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Crevna fléra u psa

Intestinalna mikrofléra psa pozostava z velkého
mnoZstva baktérii, virusov, hub a prvokov a
predstavuje komplexny ekosystém. Kazdé
zviera ma individualnu fléru. Predstavuje
dynamicky systém, ktory je zavisly od mnohych
vonkajsich avnatornych  faktorov. Crevné
mikroorganizmy su zavislé okrem iného od
stravovacich navykov, predchadzajucej antibio-
tickej terapie, podavania prebiotik a probiotik,
ako aj od individualnych faktorov ako vek
a genetické komponenty.

Metédy vySetreni - kultivaéné

molekularne biologické

verzus

Obvykle pre vySetrenie mikroorganizmov Creva
resp. trusu volime kultivaéné metédy. Pri nich
sa vzorky trusu nanesu na rbzne selektivne
a neselektivne zivné pbdy aprenesu do
obohatenych bujénov. Nasledne sa inkubuju pri
réznych kultivaénych podmienkach. Vyhodou
kultivatného vySetrenia je rychla a cenovo
vyhodna identifikacia mnohych enteropatogénov
ako salmonely, yersinie, campylobacter, ako aj
fakultativne patogénnych baktérii, ako su
klebsielly a E. coli. Okrem toho je mozné
zhotovit  antibiogram  proti  bakterialnym

povodcom. S pomocou kultivaného vySetrenia
je tiez mozné urlenie mnozstva pbvodcov
semikvantitativnym spdsobom (nizka, stredna,
vysoka koncentracia) alebo aj v absolutnych
poctoch pévodcov (v KbE/g trusu).

Obr. 1: Salmonely na selektivnych Zivnych m.édiéch
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Pre komplexnu mikrobiologicku analyzu Creva
atrusu nie su v8ak kultivaéné postupy
dostatoCne senzitivne. Mnohé druhy baktérii sa
nedaju kultivovat. Ich dbkaz je mozny len
molekularne biologickymi metédami.

Jedna (hlavne vo vyskume) bezna metdéda na
vySetrenie intestinalnych mikrébov sa zaklada
na analyze bakteridlneho 16S-rRNA-génu.
Najprv sa zo vzorky extrahuje DNA a nasledne
pomocou PCR rozmnoZi a stanovi bakterialny
16S-rRNA-gén.

Dalsou metédou nezavislou na kultivacii je
fluorescenéna in situ hybridizacia (FISH).
Baktérie su dokazované prostrednictvom
Specifickych  génovych sond zviditelnené
fluorescenénymi farbivami. Tym je na zaklade
histologickych rezov &reva mozna aj analyza
rozmiestnenia v lumene a v mukdze Creva.

Obr.2: Dbkaz baktérii prostrednictvom FISH v reze
Crevom

Pomocou molekularne biologickych technik
mézu byt baktérie identifikované na rbéznych
taxonomickych drovniach.

Pri kultivatnom vySetreni sa baktérie uvadzaju
na urovni druhu resp. rodu. Dalej je pri kultivacii
réznych patogénnych baktérii (napr. salmonely
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alebo Yersinia enterocolitica) mozna sérotypi-
zacia.

VSetky metddy analyzy mikrofléry maju svoje
vyhody aj nevyhody a su len tazko vzajomne
porovnatelné.

Av8ak pre analyzu intestinalneho mikrobiomu
ako komplexného ekosystému  poskytuju
molekularne biologické postupy podrobnejsie
vysledky.

Fyziologicka mikrofléra

Prostrednictvom  molekularne  biologickych
vySetrovacich postupov bolo mozné vytvorit
komplexny obraz ¢revnej mikrobioty. Pritom budi
pozornost, Ze kazdé zviera ma svoje
individualne spektrum pdvodcov a mikrobialne
zloZenie sa vyrazne liSi rez od rezu (Crevom).
V tenkom ¢&reve sa nachadzaju prevazne
aerobne a fakultativne anaerébne baktérie,
zatial ¢o v hrubom C&reve sa vyskytuju vacsinou
anaerobne baktérie. Mnozstvo a réznorodost
baktérii stupa kraniokaudalne.

Celkovo obyvaju ¢revo dospelého psa prevazne
bakterialne kmene Firmicutes, Bacteroidetes
a Fusobacteria az mensej Casti Actinobac-
teria a Proteobacteria.

Kmen Firmicutes zahffia predovSetkym gram-
pozitivne baktérie, ktoré patria do skupin Cluster
IV aXlIVa. Okrem fakultativne patogénneho
druhu Clostridium perfringens sa tu vyskytuju aj
mnohé apatogénne klostridie. K Proteobacteria
pocitame okrem iného Enterobacteriaceae ako
E.coli, ktora je jednym z najcastejSie izolovanych
druhov pri kultivaénom vySetreni.

V zaladku psa dokazujeme prevazne
Helicobacter spp., ktoré sa nachadzaju na
povrchu sliznice zaludka, ale aj intramukdzne.
Aerdbne aanaerébne baktérie Clostridia,
Lactobacillales a Proteobacteria osidluju tenké
¢revo, zatial ¢o v hrubom ¢&reve previadaju
anaerobne baktérie ako Clostridiales,
Bacteroides, Prevotella a Fusobacteria. Na
rozdiel od Zaludka, v zdravom tenkom a hrubom
¢reve nenachadzame baktérie vnutri sliznice.

Mikrofléra u Steniat

V jednej aktualnej Studii ur€ovali mikréby trusu
Steniat molekularne  biologicky  analyzou
bakterialneho 16S r RNA gendému.

Vzorky trusu boli vySetrované v réznych ¢asoch
od narodenia po odstav.

V tomto obdobi (2. deft az 56. deri post partum)
bola zaznamenana vyraznd zmena neonatalnej
flory smerom Kk adultnej mikrobiote v Case
odstavu. So vzrastajucim vekom Steniat
dochadza k zvySovaniu rdznorodosti baktérii
a k posunu smerom Kk prevazne anaerébnym
druhom.

Podiely Clostridium spp. a E. coli sa znizuju,
zatial ¢o dominuju obligatne anaerdbne baktérie
Bacteroidetes, Fusobacteria a Firmicutes.

Mikrofléra  pri
ochoreniach ¢reva

akutnych a chronickych

Pri akutnych hnackach boli pomocou kulti-
vaénych, ako aj molekularne biologickych
vySetreni zistené vyrazné zmeny v porovnani
so zdravou mikrobiotou.

Akutne hemoragické hnacky vedu
k masivnym zmenam intestinalnej mikrobioty.
V porovnani so zdravym psom bola znizena
réznorodost a mnozstvo urCitych  mikroor-
ganizmov. To sa stalo hlavne bakterialnym
rodom Blautia spp., Turicibacter spp.
a Ruminococcus/  Faecalibacterium. Naopak
E.coli a Clostridium perfringens boli pomnozené.

Pri chronickych enteropatiach ako IBD sa
v aktivnej faze choroby vyskytuju hlavne
Znizené pocty Faecalibacterium a Fusobacteria.
Oba bakteridlne rody upsov v klinicky
neaktivnej faze boli preukazatelné azmena
oproti zdravym psom nebola zaznamenana.

U humannych pacientov s IBD sa €asto popisuje
aj znizené mnozstvo Faecalibacterium
prausnitzii v ¢revnej flore.

E. coli sa pri IBD vyskytoval v mikroflére trusu vo
zvySenej miere, zatial C¢o klostridie a
Bacteroides boli dokazované menej.
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Funkcia intestinalnej mikrofléry

Intestinalna mikrobiota spifia v hostitelovi mnoho
pozitivnych funkcii.

Predstavuje napriklad bariéru pre patogénne
baktérie a endotoxiny tym, Ze obsadzuje miesta
adhézie na sliznici ¢reva a konkuruje pri
ziskavani  vyzivy. Dalej produkty jej
metabolizmu vytvaraju prostredie nevhodné pre
iné ako rezidentné baktérie, podiela sa na
rozvoji fyziologickej Struktary sliznice
a u mladych zvierat prispieva k rozvoju oralnej
tolerancie.

Vela druhov klostridii, ako aj Faecalibacterium
a Ruminococcacaea produkuju metabolizaciou
komplexnych uhlohydratov mastné kyseliny
s kratkym retazcom ako kyselina octova,
propidbnova a maslova. Tie na jednej strane
sluzia ako zdroj energie pre hostitela, na druhej
strane maju dolezité ulohy medziinym pri
regulacii motility ¢reva, su rastovymi faktormi pre
epitelidlne bunky amaju imunomodulaéné
ucinky. Tieto imunomodulaéné metabolity mozu
ovplyviiovat expresiu interleukinov a mucin
génov, ktoré okrem iného prispievaju
k upevriovaniu tight-junctions.

Tab. 1: Prehlad fléry trusu vytvoreny molekularne biologickou ana lyzou

Bacteroides /
Fusobacteria

Actinobacteria
Proteobacteria

Turicibacter spp. \,
Ruminococcus /
Faelacibacterium |,

Mikrofléra
Fyziologicka Steria Akutna hemoragicka hnacka Chronicka enteropatia
dospely pes
Firmicutes Clostridium spp. E. coli ™ Aktivna faza:
Bacteroidetes E. coli Clostridium perfringens T E. coli T
Fusobacteria

-> Blautia spp. |, Faelacibacterium {,

Fusobacteria |,
Clostridium spp.
Bacteroides |,
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