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Mikrobiom travici soustavy koni

Souhrn

Préce je zaméfena na slozeni mikrobiomu traviciho ustroji koni. Déle na metody, které
se zabyvaji vyzkumem tohoto mikrobiomu.

Slozeni zdravého mikrobiomu gastrointestindlniho traktu (GIT) koni zatim neni zcela
znamo, protoze zastoupeni mikrobiot se muze liSit i mezi jedinci stejného druhu. ZvysSeny
vyskyt nekterych skupin mikroorganismt v travicim traktu je pfitom spojovan s projevy
riznych onemocnéni.

Metody, zkoumajici mikrobiom GIT koni, lze rozdélit na neinvazivni laboratorni
metody, molekularné genetické metody, kultivatni metody a dalsi. Zieymé vubec
nejvyuzivanéjsi metodou je NGS (next generation sequencing), postupné se ale do popredi
dostdvd i metoda MALDI-TOF MS. Tyto metody nahradily historicky velmi vyuzivanou
metodu kultivace zejména diky tomu, Ze nejsou natolik ¢asové narocné.

Mezi mikrobiota, nachdzejici se v GIT koni, fadime bakterie, houby, prvoky a viry;
nachazeji se pfitom prakticky ve vSech oddilech traviciho traktu. Dle ziskanych informaci
jsou nejzastoupengj§imi bakteridlnimi kmeny v zaludku Firmicutes a Proteobacteria; a
bakteridlnimi rody Lactobacillus spp., Moraxella spp., Actinobacillus spp., Acinetobacter spp.
a Veloinella spp. (Perkins et al. 2012). Nejvice zastoupené bakterialni kmeny v tenkém streve
ptedstavuji Firmicutes a Bacteroidetes a rody Actinobacillus spp, Lactobacillus; v nékterych
ptipadech také bakteridlni rod Streptococcus.

Mezi nejpocetnéjsi bakteridlni kmeny tlustého a slepého stieva fadime Firmicutes,
Bacteroidetes, Verrucomicrobia, Spirochaetes, Fibrobacteres a Actinobacteria; z Celedi to
jsou konkrétn€¢ Lactobacillaceae, Acidaminococcaceae a Porphyromonadaccaea. V
konecniku mezi nejcastéji nalezené bakterialni kmeny patii Verrucomicrobia, Planctomycetes
a vyjimecn¢ Chlamydie. Ve vykalech jsou nejvice zastoupené bakteridlni kmeny
Bacteroidetes, Firmicutes, Spirochaetes, Verrucomicrobia, Fibrobacteres a Cyanobacteria. V
tlustém a slepém stieveé, konecniku a vykalech byly navic nalezeny i nékteré houby, napf.
Neocallimastix, Piromyces, Oontomyce a dal§i. Ve vykalech mohou byt také nalezeny viry,
jako naptiklad Celedi Siphoviridae, Myoviridae, Podoviridae a rod Orthopoxvirus. V tlustém
a slepém stfeveé byly ddle nalezeny prvoci rodu Blepharocorys a Cycloposthium.

Vyzkum mikrobiomu koni ma své limity. Nové&jsi a spolehlivéjsi metody jeho
ur¢ovani jsou Casto piili§ drahé. Odbér vyzkumnych vzorkt se provadi predevsim z vykalq,
zde pritomna mikrobiota ale nemusi odrazet podobu spolecenstvi mikroorganismu v zaludku,
tlustém Ci tenkém stievé. Odbér vzorki z téchto casti GIT je pomérné€ narocny, protoze koné
se musi nechat uspat, nebo museji byt usmrceni.

Mnoho autorti se domniva, ze zvySeny vyskyt neékterych béznych mikrobiot mize byt
zodpoveédny za propuknuti nékterych onemocnéni koni. Budouci studie by se proto mély
predev§im zaméfit na podrobnéj§i zkoumani mikrobiot ve vSech ¢astech GIT koni a na vyuziti
novéjsich metod, které mohou zajistit spolehlivejsi vysledky.

Kli¢ova slova: mikrobiom, konég, stfevo, molekularné biologické metody



The Digestive Tract Microbiome of Horses

Summary
The work focuses on the composition of the equine digestive microbiome.

Furthermore, it focuses on the methods that investigate this microbiome.
The composition of the healthy equine gastrointestinal tract (GIT) microbiome is not
completely known yet, as the representation of microbiota can be different even between
individuals of the same species. Increased prevalence of some microorganism groups in the
GIT tract has been associated with the manifestation of various diseases.

Methods investigating the equine GIT microbiome can be divided into non-invasive
laboratory methods, molecular genetic methods, culture methods and others. The most
widespread method is NGS (next generation sequencing), but the MALDI-TOF MS method is
gradually gaining ground. These methods have replaced the historically widely used culture
method, mainly because they are not as time-consuming.

The microbiota found in the GIT of horses includes bacteria, fungi, protozoa and
viruses; they are found in almost all compartments of the digestive tract. According to the
collected data, the most abundant bacterial strains in the stomach are Firmicutes and
Proteobacteria; and the bacterial genera are Lactobacillus spp., Moraxella spp.,
Actinobacillus spp., Acinetobacter spp. and Veloinella spp. (Perkins et al. 2012). The most
prevalent bacterial strains in the small intestine are Firmicutes and Bacteroidetes and the
genera Actinobacillus spp, Lactobacillus; in some cases, the bacterial genus Streptococcus.

The most numerous bacterial strains of the colon and caecum are Firmicutes,
Bacteroidetes, Verrucomicrobia, Spirochaetes, Fibrobacteres and Actinobacteria; the
families are specifically Lactobacillaceae, Acidaminococcaceae and Porphyromonadaccaea.
In the rectum, the most commonly found bacterial strains include Verrucomicrobia,
Planctomycetes and rarely Chlamydia. In feces, the most abundant bacterial strains are
Bacteroidetes, Firmicutes, Spirochaetes, Verrucomicrobia, Fibrobacteres and Cyanobacteria.
In addition, some fungi such as Neocallimastix, Piromyces, Oontomyces and others have been
found in the colon, appendix, rectum and feces. Viruses such as the families Siphoviridae,
Myoviridae, Podoviridae and the genus Orthopoxvirus may also be found in feces. In
addition, protozoa of the genera Blepharocorys and Cycloposthium have been found in the
colon and appendix.

Research on the equine microbiome has its limits. Newer and more reliable methods
for its determination are often too expensive. Research sampling is mainly taken from feces,
but the microbiota present here may not reflect the form of the community of microorganisms
in the stomach, colon or small intestine. Sampling from these parts of the GIT is quite
challenging as horses must either be euthanized or killed.

Many authors believe that the increased occurrence of some common microbiota
may be responsible for the outbreak of some equine diseases. Future studies should therefore
focus primarily on more detailed investigations of the microbiota in all parts of the equine
GIT and on the use of more recent methods that may provide more reliable results.

Keywords: Microbiome, Horses, Intestine, Molecular Biologic Techniques
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1 Uvod

Mikrobiom tréavici soustavy koni se zacal zkoumat jiz v 90. letech 20. stoleti. V této
dobé byla mikrobiota gastrointestinalniho traktu (GIT) koni minimalné prozkouména. Bylo
zndmo pouze omezené mnozstvi mikrobiot v GIT konich 1 metod k jejich vyzkumu (Julliand
& Grimm 2016). Tradi¢né se vyuzivala predevsim Sangerova metoda sekvenovani, ktera az
do soucasnosti slouzi jako zaklad novéjSim a automatizovanym metodam (Crossley et al.
2020). Dalsi vyuzivanou metodou je gastroskopie, ktera spada do neinvazivnich metod studif
mikrobiomu travicitho traktu koni (Spanton et al. 2019). Metoda kultivacni analyzy se
historicky vyuzivala pomérné€ hojné. Protoze byla ¢asové velmi narocnd, postupné se od ni
spiSe ustoupilo a byla nahrazena metodami NGS (Next generation sequencing) a MALDI-
TOF MS (Abdallah et al. 2017).

Mikrobiom GIT koni je zkouman pfedev§im pomoci molekularné genetickych metod.
Do téchto metod patii izolace DNA nebo RNA, PCR amplifikace, Sangerovo sekvenovani,
pyrosekvenovani a NGS metody ur¢ovani genomu. Mezi dalsi metody, které nejsou tolik ve
vyzkumu mikrobiomu koni vyuzivany, patii Fluorescence in situ hybridizace UNIT,
makroskopie a MALDI-TOF MS.

Soucasti traviciho ustroji koni a veétSiny zivocichu jsou mikroorganismy, které
pomahaji travit potravu, upravovat prostiedi GIT koni a ziskavat ziviny. Mikrobiota se
nachdzeji v zaludku, tlustém a slepém sttevé i tenkém stfeve. Mezi tyto mikroorganismy patti
bakterie, viry, houby a prvoci. Mezi nejb€znéjs§i bakteridlni kmeny v GIT koni fadime
Bacteroidetes,  Fusobacteira,  Patescibacteria,  Epsilobacteraeota, =~ Cyanobacteria,
Verrucomicromia (Paul et al. 2021). Nejvice zastoupenymi prvoky v GIT koni jsou
Blepharocorys a Cycloposthium (Hsiung et al. 1930; Kern et al. 1973; Bonhomme-Florentin
et al. 1985; Goodson et al. 1988; Mura et al. 2019). Nejbéznéjsi Celedi virt v travicim traktu
koni jsou Siphoviridae, Myoviridae, Podoviridae. Ve vykalech byl dile nalezen také rod
Orthopoxvirus (Julliand & Grimm 2016). Houby se v trdvicim traktu nachdzeji v tlustém a
slepém stfevé a v konecniku, byly nalezeny i ve vykalech. NejcastéjsSimi houbami jsou rody
Neocallimastix, Piromyces, Qontomyces, Orpinomyces, Anaeromyces, Pecoramyces,
Caecomyces a Cyllamyces (Gruninger et al. 2014; Edwards et al. 2017).



2 Cil prace

Cilem préace je zpracovani literarni reserSe se zaméfenim na jednotlivé ¢asti traviciho
traktu koné ve vztahu k mikrobiomu a popis laboratornich metod, které se k jeho studiu
vyuzivaji.



3 Laboratorni metody zabyvajici se vyzkumem mikrobiomu a
mikrobiot traviciho traktu koni

Laboratorni metody pro vyzkum mikrobiomu a mikrobiot traviciho traktu koni, slouzi
k posouzeni spravného fungovani traviciho traktu koni. Vzorky se nejcasté€ji odebiraji z travici
tekutiny (travicich hlend, stav), slin a vykald koni. V téchto vzorcich miuzeme nalézt
nejrizngjsi bakterie, viry, prvoky a houby (Julliand & Grimm 2016).

Tradicné byly mikrobi z tlustého stfeva zkoumany pomoci metod, zalozenych na
kultivaci. V souc€asnosti jsou vice vyuzivany laboratorni metody na kultivaci nezavislé, a to z
toho divodu, ze jen malo druhli mikrobd stfevniho prostfedi je snadno kultivovatelnych.
Laboratorni metody zabyvajici se vyzkumem mikrobiot traviciho traktu koni pfinasi
nejnovejsi aktualni poznatky ohledné mikrobu, ktefi ziji v ekosystému uvnitf stfev a ohledné
kolektivnich genomt zadniho useku stfeva. Julliand & Grimm (2016) popisuji kvantifikaci a
diverzitu mikroorganismia pro kazdé mikrobialni spoleCenstvo v chronologickém porfadi.
Prvni byli ve slepém stieveé koné v roce 1843 objeveni prvoci. V roce 1897 byly ve stievech
kon¢ dale popsany bakterie, v roce 1910 pak jednobunécné eukaryotické organismy
pfipominajici prvoky, které byly identifikovdny jako zoospory anaerobnich hub. V roce 1970
byly ve slepém a tlustém stfevé ponikti objeveny Castice podobné bakteriofagim a v roce
1996 doslo k identifikaci archaea ve slepém strevé koné (Julliand & Grimm 2016).

Neékteré novéjsi studie se zaméfuji na identifikaci "core microbiome" u koni. Tento
termin vyjadifuje souhrnnou genetickou informaci mikrobialnich druhu, ktera je spole¢na
vSem zastupcum jednoho druhu zivo€icha. Hlubsi poznani mikrobiomu a "core microbiome"
mulze umoznit zlepSeni vyzivy a zdravi u koni. Tyto novéjsi studie mohou vést ke zlepSeni ve
vyvoji pristroji pro zdravotni kontrolu koni (Julliand & Grimm 2016). Argenzio (1975)
tvrdi, ze se predpokladalo, ze si kon¢ tvori a vstiebavaji 50 % energie (zivin) v tlustém a
slepém stievé a 30 % energie koné tvoii a Cerpaji pouze ze slepého stieva (Glinsky et al.
1976). Déale se predpoklada, ze dobie vyvazeny mikrobialni ekosystém by mohl zabranit
sttevnim onemocnénim (Garner et al. 1978; Julliand & Grimm 2016).

3.1 Neinvazivni metody vyzkumu traviciho traktu koni

Neinvazivni metody jsou metody, které nevyuzivaji nastroje ¢i pristroje, které by
pronikaly dovnitf organismu. Zahrnuji napfiklad neinvazivni koprologické testy, které se
pouzivaji jak v humanni medicingé, tak veterinarni mediciné k diagnostice onemocnéni
(Coleman et al. 2020). Neinvazivni metody zahrnuji napfiklad detekci anaerobnich hub,
gastroskopii, makroskopické hodnoceni zalude¢niho hlenu.

3.1.1 Detekce anaerobnich hub
Anaerobni houby jsou mikroby, které degraduji vldkninu v zadnich usecich stifeva

koni. Mezi tyto useky patfi slepé stevo, vzestupny, sestupny, a pri¢ny tracnik a konecnik
(Mura et al. 2019).
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Vzorky pro vyzkum téchto anaerobnich hub jsou odebirany ze stfevniho obsahu. Dle
metodiky autord Mura et al. (2019) jsou mikroorganismy zkoumédny a posuzovany pomoci
knihoven klonti zalozenych na ITSI.

Vykultivované rody anaerobnich hub nalezené u koni ve studii Mura et al (2019) byly
Caecomyces 12 %, Neocallimastix 2 %, Piromyces 0,3 %, Anaeromyces 0,3 %. Vysledky této
studie naznacuji, ze travici trakt koni je mnohdy obsazen novymi, dosud nekultivovanymi
anaerobnimi houbami, které se 1isi od dfive popsanych hub z predzaludkd bylozraven. Vétsina
studii zkoumajicich houby v travicim traktu byla provedena predevsim u prezvykavcua. Studif
hub provedenych v travicim traktu koni je velmi mélo.

Mura et al. (2019) doporucuji provést dalsi zkoumani zaméfené na koncentraci,
rozmanitosti, aktivit¢ anaerobnich hub v celém travicim traktu koni kviili rozdilnym nalezim
mezi segmenty zadnich Casti stfev. Nalezené houby v travicim traktu pusobily pozitivné na
travici trakt koni, jelikoz tyto houby rozkladaji zbytkové produkty traveni a rostlinnou
vldkninu z potravy (Mura et al. 2019).

3.1.2 Gastroskopie

Gastroskopie je rutinni technika provadéna u koni. Slouzi k praktickému k hodnoceni
stavu zaludeCni sliznice a je brana jako zlaty standard pro diagnostiku syndromu zaludec¢nich
vieda u koni (EGUS)-(Spanton et al. 2019).

Ve studii dle Paula et al. (2021) bylo provadéno vySetieni traviciho traktu u 24 koni.
Ugelem vyzkumu byl podrobny popis mikrobiomu glandularni sliznice a Zaludeéni tekutiny
koni se syndromem ZzaludeCnich viedi, zlazového onemocnéni zaludku koni (EGGD) a koni
se zdravou zaludeCni mikrobiotou. Pfi tomto vySetfeni je zvifatim nafizena hladovka 14-18
hodin pted vySetfenim.

Dle vysledka studie nebyla zjiSténa zadna spojitost mezi onemocnénim EGGD a
konkrétnim bakterialnim druhem, rodem ¢i kmenem (Paul et al. 2021).

3.2 Molekularné genetické metody

Postup molekularnich metod je raznorody a voli se dle zkoumané oblasti. Vyuziva se
izolace DNA, amplifikace zvoleného useku DNA nebo RNA a sekvenace. Vzorek je odebiran
z krve, z vykall nebo jinych tekutin ¢i tkani. Ze vzorku se odebira mala ¢ast, ze které se ziska
DNA naptiklad extrakei. Jedna se tedy v tomto piipadé o izolaci DNA. Vybere se usek genu,
ktery chceme zkoumat a gen, dle kterého se budou vzorky posuzovat (Koshy et al. 2017).

Nejcasteji se pracuje s geny pro malou ribozomalni podjednotku. Jedna se o 16S RNA
u bakterii a 18S u eukaryot. Gen se musi namnozit, aby se dal detekovat. Mnozeni genu se
nazyva amplifikace a dosahuje se ji namnozenim zvoleného tiseku genu pomoci PCR (Zhu et
al. 2020).

Namnozené useky DNA-RNA se déle prectou, aby se zjistilo, jaké mikroorganismy se
ve vzorku nachazi. PfeCteny jsou vSechny baze v daném useku. Tomuto Cteni se fika
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sekvenovani. Do sekvenovani spada naptiklad Sangerova metoda a NGS (Videvall et al.
2017).

3.2.1 1Izolace DNA

Extrakce genomové DNA je nezbytna pro klonovani genil, vybér rekombinantnich
konstruktd, dale pro taxonomické zatazovani (Niemi et al. 2001) a diagnostiku (Mdller et al.
1998; Cheng et al. 2006). Extrakce genomové DNA je také rozhodujicim prvnim krokem v
rozsahlych epidemiologickych studiich (Koshy et al. 2017). Efektivni extrakce vysoce
kvalitni DNA je jednim ze zakladnich postupi v molekularni biologii, biochemii a
genetickych vyzkumech. DNA je izolovana z krve, vykalt, moci nebo naptiklad slin a zini
nebo chlupt. Celkovy vytéZzek DNA z moci je mnohem nizsi nez vytézek DNA ze slin a z
krve (Koshy et al. 2017). Autofi Chen et al. (2020) ve své studii predstavili zrychlenou
extrakci DNA, ktera zahrnuje opakované zmrazovani a rozmrazovani, které je potieba k
izolaci genomové DNA z mikrobiot, kterd jsou obsazena v odebraném vzorku. Uvolnéna
DNA je ze smési purifikovana pomoci smési fenol-chloroformu a precipitovdna v 70 %
ethanolu k odstranéni proteinu, sacharidd, fenol, RNA (Chen et al. 2020).

Pro ovéfeni ucinnosti extrakce a relativni Cistoty DNA jsou vyuziviany metody
hodnoceni na zakladé celkového vytézku DNA, koncentrace a hodnoceni poméra Cistoty a
analyzy elektroforézou na agar6zovém gelu. Kvalita izolace DNA je pozorovdna pomoci PCR
testu a stanovi se pomér chromozomu (Koshy et al. 2017).

Pii extrakci je DNA Ccisténa smési fenol-chloroform a nasledné je vysrazena v
isopropanolu. Takto extrahovanid DNA je kvalitni a vhodna pro molekuldrni analyzy, jako je
PCR, stépeni restrikénimi enzymy, hybridizace genomové DNA ¢i konstrukce knihovny
genomové DNA (Lee et al. 2003).

Metody extrakce DNA z bakterii a kvasinek trvaji nékolik hodin. Nevyhodou
extrakce neboli uvoliiovani DNA je nutnost nékolikrat pfimo manipulovat se vzorkem béhem

extrakce. Vzorek pfitom muze byt béhem téchto manipulaci kontaminovan (Cheng et al.
2006).

Stievni mikrobiom savci je raznorody. A zaroven je to komplexni komunita
mikroorganismi, ktera ovliviluje zdravi hostitele (Sekirov et al. 2010; Janabi et al.
2016). Mnoho téchto mikroorganismu neni mozné kultivovat (Staley & Konopka 1985;Rappé
& Giovannoni 2003), ale jsou detekovatelné metodami sekvenovdni nové generace
(NGS)(Zhou et al. 2010). Metoda NGS, kterd je schopna detekovat vzicné nebo odolné
bakterie je zavisld na extrakci dostate¢ného mnozstvi vysoce kvalitni, Cist¢ DNA z
mikrobiomu. Cistota DNA pfitom mdZe byt snizena pfitomnosti inhibitord. Ty se uvoliiuji
béhem extrakce. Mezi tyto inhibitory fadime organické a fenolické slouceniny, dvojmocné
kationty jako jsou napiiklad Mg?*, Ca®>* a t&zké kovy. Ne&istoty mohou narusit priibéh PCR
(Wilson 1997). Toto je nutné brat v potaz pii Cisténi vzorku, protoze krmiva pro zvifata a
zejména pro koné, obsahuji fenolické slouceniny (Duefias et al. 2004; Naczk & Shahidi 2006;
Janabi et al. 2016).
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3.2.2 1Izolace RNA

Cilem této metody je oddéleni RNA od DNA za pomoci extrakce kyselym roztokem
obsahujicim guanidinumthiokyandt, octan sodny, fenol, chloroform a poté ndsleduje
centrifugace. Za téchto kyselych podminek zistava RNA v horni vodné ¢asti, oproti tomu
DNA a proteiny zlstavaji v interfazi nebo ve spodni organické casti. Celkova RNA se pak
ziska srazenim isopropanolem a muize byt pouzita na nékolik aplikaci. Izolace RNA z bunék
probihé za necelé 4 hodiny (Chomczynski & Sacchim 2006).

Pro izolaci RNA z malého mnozstvi vzorku postaci stolni mikrocentrifuga. Je mozné
tuto metodu pouzit s celkovym objemem mensim nez 2 ml a lze pouzit polypropylenové tuby
na jedno pouziti. Izolace RNA obsahuje tyto body: homogenizaci vzorku (sjednoceni),
extrakci DNA a prvni a druhé srazeni. Kritickym bodem je snaha o zlepSeni odstranéni DNA
a proteini z DNA. Dale RNA izolace obsahuje solubilizaci RNA a nakonec kvantifikaci
RNA (Chomczynski & Sacchim 2000).

Autofi Davidson et al. (2004); Zhao et al. (2009) ve své studii vyuzili metodu izolace
RNA z vykal koni. Byla vyizolovana polyA + RNA ze stolice, a to kvili vysoké hladiné
bakterialni RNA. K posouzeni integrity RNA byl pouzit bioanalyzator a ke kvantifikaci byl
pouzit spektrofotometr (NanoDrop). Vzorky byly zpracovany v pfisném souladu s manualem
a analyzovdny pomoci mechanismu exprese genomu.

3.2.3 PCR amplifikace

Polymerazova fetézova reakce (PCR) je spolehliva technologie, ktera se hojné vyuziva
v biologii a lékarském vyzkumu (Qiu et al. 2021). PCR se stala jednou z nejcennéjSich
technik soucasné vyuzivanych v biologickych védach, diagnostice a forenznich védach (Zhu
et al. 2020).

PCR je metoda, ktera vyuziva zpusob vytvareni amplikonovych databazi pro studie
mikrobiomu. PCR se uziva k namnozeni usekii DNA, které jsou ziskdny pomoci extrakce.
Jedna se o Cast metodiky, kterd konc¢i sekvenaci. Spociva v tom, Ze se nejprve extrahuje a
precisti DNA, naptiklad pomoci izola¢nich sad. Tento postup je doporucovan projektem Earth
Microbiome Project a je Siroce pouzivan ve studiich huméanni i1 nonhumdanni zvifeci
mikrobioty. Protokol extrakce DNA zahrnuje mechanickou a chemickou lyzu bun¢k a postup
purifikace DNA, ktery v sou¢tu zahrnuje az 32 samostatnych krokt. Jednou z potencialné
rychlejSich a levngjSich technik pfipravy amplikonovych databazi je nedavno vyvinuta
metoda pfimé PCR. Tato metoda minimalizuje poCet kroka izolace DNA, protoze DNA je
jednodusSe extrahovana v pufru s desetiminutovou upravou pii 95 °C pted amplifikaci PCR.
Pokud je ndm znamo, piesnost piimé¢ PCR oproti extrakci DNA pro sekvenovani 16S rRNA
bakteridlnich mikrobiomt byla dosud hodnocena pouze jednou. Vysledky tohoto srovnani
naznacily, ze metoda pfimé PCR je velmi uzitecnou alternativou k metod¢ extrakce DNA
(Videvall et al. 2017). Pfi PCR namnoZzeni jsou do reakce dale pfidavany primery, dNTP,
PCR Master Mix a DNA polymeraza (Mura et al. 2019).
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3.3 Sekvenace DNA

3.3.1 Sangerovo sekvenovani

V prubéhu vyvoje metod sekvenovani byly vynalezeny nejriznéjsi modifikace, které
byly publikovany jiz od roku 1975, kdy byla pfedstavena analyza sekvenovani. Tyto metody
zahrnuji sekvenovani "de novo" a velkou Skalu paralelniho sekvenovani (next generation
sequencing). Tradicni metodou je ale Sangerovo sekvenovani. Tato metoda neni pouze
zakladem nov¢jSich a automatizovanych pristupt, ale je i nejbézn€jSim sekvenovacim
pfistupem pouzivanym pro oveéfovani sekvenci, monitorovani zkousek a jako zaklad mnoha
fylogentickych anylyz. Pfi Sangerové sekvencnim pfistupu na amplifikovanou DNA nebo
komplementarni DNA (cDNA) nasedéd oligonukleotidovy primer. Nové vznikajici DNA je
nasledné prodluzovana enzymem DNA polymerazy, ktera do fetézce postupné pfipojuje 4
bézné deoxynukleotidové trifosfaty nebo fetézce ukoncujici dideoxynukleotidtrifosfat
(ddNTP). Zatazenim ddNTP do sekvence je zastaven elongaCni proces, vznikaji tak rtizné
velké fragmenty DNA (Crossley et al. 2020).

Sangerova metoda byla prvni metodou sekvenovani DNA oznacCovana také jako "plus
a minus", kterou popsal Sanger a Coulson. Pro tuto metodu byla vyuzivana DNA polymeraza
Byla nalezena Escherichia coli a DNA polymerédza z bakteriofdgu T4 (Englund, 1971, 1972) s
raznymi nukleosidy trifosfaty. Produkt vygenerovany polymerazou byl vyhodnocen
ionoforézou na acrylamidovém gelu. O dva roky, pozdéji Sanger a jeho spolupracovnici
metodu vylepsili, prostfednictvim sekvenovani oligonukleotidi za pomoci enzymové
polymerizace (Sanger et al. 1977; Franca et al. 2002).

3.3.2 Pyrosekvenovani

Pyrosekvenovani je pomérné jednoducha metoda, ktera zahrnuje méné krokd a ma
vys§i detek¢éni limit ve srovnani se Sangerovym sekvenovanim. Zakladnim principem
pyrosekvenovani je uvolnéni pyrofosfatu v momenté, kdyz je na koncové ¢asti vznikajiciho
vldkna DNA piipojen deoxyribonukleotidtrifosfat. Protoze se deoxyribonukleotidtrifosfaty
ptidavaji do reakce postupné a koncentrace pyrofosfatu je pribézné sledovana, lze urcit
sekvenci DNA (Harrington et al. 2013).

Kli¢ové vlastnosti pyrosekvenovani jsou zpracovany napiiklad pomoci bezplatného
softwarového programu Pyromaker, jehoZz prostfednictvim mohou uzivatelé zadavat sekvence
DNA a dalsi parametry pyrosekvenovani a generovat ocekavané vysledky pyrosekvenovani
(Harrington et al. 2013).

Prestoze nedavné pokroky v pfistupech sekvenovani nezavislych na kultufe ozivily
obor mikrobiologie, rychly sbér a konzervace mikrobialni DNA ve vzorcich, jako jsou vykaly,
je rozhodujici, aby se zabranilo degradaci cilové DNA nukledzovou aktivitou a Sifent
aerotolerantnich mikrobti. Bézné laboratorni postupy pro zmirnéni téchto zmén spocivaji v
rychlém zmrazeni vzorkd nebo rozptyleni v Cinidlech inhibujicich nukledzy. Vzhledem k
tomu, ze mnoho mikrobialnich enzymi spojenych s nukleazovou aktivitou a proliferaci
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bakterii jsou hydrolazy, nabizi rychlé vysuSeni vzorku atraktivni alternativu ke zmrazeni a
kapalnym c¢inidlim pro terénni sbér vzorki v odlehlych oblastech (Theelen et al. 2021).

3.3.3 NGS metody urcovani genomu

Jedna se o sekvenovdni DNA neboli také sekvenovini nové generace (NGS) (Kauter
et al. 2019).

Sekvenovani nové generace (NGS) se rapidné stava nedilnou soucasti biologickych a
biomedicinskych véd. Kontroluje kvalitu pfi pfipravé knihoven genit DNA. NGS je nezbytna
pro ziskavani kvalitnich a nezkreslenych vysledka sekvenovani (Papic et al. 2016).

V Iékatském a genomickém vyzkumu hraje vyznamnou roli NGS. V soucasné dob¢ se
data NGS zacala produkovat rychlosti 10 TB denné a pfedstavuji tak vyzvu pro ulozeni a
zpracovani dat v datovych kapacitdch. Tato metoda slouzi naptiklad k odhalovani a 1écbé
rakoviny a precizni mediciné. Technologie NGS nabizeji perspektivy pro pochopeni
neidentifikovanych druhtt a komplexnich syndromii. Metoda NGS je zalozena na
sekvenovani, amplifikaci a syntéze. Nejprve dojde k rozdéleni DNA na fragmenty, na konce
fragmentt jsou dale navazany syntetické oligonukleotidy (tzv. adaptory) o znamé sekvenci.
Nasleduje klonalni amplifikace téchto fragementt v tzv. , flow cell“. Jedna se o reak¢ni
,komirku“ s pevné navazanymi oligonukleotidy, které zde piebiraji roli primeru. DNA
fragment je pfi amplifikaci zdvojen. Nasledné se pavodni vlakno odpoji a je v prub&hu
promyvani odmyto, navazan zistava reverzni fetézec. Dale dojde k pfemostovaci amplifikaci
(tzv. bridge amplification), nyni jsou tvofena podle reverznich fetézci komplementarni
vldkna. DNA je takto mnohokrat zreplikovdna. Nasledn€ jsou do smési pridany nukleotidy
s fluorescencni skupinou. Pfi zafazovani nukleotidi za sebou je diky chemické reakci
emitovano svétlo o ur€ité vinové délce. Timto zpusobem lze Cist poradi nukleotidd, protoze
kazdy typ nukleotidu nese jinou fluroscencni znacku (Grada & Weinbrecht 2013).

Pro vyuziti genomickych dat je tfeba genomicka data ve formé kratkych sekvenci
pismen vytvorenych pomoci NGS nejprve sestavit do sekvence celého genomu. Poté je tfeba
sekvence porovnat, za ucelem zjisténi podobnosti a variaci, které budou uzite¢né pro analyzu
a nalezeni feSeni souvisejicich se zdravim (Rexie & Raimond 2019).

NGS umoziuje studovat biologické vzorky zalozené na sekvenénich informacich ve
velkém méritku. DNA je nejdfive purifikovana ze vzorki a sekvenovani DNA je poté pouZzito
k charakterizovani asociovanych taxont s vyuzitim vSudypfitomného markerového genu.

Napriklad genu 16S rRNA pro bakterie, genu 18S rRNA pro eukaryota nebo interniho
transkribovaného spaceru (ITS) DNA pfitomného mezi geny rRNA pro houby (Kauter et al.
2019).
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3.4 Dalsi metody urc¢ovani genomu

3.4.1 Fluorescence in situ hybridizace UNIT (FISH)

Jiz v roce 1988 (Lichter et al. 1988), byla FISH pouzita k vizualizaci oznacenych
DNA sond hybridizovanych s chromozomy a k vizualizaci bunéénych jader v interfazi.
Zlepseni klonovanych zdroji DNA, protilatek, fluorochromt, mikroskopickych a
zobrazovacich zafizeni a softwaru umoznilo mnoho védeckych vyzkumi (Bayani & Squire
2004).

Hybridizacni metody byly vyvinuty pro detekci segmenti DNA nebo RNA. Cilem
metody FISH je schopnost citlivé snadné zobrazit chromozomy nebo chromozomadlni oblasti.
Uzitecné je také pocitaCové zobrazeni, toto zpracovani vzorkd vSak neni dostupné v kazdé
laboratofi. FISH metoda je vyuzivana pro genetickou analyzu (Swiger & Tucker 1996).

Tato metoda je rozdélena do péti casti. Tyto Casti jsou priprava sondy, piiprava
histologického prepardtu - fezu a jeho fixace na sklicku, hybridizace, posthybridiza¢ni
promyvani a interpretace vysledkd. Sondy se pfipravuji pomoci tzv. "nick" translace nebo
degenerativni oligonukleotidovou primer PCR (DOP-PCR) za pouziti haptenem nebo
fluorochromem znaceného nukleotidu. Mnozstvi obsazeného oznaeni haptenem je vycisleno
pomoci tzv. "dot blotting" (Bayani & Squire 2004). Typickd délka sondy se pohybuje mezi
250 bp a 1kb, ale zalezi na vzorku, pro ktery sondu potiebujeme (Swiger & Tucker 1996).

FISH metoda se uziva v toxikologii, biodosimetrii, mapovani gent, klinické
cytogenetice, analyze zarodecnych bunék, transgenovém screeningu a v metodé zoo-FISH.
Z00 FISH je nejbéznéjsi metoda v identifikaci oblasti homolognich chromozomt mezi druhy
zvirat (Swiger & Tucker 1996).

3.4.2 Makroskopie

Makroskopické hodnoceni je jednim z prvnich krokt pfi histopatologickém vysSetieni.
Makroskopické vysetieni se provadi predev§im kvuli fadnému diagnostickému posouzeni.
Hledaji a porovnavaji se mozné vzniklé abnormality. U vétsiny pfipada se vSak dava prednost
spiSe mikroskopickému vySetfeni.

Odbér vzorkt pro makroskopické vysetfeni se provadi tak, ze se odebere cast z
postizeného nebo predpokladaného postizeného organu. Biopticky vzorek, Cili kousek tkané
je nejprve odfiznut a poté dojde ke kompletnimu makroskopickému posouzeni. Pred
makroskopickym vysetfenim je dulezité, zjitit celou klinickou historii zvifete a anamnézu, aby
nedoslo k chybné interpretaci ziskanych vysledki. Vzorek pro makroskopické vysetieni se
uchovdvd jen po omezenou dobu a musi byt fixovén.

Makroskopické posouzeni a vybér vhodnych bioptickych vzorkid je rozhodujici pro
diagnostické posouzeni, protoze je nepravdépodobné, ze by pfi tomto vySetfeni a soucasném
histologickém vySetieni byly prehlédnuty abnormality.
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Kompletni zaznamy vSech potfebnych makroskopickych infomaci a odevzdani
vzorkl dané tkané pii pocateCnim roziezani maji vetsi vyznam nez sbér mikrobiologickych
dat, ktera mohou byt ziskéana i n€kolik let pozd¢ji. Pti vhodném makroskopickém vysetieni je
tfeba si uvédomit jesté pred zahajenim fez( do tkan€, vSechny dalezité klinické infomace.
Pokud je odebrany vzorek Spatné posouzen, stav zvifete se jiz béhem vyhodnocovani vzorka
muze vyrazné€ zhorSit nebo zvife mize zahynout (Varma et al. 2020).

3.4.3 MALDI-TOF MS

Hmotnostni spektrometrie s laserovou asistovanou ionizaci s ¢asem pruletu matrice
(MALDI-TOF MS) zpusobila revoluci v identifikaci hub. Diive byl vyvinut postup extrakce
plisni pomoci MALDI-TOF MS. Ackoli se MALDI-TOF MS stala rutinni metodou v
nékolika laboratofich, obecné dosud neni pfilis rozsifena (Luethy & Zelazny et al. 2018).

Metoda MALDI-TOF MS se rychle stala zakladnim analytickym ndstrojem pro védy o
zivé piirodé. Dnes se tato metoda hojné vyuzivda k rutinnimu ovefovani identity
rekombinantnich proteint, detekci hub a bakterii (Oshikane et al. 2018).

U téchto mikrobiot metoda zkouma molekulové hmotnosti proteint, lipidd,
nukleotidl, sacharidi a dalSich makromolekul (Oshikane et al. 2018; Luethy & Zelazny et al.
2018).

Rychla identifikace bakterii, jako je matricova laserova desorpéni ionizace -
hmotnostni spektrometrie doby letu (MALDI-TOF MS), je Casové nenaroCny a rozSifeny
prehled o kultivovatelnych bakterialnich slozkach zkoumaného vzorku (Kauter et al. 2019).

MALDI-TOF MS metoda umoziuje oddélit od sebe molekuly. Slouzi k identifikaci
peptidd, lipidd, nukleotidi, sacharidi a dalSich organickych makromolekul. Tato metoda
zahrnuje 3 kroky: ionizaci vzorku, analyzu a detekci iontli nebo molekul. Ionizace probiha za
pomoci ionizacniho elektrospreje nebo za pomoci matrixového laseru (Oshikane et al. 2018).

K detekci rekombinantnich proteini se vyuzivaji tzv. "mixed crystals", které se
skladaji ze zkoumaného proteinu a matrice. Matrice slouzi jako ochrana, ktera absorbuje
laserové zareni a prevadi je na zkoumané molekuly, které se nasledné rozpoji a je mozné je
identifikovat. Pfed zaCatkem této metody musi nejdfive prob&hnout vycisténi vzorku.
Vycisténi probéhne napiiklad pomoci testu PCR, poté ndsleduje kultivace vzorku a dalsi
Cisténi. Vycistény vzorek je zcentrifugovan a supernatant je poté odstranén. Zbyla srazenina
je nanesena na desku a nechd se vyschnout. Pii MALDI-TOF metodé se smésny roztok
vzorku, matrice nanasi na vzorkovou desticku. Roztok se zcela vysusi a vzniknou smésné
krystaly (Oshikane et al. 2018).

3.5 Kaultivacni metody

Podrobné urceni mikrobidlniho slozeni stfevni mikrobioty v souvislosti se zdravim a
nemocemi jsou v 21. stoleti velkou vyzvou. V posledni dobé se obnovil zajem o kultivacni
metody pro druhy, které diive nebylo mozné kultivovat. Nevyhodou kultivace je Casova
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naro¢nost metody a nutnost udrzovat specifické podminky pro rozvoj kultivovanych druht
bakterii (Lagier et al. 2012).

Kultiva¢ni metody zahrnuji kultivace Cistych mikrobialnich kultur na médiu. Pouzivaji
se tuhnouci slozky, jako je zelatina nebo agar, aby bylo mozné vzorek s bakteridlnimi
koloniemi pozorovat na pevném kultivaénim médiu (Lagier et al. 2015). Do média se
ptidavaji prisady, které umoziuji nebo zastavuji rast jinych druha bakterii, nebo usndarfiuji
izolaci zadoucich bakterialnich druhti. Dilezité je udrzovani pozadovanych podminek pro rist
a vyvoj bakterii, napf. udrzovani aerobniho nebo anaerobniho prostiedi (Abdallah et al. 2017).

Jednu z prekazek tradi¢nich bakteriologickych kultiva¢nich metod se v posledni dobé
podarilo prekonat diky rozvoji technologii hmotnostni spektrometrie (MS), které umoziuji
presnou a rychlou identifikaci mikroorganismii pomoci ionizace s asistovanou laserovou
desorpci na matrici v ¢ase letu (MALDI-TOF), coz umoziiuje rychly screening velkého poctu
kolonii. Kultiva¢ni metody se tedy vyuzivaly vice v minulosti a v dne$ni dobé je nahradili
spiSe metody MALDI-TOF (Lagier et al. 2012).

3.5.1 Kultiva¢ni analyza (culturomics)

Kulturomika byla poprvé vyvinuta v roce 2012 a je zalozend na diverzifikaci
kultivacnich podminek. Snazi se co nejvice napodobit piirozené prostiedi, kde bakterie ziji a
umoznit izolaci mnoha bakterialnich druht (Abdallah et al. 2017).

Zajem o studium stfevni mikroflory se znovu ozivil s nastupem molekuldrnich technik,
zejména metagenomiky. Kulturomika je vysoce vykonnd mikrobidlni kultivace s identifikaci
kolonii pomoci MALDI-TOF MS (Traoré et al. 2020). Kulturomika se vyuziva v lékarské
mikrobiologii, kde se provadi izolace a rist mikroorganismt. Ty jsou dilezité pro diagnostiku
onemocnéni a stanoveni ucinné 1é¢by (Abdallah et al. 2017).

Bakterialni kultura je dulezita pti hodnoceni citlivosti a virulenci na antibiotika. Kvuli
kulturomice jsou mozné studie genomu (Singh et al. 2013; Lagier et al. 2015). Aby se mohli
ménit razné pozadavky na rust bakterii, musi se ménit Ctyfi zakladni parametry, a to jsou:
vybér zivin, atmosféra, teplota, inkuacni doba (Lagier et al. 2015; Abdallah et al. 2017).

V diivéjsi dobé byla kulturomika velice Casové naro¢na a méla mnoho kultivaénich
podminek. Postupem Casu byla kultivace zdokonalovana, pocet kultiva¢nich podminek se
snizil a doslo k zavedeni tfi zakladnich krokl. Tfi zakladni kroky jsou izolace maximalniho
poctu mikroorganismi, predinkubace a systematicka detekce mikrokolonii péstovanych na
médiu (Lagier et al. 2015). Tyto kroky vedly ke snizeni pracovni zatéze a roz§ifeni kapacity
testovani vzorkt bakterii (Abdallah et al. 2017).

V dnesni dobé ma kulturomika tu vyhodu, ze spolecné s metodami rychlé identifikace
bakterif jako je metoda MALDI-TOF MS je mozny rychly prehled a vyzkum kultivovatelnych
bakterialnich slozek ze zkoumaného vzorku (Kauter et al. 2019).
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Kulturomika v dnesni dob¢ je vice efektivni nez drive. Neni tolik ¢asové ani pracovné
naro¢na, dokaze detekovat a vyizolovat vice bakterialnich druht, nez dfive a to kvuli
modernim nastrojim, umoziujicim spravnou charakterizaci a taxonomickou klasifikaci. Tato
metoda zndsobila taxonomickou Kklasifikaci o bakteriich, jak zndmych, tak i doposud
nezarazenych, které byly diive detekovany metagenomikou, ale nezatazeny, kvili nedostatku
izolatu potrebnému k dokonceni zarazeni (Abdallah et al. 2017).
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4 Mikrobiota jednotlivych ¢asti traviciho traktu koni

Korisky travici trakt je jedineény systém, ktery lze v dneSni dobé vySetfit mnoha
metodami. VySetfeni nejsou vSak stale zcela podrobna a potiebuji fadu vylepSeni. Kun je
neprezvykavy bylozravec a ma travici trakt zavisly pfedev§im na aktivité tlustého a slepého
stteva. V slepém a tlustém stfevé probihd nejvétsi produkce mastnych kyselin pomoci
metabolismu fibrolytickych bakterii, tedy zejména acetdtu, propiondtu nebo butyrdtu (Park et
al. 2021). Fibrolytické bakterie v travicim traktu koné pomahaji rozkladat celulézu. Proto jsou
mikrobiota travictho traktu tolik dulezita, protoze kan je potiebuje, aby spravné stravil
potravu, kterou pfijal. Tyto bakterie tedy vyrabi energii, kterou poté kan vyuziva (Perkins et
al. 2012).

Zastoupeni mikrobiot v jednotlivych Castech traviciho traktu je obrovské a je proto
tézké detekovat veSkera gastrointestinalni mikrobiota koni. I kdyz jiz bylo vyinuto mnoho
metod na prouzkoumani mikrobiot v travicim traktu koni, zatim neni mozné urcit veskera
mikrobiota danymi metodami, jelikoZz neni dostatek studii na prizkum traviciho traktu koni,
protoze je bud malo kanylovanych koni nebo se koné¢ museji pro dany vyzkum usmrtit
(Perkins et al. 2012).

Vétsina autora uvadi odlisné hodnoty Cetnosti bakterii v travicim traktu koni. Rozdilné
vysledky uvadi naptiklad autofi Costa et al. (2011) a Sheperd et al. (2012) u bakteridlnich
kmend  Firmicutes, Bacteroidetes,  Proteobacteria,  Actinobacteria,  Spirochaetes,
Verrucomicrobia, bakterie TM7 (graf €. 2).

Fibrobacteres je fibrolyticky kmen bakterii. Kmen je bézné hojny a témef
nejobvyklej§i ve stievni mikrobioté koni. Ale 1 tak néktefi autofi jako je Shepherd et al.
(2012), Costa et al. (2012) nebo Daly et al. (2012) uvadi nizky vyskyt tohoto bakteridlniho
kmene a proto neni hojnost tohoto kmene zcela jasna (Zhu et al. 2021).

Bakterie v jednotlivych castech traviciho traktu koni konkrétné v dorzalni a antralni
¢asti zaludku, lacniku, kycCelniku, slepém stfeve, vetnralnim a dorzalnim tracniku popisuji
autofi Ericsson et al. (2016)(graf ¢. 1).
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Graf ¢. 1: zobrazuje jednotliva zastoupeni bakterii, ktera byla detekovana

Ericssonem et al. (2016) dle vySetfeni lumina a hlenu v zaludku, la¢niku, kycelniku,
slepém streve, vzestupném a sestupném tracniku u 9 zdravych koni. Vzorky byly
odebirany posmrtng.
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Graf ¢. 2: Zastoupeni bakteriii se liSi u jednotlivych autord. Rizna Cetnost umisténi
jednotlivych kment bakterii v travicim traktu koni je dle autorti Costa et al. (2011) Firmicutes
(64 %), Bacteoridetes (14 %), Proteobacteria (12 %), Actinobacteria (4 %), Spirochaetes (3,4
%), Verrucomicrobia (0 %), bakterie TM7 (0 %) a dle autort Sheperd et al. (2012) Firmicutes
(70 %), Bacteoridetes (5,9 %), Proteobacteria (6 %), Actinobacteria (3,4 %), Spirochaetes (0
%), Verrucomicrobia (6,6 %), bakterie TM7 (2,9 %).

4.1 Mikrobiota v zaludku koni

Mikrobiom zaludku koni je velice pestry. Mikroorganismy zaludku koni tvoii bakterie.
Dal§i mikrobiota jako jsou houby, prvoci a viry nebyly zatim u zdravych koni v zaludku
nalezeny. Studie Zzalude¢niho mikrobiomu slouzi napfiklad k posouzeni zmén mezi
glandularni ZzaludeCni sliznici a mikrobiomem zalude¢ni tekutiny. Nékteré zmény mezi
mikrobiomem Zzaludecni tekutiny a glandularni zalude¢ni sliznici mize mit vliv na tvorbu
zaludecnich vieda (Paul et al. 2021)

4.1.1 Bakterie v zaludku

Metodou fluorescentni hybridizace in situ byly v zaludku koni objeveny bakterie jako
je naptiklad rod Streptococcus, ktery zahrnuje druhy Streptococcus spp. (Perkins et al. 2012),
Streptococcus lutetiensis a Streptococcus bovis / equinus (Milinovich et al. 2007). Ddle byl v
zaludku popsan i druh Escherichia coli (Milinovich et al. 2008). Tato metoda se vyuziva spise
k vyhleddvani konkrétnich skupin, ale ne k vySetfeni celého mikrobiomu (Milinovich et al.
2007).

Paul et al. (2021) popsali nejvice zastoupené bakteridlni kmeny odebrané ze slizni¢ni
stény zaludku koni. Tyto kmeny jsou: Proteobacteria (50%), Bacteroidetes (21%), Firmicutes
(20%) a bakteridlni rody Actinobacillus (17%), Moraxella (10%), Porphyromonas (9%).
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Dale popsali nejvice obsazené bakterialni kmeny z zalude¢ni tekutiny v zaludku koni:
Proteobacteria (39%), Firmicutes (28%), Bacteroidetes (19%) a bakteridlni rody
Actinobacillus (13%), Lactobacillus (8%), Alloprevotella (7%). Tyto mikroorganismy byly
gastroskopicky odebirany z travici tekutiny a bioptickych vzorka (graf ¢. 3, graf ¢. 4)(Paul et
al. 2021)

Byly odebrany i vzorky z dlazdicové, zlazové a antralni oblasti zaludku. A na zakladé
téchto odbért byly objeveny bakterie rodu Lactobacillus spp., Moraxella spp., Streptococcus
spp., Sarcina spp., Eubacterium spp., Actinobacillus spp., Acinetobacter spp., Veloinella spp.
(Perkins et al. 2012). Ve studii Perkins et al. (2012) se zjistilo, ze kmeny bakterii Firmicutes a
naptiklad kmen Proteobacteria maji pozitivni vliv na travici trakt koni. Ale pfemnozené rody
bakterii Streptococcus a Lactobacillus pusobi na travici trakt negativné. U né€kterych koni v
této studii s pfemnozenymi bakteriemi rodu Lactobacillus a Streptococcus, byly nalezeny
zaludecni viedy a tyto rozdily mezi zdravymi a nemocnymi korimi mohly byt zplsobeny,
jednak rozdilnou stravou, ustijenim, cvi¢enim nebo 12 hodinovou hladovkou (Perkins et al.

2012).
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Graf €. 3: sklddany sloupcovy graf, ktery popisuje dle Paula et al. (2021) hlavni kmeny
bakteriii detekovanych ve vzorcich biopsie ze zalude¢ni sliznice u koni bez EGGD (EGGD je
zlazové onemocnéni zaludku). graf Cislo O zobrazuje koné bez EGGD, cislo 1 je graf, ktery
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Graf C. 4: graf zobrazuje sklddany sloupcovy graf, ktery ukazuje hlavni rody bakteriii
detekované ve vzorcich biopsie zaludecni sliznice u koni bez EGGD (sloupec 0), ( sloupec 1)
se stfedné zavaznym projevem EGGD, s nejzavaznéji poskozenou sliznici (sloupec 2) EGGD,
Paul et al. (2021).

4.2 Mikrobiota v tenkém streveé

Mikrobiota tenkého stieva se liSi u kazdého kon€ i u kazdého vyzkumu. Slozeni
vnitiniho luminalniho obsahu stfeva se vyrazné méni u prechodu mezi tenkym a tlustym
sttevem. Vyrazna variabilita byla také zjisténa ve vzorcich zaludku a tenkého stfeva v
porovnani se vzorky slepého a tlustého stieva. Zajimavosti je, ze v této studii byly mnohem
mensi rozdily ve slozeni mikrobiot mezi hornim a dolnim GIT ve vzorcich sliznic. Vyjimkou
byly sinice, vSechny ostatni kmeny bakterii byly detekovany na sliznicich vSech
anatomickych struktur (Ericsson et al. 2016). Slozeni mikrobialni komunity v horni ¢asti GIT,
coz zahrnuje zaludek, jejunum a ileum, bylo velmi riznorodé mezi konmi i mezi oblastmi v
ramci jednoho kon€. Vyskyt prvokt, hub a virti v travicim traktu koni nebyl zatim prokazan.
(Ericsson et al. 2016).
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4.2.1 Bakterie tenkého streva

Obecné lze tici, ze mnozstvi a diverzita bakterii jsou mnohem vyssi v tlustém stieve
nez v zaludku a tenkém stfevé. Vyjimkou jsou proteobakterie, které jsou dominantni v ileu,
zatimco v tlustém stfevé jsou dominantni a hojné kmeny bakterii Firmicutes a Bacteroidetes
(Dougal et al. 2013; Abreu & Taga 2016; Liu et al. 2019; Felipe et al. 2022).

Ale naptiklad dle Ericssona et al. (2016) jsou dominantnimi kmeny bakterie v tenkém
sttevé Firmicutes a Bacteroidetes. 1 presto v této oblasti bylo u vSech koni detekovano mnoho
stejnych dominantnich taxonu, jako jsou naptiklad rody Actinobacillus spp. a Lactobacillus
spp., Cetnost téchto bakterii se vSak mezi jednotlivymi vzorky liSila. Tato rtznorodost
pravdépodobné souvisi s relativné vysokou priuchodnosti v horni Casti GIT, ¢imz je
podpofeno neustalé zavadéni environmentdlnich bakterii, které jsou pfitomny v krmivu a pici
(Ericsson et al. 2016).

Béznou mikrobiotu v ileu definuji predevsim bakterie Celedi Lactobacillaceae,
Streptococcaceae, Pasteurellaceae a Actinobacillus spp. Rod bakterie Actinobacillus spp. se
mohou stat 1 nejhojnéjSimi taxony v ileu. Actinobacilus spp. je soucasti mikrobioty ilea i u
zdravych prasat a lidi. Tato bakterie mize vykazovat protizanétlivé vlastnosti, ale muze
zaroven byti potencialnim patogenem (Durand et al. 2022).

Rod Streptococcus spp. zahrnuje nékteré bakterie produkujici kyselinu mlécnou a je
prevazné spojovan se zdravym mikrobiomem tlustého stieva kong, jelikoz béhem evoluce
ztratil nékteré virulentni faktory. Zaroven je ale tento rod spojovan s rozvojem nékterych
onemocnéni jako je naptiklad laminitida spojena s prekrmenim jednoduchymi sacharidy (Zhu
et al. 2021).

4.3 Mikrobiota v tlustém a slepém stieve

Koné (Equus caballus) fermentuji potravu v tlustém stieveé, které je osidleno
komplexem mikrobiot. VétSinou jsou zde zastoupena anaerobni mikrobiota, kterd usnadiiuji
traveni potravy s vysokym obsahem vlakniny. Stfevni mikrobiom také ovliviiuje imunitni
systém koné a metabolismus a pomaha pfi detoxikaci Skodlivych latek v téle zvirete. Stievni
mikrobiom koni je velmi slozita komunita, kterou je mozné upravit dietou. Naruseni stfevni
mikroflory koni miize mit zasadni dopad na celkové zdravi zvifete. Zmény v pfirozené stravé
spojené s domestikaci ovlivnily rizné télesné funkce koni. Tyto evolucni zmény zpusobily
zdravotni problémy, které jsou: kolika, laminitida a dalSi dysfunkce. Zmény spojené s
domestikaci vedou ke zménam pH tlustého stfeva a fermentovanych produktd a nekteré z
téchto zmén mohou u koné vyvolat koliku (Zhu et al. 2021).

Travici trakt koni funguje na principu zpracovani ve slepém a tlustém strevé (Frape
2010).

Tlusté stfevo obsahuje bakterie, anaerobni houby, metanogenicka archaea a prvoky. V
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anaerobni houby, ktera rozkladaji rostlinna vlakna, za pomoci enzymut degradujicich vlakninu
(Gruninger et al. 2014; Haitjema et al. 2014).

4.3.1 Bakterie tlustého a slepého stireva

Studie mikrobiot tlustého stieva koni dle Dougal et al. (2013), Moreau et al. (2014),
Costa et al. (2015), Hansen et al. (2015) objevily bakterie ve stfevech koni. Autofi studii
tlustého stfeva koni uvadéji nejvyssi zastoupeni bakterialnich kment Firmicutes (20-59 %) a
Bakteroidetes (2-65 %), které se nejCastéji nachazeji ve slepém stifeveé a ventralnim tracniku.
Dale autofi v lumenu slepého a tlustého stieva popisuji kmeny Proteobacteria (0-14%),
Verrucomicrobia (0-24%), Spirochaetes (1-9%), Fibrobacteres (1-7 %) a Actinobacteria (0-
2%).

Zastoupeni jednotlivych bakterif v tlustém stifeve se ale 1isi studii od studie. Napftiklad
Kauter et al. (2019) uvadi zastoupeni kmene Firmicutes mezi 40-90%. Tento kmen zahrnuje
rody bakterii Clostridium spp. a Bacillus spp.. Tyto bakterie se zdaji byt soucasti stfevniho
mikrobiomu, lumenu slepého stieva a tlustého stieva, a produkuji butyrit jako ochrannou
vrstvu pro kolonocyty (epitelové buiky tlustého stieva). V mensi mire jsou v tlustém stieve
Celedi bakterii Ruminococcaceae a Fibrobacteraceae, které pomdahaji degradovat rostlinnd
vldkna. Proteobacteria je kmen gramnegativnich bakterii, v ileu je jejich zastoupeni ptiblizné
okolo 33 %. Zahrnuje Celedi Enterobacteriales, Pseudomonadaceae, Pasteurellaceae. Maji
mnoho funkci a spousta z nich neni zcela zndmd. Jednou ze zndmych funkci je fixace
sttevniho dusiku. Pfi zvySeném zastoupeni téchto bakterii v GIT koné mize dojit
k zanétlivym procesiim nebo kolikam koni (Kauter et al. 2019).

Dal§imi bakteridlnimi kmeny jsou Verrucomicrobia, Planctomycetes a Chlamydiae,
které se zkoumaji na zakladé sekvence genu 16S rRNA. Nachazi se ve slepém stievé, malém
tracniku a kone¢niku. Verrucomicrobia pomaha udrzovat integritu mucinové vrstvy a snizuji
riziko zanétu stiev (Kauter et al. 2019).

Autofi Dougal et al. (2013) a Julliand & Grimm (2016) ve studii uvadi, ze ve slepém
sttevé koni jsou nejvice zastoupené cCeledi bakterii Prevottelaceae, Fibrocteraceae,
Lactobacillaceae, neklasifikované Bacteroidaceae, Ruminococcaceae, Lachnospiraceae,
Erysipelotrichaceae, Acidaminococcaceae, Porphyromonadaccae (graf €. 6).

Celed Lachnospiraceae se sklida z velkého shluku fibrolytickych a sacharolytickych
bakterii jako je rod Clostridium spp., Ruminococcus spp., Eubacterium spp. (Zhu et al. 2021).
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Graf €. 5: sloupcovy sklddany graf, ktery zobrazuje jednotlivé procentudlni zastoupeni
bakterialnich Celedi a jejich mista nalezu ve slepém stieveé, sestaveny z dat sesbiranych ze
dvou studii, a to dle Dougal et al. (2013) a Julliand & Grimm (2016).

4.3.2 Houby tlustého streva a slepého stireva

Anaerobni houby jsou fibrolytické mikroby v tlustém stfevé koni. Frape (2010)
provedl studii hub a zkoumal Sest Casti traviciho traktu koni: slepé stievo, pravy ventralni
tracnik, levy ventralni tranik, pravy dorzalni tracnik, levy dorzalni tra¢nik a konecnik.

Tlusté stfevo je osidleno bakteriemi, anaerobnimi houbami, metanogennimi archea a
prvoky. Z téchto vSech mikroorganismti, pomdhaji pii rozkladu vlakniny pfedevs§im anaerobni
houby (Neocallimastigomycetes). Jinak feCeno anaerobni houby pomahaji sadé enzymi
degradovat sténu rostlinnych bunék (Gruninger et al. 2014; Haitjema et al. 2014). Tyto houby
jsou ptitomny u koni v zadnich Castech stfev uz par tydnti po narozeni (Julliand et al. 1996),
navzdory tomu jsou soucasné poznatky o anaerobnich houbach ziskany ze studii na
prezvykavcich. Rody anaerobnich hub, které byly dosud popsany, jsou vlaknité
monocentrické (Neocallimastix, Piromyces, Oontomyces, Buwchfawromyces), polycentrické
(Orpinomyces,  Anaeromyces, = Pecoramyces) a  banaté  houby (Caecomyces,
Cyllamyces)(Gruninger et al. 2014; Edwards et al. 2017). Tyto rody byly rozsifeny v roce
studie Mura et al. (2019) o nové monocentrické rody Feramyces (Hanafy et al. 2018) a
Liebetanzomyces (Joshi et al. 2018; Mura et al. 2019).

V roce 1930 byl identifikovan rod Callimastix jako protozodlni organismus (Hsiung et
al. 1930), pozdé&i byl znovu prozkouman a piejmenovan na druh Neocallimastix equi (Vavra
& Joyon 1966).
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V roce 1961 byla objevena existence druhu houby Geotrichum candidum (Batista et.
al. 1961). Druh houby Piromyces equi byl vyizolovan ze slepého stfeva koné (Orpin 1981;
Munn 1994). Piromyces citronii byl vyizolovan ze slepého stfeva ponika (Gaillard-Martinie et
al. 1995; Julliand et al. 1998). Druh houby Caecomyces equi vyizoloval Gold et al. (1988) ze
slepého stieva koné.

Mura et al. (2019) objevil geny téchto hub rodu Caecomyces, Cyllamyces, Piromyces,
Buwchfawromyces, Feramyces, Neocallimastix , Pecoramyces, Orpinomyces, Anaeromyces,
Liebetanzomyces. Oontomyces.

Neocallimastix, znamy pro své vynikajici hydrolytické vlastnosti a multifunk¢ni
celulozomdlni enzymy, byl objeven v pravém ventralnim kolonu a rektu. Pfedpoklada se, ze
tento rod dokaze velice ucinné degradovat hemicelulozu ¢i celulézu (Gruninger et al. 2014;
Wei et al. 2016).

Charakteristika hub konského tlustého stieva potifebuje mnoho dalSich posouzeni a
prozkoumani (Julliand et al. 2016).

4.3.3 Prvoci (Protozoa) tlustého a slepého stireva

Dalsi ¢asti mikrobioty tlustého a slepého stieva jsou prvoci. Mezi nejpocetnéjsi rody
prvoka patti Blepharocorys a Cycloposthium, ktefi jsou nejvice zastoupeni ve slepém stieveé a
v traniku (Hsiung et al. 1930; Kern et al. 1973; Bonhomme-Florentin et al. 1985; Goodson et
al. 1988; Mura et al. 2019).

Hsiung (1930) popsal 4 ttidy prvokt. Rhizopoda, Mastigophora, Ciliata, Suctoria,
které se vyskytuji ve slepém stievé a traniku. Objevil také vyskyt vSech Ciliar (Ciliata
oligotrichs), kromé rodu Cycloposthium (Julliand and Grimm 2016).

4.4 Mikrobiota v kone¢niku

Studii na mikroorganismy kone¢niku koni neni mnoho. Mikrobiota v kone€niku jsou
predevsim bakterie a houby. V konecniku nejsou zastoupeni prvoci a viry.

4.4.1 Bakterie koneéniku

Mezi mikrobiota kone¢niku patfi bakteriadlni kmeny Verrucomicrobia, Planctomycetes
a Chlamydiae, které byly objeveny pomoci analyzy sekvence genu 16S rRNA.
Verrucomicrobia navic pomaha udrzovat integritu mucinové vrstvy a snizuje vznik zanétu
(Kauter et al. 2019).
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4.4.2 Houby v konecniku

V konecniku lze nalézt témét vSechny houby, které jsou pfitomny v proximalnich
Castech tlustého stieva, jelikoz velka cast z nich putuje do konecniku a ven spolu s traveninou
pii defekaci (Gruninger et al. 2014; Wei et al. 2016).

4.5 Mikrobiota ve vykalech koni a poniku

Provadéni studii na mikrobiota ve vykalech je nejvice roz§ifené a to pravdépodobné
proto, ze odbér vzorku je nejjednodussi. Odbératel nemusi zasahovat piili§ do denniho rezimu
zvitete, tudiz odbér vzorkd neni pro zvife tolik stresujici (Theelen et al. 2021). Vzorky vykalt
jsou odebirany ihned po defekaci, nebo piimo z konecniku, nez fekalie dopadne na zem, kde
muze byt kontaminovana.

Mikrobiota odebrana z fekalii se pouzivaji ke studii vlivu potravy na stfevni
mikrobiota koni (Zhu et al. 2020).

Autofi Dougal et al. (2013) a Julliand & Grimm (2016) objevili v tlustém stfevé a
vykalech koni nejvétsi pocet téchto celedi bakterii Coriobactericeae (0,29 %),
Fibrobacteraceae (1,65 %), Ruminococcaceae (2,64 %), Lachnospiraceae (1,39 %),
Erysipelotrichaceae (0,66 %) a dalsi (graf ¢. 6).
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Graf €. 6: sloupcovy sklddany graf, ktery zobrazuje jednotlivé zastoupeni bakteridlnich

dvou studii, Dougal et al. (2013), Julliand & Grimm (2016).
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4.5.1 Bakterie ve vykalech koni

Vyzkum vlivu zdravi traviciho traktu na zdravotni kondici koné byl proveden jiz
mnohokrat. Vyzkumd, které by porovnavaly mikrobiota traviciho traktu zdravého koné a
mikrobiota koné s onemocnénim traviciho traktu ale zatim neni mnoho (Park et al. 2021).

Mezi hlavni kmeny bakterii, které se vyskytuji ve vykalech koni, patfi
Verrucomicrobia, Planctomycetes a Chlamydiae. Tyto bakteridlni kmeny jsou obsazeny ve
vykalech zhruba z 10 - 23 %. Pomahaji udrzovat integritu mucinoveé vrstvy a snizuji incidenci
zanétu strev (Kauter et al. 2019).

Autofi Theelen et al. (2021) objevili v jejich vyzkumu u koni, Ze nejvice zastoupenymi
kmeny bakterii ve vykalech jsou kmeny Bacteroidetes, Firmicutes, Spirochaetes,
Verrucomicrobia, Fibrobacteres, Cyanobacteria (graf €. 7).

Autofi Costa et al. (2012) objevili rody bakterii ve vykalech koni. Tyto rody jsou
Lactobacillus a Streptococcus. Pomoci genového klonovéani a sekvenovani byly objeveny
druhy Streptococcus bovis, Lactobacillus equinus, L. mucosae, L. salivarius (Willing et al.
2009), (Costa et al. 2012). Tyto bakterie mohou znamenat, ze jsou koné prekrmovani
vysokym mnozstvim jednoduchych sacharidi a skrobu v krmné davce. KdyZz dojde k pretizeni
sacharidy, narasta pocet laktobacili a klesa pocet gramnegativnich bakterii, coz u koni muze
znamenat nastup laminitidy. ZvySeny nalez rodu Streptococcii a Lactobacilit ve vykalech
znaCi u koni onemocnéni (Costa et al. 2012).

Ve studii Park et al. (2021) se provadél vyzkum fekdlnich mikrobiot u koni. Tento
vyzkum byl proveden za ucelem stanoveni rozdili mezi konskym mikrobiomem zdravych a
nemocnych koni. Byly odebrany vzorky vykalti koni s kolikou tlustého stfeva, s kolikou
tenkého stfeva a vzorky vykald od zdravych koni. Vzorky vykal byly odebrany pfimo z rekta
Cistou rukavici, aby nedoSlo ke kontaminaci z prostiedi. Posouzeni vzorkii na mikroby
traviciho traktu koni se provedlo metodou sekvenace DNA a vzorky byly pfipraveny extrakci
DNA z fekalii.

Celkové druhova rovnomérnost bakterii u koni s kolikou byla vyrazn€ nizsi nez u
zdravych koni. Nejvét§si zastoupeni meély kmeny Firmicutes a Bacteroidetes. Kmen
Firmicutes se vyskytoval ve vét§i mife u koni s kolikou tenkého stieva (Park et al. 2021).

Firmicutes je hlavnim bakterialnim kmenem objevenym u vétSiny studii ve fekalnich
mikrobiotech nalezeny u zdravych koni (Costa et al. 2012; Weese et al. 2015; Costa et al.
2015; De Almeida et al. 2016; Dougal et al. 2012; Massacci et al. 2019; Donnell et al. 2013;
Proudman et al. 2015; Schoster et al. 2015; Shepherd et al. 2012; Costa et al. 2015; Stewart et
al. 2018; Biddle et al. 2018; Zhao et al. 2016; Rodriguez et al. 2015).

Relativni hojnost kmene Bacteroidetes v téchto studiich se pohybuje v kolem 42 %
(Weese et al. 2015; Proudman et al. 2015). Ale jelikoz se vysledky kazdé studie lisi, najdou se
i studie, kde je hojnost kmene Bacteroidetes vyrazné nizsi. Studie, které mély Bacteroidetes v
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rozsahu 33-52 % (tedy, vyssi hodnoty, v priméru 43 %), jsou podobné studii Theelen et al.
(2021), témer vSichni pouzivali pti ziskdvani dat stejnou sadu na extrakci DNA.

U koni se stfevnim onemocnénim bylo vyrazné zvysené zastoupeni bakterialniho rodu
Enterococcus a Acithobacter v tlustém stfeve, ale pfitomnost rodu Methanobrevibacter byla
minimalni. U koni s nalezem bakterialnich celedi dvou bakterii mlécného kvaSeni
Lachnospiraceae a Lactobacillaceae byly zhorSené stievni obtize (Park et al. 2021).

Tato studie mize podpofit predchozi zjisténi, Ze nadmérna produkce laktatu a pokles
luminalniho pH v tlustém stfevé jsou spojeny se zvySenym relativnim vyskytem bakterii rodu
Streptococcus a bakterii mlééného kvaseni u koni s kolikou (Park et al. 2021).

Ve studii Milinovich et al. (2007) objevili ve vykalech koni rizné druhy bakterii rodu
Streptococcus, Lactobacillus a druhu Escherichia coli. Koné, u kterych nasli tyto bakterie,
trpéli laminitidou. Autofi Milinovich et al. (2007) se domnivaji, ze laminitida mohla byt
zpusobena témito bakteriemi.

Vysledky téchto vyzkumu slouzi k pochopeni toho, jak koriska mikrobiota souvisi s
riznymi stfevnimi kolikovymi poruchami (Park et al. 2021).

100 ————
90%
80%
70% M Cyanobacteria
60% H Fibrobacteres
50% I Verrucomicrobia
40% m Spirochaetes
M Firmicutes
30%
M Bacteroidetes
20%
10%
0% )
Kmeny bakterii ve vykalech koni a ponikl

Graf ¢. 7: graf zobrazuje relativni hojnost kmeni bakterii ve fekalni mikrobioté ve
vykalech koni a poniktl popsané v tomto skladaném sloupcovém grafu. Vzorky byly odebrany
od 61 koni a ponikd, Theelen et al. (2021).

4.5.2 Viry ve vykalech koni a poniku

Cann et al. (2005) identifikoval Celedi vira Siphoviridae, Myoviridae, Podoviridae a
rod Orthopoxvirus spp. z vykali koni, ale dvacet pét procent téchto viri nebylo v té dobé
klasifikovano (Julliand & Grimm 2016).
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4.5.3 Houby ve vykalech koni

Next generation sequencing (NGS) byla aplikovdna na vykaly koni a byly objeveny
rody hub Neocallimastix, Piromyces, Caecomyces, Anaeromyces, ale spoustu z nich je tieba
zatradit do novych taxont, které jesté nebyly popsany (Liggenstoffer et al. 2010). Anaerobni
houby hraji roli v degradaci vldkniny v tlustém stievé. U druhu Piromyces equi bylo dle
Orphina (1981) zjisténo, Ze je schopen travit rostlinnou celulézu a hemicelul6zu. Harhangi et
al. (2003) objevil pozdeji, ze druh houby Piromyces equi obsahovala kédovaci oblast pro
velkou exoglukandzu. U druhu Piromyces citronii izolované ze slepého stfeva ponika byla
také prokdzana velkd celulotickd aktivita (Julliand et al. 1998).
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S Zavér

Prace je zaméfena na obsah mikrobiot v travicim traktu koni a laboratorni metody,
které zkoumaji mikrobiota v jednotlivych castech traviciho traktu koni. Mezi novéjsi metody
se fadi metoda MALDI-TOF MS, metoda NGS, fluorescence in situ hybridizace UNIT,
detekce anaerobnich hub. Dfive se hojné pouzivaly metody gastroskopie, makroskopie,
kultivacni analyza a Sangerovo sekvenovani.

Metody, které se zabyvaji studii traviciho traktu koni, zkoumaji mikrobiota koni. Tato
mikrobiota jsou bakterie, prvoci, viry, houby. Obecné v tracicim traktu se nachazi bakteridln{
kmeny Verrucomicrobia, Acidobacteria; dale travici trakt obsahuje bakteridlni rod
Alloprevotella a nékdy bakteridlni rod Streptococcus. Dle ziskanych infomaci jsou
nezastoupengjSimi bakteridlnimi rody v zaludku: Lactobacillus spp., Moraxella spp.,
Actinobacillus spp., Acinetobacter spp., Veloinella spp. a bakteridlni kmeny Firmicutes,
Proteobacteria (Perkins et al. 2012). Bakterialni kmeny v tenkém stifevé obsahuji Firmicutes,
Bacteroidetes a rody Actinobacillus spp, Lactobacillus a nékdy také bakteridlni rod
Streptococcus.

Bakterie tlustého a slepého stfeva jsou velmi podobné jako v tenkém stieve a zaludku.
Mezi nejCastéjsi bakterialni kmeny tlustého a slepého stieva spada Firmicutes, Bacteroidetes,
Verrucomicrobia, Spirochaetes, Fibrobacteres, Actinobacteria; tlusté a slepé stfevo obsahuje
bakterialni Celed” Lactobacillaceae, Acidaminococcaceae, Porphyromonadaccaea. V mensi
mife se nachazeji v tlustém a slepém stievé bakterialni Celedi Ruminococcaceae a
Enterobacteriales. V koneCniku mezi nejCastéji nalezené bakterialni kmeny patfi
Verrucomicrobia, Planctomycetes a vyjimecné Chlamydie. Ve vykalech se objevuji vétSinou
bakterialni kmeny z pfedchozich Casti traviciho traktu. NejCastéji nachazime ve vykalech
bakteridlni kmeny Bacteroidetes, Firmicutes, Spirochaetes, Verrucomicrobia, Fibrobacteres,
Cyanobacteria a obcas bakterialni rody Lactobacillus a Streptococcus. V tlustém a slepém
sttevé, konecniku a vykalech byly nalezeny navic také nékteré houby. Tyto houby byly v
tlustém a slepém stievé rody Neocallimastix, Piromyces, QOontomyce, Caecomyces,
Cyllamyces, Buwchfawromyces, Feramyces , Pecoramyces, Orpinomyces, Anaeromyces.
Neocallimastix byl nalezen také v koneCniku. Ve wvykalech objevili houby rodu
Neocallimastix, Piromyces, Caecomyces, Anaeromyces, Cyllamyces, Orpinomyces. Ve
vykalech mohou byt také nalezeny viry jako napiiklad celedi
Siphoviridae, Myoviridae, Podoviridae a rod Orthopoxvirus. U tlustého a slepého stfeva byly
nalezeny prvoci rodu Blepharocorys a Cycloposthium, které se nachazeji nejCastéji.

Dle mého nazoru, je tfeba provést dal§i studie mikrobiomu koni, pfedev§im na
mikroorganismy v tenkém stfevé. Celkové studii na téma mikrobiom GIT koni neni tolik,
jako naptiklad u skotu a také nejsou doposud znama a taxonomicky zarazena vSechna
mikrobiota. Budouci studie by se mély predev§im zaméfit na mikrobiota v travicim traktu
obecné, jelikoz vétsina studii provadi vyzkum mikrobiomu koni z vykald, ale vysledky
mikrobiot z vykali nemusi mit stejnou hodnotu, jako vysledky napiiklad z Zaludku nebo
tlustého stfeva koni. Je tfeba vyzkouset i novej§i metody vyzkumu mikrobiomu koni jako je
napiiklad metoda NGS, MALDI-TOF MS nebo fluorescence in situ hybridizace UNIT. Tyto
metody nejsou vyuzivany natolik, jako ostatni laboratorni metody a chtélo by je vyuzit u
vétSiho mnozstvi studii spojenych s mikrobiomem traviciho traktu koni.
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7 Seznam pouzitych zkratek a symboli

e 16S rRNA - ribozomalni RNA, je souc¢asti malé podjednotky prokaryotického ribozomu
e BCS - Body Condition Score, stupnice télesné kondice

e CA?' - vdpenaty kation

e cDNA - komplementarni DNA

e ddNTP - deoxyribonukleotid (dideoxy)

e DNA - Deoxyribonukleova kyseliny

e dNTP - deoxiribonukleotidtrifosfit

e DOP- PCR - PCR s degenerovanymi oligonukleotidovymi primery

e EGGD - zlazové onemocnéni zaludku koni (Equine Glandular Gastric Disease)
e EGUS - syndrom zaludecnich vieda koni (Equine Gastric Ulcer Syndrome)

e FISH metoda - fluorescencni in situ hybridizace

e GIT - gastrointestindlni trakt

e ITS - vnitini transkribované sekvence spacer oblasti

e ITS1 - vnitfni transkribované sekvence spacer oblasti 1

e MALDI-TOF MS - matrix assisted laser desorption/ionization-time of flight, mass

spectrometry
e MG?" - hote¢naty kation
e mRNA - medidtorovd kyselina ribonukleova
e NGS - sekvenovani nové generace "next generation sequencing"”
e OTU - provozni taxonomickd jednotka (operational taxonomical unit)
e PCR - Polymerazova fetézova reakce

e pH - zaporny dekadicky logaritmus koncentrace vodikovych kationti ve ziedéném

vodném roztoku
e polyA+ - konec mRNA, ktery ma sekvence s 40-250 adeninovymi nukleotidy
e RNA - Ribonukleovi kyselina
e rRNA - ribosomdlni RNA
® spp. - species
e TAACG - DNA sekvence (thymin, adenin, adenin, cytosin, guanin)
e TB - terabyte (nasobna jednotka bytu a jednotka mnozstvi binarnich dat)
e TM7 - rod bakterie
e TMK - Tékavé mastné kyseliny
e tzv - takzvané

e VFAs - Volatile Fatty Acids, volné mastné kyseliny
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