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Abstrakt

Mikrobiota se v poslednich letech stava dillezitym pifedmétem biologického vyzkumu.
Ukazuje se, ze vyznamné ovlivituje Siroké spektrum funkci rtznych organismi. Tato
diplomova prace se zabyva bakteridlni slozkou mikrobioty nachéazejici se ve vybranych
sliznicich u samcti a samic divoké populace mySi domdaci (Mus musculus musculus).
Zkoumané vzorky obsahovaly vyplachy z nosni sliznice, ustni dutiny, mo¢, vyplachy
vaginalni sliznice a trus. Cilem této prace bylo detekovat kvantitativni a kvalitativni zmény
bakterialnich populaci mezi sliznicemi a taktéZz mezi fazemi estralniho cyklu ve vaginalni
sliznici. Dalsi cil byl zaméfen na detekcei pohlavnich rozdilt tykajici se bakterii v jednotlivych
sliznicich. S vyuzZitim qPCR byla odhadnuta bakteridlni abundance a néaslednou sekvenaci
variabilni oblasti genu pro 16S rRNA byla detekovana bakteridlni diverzita sliznic. Vysledky
prokézaly, ze sliznice se odliSuji v odhadovaném mnozstvi bakterii a také hodnotami alfa
diverzity. Zatimco trus byl mistem s nejveétsim poctem bakterii, nosni sliznice a moc¢
obsahovaly bakterii nejméné. Taktéz nejvySsi alfa diverzita byla detekovdna ve vzorcich
kazda sliznice je specifickd svym bakteridlnim slozenim, dokonce i na rodové urovni.
Signifikantni vysledky byly prokdzany i ve zménach bakteridlnich populaci ve vaginé v
pribéhu estralniho cyklu. V estru byl oproti nasledujicim fazim detekovan nardst v poctu

cvwr

diverzita. Vliv pohlavi na bakteridlni populace nebyl signifikantné prokdzan v zadné sliznici.

Kli¢ova slova: mys, Mus, mikrobiota, estralni cyklus, qPCR, sekvenace DNA






Abstract

Microbiota becomes one of the most important subjects in biological research and
numerous studies revealed that microbiota plays a broad spectrum of essential roles in
different organisms. This master thesis focuses on the bacterial part of microbiota contained
in mucosal tissues of wild house mice (Mus musculus musculus). Male and female samples
were collected by nasal and oral cavity lavages, vaginal mucosa lavages and from urine and
stool. We aimed to detect quantitative, qualitative and sex-specific differences in bacterial
populations between mucosal tissues with particular focus on bacterial cycling in vaginal
mucosa during the estrous cycles. Bacterial abundances were estimated by qPCR whilst
bacterial diversity was detected by targeted metagenomic sequencing of the hypervariable
region of the 16S rRNA gene. Significant differences were detected in bacterial abundances
and alpha diversity between particular mucosal tissues. Stool samples contained the highest
number of bacteria, while samples from the nasal mucosa and urine contained low amount of
bacteria. The highest alpha diversity was discovered in stool samples, the least alpha diversity
was found in the urine. Mucosal tissues also varied based on the bacterial composition on the
level of particular genera. Detailed analysis of estrous cycles revealed significant changes in
microbiota. High bacterial load and low alpha diversity was detected during proestrus and
estrus — represented e.g. by the genus Rodentibacter — whilst the load rapidly decreased in
metestrus and diestrus. However, no other sex-specific differences between particular tissues

were detected in this study.
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Seznam pouzitych zkratek

OTU operacni taxonomicka jednotka/ky (z angl. operational taxonomic unit)

GF mySi  axenické mysi (z angl. germ-free mice)

SPF mySi  mysi bez specifickych patogent (z angl. specific-pathogen-free mice)

SCFA mastné kyseliny s kratkym fetézcem (z angl. fatty chain acid)

HPA osa  osa hypotalamus-hypofyza-nadledviny (z angl. hypothalamic-pituitary- adrenal

axis)
BDNF mozkovy neurotrofni faktor (z angl. brain derived neurotrophic factor)
VBNC bakterie zivotaschopné nekultivovatelné bakterie (z angl. viable but

nonculturable bacteria)

CAMP z angl. cathelicidin antimicrobial peptide

NGP z angl. neurotropilic granule protein

OBP odorant vazajici protein (z angl. odorant binding protein)

AMP antimikrobidlni proteiny

MUP hlavni mocovy protein (z angl. major urinary protein)

LPN lipokalin (z angl. lipocalin)

Cp z angl. crossing point

NMDS nemetrické mnohorozmérné Skalovani (z angl. non-metric multidimensional

scaling)
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1 Uvod

Bakterie tvoii jednu ze tii zakladnich domén zivota, dal$imi jsou Archea a
Eukaryota (Woese et al., 1990). Nejstarsi fosilie bakterii jsou datovany do obdobi prahor
z doby pired 3,5 miliardami let a pochazi z naleziSt v severozapadni Australii a jizni
Afriky (Awramik et al.,, 1983; Walsh a Lowe, 1985). Bakterie jsou jednobunécné
prokaryotick¢ mikroorganismy obyvajici nejriznéjsi prosttedi po celé Zemi. Jejich
velikost se obvykle pohybuje v fadu nékolika mikrometra a vétSina bakterii ma kulovity
nebo tyCinkovity tvar (Madigan et al., 2010).

Bakterialni buika ma charakteristické strukturni znaky prokaryot. Namisto
pravého jadra ohraniceného jadernou membréanou, které se vyskytuje u eukaryotickych
bunck, obsahuje pouze nukleoid. Ten je umistén v cytoplasmé¢ a je tvofen jedinou
cirkularni molekulou DNA. Dal$im znakem je absence jakychkoliv membranovych
organel v cytoplasmé, jako jsou naptiklad mitochondrie, endoplasmatické retikulum ¢i
Golgiho aparat, které jsou bézné¢ pfitomné u eukaryotickych bunck. Jedinou
membranovou organelu tak predstavuje pouze cytoplasmaticka membrana. Bakterie dale
obsahuji ribozomy, které se podili na syntéze proteinii a svoji stavbou se odliSuji od
ribozomli eukaryot. Ribozom prokaryot se skladd z malé podjednotky obsahujici
proteiny, které jsou kodovany 16S rRNA a velké podjednotky obsahujici proteiny
kodovany 5S a 23S rRNA. VétSina bakterii md okolo cytoplasmatické membrany
peptidoglykanovou bunécnou sténu, kterd bunice doddva tvar a mechanickou odolnost
vici vngjSimu prostredi. Nekteré bakterie maji navic na povrchu bunééné stény kapsulu,
ktera taktéz prispiva k ochrané celé buinky. Na bunice mohou byt déale ptitomny biciky €1
pili umoznujici pohyb. Bakterie mohou obsahovat také utvary zvané plazmidy, které jsou
stejné jako nukleoid nositeli genetické informace (Madigan et al., 2010; Vellai a Vida,

1999) (Obr. & 1).
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Obr. ¢. 1: Struktura bakterialni buiiky. Upraveno z Hiremath et al. (2012)



Bakterie lze rozlisit dle rozdilné stavby bunécné stény na tzv. gram negativni a
gram pozitivni. Na zdklad¢ propustnosti bunécné stény ziskavaji bakterie pii pouziti
Grammovy barvici metody odliSné zbarveni. U grampozitivnich bakterii je buné¢na sténa
tvofena silnou peptidoglykanovou vrstvou. Krystalova violet, ktera se pfi tomto zptsobu
barveni pouziva, se dostane dovniti builkky a dodéd ji modrofialové zbarveni. Bunétna
sténa gramnegativnich bakterii je komplexnéjsi a sklada se z tenké peptidoglykanové
vrstvy a vné€j$i membrany, kterd obsahuje také vrstvu lipopolysacharidi. Kvali vyssi
propustnosti této bunécné stény je v nasledném kroku krystalova violet’ z buiikky vymyta a
po dobarveni karbolfuchsinem ¢i safraninem jsou bakterie zbarveny rizové (Beveridge,
2001).

Bakterie jsou vSudyptitomné - vyskytuji se v pude, ve vode, ve vzduchu, ale také
na povrchu a uvnitf tél rostlin a zivo¢ichti (napt. Torsvik et al., 1990; Zhang et al., 1991;
Rodrigue et al., 1993; Brodie et al., 2007; Wang et al., 2012). Mikroorganismy, kter¢ ziji
v symbiotickém vztahu se svym hostitelem, se souhrnné oznacuji jako mikrobiota. Tvofi
ji viry, bakterie, archea, prvoci i houby. Taktéz se pouziva termin mikrobiom, do kterého
se fadi mikrobiota, soubor vSech jejich genomi a prostiedi. Existuje také termin
metagenom, ktery pfimo definuje soubor genomii komunity mikroorganismi ziskanych
z konkrétniho prostfedi (Marchesi a Ravel, 2015). Vzhledem k tomu, ze tyto definice
nejsou zatim plné ustalené a jsou Casto zaménované, pro potieby této diplomové prace
bude pouzivan pouze termin mikrobiota, ve kterém jsou zahrnuty jen bakterie bez
ostatnich mikroorganismt. Bakterialni diverzita se nejcastéji uruje pomoci sekvenace
variabilniho useku 16S rRNA. Sekvence tohoto useku jsou na zikladé podobnosti
(vétSinou 97%) dale klastrovany do tzv. operacnich taxonomickych jednotek (OTU, z
angl. operational taxonomic unit) (Nguyen et al., 2016).

Bakterie tvoti podstatnou slozku celého organismu. Napiiklad pocet bakteridlnich
bunék v lidském téle prevysuje pocet vlastnich bunck a jejich pomér byl diive odhadovan
na 10:1. Soucasné odhady jsou stfidméjsi a ukazuje se, Ze u muze vaziciho 70 kg tvofi
bakterie kolem 3,8 x 10'® bunék, zatimco vlastnich buné&k je okolo 3,0 x 10'3. Vaha vsech
bakteridlnich bun¢k v lidském téle se pohybuje okolo 0,2 kg (Sender et al., 2016).

Vztah bakterii se svymi hostiteli miize mit podobu parazitismu, komensalismu
nebo mutualismu. Parazitické bakterie svému hostiteli Skodi a zplsobuji mu riizna
onemocnéni, jako naptiklad Helicobacter pylori — ptivodce zanét zaludku (Dooley et al.,
1989). Komenzalni bakterie svému hostiteli vyrazné neprospivaji, ale ani mu neskodi.

Ptikladem mohou byt rizné kozni bakterie, jako jsou nekteré kmeny Propionibacterium



acnes (Fitz-Gibbon et al., 2013). Pfitomnost mutualistickych bakterii m& na hostitele
pozitivni vliv. Podili se na spravném vyvoji a funkci organismu a jakékoliv naruSeni
takové bakteridlni populace se muiize nepfiznivé projevit na zdravotnim stavu daného
jedince (Gareau et al., 2011; Clemente et al., 2012). Patfi k nim zejména rizné stfevni
bakterie, které se podili mimo jiné na zpracovavani potravy a syntéze dulezitych latek
(Gill et al., 2006). Stfevni mikrobiota je nékdy povazovéna za samostatny organ, coz
naznacuje jeji vyznamnou funkci ve zdravi i nemoci (Boccei, 1992; Baquero a Nombela,
2012). Konkrétni druh bakterie vSak nemusi striktné nalezet pouze k jednomu typu
interakce vznikajici mezi nim a hostitelem. Napiiklad bakterie Escherichia coli se sklada
z mnoha riznych kmeni, z nichz nékteré jsou neskodné ¢i prospésné a ostatni naopak pro
svého hostitele predstavuji patogeny (Clermont et al., 2011; Loong et al., 2016). Také
doposud neskodné bakterie se v dusledku poklesu mutualistickych bakterii mohou
pfemnozit a stat se patogennimi mikroorganismy. Tato situace, kdy je naruSena pfirozena
bakterilni rovnovédha mezi mikrobiotou a hostitelem, se nazyva dysbiéza. Casto k ni
dochazi naptiklad ve vagin€ a oznacuje se terminem bakteridlni vagin6za (Fredricks et al.,
2005). O funkci prevazné mutualistickych bakterii v riznych typech sliznic mysi doméci
budou pojednévat nasledujici podkapitoly.

K porozuméni symbiotickych interakci mezi bakteriemi a jejich hostiteli se
vyuzivaji rizné druhy modelovych organismi. Ty umoznuji objasnit, jakym zpiisobem
vznikaji rizné typy téchto interakci a jaké konkrétni procesy dokaze mikrobiota uvniti
hostitele ovliviiovat (Kostic et al., 2013). Jednim z modelovych organismil je naptiklad
havajska sépie - sepiola kropenata (Euprymna scolepes), ktera zije v mutualistickém
vztahu s bakteriemi druhu Vibrio fischeri. Tyto bakterie kolonizuji ventralni stranu téla
sepiol, kde se dostavaji do svételného organu a nasledné spousti jeho maturaci. Bakterie
produkuji svételné zéfeni, které sepioly béhem noci, kdy lovi potravu, chrani pied
predatory vyskytujicimi se pod nimi. Diky osvétleni jsou sepioly hlie detekovatelné,
protoze obrys jejich téla vizualné splyva s vodni hladinou (tzv. protiosvétleni, z angl.
counter-illumination). Pro bakterie je tento vztah také vyhodny, protoZe zde ziskavaji
dostatek potfebnych zivin (Boettcher a Ruby, 1990; McFall-Ngai a Montgomery, 1990).
Sepioly jsou vhodnym modelovym organismem, protoze umoziuji zkoumat interakci
mezi hostitelem a jen jednim jeho symbiontem (Kostic et al., 2013).

Dal$im castym modelovym organismem je octomilka obecnd (Drosophilla
melanogaster). U tohoto Zivoc¢icha bylo prokazéano Siroké spektrum plisobeni mikrobioty

na rtizné procesy, jako je naptiklad vyvoj larvy (Storelli et al., 2011), utvafeni imunitniho



systétmu (Hedengren-Olcott et al., 2004) a také preference pro sexualniho partnera
(Sharon et al., 2010). Octomilky byly rozdéleny na dvé skupiny, které se liSily typem
pfijimané potravy. Poté byly obé tyto skupiny spojeny dohromady a ukazalo se, Ze
octomilky davaji prednost pareni s témi jedinci, kteti dostavali stejny typ potravy. Pokud
byla octomilkam podavana antibiotika, tato preference byla pferusena. Pfijimana potrava
tedy nasledné modifikuje slozeni mikrobioty uvniti stteva. Piesny mechanismus, jakym
bakterie ovliviiuji sexudlni preferenci, neni znam, ale zfejm¢é v ném maji roli rizné
odoranty, které mikobiota svou ¢innosti produkuje (Sharon et al., 2010).

Mezi hojné vyuzivané zastupce modelovych organisml u obratlovcil patii my$S
domaci (Mus musculus). Dosud existuje jen nékolik malo publikaci, které se zabyvaji
mikrobiotou u divokych mysi. Védecké vyzkumy se soustfedi spiSe na detekci a vliv
mikrobioty u laboratornich mysi, jako jsou napfiklad kmeny BALB/c ¢i C57BL/6
(Cowley a Heiss, 1991; Kaushic et al., 1998; Noguchi et al., 2003; Anderson et al., 2004).
Takovi zivoCichové vSak mohou mit kvili Zivotu ve specifickych laboratornich
podminkach pozménénou skladbu i redukovanou diverzitu celé mikrobioty oproti
populaci divokych jedincti (Weldon et al., 2015). Casto se také vyuZivaji axenické mysi
(GF mysi, z angl. germ-free mice), které jsou chovany ve sterilnim prostiedi, kde je
zachovan jejich bezmikrobni stav. Porovnani GF mysi s kontrolnimi skupinami, jako jsou
mysi s béZznou mikrobitou ¢i mysi, jejichz mikrobiota neobsahuje urcité patogeny (SPF
mysi, z angl. specific-pathogen-free mice) pomaha odhalit, v jakych oblastech a do jakeé
miry ovliviiuji bakterie vyvoj a fungovani svého hostitele (Turnbaugh et al., 2006; Ivanov

et al., 2008; Desbonnet et al., 2014).



1.1 Stfevni mikrobiota

U mysi je nejvice prozkoumana stavba a funkce stievni mikrobioty. Stfevni
bakterie pomahaji rozkladat a dale zpracovavat, u mysi a ostatnich zivocichi, jinak
nestravitelné slozky potravy (Hawksworth et al., 1971; Salyers et al., 1978). Jejich
¢innosti tak vznikaji latky jako naptiklad mastné kyseliny s kratkym fetézcem (SCFA, z
angl. short - chain fatty acid), které predstavuji dilezity zdroj energie pro stievni builky
(Roediger, 1982; Donohoe et al., 2011), podporuji jejich proliferaci (Sakata, 1987) a
reguluji imunitni odpovéd’ ve stfevé (Kim et al., 2013; Smith et al., 2013). Bakterie se
také podili na syntéze nckterych vitamind (Burkholder a McVeigh, 1942; Leviton a
Hargrove, 1952) ¢i aminokyselin a ovliviiuji metabolismus sacharidii (Gill et al., 2006).

Stfevni mikrobiota ma vliv i na ukladéani télesného tuku. Kontrolni mysi mély
oproti GF mys$im o 42 % vice télesného tuku navzdory tomu, ze denné zkonzumovaly
mén¢ potravy. Po kolonizaci stfeva bakteriemi u GF mysi doslo k navySeni télesného tuku
témét o 60 % 1 presto, Ze byl u nich také zaznamenén niz$i pfijem potravy (Béckhed et
al., 2004). V poslednich letech se ukazuje, Ze stievni bakterie by mohly pfispivat i ke
vzniku obezity. Mezi geneticky upravenymi obéznimi a hubenymi mySmi byly objeveny
rozdily ve skladbé této mikrobioty. Je tedy mozné, Ze stievni bakterie obéznich jedinct
dokazi efektivnéji zpracovavat Ziviny piijaté v potravé (Ley et al., 2005; Turnbaugh et al.,
2006, 2009). K tomu pftispiva 1 fakt, Ze kolonizace GF mysi mikrobiotou pochézejicich
z obéznich jedinct zpusobi vyssi prirtstek télesného tuku, nez kolonizace GF mysi
mikrobiotou od hubenych jedincti (Turnbaugh et al., 2006).

Stfevni bakterie jsou také diileZité pro spravny vyvoj a funkci imunitniho systému.
Podili se naptfiklad na diferenciaci imunitnich bunék, jako jsou nékteré pomocné
(Mazmanian et al., 2005; Ivanov et al., 2008, 2009) a regulacni T-lymfocyty (Round a
Mazmanian, 2010) a podporuji tvorbu lymfoidnich tkani (Mazmanian et al., 2005).
Bakterie také chrani stievo hostitele pfed kolonizaci patogennimi mikroorganismy (Van
der Waaij et al., 1971; Theriot et al., 2014).

Pisobeni stfevni mikrobioty dosahuje aZz k mozku, kde vyrazné ovliviiuje jeho
vyvoj a nasledné i Sirokou Skalu chovani a schopnosti daného jedince. Tento vztah je
oznac¢ovan pomérné noveé vzniklym terminem: osa mikrobiota - stievo - mozek (z angl.
microbiota - gut - - brain axis) (Rhee et al, 2009; Bercik et al., 2011). Stfevni bakterie
maji prokazatelny vliv na rozvoj socidlniho chovani. V behaviordlnich experimentech

vykazovaly GF mysSi oproti kontrolnim mySim nestandardni znaky v socidlnim chovani



projevujici se naptiklad mensi socidlni motivaci, tedy nizsi snahou o kontakt s jedinci
stejného druhu (Desbonnet et al., 2014). Obdobné vysledky piinesly i1 experimenty
s krysami (Degroote et al, 2016). GF mysi a také mysi, kterym byla podévana antibiotika
pro naruSeni skladby stievni mikrobioty, mély oproti kontrolnim mySim také mensi
projevy uzkostného chovani (Bercik et al., 2011; Heijtz et al., 2011; Neufeld et al., 2011;
Arentsen et al., 2015; Desbonnet et al., 2015). To bylo posuzovano napiiklad pomoci
testu svétlého a tmavého boxu, ktery vyuziva no¢niho zptsobu zZivota mysi a tedy i jejich
ptirozené tendence zdrzovat se spiSe v tmavsich mistech. Ve vyzkumu Heijtz et al. (2011)
se ukézalo, ze GF mysi stravily ve svétlé ¢asti boxu signifikantné vice ¢asu, neZ kontrolni
mys$i a dokonce se v této ¢asti vyskytovaly €astéji, nez v tmavé.

Mezi dalsi oblasti, které jsou ovliviiovany stfevnimi bakteriemi, patii kognitivni
schopnosti. U GF myS$i i myS$i s antibiotiky bylo zaznamenano poskozeni v procesu
dlouhodobé paméti (Gareau et al., 2011; Desbonnet et al., 2015; Frohlich et al., 2016).
Jind série experimentl odhalila, Ze nepfitomnost mikrobioty nebo zména v jejim slozeni,
muze vyrazné narusit také kratkodobou pamét’ (Gareau et al., 2011; Jang et al., 2018) a
schopnost uceni se (Bercik et al., 2011). U GF mysi byly oproti kontrolni skupiné¢ mysi
zaznamenany také Cast&j$i projevy repetitivniho chovani, napiiklad tzv. self-grooming
neboli ¢isténi vlastniho téla (Desbonnet et al., 2014). Vliv bakterii byl prokdzan i na
pohybovou aktivitu. V Open-field testu urazily GF mysi oproti kontrolnim myS$im delsi
vzdalenost a také vice prozkoumavaly své okoli (Heijtz et al., 2011; Arentsen et al.,
2015).

Stfevni mikrobiota plisobi 1 na funkci osy hypotalamus-hypofyza-nadledviny
(HPA osa, z angl. hypothalamic-pituitary-adrenal axis), kterd spousti stresovou reakci
organismu a jejiZ ¢innosti je mimo jiné produkovan 1 stresovy hormon kortikosteron. U
GF mysi byla prokézdna zvySena reakce HPA osy. Po stresové zatézi jim byla namétena
vyssi hladina kortikosteronu v plasmé, nez kontrolni skupiné mysi (Sudo et al., 2004;
Gareau et al., 2011; Clarke et al., 2013).

Ukazalo se, Ze pokud byly GF mysi kolonizovany bakteriemi, vyvijely se béZznym
zpisobem a v behaviordlnich a dalSich testech dosahovaly obdobnych vysledkii jako
kontrolni mysi. Oblasti, které byly pisobenim bakterii napraveny, zahrnovaly socialni
chovani (Desbonnet et al., 2014), schopnost uceni se, zkostlivé chovani (Bercik et al.,
2011), pohybovou aktivitu (Heijtz et al., 2011) 1 reakci HPA osy (Sudo et al., 2004). Bylo
vsak prokazano, ze kolonizace musi probc¢hnout v brzkém veéku mysi, protoze existuje jen

urcité obdobi Zivota, kdy mohou bakterie ovliviiovat vyvoj mozku a nasledné i chovani.



nem¢ly bakterie na vyvoj HPA osy Zadny ucinek (Sudo et al., 2004).

Doposud nejsou zcela objasnény mechanismy, jakymi bakterie plisobi na vyvoj
mozku svého hostitele. Bylo vSak prokézéano, ze GF mysi a mysi, kterym byla podévana
antibiotika, mély oproti kontrolnim mySim zmeény v expresi nékterych geni. Jednim
znich je napfiklad gen kodujici mozkovy neurotrofni faktor (z angl. brain derived
neurotrophic factor = BDNF), jehoz exprese byla v nékolika oblastech mozku, pfedev§im
v hippocampu nizsi, nez u kontrolni skupiny mysi (Gareau et al., 2011; Heijtz et al., 2011;
Clarke et al., 2013; Arentsen et al., 2015; Desbonnet et al., 2015). Protein BDNF se
ucastni neurogeneze a podili se tak na vzniku novych neuronti a jejich dal§im vyvoji. Je
proto dulezity i pii procesech jako je uceni a pamét’ (Linnarsson et al., 1997; Heldt et al.,
2007). Nekteré védecké publikace davaji do souvislosti nizkou expresi tohoto genu i
s rozvojem uzkostného chovani a depresemi (Chen et al., 2006; Soliman et al., 2010;
Berry et al., 2012). GF mySi a mysi s pozménénou stfevni mikrobiotou mély taktéz
odli$nou hladinu nékterych neurotransmiterd oproti kontrolnim mysSim. Rozdily se tykaly
predevsim koncentraci serotoninu a jeho metabolitli v hippocampu a striatu, které byly
zpravidla vy$S§i neZ u kontrolni skupiny mySi a souvisely také sniz§imi projevy
uzkostného chovani (Heijtz et al., 2011; Clarke et al., 2013; Desbonnet et al., 2015).

Dosavadni poznatky o stfevni mikrobioté divokych mysi se zakladaji predevsim
na analyze vzorkil, které byly ziskany od poddruhu Mus musculus domesticus. Jeho
stfevni mikrobiota je tvofena zejména kmeny Firmicutes a Bacteroidetes. Poméry téchto
dvou kmenil se mezi jedinci 1i8i, ale vétSinou je dominantnim kmenem Firmicutes. Mezi
dal§i pfitomné bakteridlni kmeny, avSak s vyrazné nizs§i abundanci, patfi naptiklad
Proteobacteria, Deferribacteres, Tenericutes, Fusobacteria a TM7 (Linnenbrink et al.,
2013; Kreisinger et al., 2014; Weldon et al., 2015). K nejhojnéj$im bakteridlnim ¢eledim
se fadi Lachnospiraceae a Ruminococcaceae (Weldon et al., 2015), krodim dale
Bacteroides, Helicobacter, Robinsoniella a Barnesiella (Linnenbrink et al., 2013; Wang
et al., 2014). Slozeni této mikrobioty je utvafeno kombinacemi riznych faktort. Vliv ma
nejen genom hostitele (Benson et al., 2010; McKanite et al., 2012), ale i vnéjsi prostiedi
jako je naptiklad dostupny typ potravy (Hildebrandt et al., 2009; Wang et al., 2014;
Carmody et al., 2015).

Wang et al. (2014) se domnivaji, ze stfevni mikrobiotu divokych mysi Ize podle
zastoupeni urcitych bakteridlnich rodii zatradit do jedné ze dvou skupin, tzv. enterotypu.

Prvni enterotyp (E1) byl definovan zejména vyssi abundanci rodu Bacteroides, u druhého



enterotypu (E2) patiil k hojnym rodiim Robinsoniella a také neklasifikovany rod z ¢eledi
Lachnospiraceae. Enterotypy se odliSovaly pomérem piitomnych funk¢nich genomickych
kategorii, které se podili na zpracovavani potravy. E1 byl obohacen pfedevsim o geny,
které se ucastni metabolismu proteint, kdezto E2 naopak obsahoval vice gent dilezitych
pro metabolismus sacharidi. Utvareni enterotypt tedy pravdépodobné uzce souvisi
s typem piijimané potravy (Wang et al., 2014). Tii rizné enterotypy byly objeveny i v
lidském stfevé (Arumugam et al., 2011), avSak jejich existence je stile pfedmétem
diskuzi (Knights et al., 2014; Clostea et al., 2018) .

Divoké mysi maji jiné sloZeni stfevni mikrobioty, nez mysi laboratorni. Kreisinger
et al. (2014) objevili signifikantni rozdil jiz na kmenové urovni. Zatimco ve stfevech
divokych mysi se vyskytovaly, jak jiz bylo zminéno vySe, pfevazné bakterie z kmene
Firmicutes, u inbrednich linii odvozenych od divokych mysi naopak dominoval kmen
Bacteroidetes. Dale bylo prokazéano, Ze mezi témito dvéma skupinami mysi se 16 % OTU
vyznamn¢ odliSuje. U divokych mysi byly s vét§i abundanci detekovany bakterie z celedi
Lachnospiraceae, Lactobaciallaceae, Ruminococaceae a Porphyromonadaceae. U
inbrednich mysi byly naopak hojnéji zastoupené bakterie z celedi Rikenellaceae a
Bacteroidaceae (Kreisinger et al., 2014). Linnenbrink et al. (2013) se zaméfili na
porovnani poctu bakteridlnich rodl a zjistili, Ze divoké mysi maji v priméru vice téchto
rodl, neZ mysi laboratorni. Nicmén¢ v jiné publikaci dosahovala alfa i beta diverzita u

obou skupin mysi stejnych hodnot (Kreisinger et al., 2014).

1.2 Mikrobiota v moc¢i

Mo¢ byla dfive chybné povazovana za sterilni tekutinu. S vyuzitim
metagenomického pfistupu namisto béznych kultivaénich metod se ukazalo, Ze ve
skutecnosti se bakterie v mo¢i bézné vyskytuji a jejich pfitomnost nemusi znacit pouze
né¢jaky druh mocové infekce (Dong et al., 2011; Siddiqui et al., 2011; Wolfe et al., 2012;
Lewis et al., 2013; Burton et al., 2017; Dietrich et al., 2017). Védecky vyzkum se
zaméiuje predevSim na Cloveéka s cilem definovat jeho mocovy mikrobiom a odhalit, zda
maji bakterie n¢jakou roli pfi vzniku onemocnéni mocového Ustroji (Pearce et al., 2014;
Karstens et al., 2016; Curtiss et al., 2017). Mezi zdravymi a nemocnymi jedinci, trpicimi

naptiklad hyperaktivnim mocovym méchytem, byly objeveny odchylky v kompozici této



mikrobioty. Ukazuje se tedy, Ze pro spravnou funkci vyluCovaciho systému je skladba
mikrobioty ziejmée velmi dilezitym faktorem (Curtiss et al., 2017).

Mikrobiota v moci laboratornich a divokych mysi nebyla doposud hlavnim
tématem zaddného védeckého vyzkumu. Existuje pouze publikace, ve které byl vyskyt
bakterii v mo¢i potvrzen u laboratornich mysi BALB/c. Dale bylo odhaleno, ze moc
téchto mysi obsahuje vyznamny podil slozky Zivotaschopnych, ale nekultivovatelnych
bakterii (VBNC, z angl. viable but nonculturable bacteria). Tyto bakterie se nachazeji ve
specifickém ptfechodném stavu, kdy se nedéli a tudiz nerostou v béznych kultivacnich
médiich jako ostatni bakterie. Nejsou tedy snadno detekovatelné a konecné vysledky o
celkovém poctu zivych bakterii v urcitém vzorku mohou byt silné¢ podhodnoceny.
Priimérna koncentrace kultivovatelnych bakterii v mo¢i BALB/c mysi byla 1,5 x 10?
CFU/ml, kdezto primémé koncentrace VBNC bakterii dosahovala hodnoty 4,5 x 10°
CFU/ml. Blizsi popis ohledné skladby mikrobioty v mo¢i mysi v§ak chybi (Anderson et
al., 2004). Dalsi publikace pouzily model mysi pouze k bliz§imu objasnéni obrany
organismu pii infekci mocovych cest (Aronson et al., 1979; Hagberg et al., 1983;
Hvidberg et al., 2000; Chromek et al., 2006).

SloZeni bakterii v mo¢i nebylo detailné¢ zkoumano ani u jinych Zivocichi.
Vyjimku tvofi pouze pes domaci (Burton et al., 2017) a n€kolik druht africkych netopyrii
moci psa s abundanci vys$s$i nez 1 %, se fadi do kmene Proteobacteria. Mezi né patii
Pseudomonas sp., Sphingobium sp., Acinetobacter johnsonii a také blize neklasifikované
bakterie z Celedi Bradyrhizobiaceae a Xanthomonadaceae. Dal$i OTU, s abundanci vétsi
nez 0,1 %, pochdzi zejména z kmene Proteobacteria, dalsi z kmenli Bacteroidetes,
Firmicutes a Actinobacteria. Dietrich et al. (2017) odebrali vzorky mo¢i zastupclim Ctyt
druhti africkych netopyr. Mezi nejhojnéji zastoupené bakterialni kmeny, podobné jako u
pst, patrily Firmicutes (39,3 % sekvenci), Proteobacteria (32,6 %) a Actinobacteria
(13,1%). Mezi jednotlivymi netopyry byla odhalena také velké variabilita ve sloZeni této

mikrobioty.



1.3 Vaginalni mikrobiota

Skladba vagindlni mikrobioty mysi domaci byla doposud zkouména pouze u
laboratornich jedincti. Pomoci kultivacnich metod bylo zjisténo, ze k béznym
bakteridlnim rodim téchto mysi patti Streptococcus, Lactobacillus, Corynebacterium,
Staphylococcus a Actinomyces. Jedna se tedy zejména o zastupce kmenti Firmicutes a
Actinobacteria (Cowley a Heiss, 1991). Taktéz Noguchi et al. (2003) potvrdili pomoci
kultivacnich metod ¢etny vyskyt rodu Streptococcus ve vaging laboratornich mysi. Ten se
zde stal dokonce nejhojnéjSim rodem ve vaginé vibec. K nejvice abundantnim
bakteridlnim rodim, ve vyzkumu zaloZeném na sekvenovani bakteridlni DNA, se fadily
krom& streptokokd také rody Acinetobacter, Sphinogmonas, Enterococcus a
Polaromonas.  Nejhojnéjsi  kmeny  pfedstavovaly  Firmicutes, Proteobacteria,
Actinobacteria, Bacteroidetes a Cyanobacteria (Barfod et al., 2013).

Vaginalni mikrobiota Zen je naopak tvofena zejména bakteriemi rodu
Lactobacillus. Ptevazuji hlavn€ druhy jako L. crispatus, L. gasseri, L. iners a L. jensenii
(Zhou et al., 2004; Ravel et al., 2011; Gajer et al., 2012; Shipitsyna et al., 2013; Chaban
et al., 2014). Laktobacily produkuji kyselinu mlé¢nou, ktera vyrazné piispiva k niz§imu
vaginalnimu pH. Prostfedi vaginy se tak stava pro spoustu patogent nehostinné (Skarin a
Sylwan, 1986; O’Hanlon et al., 2013). Dale syntetizuji antimikrobialni peptidy -
bakteriociny a také H>O», které rovné€z inhibuji riist ostatnich bakterii (Eschenbach et al.,
1989; Klebanoff et al., 1991; Stoyancheva, et al., 2014). Ukazuje se ovSem, ze dominance
laktobacili ve vaginé je pouze doménou clovéka. U ostatnich Zivocichi se rod
Lactobacillus vyskytuje v nizSich abundancich a pfevazuji jiné bakteridlni rody.
Prokézano to bylo naptiklad u krys (Yamada et al., 1983; Noguchi et al., 2003), kieckl
(Noguchi et al., 2003), mysi ( Noguchi et al., 2003; Barfod et al., 2013), n¢kterych
hospodaiskych zvifat (Swartz et al., 2014) a pst (Noguchi et al., 2003; Hutchins et al.,
2014).

SloZeni vaginalni mikrobioty neni konstantni, ale méni se v zavislosti na pravé
probihajici fazi estralniho cyklu (Larsen et al., 1976, 1977; Yamada et al., 1983; Cowley
a Heiss, 1991; Noguchi et al., 2003). Ten u hlodavct trvd obvykle Ctyfi az pét dni a
sklada se ze Ctyf fazi: proestrus, estrus, metestrus a diestrus (Mandl, 1951; Marcondes et
al., 2002). Jeho pribéh je fizen pohlavnimi hormony, jako jsou zejména
folikulostimula¢ni hormon, estrogen, luteinizacni hormon a progesteron (Butcher et al.,

1974; Walmer et al., 1992). Ve vagin¢ laboratornich mysi i krys se béhem proestru a estru
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nachazi signifikantné vice bakterii, nez v nasledujicich fazich — metestru a diestru (Larsen
et al., 1976; Cowley a Heiss, 1991). Zatimco k nejvétSimu nartstu bakterii dochazi
v estru, v metestru jejich mnozstvi vyrazné klesa (Larsen et al., 1977). Tento snizeny
bakteridlni stav pretrvavd az do diestru (Noguchi et al., 2003). V proestru zacinaji
bakterialni populace opét rust (Larsen et al.,, 1976). Nejvétsi prirstek ve vaginé
laboratornich mysi béhem estru vykazovaly rody Lactobacillus a Streptococcus (Cowley
a Heiss, 1991). Fluktuace bakteridlnich populaci ve vaginé byla dale detekovana
napiiklad i u kfeckd a pst (Noguchi et al., 2003).

Jeden z faktord, ktery ovliviiuje mnozstvi bakterii ve vaginé je ¢innost imunitniho
systému. Ta je vyrazné sniZena béhem estru, tedy obdobi, kdy dochazi k pareni. Tim se
zvySuje Sance na preziti spermii v reprodukénim traktu samice a na UspéSné oplozeni
vajicka. V nésledujicich fazich je funkce imunitniho systému navracena do bézného stavu
a vaginalni prostiedi je tak chranéno pied kolonizaci patogennimi mikroorganismy
(Kaushic et al.,, 1998). Nejvice imunitnich bun¢k se ve vaginé laboratornich krys
nachazelo pravé v pribehu metestru a diestru (Larsen et al., 1976, 1977). V diestru bylo
zaznamenano napiiklad vétsi mnozstvi granulocytli, makrofagl i dendritickych bunék,
nez v estru (Kaushic et al., 1998). Ukazuje se vSak, Ze mnozstvi bakterii ve vaginé je
béhem estru do wurcit¢é miry regulovdno pomoci zvySené exprese nékterych
antimikrobialnich proteinti. Mezi takove proteiny u divokych mysi patii zejména mucin 1,
ktery je v estru exprimovan az 4,5 x vice, nez v ostatnich fazich. Dal§imi proteiny jsou
napiiklad uromodulin, lipopolysacharid vazajici protein a také ovostatin s LYG1 (z anlg.
lysozyme g-like protein), jejichZ exprese je v nasledujici fazi vyznamné snizena. Taktéz
v metestru se objevuji proteiny s antibakterialnimi ucinky, u kterych byla zaznamenéna
zvySena genova exprese. Patfi k nim pfedevSim proteiny z rodiny katelicidint, které jsou
oznacovany za antibiotika, jako je CAMP (z angl. cathelicidin antimicrobial peptide) a
NGP (z angl. neutrophilic granule protein) (Cerna et al., 2017).

Nartst bakterii béhem estru miize byt zpiisoben i zvySenou sekreci zlaz ve vaging.
V této fazi dochazi k nejvétsi tvorbé hlenu a jeho slozky mohou pro bakterie slouzit jako
kultivaéni medium (Noguchi et al., 2003). V estru se ve vaginé nachéazi také velké
mnozstvi epitelidlnich keratinizovanych bunék (Goldman et al., 2007; Byers et al., 2012).
Ukazalo se, Ze zvySeny vyskyt bakterii tizce souvisi s ptitomnosti pravé tohoto bunécného
typu (Larsen et al., 1976; 1978). Keratinizované bunky mohou pro bakterie pfedstavovat

zdroj zivin a podporovat tak jejich rist (Yamada et al., 1983)
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1.4 Mikrobiota oka

Zavery védeckych praci z poslednich let naznacuji, Ze mikrobiota se nachazi také
na povrchu oka (Graham et al., 2007; Huang et al., 2016; Leger et al., 2017; Wen et al.,
2017). Je vSak slozité tyto bakterie rozeznat od bakterii, které se do oka dostaly
z okolniho prostiedi a predstavuji spiSe prechodné mikrorganismy. Na spojivce
laboratornich mysi C57BL/6 byly detekovany bakterie Corynebacterium mastidis (C.
mast), které ptiznivé ovliviiuji imunitni systém svého hostitele. Vyskyt téchto bakterii
spousti reakci y0 T-lymfocytd produkujici interleukiny 17 (IL-17), které nasledné
zpisobuji migraci neutrofild do této oblasti. Stafylokokové, ktefi byli taktéz
identifikovani v oku téchto mysi, neméli na produkci IL-17 vyznamny ucinek.
K potvrzeni pozitivniho vlivu C. mast na imunitni reakci hostitele byly vyuzity GF a SPF
mysi, kterym byla podavéana antibiotika. U obou skupin mysi dochéazelo k redukci yd T-
lymfocytl produkujici interleukiny, snizené migrace neutrofili a také k redukci exprese
nékterych genli zrodiny IL-17. U SPF mysi také chybél jeden =z hlavnich
antimikrobialnich peptidl, ktery se bézné nachazi v slzach. Tyto zmény zhorSovaly
obranyschopnost oka vii¢i patogeniim, kterym byly mysi vystaveny a dochéazelo u nich k
rozvoji bakteridlni i houbové infekce oka (Leger et al., 2017).

Huang et al. (2016) detekovali ve vzorcich ziskanych stérem ocnich spojivek lidi
celkem 25 bakteridlnich kmenii a 526 rodd. Mezi nejvice dominantni kmeny patiily
Proteobacteria, Actinobacteria, Firmicutes a Bacteroidetes. Rody, které se s rtiznou
abundanci vyskytovaly témét ve vSech vzorcich, byly Corynebacterium, Pseudomonas,
Staphylococcus, Acinetobacter, Streptococcus, Millisia, Anaerococcus, Finegoldia,
Simonsiella a Veillonella. RUzné druhy stafylokokl (Staphylococcus epidermidis, S.
lentus, S. xylosus) byly v oku identifikovany také metodou kultivace (Graham et al.,
2007). Mezi dalsi rody nalezeny v oku se tfadi naptiklad i Propionibacterium (Graham et

al., 2007; Wen et al., 2017).
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1.5 Mikrobiota nosni sliznice

Mikrobiota nosni sliznice se podili na vyvoji ¢ichového epitelu. GF mySi mély
oproti SPF mySim vyrazné ten¢i fasinkovou vrstvu nachdzejicich se na cichovych
bun¢k (Francgois et al., 2016). Nov¢ se také ukazuje, Ze mikrobiota vyskytujici se v nose
hostitele by mohla mit vliv na ¢ich (Koskinen et al., 2018). V publikaci od Koskinen et al.
(2018) byli ucastnici experimentu dle olfaktorickych schopnosti rozdéleni do tii skupin:
nadprimérné normosmicti, primérné normosmicti a hyposmicti. Poté jim byly odebrany
vzorky pochézejici z €ichové sliznice, ze kterych byla nasledné analyzovana skladba
mikrobioty. Vysledky prokazaly, ze tato skladba je signifikantné¢ odliSnd mezi vSemi
olfaktorickymi skupinami. U hyposmické skupiny byla objevena nejvétSi bakteridlni
diverzita a také vysSi abundance bakterii, které jsou producenty butyratu. Jedna se
napiiklad o zastupce taxoni Lachnospiraceae, Enterobacteriaceae, Faecalibacterium a
Porphyromonas. Vyssi koncentrace této siln€ pachnouci latky mize byt tedy odpovédna
za hor$i c¢ichové schopnosti. Rozdil v olfaktorické funkci, respektive v odpovédi
¢ichovych neuronil na pfitomnost odorantii, byl zaznamenan také mezi GF a SPF mySmi.
U GF mysi dochéazelo naptiklad k rychlejsi detekci téchto latek. Vysvétleni mlze byt
takové, Ze bakterie pro odoranty, které se dostavaji k ¢ichovym receptorim, pfedstavuji
bariéru. S odliSnou ¢ichovou funkei souvisi také zména v genové expresi nékterych
proteint tykajici se jak detekce, tak i detoxikace odoranti a transdukce olfaktorickych
signdl. GF mysSi mély napiiklad vyssi expresi geni kodujici nékteré OBP (odorant
vazajici protein, z angl. odorant binding protein), ale naopak niZsi expresi gent, které se
podili na transdukci signalti (Frangois et al., 2016).

U laboratornich mysi kmene BALB/c bylo sloZeni mikrobioty v nosni dutin€ a
dal$ich c¢astech dychaciho traktu (hltan, priiduSnice a pradusky) detekovano pomoci
kultiva¢nich metod. Mezi nejvice abundantni rody pattily Staphylococcus, Micrococcus a
Streptococcus. Zatimco relativni frekvence rodt Staphylococcus a Micrococcus se
smérem od nosni dutiny do dalSich ¢asti dychaciho traktu snizovala, u rodu Streptococcus
nejveétsi pak v praduskach. V nosni dutiné byly dale identifikovany taxony jako
Peptococcus,  Peptostreptococcus, Veillonela, Enterobacteriaceae a v nizkych
abundancich i1 rody Corynebacterium a Lactobacillus (Cangemi de Gutierrez et al., 1999).

U laboratornich mysi kmene C3H/HeN byla skladba mikrobioty v ¢ichovém epitelu
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odhalena sekvenovanim 16S rRNA genu. Prevazovaly zde bakteridlni kmeny
Bacteroidetes a Firmicutes, dalSimi kmeny byly zejména Proteobacteria a Actinobacteria.
U kazdého kmene dominovala pfevazné jen jedna nebo nckolik malo celedi:
Bacteroidaceae  (kmen  Bacteroidetes), Enterococcaceae, Lachnospiraceae a
Ruminococcaceae (Firmicutes), Enterobacteriaceae (Proteobacteria) a Bifidobacteriaceae
(Actinobacteria) (Frangois et al., 2016). U dalsiho hlodavce - kiecka bavinikového
(Sigmodon hispidus) se ukazalo, ze téméf 50 % bakterii obyvajici nosni dutinu se fadi do
rodu Campylobacter. Mezi dalsi pfitomné bakteridlni rody pattily naptiklad Catonella,
Acholeplasma, Streptobacillus a Capnocytophaga (Chaves-Moreno et al., 2015).

Slozeni mikrobioty v nosni dutiné bylo zkoumano také u psii a koek doméacich.
Nejvice abundantni kmen a tfidu piedstavovaly taxony Proteobacteria (nasledovan kmeny
Bacteroidetes a Firmicutes) a Gammaproteobacteria. U pst a kocek byl nejhojnéjSim
rodem Moraxella (Dorn et al., 2017; Isaiah et al., 2017; Tress et al., 2017). Ten byl
s riznou abundanci nalezen ve vSech 23 vzorcich pochézejicich z nosni dutiny pst a
zahrnoval t¢méf 60 % vSech nalezenych taxond. Dal§imi abundantnimi rody u pstu byly
naptiklad  Phyllobacterium, nespecifikovany rod zceledi Cardiobacteriaceae,
Staphylococcus  (Tress et al., 2017), Mycoplasma, Prevotella, Helcoccus,
Cardiobacterium a neklasifikovany rod uvnitt kmene BD1-5 a celed¢ Weeksellaceae
(Isaiah et al., 2017). U koc€ky pak zejména taxony Bradyrhizobiaceae, Sediminibacterium,
Alloiococcus a Neisseriaceae (Dorn et al., 2017).

V nosni dutin€ lidi naopak pfevazuje kmen Actinobacteria, nasledovany kmeny
Firmicutes a Proteobacteria (Bassis et al., 2014; Koskinen et al., 2018). Z kmene

v

Actinobacteria jsou nejhojnéjSimi celedémi Corynebacteriaceae a Propionibacteriaceae

(Bassis et al., 2014). Nejhojngjsimi rody jsou Corynebacterium, Staphylococcus,
Dolosigranulum a Peptoniphilus (Koskinen et al., 2018).

1.6 Mikrobiota tstni dutiny

V Gstni dutin€ se nachdzi bakterie, které se podili napf. na metabolismu
dusikatych latek. Tyto bakterie redukuji dusicnany/nitraty (NO3 ) za vzniku
dusitant/nitritd (NOy"). Ugastni se tak prvniho kroku reakce, na jejimz konci se v zaludku
vytvaii oxid dusnaty (NO) (Tannenbaum et al., 1974; Li et al., 1997; McKnight et al.,

1997). Ten pozitivné ovlivituje funkci kardiovaskularniho systému i gastrointestinalniho
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traktu (Bjorne et al., 2004; Webb et al., 2008; Kapil et al., 2013). Napiiklad u
laboratornich krys v zadni Casti jazyka tvotily bakterie redukujici dusi¢nany az 65 %
vSech kultivovatelnych bakterii. Patfily mezi né¢ zejména rody Staphylococcus,
Pasteurella, Streptococcus a Listonella. Dale zde byla potvrzena pozitivni korelace mezi
hustotou téchto bakterii a produkci dusitana ( Li et al., 1997).

U krys, které byly vyzivovany roztokem dusi¢nanu sodného (NaNOs3) dochazelo
k signifikantnimu nartstu bakterii redukujici dusicnany a v disledku toho i k zvySené
koncentraci NOx v krevni plasmé. Témto krysdm byl naméfen také nizsi krevni tlak
(Hyde et al., 2014). V jiném experimentu dostavaly laboratorni krysy roztok NaNOs, ale
zaroven byla jejich Ustni dutina oSetfovéna antibakteridlnim piipravkem. Ten vyrazné
snizil mnozstvi bakterii v tstech, v€etné téch redukujicich dusi¢nany. Oproti kontrolni
skuping, ktera byla vyzivovana stejnym zptisobem, avsak bez naruseni oralni mikrobioty,
doslo u téchto krys k vyraznému oslabeni uc¢inku poddvaného roztoku na organismus.
Témto krysdm byl naméfen vyssi krevni tlak a niz§i schopnost ochrany zaludecni sliznice
pred akutnim poskozenim. Tomu odpovidala i niz$i hladina dusitanti v krevni plasm¢ a
NO v zaludku. Pokud byl krysam podavan piimo roztok dusitani sodného (NaNO»),
vysledné hodnoty méfeni krevniho tlaku i gastroprotektivni funkce byly podobné jako u
kontrolni skupiny (Petersson et al., 2009).

I presto, Ze ustni a nosni dutina jsou umistény blizko sebe, skladba a diverzita
jejich mikrobioty se mezi t€émito dvéma misty signifikatné odliSuje. Naptiklad zatimco
v ustni dutiné psi se nejcastéji vyskytuje kmen Bacteroidetes nasledovan kmenem
Proteobacteria, v nosu je tomu naopak. Rozdily jsou i na rodové urovni. U pst byla také
namétfena vys$i bakteridlni diverzita u vzorkll pochazejicich z bukalni oblasti, nez u
vzorkll z nosu (Isaiah et al., 2017).

Pomoci metody kultivace byla v uUstni dutiné¢ laboratornich mysi prokdzana
ptitomnost stafylokokti (Staphylococcus aureus, S. cohnii, S. sciuri), streptokokl
(Strepococcus sanguis), enterokokti (Enterococcus faecalis) a laktobacilt (Lactobacillus
murinus) (Gadbois et al., 1993; Rodrigue et al., 1993; Rodrigue a Lavoie, 1996; Trudel et
al., 1986). Podobné vysledky byly potvrzeny i metodou sekvenovani DNA. Nejvice
sekvenci pochédzelo z kmene Firmicutes, druhym nejhojnéjSim kmenem byl kmen
Proteobacteria a téméef u vSech mysi pfevazoval vyskyt bakterii rodu Streptococcus.
Oproti piedchozim publikacim byly ve slindch objeveny i bakterie rodu Halomonas
(Chun et al., 2010). U krys byla detekovana mikrobiota, kterd se nachézi na povrchu

v

jazyka. Na rozdil od mysi se stal nejhojnéjSim taxonem kmen Actinobacteria a az poté
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nasledovaly kmeny Firmicutes a Proteobacteria. Nejvice abundantnimi rody byly
neklasifikovany rod z c¢eledi Micrococcaceae, Corynebacterium, Streptococcus a
Haemophilus (Hyde et al., 2014). Ve slinach netopyrt dominuje kmen Proteobacteria a
rody Pasterurella a neklasifikovany rod z ¢eledi Neisseriaceae (Dietrich et al., 2017).

SloZeni oralni mikrobioty se muze liSit mezi riznymi laboratornimi kmeny mysi.
V publikaci Gadbois et al. (1993) byl rozdil v této mikrobioté prokazan mezi vSemi Sesti
zkoumanymi kmeny. Ty se od sebe odliSovaly naptiklad vyskytem raznych druhi
streptokokt. Po uplynuti jednoho tydne, kdy mysi zily ve stejnych podminkach, nebyl
rozdil mezi vétSinou kment jiz nadéle signifikantni. To naznacuje, Ze rozdil byl zpisoben
riznym pivodem zvifat. Rozdil ve sloZzeni mikrobioty byl objeven také u jedinci ze
stejného kmene, ktefi pochdzeli od riznych dodavatelti. Nicméné v tomto ptipadé se
slozeni mikrobioty po tydnu vyznamné nezménilo (Rodrigue a Lavoie, 1996).

Dominantnim kmenem oralni mikrobioty psa je taxon Bacteroidetes, po ném
nasleduji kmeny Proteobacteria, Firmicutes a Fusobacteria. Mezi rody se jedna zejména o
taxon Porphyromonas (Sturgeon et al., 2013; Isaiah et al., 2017). Dal§imi abundantnimi
rody jsou Fusobacterium, Capnocytophaga, Derxia a Moraxella (Sturgeon et al., 2013).
Slozeni mikrobioty se signifikantné liSilo mezi psy ze dvou lokalit, mezi psy z riznych
vékovych skupin a také mezi n€kolika vybranymi plemeny. Naopak efekt pohlavi nemé¢l
vliv na bakterialni divezitu ani na kompozici mikrobioty (Isaiah et al., 2017).

Mezi nejvice abundantni bakteridlni kmeny v Gstni dutiné€ lidi patii Firmicutes,
Actinobacteria, Proteobacteria, Bacteroidetes, Fusobacteria a TM7 (Aas et al., 2005;
Lazarevic et al., 2009). Nejhojné&jsimi rody jsou Gemella, Granulicatella, Streptococcus,
Veillonella a Neisseria (Aas et al., 2005; Lazarevic et al., 2009). Ukazuje se vSak, ze
mnoho bakterii v Gistech je mistné specifickych a bakterialni profily v riznych oblastech,
napiiklad na povrchu jazyka, patra, dasni a zubniho plaku, se od sebe do urc¢ité miry
odlisuji. Rozdily ve skladbé bakterii se nachazi i v rdmci jedné oblasti, jako naptiklad na
dorzalni a lateralni strané jazyka. Naopak bakterie Streptococcus mitis a Granulicatella

adiacens byly detekovany ve vSech zkoumanych Castech ustni dutiny (Aas et al., 2005).
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1.7 Pohlavné specifické sloZeni mikrobioty

Vliv pohlavi na slozeni mikrobioty byl prokézan piedevsSim u vzorki ze stievni
sliznice ¢i trusu laboratornich hlodavcii. Ukazuje se, Ze siln€jsi vliv na utvateni stievni
mikrobioty ma genotyp, tedy laboratorni kmen ze kterého zkoumané mysi a krysy
pochazi. Kovacs et al. (2011) porovnavali vliv genotypu a pohlavi u osmi linii
laboratornich mysi. Stfevni mikrobiota mysi ze stejnych kmenti byla podobnéjsi, nez
mezi mySmi stejného pohlavi pochéazejicich z riznych kment. Také u mysi z celkem 89
laboratornich kmenti nebyl detekovan vyznamny efekt pohlavi, pokud byla zkouména
cela populace dohromady. AZ v rdmci jednotlivych kmenli se podafilo nalézt mnoho
odchylek mezi pohlavimi v diverzité¢ i1 skladbé mikrobioty (Org et al., 2016). Také
Elderman et al. (2018) zkoumali vliv pohlavi na stievni mikrobiotu u dvou kmend mysi
BALB/c a C57BL/6, z nichz kazdy obsahoval 10 samic a 10 samcii. U samct byla
naméiena nizsi bakteridlni diverzita a druhova bohatost, nez u samic. Vlivem genotypu na
sloZzeni mikrobioty bylo vysvétlovano 26,5 % rozdilu, kdeZto vlivem pohlavi 11,6 %.
Konkrétni bakteridlni druhy ¢i rody, které se svou relativni abundanci mezi samci a
samicemi vyznamné liSily, byly mezi t€émito mySimi kmeny odliSné. Naptiklad u samic
kmene BALB/c bylo detekovano signifikantné vice bakterii rodu Biffidobacterium, nez u
samcl. U druhého kmene nebyl tento rod svou Cetnosti mezi pohlavimi vyznamné
odlisny, ale samice mély napiiklad vétSi abundanci bakterii rodt Enferococcus a
Turibacteri, nez samci (Elderman et al., 2018).

Jednou z moznosti, kterymi jsou vysvétlovany rozdily ve stfevni mikrobioté mezi
samci a samicemi, je pusobeni pohlavnich hormonti. Jejich vliv na stfevni mikrobiotu byl
prokdzan u mysi, kterym byla provedena gonadektomie, tedy odstranéni pohlavnich Zlaz.
U takovych myS$i dochédzelo k signifikantnim zménam ve slozeni mikroboty oproti
nekastrovanym jedincim. Pokud byl samciim po provedeni gonadektomie podavéan
testosteron, zménam v mikrobioté¢ bylo zabranéno (Org et al., 2016). Skladba stfevni
mikrobioty byla porovnavana také mezi jedinci obou pohlavi v obdobi prepubescence a
postpubescence. Rozdily v alf€¢ a beta diverzit¢ byly prokazany pouze mezi
postpubescentnimi samci a samicemi, coZ opét naznaCuje mozny vliv pohlavnich
hormontl na mikrobidlni sloZeni. Skladba mikrobioty samcii se v priibéhu dospivani lisila,
kdezto mikrobiota samic nedosahovala v obdobi ptfed a po pubert¢ vyznamnych zmén.
Vzhledem k témto vysledkiim byla prepubescentnim samctim, pro potvrzeni role samcich

androgentt v mezipohlavnich mikrobidlnich rozdilech, provedena gonadektomie.
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Mikrobiota dospélych kastratii byla nasledné vice podobna mikrobioté samic, nez
nekastrovanym samctm (Yurkovetskiy et al., 2013). Vliv puberty a s tim souvisejici
ucinek pohlavnich hormont na diferenciaci stfevni mikrobioty mezi pohlavimi byl
prokézan i ve vyzkumu Markle et al. (2013). Zde byla stievni mikrobiota zkouména u
samcl a samic mysi starych pouhé tii tydny, v obdobi puberty a u jiz dospélych jedinct.
Pohlavni rozdily ve slozeni mikrobioty se zacaly projevovat az béhem puberty a
pretrvavaly do dospélosti, kde byly nejvice znatelné.

Mezipohlavni rozdily ve slozeni mikrobioty byly prokdzany i u ¢lovéka. Muzi
maji ve stievé vyssi zastoupeni kmene Bacteroidetes, nez Zeny (Dominianni et al., 2015).
Také Mueller et al. (2006) prokazali vyssi zastoupeni bakterii ze skupiny Bacteroides —
Prevotella z kmene Bacteroidetes u muzid, nez u zen. Dal§i odchylky ve slozeni
mikrobioty mezi muzi a zenami byly nalezeny v riznych oblastech na povrchu kuze.
Callewaert et al. (2013) detekovali v podpazi 53 Gi€astnikli dva hlavni bakteridlni klastry,
kde v jednom z nich dominoval rod Staphyloccoccus a ve druhém rod Corynebacterium.
Mikrobiota podpazi 87 % Zen spadala do prvniho z uvedenych klastri, u muzii naopak
prevladal druhy klastr. Vyssi abundance rodu Corynebacterium v podpazi muza byla
prokdzana 1 v dalSi publikaci. K tomuto rodu pfibyly i1 dalSi rody jako napftiklad
Anaerococcus a Peptoniphilus. U muzi byla objevena i tendence k vy$§i Shannonové
diverzité a poc¢tu OTU, nez u Zen (Troccaz et al., 2015). K dal§im mistim s pohlavnimi
rozdily v mikrobioté na kiZi patii naptiklad dlané a pfedlokti. U Zen byla na obou téchto
mistech naméfena vyssi bakterialni diverzita, nez u muzi (Fierer et al., 2008; Staudinger
et al., 2011). Zeny mély na dlanich vysii relativni abundanci nékterych bakteridlnich
taxont, jako jsou napiiklad Enterobacteriales a Lactobacillaceae. Muzi méli naopak vice
bakterii z rodi Corynebacterium a Propionibacterium. Bylo potvrzeno, ze tyto rozdily
nevznikly v disledku odlisné frekvence myti rukou mezi pohlavimi (Fierer et al., 2008).
Ukazalo se, pohlavi ma vliv i na skladbu mikrobioty na povrchu oka. Mikrobiota Zen a
muzii se signifikantné odliSovala ve frekvenci nékterych druhti bakterii, zatimco

bakteridlni alfa diverzita nebyla vyznamné rozdilna (Wen et al., 2017).

18



1.7 Chemicka komunikace

Mikrobiota ptispiva i k chemické komunikaci mezi zivoCichy. U mysi se stfevni
bakterie podili na syntéze latky trimethylamin, kterd je dale vylu¢ovéana spolu s moci a
slouzi predev§im jako atraktant pro samice. Pokud byla myS$im podavana antibiotika,
koncentrace této latky v moci vyrazné poklesla (Li et al., 2013). Nékteré molekuly
slouzici k chemické komunikaci jsou vazany a vyluCovany ztéla ven pomoci
transportnich proteind — lipokalini (Novotny et al., 2003). Lipokaliny diky schopnosti
vazat do své beta barelové struktury riizné organické latky, pfispivaji k detoxikaci
organismu. Mezi tyto latky mohou patfit prave i ty, které vznikaji pti degradaci bakterii
nebo jsou produkovany piimo bakteriemi. Nasledn€¢ mohou byt spolu s lipokaliny
vyloudeny z t&la ven a slouZit jako chemicky signal (Cerna et al., 2017). Zmény hladiny
exprese lipokalind v riznych stadiich estru by tedy mohly korelovat se zménou
mikrobioty. U samic divokych mysi bylo v ramci analyzy vaginalniho proteomu a jeho
zmén béhem estralniho cyklu zji§téno, Ze genova exprese lipokalini (MUP20, sMUP17 a
sMUP9) se zvySuje béhem nastupu estru, kdy zaroven dochazi k nartistu bakteridlni
populace ve vaginé. Je tedy pravdépodobné, ze tyto lipokaliny mohou hrat roli pii
zprostifedkovani pachové informace o reprodukénim stavu samice.

Analyza dalSich sekreth u divoké populace mysi domaéci, které by mohly slouzit
k chemické komunikaci (sliny, slzy, nosni sekret) ukazuje, Ze lipokaliny jsou tady jedny
z nejhojnéji zastoupenych proteint (Stopka et al., 2016; Stopkova et al., 2017; Kuntova et
al., 2018). Mezi nejpocetné;jsi proteiny v nosnim sekretu patii lipokaliny jako jsou OBP,
MUP (hlavni moc€ové proteiny, z angl. major urinary protein) a LCN (lipokaliny, z angl
lipocalin) a také antimikrobialni proteiny (AMP). AMP u samci tvoii 24,1 % a u samic
16,6 % vSech nasdlnich proteind. Jednim z nejvice abundantnich AMP v nosu mysi je
napiiklad BPIFB9B (BPI fold containing family B). Ukézalo se, ze genova exprese
lipokalinh a AMP spolu koreluji. Ziejm& se tedy dohromady podili na regulaci
mikrobioty a obrané proti patogentim, kdy AMP bakterie pfimo degraduji a lipokaliny
mohou nésledné latky vznikajici pfi tomto procesu vazat do své struktury (Kuntova et al.,
2018)

Dtikazy pro tlohu bakterii v chemické komunikaci pfinasi 1 vyzkumy u dalSich
zivoc€ichi. Napftiklad v pachovych vaccich hyen skvrnitych (Crocuta crocuta) se nachazi
bakterie, které pomoci fermentace produkuji latky podilejici se na tvorbé pachovych

znacek (Theis et al., 2012; Theis et al., 2013). U hyen ze stejné¢ho klanu bylo slozeni
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téchto bakterii podobnéjsi, nez mezi jedinci pochazejicich z riznych klant. Vysledny
pach je tak zfejmé diky jiné skladb¢ bakterii, a tim padem i odlisné tvorb¢ latek béhem
bakteridlniho metabolismu, pro kazdy klan specificky. Hyendm je tedy pomoci
pachovych zna¢ek umoznéno rozeznat cizi jedince (Theis et al., 2012). VySe zminéné
rozdily byly objeveny i mezi samci, laktaCnimi samicemi a biezimi samicemi. Bakterie
tedy piispivaji 1 k ziskdvani informaci o pohlavi a reprodukénim stavu jedince, kterému
patii pachovd znacka (Theis et al., 2013). Podobnd situace se vyskytuje i u surikat
(Suricata suricatta). Slozeni bakterii uvnitf pachovych vacka bylo odlisné mezi
pohlavimi, jedinci z riznych skupin, které surikaty pfirozené tvoii a dale i mezi samci
s jinym socialnim postavenim (Leclaire et al., 2014; Leclaire et al., 2017). S tim souvisi 1
slozeni latek produkované fermentujicimi bakteriemi, které je podobné&jsi u jedinci ze
stejné skupiny, nez mezi jedinci z riiznych skupin a lisi se i mezi samci a samicemi (Sarah
Leclaire et al., 2017). Dosavadni publikace ukazuji na vyznamnou roli mikrobioty
v pachové komunikaci, nicméné presné mechanismy a konkrétni role jednotlivych druhii

bakterii zatim nejsou zcela objasnény a jejich objeveni bude vyzadovat dalsi vyzkumy.
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1.8 Cile diplomové prace

1) Kvantifikovat bakterie ve sliznicich mysi domaci

Jednim z cilii je pomoci metody qPCR kvantifikovat bakterie, které se nachazeji ve
sliznicich divokych jedinci myS$i doméci (Mus musculus musculus). Mezi zkoumané
vzorky patii vyplachy nosni sliznice, Gstni dutiny, mo¢, vyplachy vaginalni sliznice a trus
zastupujici mikrobiotu v lumen stieva. Vysledné hodnoty z kvantifikace budou nasledné
mezi jednotlivymi typy vzorkii porovnany dle statistickych metod.

Hypotéza: Mnozstvi bakterii se mezi riznymi typy vzorki signifikantné lisi.

2) Detekovat diverzitu ve sliznicich mySi domaci

Druhym cilem je pomoci sekvenace genu 16S rRNA stanovit bakteridlni diverzitu
v jiz vySe zminénych sliznicich. Zaméteno bude jak na alfa divezitu, tak i na taxonomické
slozeni mikrobioty na trovni kmenu, tfidy, ¢eledé¢ a rodu. Vysledné hodnoty budou
nasledné dle statistickych metod mezi jednotlivymi zkoumanymi sliznicemi porovnavany.
V piedchozich vyzkumech se diverzita mikrobioty ¢lovéka odliSovala mezi rtiznymi
¢astmi téla (Ursell et al., 2012). Pfedpokladame tudiz, Ze stejny vysledek ptinese i tato
diplomova préce u divokych jedincti mysi domaci.

Hypotéza: Alfa diverzita a taxonomické sloZzeni mikrobioty se vyznamné 1i$i mezi

zkoumanymi sliznicemi.

3) Charakterizovat kvantitativni a kvalitativni zmény vaginalni mikrobioty v
pribéhu estralniho cyklu mysi doméaci
DalSim cilem je zjistit, zda se vagindlni mikrobiota signifikantné¢ odliSuje mezi
jednotlivymi fazemi estralniho cyklu a poptipadé¢ tyto zmény blize charakterizovat.
Hypotéza: Vaginalni mikrobiota se méni v zavislosti na konkrétni fazi estralniho
cyklu - proestru, estru, metestru a diestru. Jednotlivé faze se od sebe 1i$i mnozstvim

bakterii 1 bakterialni diverzitou.
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4) Ur¢it vliv pohlavi na mikrobiotu v sliznicich mysi doméaci

Prace bude také zaméiena na jeden z faktort, ktery by mohl vyznamné ovliviiovat
celou mikrobiotu. Cilem bude porovnani mikrobioty mezi samci a samicemi ve vSech
zkoumanych sliznicich a urcit tak vliv pohlavi na bakteridlni kvantitu a diverzitu.
Vysledky by mohly podpofit hypotézu o roli bakterii v chemické komunikaci mezi
mysSmi.

Hypotéza: Vliv pohlavi ma signifikantni vyznam pro utvaieni mikrobioty. Mezi samci

a samicemi se objevuji rozdily v jeji abundanci 1 diverzit¢.
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2 Metodika

2.1 MyS domaci

V experimentalni ¢asti byli pouziti dospé€li jedinci divokych mysi Mus musculus
musculus. Mysi byly bud’ odchyceny v Ceské republice ve Svétlé Hoie (50.038987,
17.403780) a Dolnich Btfezanech (49.961243, 14.450959) v roce 2017 nebo se jednalo o
potomky mysi pochézejicich z Polska (49.993752, 19.901150), narozenych béhem roku
2016 (F1 generace). I mysi pochézejici z ptimého odchytu pobyvaly v chovech po dobu
minimalné tfi a vice mésicli. Vzorky byly celkem ziskany od 23 jedinct, 11 samcii a 12
samic. Mysi byly umistény jednotlivé do plastovych kleci s podestylkou, kde mély pftistup
k pitné vod¢ a standardni laboratorni krmné smési ST-1 (Velaz) ad libitum. Teplota
v mistnosti s mySmi byla udrZzovéana na 22 °C + 2 °C a vlhkost vzduchu se pohybovala

kolem 32 %. Svételny rezim byl nastaveny na 14 hod. (svétlo) :10 hod. (tma).
2.2 Odbér vzorku

Testované vzorky pochdzely z vyplachli nosni sliznice, vyplachti ustni dutiny,
moci, vyplachli vagindlni sliznice a trusu mysi. Pro lepsi orientaci v textu mohou byt
nékteré tyto vzorky déle nazyvany také ve zkracené verzi: vyplachy nosni dutiny = nosni
sliznice, vyplachy ustni dutiny = sliny (ackoliv pomoci vyplachi byly pravdépodobné
ziskany nejen bakterie ve slinach, ale taktéz bakterie pfitomné na sténach ustni dutiny ¢i
na povrchu zubtll) a vyplachy vaginalni sliznice = vaginalni sliznice. Mikrobiota stfevni
sliznice je zde reprezentovana pouze vzorky trusu. V potaz je tfeba brat fakt, Ze
mikrobiota stievni sliznice a lumen stfeva se mize do jisté miry odliSovat (Linnenbrink et
al., 2013). Pocet samcl a samic my$i, od kterych byly vzorky ziskany, jsou uvedeny
v Tab. ¢. 1.

Tab. ¢. 1: Pocet samcii a samic pouZitych pro odbér vzorki pro jednotlivé typy

sliznic.
Typ vzorku Pocet samci Pocet samic
Nosni sliznice 9 10
Sliny 10 10
Moc 7 10
Vaginalni sliznice - 10
Trus 10 9
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Pro odbér vzorkii moci a trusu byly vyuzity uzaviratelné plastové krabicky. Ty
byly pfed pouzitim vlozeny do flowboxu, kde byly 20 minut ozafeny UV svétlem, které
poskozuje bakteridlni DNA. Timto zptisobem bylo ziskano pomérné sterilni prostiedi
vhodné k odbéru naSich vzorkli. Mys byla do krabi¢ky zaviena a po vykonani potieby
ihned pfenesena zpét do klece. Krabicka obsahovala desticku s malymi otvory, kterymi se
moc a trus dostavaly az na dno krabicky. Byly odebirany pouze takové vzorky, které byly
v dostate¢né vzdalenosti od druhého typu vzorkli, aby nedochadzelo k vzajemné
kontaminaci. Do mikrozkumavek byla mo¢ pfenesena pomoci pipety a trus odebran
pomoci sterilnich $pi¢ek. Kone¢né vzorky byly tvofeny ze tii odbért.

Naésledujici vzorky byly ziskdny pomoci vyplachti pfislusnych ¢asti téla mysi.
Mys byla standardnim zptisobem uchopena a nasledné byl proveden vyplach pomoci
pipety s filtrovymi $pickami s ur€itym objemem sterilni vody. Poté byly vzorky dany do
sterilnich mikrozkumavek. Vzorky slin byly ziskdvany vyplachovanim tustni dutiny s 30
pl sterilni vody. Vzhledem k tomu, ze mys$i Casto tuto vodu z vétsi ¢asti vypily, musely se
vyplachy opakovat n¢kolikrat po sobé. Vysledny vzorek je tvotren vyplachy pochazejicimi
z péti dni. Vaginalni vzorky byly odebirany vzdy kazdé dopoledne po dobu péti po sobé
nasledujicich dni. Prvni den po dokonceni odbéru byla samicim pfidana do klece
podestylka od samct pro nastartovani estru. Vyplachy byly provadény s 20 pl sterilni
vody. Pro ziskani dostate¢ného objemu vzorku byl vyplach vétSinou kazdy den délan
dvakrat. Posledni vzorky ptedstavovaly vyplachy nosni sliznice (ob& nozdry) s 10 pl
sterilni vody. U kazdé mySi byly vyplachy provedeny ctyfikrat v pribéhu dvou dni.
Vsechny vzorky byly nésledné ulozeny do - 80 °C.

2.3 Ur¢eni faze estralniho cyklu

Na podlozni sklicko bylo naneseno 5 pl vzorku z vyplachu vaginalni sliznice. Pied
samotnym barvenim byl vzorek nechavdn volné¢ zaschnout. Nasledné¢ byl barven
roztokem May-Griinwald po dobu 5 min, dale byl vloZzen na 1 min do PBS pufru a
v poslednim kroku byl 7 min ponechdn v Giemsa roztoku. Po dokonceni barveni byl
vzorek opét nechan volné zaschnout.

Nésledné bylo sklicko zkoumano pod svételnym mikroskopem. RozliSovacim
znakem mezi jednotlivymi fazemi estralniho cyklu byl pomér tiech typt bunék: jaderné

epitelidlni buiiky, keratinizované epitelialni buniky, které jiz jadro neobsahuji a leukocyty.
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Proestrus byl ur€en u vzorki, které obsahovaly pfedevsim jaderné epitelialni buniky. Dalsi
dva typy bunék byly také pfitomné, ale v mens$i mife. Estrus byl urcen v pfipadé
dominance keratinizovanych epitelidlnich bun¢k. Leukocyty se v této fazi estralniho
cyklu vyskytuji nejméné. Metestrus byl charakterizovan ptitomnosti vSech tfi typi bunék
s podobnou hojnosti. Diestrus byl identifikovan na zékladé dominance leukocyti.
K identifikaci faze estralniho cyklu dopomahal 1 rozdil v konzistenci vzorku pii jeho
nanaSeni na podlozni sklicko (Goldman et al., 2007; Byers et al., 2012). Ukazku
zobrazeni jednotlivych fazi estrdlniho cyklu ve vzorcich, které pochazi od samic
testovanych v této praci, poskytuje Obr. €. 2. Pfi tomto barveni Ize pozorovat i shluky

bakterii, které se vyskytuji na povrchu keratinizovanych epitelidlnich buiikek (Obr. €. 3).
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Obr. ¢&. 2: Zobrazeni jednotlivych fazi estralniho cyklu pod svételnym mikroskopem.
Barveno pomoci May-Griinwald a Giemsa roztokem. Oznaceni fazi: P = proestrus,

E = estrus, M = metestrus, D = diestrus. ZvétSeni: 200x.



Obr. ¢. 3: Zobrazeni bakterialnich shlukii na vaginalnich bumnikach pod svételnym
mikroskopem. Barveno pomoci May-Griinwald a Giemsa roztokem. Ptiklad shluku

bakterii je oznacen Sipkou. ZvétSeni: 400x.

2.5 Izolace DNA

Vzhledem k mozné kontaminaci vzorkll z okolniho prostfedi byla izolace DNA
provadéna ve flowboxu, ktery byl pfedem ozafen UV svétlem po dobu 20 minut. Pfi
manipulaci se vzorky byly pouzivany pouze pipetovaci Spicky s filtrem. Izolace DNA
byla provedena pomoci kitu NucleoSpin® Tissue od spole¢nosti Machery-Nagel. DNA
byla izolovana ze vzorkd moci, trusu, slin, z vyplachti sliznice vagin a nosu a také
z bakteriadlni kultury laktobacill, kterd pozdé¢ji slouzila k vytvoreni kalibra¢ni kiivky. U
vSech vzorkt, kromé téch s trusem, byl pouzit stejny protokol z uzivatelského manuélu
pro izolaci bakterialni DNA. Izolace probihala souc¢asné pouze u jednoho typu vzorki a
vZzdy v ni byly zahrnuty dva typy negativnich kontrol. Jedna obsahovala sterilni vodu a
druha pouze pouzité roztoky pro odhaleni pfipadného mikrobiomu v kitu — , kitom*®.
Pocate¢ni objemy, z kterych byla DNA izolovéna, se liSily mezi riznymi typy vzorkid. U
moci to bylo 200 pl, u slin 30 ul a u vyplachi ze sliznice vaginy a nosu 20 pl. Negativni
kontrola s vodou méla vzdy stejny objem jako pfisluSny typ vzorkd. Vzorky moci byly
nejprve centrifugovany pii 13 000 rcf na 15 min. Poté byl odebran supernatant a v dalSich
krocich byla pouzita jen peleta.

Ke vzorkiim bylo pfidano 180 ul lyzacniho pufru (Buffer T1) a 25 pl proteinazy
K. Vzorky byly zvortexovany a inkubovany na 3 hod pfi 56 °C v tfepacim termobloku.
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Nasledné¢ k nim bylo piidano 200 pl dalsiho lyza¢niho pufru (Buffer B3) a po
zvortexovani byly vzorky podruhé inkubovany, tentokrat na 10 min pii 70 °C. Tim doSlo
k rozruseni bunééné stény a dalSich komponenti buiiky a také k degradaci proteinii. Po
inkubaci byla DNA precipitovdna pomoci 210 pl 97% ethanolu a vzorky byly opét
zvortexovany. V dalsich krocich byl cely objem vzorku pienesen do kolonky umisténé na
sbérné zkumavce a centrifugovan pii 11 000 rcf na 1 min. V tomto bodé byla DNA
navazana na silikatovou membranu kolonky. Ta byla v dalsi fazi promyvéana pomoci 500
ul promyvaciho pufru (Buffer BW) a nésledné centrifugace pti 11 000 rcf na 1 min. Cely
proces byl zopakovan s 600 pl dalsiho promyvaciho pufru (Buffer BS5), ktery byl pied
pouzitim dle pokynii ziedén ethanolem. Pro odstranéni zbylého etanolu byla kolonka
znovu centrifugovana pii 11 000 rcf na 1 min. Nakonec byla kolonka umisténa do nové
mikrozkumavky a DNA byla rozpusténa v elu¢nim pufru (Buffer BE). Nejprve bylo
pfiddno 50 pl eluéniho pufru s néaslednou inkubaci v pokojové teploté na 1 min a
centrifugaci pfi 11 000 crf na 1 min. Cely proces byl zopakovan s 30 pl elu¢niho pufru.
Vzorky DNA byly nésledné skladovany pfi - 80 °C.

Pro izolaci DNA z trusu byl pouzit specificky protokol z uzivatelského manualu
pfimo pro tento typ vzorku. Od jednotlivych mysi byly pouzity exkrementy o celkové
hmotnosti pifiblizné 160 mg (4 kusy). Do mikrozkumavky s exkrementy bylo dale pfidano
1 ml vody a vSe bylo 1 min vortexovano. Poté byly kusy exkrement vyjmuty a zbytek
byl centrifugovan pii 4 000 rcf na 15 min. Po centrifugaci byl odstranén supernatant. Déle
bylo ke vzorkiim piidano 200 pl lyzaéniho pufru (Buffer T1), 25 ul proteindzy K a
nasledné bylo vSe zvortexovano a inkubovéano na 3 hod pii 56 °C. Nasledujici kroky se
skladaly z ptidani 200 pl dalSiho lyzac¢niho pufru (Buffer B3), vortexovani a inkubace na
15 min pti 70 °C. Poté byla teplota na dobu 10 min zvySena na 90 °C. Dalsi postup,

zacinajici pifidanim 210 ul 97% ethanolu, byl jiz stejny jako u pfedchozich vzorki.

2.6 Kvantitativni polymerazova retézova reakce (QPCR)

Pro odhadovany pocet bakterii v jednotlivych sliznicich byla pouzita metoda
qPCR. Je dilezité zminit, Ze tato metoda nerozliSuje mezi DNA pochazejici z zivych a
mrtvych bakteridlnich bun€k. Dal§im tskalim je fakt, Ze rGzné bakteridlni taxony mohou
mit odlisSny pocet kopii 16S rRNA (Kralik a Ricchi, 2017). Vysledné hodnoty jsou tedy
spiSe orientacni a slouzi ptfedevSim k porovnavani rozdilti bakteridlnich abundanci mezi

zkoumanymi sliznicemi na urovni fadu. Ptiprava vzork pro qPCR byla provedena ve

27



flowboxu, ktery byl pfedem vysvicen na 20 min UV zafenim. Pouzivany byly pouze
pipetovaci Spicky s filtrem pro zabranéni kontaminace vzorkt. Pro amplifikaci V3-V4
variabilni oblasti genu 16S rRNA byly pouzity univerzalni bakterialni primery: forward
S-D-Bact-0343-a-S-15 (5'-TACGGRAGGCAGCAG-3") a reverse S-D-Bact-0785-a-A-
21 (5"-GACTACHVGGGTATCTAATCC-3") (Klindworth et al., 2013).

Reakéni smés pro jeden vzorek se skladala z 5 pl LightCycler® 480 SYBR Green
I Master (Roche), ktery obsahuje FastStart Taqg DNA polymerazu, fluorescencni barvivo
SYBR Green I, smés dNTP, reakcni pufr a MgCl. DalSimi slozkami byly 1 pl forward
primeru, 1 pl reverse primeru a 3 pl vzorku DNA. Oba primery byly nafedény na
koncentraci 5 uM. Jak jiz bylo zminéno vySe, DNA pochézela ze vzorkd moci, trusu, slin
a z vyplacht sliznice vagin a nosu. Dal§imi vzorky byly veskeré negativni kontroly z
izolace DNA, negativni kontrola qPCR, kterd namisto DNA obsahovala 3 pl sterilni vody
(NTC = no template control) a fedici fada pro tvorbu kalibra¢ni kiivky. Tato fedici fada
obsahovala DNA izolovanou z kultury laktobacill ve tfech rGznych bakteridlnich
koncentracich: 10e9, 10e8, 10e7.

Reakce probihaly na PCR desti¢ce s 384 jamkami. Reakéni smés byla vzdy
pfipravena najednou pro vSechny vzorky na desti¢ce. Obsahovala vSechny slozky vyjma
DNA, ktera byla do jamek pienesena aZ na konec. Pfed pouzitim byly jednotlivé slozky
vzdy zvortexovany a kazdy vzorek byl délan v triplikatech. V kone¢né fazi byla desticka
zakryta prihlednou folii a centrifugovana pfi 15000 rcf na 1 min. qPCR probihala
v pfistroji LightCycler® 480 Instrument II (Roche). Poc¢atec¢ni denaturace byla nastavena
na 95 °C/5 min, déale nasledovalo 38 cykli sestavajicich z denaturace - 95 °C/40 s,
annealingu - 55 °C/1 min a extenze - 72 °C/1 min. Fluorescen¢ni barvivo po navazani na
DNA vysilalo zafeni, které bylo béhem kazdého cyklu zachycovano pfitomnymi senzory
a zaznamenavano programem LightCycler 480 ve formé amplifikacnich kiivek (Obr. €.

4).
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Obr. &. 4: Zobrazeni amplifikac¢nich kfivek v programu LightCycler 480 pro vzorky

fedici rady.
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Progam na zékladé metody maxima druhé derivace urcil pro kazdy vzorek
hodnotu Cp (z angl. crossing point). Hodnota udava ¢islo cyklu, ve kterém intenzita
fluorescence piekrocila tzv. fluorescencni prah a dosahovala tak exponencidlni faze
amplifikac¢ni kiivky. Na zdkladé zamé koncentrace bakterii vzorka z fedici fady byla
vytvotfena kalibra¢ni kiivka (Obr. €. 5) a zhodnocena efektivita PCR reakce. S pouzitim
této kalibracni kiivky byly v programu dopocitany ptislusné koncentrace bakterii k nami

zkoumané DNA.
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Obr. ¢. 5: Kalibra¢ni kfivka vytvorena v programu LightCycler 480 dle znamé
koncentrace bakterii.

2.7 Priprava sekvena¢ni knihovny

Identifikace bakterii, které se nachéazely v jednotlivych sliznicich mySi domaéci,
probihala na zaklad¢ sekvenace DNA ve variabilni oblasti V3-V4 genu pro 16S rRNA.
Pro tento ucel nebyly vSak pouZity vSechny vzorky, jako tomu bylo u kvantifikace
bakterii v pfedchozi podkapitole. Vzorky izolované DNA pochézejici z nosni sliznice,
slin, moc¢i a trusu byly vybrany, pokud mozno, vzdy od stejnych sedmi samct a sedmi
samic Vv zavislosti na vysledcich bakteridlni abundance. Vzorky izolované DNA
z vaginalni sliznice naopak pochédzely od vSech deseti samic. Od kazdé samice byly
vybrany tii vzorky zahrnujici rizné faze estralniho cyklu. Pfiprava sekvenacnich
knihoven probihala za pouziti tzv. dvoukrokové PCR (PCR 1 a PCR 2) a nésledné byl
vysledny produkt kvantifikovan pomoci elektroforézy. Tento postup byl pro kazdy vzorek
proveden dvakrat pro ovéfeni konzistence vysledku a pro kontrolu ptipadné stochasticity
béhem PCR kroku.

VPCR 1 byla reakéni smés tvoiena 5 ul KAPA HiFi HotStart ReadyMix
(Elisabeth Pharmacon), ktery obsahoval KAPA HiFi HotStart DNA polymerazu, smés
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dNTP, reakéni pufr a MgClo. Do reakce bylo dale ptidano 0,2 ul forward primeru (10
uM), 0,2 ul reverse primeru (10 uM) a 4,6 ul DNA od vzorkli vybranych sliznic mysi
domadci. Pouzity byly stejné primery jako pfi qPCR:

S-D-Bact-0343-a-S-15: 5'-TACGGRAGGCAGCAG-3’

S-D-Bact-0785-a-A-21: 5'- ACTACHVGGGTATCTAATCC-3’

Tyto primery navic obsahovaly kratké koncové sekvence kompatibilini se sekvenacnimi
adaptory. Ty umoznily jejich propojeni v druhém kole PCR. Do PCR byly taktéz
zafazeny negativni kontroly z izolace DNA, negativni kontrola PCR s 4,6 ul sterilni vody
namisto templatu a také dvé pozitivni kontroly. Pozitivni kontroly se skladaly z 0,5 pl
DNA izolované z bakterialni kultury (ZymoBIOMICS Microbial Community Standard) a
4,1 ul sterilni vody. Postup pfi ptiprave reakéni smési byl shodny jako pii qPCR. Reakce
probihala na PCR termocykleru s nasledujicimi podminkami: pocate¢ni denaturace byla
nastavena na 95 °C/3 min, poté nasledovalo 28 cykll sestavajicich z denaturace 95 °C/30
s, annealingu 55 °C/30 s a extenze 72 °C/30 sa posledni krok, tedy findlni extenze,
probihal pti 72 °C/5 min.

Reakéni smés v PCR 2 byla tvofena 10 pl KAPA HiFi HotStart ReadyMix, 2 pl
forward a 2 pl reverse Nextera sekvenacnich adaptort a 6 ul produktu z PCR 1.
Sekvenacéni adaptory obsahovaly rovnéz kratké sekvence - indexy, které byly specifické
pro kazdy vzorek DNA. Umoznovaly tak jeho piesnou identifikaci ve velkém mnoZstvi
sekvenovanych vzorkl. Reakce probihala na PCR termocykleru se stejnymi podminkami
jako pfi PCR 1 s tim rozdilem, Ze byl snizen pocet cyklli na 12.

Pro kvantifikaci produktii z PCR 2 byl ptipraven 1,5% agarozovy gel. Ten byl
slozen ze 70 ml TBE pufru (0,5x), 1,05 g agardzy a 3,5 ul barviva GoldView. Nejprve
bylo v kadince smichdno TBE s agar6zou. Kéadinka s touto smési byla nasledn¢ vlozena
do mikrovlnné trouby, kde se agardza rozpustila a byl tak vytvofen ciry roztok. K nému
bylo poté ptidano barvivo GoldView, které se vdze na DNA a tim ji vizualizuje pod UV
svétlem. V konecné fazi byl roztok nalit do vanicky s umisténymi hiebeny. Po zatuhnuti
gelu byly hiebeny vyndany a vanicka byla pfenesena do elektroforetické vany, kde byl
gel ptrelit TBE pufrem. V desticce byly smichany 4 ul produktu z PCR 2 a 1 ul barviva
(tzv. loading dye), které obsahuje glycerol, diky némuz vzorky klesnou az na dno jamek.
Tyto vzorky spolu s 4 pul Zebtiku byly nésledné ptidany do vytvoienych jamek v gelu.
Elektroforéza byla spusténa na 40 minut pii 100 V.

K nésledné kvantifikaci PCR produktli byl pouZzit program GenoSoft. Jednotlivé

vzorky byly dle naméfené koncentrace DNA rozdé¢leny do Ctyt kategorii. Veskeré vzorky,
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kromé negativnich kontrol, které mély koncentraci v obou duplikatech nizsi nez 10 ng/ul
byly vytazeny. Vzorky patiici do shodné kategorie byly pieneseny do spolecné
mikrozkumavky, kde od kazdého z nich bylo pfidano 8 ul. Od kontrol s koncentraci pod
10ng/ul bylo odebrano 12 pl. Tyto smésné vzorky byly nasledné precistény na kulickach
Agentcourt AMPure XP (Beckman Coulter). Dle protokolu od vyrobce bylo z kazdého
smeésného vzorku pieneseno 30 ul na pfistroj Pippin prep (Sage Science), kde byla
vyiezana cilovd oblast DNA - 450-700 bazi. Na zaklad¢ poctu jednotlivych vzorkl a
jejich naméfené koncentrace dle Qubit fluorometru ve smésSnych vzorcich, byl vytvofen
jeden findlni vzorek. Ten byl k samotné sekvenaci DNA probihajici pomoci Illumina
MiSeq (v3 kit, 300 bp paired end reads - sekvenovani z obou konct fragmentu DNA)
prevezen do spole¢nosti CEITEC (Central European Institute of Technology, Brno).

2.8 Bioinformatické analyzy

Sekvenovani DNA probihalo na platformé Illumina MiSeq. Sekvenacni data byla
k dalsimu zpracovani produkovéna ve formatu FASTQ. K odstranéni nezadoucich
adaptorovych sekvenci a sekvenci primert byl pouzit program Skewer (Jiang et al.,
2014). Odstranény byly taktéz nekvalitni sekvence. Pomoci programu DADA?2 (Callahan
et al., 2016) byly opraveny sekvenacni chyby (tzv. denoising). K detekci a naslednému
odstranéni chimérickych haplotyp, které jsou ¢asto produkovany béhem PCR, byl pouzit
program UCHIME spolu s referen¢ni databazi gold.tna (Edgar et al., 2011). Eliminovany
byly také haplotypy, jejichz relativni Cetnost v jakémkoliv negativnim kontrolnim vzorku
predstavovala vice nez 2 % sekvenci. V konecné databazi byly ponechany pouze takové
haplotypy, které byly u daného vzorku konzistentné detekovany v obou duplikatech. Tim
byla co nejvice eliminovana piitomnost artefaktd, které nebyly odstranény v pfedchozich
krocich. Taxonomické zatazeni haplotypli bylo provedeno pomoci RDP classifier (s 80%
posteriorni konfidencni pravdépodobnosti) (Wang et al., 2007) s vyuzitim SILVA
referencni databaze. Sekvence téchto haplotypii byly zalignovany v programu PyNAST
(Caporaso et al., 2010) a v programu fastfree byl vytvotfen jejich fylogeneticky strom.
Metadata k jednotlivym vzorkim, abundan¢ni matice (pocty sekvenci pro jednotlivé
haplotypy v jednotlivych vzorcich), sekvence haplotypli s jejich taxonomickym
zafazenim a fylogenetickym stromem byly slouceny do jedné databdze pomoci balicku
phyloseq. Tato databaze byla pouzita pro nasledné statistické analyzy. Pro konzistenci

s obecné pfijimanou terminologii, budou haplotypy v dalsim textu nazyvany jako OTU.
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Avsak na rozdil od vétSiny publikaci nebyly OTU definovany na zakladé sekvencni
podobnosti vstupnich dat, ale jejich identifikace probihala, jak bylo popsano vyse, za

pouziti algoritmd, které maji vétsi biologickou relevanci.

2.8 Statistické analyzy

Veskeré nasledujici statistické analyzy probihaly pomoci programu R. Zvolena
hladina vyznamnosti u vSech testii: P = 0.05. K testovani rozdilii v bakteriadlni abundanci
mezi zkoumanymi sliznicemi a také mezi jednotlivymi fdzemi estralni cyklu byl pouzit
test ANOVA. Odhaleni konkrétnich rozdilii probihalo za pomoci Tukeyova post-hoc testu
(95% konfiden¢ni interval). Mikrobidlni alfa diverzita byla detekovana u jednotlivych
sliznic myS$i domadci a také ve vaging v pribéhu trech fazi estralniho cyklu (faze diestrus
byla vyfazena, protoze vzorkil této faze nebylo dostatecné mnozstvi pro statistickou
analyzu). Obecné¢ je alfa diverzitou vyjadifovana rozmanitost druhti na lokalni irovni. Zde
konkrétné predstavuje rozmanitost bakteridlnich OTU v dané sliznici. Méfena byla
pomoci dvou ukazatelii: Chaol a Shannonova indexu (Chao, 1984; Shannon, 1948). Ty se
od sebe odliSuji v tom, jakym parametrem diverzity se zabyvaji. Chaol index odhaduje
celkovy pocet druhli ve vzorku na zdkladé frekvence singletoni (sekvence OTU, které
byly detekovany pouze jednou) a doubletont (sekvence OTU, které byly detekovany
dvakrat), tedy vzacnych OTU. Shannoniv index bere v potaz jak bohatost OTU, tak i
jejich relativni zastoupeni neboli jejich vyrovnanost (z angl. eveness) v daném prostiedi.
Pro dosazeni normalni distribuce rezidudli byly hodnoty Chaol pted statistickymi
analyzami logaritmovany. K findlnimu statistickému zhodnoceni rozdilt v alfa diverzité
byly pouzity linedrni smiSené modely a nasledné Tukeylv post-hoc test (95% konfidencni
pravdépodobnost).

Ke kvantifikaci rozdild ve skladbé mikrobioty mezi v§emi zkoumanymi sliznicemi
a také mezi tremi fazemi estralniho cyklu ve vagindlni sliznici byl pouzit Bray-Curtistiv
index nepodobnosti a vazend UniFrac (Unique Fraction) vzdalenostni metrika. Analyza
pomoci UniFrac vzdéalenostni metriky zohlediiuje 1 fylogenetickou piibuznost mezi
detekovanymi OTU, kdy rozdily v abundancich blizce ptibuznych OTU maji niz8i véhu.
Vybrana byla jeji vazena verze, ktera oproti nevazené verzi zahrnuje i relativni abundance
OTU. Findlni statistické zhodnoceni probihalo pomoci testu PERMANNOVA. Pro
zobrazeni odliSnosti ve skladbé mikrobioty mezi zkoumanymi sliznicemi byla provedena

také metoda nemetrického mnohorozmérného skdlovani (NMDS, z angl. Non-metric
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multidimensional scaling) s vyuzitim Bray-Curtisova indexu nepodobnosti. Taktéz byly
sestaveny hierarchické klastrovaci mapy pro dominantni bakterialni rody v jednotlivych
sliznicich a také pro dominantni bakteridlni rody nachazejici se ve vaginalni sliznici.
K hierarchickému klastrovani fadek a sloupcti byla pouzita Wardova metoda.

K detekci konkrétnich OTU, které zplisobovaly zmény ve skladbé mikrobioty
béhem estralniho cyklu byly pouzity Bayesovské modely distribuce druhii (tzv. Bayesian
joint species distribution models) pro data s negativni binomindlni distribuci z R balicku
boral (Tikhonov et al., 2017). Faze estradlniho cyklu byla vloZena jako faktorialni
proménnad, identita jedince jako ndhodny efekt a logaritmovany pocet sekvenci na vzorek
jako offset modelu, ktery ptedpokldda, Ze pozorované pocty sekvenci pro jednotlivé
bakterie jsou pfimo umérné sekvenacni hloubce. Parametry modelu byly odhaleny na
zaklad¢ Markov Chain Monte Carlo simulace, ktera méla 40 000 krokd, pfi¢emz prvnich
500 nebylo zohlednéno (tzv. burnin) a z diivodu autokorelace se do vysledku zapocitaval
pouze kazdy ctyfsty krok.

Korelace ve slozeni mikrobioty mezi sliznicemi v rdmci jednotlivych mysi byla
zkoumana pomoci Mantelova testu. Pro detekci vlivu pohlavi na bakteridlni abundanci ve
zkoumanych sliznicich byl pouzit test ANOVA. Vliv pohlavi na bakteridlni diverzitu byl
zkoumén pomoci smiSenych linedrnich modelti. Testovani vlivu pohlavi na taxonomické

sloZeni bakterii probihalo analyzou PERMANOVA.
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3 Vysledky

3.1 Kvantifikace bakterii ve sliznicich mysi domaci

Pomoci metody qPCR byly u samcii a samic mySi domaci kvantifikovany
bakterie, které se vyskytovaly v nosni sliznici ve slinach, v moci, ve vagindlni sliznici a v
trusu. Bylo zjisténo, v jakém rozmezi se pohybuji bakterialni abundance u zkoumanych
sliznic a jaka je interindividudlni wvariabilita v mnozstvi bakterii v ramci téchto
jednotlivych sliznic. Déle byly mezi sliznicemi odhaleny signifikantni rozdily v poctu
bakterii a bylo detekovano, kde se bakterii nachdzi nejméné a naopak nejvice. Bakterie se
podafilo, kromé vzorku slin jedné ze samic (vzorek ¢. 3), kvantifikovat ve vSech vzorcich.
Pouziti kontrolnich vzorki potvrdilo, ze vysledky skute¢né odrazi pocet bakterii, ktery se
nachdzi ve zkoumanych castech téla mysi.

Pro zobrazeni poctu bakterii v jednotlivych sliznicich byl jejich pocet nejprve
vztazen ke stejnému objemu 100 pl a nasledné byly pro kazdou skupinu vzorka
vytvotfeny dva sloupcové grafy - jeden pro samce a druhy pro samice (Obr. ¢. 6).
Vysledky ukazaly, Ze v nosni sliznici se nachizelo ¥adové od 10* do 10° bakterii.
Vyplachy Gstni dutiny obsahovaly fadové 10° bakterii. V mo¢i se vyskytovalo fadové od
10° do 10° bakterii. Pro kvantifikaci bakterii ze 160 mg trusu byl podet bakterii vztazen
k objemu vody, ve kterém byl trus extrahovan. Vysledné mnozstvi bakterii se pohybovalo
fadové od 10° do 10® bakterii. Graf pro kvantifikaci bakterii ve vyplachu vagindlni
sliznice zobrazuje u kazdé samice primérnou hodnotu bakterialni abundance pochazejici
celkem z pé&ti odbérii. V priméru bylo tedy detekovano fadové od 10° do 107 bakterii
(detailni vysledky kvantifikace bakterii ve vaginé v pribehu estralniho cyklu obsahuje
kapitola 3.3). Z grafti je zfejmé, Ze mezi jednotlivymi mySmi se v rdmci stejného typu
sliznice objevovala interindividudlni variabilita v po¢tu bakterii. Vzorky moci jsou
jednim z mist, kde byla tato variabilita nejvyssi. Naopak nejmensi variabilita se nachazela

v nosni sliznici ¢i slinach.

34



MNosni sliznice

450 000 7 450 000
300 000 300 000 :
150 000 150 000 I 1
el NIHENE RN .
o oo Wl RN Do o W L e T - B T TR T =T T
- £ | 1 = e =i b —
. g = g =
Sliny
uuumu| uuuumi
BO0 A0 Euuuc-:u‘
300 000 300 000 | i
[
|
i a
L L L R - - el B L T
T = ¥ T
Moé
2 1000000 2 1001000
1 400 000 1400000
700 000 I 700000
.u-—.l. e e 0 e — Wy R e
R R R R - - e L~ D -
T = 2 =
Trus
210 000 000 210 000 000
140 000 000 140 000 000
70000 000 I I 70000 000 I
O KN B N R NI NI NN -
HNn‘lwu‘!@hﬂmuﬂE HmﬂﬁwuﬁlﬁhnﬁmgugH
? = g =
Vaginalni sliznice
39 000 600
26000000 T
13 000 000 |
ﬂ_--l _I. e e
L T B A - - - = R "
— —
2=z

Obr. ¢. 6: Pocet bakterii v jednotlivych sliznicich u samic (A) a samci (B) mysSi
domaci. Na ose x je vzdy uvedeno oznaceni pro jednotlivé mysi a osa y zobrazuje pocet
bakterii v prepo¢tu na objem 100 pl. Grafy také zahrnuji vysledky kvantifikace bakterii v
kontrolnich vzorcich: kontrola kitu pro izolaci DNA (K), kontrola vody (H>O) a kontrola
komponentt pouzitych v qPCR (NTC).
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Pro testovani rozdili v bakteridlni abundanci mezi zkoumanymi sliznicemi byly
pouzity logaritmované hodnoty poctu bakterii (logl10) vztazenych ke shodnému objemu
100 pl (Obr. €. 7). Signifikantni rozdily mezi sliznicemi prokazal test ANOVA (df = 4,
F=71.08, P = 2e-16). Tukeyiv post-hoc test (95% konfiden¢ni interval) nasledné odhalil
vyznamné rozdily mezi trusem a ostatnimi typy vzorka (P <0.000001) a také mezi
vyplachy vaginalni sliznice a ostatnimi typy vzorka (P < 0.0002). Mezi dal$imi typy
vzorkll - nosni sliznici a slinami nebyl rozdil prikazny (P = 0.09). Naopak ve slinach
bylo detekovano vice bakterii nez v moci (P = 0.027). Nejvice bakterii tedy obsahoval

trus, za nim nasledovaly vzorky vyplachi vaginalni sliznice.
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Obr. €. 7: Porovnani poc¢tu bakterii mezi sliznicemi mysi domaci. Symboly hvézdicek
oznacuji dosazenou hladinu vyznamnosti v Tukeyoveé post-hoc testu vzdy pro dvé
zkoumané sliznice, které jsou spojeny useckou: * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001,

ik P <0.0001.
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3.2 Bakterialni diverzita ve sliznicich myS$i domaci

Dalsi experimentalni ¢ast byla zaméfena na bakterialni diverzitu jednotlivych
sliznic. Ta zahrnovala méfeni alfa diverzity a detekci konkrétnich bakteridlnich taxont,
které se ve sliznicich vyskytovaly. Jednotlivé kroky zahrnovaly piipravu sekvenacni
knihovny, sekvenaci oblasti genu 16S rRNA a analyzu sekvenacnich dat. Vysledna
sekvenacni databaze obsahovala celkem 1050 bakteridlnich OTU, které byly
reprezentovany 446 218 sekvencemi. S pomoci RDP classifier byly OTU déle zatazeny

do pfislusnych taxonomickych kategorii.

3.2.1 Statistické zhodnoceni bakterialni alfa diverzity

Alfa diverzita byla u jednotlivych sliznic méfena pomoci Chaol a Shannonova
indexu (Obr. €. 8). Rozdily v diverzité mezi sliznicemi byly testovany pomoci linearnich
smiSenych modelii a nasledn¢ Tukeyovym post-hoc testem. Vysledky prokazaly, Ze
mikrobialni diverzita se mezi zkoumanymi sliznicemi signifikantn¢ odliSovala. Dle
Chaol 1 Shannonova indexu byla nejvyssi diverzita obsaZena v trusu, naopak misto
0.001, pro Chaol index: df =4, ¥2 = 44.988, P <0.0001). Pii pouziti Shannonova indexu
byla druhym nejdiverzifikovanéjSim mistem nosni sliznice a poté nasledovaly sliny spolu
s vaginalni sliznici, jejichZ diverzita byla na podobné urovni. Diverzita u téchto tfech

poslednich mist vykazovala srovnatelné vysledky i s pouzitim Chaol indexu.
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Obr. ¢. 8: Porovnani bakterialni alfa diverzity mezi jednotlivymi sliznicemi dle
Chaol (A) a Shannonova indexu (B). Vysky sloupcti odpovidaji predikovanym
pramériim pro jednotlivé skupiny a chybové usecky 95% konfidenénim intervaliim.
Odli$na pismena uvedena nad jednotlivymi sloupci oznacuji signifikantni rozdily alfa

diverzity mezi sliznicemi dle Tukeyova post-hoc testu.
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3.2.2 Detailni zastoupeni jednotlivych bakterialnich taxont

Detekované bakterie se v rdmci vSech zkoumanych sliznic fadily nejcastéji do
jednoho z téchto deviti uvedenych kmenti: Proteobacteria, Firmicutes, Patescibacteria,
Bacteroidetes, Epsilonbacteracota, Fusobacteria, Actinobacteria, Cyanobacteria a
Tenericutes (Obr. ¢. 9). Zbylé kmeny patiily do kategorie Ostatni a tvofily nizkou ¢ast
mikrobidlni populace. Sliznice se mezi sebou liSily jak v pocétu téchto hlavnich
bakteridlnich kment, tak i1 v jejich skladb&. Nejvice kmenii se nachézelo v nosni a
vagindlni sliznici, nejméné pak v moci. Firmicutes a Proteobacteria byly kmeny, které ve
veétsing sliznic tvofily dominantni ¢ast bakterii. Naopak v nosni sliznici bylo rozlozeni

pritomnych kment vice rovnomérné a v trusu prevazoval vyskyt kmene Patescibacteria.

[ Proteobacteria I Fusobacteria
Firmicutes [ Actinobacteria
[ Patescibacteria I¥ Cyanobacteria
Bacteriodetes | Tenericutes
[ Epsilonbacteraeota | Ostatni

Obr. &. 9: Grafické znazornéni pro zastoupeni bakteridlnich kmeni v jednotlivych
sliznicich. Zobrazeno je procentudlni zastoupeni celkem deviti bakteridlnich kmenti s

abundanci > 1 %. Kmeny s niz§i abundanci zahrnuje skupina Ostatni.
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Sliznice se liSily skladbou bakteridlnich kment a taktéz mikrobiotou na nizSich
taxonomickych trovnich. Detailni zastoupeni bakterii na urovni kmend, tiid, ¢eledi a rodt
pro kazdy typ sliznice je uvedeno v Tab. ¢. 2 - 6. V nosni sliznici byly detekovany
zejména bakterie z kmenl Proteobacteria, Epsilonbacteracota a Firmicutes. Zatimco
kmen Epsilonbacteraecota zde predstavoval druhy nejhojnéjsi kmen, v ostatnich sliznicich
dosahoval maximalné¢ 1 %. Mezi nejvice abundantni bakteridlni tfidy patfily
Gammaproteobacteria, Campylobacteria a Bacilli. Nejvice dominantnimi rody byly
Camypylobacter a Pseudomonas.

Ve slinach, moc¢i a vaginalni sliznici se vyskytovaly pifedev§im bakterie
pochazejici ze dvou kmeniti: Firmicutes a Proteobacteria. Ve slinach vyrazné dominoval
kmen Firmicutes, do kterého se tadilo 69 % vSech bakterii. Firmicutes byl nejvice
abundantnim kmenem také v moci a spolu s kmenem Proteobacteria tvotily 97 % vsech
bakterii. Ve vaginalni sliznici byl naopak nejhojn&j$im kmenem Proteobacteria s 49%
abundanci. U vSech téchto typl sliznic patfily mezi nejvice abundantni tfidy Bacilli a
Gammaproteobacteria. Zatimco ve slinach a v moci byl rodem s nejvyss$im procentualnim
zastoupenim Streptococcus, ktery v obou sliznicich tvofil pfes polovinu mikrobialni
populace, ve vaginalni sliznici jim byl rod Rodentibacter.

Bakterie v trusu pochdzely zejména z kmenid Patescibacteria, Firmicutes a
Bacteroidetes. Zastoupeni téchto kmenti bylo témét vyrovnané, kazdy mél abundanci
kolem 30 %. V ostatnich sliznicich se kmen Patescibacteria témét nevyskytoval a takeé
kmen Bacteroidetes dosahoval v jinych sliznicich abundance maximélné 9 %. Naopak
kmen Proteobacteria, ktery byl v ostatnich sliznicich relativn€ hojny, zde zahrnoval pouze
1 % bakterii. Nejhojngjsi bakteridlni tfidy predstavovaly Saccharimonadia, Clostridia a
Bacteroidia. Bakterie z tfidy Clostridia mély v ostatnich sliznicich niZ§i procentudlni
zastoupeni neZ dalsi tfida z kmene Firmicutes - Bacilli, av§ak v trusu tomu bylo naopak a
bakterie z tfidy Bacilli se zde vyskytovaly pouze v zanedbatelném mnoZstvi. K nejvice

abundantnimu rodu v trusu patiil ptekvapivé Candidatus Saccharimonas z kmene

Patescibacteria.
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Tab. €. 2: Nosni sliznice — zastoupeni bakteridlnich taxoni.

KMEN

TRIDA

CELED

ROD

Proteobacteria 35 %

Pseudomonadaceae 20 %

Pseudomonas 20 %

Enterobacteriaceae 4 %

Pantoea 3 %
Serratia 1 %

Gammaproteobacteria 34 %

Pasteurellaceae 4 %

Muribacter 2 %
Rodentibacter 2 %

Moraxellaceae 3 %

Acinetobacter 3%

Burkholderiaceae 1 %

Undibacterium 1 %

Halomonadaceae 1 %

Halomonas 1 %

Epsilonbacteraeota 23 %

Campylobacteria 23 %

Campylobacteraceae 21 %

Campylobacter 21 %

Helicobacteraceae 2 %

Helicobacter 2 %

Firmicutes 17 %

Bacilli 15 %

Streptococcaceae 11 %

Streptococcus 11 %

Lactobacillaceae 2 %

Lactobacillus 2 %

Clostridia 2 %

Lachnospiraceae 2 %

Fusobacteria 9 %

Fusobacteriia 9 %

Leptotrichiaceae 9 %

Bacteroidetes 7 %

Bacteroidia 7 %

Weeksellaceae 5 %

Bergeyella 5 %

Muribaculaceae 1 %

Cyanobacteria 5 %

Oxyphotobacteria 5 %

Actinobacteria 4 %

Actinobacteria 4 %

Propionibacteriaceae 2 %

Cutibacterium 2 %

Tab. €. 3: Sliny — zastoupeni bakterialnich taxonii.

KMEN

TRIDA

CELED

ROD

Firmicutes 69 %

Bacilli 69 %

Streptococcaceae 54 %

Streptococcus 54 %

Family XI 14 %

Gemella 14 %

Proteobacteria 19 %

Gammaproteobacteria 19 %

Pasteurellaceae 18 %

Muribacter 15 %

Rodentibacter 2 %

Moraxellaceae 1 %

Acinetobacter 1 %

Fusobacteria 7 %

Fusobacteriia 7 %

Leptotrichiaceae 7 %

Leptotrichia 7 %

Bacteroidetes 4 %

Bacteroidia 4 %




Tab. €. 4: Moc¢ — zastoupeni bakterialnich taxonii.

KMEN

TRIDA

CELED

ROD

Firmicutes 63 %

Bacilli 60 %

Streptococcaceae 52 %

Streptococcus 52 %

Lactobacillaceae 6 %

Lactobacillus 6%

Clostridia 3 %

Lachnospiraceae 2 %

Ruminococcaceae 1 %

Proteobacteria 34 %

Gammaproteobacteria 32 %

Moraxellaceae 19 %

Acinetobacter 19 %

Pasteurellaceae 11 %

Muribacter 9 %

Psedomonadaceae 2 %

Pseudomonas 2 %

Deltaproteobacteria 2 %

Desulfovibrionaceae 2 %

Bacteroidetes 2 %

Bacteroidia 2 %

Rikenellaceae 1 %

Tab. €. 5: Vaginalni sliznice — zastoupeni bakterialnich taxoni.

KMEN

TRIDA

CELED

ROD

Proteobacteria 49 %

Gammaproteobacteria 45 %

Pasteurellaceae 33 %

Rodentibacter 22 %
Muribacter 10 %

Pseudomonadaceae 5 %

Pseudomonas 5 %

Enterobacteriaceae 4 %

Serratia 3 %

Alphaproteobacteria 3 %

Sphingomonadaceae 1 %

Firmicutes 31 %

Bacilli 28 %

Lactobacillaceae 16 %

Lactobacillus 16 %

Streptococcaceae 4 %

Streptococcus 3 %
Lactococcus 1 %

Family XI12 %

Gemella 2 %

Enterococcaceae 1 %

Enterococcus 1 %

Carnobacteriaceae 1 %

Clostridia 3 %

Lachnospiraceae 3 %

Bacteroidetes 9 %

Bacteroidia 9 %

Muribaculaceae 1 %

Weeksellaceae 1 %

Bergeylla 1 %

Actinobacteria 7 %

Actinobacteria 6 %

Propionibacteriaceae 4 %

Cutibacterium 4 %

Bifidobacteriaceae 1 %

Bifidobacterium 1 %

Micrococcaceae 1 %

Cyanobacteria 3 %

Oxyphotobacteria 3 %

Epsilonbacteraeota 1 %

Campylobacteria 1 %

Helicobacteraceae 1 %

Helicobacter 1 %
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Tab. €. 6: Trus — zastoupeni bakterialnich taxoni.

KMEN

TRIDA

CELED

ROD

Patescibacteria 35 %

Saccharimonadia 35 %

Saccharimonadaceae 35 %

Candidatus _Saccharimonas 35 %

Firmicutes 30 %

Clostridia 30 %

Lachnospiraceae 19 %

Lachnoclostridium 3 %

Ruminococcaceae 10 %

Bacteroidetes 29 %

Bacteroidia 29 %

Muribaculaceae 13 %

Rikenellaceae 6 %

Alistipes 2 %
Rikenella 1 %

Bacteroidaceae 4 %

Bacteroides 4 %

Prevotellaceae 3 %

Marinifilaceae 2 %

Odoribacter 2 %

Mollucites 2 %

Mycoplasmataceae 2 %

Mycoplasma 2 %

Proteobacteria 1 %

Deltaproteobacteria 1
%

Desulfovibrionaceae 1 %
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Abundance

Abundance

Urcita variabilita bakteridlnich taxonl se nachdzela 1 mezi jednotlivymi mySmi
(Obr. ¢. 10). Nekteré detekované tridy se vyskytovaly specificky pouze v ur€ité sliznici.
Byly jimi napfiklad Saccharimonadia z kmene Patescibacteria v trusu ¢i Camyplobacteria
z kmene Epsilonbacteraeota v nosni sliznici. V ostatnich typech vzorkd se tyto tiidy

nachazely pouze u n¢kolika malo jedinct a to ve velmi nizkych abundancich.

nose nose saliva saliva urine urine vagina stool stool
female male female male female| | male female female male
1.00
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B Cyanobacteria
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Clostridia
Saccharimonadia
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Fusobacleriia
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Alphaproteobacteria
others
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Obr. ¢. 10: Relativni abundance bakterialnich kmenii (A) a tfid (B) u jednotlivych
mysi. Obrazek znazoriiuje abundanci taxonl v nosni sliznici, slin, moci, vaginalni sliznici

a trusu, vzdy pro jednotlivé samice a samce.
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3.2.3 Porovnani mikrobialniho sloZeni mezi sliznicemi

Ke kvantifikaci rozdili ve slozeni mikrobioty mezi riznymi typy sliznic byl
pouzit Bray-Curtisiv index nepodobnosti a vazend UniFrac vzdalenostni metrika. Test
PERMANNOVA pro vazenou UniFrac vzdalenostni metriku odhalil, Ze typem sliznice
lze vysvétlit 54 % odlisnosti ve skladbé mikrobioty (F(4,72) = 21.171, P < 0.001).
Srovnatelny vysledek (31 %) byl pozorovan i v ptipadé pouziti Bray-Curtisovy indexu
nepodobnosti (F(4,72) = 8.3581, P < 0.001). Skladba mikrobioty se tedy mezi
jednotlivymi sliznicemi signifikantné¢ liSila. Nemetrické mnohorozmérné Skalovani
(NMDS) s vyuzitim Bray-Curtisova indexu nepodobnosti bylo pouzito pro vizualizaci
odli$nosti ve skladb¢ mikrobioty mezi riznymi sliznicemi (Obr. €. 11). Vzorky ze stejné
sliznice tvoftily viditelné shluky na zédkladé podobného mikrobidlniho profilu. Mikrobiota
trusu se od mikrobioty ostatnich sliznic nejvice liSila. Oproti tomu, skladba mikrobioty
vagindlni sliznice a moci se Caste¢né prolinala. V rdmci jednotlivych mySi nebyla
detekovana zadna korelace ve slozeni mikrobioty mezi sliznicemi (rozsah korelacnich

koeficientii v Mantelové testu = - 0.22 ~ 0.25, ve vSech ptipadech bylo P > 0.1).
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Obr. ¢. 11: Nemetrické mnohorozmérné Skalovani (NMDS) pro skladbu mikrobioty
v jednotlivych vzorcich. Jednotlivé body znazoriuji konkrétni vzorky, které byly
ziskany bud’ z nosni sliznice, slin, moc¢i, vagindlni sliznice nebo trusu. Typy sliznic jsou
odliSeny pfislusSnymi barvami. Vzdalenost mezi body vyjadiuje podobnost/odli$nost
mikrobialniho sloZeni konkrétnich vzorkd. Cim jsou body umisténé blize sobg, tim

v

podobnéjsi je slozeni jejich mikrobioty.
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K podrobnéjsSimu zobrazeni rozdili na urovni dominantnich bakteridlnich roda
byla pouzita metoda hierarchického klastrovani (Obr. €. 12). Vzorky, které pochazely ze
stejné sliznice, tvofily klastry z divodu vyskytu shodnych dominantnich rodd. Ve
vzorcich znosni sliznice byly detekovany zejména bakterie rodd Camyplobacter,
Pseudomonas a Streptococcus. Ve slinach jimi byly ptedev§im rody Streptococcus,
Muribacter a Gemella. Rody snejvétsi abundanci v moci byly Streptococcus a
Acinetobacter. Ve vagindlni sliznici byly nejhojnéjsSimi rody Rodentibacter,

Lactobacillus a Muribacter. A v trusu se piekvapivé nejvice vyskytoval rod

Candidatus Saccharimonas.
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Obr. ¢ 12: Hierarchické klastrovani dominantnich bakteridlnich rodi ve vSech
zkoumanych sliznicich. Na dolni ose x jsou uvedeny ndzvy vzorkl ziskanych od
jednotlivych mysi. Horni osa x pfisluSnymi barvami oznacuje typ sliznice. Osa y v pravé
¢asti zobrazuje bakterialni rody, které jsou v levé ¢asti ptisluSnymi barvami zatazeny do
kmend. Rody, které v jakémkoliv vzorku pfedstavovaly < 10 % sekven¢niho ¢teni, nebyly
do analyzy zahrnuty. Barevna $kdla od bilé po cervenou udava relativni abundanci

bakterialnich rodt ve vzorcich.
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3.3 Kvantitativni a kvalitativni zmény mikrobioty ve vaginé v prubéhu

estralniho cyklu myS$i domaci

Pro kvantitativni a kvalitativni analyzu vaginalni mikrobioty byly pouzity vzorky
vaginalniho vyplachu od 10 samic mysi domaci. Od kazdé samice bylo ziskano celkem
pet vzorki,, kdy kazdy znich pochazel zjednoho dne, béhem nichz byly odbéry
provadény. Nasledné bylo urceno, z jaké faze estralniho cyklu dany vzorek pochazi. U
kvantifikace bakterii bylo pro kazdou samici pouzito vSech pét vzorki. Pro sekvenaci
DNA byly pouzity tifi vzorky od jedné samice. Kvantifikaci bakterii bylo odhaleno,
v jakém rozmezi se vyskytuje pocet bakterii ve vagindlni sliznici a jak se bakterialni
abundance 1i8i mezi jednotlivymi fazemi estralniho cyklu - proestrem, estrem, metestrem
a diestrem. Pomoci sekvenace DNA bylo zjiSténo, jakym zplsobem se v prubchu
estralniho cyklu méni bakterialni alfa diverzita a zastoupeni jednotlivych taxont.

Mnozstvi bakterii ve 20 pl vaginalniho vyplachu se vramci vSech samic
pohybovalo fadové od 10° do 107. Z grafii je zfejmé, Ze béhem estralniho cyklu ve vaginé
dochézelo ke zménam v bakteridlni abundanci (Obr. €. 13). Tyto zmény se u nckterych
samic projevovaly jen jako mirné fluktuace, u jinych lze pozorovat velké odchylky mezi

jednotlivymi fazemi.
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Obr. ¢ 13: Podet bakterii ve vaginalni sliznici v priibéhu estralniho cyklu u 10
samic. Kvantifikace bakterii ve vaginé€ byla provedena celkem u 10 samic. Na ose x jsou
uvedeny nazvy jednotlivych fazi estralniho cyklu zaznamenané béhem péti dnl: P =
proestrus, E = estrus, M =metestrus a D =diestrus. Osa y zobrazuje pocet bakterii

obsazenych ve 20 ul vaginalniho vyplachu.
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Pro testovani rozdilti v bakteridlni abundanci mezi jednotlivymi fazemi estralniho
cyklu byly pouzity logaritmované hodnoty poctu bakterii (logl0) ve 20 ul vyplachu
vaginalni sliznice (Obr. ¢. 14). Test ANOVA prokazal, ze ve vaginalni sliznici dochdzi
k signifikantnim zméndm v poctu bakterii (df = 3, F = 6.637, P = 0.00083). Pro detekci
konkrétnich rozdild byl nasledné pouzit Tukyelv post-hoc test (95% konfidenéni
interval). V estru se ve vaginé nachazelo signifikantné vice bakterii nez v nasledujicich
fazich - metestru (P = 0.0009129) a diestru (P = 0.165818). Mezi proestrem a estrem se
objevoval mirny trend v nartstu poc¢tu bakterii (P = 0.1452717).

*k

(o0}
N
*
*
*

>

T

Pocet bakterii/ 20 pl (logl0)
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Faze estralniho cyklu

Obr. ¢. 14: Porovnani poctu bakterii ve vaginé mezi jednotlivymi fizemi estralniho
cyklu. Symboly hvézdicek oznacuji dosazenou hladinu vyznamnosti v Tukeyové post-
hoc testu vzdy pro dvé zkoumané faze, které jsou spojeny useckou: * P < 0.05, ** P <

0.01, *** P <0.001, **** P <0.0001.
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Alfa diverzita vaginalni mikrobioty byla méfena pomoci Chaol a Shannonova
indexu v prubéhu tii fazi estralniho cyklu: proestru, estru a metestru (Obr. €. 15). Rozdily
v diverzit¢ mezi fazemi byly testovany pomoci linearnich smiSenych modell a nasledné
Tukeyovym post-hoc testem. Pfi pouziti Chaol indexu nebyly tyto rozdily signifikantni
(df = 2, chi.sq = 2.2007, P = 0.3328). Naopak dle Shannonova indexu se diverzita béhem
estralnim cyklu signifikantné lisila (df = 2, chi.sq = 7.8748, P = 0.0195). K vyznamnému
nartstu diversity dochdzelo mezi estrem a metestrem (Tukeylv post-hoc test: P =
0.00997). Vestru byla rozmanitost vaginadlni mikrobioty tedy vyznamné nizsi

oproti metestru. V proestru dosahovala alfa diverzita stfednich hodnot.

a a a

proestrus estrus metestrus

o
o
1

Chaol index (logl0)
o
1

B 34 ab a

-

proestrus estrus metestrus

Shannonityv index

Faze estralniho cyklu

Obr. ¢. 15: Porovnani bakteridlni alfa diverzity u vaginalni mikrobioty v prubéhu
estralniho cyklu dle Chaol (A) a Shannonova indexu (B). VySky sloupct odpovida;ji
predikovanym primérim pro jednotlivé faze a chybové usecky 95% konfidenénim
intervalim Odli$na pismena uvedena nad jednotlivymi sloupci oznacuji signifikantni

rozdily alfa diverzity mezi fdzemi estralniho cyklu dle Tukeyova post-hoc testu.
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Hierarchické klastrovani bakteridlnich rodi ve vagindlni sliznici bylo pouzito

k zobrazeni rozdili mikrobioty mezi tfemi fazemi estralniho cyklu: proestru, estru a

metestru (Obr. ¢. 16). Do analyzy bylo zahrnuto 24 dominantnich rodi a mikrobiotu

vaginy tvofily pfedevSim Ctyii znich: Muribacter, blize neklasifikovany rod ztadu

Bacteroidales, Rodentibacter a Lactobacillus. Ve vzorcich pochazejicich z estru byla

oproti ostatnim fazim detekovéana vysoka abundance rodu Rodentibacter. U dalSich téchto

jmenovanych rodd nebyly rozdily tak markantni, napt. abundance roda Lactobacillus ¢i

Muribacter mély tendenci béhem estru klesat.
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Obr. ¢. 16: Hierarchické klastrovani dominantnich bakterialnich rodii ve vaginalni

sliznici. Na ose x jsou uvedeny nazvy vzorkd, které zahrnuji oznaceni samice (V1 — V10)

a den odbéru vzorku z vaginalni sliznice (I - V). Osa y zobrazuje bakteridlni rody. Rody,

které v jakémkoliv vzorku pfedstavovaly < 10 % sekvencniho ¢teni, nebyly do analyzy

zahrnuty. Barevna Skala od bilé po cervenou udava relativni abundanci rodi

v jednotlivych vzorcich.
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Ke kvantifikaci rozdili ve slozeni vaginalni mikrobioty mezi fazemi proestrem,
estrem a metestrem, byl pouzit Bray-Curtisiv index nepodobnosti a vazena UniFrac
vzdalenostni metrika. Testem PERMANOVA pro Bray-Curtistiv index nepodobnosti bylo
prokézano, ze ve vaginé bc¢hem estralniho cyklu dochazelo k signifikantnim zménam
mikrobioty (F(2,25) = 1.5501, P = 0.017, R2 = 0.11032). Tyto zmény byly zplsobeny
rozdily v relativni abundanci dvou OTU mezi estrem a ostatnimi fazemi. Jednim z téchto
OTU byl Pseudomonas (OTU 1745), ktery se ve vaginé nachdzel béhem proestru i
metestru, avsak v estru nebyl dale pfitomny. DalSim byl Rodentibacter (OTU 3), u
kterého se vestru ve srovnani s ostatnimi fazemi objevovala tendence k narlstu
jeho abundance (Obr. ¢. 17). Pfi pouziti vaZené UniFrac vzdalenostni metriky byly
rozdily ve skladbé mikrobioty marginalné nesignifikantni (F(2,25) = 1.6598, P = 0.084,
R2=0.11722).
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Obr. €. 17: Rozdily v relativni abundanci u OTU Pseudomonas a Rodentibacter ve

vaginé béhem estralniho cyklu.
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3.4 Vliv pohlavi na mikrobiotu

Efekt vlivu pohlavi byl testovan pro bakteridlni abundanci, bakterialni alfa
diverzitu a taxonomické sloZeni mikrobioty. Dle vysledkt testu ANOVA se mnozstvi
bakterii mezi samci a samicemi vyznamné neodliSovalo (df = 1, F = 0.709, P = 0.402).
Také na bakterialni diverzitu u jednotlivych sliznic nem¢l efekt pohlavi dle vysledkt
z linedrn¢ smiSenych modelt signifikantni vliv (pro Shannontv index: df = 1, y2 =
0.7544, P = 0.3851 a pro Chaol index: df = 4, 2 = 1.803, P = 0.1794). Pomoci testu
PERMANOVA nebyly také u zadné ze zkoumanych sliznic odhaleny signifikantni
rozdily mezi samci a samicemi v taxonomické skladbé mikrobioty (pro Bray-Curtistiv
index: F(1,72) = 1.0135, P = 0.430 a pro vazenou vzdalenosti UniFrac metriku: F(1,72) =
1.217, P =0.263).
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4 Diskuze

Jednim z dilezitych vysledkl této diplomové prace je potvrzeni signifikantné
odlisné¢ kompozice mikrobioty mezi riznymi typy sliznic mysi domaci. To platilo i
v ptipad¢ sekreti, které se mohou do urcité miry prolinat - sekrety v nosni sliznici a ustni
dutiny. Divodem téchto rozdila je souhrn vlastnosti daného prostiedi, které na bakterie
pusobi a selektuje tak jejich preziti. Tyto vlastnosti mohou zahrnovat naptiklad
dostupnost zivin, hodnotu pH, pfitomnost kysliku a ¢innost imunitniho systému (Kilian et
al., 2018). U ostatnich zivocichli, véetné Cloveka, byla taktéz objevena intraindividualni
variabilita v kompozici mikrobioty. Naptiklad mikrobiota v nosni a Ustni dutiné se u pst i
cloveka signifikantné odliSovala (Isaiah et al., 2017; Bassis et al., 2014). Také mikrobiota
slin, mo¢i a trusu netopyrt se vyznamné liSila. Navic se ukazalo, ze témét polovina
detekovanych bakterii u téchto zkoumanych netopyri byla mistné specificka (Dietrich et
al., 2017). Mikrobiota v rektu pst byla také vyrazné odliSna oproti mikrobioté v moci a
genitaliich (Burton et al., 2017).

Ve vzorcich, které pochézely z vyplachti nosni sliznice mysi, jsme zaznamenali
ptedevsim hojné zastoupeni rodi Campylobacter (Epsilonbacteraeota) a Pseudomonas
(Proteobacteria). Vysok4d abundance rodu Campylobacter vnose je v souladu 1
s pfedchozim vyzkumem u kfeCka bavlnikového (Chaves-Moreno et al., 2015), nikoliv
vSak u dalSich zkoumanych zivoCichi zahrnujici i laboratorni mysi (Cangemi de
Gutierrez et al., 1999; Francois et al., 2016; Dorn et al., 2017; Isaiah et al., 2017; Tress et
al., 2017). Kampylobakterie nejsou obecné¢ znamy jako zastupci nosni mikrobioty, ale
spiSe jako patogenni mikroorganismy traviciho traktu, naptiklad Campylobacter jejuni
(Black et al., 1988). Vzhledem k zanedbatelnému mnoZstvi kampylobakterii ve vzorcich
trusu u naSich mysi se vS§ak domnivame, Ze se skutecné jedna o mikrobiotu nosni sliznice,
nikoliv o kontaminaci zplisobenou napftiklad o¢ichavanim trusu. Rod Pseudomonas byl
také v predeslych vyzkumech v nosni sliznici detekovan jen v nizkych abundancich ¢i
viubec (Cangemi de Gutierrez et al., 1999; Chaves-Moreno et al., 2015; Francois et al.,
2016; Dorn et al., 2017; Isaiah et al., 2017; Tress et al., 2017). Vyjimkou byla naptiklad
prasata, u kterych se Pseudomonas stal tfetim nejvice abundantnim rodem (Weese et al.,
2014). Taktéz v nasalni mikrobioté¢ ¢lovéka dominuji odlisné rody bakterii ve srovnani
s vysledky nasi analyzy. Jsou jimi pfedevsim rody z kment Actinobacteria a Firmicutes,
jako naptiklad Corynebacterium a Staphylococcus (Frank et al., 2010; Biswas et al.,
2015; Koskinen et al., 2018).
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Vyznamnou roli v utvaieni mikrobioty nosni sliznice zfejm¢ hraje okolni
prostiedi, kterému je tato sliznice permanentné¢ vystavovana (Lemon et al., 2010). Tomu
odpovida i fakt, ze se jednalo o misto, kde jsme naméfili druhou nejvyssi hodnotu alfa
diverzity ze vSech zkoumanych sliznic. Zaroven je to vSak jedno z mist, kde se
vyskytovalo nejméné bakterii. Vzhledem k tomu, ze nos je vstupnim mistem dale do t¢la,
pravdépodobnym vysvétlenim je vyznamnd regulace pocetnosti bakterii imunitnim
systémem hostitele (Kuntova et al., 2018).

Ve slinach mysi domaci pattilo 69 % bakterii do kmene Firmicutes, druhym

v

nejhojnéjSim kmenem byl Proteobacteria s 19% abundanci. PfestoZe alfa diverzita ve
bakterii tvofi jeden konkrétni zastupce - rod Streptococcus. Takova situace je
pozorovatelnd jest¢ u vzorkli moci, kde tento rod tvoii 53 % bakteridlni populace. U
ostatnich sekretl se takto dominantni rody nevyskytuji. Podobné mikrobialni slozeni ustni
dutiny ukézaly 1 vysledky sekvenace DNA u laboratornich mys$i (Chun et al., 2010).
Zavery védeckych praci, které jsou starSiho data a identifikace bakterii u nich probihala
na zékladé kultivacnich metod, se od téchto vysledkii v mnohém 1isi. Naptiklad v Gstni
dutin€ mySi BALB/c se streptokoky nepodafilo detekovat viibec nebo jen v nizkém
mnozstvi. Nejvice abundantnimi bakteriemi se naopak staly naptiklad Staphylococcus
aureus a Lactobacillus murinus (Trudel et al., 1986; Rodrigue et al., 1993). Zvolené
kultiva¢ni podminky nemusi byt vhodné pro rist vSech bakterii a vysledné poznatky o
skute¢né skladb¢é mikrobioty tak mohou byt velmi zkreslené.

K nejvice abundantnim kmeniim ve slindch c¢lovéka patii, stejné jako u mysi,
kmeny Firmicutes a Proteobacteria. Hojny je i kmen Actinobacteria, ktery vSak nebyl
v nasich vzorcich detekovan. Rozdily mezi slinami ¢lovéka a mySmi jsou patrné i na
rodové urovni. Kromé& rodu Streptococcus byly ve slinach ¢lovéka objeveny piedevsim
takové rody, které se v naSich vzorcich nevyskytovaly, napi. Veillonella, Neisseria,
Haemophilus, Rothia, Prevotella a Porphyromona) (Aas et al., 2005; Lazarevic et al.,
2009, Nasidze et al., 2009; Zaura et al., 2009; Hasan et al., 2014; Leake et al., 2016; Fan
etal., 2018).

Nékteré publikace ukazuji, Ze streptokokové v Ustni dutin€ mohou
zprostiedkované ovlivilovat imunitni odpovéd’ hostitele. Streptococcus mitis v ustech
clovéka Uzce interaguje s pfitomnymi keratinocyty a spousti u nich aktivitu riznych
transkripénich faktor (TF). Jeden z téchto TF (aryl hydrokarbonovy receptor) ma vliv i

na genovou expresi imunitnich signalnich proteind - chemokinl, které vyvolavaji
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zéanétlivou reakci. Tento TF dale zvySuje hladinu PGE2 (Prostaglandin E2), ktery se
taktéz ucastni zanétlivé reakce. Vysledky ukazuji, Ze tento druh bakterie mize napomahat
hojeni epitelu v Gstni dutiné pii jeho poSkozeni (Engen et al., 2017).

Zatimco v na$i analyze byla u vzorkG znosni sliznice naméfena vyssi alfa
diverzita, nez ve vzorcich z Gstni dutiny, u pstt tomu bylo naopak. Vzorky z ustni dutiny
pstt obsahovaly signifikantné¢ vyssi hodnotu Chaol a Shannonova indexu a také vyssi
pocet OTU, nez druhy typ vzorkl (Isaiah et al., 2017). Divodem téchto protichiidnych
zavéri muze byt napiiklad zplsob, jakym byly vzorky odebirany. My jsme vzorky
odebirali pomoci vyplacht nosni a Ustni dutiny, ale ve druhém vyzkumu byly vzorky
ziskavany stéry nosni dutiny a bukélni oblasti (Isaiah et al., 2017). Je mozné, Ze stéry se
1épe zachyti rozmanitost mikrobioty v ustni dutiné, jak naznacuje i publikace od Rodrigue
et al. (1989).

Jak jiz bylo zminéno vySe, v mo¢i mysi jsme detekovali vysokou abundanci rodu
Streptococcus (52 %) z kmene Firmicutes. Dominance rodu Streptococcus se vSak
neshoduje s vysledky vyzkumi zaméfenych na moc¢ ostatnich zivocichii. V moc¢i psi mél
tento rod primérnou relativni abundanci pouze 0,08 % (Burton et al., 2017). Také v moci
netopyru se vyskytovaly jiné hojnéji zastoupené rody (Dietrich et al., 2017). Jako druhy
nejvice abundantni rod v mo¢i mysi jsme detekovali Acinetobacter (19 %) zkmene
Proteobacteria. U pst byl druh Acinetobacter johnsonii jednim z péti nejvice hojnych
OTU, které byly detekovany u vSech zkoumanych jedinci. Zbylé ¢tyii OTU patiily taktéz
do kmene Proteobacteria (Burton et al., 2017).

V moci Clovéka, stejné jako ve vzorcich moci nasich mysi, se nejcastéji vyskytuji
bakterie kmene Firmicutes. AvSak namisto rodu Streptococcus, jsou vni vétSinou
pfitomny jiné hojnéjsi rody. Vysokou abundanci ma napfiiklad rod Lactobacillus, a to 1
v moc¢i muzi (Nelson et al., 2010; Dong et al., 2011; Siddiqui et al., 2011; Wolfe et al.,
2012; Hilt et al., 2014; Pearce et al., 2014; Coorevits et al., 2017). Tento rod byl v naSich
vysledcich zastoupen pouze v 6% abundanci. Mezi dalsi rody, které byly detekovany
vmoci Clovéka a vnaSich vysledcich se naopak neobjevily, patii napt.. Prevotella,
Gardnerella, Corynebacterium a Staphylococcus (Dong et al., 2011; Siddiqui et al., 2011;
Wolfe et al., 2012).

Ve vzorcich moc¢i jsme detekovali také nejnizsi bakteridlni alfa diverzitu. Tento
vysledek je v rozporu se zdvérem jiného vyzkumu, ve kterém byly porovndvany vzorky
slin, mo¢i a trusu africkych netopyri. U nich byla piekvapivé nejvyssi alfa diverzita

naméiena pravé v moci (Dietrich et al., 2017). U pst obsahovala mo¢ signifikantné vice
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OTU, nez vzorky pochazejici z genitadlniho traktu a rektu. Vzorky s nejvyssi alfa
diverzitou vsak predstavovaly stéry z rekta a nikoliv mo¢ (Burton et al., 2007).

Nejvice zastoupenym rodem ve vaginé mySi domaci byl Rodentibacter (22 %)
z kmene Proteobacteria. Jedna se o pomérné novy bakteridlni rod, do kterého byly
zarazeny nékteré druhy bakterii s pivodnim rodovym nazvem Pasteurella, jako naptiklad
Pasteurella pneumotropica (Adhikary et al., 2017). Prekvapivé druhym nejhojnéjSim
rodem byl Lactobacillus (16 %) z kmene Firmicutes. VétSina predchozich vyzkumd, které
byly zaméfeny na vaginalni mikrobiotu u rtznych zivocichti, detekovaly tento rod ve
velmi nizkych abundancich (Noguchi et al., 2003; Hutchins et al., 2014; Swartz et al.,
2014; Yildirim et al., 2014; Uchihashi et al., 2015; Miller et al., 2017; Yang et al., 2017).
Naproti tomu, u ¢lovéka tvofi laktobacily podstatnou ¢ast vaginalni mikrobioty a jejich
relativni abundance dosahuje bézné az 90 % (Ravel et al., 2011). Pomoci metody BLAST
jsme blize identifikovali konkrétni sekvence 16S rRNA z vaginalnich vzorkd. Hojné
zastoupenym druhem byl napt. Lactobacillus animalis. Déle jsme zjistili, Ze druhy, které
se nachdzi ve vaginé clovéka, lze nalézt také ve vaginé myS$i. Jsou jimi napiiklad
Lactobacillus gasseri a Lactobacillus reuteri (Vasquez et al., 2002; Hiitt,et al., 2016).

Vaginalni mikrobiota nebyla béhem estralniho cyklu konstantni, ale dochazelo u
ni k signifikantnim zméndm tykajici se jeji abundance, diverzity i taxonomického
sloZzeni. Mezi estrem a nasledujicimi fazemi - metestrem a diestrem, byl detekovan
vyznamny pokles v poctu bakterii. Estrus jako faze s vysokou bakteridlni abundanci byl
identifikovan také v predchozich vyzkumech zamétfenych na laboratorni mysi a dalsi
zivocichy (Larsen et al., 1976, 1977; Yamada et al., 1983; Cowley a Heiss, 1991;
Noguchi et al., 2003). V na$i analyze jsme ukdzali, Ze 1 kdyZ se mnozstvi bakterii v estru
zvysuje, bakterialni alfa diverzita je zde v porovnani s ostatnimi fazemi niz$i. V rdmci
jednotlivych bakteridlnich rodl jsme nejvyrazn€j$i ndrdst v estru zaznamenali u
Rodentibacter (OTU_3). Neékteré rody byly v této fazi naopak potlaceny jako napf.
Pseudomonas. Casteéné je tento trend pozorovatelny i u rodtt Muribacter, Cutibacterium,
Serratia i1 Lactobacillus, zde ale analyza neposkytla signifikantni vysledky.

Ukazuje se tedy, ze Rodentibacter béhem estru vyrazné ptispival k narlstu poctu
bakterii ve vaging a je také mozné, Ze jeho zvySend abundance mohla potlacovat vyskyt
ostatnich bakterii a tim tak sniZovat diverzitu vaginalni mikrobioty. U laboratornich mys$i
byly v estru pomoci kultiva¢nich metod detekovany bakterie z jinych rodd, predevsim
streptokokové (Cowley a Heiss, 1991; Noguchi et al., 2003) a laktobacily (Cowley a

Heiss, 1991). Jak jiz bylo zminéno vyse, riist laktobacili byl v nasi analyze béhem estru
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oproti ostatnim fazim spiSe potlacovan a k narastu streptokokti béhem estru dochazelo jen
u n¢kolika malo jedinct.

Bakteridlni kompozice v jednotlivych sekretech se alesponi Castecné shodovala
s dosavadnimi vysledky publikovanymi u ostatnich zivocichti. Nejvétsi rozpor s dosud
znamymi fakty jsme zaznamenali v pfipadé mikrobioty trusu. Trus obsahoval zejména
bakterie pochézejici ze tii kmen: Patescibacteria, Firmicutes a Bacteroidetes. Hojny
vyskyt kmenti Firmicutes a Bacteroidetes je v souladu i s vysledky pfedchozich vyzkumi,
které se zabyvaly skladbou stfevni mikrobioty u divokych ¢i laboratornich mysi (McKnite
et al., 2012; Hildebrand et al., 2013; Krych et al., 2013; Linnenbrink et al., 2013;
Kreisinger et al 2014; Ericsson et al., 2015; Weldon et al., 2015) a ¢loveéka (Arumugam et
al., 2011; Krych et al., 2013). Zatimco tyto dva kmeny u ostatnich vyse zminénych
publikaci zahrnuji kolem 90 % vsech bakterii, zde to bylo pouze 59 %.

Tento rozdil byl zplsoben tim, Ze podstatnou ¢ast stievni mikrobioty naSich
vzorkl tvofil prekvapivé taxon Patescibacteria, ktery byl s abundanci 35 % dokonce
nejhojnéjSim kmenem v trusu vibec. V tomto kmenu byl detekovan pouze rod
Candidatus Saccharimonas. Ten byl v dosavadnich vyzkumech nalezen také ve stievé ¢i
trusu laboratornich mysi a dalSich savci (Ren et al., 2016; Curtis et al., 2018), ale
nedosahoval u nich tak vysokého procentudlniho zastoupeni jako v nasi analyze.
Napftiklad v tenkém stfeveé laboratornich mysi, konkrétné v kycelniku u deseti jedincti, se

S 4

al., 2016). Kmen Patescibacteria v trusu dalSitho hlodavce - hraboSe prériového,
predstavoval tfeti nejhojnéjsi kmen s abundanci 5 %. Sekvence tohoto kmenu byly dale
klasifikovany a patiily pravé rodu Candidatus Saccharimonas (Curtis et al., 2018).
V trusu laboratornich krys dochézelo k signifikantnimu nariistu bakterii tohoto rodu poté,
co jim byla poddvéana potrava s vysokym obsahem tuku (Lin et al., 2016). Mysi, které
byly pouzivany pro experimentalni ¢ast této diplomové prace, vSak nedostavaly potravu
s vysokym obsahem tuku, ale byly krmeny standardni komplexni krmnou smési (3,4 %
tuku/1kg).

Mezi samci a samicemi divokych jedinci mySi doméci nebyl prokazéan
signifikantni rozdil v bakterialni abundanci, alfa diverzité a ani v taxonomickém slozeni
mikrobioty u Zadné ze zkoumanych sliznic. V ptedchozich vyzkumech, které byly
zaméieny na laboratorni mysi ¢i krysy, byl vSak vliv pohlavi odhalen u alfa diverzity i
kompozice sttevni mikrobioty (Bernbom et al., 2006; Fushuku a Fukuda, 2008; Markle et
al., 2013; Yurkovetskiy et al., 2013; Org et al., 2016; Elderman et al., 2018). Ukazalo se,
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ze vliv tohoto faktoru nelze prokézat, pokud jsou mysi z rtiznych laboratornich kmenti
testovany soucasné. Rozdily mezi samci a samicemi se projevily pouze v ramci
jednotlivych kmenti mysi. Stfevni mikrobiota je tedy silné ovliviiovdna genotypem a
rozdily mezi pohlavimi se v geneticky uniformnich kmenech laboratornich mysi mohou
vice projevit (Org et al., 2016; Elderman et al. 2018). Jednim z davodl, pro¢ se
nepodarilo prokézat vliv pohlavi v této diplomové praci, mize byt tedy velkd geneticka
variabilita u jedinct divokych mysi.

Nékteré rozdily ve stfevni mikrobioté byly vSak prokdzany i mezi muZzi a Zenami
(Mueller et al., 2006; Dominianni et al., 2015). V tvahu tedy ptipadaji i1 jiné divody, pro¢
se nepodafilo prokazat vliv pohlavi u stfevni mikrobioty, jako je naptiklad zvoleni
nizkého poctu testovanych jedincl. Nelze vyloudit fakt, ze pfi vys$Sim poctu mysi by
rozdily mezi samci a samicemi byly signifikantni. Naptiklad v publikaci od Elderman et
al. (2018) se rozdilné hodnoty alfa diverzity stfevni mikrobioty podafilo prokazat s
pouzitim 20 samcl a 20 samic. Oproti tomu, pro rozdily v kompozici mikrobioty stacilo
pouze deset samcu a deset samic, tedy podobny pocet jako zde.

Také na mikrobiotu nosni sliznice a Ustni dutiny nemél efekt pohlavi vyznamny
vliv. Pfi¢ina mize byt takova, Ze se jedna o mista, kterd jsou neustdle vystavovana
vnéjSimu prostfedi a samci 1 samice jsou tak kolonizovany stejnymi bakteriemi
pochazejicimi z bezprostiedniho okoli (Shaw et al., 2010). Napftiklad u psi a fen stejného
plemene, ktefi obyvali to samé prostfedi a byli krmeni stejnym typem potravy, nebyl
prokézan zadny rozdil v alfa diverzit¢ a kompozici u ordlni nebo nasalni mikrobioty
(Isaiah et al., 2017). Taktéz u lidi nebyl detekovan signifikantni rozdil v kompozici
mikrobioty vyskytujici se v nosu (Lemon et al., 2010; Oh et al., 2012). Stejné tomu bylo 1
v pfipad¢ oralni mikrobioty lidi (Kapil et al., 2018).

Pohlavni rozdily jsme nedetekovali ani v mikrobioté moc¢i mysi domaci. Shodny
zavér ukazuje 1 vyzkum zaméfen na moc¢ psu, kde nebyly nalezeny zadné rozdily mezi
samci a samicemi v poctu OTU, alfa diverzité nebo kompozici mikrobioty (Burton et al.,
2017). Existuji vSak 1 prace, které pohlavni rozdily v mikrobiot¢ moci potvrdily,
konkrétné u ¢lovéka (Fouts et al., 2012; Lewis et al., 2013).

Nase vysledky ukazuji, ze mikrobiom jedince je diverzifikovan v riznych ¢éastech
téla. Vzhledem k jiz prokdzanym odliSnostem ve sloZeni riznych antimikrobidlnich
peptidi ¢i jinych bilkovin ve studovanych sekretech je ziejmé, Ze rozdilné slozeni
mikrobioty je fizeno aktivni regulaci hostitelského imunitniho systému (Stopka et al.,

2016; Stopkova et al., 2017; Cerna et al., 2017).
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6 Zavér

Tato diplomové prace se zabyvala mikrobiotou ve vybranych sliznicich u divoké
populace mysSi domdci. Hlavnim cilem bylo zjistit, zda se sliznice skladbou své
mikrobioty odlisuji. Podafilo se nam prokazat, ze jednotlivé sliznice jsou specifické svym
bakterialnim taxonomickym slozenim jiZ na rodové turovni a také jsme odhalili rozdily
v bakteridlni abundanci a alfa diverzité. NaSe vysledky tak byly v souladu se zavéry
pfedchozich publikaci, které taktéz odhalily rozdily v mikrobiot¢ mezi riznymi
analyzovanymi ¢astmi téla, avSak zastoupeni jednotlivych bakteridlnich taxonii v nasich
zkoumanych vzorcich bylo odliSné. Nejvice bakterii a také nejvétsi alfa diverzitu jsme
detekovali ve vzorcich trusu. Naopak nejméné¢ bakterii obsahovaly vzorky nosni sliznice
spolu s mo¢i. Mo¢ byla také mistem snejniz$i alfa diverzitou. Nékteré konkrétni
vysledky, jako napt. vyssi alfa diverzita v nosni sliznici oproti Ustni duting, se oproti
pfedchozim vyzkumim vSak 1i8i. Na utvafeni mikrobioty plsobi spousta riznych
genetickych i environmentalnich faktorti a porovnavani jejiho slozeni v dané sliznici mezi
riznymi publikacemi, které se zabyvaji odliSnymi ¢i dokonce i stejnymi zivoc¢iSnymi
druhy, mize mnohdy pfinést velmi rozdilné vysledky. Také odliSnosti v pouzité metodice
mohou prispivat ke znaénym odchylkdm v kone¢nych zavérech.

Detailn¢ jsme se zaméfili také na jedno z téchto zkoumanych mist - vaginalni
sliznici s cilem detekovat zmény mikrobioty v prubéhu estralniho cyklu. Zde se nam
taktéz podafilo prokdzat urcité zmény ve vSech vySe zminénych bodech. Nekteré rozdily
(napt. rlst bakterii mezi fazemi proestrem a estrem) nebyly dostate¢né signifikantni a
pouziti vice testovanych samic ¢i veétsi mnozstvi provadénych odbért by mohlo piinést
siln€j8i vysledky. Shodné jako v pfedchozich vyzkumech se tedy ukazuje, ze skladba
vaginalni mikrobioty podstupuje dynamické zmény v souvislosti s pravé probihajici fazi
estralniho cyklu. Tyto zmény byly nejvice zietelné ve fazi estru, béhem kterého jsme ve
vagin€ detekovaly nejvice bakterii, pfedev§im rodu Rodentibacter. Vyrazny rist tohoto
rodu béhem estru mize mit dopad na ostatni pfitomné bakteridlni populace, coz
naznacuje 1 nizka hodnota alfa diverzity v porovnani s ostatnimi fazemi.

Posledni cil zahrnoval detekci vlivu jednoho z moznych faktorti ovliviiujiciho
mikrobiotu, tedy vlivu pohlavi. Zde ndm vSak naSe provedené analyzy neposkytly
signifikantni vysledky. Je moZné, Ze vliv pohlavi neni tak silnym faktorem podilejici se

na utvaieni mikrobioty a jeho plisobeni mize byt snadno potla¢eno ostatnimi faktory.
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Ovsem zavéry nékterych dosavadnich publikaci naznacuji existenci mikrobidlnich
pohlavnich rozdili u zivoc¢ichti véetné ¢loveka.

Ptedchozi vyzkumy prokazaly, Ze nami studované sliznice maji i odliSné slozeni
antimikrobialnich peptidid a proteini a vysledky této diplomové prace tak mohou byt
podkladem k dalSimu podrobnéjsSimu vyzkumu interakci konkretnich bakteridlnich

populaci s hostitelskymi proteiny a peptidy u divokych jedincti mysi domaci.
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