Ceska zemédélska univerzita v Praze
Fakulta agrobiologie, potravinovych a prirodnich zdroji

Katedra mikrobiologie, vyZivy a dietetiky

CESKA ‘
ZEMEDELSKA
UNIVERZITA V PRAZE

Mikrobiologicka kvalita krmiv pro psy

Diplomova prace

Autor prace: Be. Klara VIickova
Obor studia: Vyziva zviirat a dietetika

Vedouci prace: prof. Ing. Eva Vlkova, Ph.D.

© 2018 CZU v Praze



Cestné prohlaseni

Prohlasuji, ze svou diplomovou praci na téma "Mikrobiologicka kvalita krmiv pro
psy" jsem vypracovala samostatné pod vedenim vedouciho diplomové prace a s pouzitim
odborné literatury a dalSich informacnich zdroju, které jsou citovany v praci a uvedeny v
seznamu literatury na konci prace. Jako autorka uvedené diplomové prace dale prohlasuji, ze

jsem v souvislosti s jejim vytvofenim neporusila autorska prava ttetich osob.

V Praze dne 13. dubna 2018




Podékovani

Rada bych touto cestou podekovala své vedouci prace prof. Ing. Evé Vlkové, Ph.D. a
Ing. Romanovi Svejstilovi za odborné rady, trpélivost a ¢as, ktery mi vénovali pii tvorbé této

prace. Pod€kovani patii také mé roding, ktera mé po celou dobu ve studiu podporovala.



Mikrobiologicka kvalita krmiv pro psy

Souhrn

V poslednich letech bylo zaznamenano nékolik ptipadi nakazy ¢lovéka salmonelou
prostiednictvim psa a pamlskid zivociSného ptivodu jim urCenych. Z tohoto divodu je tieba
vénovat zvysenou pozornost mikrobiologické kvalité krmiv pro psy.

Cilem mé diplomové prace bylo testovat pfitomnost mikroorganismd, zejména bakterii
v krmivech a krmnych dopliicich pro psy. Hypotézou je, ze krmiva a dopliky, které se pti
vyrobé nesteriluji, budou obsahovat Zivé mikroorganismy. Pfi vyrobé téchto produktii jsou
pouzivany zivocisné bilkoviny, a tak lze ocekéavat i vyskyt hnilobnych bakterii, jakymi jsou
naptiklad Salmonella sp., Escherichia coli a dalsi.

Prakticka cast mé prace se zabyva testovanim suchych granulovanych krmiv, susenych
masovych pochoutek a konzervy uréené psum. Pomoci kultivaénich metod byly stanoveny
celkové pocty mikroorganismii a pocty bacild, klostridii a enterokokt. Kvalitativné byla
stanovena ne/piitomnost salmonel dle CSN EN ISO 6579 (2003). Zjisténé mikroorganismy
byly izolovany a dale identifikovany pomoci hmotnostniho spektrometru MALDI - TOF.
Nejlépe v nasem testu dopadlo konzervované krmivo, které bylo sterilni tak, jak poZaduji
veterinarni a hygienické normy. O né&co horSich vysledki dosdhly suSené krmné dopliky a
nejhiife dopadla suSena granulovand krmiva. NejcastéjsSim kontaminantem detekovanym
pomoci MALDI - TOF byla bakterie Bacillus cereus.

Legislativa EU v soucasné dob& neuvadi limity pro patogenni bakterie, pouze uvadi,
Ze krmiva nesméji obsahovat mikroorganismy nebo jejich toxiny ¢i metabolity v mnozstvich,
ktera piedstavuji nepfijatelné riziko pro zdravi zvifete. Pfitomnost Bacillus cereus mize

takové riziko predstavovat.

Klic¢ova slova: krmiva pro psy, mikroorganismy, Salmonella sp., Bacillus cereus, Escherichia

coli



Microbiological quality of dog feed mixtures

Summary

In recent years, several human cases of Salmonella infection have been reported
through the dog and animal goodies, that are intended for them. For this reason it is necessary
to pay attention to the microbiological quality of dog food.

The aim of my diploma thesis is to test the presence of microorganisms, especially
bacteria, in feed and dog food supplements. The hypothesis is that feedstuffs and
supplements, that are not sterilized during the production, will contain live microorganisms.
There are animal proteins used in the production of these products so it can be expected, that
there will be the presence of spoilage bacteria such as Salmonella sp., Escherichia coli and
others.

The practical part of my work deals with the testing of dry granulated feeds, dried
meat products and can food that is intended for dogs. The total number of microorganisms
and the numbers of bacilli, clostridia, and enterocci were determined using the cultivation
methods. According to CSN EN ISO 6579 standard (2003) the presence/absence of
Salmonella was determined qualitatively. Detected microorganisms were isolated and further
identified by MALDI — TOF mass spectrometer.

The best result had the canned fodder in our test, that was sterile as it is required by
veterinary and hygienic standards. The dried fodder supplements were slightly worse. The
dried granuled feed was the worst. Bacillus cereus was the most common contaminant
detected by MALDI — TOF.

EU legislation currently doesn’t set limits for pathogenic bacteria. It just mentions that feed
must not contain microorganisms or their toxins or metabolites in quantities that present an
unacceptable risk to the animal health. The presence of Bacillus cereus may present such a

risk.

Keywords: dog food, microorganisms, Salmonella sp., Bacillus cereus, Escherichia coli
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1 Uvod

Jednim z cild kazdého chovatele by mélo byt zdravé zviie v dobré kondici. Zdravi psa
muze byt ovlivnéno faktory vnitinimi i vn&jSimi. Jednim z vnéjSich faktort je i vyziva.

Komer¢né vyrabénd krmiva pro psy se déli dle obsahu vody na suchd, polovlhka a
vlhka. Dalsim specifickym druhem krmiva, ktery se v poslednich letech tési velké oblibé, je
syrova potrava, ktera se oznacuje jako BARF. At uz se chovatel rozhodne pro jakoukoliv
z téchto moznosti, dulezité je predevsim dbat na kvalitu a zdravotni nezavadnost piredkladané
potravy.

I ptes to, Ze komercni vyroba krmiv pro psy podléha velmi pfisnym hygienickym
normam, objevi se ¢as od ¢asu v Systému rychlého varovani pro potraviny a krmiva RASFF
(Rapid Alert System for Food and Feed) zprava o nalezeni patologickych mikroorganismii
Vv testovanych krmivech ¢i krmnych dopliicich. Vzhledem k hrozicimu nebezpec¢i pienosu
nakazy alimentdrnimi cestami na ¢lovéka, zejména pak malé déti, je snaha o maximalni

zachyceni takto kontaminovanych krmiv a jejich véasnou likvidaci.



2 Hypotéza a cil prace

Hypotézou je, ze krmiva a dopliiky, které se pti vyrob¢ nesteriluji, budou obsahovat zivé
mikroorganismy. Protoze pfi vyrobé téchto produktli jsou pouzivany zivocisné bilkoviny, Ize
ocekavat 1 vyskyt patogennich bakterii. Cilem této prace je testovat pfitomnost

mikroorganismil, zejména bakterii v krmivech a krmnych dopliicich pro psy.



3 Literarni reSerse

3.1 Travici soustava psa a mikrobiologie traveni

Bhadra (2014) ve své publikaci uvadi, Ze potravni preference dospélych savcl jsou
z velké casti ovliviiovany genetickymi predispozicemi. Jednim z ptiklada je chut’ matetského
mléka. Tato chut' ovlivni mladé natolik, ze v dospélosti preferuje typ potravy, kterym se
stravovala jeho matka. Ackoli divoci psi ptedci byli masozravci, vlivem domestikace se pes
dokazal adaptovat na Zivot ve spolecnosti ¢lovéka a postupem casu se z n¢j stal vSezZravec, jak
je dokdzano mnoha genetickymi analyzami. Pokud ma vSak moznost volby, vzdy voli jako
prvni potravu s nejintenzivnéj$i viini masa.

Travici soustava slouzi k pfijmu potravy, jejimu rozmélnéni, zpracovani a naslednému
vstiebani Zivin a transportu traveniny. Dilezitou soucasti traviciho systému jsou také zlazy,
které produkuji latky podilejici se spolecné se stievni mikroflorou na procesu traveni. Jsou
ulozeny ve sténé travici trubice i mimo ni (Luka$ et al., 2005). Travici soustava psu je
pfizpisobena pro piijem koncentrované potravy. Jejim charakteristickym znakem je
jednoduchy zaludek a kratky stievni trakt (Stevans et Hume, 2004).

Zakladem tréavici soustavy je travici trubice, k niz nalezi Gstni dutina, hltan, jicen,
zaludek a stfeva. Do travici trubice kromé drobnych Zlaz, ulozenych v jeji stén¢, usti velké
zlazy, jako jsou slinné Z14zy, jatra a slinivka bfi$ni.

Ustni dutina rostralné za¢ina Gsty, po stranich je ohraniena tvafemi, strop tvoii patro
a ke spoding je pfipojen jazyk, ktery ji vypliuje. Pysky ohranicuji Gstni Stérbinu a spolu s ni
tvoii Gsta (Marvan et al., 2011). Jazyk je svalovy organ sloZeny ze snopct pti¢né pruhované
svaloviny. Sliznice jazyka vybiha ve vybézky, zvané papily. Podle tvaru rozliSujeme papily
nitkovité, houbovité, listovité a hrazené (Martinek et Vacek, 2009). Ve sliznici jazyka se
nachazi chutovy a hmatovy organ (Marvan et al., 2011). Proces traveni je kombinaci nékolika
za sebou jdoucich d&jl. Jednd se o mechanické, chemické a mikrobidlni S§tépeni sloZitych
latek na latky jednodussi, které je nasledné télo schopno efektivné vyuzit. Cely tento slozity
proces zacina jiz V Gstni dutin€. Pfi pfijmu potravy jsou produkovany sliny ze ¢tyt parovych
slinnych zlaz. Psi sliny jsou slabé zasadité a jejich pH se pohybuje v rozmezi 7,34 - 7,80
(National Research Council, 2006). Slouzi pfedevsim k rozmélnéni a zvlhCeni potravy
(Kalvach et al., 2004). Psi, jako mnoho dal$ich druht zvifat, nemaji alfa amylazu, ktera by jim
umoznila $t€peni skrobu (National Research Council, 2006). Zuby jsou vysoce specializované

a maji rdzné tvary, slouzi kromé ukusovani a drceni potravy také jako prostfedek komunikace



ve smecce. M1écny chrup psa tvoii 28 zubtl, dospélého 42 zubli (Evans et de Lahunta, 2013).
Selmy maji tzv. trhakovy komplex, ktery tvoii P4 v horni Gelisti a M1 v dolni &elisti. Tyto
mohutné¢ zuby, jak uz ndzev napovidda, slouzi k trhani masa (Niemiec, 2011). Hltan je
spolecnou casti pro travici a dychaci soustavu. D€li se na tii ¢asti: nosni, ustni a hrtanovou
cast (Evans et Lahunta, 2013). Psi hltan je Siroky a dlouhy (Najbrt et al., 1980). Potrava
Z hltanu se déle posouva do jicnu, ktery tvofi pficné pruhovana svalovina, ta podporuje svymi
stahy rychlejsi prichod potravy do zaludku. Piesun sousta z ustni dutiny do zaludku trva jen
pouhych par sekund (National Research Council, 2006). Pes mé jednoduchy jednokomorovy
zaludek. Ten slouzi masozraveum jako rezervoar potravy. Dochazi v ném K rozmélnéni a
promiseni potravy s zalude¢nimi $§t'avami a ke $tépeni bilkovin (Aspinall et Capello, 2015).
Vnitini povrch Zaludku pokryva sliznice s riznymi typy Zaludecnich zlazek. Oblast sliznice
zaludku zahrnuje prostor sliznice Cesla (kardia), vlastni zalude¢ni sliznici a oblast vratniku
(pyloru). Zaludeéni Zlazy obsahuji buitky hlavni, kryci a vedlej$i. Buiiky hlavni produkuji
pepsinogen (neaktivni formu pepsinu), kryci bunky kyselinu chlorovodikovou a vedlejsi
buiiky slabé zdsadity hlen, ktery sténu Zaludku chrani pfed natrdvenim. Pylorické Zlazy
produkuji hormon gastrin. Zalude&ni §t'ava psovitych je velmi kysela a jeji pH se pohybuje od
0,8 do 1,0. Vyprazdiovani zaludku zacina 30 - 60 minut po nakrmeni. Zcela vyprazdnén je za
6 - 8 hodin po nakrmeni (Sebkova, 2010). Dale na zaludek navazuje tenké stievo, které zadina
vratnikem a usti do tlustého stfeva. DéEli se na tii useky: dvanéctnik, la¢nik a kycelnik
(Dylevsky, 2009). Tenké stievo ma v procesu trdveni a vstfebavani stéZejni tlohu (Kittnar,
2011). Osidluji ho v hojném mnozstvi bakterie. Ve dvanactniku a laéniku pievazuji
streptokoky a laktobacily, v kycelniku najdeme Escherichii coli a anaerobni bakterie. Tyto
bakterie zabrafuji osidleni stfeva patogennimi mikroorganismy (National Research Council,
2006). Nalevo od ohbi dvanactniku je ulozena slinivka biisni nebo-li pankreas, ktera je
nepostradatelné pro fyziologické traveni sacharidd, bilkovin i tukd. Jedna se o pomérné maly,
neparovy organ, ktery ma vnitini 1 vnéj$i sekrecni Cinnost (Vranova, 2013). Pankreaticka
§t'ava je neutralni az zasadita tekutina o pH 7,0 az 8,6 (Sebkova, 2010). Nejvétsi zlazou v téle
jsou jatra. Ta produkuji Zlu¢, ktera usti ze zlu¢niku do dvanactniku a emulguje tuky (Reece,
2011). Zluénik psa je velmi dobie vyvinuty, u velkych plemen se za den miize vylougit az 250
ml Zluéi. Jeji pH se pohybuje od 5,33 do 7,08 (Sebkova, 2010). Dalsim tisekem travici trubice
je tlusté stfevo, které se sklada ze slepého stfeva, traéniku a konecniku. U psa je pomérné
kréatké a jeho primarni tlohou je resorbce vody a elektrolytii. Dale vytvari optimalni prostiedi
pro stfevni mikrofléoru (National Research Council, 2006). Natrdvena potrava, kterd po

prachodu tenkym stifevem vyzaduje dal$i fermentacni traveni, vstupuje do slepého stieva. U



psa je vsak na rozdil od bylozravci slepé stievo vyvinuto pouze velmi slabé. Kaudalné na néj
navazuje tracnik, ktery se rozd€luje na vzestupny, pii¢ny a sestupny. Poslednim usekem
travici trubice je koneénik, ktery je zakoncen fitnim otvorem (Reece, 2011). Jaber (2012)
povazuje psi exkrementy za velmi nebezpecné prekurzory patogennich bakterii, pfedevsim
Escherichie coli a Salmonelly. Jak ukazala jeho studie, tyto bakterie kontaminuji zejména
pudy lokalnich zahradkai. Hrozi tedy riziko pfenosu patogennich bakterii naptiklad do

hlavkového salatu nebo jinych plodin.

Obrazek 1: Travici soustava psa
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3.2 Druhy krmiv pro psy

Primyslova krmiva pro domaci zvifata se zacala vyrabét piiblizné pred 150 lety. Do té
doby se psi zivili pfevazné zbytky od stolu nebo lovem. Prvni napad dostal v roce 1860
American James Spratt, ktery ptiplul do Anglie prodavat svételné vodic¢e (Taranushenko,
2010). Kdyz vystoupil z lodi, tak vidél, jak psi na molu dostavaji zbylé suchary z lodi a

napadlo ho, Ze by se mohly vyrabét suchary specialné pro n¢. Prvni susenky pro psy tvofily



rozdrcené ceredlie a zelenina, spojend s masem a krvi (Prahl, 2004). V roce 1885 si nechal
James Spratt ve Velké Britanii registrovat spolecnost s ndzvem Spratt’s Patent Limited. Svou
pozornost vénoval zejména vyvazené stravé, kvalité pouzitych surovin a chutnosti krmiva.
Napsal knihu, kterd popisovala technologie vyroby krmiv a nutricni potifeby psa
(Taranushenko, 2010).

V soucasné dobé se chovatelé Casto veterinarnich 1ékaiti a vyzivovych specialisti
ptaji, ¢im by méli krmit svého psa (Thompson, 2008). Psi krmiva jsou zivocisSného piivodu a
proto je zde riziko kontaminace Salmonellou, Escherichii coli a jinymi patogennimi
krmiva (Zicker, 2008). Ztohoto hlediska je nejdilezitéjsi nejprve dobfe porozumét
jednotlivym komponentiim a jejich zpracovéani. V soucasné dob¢ je vyroba krmiv do jisté
miry regulovana Zakonem ¢. 91/1996 Sb., o krmivech (Thompson, 2008).

Komeréné vyrdbéna krmiva pro psy lze rozdélit dle vlhkosti a zptsobu zpracovani do
tii zékladnich kategorii - na suchd, polovlhka a vlhk4 krmiva. Z celkové nabidky na trhu
prevazuji krmiva suchd (Hand et al. 2010). Obsah vody u suchych krmiv je ptiblizné 7 - 12 %
u vlhkého krmiva je to az 78 % (Case, 2013). Piednosti suchych krmiv oproti jinym je dobra
skladovatelnost a pfizniva cena, coZ oceni zejména chovatelé velkych plemen nebo vétsi

chovatelské stanice.

3.3 Technologie vyroby a zpracovani

Suché granulovand krmiva se vyrabi pii procesu extruze, kdy nejprve dochazi ke
smiseni jednotlivych komponenti a nasledné¢ ke kratkodobému zahtati nad 100 °C za
soucasného plisobeni vysokého tlaku. Vysoka teplota a tlak v extrudéru znici bakterie, spory a
dalsi patogenni organismy. Tento meziprodukt je nasledn€ tvarovan do pozadované velikosti,
zchlazen a suSen. Po vysuSeni se granule tzv. tukuji, ¢imzZ dochazi k jejich zchutnéni (Jacobs,
2005). Ackoliv jsou bakterie vysokou teplotou znieny, muze dojit ke kontaminaci pfi
dochucovéani nebo pfi kontaktu s kontaminovanym materialem (MA Leaders, 2012).

Jak odhalila studie (Oni et Ruth, 2016), velka cast chovateld zaléva sucha krmiva
vodou kvili zlepSeni chutnosti. Bylo prokdzano, ze opétovnd hydratace suchého krmiva
podporuje rust salmonel. Takto pfipravené krmivo by mélo byt snédeno popiipadé

zlikvidovéano nejpozdéji do 2 - 3 hodin po navlhceni.



Obrazek 2: (Sebkova a kol., 2008)

Schéma vyroby granulovanych krmiv technologii extruze
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Dal$i moznosti vyroby suchych krmiv je lisovani za studena. Tato metoda je na rozdil
od extruze pomalejsi, ale Setrna — nedochazi ke znieni vitaminli, enzymt a jinych
bioaktivnich latek. Jednotlivé komponenty se smisi, ptida se piirodni pojidlo a smés se za
studena protlaci ptes koncovky lisovaciho stroje. Nevyhodou takto zpracovanych krmiv jsou

$§81 néklady a kratsi trvanlivost (Langer, 2001).

Ptirodni suSené pochoutky jako naptiklad praseci usi, slepi¢i pataty, ryby aj. mohou
byt také zdrojem salmonel (MA Leaders, 2012).

V poslednich nékolika letech byly zaznamenany piipady nakazy ¢lovéka salmonelou
v souvislosti s zivo¢iSnymi pamlsky pro psy. B€hem jednoho roku (fijen 2008 - zafi 2009)
bylo testovano na piitomnost salmonel 102 prasecich usi. Z celkového poctu kultivace
odhalila 24,5 % pozitivnich vzorki, metoda PCR 28,4 % pozitivnich vzorkd (Adley et al.,
2011).



Obrazek 3: Suché granulovand krmiva
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Polovlhké4 krmiva ¢asto obsahuji stejné krmné komponenty jako suchd, granulovana
krmiva. Navic se pak pfidavaji rizné latky rozpustné ve vodé, jako jsou jednoduché
sacharidy, sul, derivaty alkoholt aj. (National Research Council, 2006). Jednoduché sacharidy
jsou jejich vyznamnou slozkou, maji konzervacni ucinky a diky jejich schopnosti vazat vodu,
tvoii bariéru proti mikroblim (Case, 2013). Tento typ krmiv obsahuje ptiblizné 15 - 35 %
vody. Jednotlivé slozky krmiva se nejprve pomelou, promisi a poté se vafi pii teploté 93 - 127
°C. Pti varu dochazi ke zneskodnéni mikroorganismi. Poté nésleduje zchlazeni a plnéni do
obalil (Devahastin, 2010). Tyto vyrobky jsou baleny tak, aby nedochazelo ke ztraté vlhkosti.
Jednotliva baleni jsou tak velik4, aby doSlo po otevieni k jejich rychlé spotfebé (National
Research Council, 2006). Galvao et al. (2014) se ve své praci zaméfil na mikrobiologickou
kvalitu psich pamlskii zexportu. Vzorky testoval na pfitomnost salmonel, klostridii,
stafylokokii a termostabilnich koliformnich bakterii. Z celkového poctu 108 analyzovanych
vzorkl bylo 22 vzorki kontaminovano mikroorganismy. Ackoliv fizeni bezpe¢nosti potravin
zodpovida a garantuje mikrobiologicky nezdvadnad krmiva, je stdle Zadouci vyvijet novéa a
lepsi hygienicka opatieni.

V soucasné dob¢ jsou na trhu dva typy konzervovanych krmiv. Prvnim typem je tzv.
kompletni nutricné vyvazené krmivo obsahujici vSechny Ziviny, vitaminy a mineralni latky.
Druhym typem jsou masové konzervy. Ty se doporucuje podévat jako doplikové krmivo ke
kompletni krmné déavce, pokud je zddouci navysit pfijem bilkovin nebo tukl zejména pak pii
zvysené fyzické zatézi (Jacobs, 2005). Konzervované krmivo obsahuje velmi vysoky podil

vody, v priméru okolo 75 %. Vyhodami téchto krmiv je jejich chutnost, kterou jim dava



vysoky obsah bilkovin a tukti. Dale také dlouhd trvanlivost - kazd4a konzerva prochdzi

procesem sterilizace horkou parou v autoklavu. Nevyhodou je, Ze jsou ekonomicky

wrwe

(Case, 2013).

Obrazek 4: (Sebkova a kol., 2008)
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(Schéma prevzato z webovych stranek FEDIAF ~ Evropské sdrusent vyrobest krmiv).

V poslednich letech, kdy je trh pfesycen velkym mnozstvim komeréné vyrabénych
krmiv a je zde moznost vybirat z velkého mnozstvi produkti, se chovatelé stale ¢astéji ubiraji
smérem riznych alternativnich metod krmeni. Velké popularité se dnes t&si tzv. BARF, kdy
chovatelé pripravuji Cerstvé jidlo pro své psy doma (Remillard, 2008). Akronym BARF
pouzila jako prvni Ameri¢anka Debbie Trippova a oznacila jim lidi, ktefi krmi své psy
syrovou cerstvou potravou, a posléze toto krmivo samotné. BARF vysvétluje nckolika
moznymi zpusoby — Born Again Raw Feeders (nové zrozeni ,krmici“ syrovou stravou),
Bones and Raw Food (kosti a syrova strava), Biologically Appropriate Raw Foods
(biologicky vhodna syrova strava; Simon, 2010). Vzhledem k tomu, ze tento typ stravy neni

nijak technologicky zpracovavan, vyvstala otdzka, jak je tomu s pfitomnosti patogennich



mikroorganismtl. V Kanadé probéhl vyzkum, kdy bylo podrobeno testovani na ptitomnost
salmonel 166 vzorki mrazeného krmiva zakoupeného v obchodech s chovatelskymi
potiebami. Celkova prevalence byla 21 %; kufe mélo pozitivni test na salmonely v 67 %
piipadech. Tato studie demonstruje potencionalni riziko krmeni syrovym masem (Finley et
al., 2008).

Jednu z dalgich studii uskuteénili véde&ti pracovnici ve Svédsku. Jejich tikolem bylo
zjistit mikrobiologickou kvalitu masa pro psy a pfitomnost bakterie Escherichia coli. Zjistili,
7¢ BARF zprodejen skuteéné¢ muze byt zdrojem Escherichie coli a zdaraznili nutnost
dodrzovani hygienickych opatfeni pii manipulaci a skladovani téchto krmiv (Nilsson, 2015).

Neznamena to vSak, ze jsou komercni krmiva nebezpecnd. To, Ze V nékterych byla
pfitomnost téchto bakterii prokdzéna, bychom m¢éli brat jako varovéni a neustdlé testovani
svéd¢i o tom, Ze je tu snaha tento problém podchytit. Abychom piedesli riziku nékazy
patogennimi bakteriemi, je potfeba predkladané krmivo vzdy peclivé kontrolovat. Krmiva by
se neméla uchovavat spolecné s potravinami pro lidi. Méla by byt v neporuseném obalu,
nesmi zapéchat, ani mit nezvyklou barvu. Pfi jejich pfipraveé je nutné dodrzovat hygienické

zasady a myt si ruce (MA Leaders, 2012).

3.4 Mikrobiologie krmiv

3.4.1 Mikroorganismy

Infekéni nemoci jsou vyvolavany nékterymi mikroorganismy. Jako mikroorganismus
nebo také mikrob se oznacuje mikroskopicky, pouhym okem neviditelny, jednoduchy
jednobunéény nebo podbunécny (subceluldrni) organismus. Mezi mikroby se tadi bakterie,
viry, mikroskopické houby a zivoc€isni parazité (Rozsypal et al., 2013).

Se spoustou z téchto organisml se setkdvame kazdy den. Riziko ndkazy je vSak
pozoruhodné nizké a to diky imunité. Imunita je schopnost organismu branit se vici

patologickym organismim z vnéjSiho 1 vnitiniho prosttedi. (Duvall et Kershner, 2006).
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3.4.2 Bakterie

Bakterie jsou nejjednodus$imi zivymi organismy na nasi Zemi. Jsou to tzv.
prokaryotické organismy, to jsou jednobunécné organismy, které nemaji bunécéné jadro
(Amyes, 2013). V pribéhu evoluce trvajici miliony let se bakterie rozriiznily jak ve zptsobu
zivota, tak svym tvarem a velikosti. Jejich velikost je od 0,2 p az po 0,75 mm, nékteré druhy
rostou pii 0 °C a jiné pii 113 °C, pii pH 0,06 a pH 12, pii tlaku vice nez 1000 atm nebo v 32
% mnasyceném roztoku NaCl. Vlastnosti bakterii jsou dany charakterem jeho Zivotniho
prostfedi a vlastnostmi hostitele (Schindler, 2014). Tvar bakteridlni buniky je rtiznorody.
Mohou se vyskytovat ve tvaru:

a) Kulovitém - koky, ve dvojicich-diplokoky, fetizcich-streptokoky a shlucich-
stafylokoky

b) tyc¢inkovitém - bacily

c) spiralnim - vibria, spirily a spirochety (Rozsypal et al., 2013).

Obrazek 5: Tvar bakterii
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Obr. Tuary baktérii
http://osetrovatelstvi.blog.cz/0910/obecna-mikrobiologie

Genom bakterii je tvofen dvouSroubovici DNA, kterd je uloZena v kruhovitém
chromosomu. Kruhovity chromosom je pfipevnény k bunécné membrané a spolu s proteiny
tvofi nukleoid-neohrani¢enou jadernou oblast. VEtSina gend bakterie je pouze v jedné kopii.

Bakterie mohou mit je$t¢ jednu genetickou informaci, kterd je uloZena v plasmidech.
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Plasmidy nesou variabilni genetické informace, napiiklad pro vznik rezistence k antibiotikiim
(Ottova et Mihalova, 2013). Rezistence patogenti k antibiotikiim je problém biologicky,
geneticky, epidemiologicky i1 farmakologicky (Schindler, 2014). Chemické latky mohou mit
na bakterie bakteriostaticky (brani rustu bakterii) nebo baktericidni (usmrcujici) ucinky.
Uvnitt druhu se vSak mohou vyskytnout rezistentni kmeny, které se vyznacuji vyssi odolnosti.
K hubeni bakterii slouzi desinfekce a sterilizace. Spolehliva sterilizace se provadi
Vv autoklavech ptisobenim nasycenych vodnich par o teploté 120 °C a zvySeném tlaku po dobu
20 minut. Suché teplo je pro ni¢eni mikrobii mnohem mén¢ u¢inné (Rozsypal et al., 2013).
Bakterie ziskavaji energii oxidaci tak, ze ptenaseji elektrony na urcity akceptor. Dle
akceptorti se rozliSuji bakterie aerobni, fakultativn¢ aerobni a anaerobni. Aerobni bakterie
nejsou schopny zit bez molekularniho kysliku. Bakterie fakultativné aerobni rostou i za
absence kysliku, energii mohou ziskdvat kvasenim a jako akceptory elektronti pouZzivaji jiné
molekuly. Anaerobni bakterie se mnozi za nepiistupu kysliku. Kyslik je pro né vysoce
toxicky. Podminkou jejich ristu je, aby ptda nebo prostiedi, ve kterém ziji, mélo nizky
redoxni potencial. Energii ziskavaji fermentaci nebo kvasenim, pti kterém dochazi k redukci

organickych latek na alkoholy a kyseliny (Schindler, 2014).

Obrazek 6: Stavba bakterialni buiiky
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http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Stromatolites_in_Sharkbay.jpg#mediaviewer/File:St
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Pokud potiebuje bakterie piekonat nepfiznivé obdobi, umoziuji ji to tzv. spory. To

jsou odolné klidové formy nékterych bakterii. Vznikaji uvnitf bakteridlni buiiky, proto se
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oznacuji jako endospory. Jsou odolné proti vysuSeni, zvySené teplot¢ a desinfekénim
prostiedkiim (Rozsypal et al., 2013).

Bakterie se péstuji na zivnych padach v kulatych sklenénych nebo plastovych
miskach. Rostou v kupkach, kterym se fika kolonie. Velikost populace zivych i mrtvych
bakterii 1ze sledovat pfimo pocitdnim v urcitém objemu mikroskopem, méfenim zakalu
popiipad¢ vazenim suSiny bunck odebranych z kultivaéni pidy (Schindler, 2014). Jednou
Z podminek kultivace je optimalni kultivacni teplota, ta je pro bakterie, viry a protozoa 37 °C.
Aerobni a fakultativné anaerobni mikroorganismy se kultivuji za normalni atmosféry,
mikroaerofilni bakterie vyzaduji zvySenou tenzi CO2 (5 %). Anaeroby jsou kultivovany bez
pritomnosti kysliku v anaerostatu. Vlhkost je zabezpecena vysokym obsahem vody v zivnych
pudach a v ptipad¢ dlouhodobé kultivace mikroorganismil na pevnych ptidach pomoci odparu
vody ze zasobniku v termostatu (Melter et Malgrem, 2014).

Nejcast€jSimi kontaminanty v Krmivech pro psy jsou Enterococcus spp., Salmonella
spp., Bacillus spp., Clostridium spp. a Escherichia coli. Z tohoto dtivodu jsou v mé praci

podrobné popsany nize.

3.4.2.1 Enterococcus spp.

Enterokoky jsou grampozitivni koky v fetizcich, nenaro¢né na kultiva¢ni podminky.
Celkem je znamo vice nez 50 druhti enterokokd, z nichz jsou nejcastéj$i a nejvyznamnéjsi
Enterococcus faecalis a Enterococcus faecium (Schindler, 2014). Enterokoky patii k
bakteriim mlécného kvaSeni a vyskytuji se v prostiedi, u zvifat, u lidi i v tradi¢nich
potravindch, jako jsou syry nebo fermentované uzeniny. Necilené zatizeni enterokoky je
povazovano za znak Spatnych hygienickych podminek béhem vyroby a zpracovani (Dtsch.
Molkerei Ztg, 2002).

Rod Enterococcus nebyl az do druhé poloviny 20. stoleti povazovan za patogenni.
Pozdégji vsak bylo prokazano, ze bakterie tohoto rodu jsou nebezpecnymi plvodci
onemocnéni lidi 1 zvifat. Mezi tato onemocnéni patii enteritidy, infekce mocovych cest,
meningitidy, sepse a choroby zZlu¢niku (Hampl, 1968).

Dnes jsou enterokoky pouzivany napiiklad jako indikatory bezpecnosti potravin
(Marth et Steele, 2001).
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Obrazek 7: Enterococcus
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3.4.2.2 Salmonella spp.

Za svou dlouhou existenci se bakterie Salmonella spp. musela adaptovat na troji, zcela
rozdilny zptsob zivota. Nejprve na drsné podminky piirodniho prostfedi, pak na travici trakt
rozmanitych Zivocichll a posléze na naprosto odlisné poméry uvniti n€kterych typl bunék,
zejména téch, které zajist'uji imunitni funkce organismu (Trebichavsky et Sima, 2001).

V roce 1880 objevil Karl Joseph Eberth ptivodce btisniho tyfu — bakterii dnes znamou
jako Salmonella typhi, diive nesla jméno svého objevitele a tak se ji fikalo Eberthela typhi
(Zbotil, 2005). Vroce 1885 popsal Theobald Smith a Daniel Elmer Salmon bakterii
napadajici dobytek a pojmenovali ji Bacillus choleraesuis. O patnact let pozdéji, v roce 1900
byl na pocest veterinarniho chirurga D. E. Salmona, ktery jako prvni popsal bakterii
Salmonella choleraesuis, vytvotren rod Salmonella (Adams et al., 2016).

Salmonella je celosvétové rozsifenou patogenni bakterii zpusobujici nebezpecna
infekéni onemocnéni (Barrow et Melthner, 2013). Tato bakterie je nebezpecna pro zvifata i
¢loveéka. Patii do rodu gramnegativnich fakultativné anaerobnich nesporulujicich ty¢inek z
¢eledi Enterobacteriaceae, které jsou obvykle pohyblivé a maji bi¢ik (Macela, 2006). Do této
celedi patii vice nez dva tisice typl bakterii. Rod Salmonella se rozdéluje na dva druhy:
Salmonella enterica a Salmonella bongori. Salmonella enterica se dale d¢€li na Sest poddruhi:
S. enterica, S. salmonae, S. arizonae, S. diarizonae, S. houteae, S. indica. Vice jak 99 %
sérotypu patii do druhu Salmonella enterica (Labbé et Garcia, 2013).
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Tabulka 1: Taxonomické zatazeni Salmonella (Dvotakova, 2013)

Doména Bakterie

Rige Bakterie

Oddéleni Proteobakterie

Ttida Gamma proteobakterie

Celed’ Enterobacteriaceae

Rod Salmonella

Druh Salmonella enterica, Salmonella bongori
Poddruhy

S. enterica subspecies enterica

S. enterica subspecies salamae

S. enterica subspecies arizonae

S. enterica subspecies diarizonae

S. enterica subspecies houtenae

S. enterica subspecies indica

Salmonella se rychle mnozi v teple a vyskytuje se v syrovém mase, rybach, dribezi,
syrovych vejcich, mléku a vyrobcich z néj (Turkington et Ashby, 2007). Tepelné optimum
této bakterie je 37 °C, ale je schopna rist v teplotnim rozsahu 6 az 46 °C. Kromé teploty je
pro jeji rast dilezité také pH, to by se mélo pohybovat v rozmezi hodnot 4,1 - 9,0. Optimalni
hodnota pH je téméf neutralnich hodnot 6,5 - 7,5. Posledni podminkou rastu a déleni jsou
nutricni poZadavky, které v téle organismu zajisti napiiklad glukoza (Brands et Alcamo,
2006).

NejcastejSimi onemocnénimi s rozdilnymi ptiznaky jsou salmonelova enteritida b&zné
enteritidis a S. typhi, které jsou zodpovédné za vétsinu infekei (Dunkley et al., 2009). S. typhi
zpusobuje bfisni tyfus. Prvni pfiznaky jako horecka, bolest hlavy, kloubti, bficha a ztrata chuti
k jidlu se objevuji 8 - 14 dni od ndkazy. DalSim piiznakem jsou Cervené skvrny na kizi.
Nemoc se 1é¢i antibiotiky, dietou a dodrZzovanim klidového reZzimu (Turkington et Ashby,
2007). Salmonellou se mize zvife nebo ¢lovek nakazit pokud pozie kontaminovanou potravu
nebo vodu, poptipadé pokud zvife infikovanou potravu sni a pak ¢lovéka naptiklad olizne.
V nedavné studii bylo prokazano, ze nejvice je nakazenych déti ve véku 1,5 - 2 roky (Leaders,

2012). Pocet salmoneldz vSak se zavedenim hygienickych opatteni ze strany Evropské unie v
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restauracich a chovech dribeze klesa. Stale prevazuje sérotyp Salmonella enteritidis,
pfenasejici se zejména vejci a vyrobky z nich, pred sérotypem Salmonella typhi murium
(Ambrozova, 2011).

Fylogeneticky nejpiibuznéjSimi bakteridlnimi rody salmonel jsou Escherichia a
Shigella. Salmonella a Escherichia se oddélily asi pied 120 az 160 miliony let (Macela,
2006).

Obrazek 8: Salmonella typhimurium focena elektronovym mikroskopem (Brinkmann, 2005)

3.4.2.3 Escherichia coli

Escherichia coli byla objevena vroce 1884 némeckym pfirodovédcem a
bakteriologem Theodorem Escherichem. Ten zjistil, Ze tato bakterie je velmi dulezitou
soucasti mikroflory stievniho traktu (Hayhurst, 2004). Znemoziuje prunik patogentim,
produkuje koliciny, které jsou pro jiné bakterie toxické. E. coli se podili na tvorbé nékterych
vitaminl, naptiklad vitaminu K. Jedna se o podminéné patogenni bakterii, ktera mtze byt
pfi¢inou infekci. Ve stfevé muze zpusobit infekci pouze tehdy, pokud je kmen vybaven
specifickymi faktory virulence. Mimo stfevo je vzdy patogenni (Bartingk et al., 2016).

E. coli je koliformni bakterie, fadici se do ¢eledi Enterobacteriaceae. Jedna se o
gramnegativni, nesporulujici, fakultativné anaerobni bakterii tyCinkovitého tvaru. Jeji

charakteristickou schopnosti je schopnost §tépit laktozu za vzniku plyna a kyselin. Ac¢koli je
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tato bakterie dobie piizplisobena zivotu ve stievnim traktu savcl, nejlépe roste za vyssich
teplot in vivo (Torres, 2010). E. coli se také vyuziva jako indikator fekalniho zne€isténi vod
(ICMSF, 2006).

Dosud je znamo pét skupin kmenti Escherichia coli patogennich pro stievo, pficemz
klinicky obraz je urcen jednak vlastnostmi jednotlivych pivodcii a také vékem a celkovym
stavem pacienta (Muntau, 2014). Dle pavodce rozliSujeme enteropatogenni E. coli (EPEC),
enterotoxin produkujici E. coli (ETEC), enteroinvazivni E. coli (EIEC), enterohemorhagické
E. coli (EHEC) a v humanni mediciné také enteroagrega¢ni E. coli (EAEC) (Yang et al,
2017). Enteropatogenni a enterotoxin produkujici kmeny E. coli zpisobuji zavazna prijmova
onemocnéni, enteroinvazivni kmen je pivodcem uplavice a enterohemorhagicky kmen
zpusobuje hemoragické kolitidy a hemolyticko-uremicky syndrom (Levine, 1987).

Ve Velké Britanii a Nizozemsku byly provedeny testy na pfitomnost E. coli v psich
vykalech a dale bylo zjiStovano, zda je vétsi riziko ndkazy pst touto bakterii pfi krmeni
syrovym masem. Vysledky testi ukazaly, Ze pes je vyznamnym rezervoarem E. coli.
Ptitomnost této bakterie, jak se ukézalo, zavisi na druhu pfijaté potravy. V pozorované
skupin€ psti, byly dvé tietiny jedinct, ktefi byli krmeni syrovym kufecim masem pozitivni na
ptitomnost E. coli. Dal§imi testy nebyla prokdzana zadna determinace mezi plemenem ani

pohlavim na pfitomnost bakterii (Wedley et al., 2017).
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Obrazek 9: Escherichia coli

http://hsnewsbeat.uw.edu/story/pandemic-e-coli-strain-h30-cloaks-its-stealth-strategies

3.4.2.4 Bacillus spp.

Bacillus je grampozitivni tyc¢inkovita aerobni nebo fakultativné anaerobni bakterie.
Neptizniva obdobi preckava ve formé odolnych spor (Gruiz et al., 2015). Bakterie Bacillus
cereus je z hlediska onemocnéni z potravin nejvyznamnéjsi zastupce rodu Bacillus. Piirozené
se vyskytuje v pidé a ve vodé. Je také znamy jako potencialni kontaminant potravin
rostlinného 1 zivocisného ptivodu. Do potravin se dostava piedevSim kontaminovanymi
surovinami. V téchto surovinach se vyskytuje ve formeé spor, které mu umoznuji snaset suché
prostiedi a piezivat 1 bézné tepelné rezimy (napf. pasteracni teploty) pii vyrob& potravin. B.
cereus produkuje dva druhy toxinti — enterotoxin a emeticky toxin. Enterotoxin se tvoii v
tenkém stifevé konzumenta po konzumaci kontaminované potraviny. Vyvolava prijmovy typ
onemocnéni spojeny s bolestmi bficha, vodnatym prijmem nékdy provazeny nevolnosti.
Inkubacni doba je 8 - 16 h, doba trvani onemocnéni 12 - 24 h nebo 1 vice dnli. Enterotoxin je
inaktivovan jiz do tii minut pfi teploté 65 °C. Emeticky toxin je produkovan zivymi buitkami
v kontaminované potraviné. Vyvolava nevolnost a zvraceni. Inkubaéni doba je 1-5 h, doba
trvani onemocnéni 6 - 24 h. Emeticky toxin je vysoce termostabilni a vysoce odolny vici

extrémnim hodnotam pH (Pobodova, 2014).
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Je vysoce pravdépodobné, ze mnoho piipadi gastrointestindlnich onemocnéni u zvirat
bez zjevnych pii¢in zplsobuje pravé kontaminace krmiv bakterii Bacillus cereus. Byl
proveden vyzkum, ve kterém bylo testovano vice jak Ctyficet vzorkl suchych granulovanych
krmiv na pfitomnost této bakterie. Vysledky byly velmi znepokojujici, protoze vSechny
pozorované vzorky byly pozitivni (Hofve, 2016).

Obrazek 10: Bacillus cereus

http://bacteriologynotes.com/morphology-of-bacillus-cereus/

3.4.2.,5 Clostridium spp.

Rod Clostridium byl poprvé popsan v roce 1880 Adamem Prazmowskim. Jedna se o
anaerobni, grampozitivni tyCinkovité bakterie, které tvoii spory (Minton et Clarke, 2013).
Z hlediska alimentarnich intoxikaci potravou jsou nejvyznamnéjs$imi druhy C. botulinum, C.
perfrigens a C. difficile (Schindler, 2014). Clostridium botulinum je velmi nebezpec¢ny druh,
ktery produkuje paralyticky toxin zndmy jako botulotoxin (Minton et Clarke, 2013).
Onemocnéni zpisobené timto toxinem se nazyva botulismus a ptfiznakem jsou akutni
paralyzy svali, které mohou vést ke smrti. C. perfrigens je aerotolerantni bakterie, ktera se

velmi rychle mnozi. Vyskytuje se ve vykalech, ptid€ i potravinach. Hlavnim toxinem, ktery
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produkuje je lecitinaza. Nakaza se projevuje tpornymi prijmy a kolikovymi bolestmi. C.
difficile produkuje enterotoxin a cytotoxin. Toxiny lze prokazat testem ELISA. Tato bakterie
zpusobuje zdvazna prijmova onemocnéni az sepsi (Schindler, 2014). V roce 2005 byl vice
jak deset meésici v USA a Kanadé provadén vyzkum, kdy byla zjistovéana ptitomnost C.
difficile v hovézim a vepfovém mletém mase a dalSich masovych vyrobcich. Kontrola
potravin byla provedena metodou PCR a vysledky byly piekvapivé. V USA bylo mleté hovézi
maso v 50 % a vepiové ve 43 % ptipadl pozitivni na C. difficile. V Kanad¢ byly vysledky
vyzkumu mnohem pfiznivEjsi. Vzorky byly pozitivni na ptitomnost C. difficile v hovézim
mase Vv 6,7 % a ve veprovém v 12,2 % ptipadii (Gould et Limbago, 2010).

Ohrozeni Kklostridiemi jsou zejména psi, ktefi jsou krmeni syrovou stravou (Soltys,
2016). Kocky jsou oproti psim mnohem nachylnéjsi na onemocnéni, které zplsobuji

Klostridie. Pokud se jedna o psy, tak nejvétsi predispozice k nakaze maji mladi psi velkych

plemen a kastrovani samci (Wiebe, 2015).
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Obrizek 11: Clostridium tetani
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http://textbookofbacteriology.net/clostridia.html

3.4.3 Redukce patogenu

Mezi nejzavazngjsi rizika zkrmovani syrové stravy nejen pro jeji konzumenty je riziko
bakterialnich a parazitarnich infekci. Z vice nez péti set testovanych vzorki BARF byla v 53
% zjisténa kontaminace bakterii Escherichia coli, v5,9 % dokonce velmi nebezpecnou
Salmonellou enterica. Pamlsky z neadekvatné upraveného kuteciho masa mély dokonce u 43
psti na svédomi onemocnéni salmonelézou (Soltys, 2016).

Riziko kontaminace bakteriemi vSak nepiinasi pouze krmeni syrovou stravou, jak se
mnozi mohou domnivat. Neddvno byla dokonc¢ena studie urcujici mnozstvi a druh bakterii,
které¢ byly obsazeny v suchych komer¢nich krmivech pro domaci zvifata. RozSifena
kontaminace popularnich znacek naznacuje, ze predkladanim téchto krmiv vystavuje majitel
psa mnoha riznym bakteriim. Jeden velky vyrobce krmiv dokonce na obalu doporucuje, aby
béhem odstavu Sténat bylo suché krmivo navlhéené a pfistupné po cely den. Bakterie
vV navlh¢eném krmivu se rychle mnozi, ¢ili u Stéiat, kterd pozdéji zkonzumuji toto krmivo je

vetsi pravdépodobnost gastrointestinalnich potizi (Strombeck, 2010).
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Tabulka 2: Vysledky studie — Bakterialni kontaminace 40 psich krmiv (Strombeck, 2010)

Bakterie Vyskyt v krmivu v %
Bacillus cereus * 83
Bacillus spp. (ostatni druhy) ** 45
Enterococcus faecalis *** 25

*zpusobuje travici potize
**nékteré druhy mohou zptisobit travici potize
***znamka kontaminace fekaliemi

http://dogcathomeprepareddiet.com/commercial_pet_food_contaminatio.html

VétSinu stfevnich bakteridlnich infekcei lze prokdzat kultivaci stolice, nékdy je vSak
nutné provést stér opakovang, protoz zdchyt nemusi byt stoprocentni. Nékteré patogeny
vyzaduji specidlni kultiva¢ni podminky (Ambrozova, 2011).

Tenké stievo psa je pfirozené obsazeno rtiznymi bakteriemi ve vysokém mnozstvi.
Bakterialni obsazeni ma diileZitou funkci v ochrané anatomickych struktur stfeva a zlepSeni
fyziologickych procesli, nezbytnych pro sprdvné traveni a vstfebavani krmiva. Tato
mikrobiota hraje také dulezitou roli v obrané stfeva proti obsazeni patogennimi bakteriemi,
vyvolavajicimi onemocnéni stieva a zlepSeni funkce stfevniho imunitniho systému (Gaschen,
2007). Pokud pes trpi prijmovym onemocnénim, je dobré zjistit, ve které ¢asti stfeva prujem
vznik4, aby mohla byt zahdjena efektivni 1écba. Prijem je charakterizovany beztvarou
mékkou stolici. Obvykle trva 1 - 3 dny, nez se zazivaci trakt zklidni. Pokud problém pietrvava
uplatiuji Ctyfi mozné kroky, a to rehydratace, realimentace, podani nespecifickych
protiprijmovych 1éki a specificka 1é¢ba — antibiotika a chemoterapeutika. Mnozstvi ptijatych

tekutin musi byt dostate¢né nejen k pokryti bazalni potieby, ale i ztrat zpisobenych prijmem,
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zvracenim a horeCkou. Nespecificka terapie zahrnuje nckolik skupin 1€kt s rGznym
mechanizmem uc¢inku. Adsorbenty jako aktivni uhli nebo Smecta jsou uspé€sné hlavné u
prijmit vyvolanych toxinem, pfipadné¢ i u virovych prijmi (Ambrozova, 2011). Tyto
preparaty vytvari suspenzi CasteCek navazujicich na svlij povrch nékteré bakterialni toxiny,
ale i jiné skodlivé latky, obaluje povrch sliznic, ale i obsah stfev povlakem — filmem ¢astic.
Skodlivé latky poté odchézi spoleéné se stolici (Ving, 2016). Antibioticka terapie je vhodna
pouze u nékterych prijyma bakteridlniho piivodu, ale u vétSiny lehkych ¢i stiedné tézkych
onemocnéni neni obvykle nutna. Pokud ale jina 1é¢ba nebyla G¢inna a je potieba K ni
pfistoupit, je v takovém piipadé vhodné soucasné s antibiotiky zatadit i kvalitni probiotika
(Ambrozova, 2011).

Dal$i moznosti 1é¢by nejen gastrointestindlnich onemocnéni je alternativni metoda
transplantace fekalnich bunék. Tuto moderni metodu terapie zacala u psti pouzivat veterinarni
lékatka Margo Roman z Bostonu. O této metod€ se dozvédéla z ¢lanku o lékafi, ktery 1€¢il
pacienta s Clostridium difficile, ktera zplsobuje velmi nebezpecnou stfevni bakterialni
infekci, na kterou ro¢né zemie v USA asi 29 000 lidi. Podstatou terapie bylo, Ze nemocnému
podal nasogastrickou trubici stolici zdravého pacienta. Béhem nékolika dnt se pacient plné
zotavil. Stejny postup nasledné proved! s dal§imi vice nez 100 pacienty. Uspé&nost zotaveni
byla 97 %. Této myslenky vyuzila jiz zmiflovana Dr. Margo Roman k 1é¢bé pudla, ktery mél
tézké gastrointestinalni problémy a Addisonovu nemoc. Pes byl pii piijmu velmi vycerpany a
krvéacel ze stieva. Byl oSetfen akupunkturou, ozonoterapii a fekalni transplantaci. Po Case
doslo k tplnému uzdraveni. Metodu fekalni bakterioterapie pak tato Iékatka uspésné
aplikovala na dal$i své pacienty. Darcem fekalii musi byt naprosto zdravy jedinec, ktery je
krmen kvalitni syrovou stravou. Mimo to se pro optimalni podminky dodavaji probiotika a

kolostrum, z téchto dtivodi doktorka vyuziva jako darce své vlastni psy (Becker, 2015)
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3.5 Probiotika

Probiotika se pouzivaji pii 1é¢b¢ infek¢nich prijmovych onemocnéni, at’ uz jsou
bakterialniho &i virového pvodu. Recké slovo ,,probiosis®, které v piekladu znamena ,,pro
zivot®, charakterizuje obecnou vlastnost probiotik. Samotny termin ,,probiotika“ zavedli do
1ékatské terminologie v 60. letech 20. stoleti biologové D. M. Lilly a R. H. Stillwell. Jejich
vyuzivani v mediciné¢ vSak prosazoval jiz fadu let pfed nimi Ilja Mecnikov, rusky
prirodovédec a nositel Nobelovy ceny z roku 1908, ktery se domnival, ze pravidelna
konzumace mlécnych vyrobkli obsahujiciho probiotické bakterie ma piiznivy vliv na zdravi
¢lovéka (Sykora, 2011).

Probiotika jsou definovana jako Zivé organismy, které se ptidavaji do krmiva za
ucelem zlepSeni rovnovahy stievni mikroflory. Mohou se vyskytovat ve formé monokultur
nebo smisenych kultur mikroorganismti. Nachdzi se zejména v jogurtech, fermentovanych
mléénych vyrobeich nebo ve vyzivovych dopliicich ve formé kapsli. Nejcastéjsimi rody, které
se pouzivaji jako probiotika jsou: Lactobacillus, Bifidobacterium a Streptococcus (Zambori et
al., 2014).

Mechanizmus G&inku probiotik je rozmanity, a to z fady divodd. Uéinek probiotik
zavisi mimo jiné i1 na stafi a fyziologickém stavu konzumenta. Mezi nejcastéji zminované
efekty probiotickych bakterii jsou uvadény imunostimula¢ni Uc¢inky, vliv na slozZeni stfevni
mikrobioty, redukce patogeni atd. Probiotika nemaji podle platnych ptedpisi v USA statut
1é¢iv a rovnéz prislusny panel Evropského organu pro bezpec¢nost potravin (EFSA) dosud
zadnému probiotiku neschvalil zdravotni tvrzeni. Vyroba probiotik se proto fidi piedpisy pro
potraviny (Rada, 2010).

Zatadit probiotika je Zadouci vZdy po terapii antibiotiky, které krom¢ patogent tlumi
vramci svého spektra ucinnosti i ptirozenou mikrofléru stfeva. Na trhu je k dispozici
mnozstvi krmiv a pfipravkll s probiotickym piasobenim. SloZku, kterd by v i¢inném
probiotiku pro psy nikdy neméla chybét, je bakterie druhu Enteroccus faecium, ktera
spolupomaha nastolit pomér vyhovujici fyziologické mikrobidlni vybavé traviciho traktu psa
(Cecava, 2015). Probiotika jsou také velmi dulezita v kritickych fazich vyvoje a odchovu
domaécich zvitat, naptiklad pfi odstavu §ténat. Preparaty mohou byt v tekuté formé (pasta) —

Vv takovém piipad¢ je nutné ji po otevieni skladovat v chladni¢ce nebo mohou byt sypké
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formy, které je nezbytné uchovavat v suchu. Pokud chovatel pfimichdvé probiotické bakterie
do suSeného mléka, musi pro jeho natfedéni pouzit vlaznou vodu do 40 °C (Haladejova, 2014).

Tym védci z Ceské zemédélské univerzity v Praze se zaméfil na vyskyt probiotik u
peti produkt uréenych pro psy a kocky. Testu byly podrobeny nasledujici vyrobky: Baby
Milk Probiotic, Pro - Kolin +, Probican, Probicol - H a Doggy Care. VSechny tyto
potravinové dopliiky byly pofizeny u veterinarniho I€kare. Vyrobci na obalech deklaruji
obsah zivych probiotickych mikroorganismt. Cilem vyzkumu bylo zjistit, zda tyto udaje
odpovidaji skutecnym hodnotam. Vysledky byly piekvapivé. Vyrobky Baby Milk Probiotik a
Probicol-H obsahovali méné bakterii, nez vyrobce deklaroval na obale vyrobku a jsou tedy
hodnoceny jako neuspokojivé. Doplnék stravy Pro - Kolin + obsahoval sice vice bakterii, nez
bylo deklarované mnozZstvi na obale, ale jednalo se pouze o bakterie jednoho druhu. Pasta
Probican splnila mnozstvi bakterii deklarovanych vyrobcem. Absolutnim vitézem testu se stal
vyrobek Doggy Care, ktery obsahoval vice bakterii, nez bylo deklarované mnozstvi, a navic
bylo prokazano vice druhti bakterii, coz piedstavuje vyssi pravdépodobnost potlaceni

nezadoucich mikroorganismil zpiisobujici prijmy (Haladejova, 2014).
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4 Metodika

4.1 Testovany material

Materidlem, ktery byl podroben mikrobiologickému testovani, byla krmiva a krmné

dopliiky urcené pro psy. Vzorky byly zakoupeny v obchodé a pfed rozborem byly zabaleny

V ptivodnim, neposkozeném obalu. U vyrobki nebyla ptekrocena lhiita minimalni trvanlivosti

uvedena vyrobcem na obalu. Mikrobiologicky rozbor byl proveden celkem u 6 rtznych

vzorkl krmiv. VSechny tyto vzorky byly zivocisného ptivodu.

Ptehled pouzitych krmiv a dopliikii a jejich sloZeni:

o Barking Heads Quackers Grain Free

Suché granulované krmivo

Slozeni: Cerstvé ptipravovana kachna 33 %, bataty, suSena kachna 14 %, hrach,
cocka, Cerstvé pripravovany pstruh 5 %, kachni tuk 4 %, vojtéska, kachni
koncentrat 1,5 %, motské tasy, ptipravek pro péci o kycle a klouby (glukosamin
350 mg/kg, MSM 350 mg/kg, chondroitin 240 mg/kg), vitamin A, vitamin D3,

vitamin E, mineralni stopové prvky

o Barking Heads Turkey Delight Grain Free

Suché granulované krmivo

Slozeni: cCerstvé pfipravovana krita 34 %, bataty, suSena krata 14 %, cCerstvé
pripravovany pstruh 5 %, ¢ocka, hrach, kriti tuk 3 %, kriti koncentrat 1,5 %,
vojtéSka, motské tasy, piipravek pro péci o kycle a klouby (glukosamin
350 mg/kg, MSM 350 mg/kg, chondroitin 240 mg/kg), vitamin A, vitamin D3,

vitamin E, mineralni stopové prvky

o Calibra Dog Salmon & Potato

Suché¢ granulované krmivo

SloZeni: losos (>21 %), brambory, ryze, driibezi tuk, suSend jablka, pivovarské
kvasnice, ptirodni chut’, ryzové otruby, ryzovy hydrolyzovany protein, lososovy
olej, extrakt z juky, mineralni latky, DL-metionin, L-lysin, mannan-oligosacharidy,
frukto-oligosacharidy, organickda méd’, organicky zinek, organicky mangan,
organicky selen, biotin, niacin, pantotenan vapenaty, kyselina listova,
cholinchlorid, vitamin A, vitamin D3, vitamin E (alfa-tokoferol)
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o Brit Petit Chicken & Schrimp
- Konzerva
- Slozeni: kufeci maso 40 %, krevety 4,5 %, modifikovany Skrob, ryze, voda

o Brit Let’s Bite Pure Salmon
- SuSeny krmny dopln¢k

- Slozeni: maso z lososa, tekuty skrob

o Mapes dribezi paraty
- SuSeny krmny dopln¢k

- Slozeni: kufeci nebo slepi¢i nozka bez drapki

4.2 Postup mikrobiologického rozboru

U vzorki byly pomoci kultiva¢nich metod stanoveny:

- celkové pocty aerobnich a anaerobnich mikroorganismu
- pocty bacild, klostridii a enterokokt

- kvalitativné byla stanovena ne/piitomnost salmonel dle CSN EN I1SO 6579 (2003),
ta zahrnuje 4 po sob€ jdouci kroky: pomnozeni v neselektivni tekuté pidé,
pomnozeni v tekuté selektivni pud€, natér na selektivni pevnou ptdu a konfirmaci

identity
4.2.1 Kultiva¢ni média
o Reinforced Clostridial Agar CM0151

Vyrobce: Oxoid (Velka Britanie)
Pouziti: Pro kultivaci klostridii.

o Yeast Extract Agar CM0019

Vyrobce: Oxoid (Velka Britanie)
Pouziti: Pro kultivaci bacilu.

o Slanetz snad Bartley Medium CMQ0377

Vyrobce: Oxoid (Velka Britanie)
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Pouziti; Pro kultivaci enterokoku.

o Nutrient Agar CM0003

Vyrobce: Oxoid (Velka Britanie)
Pouziti: Pro stanoveni celkového poctu aerobnich mikroorganismti.

o Wilkins-Chalgren Anaerobe Agar CM0619

Vyrobce: Oxoid (Velka Britanie)
S ptidavkem:
=  Veggietones GMO-Free Soya Peptone VG0300

Vyrobce: Oxoid (Velka Britanie)
Mnozstvi: 5 g/l
= L- Cysteine hydrochloride monohydrate

Vyrobce: Sigma-Aldrich (Némecko)
Mnozstvi: 0,5 g/l
= Tween Polysorbate 80 (detergent)

Vyrobee: Scharlau (Spanélsko)
Mnozstvi: Iml/l
Pouziti: Pro stanoveni celkového poctu anaerobnich mikroorganismi.

o Buffered peptone water CM1049 (1SO)

Vyrobce: Oxoid (Velkd Britanie)
Pouziti: Tekutad ptida pro neselektivni pomnoZeni mikroorganismi.

o Rappaport-Vassiliadis soya peptone broth CM0866 (RVS broth)

Vyrobce: Oxoid (Velka Britanie)
Pouziti: Tekuté selektivni médium k pomnoZzeni salmonel a shigel.

o Salmonella Shigella agar CM0099 (SS agar)

Vyrobce: Oxoid (Velka Britanie)

Pouziti: Selektivni médium pro kultivaci salmonel a shigel.
Kultiva¢ni média byla ptipravena podle ndvodu od vyrobce.

VSechna média krom¢ média na enterokoky byla vysterilizovana 121 °C/15 min. Médium na

enterokoky bylo povatfeno, dokud se nezbarvilo do zlatova (podle ndvodu od vyrobce).
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4.2.2 Priprava vzorku

Pfed samotnymi rozbory byly testované vzorky vyjmuty z do té doby neporuseného
obalu a asepticky zhomogenizovany v mixéru. Veskera manipulace a piiprava byla provedena

Vv aseptickém prostfedi za pomoci sterilnich néstrojii a pomicek.

4.2.3 Priprava redici Fady

Pro kultivaci mikroorganismt je nutné vzorky upravit a ziedit tak, aby vyrostlé
bakterialni kolonie byly izolované a daly se spocitat. Pocet fedéni odvozujeme od
pfedpokladaného mnozstvi mikroorganismti ve vzorku. Pfi pfipravé se byla pouzita tzv.
desetindsobna fedici fada, pfi které dochazi v kazdém dalSim kroku ke snizeni obsahu
rozpusténé latky 10 krat. Ziskali jsme tedy sadu zkumavek, ve které kazda dalsi zkumavka
viadé¢ obsahuje roztok o desetindsobné niz§i koncentraci bakterii nez zkumavka

ptedchézejici.

Obrazek 12: Desetindsobna fedici fada

Desetinasobna redici rada
iml iml 1ml 1ml

10

9 ml

nezfedéné 1/10 1100 1/1000 1/10000

4.2.4 Oc¢kovani vzorka

Pocty bakterii byly stanoveny kultiva¢ni deskovou metodou. Z ptipraveného tedéni
byl 1 ml vzorku napipetovan do 9 mm Petriho misky, zalit agarem a krouzivymi pohyby

promichan. Ve chvili, kdy agar zatuhl, byly vzorky dany na kultivaci.

29



4.25 Kultivace

Pro stanoveni bacilti a klostridii byly vzorky pasterovany po dobu 15 min pii 80 °C.

Pasterizace je proces castecné sterilizace, pfi niZ je usmrcena vétSina mikroorganismiu.

V mikrobiologii se pouzivd zejména na oddéleni spor od vegetativnich bunék. Kultivace

vzorkll pro stanoveni klostridii a celkového poctu anaerobnich mikroorganismi probihala

V anaerobni atmosféie vyvinuté syst¢tmem AnaerogenPlus (Oxoid). Postup pii stanovovani

salmonel je zcela odliSny od stanovovani ptfedchozich mikroorganismii a je vyznacen na

nasledujicim schématickém obrazku.

Obrazek 13: Kvalitativni test na ptitomnost Salmonella spp. v krmivu

Prukaz Salmonella spp. v krmivu

i 3 ? Salmonellla
)
y

W3
(i

) >

v

u,

Shigella
5x 25g
24 hod pii 42°C
50 ml R rt-
50 ml peptonové vody 0,1 ml HEapaapo SS agar

16-20 hod pfi 37 °C Vassiliadis soya

Celkova casova naroCnost prukazu salmonel ve vzorku jsou 4 dny. Prvnim krokem je

inokulace vzorku do tekuté pudy pro neselektivni pomnozeni a inkubace 16 - 20 hod pfi 37

°C. Kulturu, kterou jsme ziskali, jsme ptfeockovali do tekuté selektivni pidy. Inkubace

probiha aerobné 24 hod pti 42 °C. Nasleduje ockovani do pevné selektivni ptidy. A op&tovna

inkubace vzorka. Kultivace salmonel, bacilti a celkového poctu aerobnich mikroorganismu

probihala v termostatu 48 hodin pti 37 °C.
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4.2.6 Identifikace mikroorganismi

Mikroorganismy byly izolovany a dale identifikovany pomoci mikroskopie a
hmotnostniho spektrometru MALDI - TOF (Bruker Daltonik GmbH) s pouzitim softwaru pro
identifikaci mikroorganismit MALDI Biotyper RTC. Podstatou detekce mikroorganismu je
extrakce pomoci ethanolu a kyseliny mraven¢i. Pti ptipravé vzorku si nejprve do Cisté
eppendorfky napipetujeme 0,5 ml destilované vody. Z kultiva¢ni misky opatrné odebereme
biologicky material, ktery preneseme do destilované vody a fadn¢ promichdme. Pfidame 1,5
ml ethanolu (70 % v/v) a opét promisime. Nasledné se vzorky odstied’uji 14 500 ot/min. po
dobu 2 minut. Supernatant opatrné slijeme a pelet nechame schnout. Pfiddme k nému 15 pl
70% kyseliny mraven¢i a promichame. Pfiddme stejné mnozstvi 100% acetonitrilu,
promichdme a déme zcentrifugovat. Na c¢istou MALDI desticku si nakapeme 1 pl
supernatantu a nechame schnout. Stejné pole piekryjeme 1 pl roztoku matrice. Vybér matric
je dilezitym faktorem analyzy. Vhodnymi matricemi jsou aromatické karboxylové kyseliny,
nejcastéji derivaty kyseliny benzoové rozpusténé ve vodném roztoku acetonitrilu, ethanolu
nebo methanolu. Casto se navic roztok okyseluje kyselinou trifluoroctovou. Mezi
nejpouzivanéj$i matrice patii kyselina a-kyano-4-hydroxyskoficova (HCCA), 3,5-dimethoxy-
4-hydroxyskoticova (sinapova,SA), 2,5-dihydroxybenzoova (gentisova, DHB) a 4-hydroxy-3-
methoxyskoficova (ferulovd, FA). Rozdilem mezi nimi je, ze odli$né krystalizuji a ionizuji
latky. Jakmile matrice upln¢€ zaschne, je mozno vlozit desticku do pfistroje k identifikaci

mikroorganismil.

4.2.7 Vypocet CFU a statistické Setieni

CFU je zkratka anglického terminu ,,Colony Forming Units“, tedy Vv ptekladu
kolonie tvoftici jednotky (KTJ). CFU se stanovuje plotnovymi metodami, kdy se zkoumany
vzorek nanese na Petritho misku s pevnym médiem, a po inkubaci se spocitaji vytvorené
kolonie. Zjistovani poctu mikroorganismit je nutné pii nekterych biochemickych a
genetickych experimentech. Stanoveni poc¢tu mikroorganismi se provadi v daném objemu a

piepocitava obvykle na 1 ml plivodniho vzorku dle nésledujiciho vzorce:

P=[(P1+P2)/11] x F (KTJ/ml)|

- P1, P2 - pocet kolonii na dvou po sobé¢ jdoucich pocitatelnych plotnach
- F - pfevracend hodnota vys§iho fedéni

- celé ¢islo je nutno zlogaritmovat dekadickym log
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Na zéavér bylo provedeno statistické vyhodnoceni pomoci jednofaktorové analyzy

rozptylu (ANOVA) s pouzitim Scheffého testu.
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S5 Vysledky

V praktické casti diplomové prace byly zjistovany celkové pocty aerobnich i
anaerobnich mikroorganismi, nésledovala jejich identifikace a statistické vyhodnoceni. Také
byly stanoveny pocty bacili, klostridii a enterokokd. Klostridie sice byly v malém mnozstvi
potvrzeny, ale identifikace na MALDI-TOF jejich pfitomnost neprokazala. Enterokoky
nebyly kultivaénimi metodami potvrzeny. Taktéz byla ve vzorcich kvalitativnim testovanim

vyloucena piitomnost salmonel.

5.1 Vyhodnoceni kultivace

Tabulka 3: Vysledky kultivace

. . celkové
vzorek gzlrl:;)‘:i pocty pocty bacily enterokoky | salmonely
anaerobni
X+ Gstatistické % + Gstatistické _ _ POZiti.Vl’li, /
vyhodnoceni vyhodnoceni X X negativni
nalez
Barking
gaz‘if(ers 544+028F |389+0,720 |337 <1,00 ND
Grain Free
Barking
Heads
Turkey 4,57 +0,16"F 2,82+0,52¢ | 2,72 <1,00 ND
Delight
Grain Free
Calibra
Dog DE BC
Salmon & 4,65+ 0,06 2,17+0,13 2,78 <1,00 ND
Potato
Brit  Petit
Chicken & |<1,00+0,00% | = Oog,oo *1<100 | <1,00 ND
Schrimp '
Brit Let’s
Bite Pure|3,61+0,148¢ |221+0,05%¢ | <1,00 < 1,00 ND
Salmon
Mapes
dribezi 3,68+£0,138¢ | 1,94+0,16® |<1,00 <1,00 ND
paraty

Vysledky jsou uvedeny vlog KTJ/g krmiva. Hodnoty u celkovych pocti aerobnich i

anaerobnich jsou pruméry tfi méfeni £ smérodatnd odchylka. Bacily a enterokoky byly
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analyzovany pouze v jednom opakovani, salmonely byly stanovovany kvalitativné¢ (ND =
negativni detekce). Horni indexy (A, B, C, D, E, F) znac¢i statisticky vyznamné rozdily (P <
0,05) mezi jednotlivymi krmivy.

Statistickym porovnanim vzorki (viz. Tabulka 1) bylo zjiSténo, Ze celkové nejméné
mikroorganismu bylo prokazéno v konzervé Brit Petit Chicken & Schrimp, u které nenarostly
zadné bakterie. Nejvice kolonii bylo naopak v suchém granulovaném krmivu Barking Heads
Quackers Grain Free. Dle analyzy rozptylu s pouzitim Scheffého testu se u celkového poctu
aerobnich mikroorganismtii navzdjem shoduji vzorky Brit Let’s Bite Salmon s Mapes
driibezimi paraty a také sucha granulovana krmiva Barking Heads Turkey Delight Grain Free
s Calibra Dog Salmon & Potato. Nejveétsi statisticky vyznamny rozdil miizeme pozorovat
mezi konzervovanym krmivem Brit Petit Chicken & Schrimp a extrudovanymi krmivy
Barking Heads Quackers Grain Free, Barking Heads Turkey Delight Grain Free a Calibra
Dog Salmon & Potato. Nejvétsi smérodatnou odchylku mé Barking Heads Quackers Grain
Free a nejmensi po Brit Petit Chicken & Schrimp krmivo Calibra Dog Salmon & Potato. Z
hlediska celkového poctu anaerobnich mikroorganismu je nejvéetsi statisticky vyznamny rozdil
mezi konzervovanym krmivem Brit Petit Chicken & Schrimp a extrudovanym krmivem
Barking Heads Quackers Grain Free. Shoda nastala u vzorku Mapes dribezi pataty se
vzorkem Brit Let’s Bite Salmon. Zaroven se vzorek Brit Let’s Bite Salmon shoduje s Calibra
Dog Salmon & Potato a Calibra Dog Salmon & Potato vykazuje shodu s krmivem Barking
Heads Turkey Delight Grain Free. | vtomto pfipadé je nejvétsi smérodatna odchylka u
suchého krmiva Barking Heads Quackers Grain Free a nejmensi u konzervy Brit Petit
Chicken & Schrimp a susenych krmnych doplikt Brit Let’s Bite Pure Salmon. V nasledujici
tabulce si také miizeme vSimnout, zZe nejvice bacili bylo pfitomno v suchych granulovanych

krmivech.

5.2 Identifikace pomoci MALDI-TOF

Tabulka 4: Vysledky ¢etnosti mikroorganismt dle MALDI-TOF

Bacillus | Enterococcus

Vzorek cereus faecalis
Barking Heads Quackers Grain Free 4 0

Barking Heads Turkey Delight Grain

Free 4 0

Calibra Dog Salmon & Potato 4 0

Brit Petit Chicken & Schrimp 0 0

Brit Lets Bite Salmon 3 0
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Mapes druibezi paraty " 3 1

Byla provedena identifikace u izolath z médii pro celkové pocty aerobnich 1
anaerobnich bakterii. Celkem bylo podrobeno analyze 19 vzorkd, znichz v 18 byla
identifikovana bakterie Bacillus cereus, jak je mozno vidét v nasledujici tabulce. Kromé
konzervovaného krmiva Brit Petit Chicken & Schrimp, ve kterém nebyly nalezeny zadné
bakterie, byla tato bakterie identifikovana ve vSech ostatnich vzorcich. Kromé B. cereus byl

jednou identifikovan Enterococcus faecalis, a to u produktu Mapes driibezi pataty.

5.3 Mikroskopické pozorovani

Pii mikroskopickém pozorovani jednotlivych vzorkli bylo moZzno potvrdit vyskyt

bacilt (ty€inek) a jejich spor.

Obrazek 14: Izolat z aerobni kultivace na neselektivnim médiu z Barking Heads Quackers
Grain Free
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Obrazek 15: 1zolat z média pro izolaci bacilll z Barking Heads Quackers Grain Free
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6 Diskuze

Vyroba krmiv je regulovana zakonem ¢. 91/1996 Sb., o krmivech. Jednim z hlavnich
pozadavki chovateld na krmivo je zejména jeho bezpecnost.
samotnym procesem jejich vyroby, a to napiiklad pfi nevhodném skladovani surovin a jejich
nasledném pouzitim ve vyrob¢. Dalsi kritické body, které mohou ovlivnit mikrobiologickou
Cistotu krmiva, nastdvaji pfi procesu vyroby. Pfi ném je nutné dbat zejména na dodrzovani
hygienickych zasad. Velké riziko sekundarni kontaminace nastava pii manipulaci s produkty
na znec€isténém povrchu linky nebo v obalovych materialech. Ke znehodnoceni krmiv dochazi
nejcasteji prostiednictvim spor, které se vyskytuji ve vzduchu. Poslednim zdrojem mozné
kontaminace u vyrobce jsou balici stroje, na kterych mohou ulpét zbytky po ptedchozich
vyrobnich procesech, ¢i jiné necistoty (MA Leaders, 2012).

Védecké studie zcelého svéta uz mnohokrat prokazaly ptitomnost velmi
nebezpecnych patogennich mikroorganismt v krmivech pro psy. Nejcastéji se jedna zejména
o Salmonelly spp., Escherichia coli a dalsi, u kterych hrozi potencionalni riziko pfenosu ze
zvitete na Cloveéka (Adley et al., 2011).

V praktické ¢asti mé diplomové prace jsme se zabyvali testovanim krmiv a krmnych
doplnkli pro psy, na pfitomnost nejCastéjSich bakteridlnich kontaminant. Vysledky test
v mém piipadé nepotvrdily pfitomnost salmonel, ale odhalily jiné potencialné nebezpecné
patogenni mikroorganismy.

Dlivodem, pro¢ zadny ze vzorkid nebyl pozitivni na pfitomnost salmonel, mize byt
nizky pocet testovanych vzorkl. Ve védeckych studiich zminovanych v literarni resersi této
prace, bylo ve vSech piipadech testovano vice nez sto vzorki, pfi¢emz prevalence byla vyssi
nez 20 %. V téchto studiich se védci zabyvali pfedevsim piipady nakazy ¢loveéka salmonelou
v souvislosti s zivo¢isnymi pamlsky pro psy. Béhem jednoho roku (tfijen 2008 - zati 2009)
bylo testovano na pfitomnost salmonel 102 prase¢ich usi. Z celkového poctu kultivace
odhalila 24,5 % pozitivnich vzorkl, metoda PCR 28,4 % pozitivnich vzorkl (Adley et al.,
2011). Galvao et al. (2014) se ve své praci zamétil na mikrobiologickou kvalitu psich
pamlsk z exportu. Vzorky testoval na pfitomnost salmonel, klostridii, stafylokok a
termostabilnich koliformnich bakterii. Z celkového poc¢tu 108 analyzovanych vzorkl bylo 22
vzorkd kontaminovano mikroorganismy.

Vysledky naSeho testovani se neshoduji s poznatky Galvao et al. (2014), protoze ti u

vétSiny pamlskd kontaminaci nenalezli. V naSem pfipadé byly naopak patogenni
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mikroorganismy nalezeny ve vsech vzorcich kromé konzervovaného krmiva.

V Kanad¢ probéhl vyzkum, ve kterém bylo podrobeno testovani na piitomnost
salmonel 166 vzorki mrazeného krmiva zakoupeného v obchodech s chovatelskymi
potiebami. Celkova prevalence byla 21 %; kufe mélo pozitivni test na salmonelu dokonce
vV 67 % ptipadl. Tato studie demonstruje potencialni riziko krmeni syrovym masem (Finley et
al., 2008).

Pfi testovani naSich vzorki jsme piedpokladali, Zze nejvice patogennich
mikroorganismu bude pfitomno v susenych kufecich pafatech a suSenych pamlscich z lososa.
Mensi kontaminaci jsme predpoklddali v suchych granulovanych krmivech a nejméné
v konzerveé, kterd by dle veterinarnich a hygienickych norem meéla byt sterilni. Nase
domnénka o kontaminaci produkti vyplyva z technologického procesu vyroby krmiv.

Pfi suSeni masa je velmi dilezité dbat na zasady hygieny a dodrzet spravny
technologicky postup. Pfi procesu suSeni je stézejnim krokem dodrzeni teploty 75 °C na
minimaln¢ 15 - 20 minut, aby doslo ke =znieni vSech potencidln¢ nebezpecnych
mikroorganismu a poté snizeni teploty na 55 °C a susit pozvolna 9 - 24 hodin. Pfi stanoveni
bacilii a klostridii u suSenych krmnych dopliiki Mapes driibezi paraty a Brit Let’s Bite
Salmon nedoSlo k nartistu zadné kolonie, ackoli pii kultivaci celkového poctu aerobnich i
anaerobnich mikroorganismi k narstu na médiich doslo. Rozhodujicim faktorem se stal
pravdépodobné proces pasterace, ktery byl uskute¢nén pii kultivaci bacilll a klostridii, nikoliv
pii stanoveni celkovych po¢ti. Bacily pasteraci nepiezily, pravdépodobné se v krmivu
nevyskytovaly ani Zadné spory, které by proces suseni preCkaly. Na druhou stranu ale vime,
ze bacily v krmivu pfitomny byly, protoze byly detekovany ptistrojem MALDI - TOF.

U suchych granulovanych krmiv je ptedpoklad zni¢eni veskerych mikroorganismi
béhem procesu extruze, ktery probiha za velmi vysoké teploty a tlaku. Ackoli by se mohlo
zdat, Ze tato krmiva budou prostd mikroorganismili, hrozi zde sekundarni kontaminace
sporami ze vzduchu a vyrobnich linek (Jacobs, 2005). Ktomu také s velkou
pravdépodobnosti doSlo u nami testovanych vzorkd. Ve vSech suchych krmivech byly
stanoveny bacily. Proces pasterace preckaly ve formé¢ odolnych spor.

Pfi vyrobé konzervovanych krmiv dochazi ke konzervaci produktu sterilaci horkou
parou v autoklavu. Diky tomuto technologickému postupu a hermeticky uzavienému obalu
maji tato krmiva oproti ostatnim vyrazné¢ del$i trvanlivost. Konzervované  krmivo  uspélo
V testu nejlépe, protoZe bylo prosté jakychkoliv mikroorganismi.

Ze zjisténych kontaminantli vykazoval pfi detekci MALDI-TOF nejvétsi Cetnost druh

Bacillus cereus, ktery byl detekovan ve vSech vzorcich kromé konzervy a jeho pfitomnost
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potvrdila i mikroskopie izolati. V padesatych letech dvacatého stoleti byl B. cereus zafazen
mezi mikroorganizmy, které vyvolavaji otravu potravinami (Hauge,1955). Jednd se o
grampozitivni, fakultativné anaerobni ty¢inku, schopnou rtstu v Sirokém teplotnim rozmezi 8
— 55 °C (optimum 28 — 35 °C) a pti pH v rozmezi 4,9 — 9,3. Na béznych pudach tvoii 3 — 8
mm velké kolonie s nepravidelnymi okraji (Votava, 2003). Konzumace potravin
kontaminovanych bakteriemi B. cereus muze vyustit ve dvé rtizné formy alimentdrnich
onemocnéni — prujmovy a emeticky syndrom. Prijmova onemocnéni, ktera doprovazi bolesti
bficha vyvolava enterotoxin, ktery se tvoifi v tenkém stfevé konzumenta po pozieni
kontaminované potravy. Inkuba¢ni doba je 8 - 16 hod, doba trvani onemocnéni 12 - 24 hod
nebo 1 vice dnd. Enterotoxin je inaktivovan jiz do tfi minut pii teploté¢ 65 °C. Emeticky
toxin je produkovan zivymi bunikami v jiz kontaminované potraviné. Vyvolava nevolnost,
zvraceni, malatnost. Inkubaéni doba je 1 - 5 hod, doba trvani onemocnéni 6 - 24 hod.
Emeticky toxin je vysoce termostabilni, byl prokézan i po 1 hod pii pisobeni velmi vysokych
teplot. Je také odolny i vici extrémnim hodnotam pH (Pobodova, 2014).

To, ze je kontaminace krmiv aktudlnim problémem dokdzal Hofve (2016), ktery ve
své studii uvadi, ze vyzkum, ktery se zabyval testovanim vzorkli na pfitomnost bakterie B.
cereus ve vice nez Ctyticeti vzorcich suchych granulovanych krmiv, vysel pozitivni ve vSech
ptipadech, coz je pro chovatele velmi znepokojujici informace.

Dalsi tézka kontaminace krmnych doplik bakterii B. cereus byla prokazéna ve
Finsku. Z péti vyrobkd mély dva vzorky pozitivni nalez. Vyzkum ukazal, ze k rozsifeni
bakterie dosSlo prostiednictvim spor, které piezili proces pasterizace (Raevuori et Pekkanen,
1976).

Pokud tyto vysledky porovnadme s vysledky testd, které¢ byly provedeny v praktické
¢asti mé diplomové prace, mizeme vidét, Ze zSesti testovanych produkti byla v péti
detekovana tato bakterie. Nase poznatky z testovani o kontaminaci krmiv bakterii B. cereus
se shoduji s ndzory Hofve (2016).

V soucasné dobé legislativa EU neuvadi limity pro tento druh bakterie, pouze uvadi,
ze krmiva nesméji obsahovat mikroorganismy nebo jejich toxiny ¢i metabolity v mnozstvich,
ktera predstavuji nepfijatelné riziko pro zdravi. Pro chovatele to ale neznamend, ze by se
museli obavat o zdravi svych psi, protoze (Steinhauser, 1995) uvadi, ze k vyvolani
onemocnéni je tfeba velkého mnozstvi bakterii, zpravidla 10® bunék na 1 g potraviny. Lécba
enterotoxikdz je symptomatickd. Obecné u vSech prijmovych onemocnéni je problém s
dehydrataci organismu, kterd je zpiisobena nahlou a nadmérnou ztratou tekutin. Pti vétSich

ztrataich vody se vyskytuje malatnost, Casté jsou také kieCe v koncetinach, proto je nutné
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neustale tekutiny dopliovat (Farkova, 2012). U nékterych citlivych jedinci miize vést pozieni
kontaminované potravy touto bakterii az ke smrti (Zadeh, 2012).

Pokud bychom chtéli docilit inhibice rastu Bacillus cereus, mohli bychom ji vyvolat
pfidavkem kyseliny sorbové (0,26 %) nebo kyseliny octové (0,1 %). Jedna se o
bakteriostatické latky, které maji silné konzervacni ucinky. Nejucinnéjsi jsou v silné kyselém
prostfedi, které potlacuje jejich disociaci, a tim zvySuje jejich difuzi cytoplazmatickou
membranou bunék (Silhankova, 2002).

Pro chovatele, ktery by chtél zcela minimalizovat riziko bakteridlnich ndkaz, se jevi
nejlepsim fesenim krmit psy konzervovanym krmivem. Za ptedpokladu, ze nedojde
k poskozeni obalu nebo k pochybeni pfi uskladnéni nehrozi, ze by mikroorganismy vyrobni
proces piezily, jak je videt 1 v nasem piipad€ pii testovani konzervy Brit Chicken & Schrimp.
O néco méné bezpecnd jsou krmiva a krmné dopliikky zpracovavana pii riznych
technologickych procesech. Nejvétsimu nebezpeci jsou vystavovani psi a jejich majitelé, ktefi
zkrmuji syrové maso. Vzhledem k tomu, ze nedochézi k zddnému technologickému procesu

upravy krmiva, je zde mnohem vétsi riziko bakteridlnich ndkaz (Dubé, 2018).
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[ Zavér
Cilem této diplomové prace bylo testovani pfitomnosti mikroorganismu, zejména bakterii
v krmivech a krmnych dopliicich pro psy.

Hypotéza, Ze produkty, které se pii vyrob¢ nesteriluji, obsahuji zivé mikroorganismy,
se testovanim potvrdila. Krmiva, které jsou vyrobena z zivocisnych bilkovin, jsou casto
kontaminovana hnilobnymi bakteriemi. Ani v jednom z nami zakoupenych vzorkd nebyla
potvrzena ptitomnost salmonel nebo enterokokii. Klostridie byly kultiva¢ni metodou odhaleny
pouze u suchych granulovanych krmiv. Nejcastéji detekovanou bakterii byl Bacillus cereus.
Celkové v testu nejlépe dopadlo krmivo v konzervé, nasledné susené krmné doplnky a
nejhufe sucha granulovand krmiva.

Skutecnost, Ze v n€kterych produktech jsou pfitomny patogenni mikroorganismy,
bychom m¢éli brat jako varovani. Ke kontaminaci miize dojit riznymi zpisoby. Neustalé
testovani krmiv vSak svéd¢i o tom, Ze je tu snaha tento problém podchytit. Pokud chce
chovatel minimalizovat riziko nakazy patogennimi bakteriemi, je potieba vzdy krmivo pecliveé
zkontrolovat pied jeho servirovanim. Krmiva neni vhodné uchovavat spole¢né s potravinami
ur¢enymi pro lidi. Zakoupené produkty by nemé&ly mit poruSeny obal, nesmi zapéachat a ani
mit nezvyklou barvu. Pfi jejich ptiprave je nutné dodrzovat hygienické zasady a myt si ruce.
Nejvhodngjsimi  krmivy se zhlediska mikrobiologické kvality podle ocekavani jevi

konzervovana krmiva.
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