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Probiotika, huminové kyseliny a jejich vyznam ve vyzivé
pst

Souhrn

Tato bakalaiské prace se zabyva mikrobiotou traviciho traktu psa, jejim slozenim a moznostmi
jejiho ovlivnéni pomoci probiotik a huminovych kyselin. Celkem dvaceti psim byl po dobu
¢trnacti dnli podavan dietarni pfidavek ve formé tablet obsahujici bakterii Enterococcus
faecium, inaktivované kvasinky Sacharomyeces cerevisiae, pivovarské kvasnice, fasu Chlorellu
a huminovou kyselinu leonardit. VSem psim byl odebran vzorek vykalu pied a po skonceni
podavéani. Ziskané vzorky byly podrobeny mikrobiologickému rozboru, pti kterém byly
sledovanymi bakterialnimi skupinami celkové pocty koliformnich bakterii, laktobacily,
bifidobakterie, Escherichia coli a enterokoky. Kultivace byla provedena deskovou metodou.
Narostlé kolonie byly spocitany a pievedeny na jednotku log KTJ/g. Ziskané hodnoty byly
porovnéany a vyhodnoceny parovym t-testem pomoci programu STATISTICA 12. Na zvolené
hladin¢ pravdépodobnosti a < 0,05 byl mezi prvnim a druhym odbérem zjiStén statisticky
vyznamny rozdil v hodnotach skupin bifidobakterii a enterokokd. Soucasti testovani dietarniho
ptidavku bylo vyplnéni dotazniku, které sledovalo chutnost samotného pfidavku, vzhled vykalu
po dobu podavani, mnozstvi vypité vody, zménu celkového stavu a vzhledu jedince, potiebu
vyhledavat a pojidat vétsi mnozstvi travy a reakci na ptidavek v podobé zvraceni. Nebyla
zjisténa zadnda zavislost mezi podavanim piidavku a vzhledem exkrementu, mnozstvim vypité
vody, pottebou vyhleddvat a pojidat vétSi mnozZstvi travy ani zvracenim jako reakci na pridavek.
Z casti dotazniku zaméfeného na chutnost a ochotu pfijimani pfidavku vyplynula vhodnost
upravy tablet do menSich rozmérti nebo do formy prasku, nebot’ celych 45 % (9 jedincit) mélo
potiz ptidavek pfijmout.

Klic¢ova slova: Canis lupus familiaris, mikrobiota, probiotika, Enterococcus faecium



Humic acids, probiotics and their role in dog nutrition

Summary

This bachelor's thesis deals with the microbiota of the dog's digestive tract, its composition and
the possibilities of its influence by probiotics and humic acids. A total of twenty dogs were
given a dietary supplement in the form of tablets containing Enterococcus faecium, inactivated
yeast Sacharomyeces cerevisiae, algae Chlorella and humic acid leonardite for fourteen days.
A faecal sample was taken from all dogs before and after administration. The obtained samples
were subjected to a microbiological analysis, in which the monitored bacterial groups were the
total numbers of coliform bacteria, lactobacilli, bifidobacteria, Escherichia coli and
enterococci. Cultivation was performed by the plate method. The grown colonies were counted
and converted to log CFU/g. The obtained values were compared and evaluated by paired t-test
using the STATISTICA 12 program. At the selected level of significance a <0.05, a statistically
significant difference in the values of bifidobacteria and enterococcal groups was found
between the first and second consumption. Part of the testing of the dietary supplement was the
completion of a questionnaire that monitored the palatability of the supplement itself, the
appearance of feces during administration, the amount of water consumed, changes in general
condition and appearance, the need to seek out and eat more grass and the response to the
supplement in the form of vomiting. No dependance was found between the administration of
the supplement and the appearance of the excrement, the amount of water consumed, the need
to seek out and eat more grass, or vomiting in response to the addition. The part of the
questionnaire focused on the palatability and willingness to accept the addition showed the
suitability of adjusting the tablets to smaller dimensions or in the form of a powder, because 45
% (9 individuals) had difficulty accepting the supplement.

Keywords: Canis lupus familiaris, microbiota, probiotics, Enterococcus faecium



L UIVOM.c .o 8
2 CHLPIACE ... 9
2.1 HYPOUEZA ..ottt 9

I ) 172 ¢ 1) 1B ) S URRSPRRRPIN 10
3.1 PeS AOMACT ..viiiiiiciiie i 10
3.1.1  Domestikac¢ni zmeény traviciho traktu ..........ccoooveiiiiiiiinieicec 10

3.2 Mikrobiota traviciho traktul ........ccccveiiiiiiiiiii 10
3.2.1  Vznik mikrobioty traviciho traktu .........ccccooiiiiiii 11
3.2.2  Slozeni mikrobioty traviciho traktu .........cccovceiiiiiiiiiii e 12
3.2.2.1 Druhove ZaStOUPEN....ccueeiviiiiiiiiiiii e 12
3.2.2.0. 1 ZAIUACK . ....cveeeieeeeceeeeceeee ettt 14

3.2.2.1.2  TENKE SIEVO ...vveeeurieitieeiieeciee et e sieeeite e seeesaae e saee e s re e e saaeesteessneeesnreeensneas 14

3.2.2.1.3  TIUSE SEEVO ..uveeerurieeieeeiiieeeiee ettt e eteeette e s e e e etaeestteesbaeesabeessaeesseesaraeenseeas 14

K S Y < 1 (RS 14

3.3 Ovlivnéni mikrobioty traviciho traktu .........ccccooiiiiiiiiiic e 15
3.3 NBIMOC .. et 15
3.3.2  ANLIDIOLIKA ... 16
3.3.3  ProBDIOtiIKa.....c.ecieieiee e 17
3.3.3.1 Mikroorganismy pouzivané jako probiotika ve vyzive zvifat...................... 17
3.3.3.2 Probiotika Ve VYZIVE PST ...ceiviiiiiiieiiie ettt 19
3.3.3.2.1  LACIODACHY ...ttt e 19

3.3.3.2.2  BifidODAKLEIIE. ......cueieeiieiiiceee e 20

3.3.3.2.3  ENLErOKOKY .....coviiiiiiiiiiciicitcc e 20

3.3.4  Huminove KySeliny .......ccccooiiiiiiiiiiiiiiiiiciies s 20

4 Materidl @ MeEtOAY .........coooviiiiiiii e 22
A1 DOtaZNTK .ooiiiiiiiii i 22
4.1.1  INTOrMACE 0 PSECN ....oviiiiiiiiieiee e 22

4.2 Stanoveni POCtl DaKLEIIi.......civeiiiiiiieiiiiesie e 22
4.3  Podavany dietdrni pridavek..........ccooiiiiiiiiiii 22
VA © Ta o< G770 ) ) OSSPSR 22
45 KUIIVACE ..o bbb nee s 23
4.6  Statistické VYhOANOCENT .......coveiiiiiiiieiiiie e 24

O VYSIEAKY ...t 25

Y0 B B 101 7: 4 1 | PP r TR 25



5.1.1  Reakce na dOPINCK ......coccviiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 25

5.1.2  Zvraceni a vyhledavani travy .........ccocooiiiiiiiiiieiic e 25
5.1.3  Konzistence VYKalU.........ccooiiiiiiiiiiiiiicie e 25
5.1.4  PHJEM VOAY c.vviiiiiiiiiii ittt 26
5.1.5  CelkoVY Stav JEAINCE .....civveiiiiiiiieiiiie e 27

5.2 Vyhodnoceni KultiVace..........cccieiiiiiiiiiiiiiiiiciiie e 28
9.2.1  Prvnd OdDEI....coiiiiiii s 29
5.2.2  DIUNY OADET ..ot 30
5.2.3  TTEt OADECI......iiiiiiiiiie e 30

5.3  Statistické VyhodnOCENT ........cccciiiiiiiiiiiiiic e 32

B DISKUZE ... 33
T ZLAVEY ...ttt ettt nae et e be e e 36
8 SEZNAM HTEIAUNY ..c.oiiiiieiii s 37
9 Seznam pouzitych zkratek a symbolil .................c.cooiiiiiii 45

10 Samostatné Prilohy ...........cccccoiiiiiiiii I



1 Uvod

Mikrobiota je soubor mikrobialnich komunit zahrnujicich bakterie, viry, archae, houby
a prvoky (Suchodolski 2011). Nejpocetnéjsi slozku mikrobioty traviciho traktu psa tvofi
bakterie (Clemente et al. 2012), pficemz v jednotlivych pasazich traviciho traktu dominuji
odlisné bakterialni skupiny (Suchodolski 2011). Diverzita a mnozstvi jednotlivych
bakterialnich druhti hraje vyznamnou roli v imunologickych a fyziologickych funkcich
hostitele (Tannock 1995). Mikrobiota traviciho traktu je zakladana pti porodu (Fiocchi et al.
2012; Barko et al. 2018) a v dospélosti dosahuje poctu 1012-10* buné&k (Suchodolski 2011).
Naruseni mikrobioty v obdobi odstavu a pifechodu na pevnou stravu mize narusit odolnost
jedince vuci chorobam (Buddington 2003). Zaroven je doloZena zévislost mezi pocty bakterii
mikrobioty traviciho traktu a nemocnosti psi (Zhang et al. 2015). SniZeni pocti
a/nebo diverzity bakterialnich komunit je pozorovano u psi se zanétlivym onemocnénim stiev
(IBD), prijmy nebo alergiemi. Novodobé metody sekvenovani DNA umoziiuji podrobné
zkoumdni bakteridlnich komunit traviciho traktu a odhaluji konkrétni rozdily mezi sloZenim
u zdravych a nemocnych pst. Tato skute¢nost vede k pokustiim o ovlivnéni slozeni mikrobioty
traviciho traktu pomoci riznych technik.

Mezi nejcastéjsi metody ovlivnéni stievni mikrobioty patii aplikace probiotik (Pilla &
Suchodolski 2020). Probiotika jsou zivé mikroorganismy, které ptiznivé ovliviuji zdravi
konzumenta, pfi¢emz mechanismus u¢inku je obvykle druhové specificky. Jednotlivé
bakteridlni druhy mohou patogenim konkurovat napiiklad zvySenou mirou pfilnavosti
ke sliznici stfeva, schopnosti zvysit pfilnavost patogenil ke sttevnimu hlenu (Collado et al.
2007a; Collado et al. 2007b), produkci rozlicnych antibakteridlnich latek (Jones & Versalovic
2009) a posilenim imunitni odpovédi (Pagnini et al. 2010). Mezi nejcastéjSi probiotika
pouzivana ve vyzivé zvifat patii bakterie mlécného kvaSeni (laktobacily, enterokoky)
a bifidobakterie (Markowiak & Slizewska 2018).

Pfedmétem zvySeného zajmu v oblasti vyZzivy psu se stavaji 1 ostatni dietarni ptidavky
ovliviujici zdravi jedince. Mezi takové latky lze fadit huminové kyseliny. Jedna se o organické
latky vznikajici humifikaci (Svoboda 1983), majici vyrazné antioxida¢ni vlastnosti (Vaskova
et al. 2011). Zaroven se podili na rozvoji imunity (Schuchmacher & Gropp 2000). Ve vyzivé
lidi byl po podavani huminovych kyselin zaznamenan nariist bakterii stfevni mikrobioty
0 10 %. V chovech zvifat jsou nejcastéji pouzivany k upraveni schopnosti ristu (Schuhmacher
& Gropp 2000; Avci et al 2007) a zvySeni snasky nosnic (Kucukersan et al. 2005).


https://www.mendeley.com/authors/8956663900/

2 Cil prace

Cilem prace je vypracovat literarni reSer$i na téma vyznamu huminovych kyselin a probiotik
ve vyziveé pst. V experimentalni ¢asti je cilem stanovit vliv dietarniho ptidavku komeréniho
preparatu s obsahem huminovych kyselin a probiotik na konzistenci exkrementt a jejich
mikrobiologickou kvalitu.

2.1 Hypotéza

Dietarni piidavek s obsahem huminovych kyselin a probiotik mé vliv na konzistenci vykalt a
mikrobiologické parametry traviciho traktu psu.



3 Literarni reSerse
3.1 Pes domaci

Rie: Zivogichové (Animalia)

Kmen: strunatci (Chordata)
Ttida: savci (Mamalia)

Rad: $elmy (Carnivora)
Celed’: psoviti (Canidae)
Rod: vik (Canis)
Druh: vlk obecny (Canis lupus Linnaeus, 1758)
Poddruh: pes domaci (Canis lupus f. familiaris Linnaeus, 1758)

Pro jedince fadu Selmy je typicky tplny sekodontni chrup s velkymi Spi¢éky a vyrazné
zvétsenymi trhaky (Sterc & Stercova 2014). Horni &tvrty premolar a dolni prvni moldar tvofi
tzv. trhakovy komplex slouzici k lepsimu porcovani kotisti (Wang & Tedford 2008). Dale jsou
Selmy vybaveny mohutnymi zvykacimi svaly. Dolni Celist je k horni pfipojena valcovitym
kloubem, ktery umozituje vyvinuti velkého tlaku v &elistech. Zaludek je jednoduchy, stievo
kratké, slepé sttevo je zakrné€lé nebo chybi zcela.

Psovité¢ Selmy se fadi do skupiny fakultativnich masozravci, kteti vedle potravy
Zivo&isné vyuzivaji téz potravu rostlinnou (Sterc & Stercova 2014).

3.1.1 Domestika¢ni zmény traviciho traktu

V soucasné dobé je za spolecného predka vSech psich plemen povazovan vlk obecny
(Canis lupus) (Pang et al. 2009). Jak uvadi Thalmann et al. (2013), domestikace psa probihala
jiz pted 32 000 lety, coz z n¢j Cini priikazné nejstar§i domestikované zvite.

V pribéhu procesu domestikace nastaly zmény v potravnim chovani i ve stavbé a funkci
travici soustavy. Z anatomického hlediska ma pes ve srovnéani s vlkem slabsi celisti, mensi
zuby, méné objemny zaludek a delsi stfevo (Bradshaw 2006).

Domestika¢ni zmény se projevily 1 na enzymatické aktivité traviciho traktu. Aktivita gent
kodujicich produkci dvou zasadnich enzymt pfi traveni Skrobi, konkrétn€ amylazy a maltazy,
je u psa nékolikanasobné vyssi nez u vlka. Tato skute¢nost umoziuje dne$Snimu psovi 1épe
vyuzivat rostlinnou potravu a zdaroven predstavuje mensi potiebu zivociSnych slozek
(Axelsson et al 2013). 1 pies toto zjisténi poukazuje Sterc a Stercova (2014) na velkou
variabilitu psich plemen vyvijejicich se v odliSném prostiedi, a tudiz uvazuje 1 jiné
meziplemenné naroky na pomér zivocisné a rostlinné slozky v potravé, kdy naptiklad plemena
severska €1 plemena vznikla kiiZzenim s vlkem mohou mit pfirozen¢ vyssi naroky na obsah masa
v krmné dévce.

3.2 Mikrobiota traviciho traktu

Vzhledem Kk rozdilnym Zivotnim podminkam se nachazi odlisné mikrobialni komunity v dutiné
ustni (Nasidze et al. 2009), v plicich (Dickson et al. 2014), na kuzi (Costello et al. 2009)
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I vtravicim traktu (Qin et al. 2010). I pfes to, ze je povrch téla vystaven vnéjSimu okoli,
které obsahuje velké mnozstvi mikroorganismu, vétSina mikroorganismi celkové mikrobioty
se nachézi pravé v travicim ustroji (Clemente et al. 2012). Nedadvné molekularni studie odhalily,
ze gastrointestinalni trakt savcii obsahuje vysoce komplexni mikrobiotu, kterd zahrnuje
bakterie, archaea, houby, prvoky a viry (Suchodolski 2011). Nejvice pocetnou a metabolicky
nejaktivnéjs$i  skupinu mikrobioty traviciho traktu psa domadaciho tvoii bakterie
(Swanson et al. 2011).

Soucasné metody sekvenovani DNA umozinuji studovat ucelenou analyzu souhrnnych
a rozmanitych stfevnich mikrobialnich komunit (Kwong et al. 2015). Zhang et al. (2015) uvadi,
ze tyto studie odkryvaji uzké spojeni mezi stfevni mikrobiotou a zdravim hostitele. Jiz Tannock
(1995) predklada, ze mikrobiota ptisobi na fyziologické a imunologické funkce svého hostitele
a vyrazné tim ovliviiuje jeho zdravi. Jedna se kupiikladu o metabolickou funkci mikrobioty,
potazmo produkci vitaminl, mastnych kyselin s kratkym fetézcem (Suchodolski 2011),
¢i pfeménu hostitelem nestravitelnych ¢asti potravy na stravitelné (Evrard et al. 1964).
Dale se bakterie stfeva podili na vyvoji morfologie traviciho traktu (Stappenbeck et al. 2002),
rozvoji tkané stieva (Suchodolski 2011) a celkovém metabolismu (Backhed et al. 2004).
Liévin-Le Moal (2006) zminuje dal§i pfinos, a to mechanismus bariérového efektu proti
proliferaci potencialné patogennich bakterii a jejich adhezi na stfevni sliznici obsazenim téchto
mikroorganismu a produkei antimikrobidlnich latek.

Dle Gras-Le Guen et al. (2015) vytvaii stifevni mikrobiota komplexni ekosystém,
jehoz utvafeni prochazi kritickou periodou v prib&hu prvnich tydnd Zivota a hraje dilezitou
roli v nasledném nastaveni imunitniho systému. NaruSeni pocate¢niho procesu kolonizace
mikrobioty miZe dlouhodobé ovlivnit zdravotni stav jedince.

3.2.1 Vznik mikrobioty traviciho traktu

Studie Jiménez et al. (2005) dokladaji, ze stfevni mikrobiota u mysi je zakladana jiz v déloze
pred narozenim. Rautava et al. (2012) uvadi, ze u ¢loveéka probihé prvotni mikrobidlni nastaveni
taktéZ v dé€loze. Proti tomuto tvrzeni se stavi studie, kterd doklad4, Ze plod uvnitt délohy matky
je v podstaté sterilni a k zakladani mikrobioty dochazi az pti porodu (Fiocchi et al. 2012).
Prozatim nebyla provedena zadna studie zabyvajici se kolonizaci stfevni mikrobioty psa
domaciho jesté pred porodem, avSak mys, pes 1 €lovek jsou savci a sdileji stejné fyziologické
a n¢které anatomické vzorce, a tudiz Ize predpokladat podobnost (Grzeskowiak et al. 2015).
Barko et al. (2018) pfedpokladaji, Ze vSichni savci jsou pied porodem sterilni a bakterie jsou
ziskavany az pfi porodu. Registruji sice zdznamy naznacujici vertikalni pfenos mikrobi
z matky na plod pted porodem, tyto studie vSak shledavaji kontroverznimi.

Jedinec porozeny piirozenym zpusobem, tj. vaginalné, je osidlovan bakteriemi matky
béhem porodu pii prichodu porodnim kanalem. Tyto bakterie jsou jak fekalniho,
tak vaginalniho ptivodu. Bakterie vagindlniho ptivodu maji nemaly vliv, nebot’ byla prokazana
pfitomnost bakterii mlécného kvaSeni v pochvé feny, a to predevsim laktobacilii, které maji
antipatogenni U€inky a jsou pouzivany jako probiotika (Delucchi et al. 2008).

Oproti tomu jedinec pfivedeny na svét sekei (tzv. ,,cisafskym fezem*) se nedostava do
kontaktu s vaginalnimi ani fekalnimi mikroorganismy matky, a tak je prvotni kolonizace stieva
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ovlivnéna predevsim prostiedim porodu. Kromé osidleni pfi porodu ziskava jedinec bakterie
taktéz z matetského mléka (Buddington 2003).

V obdobi odstavu a pfechodu na pevnou stravu prochazi mikrobidlni populace vyraznou
zménou, at’ uz jde o druhové zastoupeni ¢i poCty. Zaroven jsou vykazovany obrovské rozdily
mezi jednotlivymi psy (Schaible & Kaufmann 2005). Zmény relativniho podilu bakterialnich
skupin spojené s vékem se Casové shoduji se zménami ve stravé a fyziologickych procesech
hostitele. Tyto zmény mohou do budoucna ovlivnit vyzivovy stav a odolnost psa vii¢i chorobam
(Buddington 2003).

3.2.2  Slozeni mikrobioty traviciho traktu

Zajem o slozeni stfevni mikrobioty a moznost jejiho terapeutického ovlivnéni prudce rostl
Vv poslednich deseti letech. Diky tomuto zajmu a moznosti DNA sekvenovani jsou k dispozici
studie prinasejici pomérn¢ detailni informace o fyziologii a osidleni stfevni mikrobioty psa
domaciho (Schmitz & Suchodolski 2016).

Na sloZeni stievni mikrobioty maji vliv mimo jiné sliny, pH Zaludec¢ni kyseliny, zluc,
pankreatickd Stdva a motilita stfev (Lata & Jurdnkové 2011). Déale Lata a Jurankova (2011)
uvadi dilezitost regeneracni schopnosti bunék stfevni sliznice a tzv. kolonizaéni rezistenci
sttevni mikrobioty, kterd zabranuje proniknuti patogennich latek a organismu, piipadné
nezadouci organismy inhibuje. Vékem, potazmo starnutim, dochazi k poklesu sekrece slin,
sttevni motility i schopnosti obnovy slizni¢nich bunék. Simpson et al. (2002) poukazuji na
skutecnost, Ze ve slozeni stievni i fekalni mikrobioty hraje jistou roli i plemenna ptislusnost.
Mezi vné¢j$i faktory ovliviiujici druhové sloZeni lze zatadit vyzivu, pfijem specifickych
dietarnich slozek ve formé krmnych aditiv, prostiedi, ve kterém se jedinec nachazi
(Geigerova et al. 2014) a stres. DileZitym vlivem je také nemoc a piipadna 1é€ba s touto nemoci
spojena (Lata & Jurankova 2011).

3.2.2.1 Druhové zastoupeni

Dle odhadi je druhova skladba mikrobidlniho spolecenstvi traviciho traktu psa velmi pestra
a pohybuje se mezi 500-1000 druhy (Xu & Gordon 2003). Suchodolski (2011) odhaduje,
7e stievni mikrobiota obsahuje 101?10 mikrobialnich bunék. Molekularni metody dokazaly,
ze kazdy pes ma individudlni sloZeni mikrobioty a zaroven, Ze je toto sloZzeni druhov¢ pfirozené
pomérné neménné (Simpson et al. 2002). Genovy soubor téchto mikrobii je oznacovan jako
sttevni mikrobiom.

Rozd€leni typickych bakterialnich kment v jednotlivych pasazich traviciho traktu psa
domaéciho znazoriiuje Obrazek 1. Ackoliv je celkové mnozstvi a sloZzeni neménné, v radmci
traviciho traktu se pocty a pestrost bakterialnich druhti zvySuje aboralné po celé délce traviciho
traktu (viz Obrazek 2) (Suchodolski et al. 2008).
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Dvanactnik

B Firmicutes

Lacnik B Proteobacteria
@ Bacteroidetes
O Spirochaetes

O Fusobacteria

O Actinobacteria

Tlusté stfevo/Fekalie

Obrazek 1: Rozd¢leni typickych bakteridlnich kment v travicim traktu psa (dle Schmitz &
Suchodolski 2016)

Zaludek Dvanactnik Laénik, Kycelnik
Lactobacillus Lactobacillus Lactobacillus
Helicobacter Clostridium

Tlusté strevo
Firmicutes
Bacteroidetes
Proteobacteria
Fusobacteria
Bifidobacterium
Lactobacillus
Ascomycota
Basidiomycota

Glomeromycota
Zygomycota
Unculturable

Urogenitalni trakt
Lactobacillus

Obrazek 2: Pievladajici mikroorganismy v gastrointestinalnim traktu psa (dle Grzeskowiak et
al. 2015)
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3.2.2.1.1 Zaludek

Celkovy objem bakterii vyskytujicich se v zaludku se pohybuje v rozmezi 10'-10° KTJ/g
(Suchodolski 2011) a je osidlen pievazné Proteobacteria (99,6 %) s doplnénim Firmicutes
(0,3 %) (Garcia-Mazcorro et al. 2012). Pievladajicimi druhy jsou zde Helicobacter (pficemz
druh Helicobacter pyroli je oralné pienosny na ¢loveéka a kolonizace sliznice zaludku byva
doprovazena vznikem gastritidy (Bure§ et al. 2002)) a Lactobacillus spp.
(Schmitz & Suchodolski 2016).

3.2.2.1.2 Tenké stfevo

Pocet bakterii dvanactniku u vétsiny psti nepresahuje 10° KTJ/g, aviak u né&kterych jedinct
mohou hodnoty vyjime¢né nabyvat az 10° KTJ/g (Suchodolski 2011). Studie
Xenoulis et al. (2008) uvadi, ze u zdravého psa je dvanactnik osidlen Sesti hlavnimi kmeny,
a to Firmicutes, Proteobacteria, Bacteroidetes, Spirochaetes, Fusobacteria a Actinobacteria.
Dominanti ttidou je zde Clostridium (kmen Fusobacteria) (Suchodolski et al. 2008).

Studie Suchodolski et al. (2009) se zabyva la¢nikem zdravého psa a vyhodnocuje
Proteobacteria jako ptevazujici kmen, nasledovan Firmicutes, Actinobacteria a Fusobacteria.
Podty bakterii la¢niku a ky&elniku jsou konstatng vy3§i a to primérng 107 KTJ/g. Soucasné
moznosti sekvenovani DNA dokladaji primérné 200 bakteriadlnich druhii a 900 bakteridlnich
kment osidlujicich lacnik psa domaciho (Handl et al. 2011).

Kycelnik je osidlen pievazné Clostridia, Fusobacteria a Bacteroides (Suchodolski et al.
2008).

3.2.2.1.3 Tlusté stfevo
V tlustém stievé nabyvaji bakteridlni podty jesté vyssich hodnot a to 10°-10'! KTJ/g
(Suchodolski et al. 2009). Zkoumané vzorky tlustého stfeva vykazuji dominanci kmeni
Fusobacteria, Bacteriodetes a Firmicutes (Suchodolski et al. 2008).

Prevladajici skupiny organismi osidlujici stfevo jsou Bacteroides, Clostridium,
Lactobacillus, Bifidobacterium spp. a Enterobactericeae (Suchodolski 2011).

3.2.2.1.4 Fekalie

Vysledky analyz fekalni mikrobioty indikuji dominanci kmene Fusobacteria, Bacteroidetes,
Firmicutes (ptevazné Clostridiales), Proteobacteria a Actinobacteria (Xenoulis et al. 2008;
Suchodolski et al. 2009; Garcia-Mazcorro et al. 2012). Studie Handl et al. (2011) zkoumajici
fekalni mikrobiotu psa vyhodnocuje Firmicutes jako dominantni kmen v psich vykalech,
prevladajici tfidou je zde Clostridia, rod Ruminococcus. Mimo jiné bylo urc¢eno 17 druht
bakterii mlééného kvaseni a 8 druhti Bifidobacterium spp.
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3.3 Ovlivnéni mikrobioty traviciho traktu

3.3.1 Nemoc

German et al. (2003) nenachazi korelaci mezi zvySenymi pocty bakterii dvanactniku
a nemocnosti psu. Toto tvrzeni rozporuje nejen studie Zhang et al. (2015) jez sdéluje,
7e v pripad¢ patologického sloZeni mikrobi ve stievé miize byt tato skute¢nost faktorem vzniku
poruch traviciho ustroji, v¢etné vzniku chronickych stievnich zanétd (IBD). U psi je
rozpoznano n¢kolik potencionalnich patogent, a to Clostridium perfringens, Clostridium
difficile, Salmonella spp., E. coli a Campylobacter jejuni (Marks et al. 2002).
Dle Viswanathan et al. (2009) miiZze invaze a/nebo kolonizace specifickymi patogeny vyrazné
narusit integritu stfevni epitelialni bariéry. Suchodolski (2011) uvadi, ze dysbidza tenkého
stteva miize byt zpisobena selhanim kontrolnich mechanismi regulujicich pocty bakterii. Tyto
mechanismy zahrnuji stfevni motilitu a ptitomnost antimikrobialnich latek v sekretech slinivky
a Zluéniku. Jiz Simpson (1990) dokumentuje zmény sloZeni stfevni mikrobioty pfi exokrinni
pankreatické insuficienci. Naruseni sloZeni stfevni mikrobioty mize vést téz ke vzniku alergii
(Lee & Hase 2014).

Jiné klinické a experimentdlni studie dokladaji, ze relativni rovnovaha slozeni
agresivnich a ochrannych druhi se méni u IBD (Crohnova choroba, ulcerézni Kolitida,
pouchitida). Xenoulis et al. (2008) endoskopicky odebiraji a nasledné analyzuji kartacovy lem
dvanactniku a poukazuji na vyrazné sniZenou pestrost bakterialnich druht a vyssi zastoupeni
Enterobacteriaceae u psu s IBD oproti psim zdravym. Analyza fekalnich vzorkt psi s IBD
odhalila vyrazné sniZzenou bakteridlni diverzitu, zvySené pocty Gammaproteobacteria
(tj. E. Coli) a snizeni poctu Erysipelotrichia, Clostridia a Bacteroidia (Minamoto et al. 2014).
Hypotézu, ze zmény v mikrobioté mohou inhibovat nebo usnadnit procesy nemoci, v¢éetné IBD,
sdili ve své studii i Bell et al. (2008).

Bell et al. (2008) dale predkladaji, ze psi maji stabilni sloZzeni mikrobidlni komunity
tlustého stieva a ze epizody prijmu vedou k dlouhodobym zménam ve sloZeni a/nebo funkci
téchto komunit. Kromé toho uvadi, Ze 1écba specifickych patogenii miize tento efekt zesilit.
Minamoto et al. (2014) uvadi zvysené pocéty Clostridium spp. (pfedevsim C. perfringens),
E. coli, Lactobacillus, Enterococcus spp. a Bifidobacterium spp. za soucasného sniZeni
Faecalibacterium, Ruminococcaceae, Blautia spp. a Fusobacteria u jedinci s prijmem
V porovnani se zdravymi psy. Suchodolski et al. (2012) ve své studii popisuji u psu s akutnim
prujmem silnou dysbiozu spolu se snizenim poctu bakterii produkujicich mastné kyseliny
s kratkym fetézcem jako je Blautia spp., Ruminococcus spp., Faecalibacterium peanitzii a
Turicibacter spp. Guard et al. (2019) pozoruji u psi s akutnim prijmem zvysené pocty rodu
Clostridium. Pilla a Suchodolski (2020) zdtraziuji, Ze stfevni dysbidéza neméni pouze fekalni
profily mastnych kyselin s kratkym fetézcem, ale také metabolity krve a moci, coZ naznacuje,
ze akutni epizody prijmu maji vliv na celkovy metabolicky profil hostitele. Dale zminuji,
ze dysbioza miize byt spiSe ptiznakem chorobného procesu nezli jeho pfic¢inou.

Odhalovani rozdilt ve slozeni mikrobioty traviciho traktu mezi zdravymi a nemocnymi
psy vede k zavéru, ze cilena modifikace téchto mikrobidlnich komunit mize mit za uréitych
okolnosti pfiznivy uc¢inek na zdravi hostitele (Schmitz & Suchodolski 2016). Mezi ¢asté metody
manipulace mikrobioty patii aplikace antibiotik, probiotik ¢i fekalnich implantat. Tyto metody
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pasobi bud’ odstranénim $kodlivych bakterii nebo prosazenim bakterii prospésnych. (Pilla &
Suchodolski 2020).

3.3.2 Antibiotika

Antibiotikum je latka, ktera brani rGstu nebo usmrcuje nékteré mikroorganismy. Diive byl
termin antibiotika pouzivan vyhradné pro latky ptirodniho plivodu, tj. produkovanymi
bakteriemi a houbami. Pro latky syntetického plvodu stejnych ucinka byl pouzivan termin
chemoterapeutika. Dnes je pojem antibiotika pouzivan souhrné pro latky s baktericidnim
¢i bakteriostatickym G¢inkem bez ohledu na jejich pivod (Votava 2001).

Jak uvadi Geigerova et al. (2014), antibiotika jsou béznou soucasti veterinarni mediciny.
Upozoriuji vsak, ze jejich uzivani je relativné vyznamnym faktorem v ovlivilovani stfevni
mikrobioty a mize vést k negativnim zménam v jejim slozeni. Pilla a Suchodolski (2020)
podotykaji, Ze antibiotika jsou pouzivana pii akutnich i chronickych gastrointestinalnich
obtizich s cilem odstranit patogenni bakterie i1 pfesto, Ze antibiotika zplisobuji vyrazné zmény
ve stfevni mikrobioté a jejich uzivani neni ¢asto odivodnéné. Unterer et al. (2011) nenachazi
rozdil mezi skupinou lécenou antibiotiky a placebo skupinou v mife umrtnosti, délce
hospitalizace ani zavaznosti klinickych ptiznaki u klinické studie zabyvajici se psy s akutnim
krvacivym prijmem. Akutni prijmy jsou Casto 1é¢eny antibiotiky, studie Jergens et al. (2010)
vSak nenachazi zadné rozdily v zotaveni psi s IBD, kterym byl podavan metronidazol
a prednison a témi, ktefi dostavali pouze prednison.

Tylosin a metronidazol jsou b&ézné uzivana antibiotika pii onemocnéni zazivaciho traktu
a maji vyrazny dopad na stfevni mikrobiom (Pilla & Suchodolski 2020). Metronidazol je
nitroimidazolové antibiotikum s antiprotozoalnimi vlastnostmi, které se bé&zné€ pouziva
u malych zvifat s akutnimi a chronickymi gastrointestinalnimi poruchami (Barko e al. 2018).
V né€kolika studiich zaméfenych na osoby trpici Crohnovou chorobou bylo podavani
metronidazolu spojeno s remisi této nemoci. Studie Igarashi et al. (2014) na zdravych psech
odhalila, ze metronidazol snizuje fekalni bakterialni diverzitu, zaroven vsak snizuje podil
patogennich bakerii jako Fusobacterium a zvysSuje podil domnéle prospésnych bakterii,
napiiklad Bifidobacterium. Tylosin, makrolidové antibiotikum, je obvykle pouzivano k 1é¢bé
chronickych enteropatii u pst (Barko et al. 2018). Suchodolski et al. (2009) popisuji redukci
bakterialni diverzity tenkého stfeva pfi podavani antibiotika tylosin zdravym pstm. Déle
pozoruji zvySené pocty Enterococcus. Uzivani tylosinu zpisobilo také nartist potencionalné
patogennich bakterii jako jsou C. perfingens, E. coli a Pasteurella. I pfes zmény ve slozeni
mikrobioty nebyla tato skute¢nost doprovazena zadnymi viditelnymi klinickymi projevy.

Uzivani antibiotik miize vyvolat stfevni dysbiozu, pficemz Sirokospektra antibiotika
zpisobuji rychly a vyznamny pokles taxonomického bohatstvi, rozmanitosti a vyrovnanosti
sttevnich bakteridlnich komunit. Jakmile je 1écba antibiotiky pferuSena, mnoho bakteridlnich
druhti se zotavi, plny ndvrat k pivodni kompozici je ale zfidkakdy dosazen. Vzhledem k témto
zjisténym poznatkiim se predmétem zajmu stavaji probiotika, prebiotika a synbiotika (Pilla &
Suchodolski 2020).
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3.3.3 Probiotika

Dle Organizace pro vyzivu a zemédélstvi (FAO) a Svétové zdravotnické organizace (WHO)
(2002) jsou probiotika definovana jako zivé mikroorganismy, které jsou zdravi prospésné
pii konzumaci v dostate¢ném mnozstvi. Podavani probiotik je jednou z moznosti manipulace
s mikrobiotou (Geigerova et al. 2014). Schmitz a Suchdolski (2016) podotykaji, ze v mnohych
pripadech je termin probiotika pouzivan pro urcité mikroorganismy i ptesto, Ze jejich zdravotni
piinos nebyl prokazan. Navrhuje proto probiotika popisovat jako mikroorganismy, které jsou
hostiteli podavany za ucelem zlepSeni jeho zdravi. Pilla a Suchodolski (2020) zminuyji,
ze probiotika obvykle nejsou schopna kolonizovat stfevo kvuli konkurenci zavedené
mikrobioty. Avsak probiotika mohou mit pozitivni vliv skrze produkci metabolitt
a antimikrobidlnich peptidi, které mohou modifikovat slozeni lokdlni mikrobioty
a interreagovat s imunitnim systémem (Schmitz & Suchodolski 2016).

Utinnost probiotik je kmenové specificka a kazdy kmen muze piispivat ke zdravi
hostitele rozdilnymi mechanismy. Néktera probiotika (napfiklad Lactobacillus rhamnosus)
mohou potencionalnim patogenim konkurovat zvySenou mirou pfilnavosti ke sliznici stieva,
jiné kmeny maji naopak schopnost zvysit pfilnavost patogent ke sttevnimu hlenu (Collado et
al. 2007a; Collado et al. 2007b). Mezi dal$i mechanismy ucinku patii naptiklad produkce
ruznych antimikrobidlnich latek (Jones & Versalovic 2009) a posileni imunitni odpovédi
(Pagnini et al. 2010). Ptasobeni probiotik mize mit tedy pozitivni vliv na adhezi patogen,
mikrobialni metabolismus, stimulaci imunity (Sarowska et al. 2013), zvladani stresu, podporu
rastu, alergické reakce i obezitu (Grzeskowiak et al. 2015).

K podpoie probiotickych 1 vlastnich bakterii mohou byt poddvana prebiotika
(Geigerova et al. 2014). Prebiotika jsou nestravitelné slozky potravy, které ptiznivé ovliviuji
hostitele tim, Ze selektivné stimuluji riist a/nebo aktivitu jednoho ¢i vice bakterialnich druh jiz
se ve stievé vyskytujicich (Gibson et al. 2010). Kombinace probiotik a prebitoik se nazyva
synbiotika (Pinna & Biagi 2014).

3.3.3.1 Mikroorganismy pouzivané jako probiotika ve vyzivé zvitat

V minulosti i dnes patii mezi nejCastéji pouzivané probiotické mikroorganismy bakterie
mlécného kvaseni, a to predevsim rody Lactobacillus, Streptococcus, Lactococcus
a Enterococcus. Ostatnimi probiotickymi mikroorganismy jsou bakterialni rody a druhy
(Bacillus, Bifidobacterium, Clostridium butyricum, Propionibacterium), ale i kvasinky
(Sacharomyces cerevisiae) nebo plisné (Aspergillus oryzae) (Rada 2010). Nejcastéji pouzivané
mikroorganismy ve vyzivé zvitat dle Markowiak & Slizewska (2018) jsou uvedeny
v Tabulce 1.
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Tabulka 1: Mikroorganismy pouzivané jako probiotika ve vyziveé zvitat (dle Markowiak &

Slizewska 2018)

Lactobacillus

Bifidobacterium

Ostatni bakterie mlé¢ného
kvaSeni

Ostatni mikroorganismy

Lactobacillus brevis

. caseli

. crispatus

. farciminis

. fermentum

murinus

. gallinarium

. paracasei

pentous

. plantarum

. reuteri

. rhamnosus

. salivarius
Bifidobacterium animalis
B. longum

B. pseudolongum

B. thermophilum
Enterococcus faecialis

E. faecium

Lactococcus lactis
Leuconostoc citreum

Leu. lactis

Leu. mesenteroides
Pediococcus acidilactici
P. pentosaceus
Sporolactobacillus inulinus
Streptococcus infantarius
S. salivarius

S. thermophilus
Aspergillus oryzae

A. niger

Bacillus cereus

Bac. licheniformis

Bac. subtillis
Propionibacterium Freudenreichi
Saccharomyces cerevisiae (boulardi)
Sach. pastorianus
Kluyveromyces fragilis
K. marxianus
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3.3.3.2 Probiotika ve vyzivé psi

K roku 2016 byla Evropskym ufadem pro bezpecnost potravin (EFSA) zkoumana bezpec¢nost
a t¢innost produktti s obsahem ¢tyf bakterialnich kment (Enterococcus faecium NCIMB 10415
E1705, Enterococcus faecium NCIMB 10415 E1707, Lactobacillus acidophilus DSM 13241
25 a Bifidobacterium sp. animalis) pii pouZiti jako probiotik ¢i dietarnich piidavka pro psy.
Dva produkty obsahujici E. faecium byly shledany prospésnymi a byly schvaleny. U produktt
obsahujicich Lactobacillus acidophilus a Bifidobacterium animalis nedosla EFSA k zavéru
potvrzujici jejich ucinnost. I pfesto, ze vétSina vyrobkii pouzivanych v Evropé obsahuje vyse
zminény E. faecium NCIMB 10415 E1707, samotné vyrobky obsahujici obvykle i dalsi
bakterialni kmeny ¢i riizna prebiotika nebyvaji specialné testovany ani schvalovany (Schmitz
& Suchodolski 2016).

U pst trpicich IBD byvéa ke klasické imunosupresivni 1é€bé doporucovana podpirna
lé¢ba probiotiky (Pilla & Suchodolski, 2020). Ve studii White et al. (2017) byli psi s IBD
nahodné vybrani ke standardni 1é¢bé s probiotiky a bez probiotik. Ob¢ 1é€by modulovaly pocet
slizni¢nich bakterii v adherentnim hlenu. Zaroven byly spojeny s rychlou klinickou remisi,
navzdory nulovému sniZeni histopatologického zanétu. Zajimavé je, ze pouze psi dostavajici
probiotika méli zvySenou expresi proteinti tésného bunééného spoje. Toto zjisténi naznacuje,
ze 1 ptfes nedostatecnou schopnost kolonizace mohou mit probiotika blahoddrné ucinky
na homeostazu sliznic. Studie Rossi et al. (2014) zabyvajici se psy s IBD shledava
kombinovanou 1é¢bu (prednison, metronidazol, probiotika) uspé$nou alternativou k 1é¢bé
prednisonem a metronidazolem samotnymi. Hlavni klinické pfiznaky vymizely rychleji
u skupiny 1é¢ené standardni 1éEbou, nicméné qPCR stievniho mikrobiomu 30 dni po ukonceni
1é¢by ukazalo navrat hojnosti Faecalibacterium spp. pouze u skupiny dostavajici probiotika.
Pro jiné bakterialni skupiny nebyly viditelné Zadné vyznamné zmény.

3.3.3.2.1 Lactobacily

Rod Lactobacillus je charakterizovan jako gram-pozitivni, nesporulujici, mikroaerofilni
bakterie. Nalezi do skupiny bakterii mlééného kvaSeni (Felis & Dellaglio 2007). Rod
Lactobacillus vykazuje in vitro mikrobialni aktivitu (Beasley et al. 2006).

Manninen et al. (2006) ve své studii podévaji psim piipravek obsahujici smés
laktobacilti. Dle nasledné analyzy rod Lactobacillus pteziva a dominuje v mikrobioté tenkého
stfeva po dobu podavani a ma schopnost modifikovat stfevni mikroekosystém. Lactobacillus
fermentum VETO9A, Lactobacillus plantarum VET14A, Lactobacillus rhamnosus VET16A a
jejich smés prokazaly dobrou adhezni schopnost ke stfevnimu hlenu a byly schopny zabranit
adhezi enteropatogentt (Enterococcus canis, C. perfringens, Salmonella enterica ser.
Typhimurium) (Grzeskowiak et al. 2013; Grzeskowiak et al. 2014). Strompfova et al. (2006)
zkoumaji L. fermentum AD izolovany z psich vykalu. Konstatuji, ze pieziva pti pH 3.0 (pfezilo
86,8 % po 3 hodinach) a v piitomnosti 1 % zluci (ptezilo 75,4 %). Kmen ulpél na stievnim
hlenu. P¥i délce podavani 7 dnii v davce 10° KTJ/ml se ve vykalech vyrazné zvysily poéty
laktobacilti a enterokokti. Studie hodnotici schopnost L. rhamnosus GG prezit gastrointestinalni
tranzit u pst prokazala, ze zotaveni L. rhamnosus GG stale probiha i po 4 dnech od ukonceni
podavani (Weese & Anderson 2002). Ve studii hodnotici kvalitu L. acidophilus DSM13241
jako krmného aditiva (10° KTJ/ml po dobu 4 tydnii zdravym dosp&lym psiim) bylo zjisténo,
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ze mikroorganismus je stabilni v suchém krmivu. Ptezil prichod travici soustavou a
kolonizoval tlusté stfevo. Ve vykalu zvysil pocet laktobacill, snizil pocty klostridii a celkové
zpusobil zlepSeni krevnich a imunitnich parametrti (Baillon et al. 2004). Biagi et al. (2007) ve
své studii dokladaji snizeni poc¢ta Clostridium difficile po podavani L. animalis LA4 (10 dni
v davce 0,5x10° KTJ).

3.3.3.2.2 Bifidobakterie

Bakterie rodu Bifidobacterium jsou charakterizovany jako nesporulujici, anaerobni, ty¢inkovité
bakterie. Vyskytuji se ve form¢ shluku ¢i fetezct, nebo samostatné (Felis & Dellaglio 2007).

Travici soustava psa muze byt zdrojem bifidobakterii s probiotickym potencidlem
(Grzeskowiak et al. 2015). Izolaty B. animalis spp. lactis ptezily v simulovaném testu in vitro
digesce, byly odolné vii¢i nizkému pH i Zlu€ovym solim a prokazovaly silnou autoagregaéni
aktivitu (Bunesova et al. 2012). Jia et al. (2010) uvadi vyskyt bifidobakterii v poétu 108 bungk
na gram psiho vykalu. O’Mahonny et al. (2009) dokladaji snizené pocéty Clostridium difficile
po podavani B. animalis AHC7 po dobu $esti tydnii v davee 1,5x10° KTJ.

3.3.3.2.3 Enterokoky

Obecné se mohou enterokoky vyskytovat ve formé izolovanych kokt, v parech nebo v kratkych
fetézcich. Jedna se o nesporulujici, fakultativné anaerobni bakterie mlééného kvaseni (Aratjo
& Ferreira, 2013). Zahrnuji jak patogenni, tak komenzalni mikroorganismy (Hanchi et al.
2018). Enterokoky jsou tolerantni k solim a kyselinam (Foulquié et al. 2006).

U nékolika rodi Enterococcus byla popsana produkce antimikrobialnich sloucenin
vcetné bakteriocind, coZ je dnes povazovéano za probiotickou vlastnost (Yang et al. 2014).
Zaroven jsou bakteriociny povaZovany za slibnou alternativu Vv boji proti antimikrobidlni
rezistenci (Hammami et al. 2013). Pokyny EFSA (EFSA, 2012) poskytuji metodiku
pro rozliseni mezi bezpeénymi a potencionalné $kodlivymi kmeny E. faecium ve vyzivé zvifat.
Podle téchto pokynii musi byt rody Enterococcus, pouzivané ve vyzivé zvirat, citlivé
na ampicilin (MIC <2 mg/1) a nesmi obsahovat jeden z genetickych prvka IS16, hylEfm, a esp.
Pro hodnoceni novych probiotickych kanidatd EFSA by mél byt k dispozici cely kmenovy
genom (Brodmann et al. 2017).

3.3.4 Huminové kyseliny

Huminové kyseliny jsou organické latky, nerozpustné ve vod¢ pii pH <2, vznikajici rozkladem
rostlinného materialu (Svoboda 1983), neboli humifikaci. Humifikace je druhy nejvétsi
organicky proces probihajici na Zemi hned po fotosyntéze. Diky tomuto procesu vznika uhli,
ropa a dals$i dalezité latky (Swidsinski et al. 2017).

Huminové kyseliny maji nedefinované slozeni liSici se dle piivodu, procesu ziskdvani
a pritomnosti funkénich skupin v jejich strukturach jako jsou chinony, fenoly a karboxylové
slouc¢eniny. Chinony jsou zodpovédné za tvorbu reaktivnich forem kysliku, které napomahaji
hojeni a maji fungicidni/baktericidni vlastnosti. Fenoly a karboxylové kyseliny se deprotonuji

-----

organismu. Zejména pritomnost fenolickych skupin poskytuje antioxidacni vlastnosti diky
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jejich schopnosti zachycovat volné radikaly (De Melo et al. 2016). Za jeden z nejbohatsich
zdrojt huminovych kyselin je povazovan leonardit (Tan 2014).

Vaskova et al. (2011) se zamé&fuji na ptisobeni huminovych kyselin z ptirodnich zdroja
vin vitro podminkach na sledované parametry: antioxidac¢ni vlastnosti, enzymaticky
a neenzymaticky antioxidac¢ni obranny systém v mitochondriich jater a vliv na kultivované
rakovinné bunécné linie. V zavéru studie shledava huminové kyseliny slibnym prostiedkem
pro zvySeni imunity. Tikhonov et al. (2010) sleduji schopnost ristu uréitych kment bakterii
izolovanych z traviciho traktu zizal a z pudy pfi pouziti huminové kyseliny z hnédého uhli jako
jediného zdroje uhliku. Specificka rychlost rstu byla vyssi u bakterii izolovanych ze stfev
zizal. Nejaktivngjsi rist byl pozorovan u kmenti Paenibacillus sp., Pseudomonas putida, Delftia
acidovorans, Microbacterium terregens, a Aeromonas sp. Swidsinski et al. (2017) ve své studii
uvadi narast poc¢tu bakterii stfevni mikrobioty u zdravych dobrovolnikti o 10 % po podéavani
huminovych kyselin (pfipravku Activomin) po dobu 35 dni.

Literatura uvadi, Ze pouzivani huminovych kyselin v chovech zvifat ma vliv pfedevs§im
na schopnost ristu a rozvoj imunity (Schuhmacher & Gropp 2000). Kucukersan et al. (2005)
pozoruji zvySenou produk¢éni ucinnost krmiva a zvySenou snaSku vajec po zafazeni
huminovych kyselin do krmné davky nosnic. Tomuto zjisténi odpovida studie Avci et al. (2007)
na kiepelkach, ve které podavani huminovych kyselin kufatim po dobu péti tydna statisticky
vyznamng ovlivnilo hmotnost a konverzi krmiva. Naopak Rath et al. (2006) pozoruji zpomaleni
rustu brojlerovych kufat po podavani huminovych kyselin. Tato skute¢nost vSak nebyla
doprovazena zadnymi Skodlivymi u¢inky na zdravi kutat. Studie Galip et al. (2007) se zaméiuje
na vliv huminovych kyselin na fermentaci v bachoru berand, potazmo na mnozstvi a typ
protozoalniho zastoupeni. Zaroven byl vyhodnocen vliv huminovych kyselin na krevni
parametry. Délka trvani pokusu byla 22 dni a nebyl prokdzan Zadny vyznamny rozdil
v biochemickych a hematologickych parametrech, proménnych bachorové tekutiny ani
v druhovém protozoalnim zastoupeni. Islam et al. (2005) poukazuji na velmi omezené mnozstvi
védeckych publikaci zaméfujicich se na efekt huminovych kyselin u riznych druhti zvirat.
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4 Material a metody

4.1 Dotaznik

V ramci podavani dietarniho pfidavku byl majiteli vyplnén dotaznik hodnotici ochotu piijimat
dietarni pridavek, reakci na jeho podavani, konzistenci vykalu, pfijem vody a celkovy stav
jedince béhem podavani dietarniho ptidavku (viz Priloha 1). Diky dotaznikim byly také
ziskany podrobné informace o jednotlivych psech. Ziskand data z oblasti vlivu podavani
dietarniho ptidavku na vzhled vykalu a pfijem vody byla vyhodnocena y-kvadrat testem.

4.1.1 Informace o psech

Do pokusu bylo zapojeno celkem 21 psii péti riznych plemen a kiiZzencti, obou pohlavi (159 +
5d), median véku byl 4 roky. Souhrnné informace o psech jako je jméno, pohlavi, plemenna
ptislusnost, hmotnost, zptisob chovu, potrava, uzivané dopliky stravy ¢i kastrace zobrazuje
Ptiloha 2.

Z dotaznikl vyplyva, ze 7 jedinci zije venku, zatimco zbylych 13 doma s majiteli.
Nejcastéjsi stravou jsou granule samotné a s primési konzervy. Dva jedinci (vz. 17 a vz. 18)
jsou krmeni zptisobem BARF. Krmna aditiva uziva 6 jedinct (vz. 8, vz. 14, vz. 15, vz. 16, vz.
17, vz. 18), z toho 3 jedinci uZivaji probiotika (vz. 12, vz. 17, vz. 18). Ctyfi jedinci z naseho
souboru byli kastrovani (vz. 6, vz. 16, vz. 18, vz. 21).

4.2 Stanoveni pocta bakterii

V experimentu byly kultivaén€ stanoveny celkové pocty anaerobnich bakteriii, pocty
bifidobakterii, laktobacilti, Escherichia coli a enterokokt celkem dvaceti psti. Psum byl jejich
péanicky podavan po dobu ¢&trnacti dn dietarni ptidavek ve formé tablet dle urceného
davkovani. Prvni odbér a nésledna kultivace byly provedeny pied samotnym zahajenim
podavani. Druhy odbér a kultivace nasledovaly po €trnécti dnech uZzivani ptipravku, tj 15. den.
U ctyf nahodné vybranych jedincti byl realizovan i 3. odbér, a to rizné¢ dlouhou dobu
od ukonceni podavani (7 dni, 14 dni, 2x 21 dni).

4.3 Podavany dietarni pridavek

Dle deklarovaného sloZeni obsahoval pfidavek leonardit, pivovarské kvasnice, fasu Chlorellu,
inaktivované kvasinky rodu Saccharomyces cerevisiae a mikroorganismus Enterococcus
faecium NCIMB 10415 v mnozstvi 2x10%° KTJ/kg. Obsah bakterii ve vyrobku byl kultivaéné
ovéten.

4.4 Odbér vzorku

Dohromady bylo odebrano 46 fekalnich vzorki. U jednoho psa (vz. 11) nebyl dodrzen postup
odbéru vzorku dle dodané metodiky (Ptiloha 3), a tudiz nebyl do vyhodnoceni zahrnut.

Kazdy majitel byl vybaven sadami na odebrani exkrementu a zaroven byl poucen
o dilezitosti piesného dodrzeni postupu. Sada obsahovala plastové 1zicky, chladici sacek
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a zkumavky. Kazda zkumavka byla pfedem zvazena a popsana. V kazdé zkumavce bylo 7,2 ml
média fedici fady, 1,8 ml glycerinu a sklenéné perly.

Odbér vzorku vykalu byl proveden bezprostiedné po vykonani potieby psa. Pomoci
plastové 1zicky byl odebran ptiblizn€¢ 1 g vzorku a ten byl nésledné ptfeveden do sklenéné
zkumavky. Pii odbéru musela byt vénovana zvySena pozornost udrzeni oteviené zkumavky
V kolmé poloze, aby nebylo naruseno jeji anaerobni prostiedi unikem CO> ¢i ztratou zivného
média. Zkumavka s jiz odebranym vzorkem byla uschovana v lednici s chladicim sackem
a dopravena do laboratofe nejdéle do 24 hodin od odbéru.

4.5 Kultivace

Pro stanoveni celkového poctu anaerobnich organismd, bifidobakterii, laktobacild, Escherichia
coli a enterokokti v exkrementech pst bylo pfipraveno celkem 6 rtiznych kultivaénich médii.
Jejich specifika a jednotlivé podminky kultivace jsou uvedeny v Tabulce 2.

Tabulka 2: Specifika kultivace jednotlivych skupin organismu

Slozeni selektivniho média
na 100 ml dH.0

4,3 g Wilkins-Chalgren Anaerobe Agar
(OXOID, UK)

0,5 g s6jovy pepton (OXOID, UK)
0,05 g cystein (OXOID, UK)

0,1 ml Tween (Sigma, US)

Skupiny mikroorganismi Podminky kultivace

Anaerobn¢, 48 hodin,
37°C

Celkové pocty anaerobnich
organismu

4,3 g Wilkins-Chalgren Anaerobe Agar

(OXOID, UK)

0,5 g s6jovy pepton (OXOID, UK)
Bifidobacterium mup 0,05 cystein (OXOID, UK)

0,1 ml Tween (Sigma, US)

100 pl ledové kyseliny octové

10 ml mupirocin (OXOID, UK)

Anaerobné, 48 hodin,
37°C

4,3 g Wilkins-Chalgren Anaerobe Agar

(OXOID, UK)

0,5 g s6jovy pepton (OXOID, UK)
Bifidobacterium norr 0,05 cystein (OXOID, UK)

0,1 ml Tween (Sigma, US)

10 ml norfloxacin (OXOID, UK)

10 ml mupirocin (OXOID, UK)

Anaerobné¢, 48 hodin,
37°C

Mikr filn¢, 48
6 g Rogosa agar (OXOID, UK) ikroaerofilné,

Lactobacillus hodin,
132 pg kyseliny octové
37°C
Escherichia coli 3,66 g TBX medium (OXOID, UK) Aerobn¢, 24 hodin, 37 °C

4,2 g Slanetz & Bartley medium (OXOID,

Enterococcus
UK)

Aerobng¢, 48 hodin, 37 °C
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Pro kultivaéni stanoveni byla vytvofena desitkova fedici fada. Zkumavka se vzorkem
vykalu byla povazovana za 1. fedéni. Rozdil mezi jednotlivymi hmotnostmi zkumavek bez
a se vzorkem byl vyde€len ¢islem 1 a tim bylo zjisténo pfesné mnozstvi vzorku potiebné
K vytvofeni 2. fedéni. Zjisténé mnozstvi homogenizovaného vzorku bylo pfevedeno
do penicilinky s médiem fedici fady (2. fedéni) a dale roziedéno az do koneéného fedéni 108,
Piislusna fedéni, ve kterych byl pfedpokladan detekovatelny a poditatelny narust kolonii
(viz Tabulka 3), byla nao¢kovana na Petriho misky.

Tabulka 3: Pouzita fedéni

Skupiny organismu Redéni
Celkové pocty koliformnich bakterii 5. -8.
Bifidobakterie 2.—6.
Laktobacily 2.—6.
Escherichia coli 2.-06.
Enterokoky 2.—6.

Postup kultivace byl totozny u vSech vzorki. Narostlé kolonie byly spocitany
a dle ptepoctu vyjadreny v jednotce log KTJ/g. Ziskané hodnoty jednotlivych skupin bakterii
v 1. a 2. odbéru byly nésledné porovnany a statisticky vyhodnoceny dvouvybérovym parovym
t-testem. Hodnoty ziskané tfetim odbérem jsou spiSe dopliiujiciho charakteru, nebot’ se nejedna
o hodnoty celého pivodniho souboru a vzorky jednotlivych pst byly odebrany riizné dlouhou
dobu od ukonceni podavani.

4.6 Statistické vyhodnoceni

Data jsou ziskana dvémi opakovanymi méfenimi u jednoho vybérového souboru. 1. méteni
probéhlo pted aplikaci pokusného zasahu, 2. po aplikaci pokusného zasahu. Takto ziskané
hodnoty tvofi pary a pii testovani rezprezentuji jak kontrolni, tak i pokusnou skupinu
porovnavanych dat.

e Nulovou hypotézou (Ho) je tvrzeni, ze sttedni hodnota méfeni pfed pokusem se nelisi od
sttedni hodnoty méfeni po pokusu, tzn. dietarni pfidavek nema vliv na mikrobiologické
parametry traviciho traktu pst. Nulova hypotéza byla piijata, pokud p > a.

e Alternativni hypotézou (Ha) je tvrzeni, ze stiedni hodnota méteni pied pokusem se 1isi od
sttedni hodnoty méfeni po pokusu, tzn. dietdrni ptidavek ma vliv na mikrobiologické
parametry traviciho traktu psi. Alternativni hypotéza byla pfijata, pokud p < a.

Ke statistické analyze ziskanych soubort byl vyuzit software STATISTICA 12.
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5 Vysledky
5.1 Dotaznik

Cilem dotazniku bylo zjistit reakci psti na podavany dietarni pfidavek. Dotazniky byly vyplnény
majiteli doma. Vyhodnoceni je nutno brat s rezervou, nebot’ Silnym faktorem je vypliiovani
riznymi lidmi. I pfes dodanou metodiku se projevuje individualni posuzovani kazdého majitele.
Zaroven se nepodafilo ziskat kompletni data v nékterych usecich dotazniku (pfijem vody,
konzistence vykalu).

5.1.1 Reakce na doplnék

Dotaznik zohlediioval ochotu pfijmout dopln¢k prvni den, druhy den, v prubéhu testovani
a posledni den testovani. Jednotlivi psi vykazovali totozné preference v prubéhu celého
testovani. Na dopln¢k reagovalo ochotné 11 pst (55 %), 3 psi (15 %) piijimali ochotné tablety
zabudované v néjaké formé pamlsku. 6 pst (30 %) tablety odmitalo a pro majitele byl boj,
aby pes tabletu piijal. Vysledky graficky znazoriiuje Obrazek 3.

Prijem doplnku

Dochotné @vpamlisku @Eboj

Obrazek 3: Ochota pfijmout dopln¢k stravy ve formé tablet
5.1.2 Zvraceni a vyhledavani travy

Dale bylo zjistovano, zdali pes po dobu testovani zvracel ¢i vyhledaval vétsi mnoZstvi travy.
U jednoho psa (vz. 18) se v pribéhu objevilo 1x zvraceni. VEtSi mnozstvi travy béhem testovani
nevyhledaval ani jeden pes.

5.1.3 Konzistence vykalu

Majitelé sledovali a zaznamenavali kazdy den stav vykalu na stupnici 1-7 dle dodané metodiky
(Ptiloha 1). U jednoho jedince (vz. 13) se nepodafilo ziskat vysledky, u ¢tyt jedinct jsou
vysledky pouze ¢aste¢né. Ziskané hodnoty jsou natolik konzistentni (viz Obrazek 4), Ze pomoci
x-kvadrat testu nebyla zjisténa zadna zavislost mezi podavanim piidavku a konzistenci vykalu.
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Z tohoto duvodu jsou vysledky zobrazeny vizualizaci. Ziskané hodnoty se pohybovali
V rozmezi stupnice 1-4.

Vétsi miru variability v konzistenci vykalit vykazovali ¢tyfi jedinci (vz. 12, vz. 17,
vz. 18, vz. 19). Vz. 12 vykazoval na poc¢atku testovani exkrement #idsi, od 3. dne je znatelny
posun k tuz§imu vykalu. Nemame vSak kompletni data a nelze tedy vyhodnotit vyvoj od 10.
do 14. dne. U vz. 17 a vz. 18 lze variabilitu v konzistenci vykalu vysvétlit typem krmiva. Pouze
tito dva jedinci z naseho souboru jsou krmeni zpisobem BARF. U vz. 19 se stiidaji dny s tuzsim
1 fidsim typem vykalu bez zjisténé pticiny. U vz. 20 je od 5. dne patrny posun K tuzsimu vykalu.

Konzistence stolice

=l B2 03 B4 ©5 @6 W7 Odatanebyla poskytnuta

21
20
19
18 |
17
16
15
14
13
12

Cislo vzorku

=N W e N WO

Obrazek 4: Grafické zobrazeni konzistence vykalu dle jednotlivych dni u jednotlivych pst
5.1.4 Prijem vody

Majitelé sledovali a zaznamenavali mnozstvi ptijimané vody kazdy den. Jednalo se bud’to
o0 mnozstvi zvySeng, snizené anebo stejné. U celkem 2 psii nebyla v této ¢asti dotazniku ziskana
zadna data, u 2 psi se pak jedna o data ¢astecna.

U psa (vz.14) se v prubéhu testovani objevil dva dny zvySeny piijem vody. U psa (vz.19)
byla zaznamenana epizoda ¢tyt po sob¢ jdoucich dnil S niz§im pfijmem vody. Celkové ziskané
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hodnoty jsou vsak natolik konzistentni (viz Obrazek 5), ze pomoci y-kvadrat testu nebyla
zjisténa zadna zavislost mezi podavanim ptidavku a piijmem vody. Z tohoto divodu jsou data
zobrazena vizualizaci.

Ptijem vody

B stejny MzvySeny Osnizeny 0O data nebyla poskytnuta

21

20

: AR R

18

17

16

15

14
200000 gdL
12

Nedodrzeni postupu odbéru

1 2 3 4 5 6 ¥/ 8 9 10 11 12 13 14

Den

o

w

Cislo vzorku

[y
(=]

x

BN W Rk YN WO

Obrézek 5: Grafické zobrazeni pribehu piijmu vody dle jednotlivych dni u jednotlivych pst
5.1.5 Celkovy stav jedince

Majitelé sledovali zménu celkového stavu a celkového vzhledu jedince na konci celého
testovani. U jednoho psa (vz. 20) bylo patrné vyrazné zhorSeni. Pes mél sice vice energie,
zaroven byl ale nete¢ny, agresivni a vyhledaval samotu. Soucasné mél pes po podavani
piipravku tuzsi exkrement, ¢inilo mu ovSem vétsi potize vyprazdnit se. U jednoho psa (vz. 18)
pozorovala majitelka zlepSeni celkového vzhledu. U zbylych devatenacti psi nepozorovali
majitelé zadné zmeény. Vysledky ziskanych hodnot jsou graficky vyobrazeny na Obrazku 6.
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Celkovy stav

horsi

Ostejny @lepsi

Obrazek 6: Celkovy stav
5.2 Vyhodnoceni kultivace

Cilem pokusu bylo ovéfit pocty jednotlivych skupin bakterii v psim vykalu pied a po podavani
dietarniho ptidavku s obsahem bakterie Enterococcus faecium NCIMB 10415. Tabulka 4 uvadi
primérné hodnoty + smérodatné odchylky celkem dvaceti psti zapojenych do pokusu.
Na Obrazku 7 jsou tyto hodnoty zndzornény graficky.

Tabulka 4: Poéty narostlych kolonii 1. a 2. odbér (log KTJ/g)

Skupiny bakterii 1. odbér 2. odbér

Celkoveé pocty koliformnich bakterii 8,62+ 0,79 8,82+ 0,77
Bifidobakterie mup 5,70+ 1,32 6,90 = 1,23
Bifidobakterie norr 4,62+ 1,64 5,70£1,29
Laktobacily 4,70 £ 1,43 542 +1,13
Escherichia coli 5,10+ 1,98 5,58+1,79
Enterokoky 3,89+ 1,06 6,65 + 1,66
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1.vs 2. odbér
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Obrazek 7: Pocty kultivovanych bakterialnich skupin: 1. vs 2. odbér (log KTJ/g)

Oznafeni CP znaéi celkové mnozstvi koliformnich bakterii, MUP oznacuje
bifidobakterie narostlé na kultivacnim médiu s antibiotikem mupirocin, NORF znaci
bifidobakterie narostlé na kultivaénim médiu s ptidavkem antibiotika norfloxacin. Dale jsou
v grafu vyobrazeny hodnoty laktobacilt (Lb), E. coli a enterokokd, jez jsou oznaceny zkratkou
ENT. U vSech bakterialnich skupin lze sledovat narist poc¢tti v druhém odbéru.

5.2.1 Prvni odbér

V1. odbéru bylo primémé mnozstvi celkového poctu koliformnich bakteriii
8,62 £ 0,79 log KTJ/g. Nejvyssi hodnoty dosahl vz. 9 s poétem 9,73 log KTJ/g. Hodnota
bifidobakterii roustoucich na médiu s mupirocinem dosahovala 5,70 + 1,32 log KTJ/g. Nejvyssi
hodnoty vykazuje opét vz. 9 a to 8,97 log KTJ/g. U 4 vzorki byly hodnoty nedetekovatelné
(vz. 7, vz. 16, vz. 17, vz. 18). Bifidobakterie, rostouci na médiu s norfloxacinem, dosahovaly
hodnoty 4,62 + 1,64 log KTJ/g. Nejvyssi hodnota 8,23 log KTJ/g nalezi opét vz. 9.
Nedetekovatelné hodnoty vykazovaly 4 vzorky (vz. 1, vz. 4, vz. 5, vz. 6). Laktobacily nabyly
v 1. odbéru primérné hodnoty 4,70 + 1,43 log KTJ/g. Nejvyssi hodnotu vykazoval vz. 12
ato 7,37 log KTJ/g. Nedetekovatelné hodnoty byly zaznamenany u dvou vzorki (vz. 3, vz. 4).
Pramérna hodnota Escherichia coli byla 5,10 £+ 1,98. Nejvyssi hodnota 8,66 log KTJ/g byla
zaznamenana u vz. 18. Nedetekovatelné hodnoty se objevily u tiech vzorktl (vz. 2, vz. 7, vz.
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20). Primérnd hodnota bakteridlni skupiny enterokokiti dosdhla primémé hodnoty
3,89 + 1,06 log KTJ/g. Nejvyssi hodnoty 5,98 log KTj/g dosahl vz. 18. Nedetekovatelné
mnozstvi bylo zjisténo u celkem deseti vzorka (vz. 1, vz. 2, vz. 3, vz. 4, vz. 5, vz. 6, vz. 9,
vz. 10, vz. 14, vz. 16). Enterokoky byly pfitomny u vSech jedinct uzivajicich probiotika.

5.2.2 Druhy odbér

V2. odbéru bylo primémé mnozstvi celkového poctu koliformnich bakterii
8,82 + 0,77 log KTJ/g. Nejvyssi hodnoty dosahl vz. 18 s poctem 9,66 log KTJ/g. Primérna
hodnota bifidobakterii rostoucich na médiu s mupirocinem dosahovala hodnoty
6,90 + 1,23 log KTJ/g. Nejvyssi hodnotu vykazoval vz. 18 s hodnotou 8,59 log KTJ/g.
Bifidobakterie, rostouci na médiu s norfloxacinem, dosahovaly hodnoty 5,70 + 1,29 log KTJ/g.
Nejvyssi hodnotu 8,04 log KTJ/g vykazuje vz. 9. Laktobacily nabyly v 2. odbéru primérné
hodnoty 5,42 + 1,13 log KTJ/g. Nejvyssi hodnotu vykazoval vz. 9 a to 7,88 log KTJ/g.
Primé&rna hodnota Escherichia coli byla 5,58 + 1,79 log KTJ/g. Nejvyssi hodnota 9,04 log
KTJ/g byla zaznamenana u vz. 19. Praimérné pocty enterokokt nabyly v 2. odbéru hodnoty
6,65 + 1,66 log KTJ/g. Nejvyssi hodnota 9,79 log KTJ/g nalezela vz. 8

Ve 2. odbéru byly detekovatelné pocty kolonii ve v§ech bakterialnich skupinach u vsech
vzorkd.

5.2.3 Treti odbér

Doplitkovy treti odbér byl provedenu vz.13, vz. 17, vz. 18 avz.19. Vz. 13 byl odebran po sedmi
dnech od ukonceni podavani, vz. 17 a vz. 18 po dvacetijedna dnech od ukonceni podavani,
vz. 19 po ¢trnacti dnech od ukonceni podavani. Zjisténé pramérné hodnoty + smérodatné
odchylky jsou uvedeny v Tabulce 5. Obrazek 8 znazortiuje tyto hodnoty graficky.

Tabulka 5: Poéty narostlych kolonii 3. odbér

Skupiny bakterii 3. odbér

Celkové pocty koliformnich bakterii 9,29 £0,27
Bifidobakterie mup 7,73 £1,06
Bifidobakterie norr 5,81 +1,13
Laktobacily 5,78 £ 1,54
Escherichia coli 7,61 £1,01
Enterokoky 7,14 £1,21
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Obrazek 8: Pocty kultivovanych bakterialnich skupin: 3. odbér (log KTJ/g)

OznaCeni CP znaéi celkové mnozstvi koliformnich bakterii, MUP oznacuje
bifidobakterie narostlé na kultivaénim médiu s antibiotikem mupirocin, NORF znaci
bifidobakterie narostlé na kultivaénim médiu s ptidavkem antibiotika norfloxacinu. Dale jsou
v grafu vyobrazeny hodnoty laktobacilt (Lb), E. coli a enterokokd, jez jsou oznaceny zkratkou
ENT.

Primérnéa hodnota celkového poctu koliformnich bakterii byla ve 3. odbéru
9,29 £+ 0,27 log KTJ/g. Nejvyssiho mnozstvi dosahl vz. 18 s hodnotou 9,58 log KTJ/g.
Bifidobakterie rostouci na médiu s mupirocinem vykazovaly primérnou hodnotu
7,73 £ 1,06 log KTJ/g. Nejvyssi hodnota byla pozorovana u vz. 19 (8,66 log KTJ/log).
Bifidobakterie rostouci na médiu s pifidavkem norfloxacinu dosahovala primérné hodnoty
5,81+ 1,13 log KTJ/g. Nejvyssi hodnota 5,86 log KTJ/g byla pozorovana u vz. 18. Laktobacily
nabyvaly primérné hodnoty 5,78 + 1,54 log KTJ/g. Vzorkem s nejvyssi hodnotou byl vz. 17
(8,04 log KTJ/g). Primérna hodnota Escheria coli ve tfetim odbéru byla 7,61 + 1,01 log KTJ/g.
Nejvyssi hodnota 8,61 log KTJ/g nélezela vz. 18. Primérna hodnota skupiny enterokoki nabyla
hodnotu 7,14 + 1,21 log KTJ/g. Nejvyssi hodnota byla zaznamenidna u vz 17. a to
8,81 log KTJ/g.

Ve 3. odbéru byly detekovatelné pocty kolonii ve vSech bakteridlnich skupinach u vSech
vzorkd.
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5.3 Statistické vyhodnoceni

Tabulka 6: Parovy t-test 1. vs 2. odbér (hodnoty p)

Skupiny bakterii p hodnota
Celkové pocty koliformnich bakterii 0,1486
Bifidobakterie mup 0,0048 *
Bifidobakterie norr 0,0010 *
Laktobacily 0,0512
Escherichia coli 0,3458
Enterokoky 1,2459E-08 *

“ statisticky vyznamny rozdil na zvolené hladiné pravdépodobnosti a < 0,05

Na zékladé vysledkt zobrazenych v Tabulce 6 Ize tvrdit, ze pfidavek huminovych kyselin a
probiotik mél vliv na nékteré mikrobiologické parametry travici soustavy pst. U bakterialnich
skupin celkového poctl koliformnich bakterii, laktobacild a E. coli byla p hodnota vétsi nez
a = 0,05. Na zékladé toho je pro skupinu celkovych pocti koliformnich bakterii, laktobacilti
a E. coli ptijimana Ho, tedy ze dietarni pfidavek nema statisticky prukazny vliv na tyto
mikrobiologické parametry traviciho traktu pst.

Oproti tomu u skupiny bifidobakterii rostoucich na obou médiich a skupiny enterokok,
se jedna o statisticky vyznamny rozdil, kdy p nabyva mensi hodnoty nez o = 0,05. U skupiny
enterokokil se jedna dokonce o statisticky vysoce vyznamny rozdil, kdy p nabyva hodnoty
mensi nez a = 0,01. Na zéaklad¢ tohoto vysledku je zamitnuta Ho. Ptijimame tedy pro skupinu
bifidobakterii a enterokokt Ha, Ze dietarni pfidavek s obsahem huminovych kyselin a probiotik
ma vliv na tyto mikrobiologické parametry traviciho traktu pst.

Vzhledem k vyse zjistétnym vysledkim je dodate¢né porovnana vzajemna zavislost
poctu bifidobakterii na poctu enterokokd. Vyhodnoceni je provedeno regresni analyzou
v programu STATISTICA 12, kdy zavisle proménnou jsou nejdiive pocty bifidobakterii
roustoucich na médiu s mupirocinem a nasledné pak bifidobakterie rostouci na médiu
s norfloxacinem. Nezavisle proménnou piedstavuji Vv obou piipadech pocty enterokokd.
Regresni analyza neprokazala zavislost ani v jednom z téchto ptipadu.
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6 Diskuze

V experimentalni ¢asti bylo cilem stanovit vliv dietarniho pfidavku komer¢niho preparatu
sobsahem huminovych kyselin aprobiotik na konzistenci exkrementi a jejich
mikrobiologickou kvalitu.

Podavani probiotického pridavku s obsahem E. faecium NCIMB 10415 a huminovych
kyselin po dobu ¢trnacti dnit vedlo ke statisticky vyznamnému zvySeni celkového poctu
bifidobakterii a enterokokli v psim vykalu u pozorovaného souboru. Nejvyssich hodnot
enterokokl dosahli jedinci, kterym byla probiotika podavana jiz pfed zacatkem pokusu
jejich majiteli.

Pocty byly zjistovany kultivaéni metodou. Z tohoto diivodu neni mozné urcit presny
podil E. faecium NCIMB 10415 z celkového poctu enterokokd. Lze ovSsem predpokladat,
ze kmen E. faecium NCIMB 10415 byl schopen piezit pruchod psim travicim traktem,
coz vedlo k obohaceni mikrobioty stfeva. K podpofeni tohoto tvrzeni mulze slouzit studie
Benyacoub et al. (2003), ktery podava E. faecium NCIMB 10415 §ténatim od odstavu do véku
jednoho roku. Nasledné¢ pomoci pulzni gelové elektroforézy doklada pritomnost bakterii
E. faecium NICMB 10415 ve vykalech vSech jedincd. U nahodné vybranych jedinct naseho
pokusu bylo mozné detekovat zvySené pocty enterokokt i 21 dni od ukonceni podavani.
Z Kklinického hlediska by perzistence béhem podavani méla byt méné dilezita nez kolonizace.
Potencionalni probioticky mikroorganismus by vSak mél byt schopen kolonizovat travici trakt
alesponl docasn¢ (Marcindkova et al. 2006).

Zvysené pocty bifidobakterii by mohly byt ovlivnény zvySenymi pocty eneterokoki,
jakozto bakterii mlé€ného kvaSeni produkujicich kyselinu mlénou a tim ovlivilujici
pH traviciho traktu. Regresni analyzou nebyla prokazana zavislost vyssich pocth bifidobakterii
na zvySeném mnozstvi enterokokd. Jednim vysvétlenim miiZze byt ovlivnéni enterokoky
1 presto, ze tuto zavislost regresni analyza nepotvrdila. Dal$i moznosti mtze byt spolupiisobeni
ostatnich latek obsazenych v dietarnim ptidavku. Plsobeni a vzajemné interakce huminovych
kyselin, inaktivovanych kvasinek Sacharomyces cerevisiae a fasy Chlorelly by mohl objasnit
dalsi a podrobné;si vyzkum.

Celkové pocty koliformnich bakterii, poéty laktobacili ani E. coli nebyly v pribéhu
studie statisticky vyznamné ovlivnény.

K porovnani vysledkli bylo vyuzito studie Marcinidkova et al. (2006). V této studii byl
jedenacti zdravym psiim podavéan E. faecium EE3 v davce 10° KTJ/ml po dobu sedmi dni.
Sledovany byly pocty enterokokid, E. faecium EE3, poCty bakterii mlécného kvaSeni,
stafylokoky, E. coli a bakterie podobné Pseudomonas spp. Oproti nasi studii byla k ur¢eni po¢tt
a identifikaci bakterialnich skupin pouzivana metoda PCR. Odbéry byly provadény 0. a 7. den,
kontrolni odbér byl provadén po tfech mésicich od ukonceni podavani.

Podavany E. faecium EE3 pfetrvaval ve vykalech pst az tii mésice od ukonceni
podavani v primérné koncentraci 6,82 + 0,85 log KTJ/g. Tento vysledek potvrzuje tivahu
0 schopnosti E. faecium ptezit pruchod travicim traktem a zaroven jej kolonizovat. Proti tomuto
vysledku i1 nasemu zjisténi ohledné piezitelnosti se stavi studie Garcia-Mazcorro et al. (2011)
na zdravych psech. Poukazuje na zvySeni hojnosti Enterococcus spp. a Streptococcus spp.
indukované podavéanim synbiotika obsahujictho 7 probiotickych kmenti (Enterococcus
faecium,  Streprococcus salivarus spp. thermophilus, Bifidobacterium  longum,
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Lactobacillus acidphilus, Lactobacillus casei spp. rhamnosus, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus). Tento narGst byl ovSem pouze piechodny,
a po ukonceni podavani se pocty vratily na piivodni hodnoty.

Jednovybérovym t-testem byly porovnany hodnoty enterokokli naSi studie
a studie Marcinakova et al. (2006). Pro porovnani byly zvoleny hodnoty 0. den vs 0. den a
7. den vs. 14. den pokusu. V obou pifipadech byl mezi hodnotami statisticky vyznamny rozdil
na hladiné vyznamnosti a = 0,05. Psi ve studii Marcinakova et al. (2006) vykazovali oproti
nasemu zjiSténi vyrazné vyssi hodnoty enterokokl pied samotnym zacitkem podavani.
Vzhledem k tomu, Ze nejsou znamy podrobné informace o téchto psech, nelze urcit ¢im byla
tato skutec¢nost zptisobena. Oproti nasi studii doslo v pokusu Marcindkova et al. (2006) 7. den
podavani k poklesu poctu enterokokti oproti 0. dni. Marcinakova et al. (2006) vysvétluje tuto
skute¢nost konkuren¢nimi interakcemi kmene EE3 a ostatnich enterokokd. I pfes zaznamenany
pokles byly celkové hodnoty enterokokt sedmy den statisticky vyznamné vyssi nez v nasi studii
po Ctrnactidennim podavani. Mozné vysvétleni se nabizi ve zvoleném zpusobu kvantifikace
a identifikace, kdy PCR metoda nabizi mnohem ptesnéjsi vysledky nez kultiva¢ni stanoveni.
Béhem podavani E. faecium EE3 pozoruji Marcinakova et al. (2006) zvySeni po¢tu bakterii
mlééného kvaSeni a vyznamné snizeni bakterii podobnych Pseudomonas spp. a stafylokokd.
Pocty E. coli nebyly ovlivnény. Hodnoty E. coli studie Marcinakova et al. (2006) byly
porovnany se zjisténymi hodnotami jednovybérovym t-testem na hladin¢ vyznamnosti a = 0,05.
Porovnavany byly hodnoty 0. den vs 0. den a hodnoty 7. den vs 14. den. Ani v jednom ptipadé
nebyl prokdzén statisticky vyznamny rozdil mezi primérem vybérového souboru
a deklarovanou hodnotou.

Z vyhodnoceni dotazniku vyplyva, Ze témét polovina psi (45 %) méla problém
s pfijmem samotného dietarniho pfidavku ve formé tablet. Dle poznamek majiteld psu
by pomohlo napiiklad dochuceni samotného ptidavku. Nekteti by uvitali pridavek ve formé
prasku nebo mensich tabletek. Pozitivné lze hodnotit skutecnost, ze se u zadného psa
neprojevila trvajici negativni reakce ve form¢ zvraceni ¢i vyhledavani vétsiho mnozstvi travy.
U jednoho psa (vz. 18) se objevilo v pribéhu podavani jedenkrat zvraceni. Nejednalo se
o zvraceni bezprosttedné po poZiti pfidavku a sama majitelka zminila dal$i skute¢nosti,
Které tento jev mohly vyvolat.

Dietarni pfidavek nemél dle vyhodnoceni dotazniku vyrazny vliv na konzistenci vykalu
ani na mnozstvi pfijimané vody. Z dostupné $kaly (Pfiloha 1) hodnotici konzistenci vykalu
na stupnici 1 az 7 (od nejtuzsi po nejtidsi) dosahovali psi naseho souboru hodnot 1 az 4. Zadny
Z nich tedy nem¢l vyrazné zazivaci potize v podob¢ prijmu. To by mohlo byt divodem vysoké
konzistentnosti vysledkt. Oproti tomu Bybee et al. (2011) podavaji E. faecium NCIMB 10415
SF68 (2,1 x 10° KTJ/g) pouze jedincim s vyskytem priijmu a konstatuji, ze ani zde nemélo
probiotikum zadny u¢inek na vyskyt prijmu u psd, potazmo na konzistenci vykalu. Pinna a
Biagi (2014) zmifuji jako slibny prostfedek k upraveni konzistence psich vykali ptidavek
prebiotik.

Celkovy stav vétsiny psi (90 %) zustal stejny. U jednoho jedince (vz. 20) pozorovala
majitelka zhorSeni. ZhorSeni stavu bylo pozorovano predevsim v chovani. Pes mél vice energie,
zaroven se ale stal nete¢nym, nevyrovnanym a stranil se lidi. Pinna a Biagi (2014) zminuji, ze
mikrobidlni fermentace mize pokryt az 7 % energetickych narokii dospelého psa. Vzhledem ke
zvySeni pocCtli bakterii u tohoto jedince, 1ze zvySenou aktivitu pfipisovat této skutecnosti.
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K pochopeni celkové zmény chovani by bylo potfeba komplexni vySetfeni a kompletni
mikrobiologicky rozbor. Jak uvadi Pilla a Suchodolski (2020), manipulace s bakterialnimi
komunitami neni snadna a mnohdy vede ke smiSenym vysledkim.

Hypotéza této prace nebyla potvrzena. Ptidavek s obsahem huminovych kyselin
a probiotik nema vliv na konzistenci vykali, ale jen na mikrobiologické parametry traviciho

traktu psi.
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Z7.Aavér

Podavani dietarniho pfidavku mélo vliv na mikrobiologické parametry traviciho traktu
pst

Enterococcus faecium NCIMB 10415 je schopen piezit prichod travicim traktem
a kolonizovat jej

Zvysené pocty bifidobakterii nebyly zcela objasnény a mohly by byt pfedmétem
dalsiho zkoumani

Podavani dietarniho ptidavku nemélo vliv na konzistenci vykalu

Nejvyssi variabilitu konzistence vykalu vykazovali jedinci krmeni zptisobem BARF
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9 Seznam pouzitych zkratek a symboli

BARF — Bones and Raw food; syrova strava a kosti
EFSA — Evropsky ufrad pro bezpecnost potravin
FAO — Organizace pro vyzivu a zeméd¢€lstvi

IBD — Chronické zanétlivé onemocnéni stiev

PCR — polymerazova fetézova reakce

gPCR — kvantitativni polymerazova fetézova reakce

WHO - Svétova zdravotnicka organizace
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10 Samostatné prilohy

Ptiloha 1: Dotaznik a metodika hodnoceni konzistence vykalu

Testovani dopliikku na traveni

ViazZeni respondenti,

Velmi Vam dékujeme za ochotu zapojit se do testovani nove vznikajiciho doplitku pro Vaseho
¢tyinohého pfitele. Testovani by mélo probihat 14 dni.

Charakteristika: Doplnék je uréen pro psy vSech vékovych kategorii a je mozné jej pouzit pro
detoxikaci organismu, podporu a stabilizaci Zadouci stievni mikroflory aj. Pfipravek obsahuje
pivovarské kvasnice, leonardit, chlorellu a dalsi G¢inné latky, které maji ptiznivy dopad na
travici trakt.

Krmny navod a doporucené davkovani: doplnék by mél byt podavan pravidelné nejlépe 2 x
denné¢ (mnozstvi tablet rozdélit do dvou porci, tzn. pes vazici 10 kg, by mél dostat 2 tablety
rano a 2 tablety vecer).

Hmotnost psa MnoZstvi tablet/ den
Do 5 kg 1 (Ya+ 1)

Do 10 kg 2(1+1)

Do 20 kg 4(2+2)

Do 50 kg 6(3+3)

Nad 50 kg 8(4+4)

80 kg a vice 10 (5+5)

Zajima nas vzhled exkrementt, pitny rezim psa, pfipadné zmény v aktivité psa aj.

Proto bychom Vas touto cestou radi pozadali o pfesné a zodpovédné vyplnéni ptilozeného
formulare, ktery nasledné bude vyuzit pii hodnoceni spokojenosti s novym typem doplitku, jeho
sloZenim, aj.

Nékolik poznamek k pritbéhu a hodnoceni testu:

Z divodu maximalni objektivity prosim poznamenejte mimo dotazované veskeré informace, o
kterych byste si mysleli, Ze jsou dalezité.

Doplnék je mozné primichéavat k jakémukoli typu krmiva (granule, BARF, vatené, konzervy
aj.) a je potifebné dodrzovat davkovani uvedené v manudlu.

Psa krmte tak, jak jste zvykli.

Pokud byste u psa pozorovali jakékoli odchylky od normalniho stavu/ museli jste z jakéhokoli
davodu testaci prerusit, davkovani doplitku zastavte a krmte dle potieb situace. Do dotazniku
napiste poté termin a ditvod pred¢asného ukonceni testu.

Je ndm jasné, ze toto obdobi pro Vas mozna bude znamenat vice prace s Vasim mazlickem, nez
jste obvykle zvykli, ale mozna Vam to pfinese i spoustu uzitecnych informaci o Vasem
¢tyfnohém pfiteli.

Za spolupraci Vam ptedem dékujeme a té¢Sime se na vysledky.



Chutnost krmiv pro psy — dotaznik

Test provedl (jméno):

Doplnéek byl podavan v obdobi od: do:

DOTAZY TYKAJICI SE PSA:

Plemeno psa:

Pohlavi psa:

Kastrace:

Vék psa:

OAno ONe

Podminky chovu (doma, kotec, aj.):

Aktivita:

Typ krmeni poddavaného v priibéhu testu:

Dostava/dostaval (kdy) pes néjaky jiny dopIlnék krmiva? Pokud ANO, jaky

1) Reakce na doplnék 1. den:

2)

3)

4)

5)

a.
b.
C.
d.

Pes tablety pfijimal ochotné (samotné tablety)

Pes tablety pfijimal zapracované v néjaké ,,miamce* (syr, saldm aj.)
Pes tablety nechtél pfijmout = byl to boj

Jiné (dopliite):

Reakce na doplnék 2. den:

a.

Pes tablety pfijimal ochotné (samotné tablety)

b. Pes tablety piijimal zapracované v néjaké ,,mnamce (syr, salam aj.)
C.
d

Pes tablety nechtél pfijmout = byl to boj
Jiné (doplnte):

Reakce na doplnék v priibéhu testace:

a.
b.
C.
d.

Pes tablety pfijimal ochotné (samotné tablety)

Pes tablety piijimal zapracované v n¢jaké ,,miiamce* (syr, salam aj.)
Pes tablety necht¢l pfijmout = byl to boj

Jiné (doplnte):

Reakce na doplnék posledni den testace:

a.
b.
C.
d.

Pes tablety pfijimal ochotné (samotné tablety)

Pes tablety pfijimal zapracované v né¢jaké ,,mnamce* (syr, salam aj.)
Pes tablety necht¢l pfijmout = byl to boj

Jiné (doplnte):

Pes zvracel béhem podavani testovaného dopliitku:

OAno ONe

Poznamky:



6) Pes vyhledaval/ pojidal po dobu krmeni vétS§i mnozZstvi travy:
OAno ONe
Poznamky:

7) Konzistence vykalu v prabéhu krmeni testovanym krmivem:
(hodnoceni vykalu dle dokumentu ,, hodnoceni vzhledu exkrementu *)

1. den 1 2 3 4 5 6 7
2. den 1 2 3 4 5 6 7
3. den 1 2 3 4 5 6 7
4, den 1 2 3 4 5 6 7
5. den 1 2 3 4 5 6 7
6. den 1 2 3 4 5 6 7
7. den 1 2 3 4 5 6 7
8. den 1 2 3 4 5 6 7
9. den 1 2 3 4 5 6 7
10. den 1 2 3 4 5 6 7
11. den 1 2 3 4 5 6 7
12. den 1 2 3 4 5 6 7
13. den 1 2 3 4 5 6 7
14. den 1 2 3 4 5 6 7
Poznamky:

8) J aky byl pf'ij cm VOdy po dobu testovani? (porovnejte oproti normalu — kolik vody dopliujete do

misky/den)

1. den stejny zvyseny snizeny
2. den stejny zvyseny snizeny
3. den stejny zvyseny snizeny
4. den stejny zvyseny snizeny
5. den stejny zvyseny snizeny
6. den stejny zvyseny snizeny
7. den stejny zvyseny snizeny
8. den stejny zvyseny snizeny
9. den stejny zvyseny snizeny
10. den stejny zvyseny snizeny
11. den stejny zvyseny snizeny
12. den stejny zvyseny snizeny
13. den stejny zvyseny snizeny
14. den stejny zvyseny snizeny

Poznamky:

9) Celkovy stav a vzhled zvifete po krmeni testovanym krmivem:
a. Zustala stejna.
b. Zlepsila se.
C. Zhorsila se.



Skala konzistence vvkalu

(dle Heaton, K. W. & Lewis, S. J. 1997)

Oznaceni

Tlustra¢ni fotografie

Popis

e Velmi tuhé a suché

e Vylucovany jednotlivé ,,peletky*

e Vylouceni vyzaduje hodn¢ usili

e Po sebrani nezanecha zadné stopy na
zemi

e Pevné, ale ne tvrdé
e Po sebrani nezanecha zadné nebo
velmi malé stopy na zemi

e Mala nebo zadna segmentace
e Po sebrani zanecha na zemi zbytek,
nicméné drzi tvar

¢ Vlhky povrch
e Po sebrani zanechéd na zemi zbytek,
nedrzi tvar

e Velmi vlhky povrch

e Tvoii hromadku

e Po sebrani zanecha na zemi zbytek,
nedrzi tvar

VI.

¢ Viditelna textura
e Velmi fidké

VII.

e Vodnaté
e 74dn4 textura




Ptiloha 2: Podrobné informace o psech ziskané z dotaznika

Cislo vzorku

Vz.
Vz.
Vz.
Vz.
Vz.
Vz.
Vz.

Vz.

Vz.
Vz.
Vz.
Vz.

Vz.

Vz.

Vz.

Vz.

Vz.

Vz.

Vz.

Vz.

Vz.

~N o o B~ W N P

10
11
12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

Jméno

Zairin
Baileys
Findza
Darcy
Grace
Rose
Storm

Bentley

Kiss
Fixxa

Mia
Loki
Sofie
Lucky

Jackie

Basar

Zojja

Kaya

Fido

Aja

Pohlavi

+O +O Oy +O 40 +O +O +O 4O 4O

O O +O0 | Oy 40

t

R g
£ £
£ g
= T
Border kolie do 20 kg
Border kolie do 20 kg
Border kolie do 20 kg
Border kolie do 20 kg
Border kolie do 20 kg
Border kolie do 20 kg
Border kolie do 20 kg
Kava_lir King Charles do 10 kg
Spaniel
Border kolie do 20 kg
Border kolie do 20 kg
Nedodrzeni postupu
Border kolie do 20 kg
Arpf:rlcky stafordsirsky do 50 kg
terier
bez PP do 5kg
bez PP do 5 kg
bez PP do 5 kg
Vipet do 20 kg
Basenji do 10 kg
bez PP do 20 kg
bez PP do 50 kg
Border kolie do 20 kg

VEK (roky)

N AW N OO N

4
3

b chovu

Zpiso

kotec
kotec
kotec
doma
kotec
doma
kotec

doma

kotec
kotec

odbéru

7

1

N

doma

doma

doma

doma

doma

doma

doma

doma

doma

domai
venku

Strava

granule
granule
granule
granule
granule
granule
granule

granule

granule
granule

granule
granule
granule +

konzerva

granule +
konzerva

granule +
konzerva

BARF

BARF

granule +
konzerva
+ pecivo

granule +
konzerva

konzerva

Dopliiky
stravy

probiotika

lososovy
olej, kelpa

lososovy
olej, kelpa

lososovy
olej, kelpa

probiotika,
Geloren,
Pangamin,
kelpa,
oleje,
seminka

probiotika,
Geloren,
Pangamin,
kelpa,
oleje,
seminka

Kastrace

X



Pfiloha 3: Metodika odbéru vzorku

Metodika odbéru vzorku

Vazeni respondenti,
v ramci testovani nového dopliiku stravy pro psy je provadén mikrobiologicky rozbor vykalu.
Sledovany budou celkové pocty koliformnich bakterii, laktobacili, bifidobakterii, Escherichia

coli a enterokok.

Celkem budou provedeny 2 odbéry!
1. odbér proved'te jesté pied zacatkem podéavani dopliku stravy

2. odbér proved’te na konci testovani, tj. 15. den

Zpisob odbéru je shodny pro 1.i 2. odbér

PRESNE DODRZENI POKYNU JE PODMINKOU NEZKRESLENEHO VYSLEDKU
ROZBORU

1. Odbér vzorku proved’te bezprostiedné po vykonani potfeby Vaseho psa.
2. Pomoci plastové 1zicky odeberte 1 g vzorku.

3. Drzte zkumavku ve svislé poloze, tj. Cervenym uzadvérem smérem nahoru. Zabrani se tak
uniku materialu ze zkumavky (roztok, COy).

4. Oteviete Cerveny uzavér. Za stale svislého drZzeni zkumavky vloZte dovniti odebrany
vzorek. Uzaviete zkumavku, co nejpevnéji utdhnéte uzaver.

5. Zkumavku s odebranym vzorkem uschovejte v lednicce.

6. Zkumavku dopravte do laboratofe max. do 24 hodin od odbé&ru.
Po odbéru 1. vzorku nésleduje 14 dni krmeni ur¢ené¢ho doplitku stravy pro psy dle rozpisové
tabulky v materialu ,,Testovani dopliiku na traveni®. Po uplynuti této doby se odbér zopakuje

dle metodiky uvedené vyse.

Dékujeme Vam za spolupraci

Vi



Piiloha 4: Redici fada + petriho misky potfebné ke kultivaci jednoho vzorku

Vil



Ptiloha 8: Narostlé kolonie na TBX médiu (Escherichia coli)
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