizaci vzorku.
Do zkumavky se pridalo 750 pl PowerBead roztoku a 60 pl roztoku C1, ktery obsahuje
detergent narusujici bunécné stény a denaturuje bilkoviny, vSe se promichalo. Zkumavky se
poté 10 minut zahftivaly ve vodni lazni pti 70 °C (vyrobce uvadi 65 °C), kdy zvySena teplota
podporuje reakci pro rozklad bunék a k homogenizaci se pouzil pfistroj FastPrep-24™ pfi
rychlosti 6,5 m/s a délce vortexovani 1 min. Tyto dva kroky se opakovaly jesté jednou. Poté se
zkumavky centrifugovaly pti 13 000 rcf po dobu 1 minuty.

Supernatant o objemu 500 ul byl premistén do cisté 2 ml zkumavky a priddno 250 ul roztoku
C2. Smés byla inkubovana pfi 2-8 °C po dobu 1 minuty a poté centrifugovana pfi 13 000 rcf
po dobu 1 minuty. Supernatant o objemu 600 pl se opét presunul do ¢isté 2 ml zkumavky
a pridalo se 200 pl roztoku C3. Smés se opét inkubovala pfi 2-8 °C po dobu jedné minuty
a pfi stejnych otdckach centrifugovdna. Supernatant o maximalnim objemu 750 ul se presunul
do Cisté zkumavky a pridalo se 1200 ul roztoku C4. Roztok C4 je Cinidlo zajistujici vysrazeni
anorganické a organické slozky neobsahujici DNA. 650 ul této smési se presunulo na kolonku
s filtrem umisténou ve zkumavce a centrifugovala se opét pfi 13 000 rcf po dobu 1 minuty
a smés, kterd protekla se vylila. Tento krok byl jesté dvakrat zopakovan.

Do kolonky bylo pfidano 500 ul roztoku C5 a centrifugovana pfi stejnych podminkach. Roztok
C5 obsahoval ethanol, ktery slouzi k Cisténi DNA od soli a jinych kontaminant(i. Obsah
ve zkumavce pod kolonkou byl vylit a zkumavka s kolonkou jesté jednou centrifugovana. Poté
byla kolonka opatrné premisténa do Cisté 2 ml zkumavky. Do kolonky bylo pfidano 100 ul
roztoku C6 (eluéni ¢inidlo), ktery centrifugaci uvolnil DNA zachycenou ve filtru do zkumavky.
Takto izolovana DNA je pfipravena k dalSimu pouziti.

Na pfistroji NanoDrop One byla zméfena koncentrace izolované DNA.

Izolace DNA byla provedena u 49 vzorkd a ndasledné skladovana pfi teploté — 26 °C do dalsiho
pouziti.

4.4 Stanoveni mikrobialni diverzity metodou PCR-DGGE

4.4.1 Polymerazova fetézova reakce (PCR)

Pro zjisténi bakteridlniho zastoupeni ve stfevnim mikrobiomu je potfeba amplifikovat Usek
DNA kddujici 16S rRNA, ktery obsahuje variabilni Useky, které jsou specifické pro jednotlivé
bakterie.
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Tabulka 1: SloZky a mnoZstvi pro pripravu PCR reakce

izolovana DNA 1u
PCR mix — OneTaq Quick-Load 2X Master Mix with Standard Buffer 15 ul
forward primer (10x 338GC) 1l
reverse primer (10x 534R) 1u
dH,0 12 ul

Do 1,5 ml zkumavky se smichaly vsechny slozky dle Tabulky 1 pro 49 vzork(, kromé izolované
DNA. Do 49 mikrozkumavek se poté napipetovalo 29 pl smési a pridala se izolovana DNA.
Mikrozkumavky byly umistény do termocykleru Biometra TAdvanced a byl spustén program
s parametry uvedenymi v Tabulce 2. Kontrola spravné probéhnuté PCR reakce byla ovérena
agarozovou elektroforézou.

Tabulka 2: Presny pribéh PCR reakce

krok | délka trvani | teplota (°C) | pocet opakovani
1 5 min 95
2 30s 95
3 20s 58 34x
4 40 s 72
5 5 min 72
6 oo 8

4.4.2 Agardzova elektroforéza

Agardzovy gel (1,5%) pro predpoklddanou velikost fragmentli DNA 200 pb (parQ bazi) byl
pfipraven dle Tabulky 3. TBE pufr s agardézou byly michany a zahfivany v kddince
na magnetickém michadle do Uplného rozpusténi a provareni. Kadinka byla odstavena
z michadla, aby zchladla a mohl se pfidat ethidium bromid, ktery slouZi jako barvivo pro
zvyraznéni DNA pod UV svétlem.

Gel zchladly na pfiblizné 40-50 °C byl prelit do vani¢ky a byl vloZzen hfebinek pro vytvoreni
jamek pro vzorky DNA. Po 20 minutdch gel ztuhl, vytahl se hiebinek, a gel byl pfemistén
do elektroforetické vany. Ta byla naplnéna 0,5% TBE pufrem do Uplného ponofeni gelu.
Do prvni jamky bylo napipetovano 5 ul standardu DNA Markeru 200-1500 col. od firmy
Top-Bio s.r.o. Do dalSich jamek se postupné pipetovaly 3 ul vzorkl ziskanych z PCR reakce.
Vzorky je potfeba nandset co nejrychleji, aby nedochazelo k jejich degradaci.

Tabulka 3: SloZky a mnoZstvi potfebné pro pripravu 1,5% agardzového gelu

PCR agardza 15¢g
pufr TBE 0,5% 100 ml
ethidium bromid 3ul
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Po naplnéni jamek se elektroforeticka vana zavrela vikem, propojili se elektrody a nastavilo se
napéti na 100 V po dobu 30 minut. Zaporné nabité DNA se tak zacalo prostupovat gelem
ke kladné nabité elektrodé. Po skonceni elektroforézy se gel premistil do transiluminatoru BIO
RAD Molecular Imager Gel DocTM XR+ a pomoci programu Image Lab byl gel vyfocen. U vSech
49 vzork( byly jasné uUseky o velikosti 200 pb v porovnani se standardem. Tim se potvrdila
Uspésna PCR reakce.

4.4.3 Denaturacni gradientova gelova elektroforéza (DGGE)

Zakladem DGGE byla ptiprava akrylamidového gelu s gradientem a spusténi DGGE probéhlo
v zafizeni DCode™ Universal Mutation Detection System. Protokol postupu pfipravy celé
metody byl proveden dle Muyzera et al. (1993).

Tabulka 4: SloZky a mnoZstvi potfebné pro pripravu roztokt na gel

denaturacni sila

chemikalie 35% 60%

40% akrylamid (ml) 5,560 5,560
50x TAE (ml) 0,500 0,500
formamid (ml) 3,500 6,000
mocovina (g) 3,675 6,300
dH,0 (ml) 12,250 9,500

Dle Tabulky 4 se pfipravuji dva roztoky o rlzné denaturacni sile, ktera je potfebna k vytvoreni
gradientu gelu. Denaturacni sila gelu je v rozmezi 35-60 % a zpUsobuje postupnou denaturaci

DNA. SloZzky, které zapficinuji denaturaci DNA jsou formamid a mocovina. Rychlost pohybu
dsDNA v sitovaném gelu zavisi na jeji molekulové hmotnosti.

Vzhledem k vy$simu poctu vzork(, na ktery bylo potifeba vytvoreni tfi geld, se do zasobovacich
nadob pfipravilo trojndsobné mnoizstvi jednotlivych roztok(. Roztoky vydrzi uchovdvané
v lednici aZ jeden mésic.

Zafizeni pro DGGE je potreba sloZit a pfipravit pred vytvorenim gelu. DGGE je vertikdlni
elektroforéza, které probihd v tanku o objemu 7 | naplnény 1% TAE pufrem (tris-acetatovy
pufr). Pufr vede proud a musi byt zahtfat na teplotu 60 °C. Gel se pfipravuje mezi dvé skla
upevnéna rameny z obou stran. Na stranach mezi skly jsou gumové vlozky, které vytvofri
mezeru pro gel a zaroven zabrani vyteéeni gelu. Celd sestavena aparatura se po ztuhnuti gelu
vloZi do pfipraveného tanku.

Pro pfipravu gelu bylo potfeba nalit pfipravené roztoky dle Tabulky 4 do dvou nadob
propojenych spojnici, aby se roztoky mohly promichat a vytvofit potfebny gradient. 25 ml
koncentrovanéjsiho roztoku bylo nalito do nadoby blize vypusti a 25 ml slabSiho roztoku
do druhé nadoby. Obé spojené nadoby se umistily na magnetickou michacku a promichavaly
se. Do obou roztokd bylo pfiddno 20 pl TEMEDu 200 pl 10% peroxodisiranu amonného
pro zaCatek polymerizace gelu. Poté byla spojnice mezi roztoky oteviena. Na nadoby je
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napojeno také Cerpadlo, které precerpdvalo gel skrz hadicku s jehlou mezi pfipravena skla.
Po naplnéni byl do gelu vloZzen hireben pro vytvoreni jamek pro naneseni vzork(. Polymerace
gelu trvala 50 minut.

Po uplynuti doby byl z gelu vyjmut hieben pro vytvoreni jamek a celd aparatura byla vloZzena
do pfipraveného tanku se zahfatym 1% TAE pufrem na 60 °C. Jamky byly vyplachnuty pufrem,
aby v nich nezUstaly bubliny, které by zkreslovaly vysledek. Poté bylo do jamek postupné
pipetovano 25 vzorkd o objemu 27 ul. Po naneseni vzorkd byl tank uzavien a zapnulo se
zahfivani s privodem proudu. Do dosazeni 60 °C bylo napéti 30 V, po dosazeni teploty 60 °C
v tanku se napéti zvysilo na 60 V a takto to bézelo pfiblizné 18 hodin.

Po ukonceni DGGE byl gel opatrné vyjmut z tanku a vloZzen do ¢tvercové plastové nadoby.
Ke gelu se ptidalo 50 ml 1% pufru TAE a 5 ul barviva SYBR Green. Gel se s barvivem pomalu
promichaval 30 minut, aby doslo k navazani barviva na nukleové kyseliny.

Obarveny gel byl premistén do transiluminatoru BIO RAD Molecular Imager Gel DocTM XR+
a pomoci programu Image Lab byl gel vyfocen. Fotka gelu byla barevné konvertovéana, aby byly
bandy DNA c¢erné na bilém pozadi. Byl také upraven kontrast, aby bandy Iépe vynikly. Fotka
gelu byla vytisknuta a byly vybrany vyznamné vyrazné bandy pro dalsi zpracovani.

U kraja gelu dochazi k tzv. smile efektu (zkresleni vysledk(l). Vzhledem k poctu vzorku
tak musely byt stejnym zplsobem pro vSechny vzorky pfipraveny jesté dalsi dva gely a celkem
se tedy metoda DGGE délala trikrat.

4.5 Priprava vzorki DNA pro Sangerovo sekvenovani

Celkem 17 vybranych vyznamnych Usek( z gelu po provedené DGGE bylo skalpelem vyfiznuto
na desce s UV zafenim a umisténo do 1,5 ml zkumavky se 100 pl dH-0.

4.5.1 PCR a agarozova elektroforéza vyznamnych bandi

Vyfiznuté bandy s dH,0 byly centrifugovany 10 min pfi 10 000 rpm a pouzity jako templat pro
PCR. Smés pro PCR byla pfipravena dle Tabulky 5. Pribéh PCR byl stejny jako je uveden
v Tabulce 2.

Tabulka 5: SloZky a mnoZstvi pro pripravu PCR reakce

templat 4l
PCR mix — EliZyme™ FAST Tag MIX Red 15 ul
forward primer (10x 341FP) 1u
reverse primer (10x RP534) 1l
dH,0 9ul

Uspédnost PCR reakce byla zkontrolovany agarézovou elektroforézou stejnym zptisobem
viz oddéleni 4.4.2. VSechny produkty PCR reakce byla v porovnani se standardem vyrazné pfi
200 pb.
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4.5.2 Purifikace DNA

Pro purifikaci DNA byl pouzit komeréné dostupny kit Monarch® PCR DNA Cleanup.
Postupovalo se presné dle navodu od vyrobce. Presné sloZzeni pouZivanych roztok( neni
uvedeno.

Jako produkt PCR bylo ziskano 27 pl roztoku DNA, ke kterému bylo ptidano dle poméru 5:1
135 pl roztoku Cleanup Binding Buffer. Pomér 5:1 je urcen pro dsDNA 2 < kb (amplikony,
fragmenty). Promichany vzorek byl presunut do kolonky s filtrem, umisténé ve zkumavce,
a centrifugovan pfi 16 000 rcf po dobu 1 minuty. Protekly obsah byl vylit. Poté se do kolonky
pridalo 200 ul roztoku DNA Wash Buffer a znovu centrifugovalo pfi 16 000 rcf po dobu
1 minuty. Tento krok byl opakovan jesté jednou a protekly obsah znovu vylit. Poté byla kolonka
opatrné premisténa do Cisté 1,5 ml zkumavky a nechana oteviena 1 minuty, aby vyprchal
zbytkovy ethanol, ktery obsahoval roztok DNA Wash Buffer, ktery srazi DNA. Pro uvolnéni DNA
z kolonky bylo pouzito 25 pl roztok DNA Elution Buffer a znovu centrifugovano pfi 16 000 rcf
po dobu 1 minuty. Ve zkumavce zlstala procisténa DNA, jejiz koncentrace byla zmérena
na pristroji NanoDrop One.

Pro sekvenaéni reakci bylo potfeba smichat 3 ul vzorku s 2,5 ul primeru a 4,5 dH,0 do 200 ul
zkumavek. VyuZilo se dvou typl primer(i (10x 341FP, 10x 534RP), jednotlivé pro viechny
vzorky, aby bylo dosazeno co nejlepsich vysledkd. Vzniklo tedy 17 vzorkd s kédujicim
primerem (forward) a 17 vzorkd s nekédujicim primerem (reverse). VSech 34 vzork( bylo
vloZeno do obdlky a byly poslany sekvenovaci firmé SEQme s.r.o.

4.6 Zpracovani sekvenci

Firma SEQme s.r.o. posila vysledky ze Sangerova sekvenovani v nékolika formatech. Pouzil se
format AB1, kde byla sekvence nukleotidi zapsdna pfislusSnymi pismeny bazi v fadé za sebou.

Kazdy vzorek byl sekvenovan dvakrat s rozdilnymi primery. Sekvenace probéhla z obou stran
daného fragmentu. Od kazdého vzorku byly ziskany tedy dvé sekvence nukleotid(, které se
pomoci bioinformatického softwaru Geneious prime (dostupny na webové strance
www.geneious.com) spojily dohromady, na zdkladé komplementarity bazi. Cilem bylo ziskat
co nejpresnéjsi sekvenci.

Program Geneious generuje chromatogramy s pismennym zdpisem sekvence nukleotidd.
Vysledny zapis sekvence byl exportovan do genetické databaze NCBI a porovnavdn
algoritmem BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) dostupnym na webové strance
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi. Pro porovnavani byla vybrana ribosomalni RNA
databaze, konkrétné 16S rRNA bakterialni databaze.

4.7 Kvantitativni metoda qPCR

Pro gPCR byla pouZita izolovana DNA nafedéna na cca 20 ng/ pl.
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Smés pro prlibéh kvantitativni polymerazové retézové reakce se pripravuje podobné jako
pro klasickou PCR dle Tabulky 6. Celkovy objem pro jeden vzorek v reakci byl 20 pl. Nejdfive
se pripravovala smés vsech slozek, kromé izolované DNA, pro 50 reakci. Do této smési bylo
pfidano 10 pl barviva (10x R OX Additive). Tato smés byla pipetovana do desticky po 19 ul,
ke které bylo pozdéji pfidano po 1 pl 49 vzork( izolované DNA.

Tabulka 6: SloZky a mnoZstvi pro pfipravu qPCR reakce

izolovana DNA 1l
Elizyme qPCR green MIX 10 ul
forward primer 0,5 ul
reverse primer 0,5 pul
dH,0 8 ul

Reakce, dle postupu vySe, se délaly celkem ctyfi podle toho, ktery kmen bakterii byl
kvantifikovan. Nejdfive byl pouzit univerzalni primer pro celkovy pocet bakterii, dale
pro kmeny Firmicutes, Bacteroidetes a Fusobacteria. Pouzité primery 10x naredéné

pro kmeny bakterii jsou sepsany v Tabulce 7.

Tabulka 7: Typy primert pouZitych v gPCR reakci pro kmeny kvantifikovanych bakterii

kmen bakterii univerzalni Firmicutes Bacteroidetes Fusobacteria
forward primer 10x 926F 10x 928F 10x 798cfbF 10x Fusol
reverse primer 10x 1062R 10x 1040FirmR 10x cfb967R 10x Fuso2

Naplnéna desticka se zalepila folii, aby se tekutina z ni neodpafovala v pribéhu reakce,
a vloZila se do pfistroje QuantStudio™ 3 Real-Time PCR System. Pr(ibéh celé qPCR reakce
je uveden v Tabulce 8. Prlibéh gPCR a pouzité primery byly vybrany dle studie Bacchetti De
Gregoris et al. (2011).

Tabulka 8: Presny pribéh qPCR

krok | délka trvani | teplota (°C) | pocet opakovani
1 5 min 95
2 15s 95
3 15s 61,5 32x
4 20s 72
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5 Vysledky

5.1 lzolace DNA

Izolace DNA byla provedena u vsech 49 ziskanych vzorkli pomoci komeréni sady QlAamp®
PowerFecal® DNA Kit. Ziskana koncentrace DNA byla zméfena na pfistroji NanoDrop One
pfi vinové délce 260 nm (Obrazek 1). Namérené koncentrace izolované DNA se pohybovaly
v rozmezi od 15,812 ng/ul do 170,772 ng/pl.

10 mm Absorbance

) I I 1
220 240 260 280 300 320 340
Wavelength {(nm)

Obrdzek 1: Absorpéni spektrum nukleové kyseliny vzorku ¢. 16 o namérené koncentraci 92,01 ng/ul, A260/280 =
1,85 a A260/230 = 2,05. Zmérené na pfistroji NanoDrop One.

Cistotu DNA urc¢uje pomér absorbanci A260/A280. Idedlni je rozpéti mezi 1,8-2,0, pokud je
¢islo nizsi, DNA je kontaminovana bilkovinami nebo jinymi reagenciemi.

5.2 Ovéreni uspésnosti PCR reakce agardozovou elektroforézou

Uspésnost PCR reakce potfebnd pred metodou DGGE byla ovéfena agarézovou
elektroforézou. Namnozené useky DNA byly obarveny ethidium bromidem a pod UV svétlem
vyfoceny. Na Obrazku 2 vlevo byl nanesen standard (velikostni marker firmy Top-Bio s.r.0.),
podle kterého se urcuje velikost DNA ze vzorku. Jasné viditelné c¢erné Useky jsou pozadované
useky DNA o velikosti 200 pb. VSechny produkty PCR reakce obsahovaly dostateéné mnozstvi

pro dalsi analyzu.

marker

1500 pb

500 pb

) e 0
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Obrdzek 2: Kontrolni agarézova elektroforéza prvnich 12 vzorki po PCR.
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5.3 Denaturacni gradientova gelova elektroforéza

Denaturacni gradientova gelova elektroforéza byla kvili kapacité zafizeni provedena trikrat.
Z vizualizovaného profilu pod UV svétlem bylo vybrano 17 vyznamnych Usekd (viz Obrazek 3)

DNA pro sekvenaci.
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Obrdzek 3: Vysledné DGGE s vyznacenymi 17 useky, které byly vyjmuty a sekvenovdny firmou SEQme
s.r.o. Co svisly pds, to jeden vzorek oznaceny svym cislem pro analyzu.

Predpokladalo se, Ze v jedné vodorovné linii se vyskytuji shodné bakterie. Cim jasné&jsi usek
byl, tim vétsi koncentrace DNA obsahovala a byla vétsi pravdépodobnost Uspésné identifikace.
Reprezentativni Useky byly vybirany dle shodného vyskytu u vice zvitat, pfipadné ty, které byly
ojedinélé. VSech 17 vybranych usek( bylo pfipraveno dle pokyn( firmy SEQme s.r.o., kam byly
zaslany a sekvenovany metodou Sangerova sekvenovani.
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Vysledné profily z DGGE byly v bioinformatickém softwaru Bionumerics slouceny dohromady,
srovnany a na zakladé vlozenych dat porovnany rozdily mezi jednotlivymi skupinami zvirat.

Na Obrazku 4 je pomoci metrické techniky vicerozmérného Skdlovani (PCoA) vizualizovan
skupinovy rozdil. Modré body predstavuji jedince z domaciho prostiedi, fialové body jedince
z utulkd. Cim blize jsou si jednotlivé body, tim vice jsou si podobné.

Obrdzek 4: Metrickd technika vicerozmérného skdlovdni vytvorend pomoci softwaru Bionumerics
(PCoA). Modré body — jedinci z domdciho prostredi, fialové body— jedinci u utulka.

5.4 Vyhodnoceni Sangerova sekvenovani

Jiz pfi sestavovani chromatogramu a vysledné sekvence v bioinformatickém softwaru
Geneious bylo patrné, Ze zpracovani usekll DNA z gelu nebylo zcela presné. Charakteristické
znaceni bazi DNA ¢tyfmi pismeny v nukleotidové sekvenci (A, C, G, T) bylo pti nerozpoznatelné
bazi nahrazeno pismenem zcela jinym (W, Y, ...), které poukazovalo na chybu pfi ¢teni
sekvence. Tim vznikala v sekvenci neidentifikovatelnd mista, ktera znemoziiovala presné
urceni druh( bakterii.

5.4.1 Identifikace bakterii

K identifikaci bakterii dle jejich nukleotidovych sekvenci pfipravenych ze softwaru Geneious
bylo vyuzito genetické databaze NCBI a algoritmu BLAST (Basic Local Alignment Search Tool),
online dostupné na webové strance https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi. Algoritmus

e e

K porovndavani nabizi nékolik databazi.
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Nukleotidova sekvence kazdého Useku byla vloZzena do databaze, konkrétné do bakterialni
databdaze 16S rRNA, se kterou byly sekvence porovnavany.

Napfriklad nukleotidovd sekvence uUseku zpracovavaného pod ¢. 4 méla po vyhodnoceni
algoritmem BLAST 99% shodu s druhem bakterie Peptacetobacter (Clostridium) hiranonis.

5.4.2 Prehled identifikovanych bakterii

PFi identifikaci bakterii algoritmem BLAST byla hleddna nejvétsi shoda nukleotidové sekvence
s jiz identifikovanymi mikroorganismy v databdzi. Tato shoda je udavana jako ,identita”
a pfi shodé vice jak 97 % je vysledek hledani povazovan za reprezentativni. Pokud je identita
méné nez 96 %, predpoklada se, Ze bud'identifikovany mikroorganismus neni v databazi nebo
kvalita analyzovaného vzorku nebyla dostatecné reprezentativni.

U analyzovanych 17 usekd DNA (viz Tabulka 9) byly s jistotou uréen pouze 1 presny druh
(Peptacetobacter hiranonis) a 1 presny rod (Faecalicatena sp.). S mensi mirou presnosti se
dale identifikoval 1 konkrétni druh bakterie u 7 usekl se podafilo identifikovat rod. Vzhledem
k tomu, Ze u vétsiny analyzovanych useku byla v nukleotidovych sekvencich vysoka chybovost,
bylo znemoznéno urcit presny druhy nebo rody bakterii. Byli jsme schopni zaradit Useky pouze
na urovni ¢eledi, fada u useku €. 14 pouze na urovni kmenu. Nezdafena identifikace bakterii
mohla byt zplsobena znecisténim vzorku nebo nevhodnymi slozkami ptidanymi v priibéhu
pfipravy pro Sangerovo sekvenovani.

PFi identifikaci se ukazalo, Ze n&které vybrané useky jsou shodné. Usek 2 je shodny s Gsekem
10, Usek 3 s Usekem 16 a Usek 6 s usekem 15.

Tabulka 9: Identifikace bakterii a taxonomické zarazeni dle algoritmu BLAST a databdze NCBI.

identifikace (NCBI Blast) | identita usek | cislo vzorku zvitete kmen
Prevotella sp. 91% 1 8 Bacteroidetes
Lactobacillus sp. 82% 2 11 Firmicutes
Fusobacterium sp. 93% 3 7 Fusobacteria
Peptacetobacter hiranonis 99% 4 8 Firmicutes
Lactobacillus johnsonii 93% 5 10 Firmicutes
Bacteroidales 6 12 Bacteroidetes
Megamonas sp. 94% 7 13 Firmicutes
Erysipelotrichales 8 13 Firmicutes
Streptococcus sp. 94% 9 17 Firmicutes
Lactobacillaceae 10 11 Firmicutes
Blautia sp. 82% 11 36 Firmicutes
Faecalicatena sp. 98% 12 37 Firmicutes
Enterobacteriaceae 13 37 Proteobacteria
Firmicutes 14 38 Firmicutes
Bacteroidaceae 15 38 Bacteroidetes
Fusobacterium sp. 87% 16 41 Fusobacteria
Fusobacteriaceae 17 42 Fusobacteria

w
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5.5 Vyhodnoceni kvantitativni metody gPCR

Metodou gPCR bylo zjistovano mnozstvi 3 bakteridlnich kmen( v izolované DNA o objemu
100 ul, které bylo prevedeno na pocet bunék v 1 gramu vykall. Zjistovan byl také celkovy
pocet bakterii a konkrétné vybranymi kmeny pro kvantifikaci bakterii byly Firmicutes,
Bacteriodetes a Fusobacteria.

Nejhojnéjsim ze tfi detekovanych kmenu ve vSech vzorcich byl Firmicutes (relativni hojnost
81,4 %-1,42 %), nasledoval kmen Bacteroidetes (relativni hojnost 38,06 % - 1,63 %) a nejméné
zastoupeny byl kmen Fusobacteria (relativni hojnost 10,72 % - 0,02 %).

Pomoci analytického nastroje ANOVA (analyza rozptylu) se porovnavaly relativni pocty kmen(
mezi skupinami psd z domaciho prostredi a utulkd. Konkrétné byl pouzit ANOVA — jeden
faktor, ktery se pouziva k testovani nulové hypotézy na zdkladé F-poméru. Velké hodnoty
F-poméru maji za nasledek nizkou hodnotu p-hodnoty (v tomto pfipadé p <0,05), coZ znamena
zamitnuti nulové hypotézy.

Statisticky vyznamna diverzita se vyskytla pouze u kmene Firmicutes (p < 0,002). Zastoupeni
kmene Firmicutes bylo vyznamné vyssi u psli z domaciho prostredi. Znazornéni rozdilu je
na Obrazku 5. Nulova hypotéza dle ndastroje ANOVA nebyla moznd zamitnout u kmene
Bacteroidetes (p > 0,655) a kmene Fusobacteria (p > 0,157). Rozdily v celkovém absolutnim
poctu bunék na 1 g vykalu mezi skupinami také nebyl statisticky vyznamny (p > 0,933)
a prlmérna hodnota poctu bunék v 1 g vykalu u obou skupin byla 1,42E+10.

Firmicutes boxplot
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Obrdzek 5: Krabicovy graf zndzoriujici rozdily dat kmene Firmicutes mezi skupinou pst z utulku (A) a
skupinou pst z domdciho prostredi (B).

39



6 Diskuse

Cilem prace bylo zhodnotit, zda se sloZeni stfevniho mikrobiomu pst drzenych v Gtulcich
odliSuje od pst z domaciho prostiedi. Strevni mikrobialni diverzita z psich exkrement( byla
stanovena pomoci metod molekuldrni biologie. Prace byla zaméfena vyhradné na bakterie
osidlujici stfeva, ale soucasti stfevni mikrobioty jsou i houby, viry a dalSi mikroorganismy.
SloZzeni a mnozstvi mikroorganismi ve stfevech se méni béhem Zivota v zdvislosti na aktudlnim
stavu jedince, jeho stravé, prostiedi, onemocnéni aj. Dokonce i pisobeni stresord, kterym jsou
psi v Utulcich dlouhodobé vystavovani, ma znacny vliv na skladbu mikrobiomu. Pfedpokladem
tedy bylo, Ze psi z tulkd budou mit odliSnou skladbu stfevniho mikrobiomu oproti pstim
z domdciho prostredi.

Vybér psi

Jak bylo feceno, vliv na sloZeni stfevniho mikrobiomu ma nespocet faktord. Do vyzkumu byli
vybrani jedinci, ktefi se mezi sebou v mnohém lisili, coz mohlo mit urcity vliv na konecné
vysledky. Studie zminuji, Ze vliv na mikrobiom ma i vék zvirete, dle studie Vilsona et al. (2018)
se stfevni mikrobiom od narozeni Sténéte méni az do 18. mésice véku a s pfibyvajicim vékem
diverzita stfevniho mikrobiomu ma tendenci klesat (Mizukami et al. 2019). Vékové rozpéti
jedincl zarazenych to tohoto vyzkumu bylo od 1 roku do 17 let.

Dalsi vliv na sloZeni stfevniho mikrobiomu ma jednoznacné strava, ktera u jedincli ve vyzkumu
také nebyla jednotna a tudiz mohla ovliviiovat slozeni mikrobiomu jedincl a tim i pohled na
vysledky. Prevaina vétsSina vSech vybranych psG byla krmena granulemi dopliovanymi
o konzervované maso, ¢i smési masa a zeleniny. Nékteti byli krmeni striktné granulemi a dva
jedinci byli krmeni tzv. BARFem, doma pfipravovanym syrovym masem s rznymi doplrnky jako
jsou kosti, zelenina, ovoce atd. Doma pfipravované syrové maso s sebou nese urcita rizika
prenosu nebezpecnych druhi bakterii, které negativné ovliviuji stfevni mikrobiom (Davies et
al. 2019b). Pfipadna pritomnost téchto nebezpecnych druhli by méla také vliv na vysledny
profil bakterii.

Vliv plemene dle studie Mondo et al. (2020b) nebo Reddy et al. (2019) hraje ve slozeni
mikrobiomu také urcitou roli. Némecti ovcaci méli ve studii z roku 2020 nizsi zastoupeni
kmene bakterii Bacteroidetes nez kfizenci. Tento trend se v této praci oviem nepotvrdil. Pocet
zastupcu plemene vsak nebyl vyznamny. Nicméné neni zavrZeno, Ze rliznorodost plemen
mohla vysledky také ovlivnit.

Pro podobnou studii by bylo pfinosné ovérit si u pst z Utulku, zda opravdu vykazuji znamky
stresu i jinak, neZ vyuZit pouze subjektivniho hodnoceni oSetrfovatelll. Napriklad studie
Titulaera et al. (2013) hodnotila stres u psa v Utulku na zakladé kognitivniho testu (s pozitivni
a negativni zkouskou s plnou nebo prazdnou miskou krmeni), na zakladé projevi chovani
pfi prochazeni cizi osoby kolem klece, méreni hladiny kortizolu a hodnoceni pracovnik( utulku.
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Pouzité metody

Z psich exkrement( byla izolovana pomoci komercéniho kitu DNA QlAamp® PowerFecal® DNA
Kit. Tento kit vyuZiva pro extrakci DNA ze vzorkd mechanickou homogenizaci pomoci kulicek
ve specialnich tubickach, které ve studii Yu & Morrison (2004) dosahlo nejlepsich vysledku
pro nasledné vyuziti v PCR metodach. Koncentrace izolované DNA se pohybovala v rozmezi
od 15,812 ng/ul do 170,772 ng/ul, coz bylo dostate¢né mnozstvi pro dalsi poufZiti.

K zisku dostatecného mnozstvi bakteridlni DNA byla izolovand DNA amplifikovana metodou
PCR, polymerazové retézové reakce. Pfi zkoumani bakteridlni komunity se zaméruje
na nukleotidovou sekvenci genu kodujici 16S rRNA o délce priblizné 1 500 pb. V této praci se
pomoci specifickych primert amplifikace zaméfila na Usek dlouhy 200 pb. Pro fylogenetické
studie je jako alternativa mozné zacilit na cpn60 gen a rpoB gen (Inglis et al. 2012).

Pro kvalitativni vysledky sloZeni stfevniho mikrobiomu byla pouZita metoda PCR-DGGE
a nasledné Sangerovo sekvenovani, které bylo provedeno firmou SEQme s.r.o.
Pro kvantitativni vysledky byla pouzita metoda gPCR. Limitaci pfi metodé gPCR muze byt vybér
primer(, zamérujici se na konkrétni kmeny bakterii. Tim, Ze mnoZstvi odesilanych sekvenci 16S
rRNA do verejnych databazi bakteridlnich taxonl narUsta, je vyzadovano prehodnocovani
vyuzivanych primeru. Pro potreby této prace byly vyuZzity primery pro celkové bakterie, kmen
Firmicutes a Bacteroidetes dle studie Bacchetti De Gregoris et al. (2011), které pfi jejich
vyzkumu zlepSily pokryti taxon(l bez ztraty specifity ve srovnani s dfive hojné vyuZivanymi
primery pro tyto taxonomické kategorie.

PCR-DGGE a identifikace bakterii

Provedeni zpracovdvani vzorkli metodou PCR-DGGE a nasledného Sangerova sekvenovani
nebylo zcela zdafilé. S velkou pravdépodobnosti doslo pfi vyrezdvani vyznamnych tseki z gelu
k jejich znehodnoceni jinymi useky. Vysledné sekvence bakterii totiz obsahovaly velké
mnozstvi neidentifikovatelnych Usekl v sekvenci, které znemoznily presnou identifikaci
bakteridlnich druhda.

Jedinym s jistotou identifikovanym druhem dle databaze NCBI a algoritmu BLAST byla bakterie
Peptacetobacter (Clostridium) hiranonis. Tato bakterie je normalni slozkou zdravych psich
stfev. Peptacetobacter hiranonis provadi preménu Zluovych kyselin z primdrnich
na sekundarni a pfispiva k rezistenci vici infekci zplsobujici Clostridium difficile (Stone et al.
2021). Byla pfitomna u vétsSiny jedincd. Vzhledem k nizké identité identifikovanych nizsich
taxonomickych kategorii u zbylych usek( nebyly tvoreny zadné dalsi zavéry.

| pres to, Ze se nepodafilo u viech vybranych Usek( konkrétné identifikovat druhy bakterii,
bylo mozné alespon pfifadit kmen. Zastoupeni kmenU bakterii z provedené DGGE se shoduje
s témi nejvyznamnéjsimi, které ve stfevnim mikrobiomu psU je moZno nalézt. NejCastéji
zastoupen byl kmen Firmicutes, nasledovany kmeny Bacteroidetes a Fusobacterium,
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zastoupen byl i méné pocetny kmen Proteobacterium, stejné jako uvedli ve svych studiich
napriklad autofi Omatsu et al. (2018) a Mondo et al. (2020a).

Z vysledkl DGGE bylo také mozZné pomoci techniky vicerozmérného Skalovani (PCoA)
a bioinformativniho softwaru Bionumerics graficky rozdélit obé skupiny dle podobnosti Useki
(viz Obrazek 3). Oddéleni obou skupin od sebe potvrdilo, Ze mezi skupinami byl uréity rozdil.

Kvantifikace pomoci qPCR

Izolovana DNA byla podrobena také kvantifikacni metodé gPCR. Cilem bylo zjistit, zda se
skupiny lisSi v poc¢tu bunék bakterii celkovych, ¢i v mnozstvi bunék kmen( Firmicutes,
Bacteroidetes a Fusobacteria. Z vysledku bylo patrné, Ze jediny vyznamny rozdil nastal
u kmene Firmicutes, kdy psi zdomdaciho prostfedi méli vyssi mnozstvi zastoupeni kmene
(relativni ¢etnost 41,5 %) nez psi z Utulku (relativni ¢etnost 24,4 %). Na urovni kmen, kdy byl
podobné zaznamendm pokles kmene Firmicutes oproti kontrolni skupiné byl ve studii Jiang et
al. (2018b) u pacientl s generalizovanou uzkostnou poruchou.

Predpoklad, Ze stfevniho mikrobiom u pst z Utulku se bude liSit od mikrobiomu psu
z domaciho prostiedi, byl potvrzen. Pfesny profil druh( bakterii ze vzorkd by mohla zajistit
metoda sekvenovani nové generace, kterd vzhledem k rozsahu prace a naroc¢nosti metody
nebyla pouzita. Kziskdni informaci, které by pfispély k presnéjSimu a konkrétnéjSimu
odlvodnéni rozdilu ve sloZeni stfevniho mikrobiomu mezi psy v Gtulku a psy v domdacim
prostredi, by tak mohly poslouzit dalsi studie.
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7 Zaveér

Stfevni mikrobiom tvofi sloZity systém, ktery pfi jakémkoliv odchyleni z rovnovainého
fungujiciho stavu dokaze ovlivnit celkové zdravi jedince. Mikrobiom nemusi byt ovliviiovan
pouze vnéjsimi vlivy, ale i vnitfnimi, prostfednictvim nervového a imunitniho systému. Strevni
mikrobiom i CNS tvofi obousmérnou, vzajemné se ovliviujici komunikacni sit, ktera reaguje
na rtzné zmény prostiedi. Kromé vlivu stdfi, stravy, antibiotik aj. ma na skladbu mikrobiomu
vlivi stres. U psli vyvolava stres behavioralni projevy jako je agresivita, Uzkost, fobie, které dle
studii méni sloZeni stfevniho mikrobiomu.

Cilem této prace bylo porovnat sloZeni stfevniho mikrobiomu pst dlouhodobé umisténych
v Utulcich se psy z domaciho prostfedi. Pfedpokladalo se, Ze vlivem stresu, kterému jsou psi
v Utulcich vystavovani, budou rozdily ve sloZeni stfevni mikrobioty nalezeny. K ovéfeni byly
psim odebrany vzorky vykall, které byly nasledné zpracovavany v laboratofi pomoci
molekuldrné biologickych metod typickych pro analyzu stfevniho mikrobiomu. Metody byly
zaméreny na bakterialni zastoupeni ve stfevech.

Vyzkumem bylo prokdzano, Ze je rozdil ve sloZeni stfevniho mikrobiomu ps( dlouhodobé
umisténych v utulku a psd zdomadciho prostfedi. Hlavni rozdil byl mezi skupinami
v podobnosti zastoupeni druhl bakterii, vizualizovany pomoci analyzy hlavnich koordinat,
a v poctu zastoupeni bakterii kmene Firmicutes, kdy u ps( z Utulku bylo relativni zastoupeni
témér o polovinu nizsi nez u psli z domaciho prostredi. Toto zjisténi mlze byt podkladem
pro dalsi podrobnéjsi studie s vyuzitim dalSich metod, které odhali presné rozdily v zastoupeni
bakterialnich rodi a druht mezi skupinami. Zda byl rozdil zplsobeny pravé stresem, nebylo
mozné presné dokdzat, vzhledem k velké rozmanitosti vlastnosti vybranych psu, které mohli
mit vliv na sloZzenim mikrobiomu, pouze subjektivniho hodnoceni, zda pes v Utulku projevuje
zndmky stresu a nemoZnosti porovnat konkrétni identifikované druhy bakterii s jinymi
vysledky studii, kvlli nepfesnym vysledkiim kvalitativni metody. Nicméné mnoha studiemi
bylo potvrzeno, Ze pobyt pro psy v Utulku stresujici je a dlouhodoby stres mda negativni dopad
na celkové zdravi.

Zjisténi, jaké konkrétni zmény stres zplsobuje ve sloZzeni stfevniho mikrobiomu u psu v Gtulku,
by mohl byt zaklad pro dalsi studie, které by zkoumaly, zda naptiklad konkrétni Gpravou stravy,
podavanim specifickych probiotik (psychobiotik), ¢i fekalni transplantaci, by se stres, a s nim
souvisejici problémové chovani, u zvirat zmirnilo. DoZeni takovychto vysledk( by mélo velky
vliv na welfare psd nejen v Gtulcich, ale i u téch, u kterych je podezfeni, Ze jsou stresu
vystavovani (psi vyuzivani k praci s ¢lovékem).
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9 Seznam pouzitych zkratek a symbolt

ANOVA — Analysis of Variance

ANS — autonomni nervova soustava

ACTH — adrenokortikotropni hormon

CNS — centrdini nervova soustava

ddNTP — dideoxyribonukleotid trifosfat
DGGE — denaturacni gradientova gelova elektroforéza
DNA — deoxyribonukleova kyselina

dNTP — deoxyribonukleotid trifosfat

EDTA — kyselina ethylendiamintetraoctova
ENS — entericka nervova soustava

FMT — fekalni transplantace

FBT — fekalni bakterioterapie

GABA — kyselina gama-aminomaselna

GF — germ-free

HPA — osa hypotalamus-hypofyza-nadledviny
IBD —idiopatické stfevni zanéty

MRNA — messenger RNA

NGS — sekvenovani nové generace

PCR — polymerdazova fetézova reakce

gPCR — kvantitativni polymerazova retézova reakce
rRNA — ribozomalni ribonukleova kyselina
SAM — osa sympato-adrenomedularni

SCFA — mastné kyseliny s kratkym fetézcem
TBE — tris/borate/EDTA

TEMED - tetramethylethylendiamin

UV — ultrafialové
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