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Mikrobiologicka analyza probiotik pro psy

Souhrn

Teoretickd Cast se zabyva znalostmi mikrobioty a jeji modifikaci v gastrointestinalnim
traktu savcl, zejména psu. Mikrobiota ovliviiuje mnoho aspekt( zdravi hostitele, véetné
fyziologie, anatomie, chovani, reprodukce a zdatnosti. Rada environmentalnich a klinickych
faktor( véetné sloZeni potravy, zplsobu chovu, onemocnéni a aplikace Iéki mlzZe vyvolat
podstatné posuny ve slozeni mikrobioty traviciho traktu psa. V poslednich letech se zacina
mluvit o moznostech jeji terapeutické modifikace riznymi probiotiky, prebiotiky a synbiotiky.

Probiotika se podle WHO/FAO definuji jako ,Zivé mikroorganismy, které pokud jsou
poddvdny ve vhodnych ddvkdch, prindseji svému hostiteli zdravotni benefit”. Studie prokazaly
roli probiotik v prevenci zdravotnich problém(, véetné poruch trdveni, jako je prdjem
zpUsobeny infekcemi. Aby se predeslo zdvaznym onemocnénim, mohou byt krmiva pro
domdci zvifata formulovana s rdznymi probiotickymi bakteriemi. Skutecny pocet
zivotaschopnych mikroorganism( by mél odpovidat popisiim na etiketé, coz je predpokladem
pro to, aby krmivo mélo zamyslené priznivé ucinky.

V praktické casti bylo cilem zhodnotit vybrand probiotika, urcit rod bakterii a jejich
mnozstvi kultivaéni metodou. Bylo testovdno osm komercnich probiotickych past, u kterych
vyrobce deklaroval urcity pocet probiotickych bakterii. Vyrobce popisuje pozitivni pfinos na
mikrobiotu stfev, a hlavné na celého jedince. V danych vzorcich se nachazely bakterie rodu
Enterococcus a Lactobacillus. Z osmi pripravkd se k deklarovanému poctu pfiblizilo Sest
probiotickych past. Ve dvou vzorcich se nachazel podle vyrobce i rod Lactobacillus, v obou
pastach byl vsak jeho nalez minimalni az Zadny.

Hypotéza, Ze probiotické pasty budou obsahovat deklarované mnoiZstvi
mikroorganismu, a Ze mnoZstvi bude i vyssi se v této praci potvrdila jen z ¢asti. Nékteré pasty
obsahovaly deklarovany pocet Enterococcus spp., ale ani jedna pasta neobsahovala
deklarované mnozstvi bakterii rodu Lactobacillus.

Kli¢ova slova: probiotikum; pes; dietetika; vyZiva; zdravi; mikrobiota



Probiotics in dog nutrition and their bacteriological analysis

Summary

The theoretical part deals with the knowledge of microbiota and its modification in the
gastrointestinal tract of mammals, especially dogs. The microbiota influences many aspects of
host health, including physiology, anatomy, behavior, reproduction, and fitness.

A number of environmental and clinical factors, including diet composition, husbandry,
disease and drug administration, can induce significant shifts in the composition of the
microbiota of the canine gastrointestinal tract. In recent years, the possibility of its therapeutic
modification with various probiotics, prebiotics and synbiotics has been discussed.

According to the WHO/FAO, probiotics are defined as "live microorganisms which, when
administered in appropriate doses, confer a health benefit on their host". Studies have shown
the role of probiotics in preventing health problems, including digestive disorders such as
diarrhea caused by infections. To prevent serious iliness, pet foods have been formulated with
various probiotic bacteria, and the actual number of viable microorganismsshould match the
label descriptions.

In the practical part, the aim was to evaluate the selected probiotics, determine the
type of bacteria and their quantity by culture method. Eight commercial probiotic pastes were
tested for which the manufacturer declared a certain number of probiotic bacteria. The
manufacturer describes the positive benefits on the gut microbiota and, more importantly, on
the whole individual. Bacteria of the genus Enterococcus and Lactobacillus were present in the
samples. Of the eight preparations, six probiotic pastes came close to the declared number.
Two of the samples also contained the Lactobacillus spp., according to the manufacturer, and
both pastes had minimal to no detection of the genus.

The hypothesis that the probiotic pastes would contain the declared amount of
microorganisms and that the amount would be higher was only partially confirmed in this
work. Some pastes contained the declared number of Enterococcus spp., but none of the
pastes contained the declared amount of Lactobacillus spp.

Keywords: probiotic; dog; dietetics; nutrition; health; microbiota
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2 Uvod

Populace domacich mazlick(i se zvySuje. Mezi hlavnimi lidskymi spolecniky najdeme psy,
ktefi byli domestikovani uz pred tisici lety. VétSina majitelll povazuje psa za ¢lena rodiny
(Cohen & Phillips 2002). Jejich blizky kontakt s lidmi pfindsi mnoho dlsledkd nejen pro zvifata,
ale také pro zdravi majitelQ. Proto v poslednich desetiletich vzrlstd zdjem o zdravi a pohodu
domdcich mazlickd. Vétsina psu Zije ve méstech a Celi podobnému Zivotnimu stylu jako lidé.

Velka ¢ast zdravi a pohody domacich zvifat zavisi na sloZeni jejich stfevni mikrobioty
(Grzeskowiak et al. 2015). Je zndmo, Ze ,zdrava stfeva“ jsou zasadni pro fyziologii a pohodu
hostitele. Gastrointestinalni trakt (GIT) ukryvd komplexni mikrobidlni komunitu, kterd je
neustale ovliviiovana faktory souvisejicimi s hostitelem a vnéjsSim prostfedim. Tento
mikrobialni ekosystém plsobi nékolika zpUsoby, ovliviiuje jak absorpci, tak metabolismus
zivin, trofické a ochranné funkce hostitele. Jakékoli poruchy stfevni mikrobioty mohou vést k
rozvoji celé fady nemoci a poruch, napf. prijmu, alergiim, obezité a symptomdm stresu
(Lee & Hase 2014).

K vyvazeni narusené mikrobioty a v boji proti infekcim byla navrzena rGizna terapeuticka
aditiva, jako jsou napfiklad probiotika (Grzeskowiak et al. 2015). Mezi produkty pouZivané jako
pfisady do krmiv patfi mimo jiné také prebiotika, oligosacharidy, enzymy, organické kyseliny,
vitaminy a mineraly (Yirga 2015).

Béhem poslednich desetileti se rozsifil zajmem pridani bakterialnich rodl do stravy zvifat,
které by mohly mit ptiznivy Gcinek na gastrointestindlni mikrobiotu a obecnéji na celkové
zdravi cilovych hostiteld.

Vzhledem k tomu, Ze vyzkum zdravotnich prinost probiotik u lidi i zvifat je stdle
konzistentnéjsi, aplikace potencialné prospésnych bakteridlnich druht v krmivu pro domaci
zvitata se stava stdle vice predmétem zajmu (Coman et. al 2019).



3 Cil prace

V soucasné dobé je na trhu rada preparatli s obsahem probiotickych bakterii, jejichz
cilem je zlepSeni stavu traviciho traktu psu. Cilem prace bylo mikrobiologicky zhodnotit
vybrand probiotika, uréit druh bakterii a jejich mnoiZstvi kultivacni metodou. Zjisténa data
konfrontovat s tvrzenim vyrobce. Vysledky diskutovat a ucinit pfislusné zavéry.

3.1 Hypotéza

V probiotickych pfipravcich (pastach) se nenachazi pocet bakterii odpovidajici deklaraci
vyrobce.



4 Literarni reserse
4.1 Mikrobiota traviciho traktu savcu

Mikrobiota savcl zahrnuje biliony bunék (Gibson & Roberfoid 1995), hub, archei, virQ
a prvok( (Stinson et al. 2019) sidlicich v travicim traktu. Genetickd informace téchto
mikroorganism(l se souhrnné oznacuje jako ,mikrobiom* (Turnbaugh 2007). Travici trakt
za€ind vdutiné Ustni a pokracuje hrudni a DbfiSni dutinou do konecniku
(Gibson & Roberfoid 1995).

Mikroorganismy v travicim traktu vytvareji metabolity, které mohou pUsobit jako
zdroje energie pro bunky a jejich metabolismus (Honda & Littman 2012). Ovliviiuji mnoho
aspektl zdravi hostitele, véetné fyziologie, anatomie, chovani, reprodukce a zdatnosti
(Thomas et al. 2017). Dokazi podporovat vyvoj a funkénost imunitniho systému a zabrarovat
kolonizaci patogennimi mikroorganismy (Honda & Littman 2012). Mnoho mikrobl se
pravdépodobné nachdzi prdvé na hranici mezi komenzidlem a patogenem
(Gilmore et al. 2003).

Ackoliv savci maji mnoho spolecnych rysi, kazdy jedinec skryva individualni smés
mikrobialnich kmen( a druhd (Schmidt et al. 2018). Rozmanita mikrobiota je obecné
povaZovana za zadouci a svédcici pro zdravi (Morgan et. al 2012). Rliznoroda mikrobiota ma
pravdépodobné funkéni redundanci pro dllezité metabolické procesy nebo jiné kritické sluzby
poskytované mikrobiotou hostiteli (Carthey et al. 2020).

Vysoce vykonné pfistupy pro sekvenovani DNA poskytuji atraktivni a financné
nendrocny pristup ke zkoumdni slozeni a funkci hostitelského mikrobiomu
(Caporaso et al. 2012). V roce 2007 byl zahajen projekt HMP neboli Human Microbiome
Project, diky kterému se ukazalo, Ze lidsky mikrobiom je velmi rozmanity. Pfedpoklada se, ze
pocet mikroorganismu desetkrat prevysuje pocet lidskych bunék. Bylo také zjisténo, Ze slozeni
a zmény mikrobioty souvisi s riznymi nemocemi jako je diabetes, zanétlivé onemocnéni strev,
obezita, astma, revmatoidni artritida a nachylnost k infekcim (Bahrndorff et al. 2016).

V posledni dobé byl také sekventovan mikrobiom mnoha druh( jinych obratlovc,
véetné hospodarskych a volné Zijicich zvirat (Brulc et al. 2009).

Do neddvna se predpokladalo, Ze se mikrobiota zacina vyvijet v okamziku porodu a
jedinec se rodi se sterilnim travicim traktem (Leahy et al. 2005). Nedavna studie z roku 2019
ovSsem ukazala, Ze by se mikrobiota mohla formovat jiz prfed narozenim jedince. Kdy jedinec
pravdépodobné ziskava mikroorganismy z plodové vody matky (Stinson et al. 2019).
Mikrobiota se tedy formuje v prvnich letech Zivota. Jeji zrani se vyviji podle faktor( prostredi,
véetné geografické polohy, zplUsobu porodu, expozice antibiotikim a kojeni
(Rodriguez et al. 2015). Sav¢i mikrobiota je ziskavana jak vertikalné z matky na potomka, tak i
horizontalné mezi neptibuznymi jedinci prostfednictvim socialnich interakci a sdilenych
prostiedi (Moeller et al. 2018). Prvni vlivy Zivotniho prostiedi maji hluboky dop ad na pozdéjsi
vyvoj, strukturu a funkci organismu. Tento jev se nazyva ,vyvojové programovani“, to je
proces, pfi kterém environmentdlni faktor plsobici béhem citlivého nebo zranitelného



vyvojového obdobi ma vliv na strukturu a funkci orgdnd, které v nékterych pripadech pretrvaji
po cely Zivot (Seckl & Meaney 2004).

JelikoZ travici trakt tésné po porodu obsahuje kyslik, prvni mikroorganismy, které
kolonizuji trdvici trakt savcu, jsou fakultativné anaerobni bakterie (Uyeno et al. 2015).
Bifidobakterie jsou nejpocetnéjsi bakteridlni skupinou u vétsiny mladat savcll v obdobi mlécné
vyzivy (Hopkins 2001).

Rozdily ve sloZeni gastrointestinalni mikrobioty najdeme i mezi domestikovanymi
zviraty a jejich divokymi pfibuznymi. Domaci zvifata ¢asto konzumuji méné rozmanitou, snaze
stravitelnou stravu. Vydavaji také méné energie. Ziji v pomérné statickych skupinach
s vysokou hustotou a mohou byt vystaveny modernim lékafskym zasahlm vcetné |écby
antibiotiky (McClure 2013). Domaci zvifata v péci Clovéka Casto prochazeji Slechtitelskymi
zménami, mohou byt selektovdana na intenzitu rastu (u hospodarskych zvirat), spolehlivou
reprodukci nebo odolnost vici stresu (napf. u laboratornich zvitat) a jedinecné fyzické a
behavioralni atributy spolecenskych zvifat. Ackoli se cilené fenotypy liSi na zakladé
domestikovanych druh, vSichni domestikovani savci sdileji to, Ze byli zamérné nebo nepfimo
vybrani pro krotkost (Wilkins et al. 2014).

V rozsahu, v jakém je stfevni mikrobiota zavisla na biologii hostitele, bychom mohli
navic ocekdvat, ze domestikace zformovala stfevni mikrobiotu podobnymi, potencialné
konvergentnimi zpUsoby napfi¢ rznymi savéimi liniemi. Zmény v mikrobioté samoziejmé
nebyly jedinou cestou, jak zvifata podstupujici domestikaci reagovaly na ménici se ekologické
faktory. Napftiklad genetické zmény zvySily kapacitu pro traveni Skrobu u psu
(Axelsson et al. 2013). Nicméné zvysena mikrobialni diverzita a posuny v mikrobidlnim sloZeni,
které byly pozorovany u pst, mohly dodatecné prispét k traveni sacharidd. Psi krmeni
konvencni stravou maji ve svych stievnich metagenomech vétsi zastoupeni genlt metabolismu
sacharidu, nez psi krmeni dietou s pfevahou masa (Alessandri et al. 2019).

U domadcich psl bylo zjisténo, Ze strava s vysokym obsahem sacharidd mulze zvysit
relativni mnoZstvi Firmicutes, zatimco strava s vysokym obsahem bilkovin m{iZe zvysit relativni
mnozstvi Fusobakterie (Hang et al. 2012).

Gastrointestinalni (GI) mikrobiota usnadnuje rozklad potravy (Obr. 1), stejné jako
produkci metabolitd, jako jsou mastné kyseliny s kratkym retézcem (SCFA), sekundarni Zlu¢ové
kyseliny, vitaminy, Ziviny a dalsi bakteridlné odvozené slouceniny (Suchodolski 2016).

Mikroorganismy v travicim traktu uvoliuji do téla Ziviny a metabolity, ovliviuji
imunitni bunky a pribéh zanétlivé reakce (Tizard & Jones 2018). Na oplatku hostitel poskytuje
infrastrukturu pro mikrobiotu a reguluje jeho prostredi pro optimalni rist (teplotu a hladinu
kysliku). Ridi peristaltiku, poskytuje obranu proti patogentim a nabizi anatomickou strukturu,
ktera slouzi jako Zivotni prostredi pro Gl mikrobiotu. EpitelidIni bariéra lemovanda hlenem tvofri
rozhrani mezi hostitelem a rezidentnimi mikroby. Navic podporuje imunitni dohled a
usnadnuje udrzeni homeostazy hostitele a mikrobioty. Dlikazy také naznacuji, Ze Gl mikrobiota
ovliviiuje vyvoj a regulaci hlavnich hostitelskych systémda, véetné nervového, ledvinového,
traviciho, dermalniho, endokrinniho, imunitniho a dychaciho (Makki et al. 2018).
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Vzhledem k tomu, Ze z Gl traktu je obtizné ziskat vzorky, studie obvykle pro studium Gl
mikrobioty vyuZivaji vzorky stolice. Bylo navrieno, Ze vzorky psich vykald poskytuji lepsi
reprezentaci bakteridlnich taxonU relevantnich pro zdravi ve srovnani se vzorky lidi, coZz mlze
byt zpUsobeno skutecnosti, Ze psi maji kratsi Gl trakt a rychlejsi dobu prichodu s mensim
poctem taxonl spojenych s hlenem neZ lidé. Poméry kmenl se mohou také lisit mezi
jednotlivymi zvitaty stejného druhu v disledku faktor(, jako je plemeno, strava, vék, Zivotni
prostredi a rizné metody analyzy napfic studiemi (Pilla & Suchdolski 2020).
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Obradzek 1 Rozklad potravy pomoci mikrobioty streva (Suchdolski 2007)

4.1.1 Mikrobialni osidleni gastrointestinalniho traktu (GIT)

GIT se sklada z oddila, které se lisi svou anatomii a funkénosti a poskytuji potravé
podminky priichodu. Potrava ma byt stravena, absorbovana a vyloucena. Probihaji zde r(izné
enzymatické procesy, zmény koncentrace elektrolyt(i, vyprazdiovani zaludku a pridchodu
stfevem, pH, sekrece a slozeni zluci a rychlost absorpce (Smeets-Peeters et al. 1998).

U psa, stejné jako u jinych organismd s travici trubici diferencovanou do vice
specializovanych celkd, stoupa pocet a diverzita pritomnych mikroorganismi s postupem
travici soustavou (Suchodolski et al. 2005). (Obr.2)

4.1.1.1 Dutina ustni

Mikrobiota dutiny Ustni je velmi rliznorodad a ma podil na zavainych chorobnych
procesech (Farrell et al. 2012). U psl se ukazalo, Ze maji podobné mnozstvi bakterii jako lidé,
ale populace téchto bakterii je odlisSna (Dewhirst et al. 2012).

SlozZeni oralni mikrobioty ovliviiuje mnoho faktor(, jako je potrava, zdravotni stav, vék
ale také zalezi na pracovnim zarazeni psa (Isaiah et al. 2017). KdyzZ je mikrobiota stabilni a
zdrava, slouZi jako ochranna bariéra. KdyZ se ovsem zméni jeden nebo vice z téchto faktor(,
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zméni se sloZeni bakterii, coZ zpUsobuje nerovnovahu. Tato nerovnovdha mize zpUsobit Siroké
spektrum nemoci jako je zubni kaz nebo paradontitida (Krishnan & Paster 2017).

Podle Krishnana a Pastera (2017) sloZeni mikrobioty dutiny Ustni slouZi jako biomarker
pro srdecni onemocnéni, bakteridlni pneumonii a rakovinu slinivky.

Bell et al. (2020) zkoumali, jaky ma vliv podavani peroralnich probiotik na mikrobialni
diverzitu v Ustni dutiné psa. Vysledkem studie bylo, Ze Zadny vliv na mikrobialni diverzitu
nema, na rozdil u lidi, kdy se zména diverzity potvrdila.

4.1.1.2 Zaludek

Zaludek ma pro celou fadu mikroorganism(i pomérné nepFiznivé, souvisejici s nizkym
pH prostfedi a peristaltikou Zaludku, kterd brani kolonizaci bakterii. Nicméné, u lidi bylo
pozorovano, Ze prechodné bakterie mohou na kratkou dobu zakladat malé kolonie. Dalsi
bakterie, jako napf. Helicobacter pylori pouze nekolonizuji Zaludecni sliznici, ale mohou se
podilet i na onemocnénich (Nardone & Compare 2015).

Avsak tato zjisténi nemusi nutné platit pro psy. U psl je Helicobacterie povaZovana za
komenzalni bakterii, ktera prevlada nejen v Zaludku (Garcia-Mazcorro et al. 2012), ale také v
zahybch tlustého stfeva zdravych jedincl (Giaretta et. al 2020).

V Zaludku psa se nachdazi mala koncentrace mikroorganism( a jejich diverzita je az
zanedbatelna. Diky silné kyselému prostfedi (pH 3-4), které ma na vétSinu mikroorganism(
letalni efekt. V Zaludku najdeme 99,5 % bakterii kmene Proteobacteria. Také zde najdeme
nepatrné mnozstvi zastupce rodu Lactobacillus a Clostridium, ktera patti do Celedi Firmicutes
(Garcia-Mazcorro et al. 2012).

4.1.1.3 Tenké stfevo

Ve svém prodlouZeni se tenké stfevo sklada z pfiblizné 10 % dvandctniku (duodenum),
85 % lacniku (jejunum) a 5 % kycelniku (ileum), které pozitivné koreluje s velikosti téla psa,
navzdory urcité variabilité (Oswald et al. 2015).

Mikrobiota dvanactniku se od zastoupeni mikroorganism( v Zaludku zdsadné Iisi.
Protoze pH dvanactniku je mirné kyselé az zdsadité (kolem 6,2), tak se zde vyskytuje mnohem
vétsi koncentrace mikroorganism( a stejné tak fundamentdlné stoupa i jejich diverzita
(Suchodolski et al. 2009).

Mikrobiota degraduje proteiny a sacharidy, které se dostanou do tenkého stieva a
uniknou hostitelskym enzymatickym travenim (Gilbert et al. 2018). Jako vysledek, se uvoliuji
produkty konecné fermentace véetné SCFA. Jednd se hlavné o propionat, butyrat, acetat a
laktat ze sacharidd. Radime sem také amoniak, mastné kyseliny s rozvétvenym Fetézcem,
polyaminy (napf. putrescin, kadaverin, spermin, spermidin), indoly a jiné latky, které se vytvari
hlavné z degradace protein(. Role nékterych metabolit pfi propagaci zdravi nebo ve vyvoji
nemoci zUstava dodnes velkou nezndmou (Minamoto et al. 2019).
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V la¢niku najdeme asi 46 % proteobakterii, cca 15 % bakterii kmene Firmicutes, asi 11,2
% Actinobakterii, bakterie rodu Spirochetes se nachazi v poctu 14 %, Bacteroidetes 6,2 % a
Fusobacteria 5,4 % (Suchodolski et al. 2009).

Z hlediska jednotlivych druh( je jak ve dvanactniku, tak i laéniku nejvice zastoupen rod
Lactobacillus, ktery tvofi asi 22 % celkové mikrobioty dvanactniku a 10 % lacniku
(Xenoulis et al. 2008).

4.1.1.4 Tlusté strevo

Slepé stfevo je prvni segment tlustého stfeva. Ndsledovany je tfemi segmenty:
vzestupnym, pficnym a sestupny tracnikem. Konecnik je konecna pfima cast, ve které se
hromadi vykaly k vylouceni.

Prestoze je vstiebavani hlavni funkci stfeva, uvoliovani Zivin z potravy je usnadnéna
jak bakterialni enzymatickou aktivitou, tak bakteridlni fermentaci (Honneffer et al. 2017)

V tlustém stfevé psa najdeme bakterie Firmicutes hlavné fradu Clostridiales
(Suchodolski et al. 2008). Pozorovana cetnost téchto bakterialnich skupin se lisi. Firmicutes se
pohybuje mezi 25 % a 95 % ziskanych skvenci genu 16S rRNA (Handl et al. 2011).

Poté zde mlzeme najit Fusobacteria a Bacteroidetes. Ve vétSim poctu se tu objevuji
laktobacily, které tvofi 10 % mikrobioty tlustého stfeva. U zdravého psa mlizeme také najit
proteobakterie, které zaujimaiji asi 1,4 % mikrobioty (Suchodolski et al. 2009).

4.1.1.5 Fekalni Mikrobiota

Fekalni mikrobiom psa obsahuje zpravidla bakterie spadajici do skupiny Fusobacteria (24—
40 %), Bacteroidetes (32—34 %), Firmicutes (15—-28 %), Proteobacteria (5—6 %) a Actinobacteria
(0,8 —1,4 %) (Xenoulis et al. 2008).

Stomach Duodenum Jejunum, ileum
Lactobacillus Lactobacillus Lactobacillus
Helicobacter Clostridium /

Colon
Firmicutes
Bacteroidetes
Proteobacteria
Fusobacteria
Bifidobacterium
Lactobacillus
Ascomycota
Basidiomycota
Glomeromycota
Zygomycota
Unculturable

Skin ——"
Proteobacteria
Oxalobacteriaceae

Urogenital tract
Lactobacillus

Obrdzek 2 Mikrobidlni osidleni Gl traktu psa (Grzeskowiak et al. 2015)
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4.1.1.6 Ostatni mikroorganismy traviciho traktu

Kromé bakterii se v gastrointestindlnim traktu savcl nachdzi rozmanitd smés
mikroorganismu, véetné hub, archei, prvokd a vir( (vétSinou bakteriofagll). Molekularni
nastroje poskytly informace o druhovém bohatstvi téchto mikrobl, ale jejich roli v
gastrointestinalnim zdravi je tfeba dale objasnit (Suchodolski 2011).

4.1.1.6.1 Plisné a kvasinky

Kultiva¢ni studie prokdzaly pfitomnost kvasinek a plisni ve stfevé psa
(Benno et al. 1992). Pomoci PCR testu byla DNA mikroskopickych hub detekovana v tenkém
stfevé u 39 ze 64 (61 %) zdravych psl a u 54 ze 71 (76 %) psl s chronickymi enteropatiemi.
Saccharomycetes byly nej¢astéji identifikovanou tfidou a nebyly pozorovany zadné vyznamné
rozdily v prevalenci specifickych fylotyp(i téchto mikroorganismU mezi zdravymi a nemocnymi
psy (Suchodolski et al. 2008).

Neddvna vysoce vykonna sekvenacni data zaloZzena na 454 pyrosekvenovani genu 18S
rRNA odhalila 4 kmeny ve vzorcich trusu psu, pficemz vétSina sekvenci patfi kmendm
Ascomycota (vice nez 90 %) a Neocallimastigomycota (vice nez 5 %). Plisné byly pfitomny u
vSech 19 hodnocenych zvifat, pficemz kazdé zvife ukryvalo vice druhl mikroskopickych hub a
kvasinek, s medidnem 40 fylotypu. Byly pozorovany pozoruhodné rozdily mezi zvifaty, protoze
kazdy pes mél jedinecny profil. Ackoli vétsSina psli prechovdvala podobné kmeny, kazdé zvire
mélo jedinec¢nou druhovou populaci (Handl et al. 2011).

4.1.1.6.2 Archea

Archaea jsou evolu¢né odlisSné od bakterii a eukaryot. Jsou klasifikovany jako treti
doména Zivota a patfi mezi obligdtni anaeroby. Jsou soucdsti normalni stfevni mikrobioty u
prezvykavcl a byly také charakterizovdany ve vzorcich lidskych i psich stfev
(Eckburg et al. 2005)

4.1.1.6.3 Viry

Vzhledem k heterogenité virQ (tj. DNA vir, RNA vir(, ssDNA vir(l) neni mozny pfistup
s univerzalnimi primery, preferovanou metodou pro bakterie, archaea a houby. Proto zlstava
narocné charakterizovat virova spolecenstvi pfitomna ve strevé psl. Ve stfevech psu se nasly
viry jako je rotavirus, koronavirus, parvovirus, norovirus, astrovirus, virus psinky a
paramyxovirus. Pfedpoklada se, Ze mira koinfekce vice viry je nizkd. V nedavné studii
vyuzivajici elektronovou mikroskopii pouze 6,5 % z 935 hodnocenych vzorkd stolice
obsahovalo vice nez 1 virus (Kempf et al. 2018).

Metagenomické studie popsaly dsDNA viry ve vzorcich stolice pst a koc¢ek. Cca. 0,38 %
vSech ziskanych sekvenci predstavovalo dsDNA viry, pficemz drtivou vétSinu predstavovaly
bakteriofagy (Swanson et al. 2011).
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4.1.2 Faktory ovliviujici sloZzeni mikrobioty GITu psa

Rada environmentalnich a klinickych faktor(i véetné slozeni potravy, zpGsobu chovu,
onemocnéni a aplikace Iék(i mlze vyvolat podstatné posuny ve slozeni mikrobioty traviciho
traktu psa. Mnoho studii ukdzalo, Ze strava a léky jsou funkénimi silami ovliviiujicimi strevni
mikrobialni diverzitu (Scepanovic et al. 2019).

4.1.2.1 Vliv diety a Zivin na stfevni mikrobiotu

Potrava muUZe ovlivnit pfitomnost a mnozstvi bakteridlnich taxond, coz mlze negativné
zasahnout zdravi GIT psu. Je zndmo, Ze nutricni sloZzeni a obsah krmiva vyznamné plsobi na
funkci traviciho traktu, sloZzeni mikrobioty a jejich metabolickych produktl ve stfevech zvifat
(McKenzie et al. 2017).

SloZeni potravy pst se béhem casu vyvijelo od loveni potravy a zbytk( od stolu k
védecky a nutricné vyvazené potravé, navriené pro specifické potieby kazdého jedince.
Zbytky od stolu nespliuji zdkladni metabolické potreby spolecenskych zvifat. Kvalitné
vyrobena krmiva poskytuji dobry zdroj vSech potiebnych Zivin, vitamin(, mineral( a dalSich
slozek. Krmné ptipravky pro psy a kocky jsou ¢asto obohaceny o probiotika, kterd nabizi
funkéni krmiva modulujici mikrobiotu a jsou cilena na pohodu.

Pilotni studie zahrnujici pét psd plemene bigl krmenych riznymi dietami odhalila, Ze
krmivo s vysokym obsahem sacharid(l na bazi Skrobu vede ke snizeni fekalniho amoniaku. Na
druhou stranu skvarkové moucky s vysokym obsahem bilkovin (vedlejsi produkt, ktery vznika
pfi taveni syrového tuku napf. z prasat), vedou ke zvysSeni pH, poklesu hodnoty kyseliny
propionové a octové a zvysuji produkci mastnych kyselin s rozvétvenym retézcem a kyseliny
valerové. Podporuji i zmény struktur tékavych mastnych kyselin ve stolici, vys$$i koncentrace
psiho kalprotektinu ve stolici, ktera byla spojena se zvySenou koncentraci kyseliny valerové.
Kromé toho se u vSech studovanych pst krmenych Skvarkovou mouckou s vysokym obsahem
bilkovin objevil prijem (Hang et al. 2013).

Jedna studie odhalila, Ze konzumace malého mnoiZstvi fepné duziny jako vlakniny
zménila hojnost typické psi stfevni mikrobioty. Pfidani 7,5 % repnych fizkl (60 % celkové dietni
vldkniny) do standardni psi stravy po dobu 14 dn(i vyznamné posunulo pocetnost Firmicutes a
ztrojnasobilo nizké taxonomické Urovné Faecalibacterium. Eubacterium hallii, ktery produkuje
butyrat, se objevil po vldkninové dieté (Middelbos et al. 2010).

V jiné studii byli psi s nadvahou krmeni pfiblizné 1% prebiotickou stravou inulinového
typu a vysledky ukazaly, Ze prebiotika inulinového typu mohou modulovat stfevni mikrobiotu,
mastné kyseliny s kratkym rfetézcem (SCFA) a Zlucové kyseliny (BA) u pst s nadvahou. Psi s
nadvahou méli po prebiotické |é¢bé vyznamné zvySené SCFA a nizsi koncentrace indolu.
Fermentace prebiotik inulinového typu produkovala SCFA, které snizovaly luminalni pH a
branily reabsorpci BA (Alexander et al. 2018).

15



I malé zmény krmné davky mohou vést k posuniim v mikrobidlnim sloZeni. Zména muze
zalezet i na vnéjSim prostredi. Studie prokazala, Ze premisténi laboratornich mysi do mistnosti
se zménénou teplotou a vlhkosti, ale pfi podavani stejného krmiva, vedlo k vyznamnym
zménam ve sloZeni stfevni mikrobioty (Bar et al. 2020).

Také prechod mezi podminkami ve volné ptirodé a podminkami v zajeti mGzZou vyvolat
zmény ve stfevni mikrobioté. Potrava v zajeti se mlze sloZzenim znacné lisit od pfirozené
potravy (Morgan & Tromborg 2007). (Obr. 3)

Interakce s ¢lovékem prinasi dalsi stresory jedineéné pro prostredi, které mohou
ovlivnit sloZeni Gl mikrobioty. Pfirozenou mikrobiotu ve stfevé snizuje podavani antibiotik
(Willing et al. 2011) a odvraceni od ptirozenych patogenl jako jsou helmiti, ktefi se snizuji
pomoci antihelmintik nebo zvy3ené hygieny (Leung & Loke 2013).

V nékterych pripadech vSak mohou antropogenni poruchy diverzitu stfevniho
mikrobiomu naopak zvysit. To miZe byt zplsobeno infekci patogennimi mikroorganismy,
nebo vytésnénim klicovych, funkéné dulezitych mikrobidlnich druh( jinymi, méné funkénimi
mikroorganismy (Laforest-Lapointe et al. 2017).

Diets
Factors: Enwronments

§ ) T Habits

Canines Microbial genomes

Gained (from human) Similarities with human: Gut microbiota

@
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Lost (from wolves)

Domestication

Wild

Wolves

Obrézek 3 Prechod mezi podminkami ve volné prirodé a podminkami v zajeti (Huang 2020)

4.1.2.2 Strevni mikrobiota a onemocnéni GIT

Byl analyzovan fekalni mikrobiom psl s chronickou enteropatii. Porovnavalo se, jak psi
reaguji na potravu pred a po 6 tydnech dietni intervence. Dale se porovnaval s fekdlni
mikrobiotou zdravych pst pred a poté, co byli pfevedeni na stejnou stravu pouzivanou
nemocnymi psy. Psi konzumovali hydrolyzovanou proteinovou dietu. Vysledkem bylo, Ze nebyl
detekovan vyznamny vliv na mikrobialni slozeni nebo diverzitu pfipisovany zméné stravy
(Schmitz & Suchodolski 2016).

Kolonizace GI traktu specifickymi patogeny muzZe hluboce narusit integritu stfevni
epitelidIni bariéry (Viswanathan et al. 2009). U psu je rozpoznano nékolik potencialnich Gl
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patogen(, véetné Clostridium perfringens, Salmonella spp. a E. coli (Marks et al. 2002). Vétsina
z nich jsou vsak také uznavani komenzalové a byli izolovani v podobnych frekvencich od psu s
pfiznaky onemocnéni Gl i bez nich (Marks 2003). Proto je tfeba vztah pticiny a ucinku mezi
témito organismy a onemocnénim GIT vykladat opatrné (Schmitz & Suchodolski 2016).

Nespecifické zmény Gl mikrobioty byly povaZovany za klicovy faktor pro vyvoj akutni
nebo chronické onemocnéni GIT. Nékolik studii se pokusilo charakterizovat mikrobialni slozeni
stolice u prajmovych psa. U akutniho prajmu byly pozorovany rozsahlé zmény, jak pti kultivaci,
tak pfi sekvenovani. To zahrnovalo zvySenou hojnost Clostridium spp., E. coli, Lactobacillus a
Enterococcus spp. se soucasnou redukci téch bakterialnich skupin, které tvofi vétSinu normalni
mikrobiotu tlustého stfeva, jako je napt. Faecalibacterium, Ruminococcaceae a Blautia spp.
(Bell et al. 2008). U chronického prijmu se nachdzely vyrazné vyssi pocty Bacteroides sp., které
byly nalezeny pomoci fluorescencni hybridizaéni analyzy in situ (Jia et al. 2010).

Ve studii hodnotici velkou skupinu pst s chronickym prdjmem pomoci testl gPCR méli
nemocni psi vyznamné snizené mnoiZstvi Fusobacteria, Ruminococcaceae, Blautia spp. a
Faecalibacterium spp. a vyrazné zvysily mnoZstvi Bifidobacterium spp., Lactobacillus spp. a E.
coli ve srovnani se zdravymi psy (Minamoto et al. 2015).

Ve vzorcich od psG se zanétlivym onemocnénim stfev (IBD) byly zjistény zmény
mikrobiomu podobné tém, které byly pozorovany u lidi s IBD. Vyrazné snizena druhova
bohatost a vyssi podil Enterobacteriaceae byly pozorovany ve vzorcich duodendlnich kartacka
psU s IBD ve srovnani se zdravymi psy (Xenoulis et al. 2008). Navic v biopsiich duodenalni
sliznice byla u IBD zjisténa vyssi Cetnost proteobakterii a niz§i mnozstvi klostridii ve srovnani
se zdravymi psy (Suchodolski et al. 2010). Analyza vzork( trusu psl s IBD odhalila dysbidzu s
vyrazné nizsi bakteridlni diverzitou, narlstem gamaproteobakterii (tj. E. coli) a snizeni
Erysipelotrichia, Clostridia a Bacteroidia (Minamoto et al. 2015).

Zda jsou tyto zmény ¢asteéné pric¢inou nebo vysledkem aberantnich imunitnich reakci
pozorovanych v Gl traktu u IBD, z(stdva pfedmétem debaty jak u lidi, tak u ps(.

Nyni vSak existuje podezieni, Ze tyto bakteridlni zmény jsou spojeny se zménénymi
metabolickymi funkcemi mikrobioty (napf. pokles koncentraci SCFA, zménény metabolismus
aminokyselin, zména redoxni rovnovahy, zménéna metabolismu Zlu¢ovych kyselin), a proto
potencidlné zhorsuji zanétlivy stav hostitele (Guard et al. 2015).

4.1.2.2.1 Obezita

Predpokladalo se, Ze pomér Firmicutes a Bacteroidetes ve stievé pozitivné koreluje
s obezitou. Zatimco nékteré soucasné studie nedokdzaly potvrdit vyznam korelace mezi
témito mikroorganismy a pfirlstkem hmotnosti u ¢lovéka (Koliada et al. 2017).

Klinicky vyznam tohoto mikrobidlniho markeru je také nejasny u psa. Existuje pouze
nékolik studii o spojeni tohoto markeru se zdravim psl a jedna studie odhalila, Ze strava s
vysokym obsahem bilkovin a nizkym obsahem sacharidd zvySuje pomér Firmicutes a
Bacteroidetes u psu (Li et al. 2017).
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Obézni déti mély vyssi pomér Firmicutes (Fc.) prausnitzii ve srovnani s neobéznimi
Ucastniky (Balamurugan et al. 2010) a také tato bakterie hrala roli v zanétu metabolickych
onemocnéni (Furet et al. 2010).

U psli s hemoragickym i nehemoragickym akutnim prdjem a zanétlivym onemocnénim
stfev byl pozorovan snizeny pocet Fc. prausnitzii (Suchodolski et al. 2012).

Naproti tomu Fc. prausnitzii v prostredi bez vlakniny je schopen travit mucinovou
vrstvu, ktera poskytuje priznivéjsi prostredi pro pronikani oportunnich patogen( pres strevni
bariéru hostitele (Velasquez-Manoff 2015).

Dalsi studie ukazala, Ze nepretrzité krmeni psl nizkotu¢nou dietou s vysokym obsahem
hrubé vldkniny po dobu 17 tydn( snizilo télesnou hmotnost obéznich psi v priiméru o 18 % z
pGvodni télesné hmotnosti (Salas-Mani et al. 2018).

Vzhledem k rostoucimu zadjmu o zdravi a welfare domacich zvifat, zejména ps0, bylo
aktivné zkoumano sloZeni a role stfevni mikrobioty pst a pfibyly studie o moZnostech
jeji terapeutické modifikace rdznymi probiotiky, prebiotiky a synbiotiky
(Schmitz & Suchodolski 2016).
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4.2 Probiotika

4.2.1 Rozdil mezi probiotiky, prebiotiky a synbiotiky

4.2.1.1 Probiotika

Termin probiotikum je odvozen z feckého slova, které by se dalo prelozit jako ,pro
Zivot”. Tento termin byl poprvé pouzit v roce 1965 Lillym a Stillwellem, kde slovo probiotikum
pouzili pro organismus, ktery stimuluje rlst jiného organismu (Fuller 1992). Probiotika se ve
fermentovanych potravinach pouzivaji po tisicileti. Je znamo, Ze stari Egyptané konzumovali
fermentované mlécné vyrobky jiz pfed 9000 lety. Fermentace rostla v popularité diky své
schopnosti uchovavat potraviny a také mozna jako pomoc pfi trdveni (Gogineni 2013).

Avsak teprve v neddvné dobé byla fermentace spojena s mikroorganismy. V ndvaznosti
na praci Louise Pasteura ze 70. let 19. stoleti, ktera prokdzala, Zze fermentaci kyseliny mlécné
Fidily mikroorganismy, vyslovil na pocatku 20. stoleti rusky védec Elie Metchnikoff hypotézu o
potencidlu zménit stfevni mikrobiotu konzumaci urcitych potravin.

Zejména Metchnikoff uvedl, Ze konzumace jogurtu povede k pritomnosti laktobacil( ve
strevech. Lactobacillus inhibuje rlGst hnilobnych bakterii a tim predchazi ,strevni
autointoxikaci“ tzn. otravé toxickymi latkami latky tvofici se v téle, pfi stfevnim traveni
(Bested et al. 2013).

Od roku 1989 se probiotika definuji jako ,Zivé mikroorganismy v potravé, které maji
pozitivni vliv na hostitele a vylepsuji jeho stfevni mikrobidlni rovnovdhu® (Fuller 1992). Svétova
organizace pro vyzivu a zemeédélstvi (FAO) a Svétova zdravotnicka organizace (WHQO) v roce
2001 tuto definici poupravily, probiotika definuji jako ,,Zivé mikroorganismy, které pokud jsou
poddvdny ve vhodnych ddvkdch, prindseji svému hostiteli zdravotni benefit"“.

V mnoha pripadech vsak neni jejich zdravotni pfinos pro danou chorobu, aplikaci nebo
hostitelsky organismus striktné prokazan. Vzhledem k tomu, Ze probiotika nejsou obvykle
definovdna jako |éCiva, nemusi prochazet Zzadnym procesem prokazujicim jejich Gcinnost pfi
aplikacich a onemocnénich u cilovych druh(. Proto bylo u¢inéno mnoho lékarskych tvrzeni o
jejich blahodarnych ucincich, a to jak u lidi, tak u zvifat (Schmitz & Suchodolski 2016).

Nastup antibiotik na pocatku 20. stoleti byl hlubokym védeckym prilomem. Navzdory
jejich nespornému pfinosu pro moderni medicinu vedlo jejich vSudypfitomné a casto
nevybiravé pouzivani v kombinaci s nedostatkem novych antibiotik k soucasné globalni
zdravotni hrozbé rezistence na antibiotika (Nathan & Cars 2014).

Kromé toho je antibioticka terapie také spojena s fadou nezadoucich vedlejsich ucinkd,
véetné Clostridium difficile — ptidruzeny pridjem a kandidéza a mozny rozvoj fady chronickych
onemocnéni véetné syndromu drazdivého tracniku, obezity, alergii, a dokonce i
psychiatrickych poruch (Li et al. 2016). Proto v poslednich letech roste povédomi o vyhodach
doplnéni antibiotické terapie probiotickou terapii pro prevenci takového onemocnéni
(Goldenberg et al. 2015).
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4.2.1.2 Prebiotika

Mezindrodni védeckd asociace pro probiotika a prebiotika je definuje jako ,,substrat,
ktery je selektivné vyuzivan hostitelskymi mikroorganismy, coz pfinasi zdravotni pfinos”
(Gibson et al. 2017). Prebiotika jsou obvykle slou¢eniny vlakniny rlzné délky, které
prochdzeji nestravené Gl traktem. Patfi mezi né disacharidy, oligosacharidy a polysacharidy
nebo prebiotika s dlouhym fetézcem, jako je inulin (Koh et al. 2013).

4.2.1.3 Synbiotika

Synbiotika jsou pFipravky kombinujici jak probiotika, tak prebiotika. Tento koncept byl
poprvé predstaven jako ,smés probiotik a prebiotik, ktery ptiznivé ovliviiuji hostitele tim, ze
zlepsuji preziti a implantaci Zivych mikrobialnich doplrikd stravy do Gl traktu. Pomoci selektivni
stimulaci rUstu a aktivaci metabolismu jednoho nebo omezeného poctu kmene zdravi
prospésnych bakterii, ¢imz zlep3Suji pohodu hostitele” (Gibson & Roberfroid 1995).

Organizace OSN pro vyZivu a zemédélstvi (FAO) doporucuje, aby se termin synbiotikum
pouzival pouze v pfipadé, Ze Cisty pozorovany prinos pro zdravi je synergicky.

4.2.2 \Vyznam probiotik

Jednim z hlavnich ddvodl, pro¢ majitelé privadi psy k veterinarnim lékardm, jsou
poruchy GIT. Tyto poruchy zplsobuji enteropatogeny jako je naptiklad Salmonella, ale také se
mohou u psli objevovat zoondzy, které jsou pro ¢lovéka nebezpecné (Roddie et al. 2008).
Plvod probiotik tvofi zaklad prevence a léCby rlznych poruch a onemocnéni zvirat. Proto je
Casto strava o probiotika doplnéna (Hill et al. 2014).

Mezi mozné pfinosy poutZiti probiotik u domacich zvifat patfi: modulace imunitniho
systému, pomoc pfi udrzovani stresu, ochrana pred infekcemi zplsobenymi enteropatogeny,
zvySeny rlst a vyvoj, kontrola alergickych poruch a nové i obezity.

Vice nez 500 rdznych bakterii kolonizuji a rozmnoZuji se ve stfevé, prichytavaji se a
pfilnou ke stfevnimu epitelu a stabilizuji rovnovahu stfevni  mikrobioty
(Vanderhoof & Young 2004).

4.2.3 Vlastnosti probiotik

Mikroorganismy musi spliiovat urcité vlastnosti, aby mohly byt pouzity jako probiotika
ve vyzivé zvifat. Nesmi byt pro zvifata patogenni, musi byt odolné v(c¢i fyzikdlnim a
environmentalnim faktorlm typickym pro procesy vyroby krmiv pro zvifata, a to: teplu, suseni,
UV zafeni. Musi si zachovat Zivotaschopnost pfi zpracovani, skladovani a manipulaci
(Setlow 2006; Cutting 2011).
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Probiotika by méla byt bezpecna a bez vektor(, které jsou schopny prendaset rezistenci
k antibiotikim. Kromé toho by probiotikum mélo mit velkou schopnost prezit ve stfevnich
podminkach (kyselé pH, enzymy, Zluové soli atd.) (Plaza-Diaz et al. 2018).

Probiotika v idedlnim ptipadé prilnou ke sténé stfeva a kolonizuji travici trakt zvirete.
Tyto mikroorganismy musi mit schopnost rychle rlst v levnych kultivaénich médiich, aby jejich
produkce a pouZiti ve vyZivé zvirat byly ziskové (Bajagaia kol. 2016). Diky tomu je pouziti
sporotvornych bakterii vysoce odolnych vici neptiznivym podminkam prostredi, jako jsou
vysoké teploty a vysychani, zejména patficich do rodu Bacillus, jsou stéle ¢astéjsi (Reid 2016)

Probiotické vlastnosti mikroorganismi jsou spojeny se specificitou hostitele
(Christensen et al. 2002). Pro Uspésné poufziti jako probiotika by tedy bakteridlni druh mél byt
hostitelského stfevniho plGvodu (Silva 2013), protoZe takové kmeny maji vyssi schopnost
preziti a kolonizace (Minelli 2009). BohuZzel vétSina probiotik nepochdzi pivodné z psi GIT
mikrobioty. Psi stfevo je vSak bohaté na mikroorganismy s probiotickym potencidlem
(Silva et al. 2013).

A v kone¢ném dUlsledku musi mit prokazatelné priznivé ucinky na hostitele. Nakonec
by mélo byt prokazano zachovani aktivity, Zivotaschopnosti a rastové ucinnosti probiotika po
technologickém oSetfeni (Plaza-Diaz et al. 2018).

4.2.4 Komercné vyuZivana probiotika

Dosud byly zkoumany ctyfi bakterialni kmeny Evropskym drfadem pro bezpecnost
potravin (EFSA) z hlediska jejich bezpecnosti a Ucinnosti jako probiotik nebo doplfikovych latek
u psd. Mezi tyto kmeny zahrnujeme Enterococcus faecium (E. faecium NCIMB 10415 E1705,
E. faecium NCIMB 10415 E1707), Lactobacillus acidophilus DSM 13241 25 a Bifidobacterium
sp. animalis.

Rod E. faecium byl jiz dtiv schvalen pro pouziti u hospodarskych zvifat a v roce 2004 byl
schvdlen pro zdjmova zvifata (Lee & Salminen 2009).

4.2.4.1 Enterococus

Rod Enterococcus se sklada z vice nez 40 druh( bakterii (Van Tyne et al. 2013). Tyto
grampozitivni a fakultativné anaerobni bakterie se vyskytuji ve formé kulovitych bunék (kok).
Bakterie se mohou vyskytovat jednotlivé, v parech nebo kratkych retézcich. Optimalnim
prostfedim pro jejich rlst je teplota 35 °C a pH 9,6 (Araujo & Ferreira 2013). Enterokoky patii
mezi bakterie mlééného kvaseni (BMK), jsou schopny pfeménit glukézu na kyselinu mlé¢nou.

Jako probiotikum se vyuzivaji Enterococcus faecalis a Enterococcus faecium, ktefi se
pfirozené nachdzi v GIT lidi i zvifat (Sedlacek 2007; Rada & Marounek 2005).
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4.2.4.2 Lactobacillus

Rod Lactobacillus zahrnuje vice nez 100 rlznych druh( (Gaggia et al. 2010). Patti do
skupiny grampozitivnich a fakultativné anaerobnich bakterii. Jedna se o bunky tvaru
pravidelnych delSich tycek (Lee & Salminen 2009). Stejné jako rod Enterococcus patfi mezi
BMK (Sedlacek 2007). Vétsina je schopna rlstu pfi 45 °C pti a pH 5,5 — 6,2. Jejich zdrojem
energie jsou organické latky tvorené mikrobiotou. Laktobacily jsou schopné fermentovat
laktéozu a muUzZeme je rozdélit na tzv. homofermentativni, kdy bakterie produkuji pouze
kyselinu mlé¢nou a heterofermentativni produkuji kyseliny mlé¢nou, ethanol a oxid uhlicity.
Bakterie se pfirozené vyskytuji v gastrointestindlnim traktu (Liong 2011).

Pouzivané jsou: Lactobacillus acidophilus, L. casei, které najdeme v mléce, v syru a
v prosttedi. L.delbrueckii sp. Bulgaricus se nachdzi vsyru a jogurtu. A v potravinach a
v prostiedi mulzZeme najit L. rhamnosus, L. reuteri, L. plantarum (Sedlacek 2007;
Rada & Marounek 2005).

4.2.4.3 Bifidobacterium

Bifidobakterie jsou prirozené vyskytujici se bakterie v travicim traktu lidi i zvifat.
Radime mezi né vice nez 30 druhd. Jsou to grampozitivni a anaerobni bakterie. Bifidobakterie
jsou nepravidelné, nékdy zahnuté nebo rozvétvené tycinky. Také je ¢asto najdeme ve tvaru Y
nebo V (Roy 2011). Citlivost ke kysliku ztéZuje jejich pouZiti jako probiotik, protoZe stabilizace
produktl s bifidobakteriemi tak, aby splnily poZzadavky na trvanlivost je obtizna ve srovnani
napriklad s laktobacily (Venema & do Carmo 2015). Jejich optimalni rlstové prostredi je
teplotaod37do41°CapH6,5—-7,0 (Roy 2011). Bifidobakterie fermentaci sacharidd produkuji
kyselinu octovou a kyselinu mlé¢nou (Venema & do Carmo 2015).

4.2.5 Mechanismy plisobeni probiotik

Probiotika mohou zlepSit zdravi sliznic nékolika navrhovanymi mechanismy.
Vytésnénim strevnich patogen( (Lee et al. 2003), produkci antimikrobialnich latek (Jones &
Versalovic 2009), posileni imunitnich odpovédi (Pagnini et al. 2010) nebo zvySenim receptoru
bunék pro rtiizné metabolity (Soo et al. 2008).

Probiotika mohou konkurovat potencidlnim patogenim tim, Ze interferuji s jejich
prilnavosti ke stfevni sliznici nebo indukci tvorby mucinu. Pfedpoklada se, Ze tyto mechanismy
jsou kmenové specifické, pricemz nékteré kmeny maji zvySenou schopnost adherence a
nékteré kmeny jsou schopné zvysit adherenci patogenli ke strevnimu hlenu
(Collado et al. 2007).

Probiotické bakterie mohou produkovat rizné antimikrobialni [atky, jako jsou mastné
kyseliny, kyselinu mlé¢nou a kyselinu octovou (Saarela et al. 2000). Napfiklad Lactobacillus
dokaze snizit expresi a produkci toxinového genu Salmonella a E. coli in vitro
(Schmitz & Suchodolski 2016).
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Imunitni modulace hostitelského organismu, zejména stfevnich epitelidlnich bunék,
mUZe nastat prostiednictvim slozek mikrobidlnich bunécnych stén, jejich metabolitli nebo
DNA. Uginky zahrnuji udriovani a posilovani tésnych spojil, prodlouzeni preziti stievnich
epitelidlnich bunék. Také mohou produkovat protilatky IgA a B-defenzin neboli antimikrobidlni
peptid s baktericidnimi ucinky. Tento peptid plsobi proti grampozitivnim i gramnegativnim
bakteriim (Oelschlaeger 2010).

Zivotaschopné bakterie mohou byt nezbytné pro probiotické ucinky. Tyto Gcinky
mohou také umoznit slozkami bunécné membrany nebo strukturné odliSnymi vylu¢ovanymi
molekulami, napf. peptidy, lipopeptidy, lipopolysacharidy, DNA nebo RNA
(Laukova et al. 2004).

Nékolik studii ukazuje, Ze klicové biologické signdini drahy, jako jsou jaderné faktory
kappa B, MAP kinazy (Thomas & Versalovic 2014), které se ucastni Sirokého spektra bunécnych
pochodl, jako je exprese gen(, mitdza, bunécna diferenciace i programovana smrt bunék
(Pearson 2001), fosfatidylinositol-3-kindzy a peroxisom proliferacni aktivator transkripcniho
receptoru gama jsou cile pro probiotika nebo jejich produkty (Thomas & Versalovic 2014).
(Obr.4)

Tyto drahy mohou byt jednotlivymi probiotickymi kmeny rGzné modifikovany. To je
kmenové specificky ucinek, bakterialni kmeny stejného druhu mohou rlizné ménit bunécné
reakce. Napfiklad Lactobacillus reuteri ATCC PTA 6475 muZe inhibovat TNF-a neboli faktor
nadorové nekroézy, ktery je produkovan z myeloid bunék (Lin et al. 2009).
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Obrdzek 4 Mechanismus ucinku probiotik (Thomas a Versalovic 2010)
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4.2.6 Ucinek probiotik

Ucinky probiotickych organism( jsou velmi rozmanité a zavisi na véku zvifete a jeho
fyziologickém stavu (Rada 2010). Studie prokazaly roli probiotik v prevenci zdravotnich
problému, v€etné poruch traveni, jako je prljem zpUsobeny infekcemi (Plaza-Diaz et al. 2018),
prGjem souvisejici s antibiotiky (Newberry 2012), syndrom draidivého tra¢niku (IBS)
(Moayyedi et al. 2010), Clostridium difficile (Goldenberg et al. 2017), zanétlivé onemocnéni
stfev (IBD), a ulcerdzni kolitidy (Saez-Lara et al. 2015), u alergickych poruch, jako je atopicka
dermatitida (ekzém) a alergickd ryma (Berings et al. 2017).

V soucasné dobé se uznava, Ze stfevni dysbidza se tyka zmén v kvantitativnim a
kvalitativnim sloZeni mikrobioty, Ze tyto zmény mohou vést ke zméné hostitelské mikrobialni
interakce, kterd muze pfispivat k chorobnému stavu ¢asto se zanétem (Plaza-Diaz et al. 2018).

4.2.6.1 Efekt probiotik pfi prevenci a Ié¢bé nemoci

4.2.6.1.1 Infekéni a neinfekéni akutni prajem

Celkové se zd3, Ze poutziti probiotik u akutnich infekénich Gl onemocnéni psti ma své
opodstatnéni. Podani probiotické smési Sténatim s potvrzenou parvovirdzou vedlo ke zvyseni
Zivotnosti Sténat ze 70 % na 90 %, také k rychlejSimu zlepseni klinickych ptiznakd a zvyseni
poctu leukocytl (Jensen & Bjgrnvad 2019).

V dalsi studii doSlo k vyznamnému snizeni vyluovani vajicek Ancylostoma u psu
|é¢enych smési laktobacill (L. acidophilus ATCC 4536, L. plantarum ATCC 8014 a L. delbrueckii
UFV H2B20) po dobu 28 dnu ve srovnani s nelécenou kontrolni skupinou (Coélho et al. 2013).

Také byla |écena giardiaza pst pomoci E. faecium SF68. Po 6 tydnec |écby nebyly mezi
[é¢enymi a nelééenymi psy pozorovany zadné rozdily ve vyluéovani cyst, vyluc¢ovani fekalniho
antigenu, fekdlniho IgA ani fagocytarni aktivité leukocytl (Simpson et al. 2009).

Mezi dalsi formy akutniho prljmu u psl, kterym byla poddvana probiotika, patfi
prdjem souvisejici se stresem, antibiotiky vyvolanym a idiopatickym prijem. Vysledky
podavani probiotik jsou variabilni v zavislosti na kmeni a hodnocené populaci psu. Pouzitim E.
faecium SF68, nebyl zjistén zadny Gcinek na prijem souvisejici se stresem chovatelské stanice,
coz by mohlo byt castecné zpuasobeno nizkou prevalenci prajmu v této studii
(Bybee et al. 2011).

Stolice se vyznamné zlepsila u pstli, podstupujici chovatelsky stres, kdyZ bylo dopInéno
Bifidobacterium animalis AHC7 ve srovnani s nelééenou kontrolni skupinou (Kelley et al. 2010).
Podobné reakce byly pozorovany ve studii akutni gastroenteritidy s pouzitim probiotické smési
L. acidophilus, Pediococcus acidilactici, B. subtilis, B. licheniformis a L. farciminis. Doba zotaveni
se vyznamné zkratila ve srovndni s nelé¢enymi jedinci (Herstad et al. 2009).
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4.2.6.1.2 Chronicky prGjem

Stejné jako u lidi se predpoklada, Ze patogeneze chronickych zanétlivych stavli GIT u
psU je zplsobena aberantni odpovédi imunitniho systému na mikrobiotu lumen stfeva
(Sartor 2006). Existuje dostatek dikazl o imunitni dysregulaci, i kdyz presny typ zdnétlivé
reakce a patogeneze nebyl objasnén (Schmitz et al. 2012).

Nékolik studii ukdzalo, Ze u psl s pridjmovym onemocnénim existuji také zmény
stfevniho mikrobiomu (Suchodolski et al. 2012). Bylo provedeno nékolik pokust k ovlivnéni
slozeni mikrobioty u psd. U¢elem téchto pokustl bylo zmirnéni klinickych p¥iznaki pomoci
probiotik, u kterych se uz prokazaly imunomodulacni vlastnosti (Schmitz et al. 2012).

Byla provedena lécba jednim kmenem E. faecium u pst s onemocnénim reagujicim na
potravu. Zjistilo se, Ze E. faecium nema Zadny vliv na klinické pfiznaky, histologii nebo genovou
expresi duodenalnich a tracniku vybranych gen( spojenych se specifickym pomocnym T
lymfocytem (Schmitz et al. 2015).

Lepsi vysledek se u psU objevil pfi pouZiti probiotické smési. Kombinace laktobacill
(L. acidophilus a L. johnsonii) snizila duodenalni interleukin, interferon gama tlustého streva,
hladina mRNA a pocet fekalnich bakterii rodu Enterobacteriaceae. Zatimco se pocty
Lactobacillus spp. zvysily (Sauter et al. 2005).

4.2.7 Vybérova kritéria a bezpecnost probiotik

4.2.7.1 Testovani mikrobidlnich kmen( pro jejich kvalifikaci jako probiotika u psu

Napriklad 4 jednotlivé bakteridlni kmeny —Enterococcus faecium NCIMB10415, Ec.
faecium NCIMB10415, Lactobacillus acidophilus DSM13241 a Bifidobacterium animalis ssp.
animalis NCIMB41617 — byly posouzeny Evropskym ufadem pro bezpecnost potravin z
hlediska jejich bezpecnosti a ucinnosti jako probiotik nebo doplik( stravy pro psy
(Schmitz & Suchodolski 2016).

Pfi testovani se studie zvlasté zamérily na vlastnosti preziti kmenG pfi nizkém pH
(aby napodobovaly priichod Zaludkem), aby odolavaly degradaci Zlucovymi kyselinami v
tenkém stfevé, jejich adhezni vlastnosti ke stfevnimu hlenu a jejich potencial produkovat
antimikrobidlni  peptidy nebo inhibovat in vitro rlst patogenl (vétSinou
E.coli a Salmonella ssp.). Posuzovany byly i nékteré dalsi funkéni a genetické vlastnosti
(napfr. fermentace sacharidd a imunomodulacni ucinky) (Schmitz & Suchodolski 2016).

Neni Uplné jasné, zda je preZiti probiotik pro pfiznivy Ucinek vibec nutné, nebo zda
napriklad staci jejich DNA (Kant et al. 2014). Existuji urcité dlkazy, Ze i neZivotaschopné
probiotické bakterie mohou zpUsobit imunitni modulaci hostitele (Zhong et al. 2012).

Neddvné studie naznaduji, Ze probiotické smési jsou schopny vyvolat velké zmény v
mikrobioté adherujici na ileadlni sliznici u kolitickych mysi a také psd s chronickymi
enteropatiemi (Mar et al. 2014).
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4.2.8 Kvalita a stabilita probiotik

Kontrola kvality je u probiotickych produktl vely problém. JelikoZ jsou probiotika
klasifikovany jako doplriky stravy, neni ze zakona vyzadovana kontrola kvality jako u 1ék(. Neni
k dispozici velké mnozstvi Udaji o kvalité a trvanlivosti komeréné dostupnych probiotik
(Weese & Arroye 2003).

Studie Schmitze a Suchodolskiho (2016) hodnotila mikrobialni slozky krmiva pro psy s
tvrzenim, Ze obsahuji probiotika. Bylo kontrolovano 19 komercnich diet a vysledkem bylo, Ze
krmiva neobsahovala vSechny uvadéné organismy. Pfiblizné z 50 % vzork( bylo mozné izolovat
urcité mnozstvi slozek. Jedenact vzork( obsahovalo dalsi pfibuzné organismy a vice nez 25 %
testovanych diet nevykazovalo Zadny relevantni bakterialni rist.

Napfiklad v Kanadé existuje prlivodce pro spotrebitele, ktery uvadi probiotika
registrovana na kanadském trhu pro podavani lidem. Nachazi se zde seznam probiotik, ktera
byla uspokojivé testovana. V této prirucce se odkazuje na védecké ¢lanky, které podporuji
testy a presné popisuji na jakou patologii bylo kazdé probiotikum testovano
(Skokovic - Sunjic 2016).

Pfed pouzitim komercnich probiotik v ZivocisSné vyrobé je dllezité prezkoumat
védeckou podporu, kterd je produktu k dispozici. Zda je pfipravek vhodny pro dany druh a vék
zvifete. Mezi zemémi existuji rozdili v oznacovani a hlaseni Gc¢inku. V Evropské unii Ufad pro
bezpecnost potravin (EFSA) prakticky omezil pouzivani terminu probiotika na etiketdch,
protoZe pro né existuje jen malo registrovanych produktt, které prokazaly svlj ucinek a
ucinnost nad placebo efekt (Yeoman a White 2014).

Bylo prokazano, Ze vyrobni postupy a potravinovy nosi¢ mohou ovlivnit plvodni
vlastnosti probiotik (Grzeskowiak et al. 2015). Protoze ridzné zdroje stejného probiotika
mohou vyznamné zmeénit vlastnosti kmene, muzZe byt vysledek intervencnich studii
zpochybnén. Bylo ukdzano, Ze rlstova média mohou vyznamné ovlivnit pfilnavost psich
probiotik laktobacild k hlenu pstd (Grzeskowiak et al. 2013). Jejich vliv na adhezi
enteropatogent ke psimu hlenu se také ménil v zavislosti na rlistovém médiu pouzitém ke
kultivaci probiotik (Grzeskowiak et al. 2014). Proto je treba peclivé zvazit podminky ristu a
média pro kontrolu kvality stavajicich probiotik a pro identifikaci novych probiotik pro domaci
zvitata, protoze i malé zmény vlastnosti mohou vyznamné ovlivnit vysledek s rliznym dopadem
na zdravi hostitele (Grzeskowiak et al. 2015).
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4.3 Probiotika ve vyzZivé psu

Probiotika, kterd jsou regulovana jako doplriky stravy a potravin, se skladaji z kvasinek
nebo bakterii. Jsou dostupné jako kapsle, tablety, balicky nebo prasky a jsou obsaZzeny v
raznych fermentovanych potravinach (Santosa et al. 2006).

Dle doporuceni FAO/WHO by také na etiketach probiotickych pfipravkl méli byt
vyznaceny informace o ktery rod, druh a kmen mikroorganismu se jedna, jaké minimalni
mnozstvi Zivotaschopnych bakterii na konci doby trvanlivosti vyrobek obsahuje, na zdkladé
védeckych poznatkl by méla byt stanovena zdravotni tvrzeni, doporucena davka a spravné
podminky skladovani (FAO/WHO 2002).

Aby se predeslo zavaznym onemocnénim, byla krmiva pro domdci zvifata formulovana
s rlznymi probiotickymi bakteriemi (Weese a Arroyo 2003). Mezi nejpouzivané;jsi bakteridlni
rody patti Bifidobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Bacillus, Pediococcus a Streptococcus
(Yirga 2015). Nékteré komercéni produkty pouZivaji jeden mikrobidlni druh, jiné jsou
vicedruhové, navic jsou na trhu probiotika na bazi bakterii, plisni, sporotvornych i
nesporotvornych mikroorganism( (Bajagaia kol. 2016).

Casto skute¢ny pocet Zivotaschopnych mikroorganism@ obecné neodpovida popistim
na etiketé, coz brani tomu, aby krmivo mélo zamyslené priznivé Gcinky (Weese a Arroyo 2003).

Z hlediska vyZivy u domacich zvifat jsou diety presné sestaveny a krmivo je
konzumovano tak, aby bylo dosazeno produkénich cil(, které zahrnuji potfeby ristu, ddrzby a
reprodukce. Vime, Ze tyto potieby se v pribéhu Zivota zvifete méni, a proto maji formulované
diety zaloZené na produkcnich cilech, potfebach udrzby a véku (Rauw 2012).

4.4 Fekalni mikrobidlni transplantace

Poddvani jednokmenovych nebo i vicekmenovych probiotickych pripravkd mlize mit
omezenou schopnost trvale ovliviiovat sloZeni stfevni mikrobioty, zejména s ohledem na
skutecnost, Ze mikrobiota se sklada ze stovek mikrobidlnich druha.

Na zakladé predpokladu, Ze za urcitych podminek je potfeba komplexnéjsi zména
(napf Clostridium difficile infekce nebo IBD), doslo k pokusim o prenos stfevni mikrobioty
z jednoho subjektu na druhého. Toto bylo nazvano fekalni mikrobidlni transplantace (FMT),
mikrobidlni restorativni terapie nebo fekalni bakterioterapie.

V humanni mediciné se FMT vétSinou provadéla pro recidivy C. difficile infekce. Ukazalo
se, ze FMT je bezpecny a ucinny u 83-92 % lidskych pacient(, u kterych bylo dosazeno uplného
vymizeni klinickych ptiznakd (Gough 2011).

K dispozici jsou omezené klinické udaje hodnotici pouZziti FMT pro IBD u psf, ale pilotni
studie naznacuji, Zze mira odpovédi na FMT u chronického stfevniho zdnétu je mnohem nizsi
ve srovnani s C. difficile infekci (Colman 2014).
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5 Metodika
5.1 Testované vzorky

Bylo testovano 8 riznych vzork( komercéné vyrabénych probiotickych past pro psy, které byly
nahodné vybrany a nasledné zakoupeny v bézné trini siti. Probiotika obsahuiji, dle deklarace
vyrobcl, probiotické mikroorganismy zlepsujici stfevni mikrobiom.

Vzorek 1 je probioticka pasta pro kocky a psy. Vyrobce uvadi, Ze pasta se vyuziva pfi prajmech,
zméné dietnich ndvykd, parazitarnich a infekénich onemocnénich traviciho traktu. Pasta dle
vyrobce obsahuje Zivé bakterie Enterococcus faecium v po¢tu 1,5x108 CFU/g a Lactobacillus
acidophilus v poétu 5,2x103CFU/g v kombinaci s vysokym obsahem kvasinek.

Vzorek 2 je probiotickd a prebioticka pasta pro psy a kocky. Dle vyrobce je pasta ur¢ena na
zmirnéni akutnich prajma. K rekolonizaci stfeva je dle vyrobce vyuzZit Enterococcus faecium
v poctu 2x10°CFU/g.

Vzorek 3 je probioticka pasta s pfidavkem Fe?* iontd k prevenci fyziologické anemie mladat
a zvyseni odolnosti mladdat k enteradlnim infekcim. 1 g pasty dle vyrobce obsahuje 5x108 CFU/g
zarodk( Enterococcus faecium).

Vzorek 4 je probiotickd pasta uréena predevsim pro Sténata a kotata, popfipadé gravidni a
laktujici feny nebo zvirfata v rekonvalescenci. Dle vyrobce zlepSuje odolnost k bakterialnim
infekcim zoohygienickym a nutricnim stresim a mimoradnym fyzickym zatézim. Pasta dle
vyrobce obsahuje bakterii Enterococcus faecium v poétu 2x10°CFU/g.

Vzorek 5 je prebiotickd a probioticka pasta kombinace laktobacilt a kolostra pro psy a kocky.
Pripravek je uréen k podpore rdstu a vyvoji normalni mikrofléry. Vyrobce uvadi, Ze pasta
obsahuje Lactobacillus acidophilus v po¢tu 3,33x108 CFU/g, Lactobacillus rhamnousus v po¢tu
3,33 x108 CFU/g a Enterococcus faecium v po¢tu 5x108 CFU/g.

Vzorek 6 je pasta, kterd obsahuje probiotické bakterie. Pfipravek je uréen pro obnoveni a
udrzeni spravné funkce stfev u psa. Vyuziva se pfi mikrobialni dysbalanci. Vyrobce uvadi, ze
pFipravek obsahuje bakterii Enterococcus faecium v po¢tu 5x10% CFU/g.

Vzorek 7 je probioticka pasta pro psy a kocky, ktera dle vyrobce obsahuje prospésnou strevni
mikrobidlni kulturu v podobé Enterococcus faecium (2x10® CFU/g), prebiotikum, kaolin a
pektin. Vyrobek zklidruje stfevo a zlepsSuje konzistenci vykalu.

Vzorek 8 je dle vyrobce vylepseny vzorek 7, ktery navic obsahuje psyllium, beta-glukany a
vedle kaolinu dalsi druh jilu. Dle vyrobce obsahuje Enterococcus faecium v po¢tu 2x108 CFU/g.
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5.2 Postup mikrobiologického rozboru
5.2.1 Priprava vzorku

Na fedici fadu bylo vytvofeno potfebné mnozstvi peptonové vody. Na 1 litr destilované
vody bylo pfidano 5 g chloridu sodného (Penta, CZ) (Obr.8) a 10 g peptonu (Oxid, UK) (Obr.9).
Vse bylo smichano a pomoci pipety preneseno do zkumavek po 9 mililitrech. Zkumavky
s peptonovou vodou byly nasledné autoklavovany pfi 120 C° po dobu 10 minut v autoklavu
(Obr. 6).

Obrdzek 8 Chlorid sodny (vlastni
dokumentace)

Obrazek 5 Pepton (vlastni
dikumentace)

Obrdzek 7 Peptonovd voda pH 5-6
(vlastni dokumentace)

Obrdzek 8 Zkumavky s peptonovou vodou (vlastni dokumentace)
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Do prvnich zkumavek fedicich fad byl pfidan 1 g vzorku (Obr.9 a 10).

s SOUTEC
o R =
=T - 1

BT
Obrdzek 9 1 g vzorku Obrdzek 10 1 g vzorku
(vlastni dokumentace) (vlastni dokumentace)

Do zkumavek se vzorky byly pfidany sklenéné antiperle a zkumavky byly zvortexovany
(Obr.11). U kazdého vzorku byla vytvorena desitkova redici fada (9 ml peptonové vody a 1 ml
predchoziho fedéni) (Obr.12 a 13).

Obrdzek 11 Zvortexované vzorky v peptonové vodeé (vlastni dokumentace)
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Obrazek 12 Desitkova redici fada (Singh et al. 2018)
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Obrazek 13 Desitkova redici fada (Vlastni dokumentace)
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5.2.2 Kultivace bakterii rodu Enterococcus

Bylo pfipraveno kultivaéni médium. Médium bylo pfipravovano dle ndvodu a mnoizstvi bylo
vypocitdno z poctu fedéni a opakovani kazdého vzorku.

Médium: Slanetz and Bartley agar (Oxiod, UK) (Obr.14)

Na 1 litr destilované vody bylo ddno 42 g agaru Slanetz and Bartley.

Slozeni (g/l): Tryptdza 20,0

Kvasni¢ny extrakt 5,0

Glukoza 2,0

Hydrogenfosforecnan draselny 4,0

Azid sodny 0,4

Trifenytetrazolium chlorid 0,1 ] o
Obrdzek 14 Médium
(vlastni dokumentace)

Agar 10,0

Dle potfebného objemu bylo smichdno navazené mnoizstvi agaru v destilované vodé.
Suspenze byla privedena k varu. Poté co se prasek zcela rozpustil, byl agar dan do vodni lazné
a zchlazen na 50 °C (Obr.15).

Obrdzek 15 Agar ve vodni ldzni Obrdzek 16 Agar, pH 6-7
(vlastni dokumentace) (vlastni dokumentace)
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Agar byl rozlit do Petriho misek (Obr.17), v priméru 90 mm (cca
12 ml v misce). Po ztuhnuti, bylo na kaidou misku ddno
asepticky 10ul vzorku z kazdé zkumavky ve 3 opakovanich.
Kazdy vzorek byl rozetfen sklenénou hokejkou.

i,

Obrazek 1 Petriho misky
(vlastni dokumentace)

Vzorky se nechaly kultivovat 24 hodin a poté se spocitaly pocty
kolonii (Obr.18).

Obrdzek 18 Pocitani kolonii
(vlastni dokumentace)
5.2.3 Kultivace bakterii rodu Lactobacillus

Médium na Lactobacily bylo pfipraveno dle ndvodu a mnozstvi, které bylo vypocitdno z poctu
fedéni a opakovani kazdého vzorku.

Rogosa agar (Oxoid, UK) (Obr. 19)

Na 1 litr destilované vody je dano 82 g Rogosa agaru.

Slozeni(g/l): Trypton 10,0
Kvasni¢ny extrakt 5,0
Glukosa 20,0
Tween 80 1,0
Dihydrogenfosforecnan draselny 6,0
Citrat amonny 2,0

Obrdzek 19 Rogosa agar, médium

Acetat sodny 17,0  (viastni dokumentace)
Siran horecnaty 0,575

Siran manganaty 0,12

Siran Zelezity 0,034

Agar 20,0
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V destilované vodé bylo smichano navazené mnozstvi agaru (Obr.20) dle potfebného objemu.
Roztok byl varen, dokud se agar nerozpustil (Obr.21).

Obrdzek 20 navdzené mnoZstvi média
(vlastni dokumentace)

Obrdzek 21 vareni agaru (vlastni dokumentace)

Do roztoku bylo zamichano potfebné mnozstvi kyseliny octové (1,32 ml/|l destilované vody)
(Obr.22). Roztok byl znovu pfiveden k varu a poté vloZzen do vodni lazné na zchlazeni na 45°C.

Obradzek 22 ozvar”eny aar pH kolem 6 (vlastni dokumentace)

Ve Flowboxu byl zapalen kahan a do Petriho misky byl dan 10ul vzorku, nalil se agar a
krouzivymi pohyby se rozprostiel po misce. Po ztuhnuti byla do kazdé misky priddna a
rozprostiena dalsi, tenka vrstva totozného agaru.

Obradzek 23 Tuhnouci médium se vzorky (vlastni dokumentace)

Misky byly kultivovany 72 hodin. Poté byly spocitany kolonie a vyhodnoceny vysledky.
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6 Vysledky

Bylo otestovano 8 vzorkd probiotickych past, u kterych vyrobce uvadi, Zze obsahuiji

mikroorganismy zlepsujici mikrobiom psa. Vyrobce u kazdého vzorku deklaruje urcity pocet

mikroorganism.

Tabulky 1-8 zobrazuji vysledky mikrobiologické kultivacni analyzy. Jsou zde zobrazeny

rozdily mezi poctem kolonii z analyzy a pocltem kolonii deklarovanym vyrobcem. Pro

identifikaci bakterii bylo vyuzito selektivni médium pro dané bakterie. Vysledné pocty

celkovych enterokok( a laktobacill jsou uvedeny v log/CFU.

Vysledky jsou nasleduijici:

Tabulka 1: Vyhodnoceni kultivace vzorku 1

1. 2. 3. Pramér Smérodatna | Vyrobce
opakovani | opakovani | opakovani | z opakovani | odchylka Log/CFU
Log/CFU Log/CFU Log/CFU Log/CFU
Enterococcus | 7,88 7,91 8,94 8,24 0,49 8,18
Lactobacillus | 0 4,82 X 2,41 2,41 9,72
Tabulka 2: Vyhodnoceni kultivace vzorku 2
1. 2. 3. Pramér Smérodatna | Vyrobce
opakovani | opakovani | opakovani | z opakovani | odchylka Log/CFU
Log/CFU Log/CFU Log/CFU Log/CFU
Enterococcus | O 4,82 4,74 3,19 2,25 9,3
Tabulka 3: Vyhodnoceni kultivace vzorku 3
1. 2. 3. Pramér Smérodatna | Vyrobce
opakovani | opakovani | opakovani | z opakovani | odchylka Log/CFU
Log/CFU Log/CFU Log/CFU Log/CFU
Enterococcus | 7,94 0 4,74 4,23 3,26 8,70
Tabulka 4: Vyhodnoceni kultivace vzorku 4
1. 2. 3. Pramér Smérodatna | Vyrobce
opakovani | opakovani | opakovani | z opakovani | odchylka Log/CFU
Log/CFU Log/CFU Log/CFU Log/CFU
Enterococcus | 9,67 9,49 9,44 9,53 0,1 9,3
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Tabulka 5: Vyhodnoceni kultivace vzorku 5

1. 2. 3. Pramér Smérodatna | Vyrobce
opakovani | opakovani | opakovani | z opakovani | odchylka Log/CFU
Log/CFU Log/CFU Log/CFU Log/CFU
Enterococcus | 8,88 8,97 9,20 9,02 0,13 8,45
Lactobacillus | 0 11,22 X 5,61 5,61 8,82
Tabulka 6: Vyhodnoceni kultivace vzorku 6
1. 2. 3. Pramér Smérodatna | Vyrobce
opakovani | opakovani | opakovani | z opakovani | odchylka Log/CFU
Log/CFU Log/CFU Log/CFU Log/CFU
Enterococcus | 9,75 9,01 9,29 9,35 0,31 8,70
Tabulka 7: Vyhodnoceni kultivace vzorku 7
1. 2. 3. Pramér Smérodatna | Vyrobce
opakovani | opakovani | opakovani | z opakovani | odchylka Log/CFU
Log/CFU Log/CFU Log/CFU Log/CFU
Enterococcus | 8,86 9,16 9,12 9,05 0,13 8,30
Tabulka 8: Vyhodnoceni kultivace vzorku 8
1. 2. 3. Pramér Smérodatna | Vyrobce
opakovani | opakovani | opakovani | z opakovani | odchylka Log/CFU
Log/CFU Log/CFU Log/CFU Log/CFU
Enterococcus | 8,50 8,98 9,08 8,85 0,25 8,30

CFU = KTJ — Kolonie tvotici jednotku
Zelend — pocet kolonii je stejny nebo vyssi

Cervena — pocet kolonii je nizsi, ne? bylo deklarovano

Nejlepsich vysledk( dosahl vzorek 7 (tabulka 7), kde se naslo v prdméru o 0,35 log/CFU

(9,04 %) enterokokl vice,

nez deklaroval vyrobce.

Na druhou stranu nejméné se

deklarovanému poctu pfiblizil vzorek 2 (tabulka 2), kde se nachazelo 0 6,11 log/CFU (65,69 %)
enterokok(i méné. Laktobacili se nachazelo ve vzorcich (tabulka 1 a 5) az 0 75 % méné, nez

bylo deklarovano.
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7 Diskuze

Aby se bakterie mohly klasifikovat jako probiotika, dle WHO/FAO (2002) musi byt bakterie
Zivotaschopné a dodavané v dostatecném mnozstvi. Na trhu se objevuji pfipravky, které dle
vyrobce obsahuji deklarované mnozZstvi probiotik. Ale ¢&asto pocet Zivotaschopnych
mikroorganismud neodpovida popisim na etiketé (Weese & Arroyo 2003).

Momentdlné popularita probiotickych prepardtd exponencidlné vzrista. Objevuje se
otazka, jestli i kvalita probiotickych prepardt( vzriista (Kolacek et al. 2017).

V publikacich hodnotici kvalitu probiotik je zfejmé, Ze kvalita neodpovidd deklarovanym
informacim na etiketach vyrobku. Jejich pocet je nedostacujici a Zivotaschopnost velmi snizena
(Jackson et al. 2019). Napfriklad ve studiich Gaggia et al. (2010) se ve vysledku nasly rozdilné
mikroorganismy, nez byly deklarovany. Také mnozstvi téchto bakterii nebylo dostacujici.

Castym problémem je absence deklarovanych taxont. A kv@li nedostacujicimu mnozstvim
Zivotaschopnych bakterii, nemusi dochdzet ani k oéekdvanému zdravotnimu pfinosu pro
hostitele (Jackson et al. 2019).

Ve studii od Coman et al. (2019) byly izolovany nékteré rodl Lactobacillus sp. z vykall
zdravych psl. Tyto bakterie byly identifikovany a charakterizovany pro jejich potencialni
probiotickou aktivitu. Z ¢erstvého exkrementu zdravych psu bylo izolovano 14 riznych druh
patficich do rodu Lactobacillus sp., ale pouze pét z nich bylo schopno pfeZit v podminkdach
simulované Zaludecni kyseliny.

Tolerance bakterii vici kyselindam je dllezitym faktorem nejen pro zajisténi jejich
odolnosti vici zaludecnim strestim, ale také béhem vyroby a komercializace pro jejich pouziti
jako dietnich doplikd (Tuomola et al. 2001).

Xu (2019) zkoumal pfiznivé ucinky podavani probiotickych sloucenin psiim rlizného véku.
Vysledky naznacovaly, Ze probiotické slou¢eniny mizou ucinné zmirfiovat klinické priznaky
prajmu u psd. Pozorovani naznacovala, Ze komunita mladych stfevnich bakterii by mohla
zlepsit schopnost traveni potravy u starsich pst modulaci jejich chuti k jidlu a asimilaci Zivin.

Zmény stfevni mikrobioty souvisejici s vékem jsou spojeny se zvySenym zdnétem a
oslabenou imunitou a tyto zmény mohou z dlouhodobého hlediska zkratit Zivotnost zvirat
(Smith et al. 2017). Na druhou stranu, zdrava stfevni mikrobiota muze zachranit nebo zpomalit
proces starnuti tim, Ze zachova vrozenou imunitni homeostazu, a nakonec podpofi
dlouhovékost zvitete (Guo et al. 2014).

Ve vysledku studie Di Pierra et al. (2019) zadny ze zkoumanych probiotickych pfipravki
neobsahoval dostatecny pocet Zivotaschopnych mikroorganismu.

Cilem praktické ¢asti bylo zhodnotit vybrana probiotika na rodové Urovni a stanovit jejich
mnozstvi kultivacni metodou. Pro préci bylo vybrano 8 komercnich past, kde byl deklarovén
pocet probiotickych organisma.

Z vysledk( je patrné, Ze 6 z 8 probiotickych past (vzorek 1, 4, 5, 6, 7, 8) obsahovalo
deklarovany pocet bakterii rodu Enterococcus. Na rozdil od vzork( 2 a 3, ktery se k poctu
deklarovanych mikroorganismi ani nepfiblizily. Ve vzorku 2 se nachézelo o 6,11 Log/CFU
Enterococcus spp. méné, nez deklaroval vyrobce. A ve vzorku 3 se objevilo o 4,47 Log/CFU
bakterie Enterococcusspp. méné, nez vyrobce uvadél na obalu vyrobku.
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Vzorky 1 a 5 dle vyrobce obsahovaly bakterie rodl Enterococcus a Lactobacillus. V téchto
vzorcich se nasel minimalni pocet bakterie Lactobacillus. Ve vzorku 1 o 7,31 Log/CFU a ve
vzorku 5 o0 3,21 Log/CFU, nez deklaroval vyrobce na etiketé.

Vzorky 2, 3 a 4 se $patné rozpoustély v peptonové vodé, kterd ma podobné pH jako tenké
stfevo (pH kolem 6 — Obr. 7). Coz mohl byt také dlivod mensiho vyskytu bakterii na kultivacnich
médiich. Jen vzorek 4 mél vyssi pocet bakterii, nez je deklarovano na obalu.

Dalsim divodem muze byt problém s kvalitou probiotik. Je to jeden z nejbéznéjsSich
dlvodu, pro¢ mikroorganismy ztratily svou Zivotaschopnost. Kvalita se mize zménit béhem
baleni, skladovani, distribuce a maloobchodniho prodeje. PreZiti a Zivotaschopnost jsou
skutecné ovlivnény radou faktor( prostredi, jako je materidl nosice, pevnost v tlaku, kyslik,
teplota, aktivita vody, pfitomnost dalSich slozek a doba skladovani, které nejsou vzdy dobre
kontrolovany (Schoeni 2015).

Zivotaschopnost mikroorganismd béhem skladovani by mohla byt udrzena napfiklad
snizenou okolni teplotou, kontrolou vlhkosti a zabranéni pfistupu kysliku k vyrobku s
probiotiky (Huang et al. 2017).

Vysledky mohou byt jiné z dGvodu nespravného zachazeni pfi experimentu. Pro eliminaci
chyb byl kazdy vzorek pfi kazdém opakovani dan na 3 Petriho misky. A experiment byl pro rod
Enterococcus ttikrat opakovan a pro rod Lactobacillus dvakrat. Manipulace s bakteriemi neni
jednoduchad a casto vede ke smiSenym vysledkim (Pilla & Suchodolski 2020).

IdedIni by bylo urcit bakterie na Urovni druhu, napfiklad pomoci metody PCR s druhové
specifickymi primery, nicméné to nebylo predmétem bakalarské prace.
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8 Zaver

Dle hypotézy se predpokladalo, Ze se v probiotickych ptipravcich bude nachazet nizsi nez
deklarovany pocet probiotickych bakterii (Enterococcus a Lactobacillus). Hypotéza se potvrdila
jen z &asti.

Nékteré probiotické pripravky obsahovaly deklarovany pocet bakterii rodu Enterococcus
faecium, ale probiotické pasty, které mély obsahovat bakterie rodu Lactobacillus, dané
bakterie v deklarovaném mnozstvi neobsahovaly.

Do budoucna by se studie mély zaméfit na to, jak nejlépe uchovat mikroorganismy
Zivotaschopné pfi manipulaci s probiotickymi vyrobky. A vyrobce by se mél zaméfit na lepsi
rozpustnost probiotickych past.
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