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Vyhodnoceni rizika vyskytu bakterii zpusobujicich
zoonozy u psu v dusledku krmeni konceptem BARF
s ohledem na jejich vyuziti v canisterapii

Souhrn

Diplomova prace se zabyva tématem Vyhodnoceni rizika vyskytu bakterii
zpisobujicich zoondzy u pst v disledku krmeni konceptem BARF s ohledem na jejich vyuziti
Vv canisterapii. Cilem této prace byla realizace vyzkumného Setfeni, které vyhodnocuje vyskyt
bakterii se zoonotickym potencidlem u psti krmenych dle konceptu BARF. Dil¢im cilem bylo
vyhodnoceni dotaznikového Setfeni, které mapuje metody krmeni psi zapojenych
do canisterapie.

Krmeni pst dle konceptu BARF je zalozené na krmeni syrovou potravou a V soucasné
dob¢ je velice zadanou metodou krmeni u mnoha majitelt psi. BARF strava vSak muze
ptredstavovat riziko ptenosu zoonotickych onemocnéni, kterd jsou zpusobena piedev§im
bakteriemi a parazity, ojedin€le i viry. Ztohoto diivodu neni doporuceno krmit psa
v canisterapii krmivem BARF. Pes v canisterapii navstévuje klienty vSech vékovych kategorii
S riznymi zdravotnimi problémy, u kterych muize byt oslabena imunita ¢i zvySené riziko
infekce. Proto je v canisterapii nezbytna diikladna zoohygiena a prevence proti zoonotickym
onemocnénim.

Tato studie vyhodnocuje sloZeni stftevniho mikrobiomu vzhledem k metodé krmeni psa.
Vyzkumné &ast byla provedena v laboratofi na Akademii véd Ceské republiky. Do vyzkumného
Setfeni bylo zapojeno celkem 100 psi (50 psi krmeno BARF stravou a 50 psi krmeno
granulemi). Slozeni stfevniho mikrobiomu bylo hodnoceno na zakladé izolace DNA z fekalniho
vzorku. Pro vyhodnoceni potencialnich patogennich bakterii (Salmonella spp., Campylobacter
jejuni, Clostridium perfringers) byla pouzita kvantitativni metoda qPCR. Prvni hypotéza, ktera
predpokladala, Ze u pst krmenych dle konceptu BARF se bude vyskytovat signifikantné vyssi
mnozstvi patogennich bakterii, byla prokazana u bakterii Campylobacter jejuni a Clostridium
perfringers. Vyskyt bakterie Salmonella spp. byl sice vys$si u psi krmenych BARF stravou, ale
statisticky se vyznamnost nepotvrdila. Druha hypotéza pfedpokladala, Ze psi Zijici venku na
zahrad¢ budou mit vys$si pocet patogennich bakterii nez u pst zijicich doma. Tato hypotéza
nebyla potvrzena. Pro porovnani rozdilu v kompletnim stievnim mikrobiomu u pst z hlediska
zpusobu krmeni bylo provedeno pomoci metody denatura¢ni gradientové gelové elektroforézy
(DGGE). U pst byl prokazal vyznamny rozdil ve sloZzeni mikrobiomu pst krmenych BARF
stravou a psu krmenych suchou stravou. Piekvapive psi, ktefi byli krmeni granulemi méli vEtsi
vyskyt potencialné patogennich bakterii (konkrétné Salmonella bongori, Escherichia coli a
Streptococcus sp.). Tento vysledek by tak mohl poslouzit jako namét pro dalsi studie.

Studie byla doplnéna dotaznikovym Setfenim, které mapovalo metody krmeni
canisterapeutickych pst. Dil¢iho Setieni se zucastnilo 42 respondentii, z nichz 27 krmilo svého
psa tepeln¢ upravenou stravou. I prestoze védecka literatura nedoporucuje Kkrmit psa
v canisterapii BARF stravou, 11 respondentti touto metodou svého psa krmi a 4 respondenti



krmi kombinaci tepelné upravené stravy a BARF stravy. Navic vétSina respondentii uvedla,
ze je BARF strava vhodna i u canisterapeutickych psti a neuvédomuji si zadna rizika zoondz.

Na zakladé vysledki této studie 1ze predpokladat, ze u pstt krmenych dle konceptu BARF
se vyskytuje vyssi riziko potencidlné patogennich bakterii, které mohou zptisobovat zoonoticka
onemocnéni. Jakékoli riziko pfenosu zoonotickych onemocnéni je V canisterapii rozhodné
nezadouci, proto by se nem¢li do canisterapie zapojovat psi, kteti jsou krmeni touto stravou.
Vysledky této studie by tak mohly poslouzit jako podklad pro vytvoteni kontrolnich opatieni,
ktera by mohla definovat metodicka doporuéeni krmeni canisterapeutickych pst.

Klic¢ova slova: zoondzy, AAT, BARF, pes, bakterie, real-time PCR



Evaluation of the risk of bacteria causing zoonoses in dogs
as a result of feeding the BARF concept with regard
to their use in canistherapy

Summary

The diploma thesis is about evaluation of the risk of occurrence of bacteria causing
zoonoses in dogs as a result of feeding the BARF concept with regard to their use
in canistherapy. The main goal of this work was the implemenation of a research investigation
that evaluates the occurrence of bacteria with zoonotic potential in dogs fed according to the
BARF concept. A secondary goal was the evaluation of a questionnaire survey that maps the
methods of feeding the dogs involved to canistherapy.

Feeding dogs according to the BARF concept is based on feeding raw food
and is currently a very popular method of feeding among many dog owners. However, the
BARF diet may pose a risk of transmission of zoonotic diseases, which are mainly caused
by bacteria and parasites, and rarely by viruses. For this reason, it is not recommended to feed
a dog in canistherapy with BARF food. In canistherapy, the dog visits clients of all ages with
various health problems, who may have weakened immunity or an increased risk of infection.
Therefore, thorough animal hygiene and prevention against zoonotic diseases are essential
in canistherapy.

This study evaluates the composition of the gut microbiome in relation to the dog's
feeding method. The research part has been executed in a laboratory at the Academy of Sciences
of the Czech Republic. Overall,100 dogs were involved in the research (50 dogs fed BARF diet
and 50 dogs fed pellets). The composition of the intestinal microbiome was assessed based
on the isolation of DNA from a fecal sample. A quantitative gPCR method was used to evaluate
potential pathogenic bacteria (Salmonella spp., Campylobacter jejuni, Clostridium
perfringers). The first hypothesis, which assumed that dogs fed according to the BARF concept
would have a significantly higher amount of pathogenic bacteria, was proven for the bacteria
Campylobacter jejuni and Clostridium perfringers. Occurrence of Salmonella spp. it was higher
in dogs fed the BARF diet, but statistical significance was not confirmed. The second
hypothesis assumed that dogs living outside in the garden would have a higher number
of pathogenic bacteria than in dogs living at home. This hypothesis was not confirmed.
Denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) was used to compare the difference
in the complete intestinal microbiome in dogs in terms of feeding method. In tested dogs, a
research has shown significant difference in the microbiome composition of dogs fed a BARF
diet and dogs fed a dry diet was demonstrated. Surprisingly, dogs that were fed pellets had a
higher ones the occurrence of potentially pathogenic bacteria (specifically Salmonella bongori,
Escherichia coli and Streptococcus sp.). This result could thus serve as a topic for further
studies.

The study was supplemented by a questionnaire survey that mapped the methods
of feeding canistherapy dogs. 42 respondents took a part in the sub-survey, 27 of whom fed



their dog heat-treated food. Even though the scientific literature does not recommend feeding
the dog in canisterapy with BARF food, 11 respondents feed their dog with this method
and 4 respondents feed with a combination of heat-treated food and BARF food. In addition,
most respondents indicated that the BARF diet is also suitable for canine therapy dogs and they
are not aware of any zoonosis risks.

Based on the results of this study, it can be assumed that there is a higher risk
of potentially pathogenic bacteria that can cause zoonotic diseases in dogs fed according
to the BARF concept. Any risk of transmission of zoonotic diseases is definitely undesirable
in canistherapy, therefore dogs that are fed this diet should not participate in canistherapy.
The results of this study could serve as a basis for the creation of control measures which could
define methodological recommendations for feeding canistherapy dogs.

Keywords: zoonoses, AAT, BARF, dog, bacteria, real-time PCR
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1 Uvod

Predkem dnesniho psa je vlk obecny (Canis lupus). Procesem domestikace a ptisobeni
selekénich tlaki se pes od svého predka vyrazné odlisil, a to jak po morfologické strance, tak
i jeho chovanim. Dal$im aspektem, ktery se vyrazné zmgénil, je strava a zpusob, jak
ji ziskat. Vybér stravy u dnesSniho psa zavisi predev§im na majiteli. Lovecké schopnosti
se postupem c¢asu geneticky modifikovaly. V posledni dobé se nékteii majitelé snazi ,,vratit*
svému psovi puvodni stravu a krmi ho stravou zalozenou na syrovych potravinach
(tzv. BARF). Tento zptGsob krmeni se v soucasnosti stal velice oblibenou a zadanou
alternativou.

Zastanci této stravy uvadeji moznd pozitiva, u kterych jsou potieba brat v potaz i urcita
rizika, ktera mohou nastat. Syrové maso muze byt kontaminovano bakteriemi, které jsou odolné
1 proti vysokému mrazu i suSeni. I kdyz pes nejevi zddné zdravotni potize, mize byt pouze
pfenaSeCem a muize vylucovat bakterie do svého okoli. Pfenos téchto bakterii je rizikem 1 pro
¢lovéka, jelikoz mize dochéazet k zoonotickym onemocnénim.

Terapeutic¢ti psi bézné interaguji s klienty, jejichz imunitni systém nemusi fungovat
optimalné. Proto je dulezité, aby navstéva terapeutického psa neohrozila zdravi klienta.
Dulezité¢ je psa pravidelné odcervovat a v pripadé podezieni na jakékoli onemocnéni psa
od Klientt izolovat. Zaroven je vhodné také provadét koprologické a bakteriologické vysetieni,
které upozorni na pripadné patogeny. TerapeutiCti psi, ktefi jsou krmeni syrovym masem,
mohou zvySovat riziko pfenosu zoondz, a to predev§im u klienti s vysokym rizikem infekce.
Dle Lefebvre a kol. (2008) je doporuceno terapeutické psy nekrmit syrovou stravou z vyse
uvedenych divodi. Rizika plati i u psti chovanych doma, a proto je dilezité zhodnotit, jaka
forma stravy je pro psa i pro jeho chovatele nejvhodnéjsi.

Cilem této prace je vytvoreni nahledu do problematiky spojené s krmenim dle konceptu
BAREF, a to pfedevsim se zamé&fenim na zoonoticky potencial psti v ramci canisterapie. Soucasti
prace je vyhodnoceni celkové bakteridlni diverzity a vyskytu zoonotickych bakterii
(Campylobacter jejuni, Clostridie perfringens, Salmonella spp.) s ohledem na metodu krmeni
(BARF strava/granule). Prace je doplnéna také anonymnim dotaznikovym Setienim, které
mapuje zpusob krmeni pst v canisterapii. Vysledky jsou vyhodnoceny pomoci statistické
analyzy.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Cilem prace je vytvorit literarni reSerSi na dané téma se zaméfenim na zoohygienu
a zoonoticky potencidl psit v ramci canisterapie. Dal§im cilem je metodou Real Time PCR
vyhodnotit mozny vyskyt bakterii se zoonotickym potencidlem u pst krmenych dle konceptu
BARF. Dil¢im cilem je také vyhodnoceni dotazniku distribuovaného mezi canisterapeuty
s cilem zmapovat metody krmeni jejich pst zapojenych do canisterapie.

Védecké hypotézy

H1: U psi krmenych konceptem BARF bude prokazano signifikantné vys$S§i mnoZzstvi
testovanych bakterii ve vykalech, protoze se tyto bakterie bézné vyskytuji v neupraveném
syrovém mase.

H2: V ptipad¢€ pobytu psa na zahrad¢ bude pocet patogennich bakterii vyssi nez u pst Zijicich
v domé&/byte.



3 Literarni reSerse

3.1 Vyziva a domestikace psa

Pes domaci (Canis familiaris) patii do fadu $elem (Carnivora) (Bradshaw 2006). Pes
je povazovan za prvni a za nejunikatnéjSi domestikované zvire. K domestikaci doslo
pravdépodobné v obdobi paleolitu, kdy lidskd populace zila v blizkém kontaktu s vIky.
Do nedévna se vedly spory ohledné¢ ptredkii psa. Pes je totiz velice fenotypové rozmanity,
a proto se vedly diskuse, zda byl ptivod dnesnich pst z jednoho nebo vice divokych druhd.
I Darwin navrhoval pivod z nékolika druhti. Diky studiim, které se zamétovaly na chovani,
hlasové projevy, morfologii a molekularni biologii psa, se potvrdilo, ze vlk obecny (Canis
lupus) je hlavnim a mozna i jedinym predkem psa (Galibert et al. 2011).

Od kojota se vlk zacal odliSovat ptiblizné pied 1-2 miliony lety (viz Obrazek 1).
Ke genetické odchylce ale doslo az pted 100 000 lety. Na zaklad€ analyzy mitochondrialni
DNA, kterd porovnévala prehistorické psovité Selmy a moderni psy, se odhaduje pocatek
domestikace pied 18 800 az 32 100 lety. V roce 2010 se na Sibifi nalezly dokonce 33 000 let
staré¢ pozistatky psu, které se povazuji za vyznamné archeologické dikazy domestikace
(Bowen 2014).

NOVODOBY
VLK
Prvni spojeni
mezi vikem
a clovékem
CANIS I DOMESTIKOVANY
LUPUS PES
pred pred
100,000 50,000 30,000
lety lety lety MODERNI
_/ CLOVEK
pred
250,000 /
lety
Pocatek Potatek
obdobi otate
HOMO d domestikace
SAPIENS moderny psil

lidského chovani

Obrazek 1: Kratké shrnuti lidské asociace se psem
(upraveno dle Bowen 2014)

Procesem domestikace se psi zacali stdvat soucasti lidskych ptibytki, kde na né zaroven
pusobily nové selek¢ni tlaky. Psi tak ziskali spolecenskou schopnost, tolerantnost a schopnost
komunikovat s ¢lovékem. To vSe probihalo na zakladé vybérového procesu, ktery podporoval



fyzické a behaviordlni charakteristiky mladych i dospélych pst. Psi tak zménili jak chovani,
tak 1 vzhled (napi. poddajné usi, t€zké volné Celisti, zvySend hravost nebo snizend agresivita).
Diky selektivnimu Slechténi na dané vlastnosti (napt. spolecensti nebo pracovni psi) se u psi
zvysila schopnost navazani vztahu s ¢lovékem (Bowen 2014). Dle autorti Racca et al. (2012)
vykazuji domaci psi a malé déti srovnatelné schopnosti vnimat a zpracovavat informace
z vyrazu lidské tvare. Tato schopnost vSak neni pozorovana u vlki, ani pokud jsou chovani
stejnym zpusobem jako domaci zvifata (Bowen 2014).

Zatimco populace vlki po celém svété ¢im dal tim vic klesa, populace pstii se naopak
vyrazné zvysuje. Psi jsou rozsifeni do mnoha plemen riznych velikosti, od malé ¢ivavy vazici
1 kg po obrovského mastifa vaziciho 100 kg (Wayne & Vonholdt 2012). V dnesni dobé vSak
skoro vSechna Cistokrevnd plemena psii trpi velkym mnozstvim genetickych onemocnéni, ktera
jsou zpusobena Slechténim (napt. az 30 % dalmatinti ohluchne nebo 50 % velkych pst trpi
dysplazii ky¢elniho kloubu) (Galibert et al. 2011).

Neni jasné, jak zacala domestikace, ale existuji dv€ hlavni teorie. Dle prvni teorie byli
vlci odchyceni do pasti a nasledné chovani. Druhd teorie tvrdi, Ze se vlei pfiblizili k lidskym
stavenim sami diky pftilezitosti ziskat potravu. Tato faize domestikace mohla nastat v obdobi,
kdy byla snizend dostupnost ziskani kofisti. Uvéznéni psi a prvni domestikovani psi byli drzeni
na stravé, ktera se skladala ze zbytka lidské potravy a obsahovala pouze malé mnozstvi
kvalitnich bilkovin (Bowen 2014). Pro divoka zvifata je ziskani potravy velmi slozity proces,
ktery zacina lovem potravy, a konc¢i jeji konzumaci (Bradshaw 2006). Potravu dostavali
pravidelnéji nez divoci vici, coz vedlo ke snizeni konkurence a zaroven se navdzal vztah
zalozeny na krmeni (Bowen 2014). Lovecké chovani bylo u domacich psi béhem prib&hu
domestikace vyrazné geneticky modifikovano. I divoci psi nezachovévaji plné€ funkéni lovecké
chovani a zivi se spise mrtvymi kofistmi, které jiz sami zahynuli (Bradshaw 2006).

Neékterd plemena psti jsou schopna velmi rychle spotadat velké mnozstvi jidla, coz mize
byt nasledkem konkurenc¢niho zptisobu krmeni ve smecéce vlki. U vI¢i smecky se uplatiuje
hierarchické krmeni, které umoznuje viidci smecky (tzv. alfa samci) najist se jako prvni. Ostatni
vlci mezi sebou soutézi o zbytek potravy (Bradshaw 2006).

Na zékladé rozmanité stravy u vlkli je mozné usuzovat o tom, Ze u vlkl existuji
mechanismy pro vybér potravy (Bowen 2014). Vybér krmiva u psi v zajmovém chovu
je vyrazné ovlivnén volbou jeho majitele (Bradshaw 2006). Domaci psi hodnoti stravu
dle vzhledu, viing, chuti a struktury. U vlkt vSak neni znamo, zda pouzivaji smysly k vybéru
potravy, tudiz je tento zptisob chovani zfejmé nasledkem domestikace (Hewson-Hughes et al.
2013).

Velkym problémem modernich plemen je obezita. Psi, ktefi jsou krmeni ad libitum, maji
vetsi Sanci stat se obéznimi. Nektera plemena jsou nachylné€jsi k takovému zplisobu krmeni
nezli jind, a proto je mozné fici, Ze existuji znacné rozdily mezi jednotlivymi plemeny
(Bradshaw 2006).



3.1.1 Travici soustava psa

Psi jsou fakultativni masoZzravci, proto je jejich gastrointestinalni trakt ptizptisobeny
stravé s Vysokym obsahem bilkovin a tukii. Traveni masozravcu je relativné kratké
a jednoduché ve srovnani s bylozravci, protoze retencni Cas potfebny k traveni masa je nizsi
nez Cas potrebny k traveni travy (Moon et al. 2018).

Tréavici soustava zac¢ina dutinou ustni. Traveni v duting Gistni zacind nejdiive mechanicky
pomoci zubt. Pes ma celkem 42 zubt. Spi¢aky dokazou rozdélit pevnou stravu na kousky.
Stoli¢ky psa maji vétsi korunku ve srovnani s lidskym chrupem. Stolicky tak umoziuji psovi
kousat kosti. Chutovych poharkli ma pes pouze 2000 (Kararli 1995; Freiche & Hernandez
2010). Primémé pH slin u psa se pohybuje od 7,3 az do 7,8 (Smeets-Peeters
et al. 1998). Zvykani u psa neni zas tak dileZité, protoze vétsina pst ve skuteénosti polykaji
velké ¢asti potravy (Kararli 1995).

Po spolknuti jde sousto jicnem do Zzaludku. Délka jicnu je srovnatelnd s lidskym.
Napriklad délka jicnu u stfedné¢ velkych plemen psi se pohybuje okolo 30 cm (Freiche
& Hernandez 2010).

Zaludek psa je podlouhlého vaku ve tvaru pismene J. Zaludek se nachézi v duting bfi$ni.
Zacina Ceslem (cardia) a konéi vratnikem (pylorus). Vratnik je zazZené misto pokracujici
do dvanactniku. Zaludek se sklada ze dna (fundus), t&la (corpus) a piedsing (antrum) (Kararli
1995). Objem psiho zZaludku je 0,5-8 I, coz je vétsi nez objem lidského zaludku. Tloustka
zaludec¢ni stény je 3 az 5 mm. Pfichodem sousta do Zaludku se spousti sekrece gastrinu, ktery
stimuluje produkci kyseliny chlorovodikové (HCI) (Kararli 1995, Mahar et al. 2012). Primérné
pH Zaludku se pohybuje v rozmezi od 2 do 5,5 (Duysburgh et al. 2020).

Traveni pokracuje do tenkého stireva. Tenké sttevo se déli na 3 ¢asti: 10 % dvanactnik
(duodenum), 85 % la¢nik (jejunum) a 5 % kycelnik (ileum). Celkova délka tenkého stieva
se pohybuje od 1 do 3 m. Tloustka stény dvanactniku je 6 mm, ostatni stfevni klicky maji okolo
2 az 3 mm (Kararli 1995; Oswald et al. 2015). Do dvanactniku usti vyvod ze slinivky bfi$ni
(pankreas), kterym se vylucuji pankreatické stavy. V tenkém stievé dochazi k traveni proteinti
pomoci enzyml produkovanych slinivkou bfiSni — trypsinu, chymotrypsinu, elastazy
a karboxyldzy. Déle pankreaticka $tdva obsahuje enzym o-amylazu, ktera S$tépi sacharidy,
a enzymy lipdzu a fosfolipdzu Stépici lipidy. Soucéasti pankreatické Stavy
jsou i antimikrobidlni latky, které v tenkém stfevé pfispivaji k mikrobialni rovnovaze.
Do dvanactniku usti 1 ZluCovody, které odvadi zluc, kterd je produkovana v jatrech
a skladovéana ve zlu¢niku (Oswald et al. 2015). V tenkém stfevé se pH zvySuje a ptiblizuje
se k neutralité. Vyssi pH je diky pankreatickym §tavam a zluci. Rozmezi pH se pohybuje
od 6,5 az do 8 a roste od proximalni ¢asti k distalni (Koziolek et al. 2019).

Tlusté stievo se sklada z vzestupného trac¢niku (colon ascendens), pti¢ného tracniku
(colon transversum) a sestupného tra¢niku (colon descendens). Délka celého tlustého stieva
je 20 az 80 cm. V tlustém stfevé se pH pohybuje od 5 do 6,5. Na tlusté stfevo navazuje fitni
otvor (Koziolek et al. 2019).



Plemeno a velikost psa ovliviiuje rozmanitost anatomickych vlastnosti. Psi se tedy mohou
lisit naptiklad délkou a objemem stieva nebo morfologii stfevnich klka a jejich propustnosti
(Oswald et al. 2015). Tyto rozdily mohou ovlivnit nejen traveni u psi, ale i dal§i parametry,
jako je pH, travici sekrece, doba pruchodnosti potravy a sloZeni stfevniho mikrobiomu
(Deschamps et al. 2022).

3.1.2 SlozZeni stifevniho mikrobiomu zdravého psa

Stfevni mikrobiom se sklada z bakterii, archei, virti a eukaryotickych organismu. Tyto
prospésné organismy sidli podél gastrointestindlniho traktu a tvofi symbidzu se svym
hostitelem. Piikladem jsou stfevni bakterie produkujici mastné kyseliny s kratkym fetézcem,
které tak vyzivuji stfevni epitel, zatimco stievni epitel produkuje hlen, ktery vyzivuje tyto
bakterie. Stfevni mikrobiom pozitivn¢ pusobi na metabolické¢ funkce, imunitni systém
a chréni hostitele pfed nezddoucimi patogeny. Tyto zakladni funkce nasledovné ovliviiuji pfimo
¢1 nepfimo vétSinu fyziologickych funkci. Pokud je stfevni mikrobiom zdravy

w1

v piipadé infekce (Pilla & Suchodolski 2020).

Dle védecké studie se prokazalo, Ze mnozstvi bakterii v gastrointestinalnim traktu
se ¢im dal tim vic zvySuje (Suchodolski et al. 2008). Na zékladé molekularnich metod
se identifikovaly bakterie gastrointestindlniho traktu psa a odhaduje se, Ze se nyni bakterie
pohybuji mezi 10 *2 a 10 **jednotek tvorici kolonie (CFU) na gram obsahu. Stfevni mikrobiom
se sklada ptevazné z bakterii kmene Proteobakteria, véetné rodu Helicobacter spp., které
mohou byt potencidlnimi patogennimi kmeny (Suchodolski 2011; Deschamps
et al. 2022). Tenké stfevo je kolonizovano smési aerobnich a fakultativnich anaerobnich
bakterii, zatimco tlusté stfevo obsahuje pouze anaeroby. Mezi studiemi, které se zabyvaji
slozenim stfevniho mikrobiomu psa, jsou pozorovany rozdily v jeho slozeni. Kli¢ové jsou vSak
bakteridlni druhy, které jsou pfitomny u zdravych pst. U pst dominuji ptedevsim tfi kmeny:
je kmen Firmicutes. Tento kmen zahrnuje nejhlavnéjSi taxony, mezi nejpocetnéjsi patii
bakterialni tfida Clostridia. Ze tfidy Clostridia dominuji v mikrobiomu napiiklad celedi:
Ruminococcaceae, Faecalibacterium prausnitzii, Peptostreptococcaceae, Lachnospiraceae.
Dalsimi téidami jsou Firmicutes Bacilli a Erysipelotrichi. Tfida Bacilli se sklada témét z fadu
Lactobacillales, a to predevsim rody Streptococcus a Lactobacillus. V ramci tridy
Erysipelotrichi jsou nejpocetnéjsi rody Turicibacter, Catenibacterium a Coprobacillus
(Garcia-Mazcorro et al. 2011; Handl et al. 2011; Garcia-Mazcorro et al. 2012). Vysledky
vyzkumi na zakladé vzorkt exkrementti poukazuji, Zze dalsi hojnym kmenem je Bacteroidetes.
Tento kmen zahrnuje rody Prevotella, Bacteroides a Megamonas (Garcia-Mazcorro et al. 2012;
Hand et al. 2013). V ramci kmene Fusobacteria je nejvyznaméjsi rod Fusobacterium, ktery u
pst na rozdil od lidi nevyvoldva zadné zdravotni potiZze a je soucasti zdravého stfevniho
mikrobiomu (Vazquez-Baeza et al. 2016). V tenkém stfeve jsou bézné i kmeny Proteobacteria
a Actinobacteria, které se za béznych fyziologickych podminek vyskytuji v exkrementech
pouze v mensim mnozstvi. Ptikladem je fakultativné anaerobni ¢eled’ Enterobacteriaceae (napf-.
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Escherichia coli), ktera vyuziva kyslik v tenkém stfevé. Narust této celedi v exkrementech je
spojen s mnoha onemocnénimi. V tenkém stfevé zdravého psa se nachazi také celed’
Corynebacteriaceae (napi. rod Corynebacterium spp.) a Coriobacteriaceae (napf. rod
Collinsella spp.) (Honneffer et al. 2017).

Tabulka 1 poskytuje piehled dostupnych udaji o slozeni mikrobiomu v rtiznych ¢astech
gastrointestinalniho traktu.

Tabulka 1: Slozeni sttevniho mikrobiomu v travicim traktu psa (upraveno dle Deschamps
et al. 2022)
Gastrointestinalni trakt

SloZeni zdravého mikrobiomu

Zaludek

Proteobacteria

Helicobacter spp.

Duodenum, jejunum

Bacteroides
Bifidobacterium

Eubacterium
Fusobacterium

Clostridium Lactobacillus spp.

Bacteroides
lleum Bifidobacterium
Fusobacterium

Clostridium
Eubacterium
Lactobacillus spp.

Bifidobacterium
Fusobacterium
Bacteroides
Clostridium

Eubacterium
Lactobacillus spp.
Peptostreptococcus

Tlusté stievo

Helicobacter spp. Akkermansia spp.

Krypty tlustého stf Escherichia coli ) .
pry Hustetio sttevd . Faecalibacterium spp.
Shigella
Actinobacteria Proteobacteria
Bacteroidetes Ascomycota
Vykaly y

Firmicutes
Fusobacteria

Basidiomycota
Metanogenni archea

SloZeni stfevniho mikrobiomu vyznamné ovliviiuje vék, strava a mnoho dalSich faktori
zivotniho prostfedi, které hraji dulezitou roli pfi udrzovani zdravého mikrobiomu.
Gastrointestindlni dysfunkce zpusobuji stfevni onemocnéni. U psi se zanétem stiev
(chronickym 1 akutnim) dochazi k vyraznym rozdiliim ve sloZeni stfevniho mikrobiomu.
Stfevni dysbidéza nastavd, pokud dochdzi ke zméndm nebo nerovnovaze mikrobiomu.
Nasledkem dysbiozy milZze dojit k ovlivnéni imunitniho systému, coz miize vést k zdvaznym
onemocnénim gastrointestinalniho traktu. Pii uzivani antibiotik rychle a vyrazné klesa
mnozstvi, pestrost a vyrovnanost bakteridlniho mikrobiomu u psa. Proto je doporuceno
k antibiotikiim uzivat i probiotika a prebiotika. Probiotika sice nejsou schopna kolonizovat
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stievo bakteriemi, ale béhem prichodu gastrointestindlnim traktem produkuji metabolity, které
napomahaji udrzovat zdravy stievni mikrobiom. K obnoveni stfevniho mikrobiomu
je mozné vyuzit i transplantaci fekalniho mikrobiomu od zdravého zvitete. Obnovenim slozeni
sttevniho mikrobiomu se nemusi zvife klinicky uzdravit, ale dlouhodobé nasledky mohou
i nadale pretrvavat (Pilla & Suchodolski 2020).

3.1.3 Molekularné biologické metody pro analyzu stfevniho mikrobiomu

Stfevni trakt psi obsahuje vysoce komplexni a dynamicky mikrobiom, pro jehoz
stanoveni je dulezité zvolit vhodnou metodu. Existuje vice molekularné biologickych metod
pro hodnoceni stfevniho mikrobiomu a dysbiozy. Nelze vSak jednoznaéné fici, jakou metodu
je nejlepsi pouzivat (Suchodolski 2016). NejlepSim diagnostickym pfistupem je kombinace
molekularnich metod. Tento pfistup zahrnuje PCR amplifikaci genti 16S rRNA pomoci
Sirokych univerzalnich bakteridlnich primert, po které by nasledovala analyza amplikonil
sekvenovanim nové generace (NGS). Poté se provede kvantifikace specifickych bakterialnich
taxonu s vyuzitim kvantitativni PCR (qPCR) (Suchodolski 2016).

Diive se k identifikaci bakterii pfitomnych ve gastrointestindlnim traktu bézn¢ pouzivala
tradi¢ni bakteridlni kultura. Dnes je vSak zndmo, ze ma metoda nedostatecné rozliSeni
pro identifikaci pfevazné anaerobnich bakterii, které sidli ve stieveé (Suchodolski 2016).

Izolace DNA

vvvvvv

v molekularni biologii. Prvni izolaci DNA provedl Svycarsky lékat Friedrich Miescher
uz v roce 1869. Pocate¢ni izolaci DNA pomoci centrifugace v hustotnim gradientu byla
vyvinuta Meselsonem a Stahlem az vroce 1985. Izolace je vychozi bod pro nasledné
zpracovani a diagnostiku. DNA, RNA a protein se izoluji z jakéhokoli biologického materialu
(tkang, buniky, virové ¢astice a jin€ vzorky pro analytické nebo preparativni tcely) (Tan & Yiap
2009).

V minulosti vSak byla izolace biomolekul a ¢iSténi nukleovych kyselin velice
komplikovana (naro¢nost na €as, praci a omezeni z hlediska celkového vykonu). Dnes vSak
existuje mnoho specializovanych metod pouZzivanych k izolaci ¢istych biomolekul (protokoly
zalozené na roztoku a na sloupcich). Manualni postupy riznych komerénich nabidek zahrnuji
kompletni sady. Tyto sady obsahuji vSechny komponenty, které jsou potiebné k izolaci
nukleové kyseliny. Manualni postupy obvykle vyzaduji opakovani nékterych kroku, jako
je centrifugace, odstranéni supernatanti (v  zavislosti vzorku) a mechanické
oSetfeni. V poslednich letech se v né€kterych laboratofich rozsifily automatizované systémy.
Tyto systémy jsou alternativni nahradou manualnich postupti z mnoha divodu (zkraceni doby,
snizeni néklad, zvysSeni bezpecnosti a kvality vysledkll) (Tan & Yiap 2009).



Stanoveni kvality a koncentrace

Stanoveni kvality a koncentrace DNA je dulezité pro fadu biologickych aplikaci zalozené
na DNA (napt. PCR). V praxi se bézné pouzivaji tfi metody: ultrafialovd absorbance,
fluorescence a difenylaminova reakce (Li et al. 2014). V soucasnosti je nejvice vyuZzivana
metoda absorbance UV svétla, kterda stanovuje koncentraci DNA pifi 260 nm
(Li et al. 2014). Principem této metody je, Ze nukleové kyseliny (DNA nebo RNA) obsahuji
ve svych purinovych a pyrimidinovych kruzich konjugované dvojné vazby. Tyto vazby maji
vrchol absorpce pii 260 nm, pficemZ intenzita je umérna koncentraci nukleové kyseliny.
To umoznuje stanovit koncentraci nukleové kyseliny ve vzorku (Li et al. 2014).

Polymerazova retézova reakce (PCR)

Polymerazova tetézova reakce (PCR) je védecka metoda v molekularni biologii, ktera
se pouziva k amplifikaci jedné nebo néckolika kopii DNA v néckolika fadech, ptficemz
se vytvori tisice aZz miliony kopii konkrétni sekvence DNA. PCR vyvinul americky biochemik
Kary Mullis v roce 1984. V soucasnosti se stala PCR béznou a casto i nepostradatelnou
metodou, kterd se vyuziva v lékaiskych i vyzkumnych laboratofich. PCR casto vyuZivaji také
forenzni laboratofe, protoze je potfeba pouze malé mnozstvi piivodni DNA. Tato metoda
se vyuziva pro detekci nejen lidskych gend, ale také gent bakterii a virt (Joshi & Deshpande
2010).

Metoda PCR zahrnuje tfi hlavni kroky: denaturaci, hybridizaci a extenzi. V prvnim kroku
se DNA denaturuje pti vysokych teplotach (90 az 97 °C). Ve druhém kroku primery nasedaji
na vlakna templatu DNA. Tim se aktivuje extenze. Ve tfetim kroku dochazi k extenzi na konci
nasednutych primerd. Extenzi vznikd komplementarni kopie fetézce DNA. Tyto tii kroky
Vv cyklu PCR zajisti zdvojnasobeni mnozstvi DNA (Joshi & Deshpande 2010).

Gelova elektroforéza

Gelova elektroforéza je nejucinngjsi zptisob separace fragmentii DNA riiznych velikosti
v rozmezi od 100 bp do 25 kb. Agaréza je izolovana z moiskych ftas a sklada
se zopakovanych podjednotek agarobidozy (L- a D-galaktéza). Pouziti elektroforézy
na agardzovém gelu zpisobilo revoluci v izolaci DNA. Do agarézového gelu se vytvoii jamky,
do kterych se nanese DNA a aplikuje proud. Molekula DNA je zaporn¢ nabitd, proto
Vv elektrickém poli se fragmenty DNA pohybuji na kladn€ nabitou anodu. Diivodem je stejny
pomér hmotnosti a naboje DNA. Rychlost pohybu molekuly DNA pies gel je urcena velikosti
molekuly DNA, koncentraci agardzy, konformaci DNA, napétim, pfitomnosti ethidium
bromidu, typem agardzy a elektroforetickym pufrem. Po separaci je mozné molekuly DNA
snimat pod UV svétlem (Lee et al. 2012).



Denaturaéni gradientova gelova elektroforéza (DGGE)

Denatura¢ni gradientova gelova elektroforéza (DGGE) je rychla metoda, ktera
se vyuziva pro analyzu mikrobidlni diverzity. DGGE je metoda zalozena na PCR, ktera
ma schopnost detekovat pouze dominantni mikrobialni druhy v prosttedi. Tato metoda vyuziva
vertikalni elektroforézu, jejiz naplni je polyakrylamidovy gel, ktery obsahuje linedrné rostouci
gradient denaturantl rozplétajici dvouvldknovou DNA. Guanin a cytosin jsou pevné&jsi pary
bazi, protoze je spojuji tfi vodikové mustky. Na rozdil od adenin a thymin, které jsou spojeny
dvéma vodikovymi mustky. Vznikaji pasy, které¢ vytvari elektroforeticky prehled mikrobidlniho
osidleni z vySetiovaného vzorku (Jiang et al. 2018).

Real-time PCR (QPCR)

Real time PCR (kvantitativni PCR, gPCR) je metoda pro detekci, kvantifikaci a typizaci
riznych mikrobialnich agens. Koncept PCR je relativné jednoduchy, ale musi se dodrZovat
spravna terminologie a definice, pochopit princip PCR, prezentace dat apod. Kvantitativni PCR
umoznuje sledovani tvorby amplikonu v redlném case. Rychlost probihajici PCR reakce
se rovnd koncentraci amplifikovaného genu. V qPCR se monitoruje fluorescence b&hem
kazdého cyklu. Béhem reakce se do PCR produkti zabudovévaji fluorescenéni barviva
(napt. SYBR) (Kralik & Ricchi 2017).

Sekvenovani nukleovych kyselin dle Sangera

»Puvodni® sekvenani metodologie, zvand sekvenovani nukleovych kyselin
dle Sangera, vyuZziva specificky oznacené nukleotidy k pfecteni templatu DNA béhem syntézy
DNA. Tato metoda vyzaduje specificky primer, ktery zahaji cteni na specifickém misté podél
templatu DNA. Sekvenovani nukleovych kyselin dle Sangera dokéaZe ptecist 1000 az 1200 part
bazi (Zhang et al. 2011).

Sekvenovani nové generace

Sekvenovani nové generace dokédze piecist templaty DNA podél celého genomu.
To je dosaZeno rozbitim celého genomu na malé kousky DNA a naslednou ligaci téchto kouska
(sekvenovani po syntéze). Tato metoda se t€Z nazyva masivné paralelni sekvenovani (Zhang
etal. 2011).

Délka cteni u sekvenovani nové generace je mnohem krat§i nez délka dosaZena
Sangerovym sekvenovanim. Sekvenovani nové generace poskytuje pouze 50 az 500
nepretrzitych ¢teni zékladnich part, proto jsou vysledky definovany jako kratka ¢teni. Pro pocet
kratkého Cteni je dulezité pokryti v ramci specifické genomové oblasti. Dostatecné pokryti
je rozhodujici faktor pro piesné sestaveni genomové sekvence. Sekvence kratkého cCteni
je mozné sestavit a porovnat s referenéni sekvenci (tzv. ,,mapovatelné Cteni) (Zhang
etal. 2011).
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3.1.4 Moznosti a zplisoby krmeni psa

Vyrabéna krmiva pro domadci zvitata podléhaji specifickym nutricnim pozadavkim tak,
aby splnovala podporu riastu, btezosti, laktace a udrzovani hmotnosti zvifete. Cilovymi
zivinami jsou kalorie, bilkoviny, tuky, sacharidy, vitaminy a mineraly. Na tyto Ziviny se klade
velky duraz k udrzeni zivota a optimalizace vykonu (Zicker 2008). Psi pii detekci a vybéru
potravy vyuzivaji jak chut'ové, tak ¢ichové bunky. Kuchyiiska stl (NaCl) vsak pfi jejich vybéru
nehraje az tak velkou roli (Bradshaw 2006). Doporuceni, které krmivo je pro psy nejvhodnéjsi,
se v8ak lisi (Gautam et al. 2018).

Existuji tfi zakladni formy komerénich krmiv pro doméaci zvifata: suché, polovlhké
a vlhké. Hlavnim rozdilem mezi t€émito formami je obsah vody (Zicker 2008).

Sucha strava se fadi mezi hlavni usek primyslu krmiv pro domaci zvitata. Tento zptisob
krmenti je oblibeny piedevs§im diky nendro¢nosti na pfipravu a snadnému skladovani. U vyroby
této stravy je kladen velky diraz na nutricni a chutové aspekty, stejné¢ jako
ve vyrobé potravin pro ¢loveéka. Vybér vhodné suché stravy pro konkrétniho psa souvisi s fadou
faktorii. Mezi tyto faktory patii pohlavi, reprodukce, hmotnost, fyzicka zatéz, potravni alergie
a mnoho dalSich. Hlavni metodou vyroby je tzv. extruze. Mezi dalSi procesy vyroby patii
peceni, vlockovani, peletovani a drceni. Diky nizkému obsahu vody je sucha strava chranéna
proti kazeni. Pfidanim antioxidantim Ize zabranit oxida¢nimu kazeni. Antioxidanty mohou byt
piirodni nebo syntetické. Piirodni antioxidanty jsou navic zdrojem vitaminu E (Zicker 2008).

Extrudované krmivo se vyrabi smichanim surovin a naslednou extruzi. Extrudér vyuziva
kombinaci pary, tlaku a teploty. Poté se smés protlaci pifes predni desku, kde
se extrudovand smés kraji pomoci rotacniho noze do poZadovaného granulovaného tvaru. Pti
extruzi se vyuziva vysokych teplot v rozmezi 100 az 200 °C a pii atmosférickém tlaku 34
az 37 hPa, ktery je dostatecn€ vysoky pro proces sterilizace. Vlhkost extrudovaného materialu
je pred susenim 25 % a po skonceni procesu klesne na 8 az 10 %. Takto snizend vlhkost inhibuje
tvorbu plisni (Zicker 2008).

Polovlhka strava tvoii mens$i, ale za to vyznamnou ¢4st na trhu krmiv pro domaéci zvitata.
Tato strava vyzaduje pouziti zvlh¢ujicich latek a okysovadel, které slouZzi ke kontrole obsahu
vody a inhibici rastu plisni. Polovlhka krmiva maji nizky obsah vlakniny a vys$si obsah cukru,
coz zlepSuje chutnost, ale snizuje kontrolu nad hmotnosti. Vyrobni proces
je stejny jako u extrudovanych krmiv, ale obsah vody je diky pfidanym zvlhéovacim latkam
vyrazné vys$si. Finalni produkt obsahuje 25 az 35 % vlhkosti, pfi¢emz roste riziko plisni,
bakterii nebo kazeni. Vyroba je naro¢na na splnéni nutri¢nich cili a bezpecnost potravy, proto
se provadi dikladna kontrola kvality. Oblibenou formou polovlhkych komer¢nich krmiv jsou
mekké granule, které jsou urCeny predevSim pro obtizné¢ krmitelné psy nebo staré psy
(bez zubt) (Zicker 2008).

Vlhka strava ma podstatné misto na primyslovém trhu vyrdbénych krmiv, ovSem
za posledni dobu se jejich poptavka vyrazné snizila. Konzervovand strava obsahuje
60 az 87 % vody. Aby se dosdhlo poZzadované konzistence, je potieba do konzervy ptidat
zelirujici ¢inidla (napft. Skrob). Nékteré techniky zpracovani pozaduji, aby vlhka strava ziskala
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vzhled kouskd masa. To ovSem neznamend, ze produkt obsahuje vice masa (Zicker 2008).
Textura, konzistence a vliin¢ pfipominajici maso je pro zvife vice atraktivni, proto je tato forma
stravy u zvifat oblibend (Gautam et al. 2018). Ve vétSin€ vlhké stravy je vys$i mnozstvi masa
V porovnani se suchou stravou. Ptisady pro vyrobu konzerv se nejprve smichaji, poté rozemelou
a poté se vari. Nasledn¢ je smés prelita do plechovek, jejichz vrsek se pomoci pary utésni
a prebytecny vzduch je vytlacen, coz zajist'uje anaerobni prostiedi. Vlhka strava dale prochazi
procesem sterilizace pfi teplot¢ 121 °C po dobu min. 30 minut. Sterilizace zajist'uje usmrceni
patogennich bakterii (napf. Clostridium botulinum) (Zicker 2008). Uzavienim produktu
do plechovky se ziskd komeréné sterilni produkt, coz navySuje cenu produktu.
Po otevieni plechovky musi byt produkt rychle spotiebovan, jelikoz hrozi veliké riziko
mikrobialniho ristu. Vlhké krmivo je mozné zakoupit ve formé konzerv, kapsicek, pastik
nebo salama (Gautam et al. 2018).

Kromé¢ vyse zminénych 3 zdkladnich forem komer¢nich krmiv existuje jeste nekolik typi
krmiv, mezi které patii i vafend strava a syrova strava (tzv. BARF).

Varena strava neni u majitel domacich zvifat upfednostiiovana, ov§em nckteti davaji
prednost krmeni doma vatrenou stravou. Recepty na vaienou stravu je mozné ziskat z knih,
internetu, od veterinafti, chovateli nebo odbornikli na vyzivu. Néktefi majitelé se nefidi
konkrétnim receptem. OvSem je potfeba brat v potaz, Ze doma sestavované krmivo nemusi
odpovidat nutriéni dostateCnosti a vyvazenosti. Na zakladé¢ téchto nutriCnich rizik
se doporucuje, aby majitelé domacich zvitat spolupracovali s odborniky na vyzivu a sestavili
zviteti spravnou krmnou davku (Johnson et al. 2016).

BARF je zkratka, kterou je mozné ptelozit vice zpisoby jako napft. ,,znovuzrozen krmit
syrove“ (Born Again Raw Feeders), ,kosti a syrova potrava®“ (Bones And Raw Food)
nebo jako ,biologicky vhodna syrova potrava®“ (Biologically Appropriate Raw Foods)
(Freeman et al. 2013). Tento koncept krmeni se oznacuje také jako RMBD (Raw Meat Based
Diet, v ptekladu Dieta zaloZena na syrovém mase) (Ahmed et al. 2021).

V soucasné dobé je tento zplisob krmeni velice oblibeny, a to nejen u pst, ale i kocek
Ci fretek (Gyles 2017). Strava zalozena na krmeni syrovym masem obsahuje tepelné neupravené
ingredience pochazejici z domestikovanych nebo divokych druhu zvifat (Freeman et al. 2013).
Tento zpisob krmeni zahrnuje pfedevs§im kosterni svalovinu, vnitini organy, kosti (savet, ryb
nebo driibeze), zeleninu a ovoce (Gyles 2017). Zaroveit miize obsahovat nepasterizované mléko
nebo tepelné neupravena vejce (Freeman et al. 2013). Syrova strava miize pochazet z nékolika
zdrojt, jako jsou napf. zpracovatelské fabriky urc¢ené pro lidskou vyzivu, kafilérie a produkty,
které nejsou vhodné pro lidskou spotiebu (Finley et al. 2006). Tato strava vSak neobsahuje
zadné piisady a dopliiky, jako jsou konzervaéni latky, stabilizatory, Zelirujici latky, sladidla,
ptichuté, vitaminy a mineraly (Niiesch-Inderbinen et al. 2019). Jak jiz bylo zminéno, BARF
neprochazi zadnym typem tepelné upravy, proto zde hrozi riziko nakazy patogeny (bakteriemi
a parazity) (Finley et al. 2006).

BARF lze rozdélit dle zplsobu piipravy na komeréni a doma pfipraveny.
Komeréni BARF se pfipravuje podle receptur dané spole¢nosti (Freeman et al. 2013), musi
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vsak splnovat urcité regulacni parametry, aby ho vyrobci mohli oznacit jako ptirodni (Buff
etal. 2014). Komeréni syrova strava se nejbéznéji prodava Cerstva, mrazena nebo lyofilizovana.
Mc¢la by byt nutriéné kompletni a vyvazena. Sestaveni krmné davky musi spliiovat hodnoty
odpovidajici normam ve vyzive, véku a zivotni fazi domaciho zvitete (napt. dospé€ly, biezi nebo
laktujici) (Freeman et al. 2013). Komeréné se vyrabi i rizné druhy pamlski ze syrového masa,
které jsou na trhu dostupné jiz nékolik let. Mezi nejprodavané;si syrové pamlsky patii praseci
usi, hovézi kopyta ¢i syrové kuze. Syrové pamlsky se upravuji pomoci mrazeného suseni
(tzv. lyofilizace) (McKenzie 2019). Pokud se ale majitelé pst rozhodnou piipravovat BARF
stravu doma sami, recepty na sestaveni krmnych dévek je mozné najit na internetu
nebo v knihach (Finley et al. 2006). U doma piipravované BARF stravy vsak hrozi riziko
nutri¢ni nevyvazenosti, coz vede u zvitete k zavaznym zdravotnim potizim (Buff et al. 2014).

3.2 Zoorehabilitace se zapojenim psi

Zoorehabilitaci je mozné definovat jako interakci se zapojenim zvirat (Bert et al. 2016).
V soucasné dobé se zoorehabilitace stala velice oblibenym podpirnym programem, ktery
vyznamn¢ pusobi na lidské zdravi (Grandgeorge & Hausberger 2011). Pfitomnost zvifat mize
pozitivné puisobit na vice oblasti. Zvitata podporuji fyzické zdravi, ptispivaji k fyziologickym,
psychickym, socidlnim a emo¢nim funkcim c¢lovéka (Rodrigo-Claverol et al. 2019).
Do zoorehabilitace se mohou zapojit riizné druhy zvitat. Nejcastéji se do interakci zapojuje pes
(tzv. canisterapie), ktery patii mezi nejoblibenéj$i zvife pii zoorehabilitacich
(Budzinska-Wrzesien et al. 2012). Bézné¢ se vSak do interakci zapojuji i1 koné
(tzv. hiporehabilitace). Méné se pak zapojuji 1 mala zvifata, jako jsou kocky
(tzv. felinoterapie), fretky, kralici, morcata, ptaci a ryby. Dokonce se zoorehabilitace rozsitila
I 0 interakce s exotickymi zvifaty (napf. delfini) nebo s hospodaiskymi zvitaty (napf. lamy,
kozy a ovce) (Gardianova & Hejrova 2015).

3.2.1 Uvod do zoorehabilitace

Prvni zminka o zapojeni zvifat do zoorehabilitace je datovana jiz v 11. stoleti v Belgii,
kde se klienti starali o ptaky (Grandgeorge & Hausberger 2011). Za zakladatele zoorehabilitace
je vSak povazovan americky psycholog B. M. Levinson, ktery v 60. letech
19. stoleti zpozoroval pozitivni vliv u ditéte disledkem ptitomnosti jeho psa (Shubert 2012).
Levinson byl inspiraci pro fadu dalSich americkych psychologli, ktefi se dale zabyvali
pozitivnimi vlastnostmi psii (Grandgeorge & Hausberger 2011). Prvni terapeuticky pes, ktery
ziskal oznaceni terapeuticky pes, byla fena yorkshirského teriéra Smoky. Smoky podporovala
zranéné vojaky béhem druhé svétové valky (McKeon 2016). Nejvétsi rozvoj a rozsifeni
zoorehabilitace pfineslo 20. stoleti, kdy se na zdklad¢ studii potvrdily mozné vyhody terapii
se zapojenim zvitat (Koukourikos et al. 2019). Dnes je zoorehabilitace ¢im dal tim oblibené;si,
vyuziva se predev§im V nemocnicich, pecovatelskych zafizenich, Skolach apod. (Palley et al.
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2010). Dokonce se zoorehabiliatce rozsifila, a dnes se jiz bézn¢ vyuziva, i v integrované
zachranné a vojenské sféfe (Yap et al. 2017).

V Ceské republice se pro psy v zoorehabilitaci pouZiva termin canisterapie, ktery pochazi
z latinského slova canis, coz v prekladu znamena pes. Pes mize byt pro ¢lovéka vyborny

spolecnik, terapeut ¢i mu miize dokonce poskytnout urcitou sluzbu (sluzebni psi) (Raquel
Lackey & Habnierstock 2019).

Aby mohl psovod se svym psem vykondvat zoorehabilitaci, musi byt splnéna urcita
kritéria. Terapeuticky pes musi projit specidlnim vycvikem a testovanim jeho temperamentu
(Moretti et al. 2010). Mezi dal$i pozadavky patii poslusnost, inteligence a klidné chovani. Pes
musi projit kontrolou veterinarnim Iékafem, vcetné¢ oCkovani a ptipravkd proti vnéjSim
a vnitinim parazitim. Zarovei musi umét reagovat na povely psovoda. Do zoorehabilitace
se nejCastéji zafazuji plemena psu jako je labradorsky retrivr, zlaty retrivr, australsky ovcak,
némecky ov¢ak apod. Terapeuticti psi jsou znaceni Zlutou vestou s oznafenim (nejCastéji
napisem ,,Canisterapeuticky pes®) (Budzinska-Wrzesien et al. 2012). Psovod musi
také splnovat urcité kritéria, mezi ktera patii minimalni vék 18 let a Cisty trestni rejstiik. Psovod
je zodpovédny za svého psa a je nezbytné, aby dodrzoval hygienickd opatfeni (Serpell
et al. 2020).

Zoorehabilitace je u klientl velice oblibenym programem pii jejich 1€¢bé, ktery piinasi
mnoho pozitivnich G¢inkt. Interakci se zvifetem se mohou ucastnit klienti vSech vé€kovych
kategorii, od batolat po seniory (Grandgeorge & Hausberger 2011). Zoorehabilitace
se uplatiiuje u klienti s riiznymi zdravotnimi potizemi (Rodrigo-Claverol et al. 2019). Pozitivni
efekty zoorehabilitace byly zaznamenany v oblasti fyzické, socialni, behavioralni, kognitivni
a emo¢ni (Grandgeorge & Hausberger 2011; Rodrigo-Claverol et al. 2019). Zoorehabilitace
muze byt cilena bud’ na jeden nebo 1 na vice aspekti klienta. Psi jsou do terapii zapojovani bud’
aktivnim, nebo pasivnim zplsobem, v zavislosti na potiebach cilového klienta (Hiisgen et al.
2022).

Interakce se zapojenim psa muze vyvolat i jisté obavy ohledné¢ kontraindikaci
u cilovych klientli. Je nutné posoudit, zda je interakce pro daného klienta prospésna ¢i naopak,
a to vzhledem k jeho fyzickému i psychickému zdravotnimu stavu. Mezi rizika a obavy, ktera
mohou pfi interakci se psem nastat, patii fobie, infekce, alergie, agresivita psa, nevhodné
chovani apod. Témto rizikiim Ize ptedejit predevsim striktni hygienou, spravnou vychovou psa
¢i informovanim o zdravotnim stavu klienta (Steed & Smith 2003; Perkins 2020).

Metody zoorehabilitace se zapojenim pst

Jednotlivé interakce se mezi sebou liSi volbou zvifete (napf. pes, kocka nebo ki),
zdravotnim stavem klienta (napf. klienti s t€lesnym postizenim), délkovou trvani (dlouhodoba
¢1 kratkodobd) a mistem (napt. nemocnice nebo Skola) (Grandgeorge & Hausberger 2011).
V zoorehabilitaci se vyuziva fada technik, diky kterym se terapie mulze uskutecnit
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jak individualné, tak i skupinové. Individualni terapie je u klientl zadangjsi nez skupinova.
Zaroven studie prokdzala, Ze individualni terapie ma vyznamnéjs$i pifinos pro klienta
nez skupinova. Dokonce je mozné zucastnit se rodinné zoorehabilitace (Chandler 2017).

Interakce za pomoci zvirat (AAI) pozitivné ptusobi na lidské zdravi. Pti téchto interakci
dochazi ke zlepSeni fyzickych, psychickych, kognitivnich a sociadlnich aspektt
u Clovéka (Bert et al. 2016). AAI se dale déli na nize uvedené metody.

Aktivity za pomoci zvifat (AAA) zahrnuji spontanni proces, b&hem kterého
se zlepSuje predevsim motivace klienta a tim se zvySuje i kvalita zivota. AAA se zaméfuje
na oblast rekreacni, vzdélavaci i terapeutickou (neni vSak souc¢asti lé¢ebnych procesit) (O Haire
et al. 2014). V AAA neni stanoven zadny terapeuticky cil a nejsou vedeny zdznamy (Kruger
2006). Aktivity se mohou uskutecnit v riznych prosttedich. Tym je slozen ze specialné
vyskoleného psovoda (profesional nebo i dobrovolnik) a vycviceného psa (Pichot 2012).

Terapie za pomoci zvirat (AAT) je metoda, kterd motivuje klienta k navazani kontaktu
s terapeutem (Chandler 2017). Prvni zminka o AAT pochazi z roku 1800, kdy Florence
Nightingale pozorovala pozitivni u¢inky AAT u déti i dospélych v psychiatrickych 1écebnach
(McKeon 2016). Od roku 1960 se AAT rozsifila do celého svéta a stala se nedilnou soucasti
1é¢ebnych procesi (Calcaterra et al. 2015). V AAT je pro kazdého klienta presné stanoven cil.
Pokroky a vysledky jsou béhem terapie zaznamenany a hodnoceny (Kruger 2006).
Terapeuticka zvifata musi spliiovat urcitd kritéria a musi byt specidlné vycvicend pro AAT
(Perkins 2020). AAT je mozné vyuzit v riznych zafizenich, pfedevsim v psychiatrickych
a zdravotnickych zatizenich nebo v peCovatelskych sluzbach (Calcaterra et al. 2015).

AAT ma fadu pozitivnich u€inki na lidské zdravi. Pti terapii se pouZivaji rizné aktivity,
pfedevsim chiize nebo cviky, kde je kladen diiraz na rozsah pohybu (Perkins 2020). Terapie
se zvifetem mohou vést ke sniZzeni uzkosti, deprese, frustrace a strachu. Pfitomnost zvifete
pozitivné prispiva ke zlepSeni vSech Zzivotnich funkci (fyzické, psychické, socidlni apod.)
(Calcaterra et al. 2015; Schaffer 2008). Zvife napomaha klientovi zvitézit nad jeho stéZejnimi
problémy (Grandgeorge & Hausberger 2011).

Vzdélavani za pomoci zvifat (AAE) pozitivné pasobi na kognitivni, emocialni
a socialni stranky zaki a studentd. Pfitomnost zvifete u ditéte béhem vyufovani napomaha
k motivaci a podporuje ho ve vzdélani. Zvite zaroven obohacuje $kolni prostiedi. Vice nez 500
pedagogt v Evropé pfistoupilo na tuto metodu uceni a zapojilo zvifata do vyuky. Jednim
z vyznamnych programt je tzv. Skolni pes, kdy je na vyuce pfitomen pes. Program Reading
Education Assistance Dogs (READ), ktery vznikl v roce 1999, podporuje déti ve ¢teni. Tym
AAE je tvofen odbornikem na vSeobecnou ¢i specialni pedagogiku a psem. Cely proces
je dokumentovan a hodnocen (Nakajima 2017).

Krizova intervence za pomoci zvifat (AACR) je dalsi forma AAI, kterda pomaha
klientim v krizovych situacich. Jednd se o situace zpusobené ptirodnimi, technickymi
a ¢lovékem zapticinénymi pohromami. Hlavnim cilem je poskytnout utéchu klientliim. Klienti
diky zviteti ziskdvaji pocit bezpe¢i, diveéry a klidu. Zaroven ptitomnost zvifete dokaze
zpiijemnit atmosféru a navodit dojem vsednosti (Mims & Waddell 2016). Dle studie Mims
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& Waddell (2016) byl pii interakci se zvifetem snizen posttraumaticky stres az o 82 %. Tym
se sklada ze specialné vyskoleného psovoda a specidln€ vycviceného zvifete. Do AACR
se zapojuji predevsim psi (Lass-Hennemann et al. 2018).

Zdravi na pracovisti s podporou zvirat (AAWW) je metoda interakce se zviraty, ktera
piedstavuje pfitomnost zvifete na pracovisti. Navstéva zvifete na pracovisti mize zvysit
moralku, potéSeni a produktivitu prace u zaméstnancti. Zvifata na pracovisti, obzvlasté psi,
podporuji emocni i socialni stranku pracovnikl. Zvife vSak muze na pracoviSti piinaset
i urcitd rizika a obavy, a to jak zdravotni (napft. alergie), tak i bezpecnostni (Foreman
etal. 2017).

3.2.2 Zoohygiena v zoorehabilitaci

Utinky zoorehabilitace se vyuZivaji u klientii viech vékovych kategorii s riznym typem
onemocnéni. Proto mohou interakce se zvifaty vyvolat jisté obavy ohledn¢ pienosu
zoonotickych onemocnéni. Néktefi klienti jsou k zoondézdm vice nachylni, a to predevsim
Klienti s otevienymi ranami nebo klienti se zvySenym rizikem infekce (Lefebvre et al. 2008).
Zdravotni personal by tedy mél znat mozna rizika ptenosu zoonotickych onemocnéni. S tim
je spojené i dodrzovani postupti a kontrola infekci (viz kapitola 3.4.2 Prevence proti zoondézam
Vv zoorehabilitaci), které by mély snizit rizika pfipadnych zoonotickych onemocnéni (Boyle
et al. 2019).

Pfenos zoonotickych onemocnéni miize byt ovlivnén nékolika faktory. Aby se
predchazelo zoon6zdm v zoorehabilitaci, je nezbytné témto faktorim piedchédzet. Mezi tyto
faktory patii: druh zvifete, plemeno, vék, podminky chovu, zdravotni stav, strava,
geograficka oblast a ro¢ni obdobi. Vybér zvitete a celkovy monitoring terapeutickych zvirat
je v zoorehabilitaci velice dulezity. (Lefebvre et al. 2008; Acke 2018).

Druh zvifete je jednim z faktori zoonotickych onemocnéni. Kazdy druh mtze byt
potencialnim zdrojem riznych bakterialnich zoonéz. Hlavnim zdrojem bakterie Clostridium
difficile je pes. Pes miize piedstavovat zoonotické riziko také u bakterie rodu Brucella. Dale
i bakterie rodu Leptospira spp. je zoonotickou bakterii u pst (pfipadné krys). Vysoka
prevalence Chlamydia felis je naopak u ko¢ek (Damborg et al. 2016). Prevalence bakterie rodu
Campylobacter spp. je vyznamné vys$§i u psi v porovnani s kockami (Thépault
et al. 2020). Salmonella spp. je zoonoticka bakterie vyskytujici se u mnoha druht zvifat,
konkrétn€ u pst, koc¢ek, hlodavci, plazi a ptakti (Damborg et al. 2016).

Plemeno muize mit také vliv na vyskyt zoono6z u psu. Dle studie Tarafder & Samad (2010)
patii mezi nejrizikovéjsi psy kiiZenci (prevalence nad 30 %). U ostatnich plemen (konkrétné
greyhound, jezevcik, dobrman, samojed, Spic, kokrSpanél a pudl) byla prevalence pod 10 %.

Podminky chovu jsou dal§im faktorem ovliviiujici zoon6zy béhem zoorehabilitace. PSi
zijici v pfeplnénych podminkach maji vétSi pravdépodobnost pfenosu zoondz. Prikladem
jsou psi z utulku, kde je vétsi koncentrace pst oproti psim chovanym doma (Acke 2018). Dale
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u toulavych a polodomécich pst v méstskych oblastech roste riziko pfenosu zoonotickych
onemocnéni. Z toho diivodu je nezbytné do zoorehabilitace zapojovat pouze psy, ktefi pochazi
Z vhodnych podminek (Ghasemzadeh & Namazi 2015).

Zdravotni stav hraje v pienosu zoondz také velkou roli. Ve vétSiné piipadt jsou
ale pienaSeci zdravi psi (Marks et al. 2011). To potvrdila studie autorti Lefebvre et al. (2006),
ve které se ukazalo, Ze U 80 % zdravych terapeutickych psii byly izolovany zoonotické bakterie
(konkrétn¢ Salmonella spp., Campylobacter spp., Malassezia pachydermatis, Clostridium
difficile a multirezistentni Staphylococcus aureus).

Dalsim faktorem pfenosu zoondéz muize byt strava. Jedna se predevsim o nové zptisoby
krmeni dnes$nich pstli, zejména veganska nebo BARF strava. Nejenze je tato strava rizikova
pro nedostate¢né pokryti zivin, ale hrozi i pfitomnost zoonotickych patogent (viz kapitola
3.3 Potencialni zoondzy v zoorehabilitaci v disledku krmeni konceptem BARF) (Overgaauw
et al. 2020).

Geograficka oblast je dalSim faktorem, ktery ovliviiuje pfenos zoondz. Psi z méstskych
oblasti maji také vyssi pravdépodobnost vyskytu, jsou totiz vice vystavovani ptimému kontaktu
s ostatnimi domacimi mazlicky, véetné jejich vykalt (Damborg et al. 2004). Rozdilna vyspé€lost
zemi je také dulezity  faktor  prevalence  bakterii. = Naptiklad v Egypté
je hlasen vysoky vyskyt salmonely v syrovém krmivu oproti tepelné zpracovanym krmivim
(Azza et al. 2014).

| sezonnost je charakteristicka pro mnoho zoonotickych onemocnéni. Onemocnéni miize
byt ovlivnéno klimatickym pasmem, které ovliviiyje stfidani onemocnéni spojené s pocasim.
Dle studie autort Lal et al. (2012) zoonotickd onemocnéni zpusobena bakteriemi
Campylobacter spp., Salmonella spp. a E. coli vrcholi v 1ét¢ a klesaji v zim¢&. Zatimco
u bakterie Clostridium difficile je nejvyssi prevalence v zimé (Rodriguez-Palacios et al. 2009).
Studie Lamm et al. (2010) prokazala vyssi vyskyt bakterie rodu Streptococcus sp. V letnich
mésicich.

Zoondzy ovlivituje nejen vék zvirete, ale také vék cilového klienta. U pst obecné plati,
ze nejvetsi prevalence zoonotickych onemocnéni je u Sténat do véku 1 roku a u starych pst
(Marks et al. 2011; Thépault et al. 2020). U lidi patii mezi rizikové vékové kategorie malé déti
(do 5 let), starsi lidé (nad 65 let), lidé s naruSenym imunitnim systémem a t€hotné Zeny. Obecné
plati, Ze u déti (zejména 3 az 5 let) a jedincli s vyvojovym postizenim nejsou optimalni
hygienické navyky (Overgaauw et al. 2020). Dle studie Damborg et al. (2004)
je vyskyt Campylobacter jejuni je vyznamné vyssi u zvifat zijicich s détmi do 17 let

cey

nez u zvitat zijicich se star$imi lidmi.
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3.2.3 Prevence proti zoon6zam v zoorehabilitaci

Cilem prevence proti zoon6zdm v zoorehabilitaci je minimalizovat vylucovani infekce
zvitetem. Uplna eliminace infekéniho agens je u zvifete nejen neprakticka, ale pravdépodobné
nemozna. Kazdé zvite patrné vylucuje jedno nebo vice infekci v rizném casovém rozmezi.
postupu infekce (Lefebvre et al. 2008). Autofi Murthy et al. (2015) vytvofili soubor
doporuc¢enych pokynl pro zafizeni a oSetfovatele terapeutickych zvifat. V této studii autofi
doporucovali zajiStovat Skoleni pro zdravotnicky persondl, které by informovalo
o potencialnich zoonotickych onemocnénich a jejich prevenci. Cilem Skoleni je zmirnéni rizika
opatfenim k zamezeni pfenosu zoon6z (Murthy et al. 2015). Hygiena rukou by méla byt jak
pied interakci se zvifetem, tak i po skonceni terapie (Lefebvre et al. 2008). Alternativou
k myti rukou je dezinfekce rukou, coz se vyuzivd ptedev§Sim ve zdravotnich zafizenich
(napf. nemocnice nebo pecovatelské domovy). Dezinfekce rukou je mozné vyuzit u klientl
se snizenou mobilitou, u kterych by bézné myti bylo obtizné. Dezinfekéni prostiedky na ruce
jsou ucinné a snizuji bakterie az o 90 % (Laustsen et al. 2008). Dal§im preventivnim opatienim
je 1 celkova kontrola zdravotniho stavu psa, kam spada i preventivni oSetfeni proti vnitinim
1 vnéjSim parazitim. Navic muze dochdzet kontaktem Clovéka a kontaminovaného zvifete
k mezidruhovym pfenosim rezistentnich bakterii (Santaniello et al. 2020).

Dle Ghasemzadeh &Namazi (2015) by se m¢li 1éCit vSichni psi vykazujici prijmové
onemocnéni pod dohledem veterinarniho 1ékate. Majitelé terapeutickych psti by méli svého psa
krmit pouze tepelné upravovanou stravou, aby se zabranilo infekci bakterii rodu Campyloacter
spp. a Salmonella spp. Syrové maso, vejce i jina Syrova strava by psim neméla byt podavana
z divodu vyssi nachylnosti k infekci (Ghasemzadeh &Namazi 2015). Vzhledem k tomu,

ze doma ptipravovany BARF nepodléha zadnému testovani ani regulaénimu dohledu, mélo
by se brat v potaz potencialni riziko zoonotickych patogent (Freeman et al. 2013).

Pro snizeni rizik zoondz béhem zoorehabilitace by kazdé zatizeni mélo vést a uchovavat
zdravotnickou dokumentaci, ktera by monitorovala pivodce zoonoz (tj. bakterie, viry
a parazity) a spravné postupy zoorehabilitace. Hlavnim cilem téchto kontrol je ochrana zdravi
zacastnénych klientl a dobré zivotni podminky terapeutickych zvifat (Santaniello et al. 2021).
Autofi Ghasemzadeh & Namazi (2015) navic uvadi, ze zvySeni znalosti majiteld pst
o zoonotickych onemocnénich a moznostech prevence by mohlo vyrazné snizit vyskyt
zoonotickych infekci v rodinach i ve zdravotnickych zatizenich, kam dochazi terapeuticti psi.
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3.3 Potencidlni zoondzy v zoorehabilitaci v dusledku krmeni konceptem
BARF

V zoorehabilitaci mize dochazet k zoonozam, které pro ¢lovéka mohou piedstavovat
zavazné zdravotni problémy. Pes je nejvice zapojované zvife v zoorehabilitaci, a to predevsim
diky jeho povaze a mezidruhovému vztahu s clovékem. Zaroven ale mize piedstavovat riziko
pfenosu zoonoz, jelikoz miize slouzit jako vektor n€kolika plivodct zoondz. K prenosu zoondz
dochdzi ptimym i nepfimym kontaktem. Pii mazleni se klient miiZze pfimo nakazit infikovanymi
slinami nebo aerosoly. Fyzicky kontakt se sliznicemi a srsti psa vystavuje pacienta bakteriim,
houbam a parazitim. Z tohoto diivodu existuji spory o tom, zda zachovat ¢i ne télesny kontakt
se zvitetem béhem AAT a AAA, aby se pfedchazelo Sifeni plivodct zoondz. Nepiimo se pak
klienti mohou nakazit z kontaminovaného prostiedi (kontaminovanou moc¢i nebo vykaly).
K ptfenosu zoondz miize dojit také prostfednictvim hmyzich vektoril, mezi které se fadi blechy,
klistata apod. (Boyle et al. 2019; Santaniello et al. 2021).

V souvislosti s krmenim dle konceptu BARF vznikaji jisté obavy ohledné pienosu
zoondz. Syrové maso, at’ uz prodavané pro lidskou spottebu nebo jako BARF krmivo, miize
byt kontaminovano fadou patogenti. I pfes vysokou opatrnost pfi zpracovani syrového masa
muze dojit ke kontaminaci. K t¢ mize dojit z klize, pefi nebo vnitinosti béhem porazky,
vykuchani, zpracovani nebo baleni masa. Vzhledem k tomu, Ze zmrazeni ani suSeni mrazem
nezni¢i vSechny patogeny, doma piipravovany BARF 1 komeréni BARF piedstavuje urcité
riziko kontaminace. Zvife pozie syrovou stravu s patogeny a stava se potencialnim pfenaSecem
zoonotickych onemocnéni, i kdyz se jevi zdravé (Freeman et al. 2013).

Z BARF stravy je mozné identifikovat patogenni mikroorganismy, které mohou ohrozit
zdravi zvitat 1 lidi (Papadopoulos & Sioutas 2020), coz je v zoorehabilitaci neptipustné.
Dle Lefebvre et al. (2008) by se ze zoorehabilitace méla vyloucit vSechna zvifata krmena
za poslednim 90 dni jakymkoli syrovym masem z diivodu jiZ zminovanych zoonoz.

Dle autori Ghasemzadeh & Namazi (2015) jsou pravé psi hlavnim rezervoarem
zoonotickych infekci, ktefi mohou piendSet bakteridlni, virové i parazitdrni onemocnéni
na Clovéka. Prehled potencidlnich zoonotickych patogent, které mohou piedstavovat riziko
v zoorehabilitaci v dusledku krmeni dle konceptu BARF, je uveden v Tabulce 2. Velmi
nebezpecné jsou piedevsim bakterie, protoze jsou odolné vii¢i antimikrobidlnim latkdm (Finley
et al. 2006).
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Tabulka 2: Piehled potencialnich zoonotickych patogent v zoorehabilitaci (vlastni tabulka)

Zoonotické bakterie

Zoonoticti parazité

Zoonotické viry

Salmonella spp.
Campylobacter spp.
Pasteurella spp.
Cryptosporidium spp.
Leptospira spp.
Brucella canis

Yersinia enterocolitica

Toxoplasma gondii
Neosporucaninum
Sarcocystis spp.
Cryptosporidium parvum
Giardia spp,
Echinococcus granulosus

Echinococcus

Hepatitida typu E
Vzteklina (rabies)

Caliciviridae

multilocularis
Malassezia pachydermatis
Taenia hydatigena
Bordetella bronchiseptica
Taenia ovis
Coxiella burnetii
Trichinella spp.

Capnocytophaga canimorsus
Clostridium spp.

Staphylococcus intermedius

Escherichia coli

streptokoky skupiny A

bakterie skupiny ESKAPE

3.3.1 Bakterialni zoonozy

Jednou z nejobavanéjsi bakterialni zoono6zou v zoorehabilitaci je Salmonella spp. Tato
bakterie patti do ¢eledi Enterobacteriaceae. Jsou to gramnegativni, pohyblivé, nesporotvorné,
fakultativné anaerobni organismy. Rod Salmonella se sklada pouze ze 2 druht, Salmonella
enterica a Salmonella bongori. S. enterica se dale d¢li na 6 poddruhi: S. enterica ssp. enterica,
S. enterica ssp. salamae, S. enterica ssp. arizonae, S. enterica ssp. diarizonae,
S. enterica ssp. houtenae a S. enterica ssp. indica. Tyto bakterie jsou vSudypfitomné organismy
(Marks et al. 2011), jejichz prevalence u pst se odhaduje na 1 % az 35 %. Onemocnéni
se nazyva salmoneloza (Finley et al 2006). Autorem prvni dokumentace o vyskytu salmonely
u pst a kocek byl Buxton v roce 1957 (Carter & Quinn 2000).
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Potencialni zdroje salmonel se u pst lisi. Jeden z hlavnich zdroji mtze byt nedostatecné
tepelné opracovana strava zivoc¢isného ptiivodu nebo zcela syrova strava (véetné kosti). Syrové
maso pochazejici z kafilérii je Casto spojovano s rizikem kontaminace salmonely. Salmonelu
muze obsahovat i syrova zelenina a ovoce, ¢i dokonce obiloviny (Finley et al. 2007). Dulezita
je imanipulace se syrovou stravou a piisnd hygienicka opatfeni. Za potenciondlni zdroje nakazy
je totiz mozné povazovat 1 kuchynské potieby (napi. niz nebo prkénko), misku
se syrovou potravinou nebo misto, kde je zvife krmeno. Zaroven mize byt zdrojem nédkazy
i tlama zvitete (Joffe & Schlesinger 2002).
oslabenych zvirat (Carter & Quinn 2000). Pokud se ptfiznaky salmonelézy u pst objevi,
projevuji se horeckou (40 az 41,1 °C), hubnutim, prijmem (mtze byt az krvavy) nebo bolesti
bticha (Finley et al. 2006). Zvitata s klinickou salmoneldézou obvykle vylucuji velké mnozstvi
bakterii do okoli, coz piedstavuje zavazné ohrozeni osob v jejich bezprosttedni blizkosti (Carter
& Quinn 2000). U biezich fen mohou salmonelozy zpusobit aborty (Finley
et al. 2006). Infekci touto bakterii dochazi k enterokolitidé (zanétu tenkého a tlustého stieva)
nebo septikémii, a néasleduje endotoxémie. VEtSina zvifat se sama uzdravi ve 3. az 4. tydnu
(Carter & Quinn 2000). Asymptomatiéti prenaseci, tzn. jedinci se schopnosti vylucovat
onemocnéni bez projeveni pifiznakd, mohou byt infekéni pro své okoli po dobu 6 tydnt
nebo déle (nepietrzité vylucuji 1. tyden, poté pierusovang) (Finley et al. 2006).

Rod Clostridium spp. patii mezi potencialni zoonotické bakterie, které produkuji nejvétsi
mnozstvi toxinli ze vSech typl bakterii. NejvyznamnéjSim a nejrozsifenéjSim druhem
je Clostridium perfringers, ktera je soucasti mikrobiomu zvifat a lidi (Silva & Lobato 2015).
C. perfringers je grampozitivni anaerobni bakterie. I pfestoze je tato bakterie béznym stfevnim
patogenem, patogeneze a predispozice k onemocnéni se u hostitelskych druhti 1i$i (Sindern et
al. 2019). Podle produkce toxintu je C. perfringers rozdélena do 4 hlavnich kategorii: alfa (o),
beta (B), epsilon (¢) aiota (1) (Silva & Lobato 2015). Vétsina téchto bakterii je ve stfeve hostitele
nepatogenni, nékteré druhy mohou vsak potencialn€ zptsobit vazna onemocnéni u lidi i zvitat
Naptiklad druh Clostridium difficile je celosvétovym pivodcem infekénich prijmu (Marks
et al. 2011). Dle studie autort Schmidt et al. (2018) je vyskyt Clostridium perfringens
vyznamné vys§i u psl, krmenych BARF stravou, nez u psti krmenych tepelné upravenou
stravou (napf. granulemi).

Klinické ptiznaky se mohou pohybovat od subklinického nosicstvi aZ po potencidlné
fatalni syndrom akutniho hemoragického prijmu (Marks et al. 2011). Bakterie Clostridium
perfringers je bézné detekovana u pst pravé se syndromem akutniho hemoragického prajmu,
a to v67 % (Cave et al. 2002). Neexistuji zadné specifické ptiznaky, které¢ jsou typické
pro infekci touto bakterii. VéEtSina zvirat ma prijem, ktery mize doprovazet klinické ptiznaky
spojené s onemocnénim tenkého stieva ¢i tlustého stieva. U psit mize dochézet 1 k zanétu
sliznice (Marks et al. 2011).

Dalsi obavanou zoonotickou bakterii v zoorehabilitaci je Campylobacter spp. Tento rod
zahrnuje 37 druhil a poddruhti, ale vétSina z nich je povaZovéana za nepatogenni. Patogenni
druhy, mezi které patii Campylobacter jejuni a Campylobacter coli, jsou termofilni a maji
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schopnost rtistu pii teploté 42 °C. Pomoci kvantitativni metody PCR se prokazalo, Ze psi mohou
ptirozené prenaset Sirokou Skalu druht této bakterie (Marks et al. 2011).

K pfenosu alimentarniho onemocnéni zptisobeného ptuvodcem rodu Campylobacter spp.
dochazi piimou nebo nepifimou cestou. Mezi piimé zdroje infekce patii strava
(napt. nedostateCné tepelné upravena strava, syrova strava, voda, nepasterizované mléko
apod.). Do nepiimych zdroju se fadi infek¢ni prostiedi nebo kontakt s jinymi zvitaty (Acke
2018). Domaci zvifata mohou vylucovat Campylobacter po dlouhou dobu (vice nez 1 rok)
(Damborg et al. 2004).

Bakterie Campylobacter mize u psi zpusobit symptomatické i asymptomatické infekce.
U sténat do 6 meésicli nebo u zvitat ve stresu se objevuji fidké prijmy az vodnaté ¢i krvavé
mukoidni prijmy. Akutni kampylobakteriéza je doprovézena nechutenstvim, zvracenim
a horeckou. Cilena 1é¢ba neni ve vétSiné pripadd nutnd, onemocnéni samo odezni (Marks
etal. 2011).

Dle Acke (2018) se ve vykalech u pst nejcastéji vyskytuji druhy jako jsou
C. uppsaliensis, C. jejuni a C. helveticus. Pichled téchto druhit Campylobacter spp. vcetné
jejich klinickych ptiznaki u pst i lidi je uveden v Tabulce 3.

Tabulka 3: Druhy Campylobacter prokazané u psu vcetné jejich klinickych pfiznaki u psia
a ¢loveka (upraveno dle Acke 2018)

Klinické priznaky

Druhy Campylobacter Pes Clovék

enteritida, bakteriémie,
myokarditida, meningitida,
zadné, enteritida, bakteriémie, cholecystitida, infekce
C. Jejuni cholangiohepatitida/cholecystitida, mocovych cest,
potrat, akutni polyradikuloneuritida | idiopatické stfevni zanéty,
Guillaintiv-Barrého

syndrom
C. uppsaliensis zadné, enteritida, enteritida, bakteriémie,
- upp akutni polyradikuloneuritida abscesy, placentitida
C. helveticus zadné nebo enteritida Enteritida

Bakterie skupiny ESKAPE (tj. Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa a Enterobacter species) jsou
bézné oportunni patogeny, které jsou spojovany v souvislosti se zdravotnickou péci
(tzv. nozokomidlni infekce). Bakterie ESKAPE zvySuji po celém svét€é morbiditu
a mortalitu pacientl. Dle Santaniello et al. (2021) hrozi riziko pfenosu vSech zoonotickych
bakterii ESKAPE ze psa na ¢lovéka, proto je potfeba provadét zvySenou mikrobidlni kontrolu
a dodrzovat ptisna hygienicka pravidla. Velmi dulezitd je pravidelna kontrola zdravotniho stavu
u vSech pst zapojenych do AAI Jakykoli uzky kontakt mezi ¢lovékem a psem zvySuje riziko
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zoonodzy, a stim i moznost pfenosu mezidruhové rezistentnich bakterii. Spolupraci mezi
veterinafi, 1ékatfi a epidemiology by se mélo zabranit pfenosu téchto bakterii a zaroven
se optimalizuje zdravi lidi, zvitat i zivotniho prostiedi (Santaniello et al. 2021).

Dalsi bakterii zptsobujici zoondzy je Escherichia coli (E. coli). I piestoze se E. coli bézné
vyskytuje ve fekalnim mikrobiomu zdravych psi, patii mezi jeji ¢leny fada oportunnich
patogenu. Tyto patogeny mohou byt vzajemné pienosné mezi psy a jejich majiteli (Moon et al.
2018). Krmiva pro domaci zvifata mohou ¢asto obsahovat tyto zivotaschopné bakterie. E. coli
je pritomna ptredevSim ve stfevnich traktech zdrojii zivocisného ptuvodu. Ke kontaminaci
dochdzi snadno prostiednictvim vykald, které mohou kontaminovat prostiedi. Vyssi prevalence
E. coli byla zjisténa také u komercnich syrovych krmiv pro domaci zvifata ve srovnani
s konvenéné zpracovanymi krmivy (Freeman et al. 2013).

E. coli zahrnuje 5 kategorii: zahrnuje enterotoxinogenni E. coli (ETEC), enteropatogenni
E. coli (EPEC), enteroagregativni E. coli (EAggEC), enteroinvazivni E. coli (EIEC) a Shiga
(Vero) toxin produkujici E. coli (STEC/ VTEC). Ze zoonotického hlediska
k tzv. Alabamarot (t¢Z Alabamska hniloba). OvSem zvifata mohou byt pouze ptenaSeci
bez projeveni priznaka (Wasteson 2002).

Zoonoticka bakterie Yersinia enterocolitica je jednou z ¢astych pfi¢in lidské enteritidy,
které mohou zpiisobit zavazné nasledky. Tato bakterie se bézn¢ vyskytuje v syrovém vepirovém
mase, vepfovych drobech a zv&finé. Dokaze piezit i zmrazeni a rozmrazeni. PSi
a kocky vylucuji lidské patogenni sérotypy (Bucher et al. 2008). Hlavnim rizikem lidské
yersinidzy je nespravna manipulace s kontaminovanym masem (vcetné veptovych drobi).

Jedinec se také mulze nakazit kontaktem S domacimi zvitaty (Fredriksson-Ahomaa
et al. 2006).

Mezi dalsi zoonotické bakterie se fadi i nékteré druhy rodu Brucella. Jedna
se 0 Brucella abortus, Brucella melitensis, Brucella canis a Brucella suis (Woldemeskel 2013).
B. suis je ptivodce bruceldzy u divokych prasat. Psi, ktefi se bézn¢ setkavaji s divokymi prasaty
nebo konzumuji syrové vepiové maso, jsou Castéji vystaveni této bakterii. B. suis zpisobuje
klinické ortopedické a reprodukéni onemocnéni u pstt (Mor et al. 2016). Pro ¢lovéka je B. suis
mén¢ infekéni a zoonotické onemocnéni Casto ziskd konzumaci masa z voln¢ Zijicich zvifat.
Clovek se od psti miize nakazit prostiednictvim sekretd a mo&i (Woldemeskel 2013).

Rod Streptococcus sp. patti mezi bakterie bézné se vyskytujicich u psti jako soucast jejich
zdravého mikrobiomu. Zatimco mnoho druhti Streptococcus sp. je neskodnych, nékteré mohou
zpusobovat onemocnéni u zvifat i lidi (Lamm et al. 2010). Druh Streptococcus canis (S. canis)
je identifikovan jako potencidlni zoonoticky patogen u psid. S. canis zpuasobuje
u psu infekce klize a mékkych tkani, infekce mocovych cest a infekce dychacich cest. U lidi byl
S. canis hlasen jako pficina §iroké skaly infekci, véetné infekci ran. Vyskyt S. canis je ¢astéjsi
u nemocnych psti nez u zdravych pst. Prestoze se jedna o potencialné zoonotickou bakterii,
riziko pfenosu na ¢lovéka je nizké. Pfesto by méla byt v zoorehabilitaci pfijata opatieni, ktera
by zabranila §ifeni téchto bakterii (Kaczorek-Lukowska et al. 2019).
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3.3.2 Parazitarni zoonozy

V syrovém mase se mohou nachazet prvoci a helminti, ktefi mohou byt rizikovymi
faktory infekci pro zvitata krmend BARF stravou. Parazitdrni onemocnéni ze syrového masa
do prostiedi, nebo manipulaci se syrovym masem. Zmrazovani syrového masa
je b&Znou prevenci proti vétding vyse uvedenych druhl parazitd. U¢innost mraZeni zavisi
na druhu parazita a podminkach (pifedevsim teplota a délka trvani) (van Bree et al. 2018; Davies
et al. 2019).

Toxoplasma gondii je prvok, ktery zpusobuje parazitirni zoonotickd onemocnéni.
Pfenasi se syrovym masem a Casto zpusobuje zoonozy. K infekci lidi a zvitat dochéazi pozfenim
syrového masa nebo nedostateéné tepeln¢ upraveného masa obsahujici parazitické cysty.
K nakaze muze dojit téz pozitim ovoce a zeleniny kontaminovanymi oocystami z kocicich
vykalt (Coelho et al. 2011; Jokelainen et al. 2012). Studie autorti van Bree et al. (2018)
detekovala pomoci PCR pfitomnost tohoto parazita v 6 % mrazené¢ komeréni BARF stravy.
Zmrazeni masa na -20 °C po dobu alesponl 3 dntl je nezbytné pro neutralizaci cyst a sniZeni
parazitarni ndkazy. [ pfesto je hlavni prevenci proti ndkaze vafeni masa
pti teploté alespoit 67 °C po dobu par sekund, ¢imz se nici cysty. Zaroven je nutné zabranit
kontaktu syrového a vafeného masa (Mirza Alizadeh et al. 2018).

U psu krmenych dle konceptu BARF muze dojit k nakaze prvokem Sarcocystis spp.
Definitivnim hostitelem prvoka jsou psi a kocky, se kterymi miize dochazet k zoon6ézam. Psi,
ktefi jsou krmeni striktné syrovym masem, mohou vylu€ovat oocysty parazitii po dobu nékolika
mésici. I clovék se muZe timto parazitem nakazit, ale klinické onemocnéni
se projevuje ziidka. Prevenci proti ndkaze je mraZeni nebo vateni pti vysokych teplotach, stejné
jako u toxoplazmézy (van Bree et al. 2018).

Dalsim zoonotickym parazitem muze byt i Echinococcus granulosus. Tato psi tasemnice
ma neptimy zivotni cyklus, jehoz definitivnim hostitelem je pes (nebo jiny masozravec).
Definitivni hostitel je infikovany dospélou formou parazita, ktery se nachazi v tenkém strevée.
Vajicka jsou vyluCovana prostfednictvim vykalii do prostiedi, kde jsou pfijimany
mezihostitelem (ovce, kozy, skot nebo prasata), u kterého se vyvijeji cysty. Vajicka v prostiedi
mohou pfezivat az nékolik mésicli. Psi se nakazi pozfenim cyst v syrovém mase nebo
ve viscerdlnich orgdnech. Psi obvykle nevykazuji Zadné klinické ptiznaky a zlstavaji
asymptomaticti, ale presto predstavuji zna¢nou hrozbu pro vetejné zdravi. U tohoto parazita
hrozi vysoké riziko zoonézy, jelikoz je clovék mezihostitelem. U c¢lovéka vznikaji cysty
v jatrech a plicich. I pfestoze neexistuji zadné bezpecné pokyny pro zniceni cyst v syrovém
mase, je doporucovano zmrazeni masa na -18 °C po dobu minimalné 6 hodin (Papadopoulos
& Sioutas 2020).

Stievni parazit Giardia spp. (konkrétné Giardia duodenalis) je bézny u lidi i zvifat
po celém svété. Bylo identifikovano osm hlavnich genetickych skupin, z nichz dvé (A a B)
se nachdzi jak u lidi, tak u zvifat. Zatimco zbylych Sest skupin (C az H) jsou hostitelsky
specifické a pro ¢lovéka nejsou infekéni. Zivotni cyklus Giardie je piimy a zahrnuje pouze
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2 stadia, trofozoit (replikacni stddium) a cystu (infekéni stadium). K infekci dochazi konzumaci
kontaminovanych potravin ¢i vody, nebo fekalné-oralni cestou (kontakt ¢lovék-Clovek nebo
zvite-zvite). Skupina A a B mulze ovSem piedstavovat zoonoticky potencial mezi psem
a Clovékem. Onemocnéni se nazyva giardiaza a jeji klinické ptiznaky jsou znacné variabilni.
Mezi piiznaky patii akutni az chronicky prtijem, dehydratace, bolest bficha, nevolnost, zvraceni
nebo ubytek hmotnosti. Jedinec vSak muze byt i asymptomaticky. Prevalence giardiozy u lidi
je ve vyspélych zemich nizsi (0,4 az 7.5 %) nez v rozvojovych zemich (8 az 30 %) (Ryan
& Caccio 2013).

Mezi dalsi vyznamné parazity, které mohou zplisobovat zoonozy, patii rody
Trichinella a Taenia. Tito parazité nejsou v komeréni syrové stravé identifikovani kvali
zavazné evropské legislativé. Syrové maso podléha piisné kontrole a eliminaci jatecné
upravenych tél infikovanych parazity rodu Trichinella (konkrétn¢ Trichinella spiralis),
a proto se nakazené maso nedostane do potravinového fetézce. Neospora caninum
a Cryptosporidium parvum jsou druhové specifiéti parazité pro psy, proto k zoonotickym
nakazam vétSinou nedochazi (Papadopoulos & Sioutas 2020).

3.3.3 Virové zoonézy

I ptestoze existuji n€které hrozby virovych zoonoz v dasledku krmeni syrovou stravou,
Vv soucasnosti neni dostatek studii, které potvrdily potencialni nebezpeci (Davies et al. 2019).

Pivodcem zoonotickych onemocnéni miize byt virus hepatitida typu E. Tento vir
zpisobuje zédvazné lidské onemocnéni, tzv. zloutenku. Hepatitida mtiZze infikovat tkané zvirat
slouZzici jako zdroj syrové potravy. PoZitim syrového ¢i tepelné neupraveného infikovaného
masa hrozi riziko nejen pro domaci zvifata, ale i pro jejich majitele. Zdrojem mohou byt
pfedev§im vepfova jatra nebo jeleni maso (Meng 2011). Ke kontaminaci viry mize dojit
1 ve zpracovatelském priimyslu, kde se infikovana potravina upravuje. Tato rizika vSak nejsou
téz zcela objasnéna, a proto je potieba provést dalsi studie (Davies et al. 2019).

Vzteklina (rabies) je akutni virové infekéni onemocnéni postihujici zvitata a lidi (Lavan
et al. 2017). 1 piestoze je Ceska republika od roku 2004 prohlaena za zemi vztekliny prostou
(Matouch et al. 2006), tak celosvétové umie velky pocat lidi v disledku nakazeni vzteklinou.
Vzteklina je totiz nevylécitelna nemoc, kterd ma nejvyssi umrtnost ze vSech zoon6z (Lavan
et al. 2017). Viry mohou infikovat tkané zvifete (stejn¢ jako u hepatitidy),
coz muze znamenat potencidlni riziko pro konzumenta. I u tohoto viru je zapotiebi provést
studie pro objasnéni zoondzy v souvislosti se syrovou stravou (Davies et al. 2019).

Dalsimi viry, které mohou zptisobit zoonozu, je skupina kaliciviri (caliciviridae). Mezi
kaliciviry se fadi i noroviry, u kterych se prokazalo pteziti pii prichodu psim
gastrointestindlnim traktem. To by mohlo pro ¢lovéka znamenat potencialni zoonotické riziko.
OvsSem 1 u této skupiny vird nebyla jasné prokdzana souvislost kontaminace ze syrové stravy.
Kocky se mohou navic proti kalicivirim oc¢kovat (Summa et al. 2012).
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3.4 Krmeni psi konceptem BARF

NejcastéjSim divodem, pro¢ majitelé sva zvifata krmi syrovou stravou je, ze se podle
nich jedna o ,,pfirozenéjsi a ,,zdravéjsi“ metodu krmeni. Taxonomicky jsou psi masozravci
(ackoli funkéné€ jsou vSezravci) a jejich predci, vici, lovili zivou kofist a zivili se mrSinou.
Nekteti zastanci syrové stravy tvrdi, Ze psi a vlci maji podobné anatomické a fyziologické
znaky, a tudiz by se méli krmit stejnou stravou jakou se zivi vlci ve volné ptirodé. Nazory
jednotlivet se lisi, avSak je mozné obecné konstatovat, ze existuje jisty trend o tomto zpisobu
krment, ktery je pro majitele domacich zvitat zajimavy. Tudiz je volba krmeni timto zpiisobem
stravy zalozena na ideologii a osobnim piesvédéenim o syrové stravé (McKenzie 2019).

Zastanci syrové stravy tvrdi, Ze spravné sestavend krmné davka syrové stravy muze byt
nutriéné vhodna a vhodnym zachazenim lze zamezit i rizikiim pfenosu patogenti (McKenzie
2019). Jako dalsi zdravotni pfinosy uvadi vitalitu psa, spravnou funkci traviciho traktu
a zlepSeni imunity (Niiesch-Inderbinen et al. 2019). Zastanci této stravy také tvrdi, Ze ma syrova
strava pozitivni zdravotni G¢inky na lepsi kvalitu srsti a strukturu i objem vykalt. Dokonce
tvrdi, ze snizuje riziko torze zaludku, cukrovky, alergie, rakoviny a jinych zavaznych
onemocnéni (McKenzie 2019). Kosti v syrové stravé maji také své piinosy. Zvykani syrovych
kosti totiz napomaha k odstranéni zubniho kamene (Marx et al. 2016). Dal$im argumentem
zastanci syrové stravy je to, Ze komercni strava (suchd ¢i konzervovana) je nutricné
nedostatend a méné zdravd. Také maji obavy ze ztrity zivin pifi zahfivani
a z pridavani piisad konzervanti a barviv pfi zpracovani krmiva. Védecké dikazy
o zdravotnich ptinosech tohoto zptisobu krmeni jsou vSak nedostate¢né (McKenzie 2019).

Existuji vsak jisté obavy pro domaci zvifata zptisobené krmenim dle konceptu BARF.
Syrové kosti v krmné ddvce mohou piedstavovat riziko zlomenin zubd a zéroveil poranéni
gastroinstetindlniho traktu, které mize vést k vaznym nasledkiim nebo az ke smrti zvifete.
Dokonce 1 divoce Zijici masoZravci jsou ohroZeni zranénim z kosti a také chronickym
opotiebenim zubt (McKenzie 2019). Americkd veterinarni lékaiska asociace (AVMA)
a Kanadska veterinarni 1ékaiska asociace (CVMA) dolozily diikkazy o tom, Ze syrova strava
muze zpusobit onemocnéni domécich zvifat. Jednim z nejcastéjSich onemocnéni ze syrové
stravy jsou salmonelozy u psi a ko¢ek (Niiesch-Inderbinen et al. 2019). Nejvétsim rizikem
syrové stravy je infekéni onemocnéni z neupravenych potravin. PfestoZe je zde riziko pfenosu
téchto onemocnéni 1 z tepelné upravené stravy, riziko u syrovych potravin je vyrazné vyssi.
Zdrava, dospéla zvifata s dobrou imunitou mohou témto onemocnénim do urcité miry odolat.
AvSak mlada ¢i stard zvifata s naruSenou imunitou jsou vystavena vySSimu riziku, stejné
tak jejich majitelé. Tyto negativni ucinky a rizika ze syrové stravy jsou na rozdil od piinosa,
které jsou teoretické a neprokazatelné, dobie zdokumentovany (McKenzie 2019).
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3.4.1 Kontrolni postupy neziavadnosti BARF stravy

BAREF strava miize pochazet z riznych zivocisnych zdroji, a proto je dualezitad kontrola
syrového krmiva (van Bree et al. 2018). Zajistovani lidského zdravi i zdravi zvifat je jednim
Z hlavnich cili potravinového prava. Potravinové pravo stanovuje nafizeni Evropského
parlamentu a Rady (ES) ¢. 178/2002 ze dne 28. ledna 2002. V Evropské unii (EU) musi vSichni
komer¢ni zpracovatelé¢ a dodavatelé syrového krmiva pro domaci zvirata dodrzovat predpisy.
Tyto piedpisy upravuji (mimo jiné) zivoc¢isné produkty, které nejsou urceny k lidské spotiebe.
Vedlejsi produkty, které jsou povoleny vkrmivech pro domaci zvifata, spadaji
do klasifikace ,,Kategorie 3. Tato kategorie zahrnuje produkty, které jsou sice vhodné
pro lidskou spotiebu, ale nejsou pro ni uréeny. Do kategorie 3 se tadi i lidské potraviny, které
obsahuji zivocisné produkty, ale byly z riznych diivodi odstranény z potravinového fetézce
(z nichz z zadného nevznik4 zadné riziko pro lidské zdravi nebo zdravi zvirat). Kromé toho
jsou povoleny také vedlejsi produkty, které nejsou vhodné k lidské spotiebé, ale zvite bylo
porazeno na jatkach, po prohlidce pied poraZkou bylo povazovano za vhodné pro lidskou
spotfebu a pitva nenalezla dukazy o pfenosné nemoci (European Commission 2018.).

Natizeni Komise (EU) ¢. 142/2011 zahrnuje pozadavky na krmivo pro zvifata
v zajmovém chovu a nekteré dalsi ziskané produkty. Jedna se predevSim o to, aby ve vSech
fazich vyroby, zpracovani a distribuce se zajistila bezpecnost zdravi zvitat i lidi. Syrové krmivo
pro domadci zvitata musi byt baleno do obalu z nepropustného materialu. VSechny kroky musi
zarucit, aby produkt nebyl béhem vyrobniho procesu az do okamziku prodejen vystaven
kontaminaci (Commission Regulation (EU) No 142/2011).

3.4.2 Prehled publikaci zabyvajici se vyskytem zoonotickych bakterii u psii v disledku
krmeni konceptem BARF

Syrové maso, které slouzi jako krmivo pro zvifata v zajmovém chovu, je sice
kontrolovano pomoci pozadavki (viz kapitola 3.4.1 Kontrolni postupy BARF stravy), ovsem
1 presto jsou zoonotické bakterie detekovany. Nize je uveden piehled publikaci prokazujici
vyskyt zoonotickych bakterii u psti spojené s krmenim dle konceptu BARF.

Detekce bakterii rodu Salmonella spp.

Jednou z nejcasteji detekovanych bakterii je rod Salmonella spp. Prvni izolace salmonely
probéhla prvni izolace jiz v roce 1976. Autoii Mayer et al. (1976) se zabyvali detekci této
bakterie u policejnich pst, ktefi byli krmeni syrovou stravou. Vyzkum
se uskutecnil v Némecku, kde bylo odebrano 67 vzorkl ze psich vykald. Pii prvnim odbéru
byla salmonela izolovana u 42 % vzorku, zatimco u druhého odbéru dokonce az u 55 % vzorki
(Davies et al. 2019).
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Prizkumy syrového masa pro krmeni domadcich zvifat v Severni Americe uvadéji podil
vzorkl pozitivnich na salmonelu v rozmezi 7,1 % (Strohmeyer et al. 2006), 8 % (Nemser
et al. 2014), 9 % (Mehlenbacher et al. 2012), 20 % (Weese et al. 2005) a 21 % (Finley
et al. 2008). Vzorky byly obvykle zmrazené a ziskané z komerénich prodejen.

Detekce salmonely byla zaznamendna v mnoha studiich zabyvajici se krmenim psi
syrovou stravou (Joffe & Schlesinger 2002; Finley et al. 2007; Lefebvre et al. 2008; Lenz
et al. 2009). Studie potvrdily, Ze krmeni syrovou stravou je hlavni rizikovy faktor
pro vylucovani této bakterie (Leonard et al. 2011; Reimschuessel et al. 2017). Salmonela
je vylucovana u psti krmenych syrovou stravou s totoznou ne-li vyssi frekvenci nez pozitim
kontaminované¢ho krmiva (Leonard et al. 2011), coz muze vést az k chronickému nebo
zesilenému vylucovani salmonely (Davies et al. 2019). Tuto skuteCnost potvrzuje
I dlouhodobé vylucovani salmonely po dobu 1 az 11 dnti ihned po prvnim dni krmeni komer¢ni
syrovou stravou kontaminovanou salmonelou (Finley et al. 2007).

Detekce bakterii rodu Campylobacter spp.

Rod Campylobacter spp. patii mezi bézné bakterialni patogeny zpusobujici lidskou
gastroenteritidu po celém svéte. Novy Zéland je povazovan za jednu ze zemi, kde jsou hlaseny
nejvyssi poéty kampylobakteriozy u lidi ve vyspélém svété (Baker et al. 2007). Campylobacter
spp. u pst a kocek na Novém Z¢landu byl detekovan u 17 % fekalnich vzorkt (Mohan 2015).
Pozdéjsi studie detekovala Campylobacter spp. u 36 %, pricemz nejcastéjSimi izolovanymi
druhy jsou C. jejuni, C. uppsaliensis a C. helveticus. Soucasti této studie byla i izolace
Campylobacter spp. z komeréniho syrového krmiva pro domaci zvifata, kde celkova prevalence
byla 28 % (Bojani¢ et al. 2019).

Dle védecké literatury byl Campylobacter spp. izolovan ptiblizné ve 300 vzorcich
odebranych ze syrové stravy v USA a Kanad¢ (Weese et al. 2005; Strohmeyer et al. 2006; Lenz
et al. 2009).

Detekce bakterii rodu Clostridium spp.

Bakterie rodu Clostridium spp. je dalsi bakterii, ktera se mize vyskytovat v syrovém
mase a zpusobit zoonotickd onemocnéni. Nasledujici védecké publikace uvadi identifikaci této
bakterie v syrovém mase uréeném pro domaci zvifata. Druh Clostridium perfringens byl
izolovan ve 26 % komeréni syrové stravy pro psy z péti zemi (Svédska, Norska, Finska,
Némecka a Spojeného kralovstvi) (Hellgren et al. 2019). V USA a Kanadé byla hlasena
piitomnost Clostridium difficile v syrové stravé pro psy a v mase prodavaném pro lidskou
spotiebu (Weese et al. 2005; Rodriguez-Palacios et al. 2007; Rodriguez-Palacios et al. 2009).
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Detekce ostatnich zoonotickych bakterii

Dalsi zoonotickou bakterii vyskytujici se v syrovém mase je Escherichia coli (E. coli).
Dle uvedenych védeckych publikaci piekracuje pocet E. coli v BARF stravé limity EU
pro syrové krmivo pro domaci zvifata. E. coli produkujici shiga toxin (konkrétné STEC
0O157:H7) byla detekovana v syrové stravé (20 %) v Nizozemsku (van Bree et al. 2018).
Dle studii Lenz et al. (2009) a Nemser et al. (2014) vsak nebyla STEC O157 izolovana
z celkového poctu 616 vzorkl syrové stravy V téchto dvou studiich v USA. Rozdily v izolaci
mohou odrazet odchylky v lokalni kontaminaci masa, druhu zdrojového masa a metodach
vySetfovateld. Ve Spojeném kralovstvi byly detekovany blizce ptibuzné izolaty STEC O157
ze Ctyt lidskych klinickych piipadi (s jednim tmrtim). | v téchto pfipadech se prokazala
souvislost se psy krmenymi BARF stravou (Byrne et al. 2018).

Brucella suis je dal§i zoonotickou bakterii, jejiz zdrojem infekce je syrové
maso. Brucella suis byla detekovana ve zmrazeném zaje¢im mase dovezeném z Argentiny
do Nizozemska a Spojeného kralovstvi. Zaje¢i maso bylo urcené jako BARF strava pro doméaci
zvitata. Bakterie byla identifikovana za zaklad¢ klinickych pfiznakii nemocného psa
(Frost 2017).

Bakterialni druh Listeria monocytogenes muze zpusobovat téZ zoonotické onemocnéni.
Uvedené védecké studie uvadéji detekci této bakterie v BARF stravé. Listeria monocytogenes
byla izolovana u 54 % holandskych produkti prodavanych jako mrazené syrové krmivo
pro domaci zvitata (van Bree et al. 2018). V USA byla detekovana u 16 % syrového (pievazné
mrazeného) krmiva pro psy a koc¢ky (Nemser et al. 2014).
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4 Metodika
4.1 Vybér psi pro vyzkum

Do studie bylo vybrano celkem 100 psi, od kterych byl nasledné odebran fekalni vzorek
pro vyhodnoceni bakteridlniho osidleni stfevniho mikrobiomu. Psi byli vybirani na zakladé
zptsobu krmeni (BARF strava/granule). Respondenti z celé Ceské republiky byli osloveni
pomoci socialni sité (Facebook).

U pstt krmenych BARF stravou (N = 50) bylo podminkou, aby byli klinicky zdravi
(bez ptiznaki onemocnéni) a krmeni striktné syrovou stravou po dobu min. 2 tydni.
Do vyzkumu nebyli zafazeni psi, ktefi uzivali antibiotika v méné nez 3 tydnech.

Do studie se zapojili psi velkych (N = 26), stiednich (N = 13) i malych (N = 11) plemen.
Primémy vék pst krmenych BARF stravou byl 5.96 let (= 4.28 SD). Castgji se vyskytovaly
ve studii feny (N =26) nez psi (N = 24). Jedinci byli pfevazné nekastrovani (N = 30). Majitelé
svého psa odCervovali vétSinou 1 az 2x roéné (N = 22), koprologie byla provadéna pouze
ojedinéle (N = 15). Psi byli chovani nejcastéji uvniti domu/bytu (N = 40), ztidka pak venku
na zahrad¢ (N = 6) ¢i kombinaci uvniti/venku (N = 4). Vzorky byly pfevazné od pst z mésta
(N = 37) nez z vesnice (N = 13). Psi byli nejéastéji chovani ve smecce (N = 30) nez sami
(N = 20). Vétsina pst byla krmena BARF stravou uz od narozeni (N = 28). U pst pievazovala
normalni kondice (N = 45).

Podminkou pro psy, ktefi jsou krmeni suchou stravou (granulemi) (N = 50), byl dobry
zdravotni stav a krmeni striktné suchou stravou po dobu min. 2 tydnii. Opét byli vybirani psi,
kteti neuZzivaji léCiva, kterd by mohla mit vliv na sloZeni stfevniho mikrobiomu a tim
1 na kone¢né vysledky.

Studie se zucastnili psi malych (N = 25), stfednich (N = 22) i velkych (N = 3) plemen.
Primérny vék pst krmenych granulemi byl 5.83 (+ 4.35 SD) Pievazné se jednalo o feny
(N =33) nez o psy (N = 17). Vétsina pst byla kastrovana (N = 27). Majitelé nejcastéji svého
psa odcervovali 2 az 3x ro¢né (N = 26), koprologii provadéli pouze ziidka (N = 2). Nejcasté&ji
psi zili uvnitt domu/bytu (N = 47), venku na zahradé minimalné (N = 3). Vzorky pochazely
od méstskych psit (N = 47) nez od psu zijici ve vesnici (N = 3). Psi Zili pfevazné sami
bez ptitomnosti jiného psa (N = 36) neZ ve smecce (N = 14). Pievazna vétsina psu byla krmena
granulemi jiz od narozeni (N = 42). Zpravidla se jednalo o psy v normalni kondici (N = 44).

4.2 Metodika sbéru dat a skladovani vzorku

Celkem bylo odebrano 100 fekalnich vzorkd, z ¢ehoz 50 pst bylo krmeno BARF stravou
a 50 psu bylo krmeno suchou stravou (granule). Sbér prob&hl v obdobi tnor az fijen 2022.
Pred odbérem vzorku majitelé vyplnili dotaznik, ktery obsahoval informace o psovi
(viz Ptiloha 1). Pfehled vSech informaci o psech krmenych konceptem BARF je k dispozici
v Ptiloze 2 a o psech krmenych granulemi v Pfiloze 3.
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Fekalni vzorky byly odebirany pomoci sterilni odbérové sady. Sbér vzorku byl proveden
ihned po defekaci psa. Kazdy vzorek byl oznacen ¢islem (1 az 100) pro pozdé¢jsi identifikaci.
Vzorky v odbérovych sadach byly nasledn¢ zamrazeny (—20 °C az —40 °C). VSechny vzorky
byly zmrazeny na shodnou teplotu. V mrazaku byly vzorky skladovany az do zpracovani

V laboratofi.

Analyza vzorkd byla provedena v laboratofi Ustavu Zivodi§né fyziologie a genetiky
Akademie véd Ceské republiky pod vedenim Ing. Jakuba Mréazka, Ph.D.

4.3 lzolace DNA

K'izolaci DNA byla pouzita izola¢ni sada QIAamp® PowerFecal® DNA Kit, jejiz
soucasti bylo vSe potfebné k izolaci (v€etné podrobného protokolu) (Qiagen 2017). Cilem
tohoto kroku bylo izolovat DNA od necistot a pfimesi.

Kazdy vzorek byl nejprve navazen na mnozstvi mezi 150 mg a 250 mg a byl vloZen
do zkumavky PowerBead Pro Tube. Tato zkumavka obsahuje drobné kuli¢ky, které napomahaji
k rychlé a dikladné homogenizaci fekalniho vzorku. Vzorek byl ve zkumavce protiepan tak,
aby se sediment usadil na dné. Ke vzorku bylo pfidano 800 ul roztoku CD1. Roztok CDI
obsahuje detergent, ktery zpisobi naruseni bunééné stény a denaturaci bilkoviny. Nasledné byl
vzorek vlozen do piistroje FastPrep-24™ pfi rychlosti 6,5 m/s a délce vortexovani 2x po 30 s.
Poté byly vzorky centrifugovany pii 15 000 rcf po dobu 1 minuty. Supernatant byl pfenesen do
¢isté 2 ml zkumavky Microcentrifuge Tube. Nasledné bylo pfidano 200 pl roztoku CD2. Smés
byla nasledné¢ znovu centrifugovana. Supernatant byl pfenesen do Cisté 2 ml zkumavky
Microcentrifuge Tube. K supernatantu bylo ptidano 600 pul roztoku CD3 a po dobu 5 sekund
byl vzorek opét promichan. Roztok CD3 je vysoce koncentrovany roztok soli, ktery dokaze
navazat DNA, ale nevaze organicky a anorganicky material. V dalSim kroku bylo pfeneseno
650 ul supernatantu do zkumavky MB Spin Columns, ktera byla opét centrifugovana. Tento
krok byl proveden jesté jednou. Tim bylo zajisténo, Ze veskera tekutina prosla pies kiemicitou
membranu zkumavky MB Spin Columns, kde byla zachycena celkova genomova DNA. Vrchni
¢ast zkumavky MB Spin Columns byla vloZena do €isté zkumavky Collection Tubes (2 ml).
Bylo pfidano 500 pl roztoku EA (ethanol) a poté byla zkumavka centrifugovana za stejnych
podminek (viz vySe). Roztok EA obsahuje Cistici pufr, ktery odstrafiuje proteiny a dalsi
kontaminanty z filtraéni membrany zkumavky MB Spin Column. Obsah spodni ¢asti byl
vyprazdnén a bylo piidano 500 pl roztoku C5. Roztok C5 slouzi jako Cistici roztok na bazi
ethanolu, ktery odstrafiuje zbytkovou stl, inhibitory a dal§i kontaminanty, pficemZ DNA
zUstava navazana na kifemicitou membranu. Zkumavka poté byla jest€ jednou centrifugovéna.
Obsah dolni zkumavky byl opét vyprazdnén. Nasledovala centrifugace samotné zkumavky
pfi 16 000 rcf po dobu 2 minut. Centrifugaci se zajistilo odstranéni vesSkerého roztoku
obsahujici ethanol, ktery by mohl ovlivnit DNA. Horni ¢ast zkumavky (MB Spin Columns)
se vlozil do zkumavky Elution Tubes (1,5 ml) a ptidalo se 100 pl roztoku C6. Roztok C6 slouZzi
K uplnému uvolnéni DNA z filtra¢ni membrany. Nasledovala posledni centrifugace. DNA byla
izolovana u vSech 100 vzorku. Izolovana DNA byla skladovana pii teploté — 26 °C.
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Koncentrace izolované DNA byla zméfena na piistroji NanoDrop One. Cistota DNA byla
vyjadiena absorpci pii vlnovych délkdch 260 a 280 nm. Hodnota ¢ist¢ DNA byla vyssi
nez 1,8 ng/pl (¢im vyssi hodnota, tim €ist§si DNA). Tato hodnota je vyjadfena pomérem mezi
absorpnim maximem DNA a bilkovin. Jestlize hodnota ¢ist¢ DNA byla nizsi nez 1,8 ng/ul,
tak bylo ve vzorku pfitomno vice bilkovin nebo jinych reagencii. Nameéfené hodnoty
se nachéazely v rozmezi 12,903 ng/ul az 441,8 ng/ul.

4.4 Stanoveni mikrobialni diverzity

Stanoveni mikrobialni diverzity pomoci PCR-DGGE bylo provedeno pomoci
univerzalniho detekéniho systému mutaci DCode ™ (Bio-Rad). Postupovalo se dle protokolu
autoru Muyzer et al. (1993).

44.1 Polymerazova fetézova reakce (PCR)

Pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR) byly namnozeny (amplifikovany) useky
DNA, ze kterych byly vytvoreny kopie vzorového fragmentu DNA. Amplifikace iseku DNA
kodujici 16S rRNA byla nezbytna pro stanoveni bakterialniho zastoupeni ve vzorku. V tomto
useku se nachazely variabilni Gseky, které byly charakteristické pro jednotlivé bakterie.

Do mikrozkumavky (200 ul) byly smichany vSechny slozky uvedené v Tabulce 4. Tento
krok byl proveden u v§ech 100 vzorki.

Tabulka 4: Podrobny piehled slozek a mnozstvi na ptipravu PCR reakce 1 vzorku

Slozka MnoZstvi
Izolovand DNA 1 pul
Forward primer (10x zfedény 338GC) 1 pul
Reverzni primer (10x zfedény 534R) 1 ul
dH20 12 pl
PCR mix — OneTaq Quick-Load 2X Master Mix with Standard Buffer 15 ul

Poté bylo vsech 100 mikrozkumavek vlozeno do jamek zahiivaciho bloku termocykleru
Biometra TAdvanced. Na termocykleru byl zvolen program "PCR-DGGE". Jednotlivé kroky
PCR reakce jsou znazornény na Obrazku 2. Nasledovala kontrola PCR reakce pomoci
agarozove elektroforézy.
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Teplota Krok1 Krok 2 Krok 3 Krok 4 Krok 5 Krok 6
P (5 minut) | (30 minut) | (20 minut) | (40 minut) | (5 minut) (o)
100 °C
a5°C
20°C a5°C
60 °C 72°C 72°C
58 °C
40 °C
20°C
0°C 8°C
Cyklus 34x

Obrazek 2: Jednotlivé kroky PCR reakce

4.4.2 Kontrola vzorkii DNA pomoci agarozové elektroforézy

Agar6zova elektroforéza byla provedena pro kontrolu, zda PCR reakce probéhla uspésné
a je mozné se provést DGGE.

Nejprve byl piipraven 1,5% agarovy gel, jehoz slozky a mnozstvi jsou uvedeny
v Tabulce 5. Predpokladana velikost tsekd je 200 pb (part bazi). V kadince byla smichana
agaroza s 0,5% TBE pufrem a na magnetickém michadle byla uplné rozpusténa a provarena.
Poté byl ptidan ethidium bromid, ktery zvyrazituje DNA pod UV svétlem.

Tabulka 5: Podrobny piehled slozek a mnozstvi pro piipravu agarézového gelu

Slozky Mnozstvi
PCR agar6za 1,5 g pufr
0,5% TBE pufr 100 ml
ethidium bromid 3ul

Vychlazeny gel (40 az 50 °C) byl vlozen do vanicky, do které se nasledn¢ umistil
hiebinek, ktery vytvofil jamky pro vzorky DNA. Gel byl tuhy pfiblizné¢ za 20 minut, poté
byl vyjmut hiebinek. Gel byl premistén do elektroforetické vany, ktera byla naplnéna 0,5%
TBE pufrem tak, aby byl gel ponotfeny. V prvni jamce bylo pipetou naneseno 5 pl standardu
DNA Markeru 200-1500 col. (firma Top-Bio s.r.o.). V dalsich jamkach bylo 3 pl produktu
ziskaného z PCR reakce.

K elektroforetické vané byly ptipojeny elektrody a bylo nastaveno napéti na 100 V
po dobu 30 minut. DNA je zaporné nabita, proto nanesené produkty prostupovaly ke kladné
nabité elektrod¢é. Nasledné byl gel pfemistén do laserové technologie Azure200 Blue light
White light UV (Azure Biosystems), ktera snima fluorescentni DNA gely. Usp&snost PCR
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reakce byla potvrzena, pokud DNA useky spliovaly velikost 200 pb. VSech 100 produktt
obsahovalo postacujici mnozstvi DNA, ktera byla potiebna pro dalsi zpracovani.

4.4.3 Denaturaéni gradientova gelova elektroforéza (DGGE)

Béhem denaturacni gradientové gelové elektroforézy (DGGE) byly rozdéleny geny stejné
velikosti podle jejich denaturacni schopnosti. V tomto kroku byly ziskdny vyznamné useky,
které byly pouzity pro Sangerovo sekvenovani DNA.

DGGE byla provedena podle protokolu Muyzera et al. (1993) v piistroji DCode™
D|Universal Mutation Detection System. Nejprve byl pfipraven akrylamidovy gel s gradientem,
ktery vznikl smichanim dvou roztokli o rizné denaturacni sile (viz Tabulka 6). Denaturacni sila
se pohybovala v rozsahu 35 az 60 %. Pfitomnosti formamidu a mocoviny byla DNA postupné
denaturovana. Molekulova hmotnost gelu ovliviiovala rychlost, kterou se dvouvlaknova
molekula DNA pohybovala.

Tabulka 6: Piehled potiebnych slozek a mnozstvi pro pfipravu roztoku
DGGE 25 ml

35% | 60%
40% akrylamid (ml) | 5,560 | 5,560
50x TAE (ml) 0,500 | 0,500
formamid (ml) 3,500 | 6,000
Mocovina (g) 3,675 | 6,300
Voda (ml) 12,250 | 9,500

Na jeden gel bylo mozné nanést pouze 20 vzorki, proto bylo potieba vytvofit pét geld.
Do ptipravnych ban€k se proto namichalo pétinasobné mnozZstvi slozek roztokd.

Pro ptipravu gelu byla sestavena aparatura, kam byly pfecerpany namichané roztoky.
Do kazdého roztoku bylo pfidano 200 ul 10% peroxodisiranu amonného a 20 ul TEMED.
Po ptecerpani gelu do apartury byl vlozen hieben pro vytvoteni jamek. Gel tuhl ptiblizné
50 minut. V gelu béhem tuhnuti doslo k polymeraci. Poté byla apartarura s gelem vlozena
do pfistroje pro DGGE, ktery byl naplnény 7 litry pufru (1% TAE pufr) a zahtivan na 60 °C.
Do kazdé jamky Vv gelu bylo nasledné napipetovano 27 pl produktu ziskaného z PCR reakce.
DGGE je elektroforéza probihajici vertikalné pfi teploté 60 °C s napétim 60 V a trva piiblizné
18 hodin.

Po 18 hodinach byl gel vyjmut z pfistroje a vlozen do plastového boxu, kam bylo pfilito
50 ml 1% pufru TAE a ptidano 5 ul SYBR Green (barvivo). Poté byl cely box 30 minut
promichan, ¢imz bylo docileno navazani nukleovych kyselin s barvivem.

Gel byl presunut do transiluminatoru Molecular Imager® Gel Doc™ XR System
(BIO RAD) a byl zvolen program Image Lab, ktery gel vyfotil. Z fotky byly vybrany vyznamné
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useky, které byly dale pouzity. Jednotlivé useky se vybiraly na zdkladé vyraznosti snimku.
Ptipadné se vybiraly takové Giseky, které se v gelu vyskytovaly ojedinéle. Celkem bylo vybrano
48 vyznamnych usekt (viz Ptiloha 4), které byly nésledné skalpelem vyiiznuty pod UV
svétlem. Nasledné byly vyfiznuté Gseky vlozeny do 1,5 ml zkumavky a pouzity pro Sangerovo
sekvenovani DNA.

4.5 Sangerovo sekvenovani DNA

Cilem sekvenovani dle Sangera bylo ziskat sekvenci nukleotidu, ktera byla oznacena
pismeny bazi v fad¢ za sebou. Pomoci sekvence nukleotidi byly identifikovany piitomné
bakterie.

45.1 PCR reakce a agarézova elektroforéza vybranych tuseku

VSechny vyfiznuté vyznamné useky byly centrifugovany s 100 pl dH20 po dobu
10 minut pti 10 000 rpm. Vyznamné useky byly pouzity jako templat (jednotetézova DNA),
ktery slouzil jako zdroj informaci béhem vytvareni kopii nukleovych kyselin. Templat byl
spole¢né s dalSimi slozkami (viz Tabulka 7) pouzit pro PCR reakci. Jednotlivé kroky PCR
reakce byly stejné jako na Obrazku 2.

Tabulka 7: Podrobny piehled slozek a mnozstvi na ptipravu PCR reakce

Slozka Mnozstvi
Templat 4 ul

PCR mix — EliZzyme™ FAST Taq MIX Red 15 pl
forward primer (10x 341FP) 1 ul
reverse primer (10x RP534) 1 ul
dH20 9ul

PCR reakce byla opét ovéfena pomoci agarézové elektroforézy, kde se postupovalo
stejnym zptisobem viz kapitola 4.4.2 Kontrola vzorktt DNA pomoci agardzové elektroforézy.

4.5.2 Purifikace PCR produkti

Pomoci purifikace byla DNA piecisténa od vSech nezadoucich necistot daného vzorku.
Purifikace DNA byla provedena u vsech 48 vyznamnych PCR usekti pomoci komer¢niho kitu
Monarch® PCR & DNA Cleanup. Soucasti baleni byl i podrobny navod, podle kterého
se postupovalo.
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K ziskanému mnozstvi DNA o objemu 27 ul bylo pfidano 125 ul roztoku Cleanup
Binding Buffer (pomér 5:1 pro dsDNA 2 < kb). Vzorek byl promichan a pipetou vlozen
do zkumavky s kolonkou obsahujici filtratni membranu. Poté byl vzorek centrifugovan
pfi 16 000 rcf po dobu 1 minuty. Tekutina byla ze spodni zkumavky vylita (DNA zistalo
na membran¢). Do kolonky bylo vlozeno 200 pul roztoku Wash Buffer (obsahujici ethanol), poté
byly vzorky opét centrifugovany. Tento krok byl zopakovan. Nasledné byla kolonka piesunuta
do 1,5 ml zkumavky. DNA byla z membrany uvolnéna po pifidani roztoku Elution Buffer
(25 pl) pti centrifugaci 16 000 rcf po dobu 1 minuty. Pomoci téchto kroki byla ziskana Cista
DNA. Koncentrace DNA byla zméfena pomoci pfistroje NanoDrop One.

Dale byla DNA ptipravena pro Sangerovo sekvenovani. Ze 48 usekt bylo vybrano
23 vyznamnych Gsekd. Useky byly vybirdny na zékladé mnozstvi DNA, &m vice DNA
tim 1épe. Ve 200 pl zkumavce bylo smichano 50 ng DNA, 2,5 ul primeru a byla pfidana voda
do celkového objemu 10 pl. Tento postup byl proveden dvakrat. Nejdiive byl pouzit kodujici
primer (10x 341FP), poté nekddujici primer (10x 534RP). VSechny vzorky byly zaslany
do komer¢ni firmy SEQme s.r.0, ve které bylo provedeno samotné Sangerovo sekvenovani.

4.5.3 Zpracovani vysledkii ze Sangerova sekvenovani

Ziskané vysledky od firmy SEQme s.r.o. byly zaslany ve vice formatech. V této praci byl
pouzit format ABI, u kterého byla sekvence nukleotidl fazena za sebou a ozna¢ovana pismeny
bazi. Sekvence kazdého vzorku byla provedena zobou stran dvakrat (rozdilné primery).
S vyuzitim programu Geneious prime byly tyto dvé sekvence na zakladé komplementarity
ziskanych bazi spojeny. V programu Geneious byly vygenerovany chromatogramy, jejichz
sekvence nukleotidi byla zapsana pismeny. Zapis byl poté vlozen do genetické
databaze NCBI a pomoci algoritmu BLAST Dbyl vyhodnocen (dostupny
na https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Vsechny bakterie byly identifikovany na zakladé
databaze 16S rRNA.

4.6 Kvantitativni metoda v realném case (QPCR)

Kvantitativni metoda PCR v realném case (qPCR) vyhodnocovala mnozstvi konkrétni
casti DNA ve vzorku v realném case. Vysledkem gPCR byl pocet kopii ¢isté DNA dané
bakterie, ktery urcuje intenzitu vyskytu. Mnozstvi kopii genu mtize mit vliv na miru patogenity
dané bakterie.

Postup kvantitativni metody V realném c¢ase byl podobny klasické PCR reakci, ovSem
s vyuzitim specialniho cycleru. V této praci byl pouzit cycler QuantStudio™ 3 Real-Time PCR
System. Cycler zaznamenaval Vv prubéhu reakce mnozstvi DNA v kazdém cyklu.
Do qPCR metody byla pouzita 10x nafedénd izolovana DNA. Dle Tabulky 8 byla pfipravena
smés (mimo izolovanou DNA), ktera byla napipetovana o objemu 16 ul do jamkovych desticek.
Poté byly do kazd¢ jamky ptidany 4 ul DNA. Objem jedné reakce byl 20 pul.
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Tabulka 8: Podrobny piehled slozek a mnozstvi na ptipravu gPCR reakce

Slozka Mnozstvi (20 pl reakce)
Izolovana DNA 4 ul

PCR mix — EliZzyme™ gPCR Mix 10 ul

forward primer dané bakterie 0,8 ul

reverse primer dané bakterie 0,8 ul

dH20 4,4 ul

Tato prace se zabyvala patogenitou bakterii Salmonella spp., Campylobacter jejuni
a Clostridium perfringers, podle kterych byly vybrany primery (viz Tabulka 9). V tabulce
jsou uvedené také studie, podle kterych byly primery zvoleny. Jednotlivé primery byly
10x natedény.

Tabulka 9: Podrobny ptehled jednotlivych primert v qPCR reakci

Primer Specifita Sekvence Velikost Reference
produktu
cpatp | Clostridium GCTAATGTTACTGCCGTTGA
perfringens Schlatter
Clostridium 324bp tal. (2019
cpalR ! CCTCTGATACATCGTGTAAA etal. (2019)
perfringens
hipo-F | Campylobacter | - o G TGCAGATATGGATGCTT
jejuni 344bp Persson
Campylobacter et al. (2005)
hipO-R jejuni GCTATAACTATCCCATCCGAAGAC
invA_F | Salmonella spp. GTGTCCTTTGGTATTAATCC 250b Schlatter
invA_R | Salmonella spp. GTCTGAGCACTTCTTTAAG P | etal. (2019)

Jamkova desticka byla zalepena specialni folii, ktera byla utésnéna pro minimalizaci
odparu tekutiny béhem reakce. Desticka byla vlozena do cycleru a zvolil se reakéni profil.
Pozadovana teplota, doba extense a dal$i parametry reakce byly nastaveny dle reference daného
primeru (viz Tabulka 9).

Byla vyuzita absolutni kvantitativni metoda, ze které byl zjist€n pocet kopii Cist¢é DNA
cilové sekvence vzorku. Pro absolutni kvantifikaci byla pouzita standardni kiivka.
Pro vytvoteni standardni kiivky byly pouzity standardy o znamé koncentraci. Standardni kiivky
jednotlivych primerti jsou uvedeny na Obrazku 3, 4 a 5. Standardy byly vytvofeny pomoci
klasické PCR reakce a purifikace produktd. Jednotlivé pocty kopii dané bakterie
ve vzorcich o neznamé koncentraci byly porovnany se standardy.
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Obrazek 3: Standardni kiivka pro primer invA (Salmonella spp.)
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Obrazek 4: Standardni kiivka pro primer hipO (Campylobacter jejuni)
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Obrazek 5: Standardni kiivka pro primer cpal (Clostridium perfringens)

4.7 Statisticka analyza dat

Vysledky byly statisticky vyhodnoceny pomoci programu STATISTICA 12. Ovéfeni
normality dat bylo provedeno pouZitim histogramu. Norméalni rozdéleni dat nebylo potvrzeno.
Proto byl statisticky vyznamny rozdil hodnocen na zakladé neparametrickych testti porovnanim
dvou nezavislych skupin pomoci Mann-Whitneyového testu. Rozdily mezi vyskytem
potencialnich bakterii a zpisobem krmeni/zptisobem chovu byly hodnoceny na hladiné
statistické vyznamnosti a = 0,05. Jestlize hladina p byla menSi neZ hladina a, statisticky
prikazny rozdil byl prokazan. Jestlize hladina p byla vyS$si neZ hladina a, statisticky prikazny
rozdil nebyl prokazan. Vysledky testu byly prokazany s 95% spolehlivosti. Vysledky byly
graficky znazornény pomoci svorkovych grafii, které zobrazuji priméry s odchylkami.
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4.8 Mapovani metod krmeni psi zapojenych do canisterapie

Dil¢im cilem bylo vyhodnotit dotaznik, ktery byl distribuovany mezi canisterapeuty.
prostiednictvim online formulafe (Google Forms). Dotaznik byl pouzit ke zmapovani metod
krmeni psu v canisterapii.

Postup dotaznikového Sefeni

Dotaznik (viz Ptiloha 5) byl prostfednictvim online formulafe (Google Forms) rozsifen
mezi canisterapeuty. Canisterapeuté byli osloveni pomoci socidlnich siti. Sbér dat probihal
4 mesice, od zaii 2022 do prosince 2022.

V hlavi¢ce dotazniku byl respondent sezndmen s vyzkumem. Poté vyplnil demografické
otazky (pohlavi, v€k a vzdé€lani). Nasledovaly dotaznikové otazky souvisejici
S canisterapeutickym psem (v€k, pohlavi, plemeno, odcerveni, koprologie, bakteriologické
vySetfeni apod.). Otazky byly uzaviené i oteviené. Hlavni otazka tohoto Setfeni znéla takto:
,Jak krmite Vaseho psa?*“ Respondenti mohli volit z uvedenych variant nebo dopsat vlastni
odpovéd.

Celkové vysledky byly zhodnoceny a porovnany. Metody krmeni byly zndzornény
v grafu.
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5 Vysledky

5.1 Vyhodnoceni bakterii u psii s ohledem na jejich krmeni

5.1.1 Vyhodnoceni vyskytu potencialné patogennich bakterii rodu Salmonella spp.,
Capylobacter jejuni a Clostridium perfringens

Vyzkumna ¢ast této studie se zaméfuje na bakterie rodu Salmonella spp., Campylobacter
jejuni a Clostridium perfringers. Vyskyt bakterii byl porovnavan na zaklad¢é poctu kopii Cisté
DNA dané bakterie v zavislosti na metod¢ krmeni psa a zptsobu chovu. Pfedpokladem bylo,
¢im vyssi pocet, tim vyssi riziko patogenity dané bakterie. Pocet kopii potencialné patogennich
bakterii u jednotlivych zvifat je uveden v Ptiloze 6, 7 a 8. Podrobné statistické vyhodnoceni
je uvedeno v Piiloze 9.

Bakterialni druh Campylobacter jejuni (C. jejuni) byl detekovan pomoci primeru hipO.
Celkem byl C. jejuni nalezen u vSech 100 pst, z ¢ehoz 50 psii bylo krmeno BARF stravou
a 50 psu krmeno granulemi. Vyssi vyskyt bakterie C. jejuni byl u psi krmenych BARF stravou
(viz Graf 1). Vyznamna diverzita bakteric C. jejuni v zavislosti na metodé¢ krmeni byla
statisticky potvrzena (p < ) a vyssi vyskyt této bakterie byl u psi krmenych BARF stravou.

Campylobacter jejuni
180 000

160 000

140 000

120 000 |

100 000

80 000

P odet kopii {Si5ta DNA)

60 000

40 000

20 000

BARF granule & Primas

Krmivo T PrimértD, 85 Int. spolehl.

Graf 1: Detekce bakterie Campylobacter jejuni v zavilosti na zptsobu krmeni

ey

Vyssi detekce bakterie C. jejuni byla u pst zijici kombinované venku na zahradé

..........

venku na zahradé (viz Graf 2). Statisticky vSak nebyly zjiStény zadné priikazné rozdily mezi
vyskytem patogenni bakterie C. jejuni a zptisobem chovu psa (p > o).
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Graf 2: Detekce bakterie Campylobacter jejuni v zavilosti na zpisobu chovu

K detekci bakterie Clostridium perfringens (C. perfringens) byl pouzit primer cpal,
ktery identifikoval tuto bakterii celkem u vSech pst (50 pst na granulich a 50 psit na BARF
strave). V Grafu 3 je znazornén rozdil vyskytu bakterie v zavislosti na druhu krmiva. Z grafu
je patrné, Ze vyskyt bakterie C. perfringens je vyznamné vyssi u pstu krmenych BARF stravou
neZ u pst krmenych granulemi. Tento rozdil byl statisticky prokazan (p < a). Z ¢ehoz vyplyva,
7ze existuje statisticky prikazny rozdil mezi vyskytem potencidln€ patogenni bakterie
C. perfringens a metodou krmeni.

Clostridium perfringens
1200 000

1000 000

800 000

600 000

400 000 —

Pocet kopii (Cista DNA)

200 000

-200 000

AP granule & Pramér
Krmivo T Primérx0,95 Int. spolehl.

Graf 3: Detekce bakterie Clostridium perfringens v zavilosti na zptisobu krmeni
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Vyssi vyskyt C. perfringens byl u psi Zijicich kombinované venku/uvniti v porovnani

ey

se psy zijici pouze uvniti domu nebo venku na zahrad¢ (viz Graf 4). Dle statistické analyzy
existuje prikazny rozdil v detekci bakterie C. perfringens a zptsobu chovu (p < o), ktery
potvrzuje rozdil mezi vyskytem této bakterie u pst chovanych kombinované uvniti/venku

cey

(oboje) v porovnani se psy Zijici pouze uvniti nebo pouze venku.
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Graf 4: Detekce bakterie Clostridium perfringens v zavilosti
na zpiisobu chovu

K detekci bakterie Salmonella spp. byl pouzit primer invA. Celkem byla salmonela
detekovana u 85 vzorkil, zcehoz 43 pst bylo krmeno BARF stravou a 42 psi krmeno
granulemi. Graf 5 znazornuje intenzitu vyskytu bakterie v souvislosti s metodou krmeni.
Z grafu je mozné vidét, ze vyskyt bakterie u psti na BARF stravé je vyssi nez u psi krmenych
granulemi. Statistickou analyzou vSak nebyl potvrzen priikazny rozdil mezi zpiisobem krmeni
a vyskytem salmonely (p > a).
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Graf 5: Detekce bakterie Salmonella spp. v zavilosti na zptisobu krmeni

Vyskyt bakterie rodu Salmonella spp. byl nepatrné vyssi u psa Zzijicich uvnitt domu
v porovnani se psy chovanych kombinované uvniti/venku nebo pouze venku na zahradé
(viz Graf 6). Statisticky vyznamny rozdil nebyl zjiStén ani pomoci statistické analyzy
(p > o), z cehoz vyplyva, Ze zptisob chovu nema vliv na vyskyt této bakterie.
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Graf 6: Detekce bakterie Salmonella spp. v zavilosti na zptisobu chovu
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Prvni hypotéza predpokladala, ze u psti krmenych dle konceptu BARF bude signifikantné
vy$si vyskyt patogennich bakterii. Tato hypotéza se prokazana u bakterii Campylobacter jejuni
a Clostridium perfringers. U bakterie Salmonella spp. byl sice vyssi vyskyt u pst krmenych
BARF stravou, ale statisticky vyznamny rozdil nebyl prokdzan. Druhd hypotéza, kterd
piedpokladala, ze psi Zijici venku na zahradé¢ budou mit vyS$$i pocet patogennich bakterii
nez psi zijici doma, nebyla potvrzena.

5.1.2 Stanoveni celkové mikrobialni diverzity stfevniho mikrobiomu psi

Tato studie zaroven hodnotila celkového sloZeni stifevniho mikrobiomu. Na Obrazku 6
je pomoci statistické metody Pearsons Correlation of Principal Coordinate Analysis (PCoA)
graficky znazornéna skupinova odchylka mikrobialni diverzity. Cervend jsou oznaceni jedinci
krmeni suchou stravou, zelen& jsou jedinci krmeni BARF stravou. Cim kratsi je vzdalenost
mezi jednotlivymi body, tim jsou si jedinci vice podobni (a naopak). Z obrazku je patrné,
ze celkové slozeni stievniho mikrobiomu se u psi krmenych BARF stravou vyznamné lisi
od pst krmenych suchou stravou.

z

Obrazek 6: Skupinova odchylka bakterialni diverzity (PCoA)
(Cervené body — psi krmeni suchou stravou, Zelené body — psi krmeni BARF stravou)
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V tabulce 10 je uveden piehled identifikovanych mikroorganismi. Pokud je shoda
sekvence vétsi nez 97 %, povazuje se vysledek za dostateéné reprezentativni. Pti shodé mensi
nez 96 % neni vzorek dostatecné reprezentativni. Nékteré useky nebylo mozné identifikovat,
jelikoz doslo k chybé¢ pfi ¢teni. Misto pismen, které jsou charakteristické pro stavebni jednotku
DNA, bylo uvedeno jiné pismeno. Chyba mohla byt zpiisobena nedostatecnym precisténim
vzorku. Identifikace vzorku se nepodatila, pokud ve vzorku bylo vice chyb. Z 23 tseki nebylo
identifikovano 8 tsek.

Tabulka 10: Identifikace a taxonomie mikroorganismu dle algoritmu BLAST

Cislo tseku Identifikace mikroorganismu Kmen Shoda (%)
1 Blautia faecicola Firmicutes 93 %
2 Corynebacterium sp. Actinobacteria 100 %
5 Faecalicatena sp. Firmicutes 89 %
7 Clostridium thermopalmarium Firmicutes 80 %
12 Salmonella bongori Proteobacteria 90 %
17 Faecalicatena sp. Firmicutes 96 %
19 Faecalicatena sp. Firmicutes 96 %
20 Faecalicatena sp. Firmicutes 98 %
22 Staphylococus epidermidis Firmicutes 100 %
24 Blautia faecis Firmicutes 99 %
26 Escherichia coli Proteobacteria 91 %
28 Blautia faecis Firmicutes 92 %
30 Blautia faecis Firmicutes 99 %
33 Streptococcus sp. Firmicutes 96 %

Graf 7 znazoriuje piehled identifikovanych mikroorganismu (viz Tabulka 10) u vSech
pst s ohledem na jejich zptsob krmeni. Mikroorganismy byly u pst detekovany na zakladé
identifikace useki (viz Ptiloha 10) za ptedpokladu, Ze se stejné bakterie vyskytovaly ve stejné
vodorovné linii u vice zvifat.
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Graf 7: Piehled identifikovanych bakterii metodou DGGE
(Modra barva — psi krmeni BARF stravou, Oranzova barva — psi krmeni granulemi)

Bakterie Escherichia coli, Salmonella bongori a Streptococcus sp. jsou potencialni
patogenni bakterie (viz kapitola 3.3.1 Bakteridlni zoonozy), které byly detekovany predevsim
u pst krmenych granulemi. Vliv suché stravy na vyskyt potencidln¢ patogennich bakterii
by mohl poslouzit jako namét pro dalsi studie.

Bakterie rodu Faecalicatena sp. a Blautia sp. (konkrétné¢ druhy Blautia faecicola
a Blautia faecis) patii do kmene Firmicutes, ktery se fyziologicky nachdzi ve zdravém
mikrobiomu psa (viz kapitola 3.1.2 SloZeni stfevniho mikrobiomu zdravého psa). Tyto bakterie
byly vyznamn¢ vyssi u psi krmenych BARF stravou.

Bakterie Clostridium thermopalmarium, Staphylococcus epidermidis a Corynebacterium
Sp. nejsou soucasti bézného stfevniho mikrobiomu psa. Z ¢ehoz je mozné predpokladat,
ze fekalni vzorek byl kontaminovan prostiedim.

Ptiloha 11 obsahuje piehled vSech identifikovanych bakterii, které jsou rozd€leny
dle patogenity na potencialné patogenni bakterie, bakterie zdravého mikrobiomu a bakterie,
kterymi byl fekéalni vzorek kontaminovan z prostiedi.
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5.2 Vyhodnoceni mapovani metod krmeni pst zapojenych do canisterapie

Dil¢iho Setieni se zucastnilo celkem 42 respondentd, ktefi se se svym psem vénujici
canisterapii. Nasledujici ¢ast vyhodnocuje nejcastéjsi metody, kterymi canisterapeuté krmi
svého psa.

Demografické udaje

Na demografické otazky odpoveédéli vSichni respondenti. Pfevazna ¢ast respondentt byly
zeny (N = 39), zbytek byli muzi (N = 3). Primérny ve&k respondenti byl 42,76 let
(= 12,47 SD). Nejvice respondenti mélo vzdélani stfedni s maturitou (N = 18)
a vysokoskolské (N = 17). Méné& respondentit mélo vyssi odborné (N = 4) a stfedni odborné
(N = 3) vzdélani.

Respondenti méli ¢astéji feny (N = 31) nez psy (N = 11). Primérny veék psi byl 6.07 let
(£ 3.08 SD), nejnizsi veék byl 4 mésice a nejvyssi 12 let. NejcastéjSim plemenem byli kiizenci,
zlati retrivii, border kolie a labradorsky retrivii.

Dotaznikové otazky

Vétsina respondentll svého psa od€ervuje dvakrat za rok. Preventivni parazitologické
vySetieni (tzv. koprologii) pfevazna ¢ast respondentd nedéla (N = 24), zbyla ¢ast ano (N = 18).
Bakteriologické vySetieni je provadéno také velmi malo (N = 6), ostatni respondenti ned¢laji
(N = 36).

VétSina respondentl se canisterapii vénuje v rozmezi 1 az 5 let (N = 18), poté 5 aZ 10 let

(N=7)a10az20let (N=9). Mén¢ respondentti se canisterapii vénuje méné nez 1 rok (N =4)
nebo naopak vice nez 20 let (N = 4) (viz Graf 8).

Délka praxe v canisterapii

B méné nez 1 rok H]az5let 5az 10 let
m 10 az 20 let W vice nez 20 let

Graf 8: Délka praxe v canisterapii
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Canisterapeuticky pes navstévuje klienty prevazné jednou tydné (N = 11) nebo nékolikrat
do tydne (N = 11). Pomérn¢ velka ¢ast respondentti navstévuje klienty pouze piilezitostné
(N = 9). Zbytek respondentti navstévuje klienty jednou za mésic (N = 5) nebo nékolikrat
do mésice (N = 6) (viz Graf 9).

Cetnost navitév terapeutického
tymu u klienti

B X tydné m n¢kolikrat do tydne = pouze prilezitostné

W 1X mésicné m nékolikrat do meésie

Graf 9: Cetnost navstév terapeutického tymu u klienti

Ptevazna ¢ast respondentli krmi svého canisterapeutického psa tepelné upravenou stravou
(N = 27), tj. sucha (granule), vafena a konzervovana strava. OvSem i BARF strava
(N = 11) je u respondenti pomérné vyznamnou metodou krmeni canisterapeutickych pst.
Zbytek respondentli krmi kombinaci tepelné upravenou stravou a BARF stravou (N = 4)
(viz Graf 10).

Metody krmeni canisterapeutickych
pst

u Tepelné upravena strava  ® BARF strava Oboje

Graf 10: Metody krmeni canisterapeutickych psi
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Na otevienou otazku ,Je podle Vias krmeni syrovou stravou (BARF) vhodné
v canisterapii?“ odpovédélo 41 respondentd, 1 respondent odmitl odpoveédét. Podle vétsiny
respondentti (N = 35) je BARF strava vhodnou metodou v canisterapii. Zbytek respondentt
odpovédélo ne (N = 4) nebo nevim (N = 2) (viz Graf 11).

Krmeni canisterapeutickych pst
BARF stravou

B Vhodné mNevhodné Nevim B Odmitl/a odpoveédét

Graf 11: Krmeni canisterapeutickych psat BARF stravou

Na otevienou otazku ,, Jaka jsou moZna rizika zoono6z v disledku krmeni syrovou
stravou (BARF)?* odpovédelo 36 respondentt, 6 respondentli odmitlo odpovédét. Vétsina
respondentd (N = 17) nejcastéji zminovala bakterie, parazity a viry. Zaroven uvadéli,
ze krmeni BARF konceptem je nepraktické. Pomérné velka ¢ast respondentd (N = 11)
uvedla, Ze nevidi Z4dnad nebo minimalni rizika zoondz. Zbytek respondenti odpovédélo,
ze nevi (N = 8).

50



6 Diskuse

Diplomova prace se zabyva hodnocenim slozeni sttevniho mikrobiomu u psii. Cilem této
prace bylo nejen vytvoreni literarni reSerSe zamétené na zoohygienu a zoonoticky potencial pst
v ramci canisterapie, ale 1 realizace vyzkumu vyhodnocujici mozny vyskyt bakterii
se zoonotickym potencidlem u psi krmenych dle konceptu BARF. Dil¢im cilem bylo
dotaznikové Setfeni distribuované mezi canisterapeuty, které mapuje metody krmeni psi
zapojenych do canisterapie.

Potencialné patogenni bakterie psi

Salmonel6za patii mezi nejobavanéjsi onemocnéni, které je mozné ziskat nejen
dusledkem manipulace nebo konzumace kontaminovanych potravin, ale 1 kontaktem
s domacimi zvifaty (Joffe & Schlesinger 2002; Finley et al. 2006). Syrové maso pro domaci
zvifata je dalS$im potencialnim zdrojem bakterii rodu Salmonella spp., u kterych hrozi riziko
zoondz (Finley et al. 2006). Skutenost, Zze syrova strava je jednim z hlavnich faktord
vylucovani salmonel, byla potvrzena v mnoha studiich zabyvajici se krmenim psi syrovou
stravou (Joffe & Schlesinger 2002; Finley et al. 2007; Leonard et al. 2011; Lenz et al. 2009;
Reimschuessel et al. 2017). | v této studii byl vyssi vyskyt salmonely u psi krmenych BARF
stravou Vv porovnani se psy krmenymi granulemi. Statistické rozdily mezi krmivy vSak v této
studii nebyly potvrzeny. Klinické pfiznaky salmoneldzy u pst jsou pomérné vzacné, proto
mohou byt psi asymptomaticti pienaseci (Carter & Quinn 2000). To se potvrdilo i v této studii,
kdy béhem odbéru nejevil zadny =zuacastnény pes jakékoli ptiznaky salmonelézy,
a piesto u 85 % pst byla tato bakterie detekovana. Pfi stanoveni celkové mikrobidlni diverzity
pomoci metody DGGE byl detekovan konkrétni druh salmonely, Salmonella bongori. Bakterie
Salmonella bongori byla detekovana u ¢tyfech psu (3 psi krmeni granulemi a 1 pes krmen
BARF stravou). Autoii Moon et al. (2018) uvadi, ze ackoli patii rod Salmonella spp. mezi
oportunni patogeny, nékteré jeji druhy se bézné vyskytuji ve zdravém fekalnim mikrobiomu
psa. Prizkumy zalozené na 16S rRNA ukazaly, Ze mnozstvi kopii genu se u psi pohybovalo
v Sirokém rozmezi. Stejné tomu tak bylo 1 v této studii, kdy byla vyuzita kvantitativni metoda
Vv realném case. Je tedy moZné predpokladat, Ze mnoZstvi kopii genu ma vliv na miru patogenity
této bakterie (Moon et al. 2018).

Bakterie rodu Campylobacter spp. patii mezi dal$i obavanou bakterii, ktera muze
zpusobovat zoonotickd onemocnéni (Marks et al. 2011). U psi mize predstavovat zvysené
riziko nakazeni touto bakterii i BARF strava (Acke 2018). I piestoze nakazeni psi vétSinou
nejevi zadné klinické pifiznaky, mohou byt pfenaSeci kampylobakteriézy nejen mezi zvitaty,
ale i mezi lidmi (Marks et al. 2011). Pfestoze V této studii nejevil zadny pes ptiznaky
onemocnéni, vysledky kvantitativni metody prokazaly vyskyt druhu Campylobacter jejuni
u vSech zucastnénych psa, tj. 100% vyskyt této bakterie. Autoti Moon et al. (2018) uvadi,
ze Campylobacter spp. se fyziologicky vykytuje ve zdravém fekalnim mikrobiomu pst, ackoli
patii tento rod mezi oportunni patogeny. V tomto vyzkumu byl potvrzen vliv stravy
na mnozstvi kopii genu bakterie, kdy signifikantn€ vyssi mnozstvi bylo u psi krmenych BARF
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stravou Vv porovnani se psy na granulich. Tyto vysledky se shoduji se studii autor Runesvérd
et al. (2020), ve které byl prokazan vyssi vyskyt bakterie rodu Campylobacter spp. u psi, ktefi
byli krmeni syrovou stravou.

Bakterialni druh Clostridium perfringers je jednou z nejvyznamnéjsi a nejrozsifenéjsi
bakterii sttevniho mikrobiomu zvifat a lidi (Silva & Lobato 2015). | v této studii byl potvrzen
100% vyskyt této bakterie. I piestoze je tato bakterie béznym stievnim patogenem, muize byt
v ptipad¢ vysSiho vyskytu vyvolano onemocnéni (Sindern et al. 2019). Dle autort
Marks et al. (2011) rod Clostridium spp. muze predstavovat riziko zavaznych onemocnéni
u lidi 1 zvifat, proto se tato bakterie fadi mezi zoonotické. Dle studie Schmidt et al. (2018)
je vyskyt potencialné patogenni bakterie Clostridium perfringens vyssi u psu, ktefi jsou krmeni
syrovou stravou, oproti ostatnim metoddm krmeni (Schmidt et al. 2018). Vysledky této studie
se shoduji se studii Schmidt et al. (2018). Detekce bakterie Clostridium perfringens byla
vyznamné vys$i u psit krmenych BARF stravou nez u pst krmenych granulemi.

Bakterie Escherichia coli se bézné vyskytuje ve zdravém fekalnim mikrobiomu psa,
ale nékteré kategorie patii mezi oportunni patogeny (Moon et al. 2018). Vyssi prevalence této
bakterie byla zjisténa v komerénich syrovych krmivech pro domaci zvifata v porovnani
s tepelné upravenymi krmivy (Freeman et al. 2013). To se potvrdilo i ve studii Schmidt et al.
(2018), kde byl zvyseny vyskyt bakterie Escherichia coli u psi, ktefi byli krmeni dle konceptu
BARF. Vysledky této studie se proto neshoduji se studii Schmidt et al. (2018). V tomto
vyzkumu byla bakterie Escherichia coli detekovana pomoci metody DGGE pievazné u pst
krmenych granulemi (N = 21) nez u psu krmenych BARF stravou (N = 1). Podrobng&jsi
identifikace Escherichia coli v§ak nebyla zjisténa, tudiz neni jednoznacné, zda bakterie u pst
pusobila patogenné ¢i ne. Vyskyt bakterie Escherichia coli u pstt krmenych granulemi by mohl
poslouzit jako namé&t pro dalsi studie.

Bakterie rodu Streptococcus sp. jsou bézné se vyskytujici bakterie stfevniho mikrobiomu
zdravych psi  (Lamm et al. 2010). Zatimco mnoho druhd této bakterie
je neSkodnych, fada z nich patfi mezi oportunni patogeny zvitat i lidi (Kaczorek-Lukowska
et al. 2019). V této studii byl Streptococcus sp. identifikovan pomoci metody DGGE u osmi
pst, ktefi byli krmeni granulemi. Psi vSak nejevili zadné znamky infekce, proto nelze
jednoznaéné fici, zda bakterie na psa pusobila patogenné. Zaroven nebyl detekovan piesny
druh, podle kterého bychom mohli miru patogenity hodnotit.

Bakterie zdravého mikrobiomu psi

Bakterialni rod Faecalicatena sp. patii do c¢eledi Lachnospiraceae. Tato celed
se nachazi ve stfevnim mikrobiomu zdravych psut (Isaiah et al. 2017). Bakterie tohoto rodu byla
detekovana u 38 % psl, a to prevazné krmenych BARF stravou. Vysledky této studie
se shoduji s autory lsaiah et al. (2017). 1 ptestoze nebyly identifikovany konkrétni druhy
bakterii, je mozné ptredpokladat, Ze detekované bakterie plsobily u psii nepatogenne.
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Bakterie rodu Blautia sp. je béznou anaerobni bakterii sttevniho mikrobiomu u savct,
ktera ma probiotické a antibakterialni uc¢inky (Liu et al. 2021). Vyssi vyskyt bakterie Blautia
sp. je u stravy zivoc¢isného ptivodu (Bolte et al. 2021). | v této studii se bakterie rodu Blautia
sp. (konkrétn¢ druhy Blautia faecicola a Blautia faecis) detekovala pomoci metody DGGE
prevazné u pst krmenych dle konceptu BARF. Vysledky této studie se tedy shoduji se studii
Bolte et al. (2021). Lze tedy piedpokladat, ze bakterie rodu Blautia sp. ptisobily u téchto psi
nepatogenné a pozitivné prispivaly k jejich zdravému stievnimu mikrobiomu, tak jak
je uvedeno ve studii Liu et al. (2021).

Mikrobialni diverzita

Slozeni fekalniho mikrobiomu se 1isi mezi psy krmenymi BARF stravou a psy krmenymi
komeréni stravou (Schmidt et al. 2018). Vysledky této studie se shoduji se studii Schmidt et al.
(2018). Mikrobialni diverzita psi se vyznamnég liSila v zavislosti na metodé¢ krmeni (BARF
strava a suchd strava). U pst krmenych BARF stravou byl pomoci kvantitativni metody qPCR
prokdzan vyznamné vysSi vyskyt potencidlné patogennich bakterii. Celkova mikrobialni
diverzita stanovena metodou DGGE se u obou skupin pst téz lisila. Pfi stanoveni celkové
mikrobialni diverzity byl nejcastéji detekovan kmen Firmicutes. Dle védecké studie
Garcia-Mazcorro et al. (2011) je tento kmen nejhojnéj$im kmenem stfevniho mikrobiomu pst.
V malé mite byly detekovany i bakterie kmene Proteobacteria a Actinobacteria. Tyto bakterie
jsou dle studie Honneffer et al. (2017) béznymi kmeny v tenkém stievé, které se za béznych
fyziologickych podminek v mensim mnozstvi vyskytuji i v psich vykalech. Studie Sandri et al.
(2016), Algya et al. (2018) a Schmidt et al. (2018) navic uvadi, ze BARF strava zvysuje vyskyt
bakterii kmene Proteobacteria. Vysledky této studie se neshodovaly s autory uvedenych studii.
Vyskyt bakterii kmene Proteobacteria (konkrétné druhy Escherichia coli a Salmonella bongori)
byl vyssi u psu, ktefi byli krmeni granulemi nez u pst krmenych BARF stravou.

Mozné faktory ovliviiujici vysledky mikrobiomu

Vysledky fekalniho mikrobiomu mohou byt ovlivnény nékolika faktory. Do této studie
byli zapojeni psi riznych plemen, tzn. kiiZzenci i Cistokrevna plemena. Dle studie Tarafder
& Samad (2010) ptedstavuji kiiZzenci vyS$i riziko pienosu zoonotickych onemocnéni
nez Cistokrevna plemena. V této studii byla detekce u potencialné patogennich bakterii vzdy
vys$i u Cistokrevnych pst nez u kiiZzenci. Do vyzkumného Setfeni se zapojili prevazné
Cistokrevni psi (N = 75), ve vyrazné¢ mensim mnozstvi pak ktizenci (N = 25). Dale mtze byt
studie ovlivnéna vékem psu, jelikoz se jednalo o psy rtizného véku. Obecné plati, Ze nejvyssi
prevalence zoonotickych bakterii je u Sténat do 1 roku véku (Marks et al. 2011; Thépault
et al. 2020). V této studii byl vyskyt patogennich bakterii vyS$i u psi starSich nez 1 rok
nez u Sténat. Studie se vSak zaucastnili prevazné dospéli psi (N = 90), Sténata pouze ojedin€le
(N =10).
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Odbér vzorii probihal od jara (unor) do podzimu (fijen), proto mohou byt vysledky
ovlivnény téz sezonnosti bakterii. Naptiklad bakterie rodu Campylobacter spp., Streptococcus
spp. a Salmonella spp. se vyskytuji prevazné v 1ét¢ (Lamm et al. 2010; Lal et al. 2012). Dalsim
faktorem muze byt i misto chovu, tj. mésto nebo vesnice. Dle studie Azza et al. (2014)
predstavuji psi z méstskych oblasti vy$$i riziko zoonoz, jelikoz jsou v bliz§im kontaktu
S ostatnimi psi (v¢etné jejich vykall). Vysledky této studie vSak nelze porovnavat se studii Azza
et al. (2014). Do této studie totiz bylo zapojeno vice pst z méstskych ¢asti (N = 83)
nez z vesnic (N = 17). Dale pocet pst v chovu muze ovliviiovat vyskyt bakterii. Studie Acke
(2018) uvadi, ze psi zijici ve smecce maji vyssi pravdépodobnost vyskytu zoonotickych bakterii
nez psi zijici sami bez pfitomnosti dalStho psa. Vysledky studie Acke (2018)
se shoduji s vysledky této studie. I v této studii byl vyssi vyskyt potencidlné patogennich

bakterii (konkrétné Clostridium perfringens a Campylobacte jejuni) u psi zijicich ve smecce
nez u psu Zijicich sami.

Vysledky mohly byt ovlivnény téZ pozienim kontaminovaného materidlu, jako jsou
naptiklad vykaly jinych zvifat nebo odpadky, v dobé, kdy majitel psa nepozoroval. V této studii
se vyskytly bakterie Staphylococcus epidermidis a Corynebacterium sp., které jsou soucasti
bézného mikrobiomu ktze u psi (Malik et al. 2006; Frischmann et al. 2012). Na zakladé
uvedenych studii je mozné predpokladat, ze se fekalni vzorek mohl infikovat prostfednictvim
kize pti defekaci. Identifikovana bakterie Clostridium thermopalmarium neni téz soucasti
sttevniho mikrobiomu u pst (Poehlein et al. 2018). Lze tedy pfedpokladat, ze vzorek mohl byt
kontaminovan prosttedim.

Krmeni psi v zoorehabilitaci

Canisterapeuticti psi Casto interaguji s lidmi jejichZ imunitni systém je oslaben
nebo u nich hrozi zvySené riziko infekce. Proto by se béhem zoorehabilitace mélo zamezit
pienosu zoonotickych patogenti (Lefebvre et al. 2006; Lefebvre et al. 2008). Psi se mohou
z BARF stravy nakazit patogeny zpusobujici zoonotickd onemocnéni (Papadopoulos
& Sioutas 2020). Podle vysledku této studie je vyssi vyskyt potencialnich zoonotickych bakterii
Salmonella spp., Campylobacter jejuni a Clostridium perfringens u pst krmenych
dle konceptu BARF. Tyto zoonotické bakterie mohou psi pienaSet asymptomaticky (Carter
& Quinn 2000; Marks et al. 2011). Proto Lefebvre et al. (2008) provedli studii, na zakladé které
uvadi, Ze by se méla vyloucit vSechna zvitata, kterd byla za poslednim 90 dni krmena jakymkoli
syrovym masem. Soucasti této studie bylo 1 mapovani krmeni pst v canisterapii. Az 26 %
respondentti krmi svého canisterapeutického psa BARF stravou, a to i v dobé, kdy pes aktivné
vykonava interakce s klienty. Dale 10 % respondentti krmi kombinaci BARF stravy a tepelné
upravené stravy. VéEtSina z nich navic uvedla, Ze BARF strava je vhodnou metodou krmeni psti
V canisterapii se Zadnymi nebo minimalnimi riziky zoon6z. Autoii Lefebvre et al. (2008) svou
studii podporuji zdkaz krmeni psii syrovymi nebo nezpracovanymi Zivoc¢isnymi produkty,
a to zejména u klientl, ktefi jsou vysoce nachylni k infekcim. I tato studie se pfipojuje
Kk podpote zakazu krmeni canisterapeutickych psi. Proto by tato studie mohla slouzit jako zdroj
pro vytvoreni zoohygienickych postupti, zejména pripustnych metod krmeni psii v canisterapii.
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[ Zavér

Tato diplomova prace se zabyva tématem Vyhodnoceni rizika vyskytu bakterii
zpisobujicich zoondzy u pst v disledku krmeni konceptem BARF s ohledem na jejich vyuziti
v canisterapii. Literarni reSerSe byla porovnana s vlastnim vyzkumnym $etfenim, ve kterém byl

sledovan fekalni psi mikrobiom. Dil¢im dotaznikovym Setfenim bylo mapovani metod krmeni
psu v canisterapii.

Védecka literatura uvadi, ze krmenim psa dle konceptu BARF vznika riziko pfenosu
zoonotickych onemocnéni zplisobené bakteriemi a parazity, ojedinéle i viry. Zatimco parazity
1ze eliminovat vysokym mrazem, bakterie jsou odolné. V canisterapii je jakékoli riziko pfenosu
zoonotickych onemocnéni nepfipustné. Pes Casto navstévuje klienty, ktefi maji oslabenou
imunity nebo zvySené riziko infekce. Z téchto divodi je béhem zoorehabilitace nutné
dodrzovat striktni zoohygienicka opatteni, diky kterym nedojde k piipadnym kontraindikacim.
Z téchto dliivodi je doporuceno nekrmit canisterapeutického psa syrovou stravou.

Soucasti prace bylo porovnani stftevniho mikrobiomu pst krmenych dle konceptu BARF
se psy krmenych granulemi. Kvantitativni metoda qPCR hodnotila vyskyt potencidlné
patogennich bakterii, konkrétné bakterie Salmonella spp., Campylobacter jejuni a Clostridium
perfringers. Detekce vSech potencialné patogennich bakterii byla vy$$i u pst krmenych
dle konceptu BARF nez u pstt krmenych granulemi. Prvni hypotéza, ktera predpokladala, ze u
pst krmenych dle konceptu BARF se bude vyskytovat signifikantn€¢ vys$§i mnozstvi
patogennich bakterii, byla prokazana u bakterii Campylobacter jejuni a Clostridium
perfringers. Vyskyt bakterie Salmonella spp. byl sice vyssi u psi krmenych BARF stravou, ale
statisticky vyznamny rozdil nebyl prokazan. Druha hypotéza ptedpokladala, Ze psi zijici venku
na zahradé budou mit vyss§i pocet patogennich bakterii nez psi Zijici doma. Tato hypotéza
nebyla potvrzena.

Celkova mikrobidlni diverzity se posuzovala pomoci metody DGGE, ktera prokazala
vyznamny rozdil mezi mikrobiomem pst krmenych BARF stravou a mikrobiomem pst
krmenych granulemi. U pst krmenych BAREF stravou byly nejcastéji detekovany bakterie rodu
Faecalicatena sp. a Blautia sp., které¢ jsou soucasti zdravého stfevniho mikrobiomu. Zatimco
potencialn¢ patogenni bakterie Escherichia coli, Salmonella bongori a Streptococcus sp. byly
identifikovany Castéji u psu, kteti byli krmeni granulemi. Vliv suché stravy (granuli) na vyskyt
potencidlné patogennich bakterii by mohl poslouzit jako namét pro dalsi studie.

Diplomova prace byla doplnéna malym dotaznikovym Setfenim mapujici metody krmeni
u canisterapeutickych psi. I kdyz se krmeni BARF stravou v canisterapii nedoporucuje,
pomérn¢ velka cast respondenti svého psa krmi touto metodou nebo kombinaci tepelné
upravené stravy s BARF stravou. Vétsina respondentil navic tvrdi, Ze BARF strava je vhodna
I pro psa Vv canisterapii a nejsou si védomi zadnych potencialnich rizik zoondz.

Tato studie detekovala vyssi vyskyt vSech potencialné patogennich bakterii u psu
krmenych BARF stravou Vv porovnani se psy na granulich. Jakékoli riziko pfenosu zoonoz
je v zoorehabilitaci neptipustné, proto by se mélo zvazit, zda psy krmené BARF stravou
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zafazovat do canisterapie. Tato studie by mohla poslouzit jako podklad pro vytvofeni
zoohygienickych pozadavku, které by mohly definovat pravidla pfipustnych metod krmeni
U canisterapeutickych pst.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symbolu

AAA — Aktivity za pomoci zvifat (Animal-Assisted Activity)

AACR - Krizova intervence za pomoci zvifat (Animal-Assisted Crisis Response)
AAE - Vzdélavani za pomoci zvifat (Animal-Assisted Education)

AAI - Intervence za pomoci zvifat (Animal-Assisted Intervention)

AAT - Terapie za pomoci zvifat (Animal-Assisted Therapy)

AAWW - Zdravi na pracovisti s podporou zvifatm (Animal-Assisted Workplace Well-being)
apod. — a podobné

atd. — a tak dale

BARF- Biologicky vhodna syrova strava (Biologically appropriateraw food)
¢. —cislo

DGGE - denaturac¢ni gradientova gelova elektroforéza

dH20 — destilovana voda

DNA — deoxyribonukleova kyselina

dsDNA — dvouvlaknova molekula DNA

FP — ptedni primer (forward primer)

g —gram

ml — mililitr

mm — milimetr

napf. — naptiklad

ng — nanogram

nm — nanometr

PCR — polymerazova fetézova reakce

gPCR — kvantitativni polymerazova fetézova reakce

pF. n. I. — pfed nasim letopoctem

pb — part bazi

rcf — centrifugacni sila (relative centrifugal force)
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RP — zadni primer (reverse primer)

rpm — otacky za minutu (Revolutions per minute)
rRNA — ribozomalni ribonukleova kyselina

sp. — druh (latinsky species)

spp. — poddruh (latinsky subspecies)

TAE — tris-acetat-EDTA

tj.—toje

tzv. — takzvany

UV — ultrafialové

pl — mikrolitr
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10 Samostatné prilohy

Piiloha 1: Dotaznik Gdaji o psovi pro vyhodnoceni stfevniho mikrobiomu

Datum odbéru: Cislo vzorku:

Dotaznik k diplomové prici na téma

»Vyhodnoceni rizika vyskytu bakterii zptisobujicich zoonézy u psii v diisledku
krmeni konceptem BARF s ohledem na jejich vyuziti v canisterapii

Vézeni respondenti,

Jsem studentka magisterského studia Ceské zem&délské univerzity v Praze, oboru Vyziva zvifat.
Timto bych Vis rada pozadala o vyplnéni nasledujiciho dotazniku, ktery obsahuje diileZité informace
k vyhodnoceni bakterialniho osidleni v gastrointestinalnim traktu Vaseho psa.

Dotaznik je zcela anonymni. Vyplnéné dotazniky poslouzi pouze ke statistickému zpracovani
vysledkii v diplomové praci nebo jako s jejich publikaci ve védeckych Easopisech.

Dékuji Vam za ochotu a as
Blanka Novotna

Vék psa:
Plemeno:
Vaha:
Pohlavi:

[0 Fena [ Pes

Kastrace:

0 Ano O Ne

Krmivo:

[1 BARF 01 Granule

Jak dlouho je VA3 pes krmen touto stravou? ...

Bral V4§ pes v poslednich 3 tydnech antibiotika?

Ano Ne



Datum odbéru: Cislo vzorku:

Kde pes zije?

V byté¢/dome [ Oboji
Venku
Lokalita:
[ Mesto 0 Vesnice

Jak casto odcervujete Vaseho psa? ........................

Nechavite délat preventivni parazitologické vySetieni (tzv. koprologii) u VaSeho psa?

0 Ano O Ne

DalSi poznamky:

S veSkerymi informacemi se bude pracovat na zakladé Zakona o ochran¢ osobnich udajt
¢. 10172000 Sb. pouze pro dany vyzkum k diplomové praci.



Piiloha 2: Piehled dilezitych informaci o psech krmenym konceptem BARF

Cislo

Vzorku Pohlavi (%T(l;) Kastrace Plemeno Umisténi | Kondice | Odé&erveni | Koprologie
1 pes 3 ne Stafordsirsky bulteriér uvnitt normalni 2x roéné ne
2 pes 0,6 ne Border kolie uvnitf normalni | kazdy mésic ne
3 fena 2,5 ano Amerlck}geslrtiztr“ords1rsky uvnitf normalni 2x ro¢né ne
4 fena 15 ne Kavalir uvnitf normalni 4x roéné ne
5 pes 1 ne Samojed uvnitf normalni 6x roéné ne
6 fena ne Brabantik uvnitf normalni Ne ne
7 fena 15 ano Rhodésky ridgeback uvnitt normalni Ne ne
8 fena 3 ne Rhodésky ridgeback uvnitf normalni Ne ne
9 fena 9 ano Rhodésky ridgeback uvnitf normalni Ne ne
10 fena 3 ano Kiizenec uvniti normalni Ne ano
11 pes 15 ano Jack Russel teriér uvnitf nadvaha Ne ano
12 pes 2 ne Flat coated retriever uvnitf normalni Ne ano
13 fena 11 ano Rhodésky ridgeback uvnitf normalni Ne ne
14 pes 2 ne Novoskotsky retrivr uvnitt normalni 2x roéné ne
15 pes 3 ne Kftizenec oboji normalni 2x roéné ne
16 fena 1 ne Biewer terier uvnitf normalni 4x rocné ne
17 fena 11 ano Labradorsky retrivr uvnitt normalni 4x ro¢né ne
18 pes 5 ne Border kolie uvnitt normalni 4x ro¢né ne
19 pes 1 ne biewer terier uvnitf normalni 4x roéné ne
20 pes 55 ne Ceskoslovensky vIgak venku normalni 2x ro¢né ne
21 fena 1 ne Jezeveik uvnitf normalni 4x rocné 1x ro¢né
22 fena 13 ano Labradorsky retrivr uvnitt normalni 1x roéné ne
23 pes 1 ano Australsky ovéak uvnitf normalni 2x ro¢né ano
24 pes 11 ano Estrelsky pastevecky uvnitt nadvaha ne ano
25 fena 13 ano Kiizenec uvniti normalni ne ano
26 fena 4 ano American bully uvnitf normalni ne ne
27 pes 5 ano Australsky ov¢ak uvnitt normalni 4x ro¢né ne
28 pes 2,5 ano Saarloos wolfdog uvnitf normalni ne 3x roéné
29 pes 6 ne Kftizenec uvnitt normalni ne ne
30 fena 7 ne Ceskoslovensky vIgak oboji normalni 1x ro¢né ne
31 pes 1 ne Evropsky sankovy pes oboji normalni 1x rocné ne
32 pes 1 ne Evropsky sankovy pes oboji normalni 1x roéné ne
33 pes 11 ne Aljassky malamut venku normalni 1x ro¢né ne
34 pes 7 ne Aljassky malamut venku normalni 1x ro¢né ne
35 fena 8 ano Aljassky malamut venku normalni 1x roéné ne
36 pes 6 ne Aljassky malamut venku normalni 1x rocné ne
37 fena 11 ano Aljassky malamut venku normalni 1x roéné ne
38 fena 4 ne Boxer uvnitf normalni 2x roéné ne
39 fena 6 ne Boxer uvnitf normalni 2x ro¢né ne
40 fena 3,5 ne Boxer uvnitf normalni 2x roéné ne
41 pes 55 ne Boxer uvnitf normalni 2x ro¢né ne
42 fena 15 ne Boxer uvnitf normalni 2x roéné ne
43 pes 3 ne Boxer uvnitt normalni 2x rocné ne
44 pes 5 ne Jack Russel teriér uvnitf mimna ne ano

nadvaha
45 fena 14 ano Jack Russel teriér uvnitt nadvaha ne ano
46 fena 10 ano Jack Russel teriér uvnitt normalni ne ano
47 fena 12 ano Jack Russel teriér uvnitt normalni ne ano
48 fena 10 ano Kiizenec uvnitf mirma ne 1x za rok
nadvaha
49 fena 7 ne Irsky Cerveny setr uvnitf normalni 1x za rok 2X roéné
50 pes 7 ne Jack Russel teriér uvnitf normalni ne ano



Piiloha 3: Piehled podstatnych informaci o psech krmenymi granulemi

Cislo | Pohlavi | V&k | Kastrace Plemeno Umisténi | Kondice | OdZ&erveni | Koprologie
Vzorku (roky)
51 fena 3 ne Erdelteriér uvnitf normalni Ne Ne
52 fena 0,6 ne Bostonsky teriér uvnitf normalni 3x roéné Ne
53 fena 5 ano Americky stﬁfordsnsky uvnitt normalni 2x roné Ne
terier
54 pes 2 ne Americky sFeEfords1rsky uvnitf normalni 3x ro¢né Ne
terier
55 pes 14 ano Kfizenec uvnitt normalni 2x ro¢né Ne
56 pes 3 ano Kfizenec uvnitt normalni 4x roéné Ne
57 fena 5 ne Zlaty retrivr venku firna 3x roéné Ne
nadvaha
58 pes 2 ano Ktizenec uvnitf normalni 3 x roéné Ne
59 pes 6 ne Kfizenec uvnitt normalni ne Ne
60 fena 2,5 ano Kiizenec uvnitf normalni 3x roéné Ne
61 fena 3 ano Kiizenec uvnitf normalni 1x ro¢né Ne
62 fena | 15 ne Jezeveik uvnite | e 2x rotng Ne
nadvaha
63 fena 0,6 ne Border kolie uvnitf normalni | kaZzdy mésic Ne
64 fena 2,5 ne Kiizenec uvnitf normalni 3x ro¢né Ne
65 pes 2 ne Kiizenec uvnitt normalni 4x roéné Ne
66 fena 10 ne Kfizenec uvnitf normalni 3 x roéné Ne
67 fena 1 ne Australsky ovcak uvnitf normdalni | kazdy mésic Ne
68 pes 6 ano Francouzsky buldoc¢ek uvnitt normalni ne ne
69 pes 2 ne Stafordsirsky bulteriér uvnitf normalni 4x ro¢né ne
70 fena 2 ne Australsky Silky Teriér uvnitt normalni 4x roéné ne
71 fena 8,5 ano Pitbull uvnitf normalni 2x roéné ne
72 pes 13 ano Yorkshirsky teriér uvnitf normalni 3x ro¢né ne
73 fena 8 ano Kfizenec uvnitf normalni 2x ro¢né ne
74 fena 1 ne Kitizenec uvnitf normalni | kazdy mésic ne
75 pes 3 ne Amerlcky b czsrsty uvnitf normalni 1x ro¢né ne
terier
76 fena 13 ano Jorksirsky teriér uvnitf normalni 4x rocné ne
77 fena 20 ano Kfiizenec uvnitt normalni 1 x roéné ne
78 fena 10 ne Némecky piné uvnitt nadvaha 2x roné ne
79 fena 11 ne Peruansky nahac uvnitt normalni 3x ro¢né ne
80 pes 4 ne Civava uvnitt nadvaha 1x ro¢né ne
81 fena 5 ano Kiizenec uvnitf normalni 2x roéné ne
82 pes 7 ano Kfizenec uvnitt normalni 1x ro¢né ne
83 fena 4 ano Kiizenec uvnitf normalni 3x roéné ne
84 fena 0,4 ne Border kolie uvnitf normalni | kazdy mésic ne
85 fena 7 ano Kiizenec uvnitf fmirna 4x roéné ne
nadvaha
86 fena 10 ne Jack Russel Terier uvnitf normalni 2x roéné ne
87 fena 7 ne Jack Russel Terier uvnitt normalni 2x roéné ne
88 pes 8 ano Jack Russel Terier uvnitf normalni 2x ro¢né ne
89 pes 5 ano Jack Russel Terier uvnitf normalni 2x roéné ne
90 fena 0,5 ne KfiZzenec uvnitf normalni | kaZzdy mésic ne
91 fena 13 ano Kiizenec uvnitt normalni 2x ro¢né ne
92 fena 5 ne Zlaty retrivr venku normalni 3x roéné ne
93 fena 3 ano Stafordsirsky teriér uvnitf normalni 1x ro¢né ne
94 pes 6 ne Border Kolie uvnitf nadvaha 2x roéné ne
95 fena 10 ano Prazsky krysatik uvnitf normalni 1x roéné ne
96 fena 3,5 ne Husky uvnitf normalni 1x ro¢né ne
97 pes 5 ne Kiizenec venku nadvaha 2x roéné ne
98 pes 2 ne KfiZenec uvnitf normalni 2x roné 1x roéné
99 fena 12 ano ktiZzenec uvnitf normalni Ne 1x roéné
100 fena 10 ano Jorksirsky teriér uvnitf normalni 2x ro¢né ne

v



Ptiloha 4: Piehled vSech DGGE gelt vyfocenych pod UV svétlem
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Piiloha 5: Dotaznik ke zmapovani metod krmeni pst v canisterapii

Mapoviani metod krmeni psii zapojenych do canisterapie

Vazeni respondenti,

Jsem studentka magisterského studia Ceské zemédélské univerzity v Praze, oboru Vyziva
zvitat. Timto bych Vs rada pozadala o vyplnéni nasledujiciho dotazniku, ktery je dileZity pro
mou diplomovou prici na téma ,,Vyhodnoceni rizika vyskytu bakterii zptisobujicich zoon6zy u
pstt v disledku krmeni konceptem BARF s ohledem na jejich vyuZiti v canisterapii®.

Dotaznik je zcela anonymni. Vyplnéné dotazniky poslouzi pouze ke statistickému zpracovani
vysledkii v rdémei diplomové préce nebo publikace ve védeckych ¢asopisech.

Dékuji Vam za ochotu a ¢as
Blanka Novotna

Demografické otdzky:

Pohlavi:
0 Muz 00 Zena

Veks casivanes

Vzdélani:
[J Stiedni odborné [0 Vyssi odborné
[] Stiedni s maturitou [l Vysokoskolské

Dotaznikové otazky:

Pohlavi psa:

(0 Fena Pes

Velopsas .. 5l ce s

Plemeno psa:

Vil



Jak dlouho se vénujete canisterapii?

Méné nez rok 0 10-20let
O 1-S5let [1 Vice nez 20 let
O 5-10let

Jak ¢asto navstévujete se svym canistercutickym psem klienty?

[ Jednou tydne [ Nekolikrat do mésice
[0 Nekolikrat do tydne (] Pouze piileZitostné

[l Jednou za mésic

Jak krmite VaSeho psa?
0 Sucha strava (granule) 00 Konzervovana strava
00 Vatend strava 00 Syrovéa strava (BARF)

Je podle Vis krmeni syrovou stravou (BARF) vhodné v canisterapii?

Jak Casto odCervujete Vaseho psa? ..................o...i.

Nechavite délat preventivni parazitologické vySetfeni (tzv. koprologii) u VaSeho psa?

[ Ano O Ne

Nechavite délat preventivni bakteriologicka vySetfeni u Vaseho psa?

[1 Ano 0 Ne

S veskerymi informacemi se bude pracovat na zdkladé Zakona o ochrané osobnich tdaji
¢. 10172000 Sb. pouze pro dany vyzkum k diplomové prace.



Piiloha 6: Pocet kopii bakterie Campylobacter jejuni u jednotlivych vzorka

Cislo
vzorku

32
33

Pocet kopii

(cista DNA)
34 672,102
54772,417
29634,478
16 302,253
15936,752
56 225,439
47 886,333
28 021,038
3 996,881
19 904,963
9 968,760
55184,473
27 069,053
47 730,889
32727,112
109 104,102

1344782,344

295 722,383
110 758,408
189 631,191
146 260,156
60 272,563
116 321,582
77 974,336
41 590,186
38 990,925
56 666,553
27 041,904
567 474,219
374 089,219
109 886,436
47 087,622
43 616,929

Cislo
vzorku
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66

Pocet kopii

(cista DNA)
116 854,355
33 895,977
36 353,782
11 278,473
72 225,259
228 496,465
47 500,044
98 054,990
30105,974
89 745,410
75 334,409
28 655,740
173 503,379
149 707,861
50577,271
41 651,636
26 547,969
26 231,643
11 842,548
42 048,081
38 571,936
112 189,414
19 295,426
19 943,627
101 284,951
16 428,790
18 756,383
10 406,023
26 737,495
32 319,761
68 185,122
268,597
32923,972

Cislo
vzorku
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100

Pocet kopii
(Cista DNA)
1828,102
37 163,845
29599,744
179 747,480
43 452,339
18 919,143
14 481,597
19 419,407
23 204,026
58 626,782
140910,771
72 011,855
55 821,294
50 686,953
453 773,047
225 368,398
68 362,827
3800,302
34 118,267
16 920,604
11 332,277
163 483,262
71 199,346
12 302,615
6 509,251
5 565,846
1761,541
3 605,813
287,990
1151,573
723,761
20 888,264
346,805
844,541



Piiloha 7: Pocet kopii bakterie Salmonella spp. u jednotlivych vzorka

Cislo Pocet kopii Cislo  Pocet kopii Cislo Pocet kopii
vzorku (Cista DNA) vzorku  (ista DNA) vzorku (Cista DNA)
1 136 381,377 34 120,940 67 -
2 — 35 377,878 68 -
3 751,100 36 167,204 69 295,467
4 761,290 37 117,305 70 1452,661
5 1906,59 38 130,090 71 -
6 - 39 143,166 72 235,368
7 543,999 40 145,423 73 -
8 801,046 41 6304,028 74 418,992
9 495,059 42 559,156 75 204,193
10 123,926 43 345,232 76 1584,944
11 - 44 843,198 77 255,951
12 176,480 45 47,921 78 177,043
13 90,876 46 36,666 79 175,876
14 157,561 47 79,659 80 41,249
15 844,942 48 304,554 81 238,793
16 140,290 49 433,284 82 550,504
17 - 50 - 83 354,921
18 833,581 51 438,693 84 188,604
19 562,812 52 1035,260 85 88,101
20 62,568 53 135,799 86 178,211
21 38,560 54 - 87 317,224
22 118,844 55 73,137 88 698,033
23 242,666 56 448,143 89 1072,466
24 213,947 57 134,676 90 -
25 478,514 58 56,837 91 342,578
26 31,766 59 - 92 236,983
27 - 60 349,496 93 322,573
28 389,801 61 59,474 94 55,463
29 - 62 181,296 95 -
30 805,825 63 6 693,947 96 71,848
31 212,628 64 193,046 97 434,310
32 1597,049 65 132,458 98 549,511
33 812,548 66 376,508 99 358,318
100 202,403

Xl



Priloha 8: Pocet kopii bakterie Clostridium perfringens u jednotlivych vzorka

Cislo
vzorku

Pocet kopii

(Gistd DNA)
109 994,727
3703,167
1081972,188
32496,523
803 768,984
1764 946,406
512 634,063
107 638,359
52 863,384
1281526,719
230 374,609
579 468,008
1219 706,641
23937,622
280 856,816
130 845,254
10 193,545
5 068,610
461 295,391
1659 410,469
159 270,791
613,996
1132 999,844
31538,433
584 591,563
266 919,453
789 038,594
1402 215,938
251 347,051
26 545,869
1008 352,969
7 255 340,000
323 691,504

Cislo
vzorku
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66

Pocet kopii
(&ista DNA)
83 426,943
322 991,133
1156 452,344
747 947,344
3085 592,188
427 741,484
90 929,229
1189539,375
779 356,641
412 690,586
1653 968,594
1939,212
954 098,203
174774,941
332 564,219
263 706,016
494 751,055
3418,515
105,651
3 205,895
6 985,085
2502 789,688
1260,443
219190,703
5953,718
85 701,865
794,427
2915,951
5911,288
11 208,188
2 884,804
5183,252
196,406

Xl

Cislo
vzorku
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100

Pocet kopii
(Cista DNA)
1457,032
349,631
819,718
1759,153
4 873,578
411,354
328,836
754,592
1475,551
13 386,060
4 249,397
44 467,700
76 301,938
885,752
1502,414
292,126
193 204,961
22 099,744
113 459,014
124 643,008
219 153,379
3 045,683
2 404,981
2127,004
3061,603
710 032,266
236,008
930,394
845,932
254 469,551
148,258
5767,085
115,175
49,237



Priloha 9: Statistické vyhodnoceni dat

Campylobacter jejuni — krmivo

Proménna

Mann-Whitneylv U Test (w/ oprava na spojitost) (C. jejuni)
Dle promén. Krmivo
Oznacené testy jsou vyznamné na hladiné p <,05000

S¢ét por. Sét por. U Z p-hodn. Z
BARF granule upravené
Pocet kopii (Cista DNA) 3067,000 1983,000 708,0000 3,733003 0,000189 3,733003
Mann-Whitneylv U Test (w/ oprava na spojitost)
Proménna (C. jejuni)
Dle promén. Krmivo
Oznacené testy jsou vyznamné na hladiné p
<,05000
p-hodn. N platn. N platn. 2*1str.
BARF granule presné p
Pocet kopii (Cistda DNA) 0,000189 50 50 0,000145
Campylobacter jejuni — zptsob chovu
Mann-Whitneylv U Test (w/ oprava na spojitost) (C. jejuni)
Proménna Dle promén. ZpUsob chovu
Oznacené testy jsou vyznamné na hladiné p <,05000
S¢t pof. Sct por. U z p-hodn. z
uvnitf oboje upravené
Pocet kopii (Cista DNA) 3849,000 337,0000 108,0000 -1,85486 0,063617 -1,85486
Mann-Whitney(v U Test (w/ oprava na spojitost)
Proménna (C. jejuni)
Dle promén. Zpusob chovu
Oznacené testy jsou vyznamné na hladiné p
<,05000
p-hodn. N platn. N platn. 2*1str.
uvnitf oboje presné p
Pocet kopii (Cista DNA) 0,063617 86 5 0,062304
Clostridium perfringens — krmivo
Mann-Whitneylv U Test (w/ oprava na spojitost) (C. perfringens)
Proménna Dle promén. Krmivo
Oznacené testy jsou vyznamné na hladiné p <,05000
Sét por. Sct por. U Z p-hodn. Z
BARF granule upravené
Pocet kopii (Cista DNA) 3499,000 1551,000 276,0000 6,711134 0,000000 6,711134

Mann-Whitney(v U Test (w/ oprava na spojitost)

Proménna (C. perfringens)
Dle promén. Krmivo
Oznacené testy jsou vyznamné na hladiné p
<,05000
p-hodn. N platn. N platn. 2*1str.
BARF granule presné p
Pocet kopii (Cista DNA) 0,000000 50 50 0,000000

X




Clostridium perfringens — zptisob chovu

Mann-Whitneytv U Test (w/ oprava na spojitost) (C. perfringens)

Proménna Dle promén. Zplisob chovu
Oznacené testy jsou vyznamné na hladiné p <,05000
S¢t por. S¢t pof. U Z p-hodn. 4
uvnitf oboje upravené
Pocet kopii (Cista DNA) 3818,000 368,0000 77,00000 -2,39478 0,016631 -2,39478
Mann-Whitneylv U Test (w/ oprava na spojitost)
Proménna (C. perfringens)
Dle promén. Zplsob chovu
Oznacené testy jsou vyznamné na hladiné p
<,05000
p-hodn. N platn. N platn. 2*1str.
uvnitf oboje presné p
Pocet kopii (Cista DNA) 0,016631 86 5 0,013166
Salmonella spp. — krmivo
Mann-Whitney(v U Test (w/ oprava na spojitost) (Salmonella spp.)
Proménna Dle promén. Krmivo
Oznacené testy jsou vyznamné na hladiné p <,05000
Sét pof. Sét por. U Z p-hodn. Z
BARF granule upravené
Pocet kopii (Cistd DNA) 1892,000| 1763,000| 860,0000| 0,373570| 0,708725 0,373570
Mann-Whitneyav U Test (w/ oprava na spojitost)
Proménna (Salmonella spp.)
Dle promén. Krmivo
Oznacené testy jsou vyznamné na hladiné p
<,05000
p-hodn. N platn. N platn. 2*1str.
BARF granule pfesné p
Pocet kopii (Cista DNA) 0,708725 43 42 0,710138
Salmonella spp. — zptisob chovu
Mann-Whitneytv U Test (w/ oprava na spojitost) (Salmonella spp.)
Proménna Dle promén. Zplisob chovu
Oznacené testy jsou vyznamné na hladiné p <,05000
Sét pof. S¢ét por. U Z p-hodn. Z
uvnitf oboje upravené
Pocet kopii (Cista DNA) 2681,000| 245,0000| 125,0000 -1,08952| 0,275926 -1,08952
Mann-Whitney(v U Test (w/ oprava na spojitost)
Proménna (Salmonella spp.)
Dle promén. ZpUsob chovu
Oznacené testy jsou vyznamné na hladiné p
<,05000
p-hodn. N platn. N platn. 2*1str.
uvnitf oboje presné p
Pocet kopii (Cista DNA) 0,275926 71 5 0,285364

XV




Ptiloha 10: Identifikované mikroorganismy pomoci metody DGGE

Gel

Identifikované bakterie:

1 - Blautia faecicola

2 - Corynebacterium sp.

5 - Faecalicatena sp.

7 - Clostridium
thermopalmarium

12 - Salmonella bongori

17 - Faecalicatena sp.

19 - Faecalicatena sp.

20 - Faecalicatena sp.

22 - Staphylococcus

epidermidis

24 - Blautia faecis

26 - Escherichia coli

28 - Blautia faecis

30 - Blautia faecis

33 - Streptococcus sp.

B BARF
M granule

XV



Priloha 11: Rozdéleni vSech identifikovanych bakterii dle patogenity v zavislosti na zpisobu

krmeni psti
Cislo | Zpusob | Potencialné patogenni Bakterie zdravého Kontaminace vzorku
vzorku | krmeni bakterie mikrobiomu bakteriemi z prostiedi
1 BARE C. perfringens, C. jejuni, Faeca_llcaten_a sp., C. thermopalmarium
Salmonella spp. Blautia faecicola
. L Faecalicatena sp., ;
2 BARF C. perfringens, C. jejuni Blautia faecicola C. thermopalmarium
3 BARE C. perfringens, C. jejuni, Faeca_llcaten_a sp., C. thermopalmarium
Salmonella spp. Blautia faecicola
4 BARFE C. perfringens, C. jejuni, Faecapcaten_a sp., C. thermopalmarium
Salmonella spp. Blautia faecicola
5 BARE C. perfringens, C. jejuni, Faeca_llcaten_a sp., C. thermopalmarium
Salmonella spp. Blautia faecicola
. L Faecalicatena sp., ;
6 BARF C. perfringens, C. jejuni Blautia faecicola C. thermopalmarium
7 BARE C. perfringens, C. jejuni, Faeca_llcaten_a sp., C. thermopalmarium
Salmonella spp. Blautia faecicola
8 BARE C. perfringens, C. jejuni, Faeca_llcaten_a sp., C. thermopalmarium
Salmonella spp. Blautia faecicola
9 BARE C. perfringens, C. jejuni, Faeca_llcaten_a sp., C. thermopalmarium
Salmonella spp. Blautia faecicola
10 BARF C. perfringens, C. jejuni, Blautia faecicola -
Salmonella spp.
. . Faecalicatena sp.,
11 BARF C. perfringens, C. jejuni Blautia faecicola -
12 BARE C. perfringens, C. jejuni, Faeca_llcaten_a sp., C. thermopalmarium
Salmonella spp. Blautia faecicola
13 BARE C. perfringens, C. jejuni, Faeca_llcaten_a sp., C. thermopalmarium
Salmonella spp. Blautia faecicola
14 BARE C. perfringens, C. jejuni, Faeca_llcaten_a sp., C. thermopalmarium
Salmonella spp. Blautia faecicola
15 BARE C. perfringens, C. jejuni, Faeca_llcaten_a sp., C. thermopalmarium
Salmonella spp. Blautia faecicola
C. perfringens, C. jejuni, Faecalicatena sp., C. thermopalmarium,
16 BARF . ) .
Salmonella spp. Blautia faecicola Corynebacterium sp.
17 BARF C. perfringens, C. jejuni Faeca_llcaten_a SP-, C. thermopalmarium
Blautia faecicola
18 BARF C. perfringens, C. jejuni, Faecalicatena sp. C. thermopalmarium
Salmonella spp.
19 BARE C. perfringens, C. jejuni, Faeca_llcaten_a sp., C. thermopalmarium
Salmonella spp. Blautia faecicola
20 BARE C. perfringens, C. jejuni, i i
Salmonella spp.
21 BARE C. perfringens, C. jejuni, Faecallgatena_sp., i
Salmonella spp. Blautia faecis
29 BARE C. perfringens, C. jejuni, i i
Salmonella spp.
23 BARF C. perfringens, C. jejuni, Faecalicatena sp. -
Salmonella spp.

XVI




Cislo | Zpusob | Potencialné patogenni | Bakterie zdravého | Kontaminace vzorku
vzorku | krmeni bakterie mikrobiomu bakteriemi z prostiedi
o BARF C. perfringens, C. jejuni, Faecallgatena.sp., i
Salmonella spp. Blautia faecis
o5 BARF C. perfringens, C. jejuni, Faecall_catena_sp., i
Salmonella spp. Blautia faecis
C. perfringens, C. jejuni,
26 BARF Salmonella spp, E. coli, - -
Salmonella bongori
; L Faecalicatena sp.,
27 BARF C. perfringens, C. jejuni Blautia faecis -
28 BARF C. perfringens, C. jejuni, Faecall_catena_sp., i
Salmonella spp. Blautia faecis
. S Faecalicatena sp.,
29 BARF C. perfringens, C. jejuni Blautia faecis -
30 BARE C. perfringens, C. jejuni, Faecallg:atena_sp., i
Salmonella spp. Blautia faecis
31 BARF C. perfringens, C. jejuni, Faecallt_:atena_sp., i
Salmonella spp. Blautia faecis
30 BARE C. perfringens, C. jejuni, Faecallg:atena_sp., i
Salmonella spp. Blautia faecis
33 BARF C. perfringens, C. jejuni, Faecallt_:atena_sp., i
Salmonella spp. Blautia faecis
34 BARE C. perfringens, C. jejuni, Faecallg:atena_sp., i
Salmonella spp. Blautia faecis
35 BARF C. perfringens, C. jejuni, Faecallt_:atena_sp., i
Salmonella spp. Blautia faecis
36 BARE C. perfringens, C. jejuni, Faecallg:atena_sp., i
Salmonella spp. Blautia faecis
37 BARF C. perfringens, C. jejuni, Faecalicatena sp. -
Salmonella spp.
38 BARF C. perfringens, C. jejuni, Faecalicatena sp. -
Salmonella spp.
39 BARF C. perfringens, C. jejuni, Faecalicatena sp. | Staphylococcus epidermidis
Salmonella spp.
BARF C. perfringens, C. jejuni,
40 - -
Salmonella spp.
BARF | C. perfringens, C. jejuni,
41 - -
Salmonella spp.
BARF C. perfringens, C. jejuni,
42 - -
Salmonella spp.
BARF C. perfringens, C. jejuni, Faecalicatena sp.,
43 ) . -
Salmonella spp. Blautia faecis
BARF | C. perfringens, C. jejuni,
44 - -
Salmonella spp.
BARF C. perfringens, C. jejuni,
45 - -
Salmonella spp.
BARF | C. perfringens, C. jejuni,
46 - -
Salmonella spp.
47 BARF | C. perfringens, C. jejuni, ) )

Salmonella spp.

XVl




Cislo | Zpusob | Potencialné patogenni | Bakterie zdravého | Kontaminace vzorku
vzorku | krmeni bakterie mikrobiomu bakteriemi z prostiedi
BARF | C. perfringens, C. jejuni,
48 - -
Salmonella spp.
49 BARE C. perfringens, C. jejuni, i i
Salmonella spp.
50 BARF C. perfringens, C. jejuni - -
51 granule C. perfringens, C. jejuni, i i
Salmonella spp.
C. perfringens, C. jejuni,
52 granule Salmonella spp, - -
Salmonella bongori
C. perfringens, C. jejuni,
53 granule Salmonella spp, - -
Salmonella bongori
54 granule | C. perfringens, C. jejuni - -
C. perfringens, C. jejuni,
55 granule Salmonella spp, - -
Strepcoccus sp.
C. perfringens, C. jejuni,
56 granule Salmonella spp, E. coli, - -
Strepcoccus sp.
57 granule C. perfringens, C. jejuni, Faeca_llcaten_a sp., C. thermopalmarium
Salmonella spp. Blautia faecicola
C. perfringens, C. jejuni, i i
58 granule Salmonella spp., E. coli
59 granule | C. perfringens, C. jejuni - -
C. perfringens, C. jejuni, i i
60 granule Salmonella spp., E. coli
61 granule C. perfringens, C. jejuni, i i
Salmonella spp.
C. perfringens, C. jejuni, i i
62 granule Salmonella spp., E. coli
63 granule C. perfringens, C. jejuni, i i
Salmonella spp.
C. perfringens, C. jejuni, i i
64 granule Salmonella spp., E. coli
C. perfringens, C. jejuni, i i
65 granule Salmonella spp., E. coli
C. perfringens, C. jejuni,
66 granule Salmonella spp, E. coli, - -
Strepcoccus sp.
67 granule C. perfrmgens,_C. jejuni, i i
E. coli
68 granule C. perfrlngens,_C. jejuni, i i
E. coli
C. perfringens, C. jejuni, i i
69 granule Salmonella spp., E. coli
C. perfringens, C. jejuni, i i
70 granule Salmonella spp., E. coli
71 Granule C. perfringens, C. jejuni, i i

E. coli

XVil




Cislo | Zpusob | Potencialné patogenni | Bakterie zdravého | Kontaminace vzorku
vzorku | krmeni bakterie mikrobiomu bakteriemi z prostiedi
C. perfringens, C. jejuni,
72 Granule | Salmonella spp., E. coli, - -
Strepcoccus sp.
73 Granule | C. perfringens, C. jejuni Blautia faecis -
74 Granule C. perfringens, C. jejun!, i i
Salmonella spp., E. coli
C. perfringens, C. jejuni,
» Granule | o Imonella spp., E. coli i i
C. perfringens, C. jejuni,
76 Granule | o Imonella spp., E. coli i i
C. perfringens, C. jejuni,
77 Granule | Salmonella spp., E. coli, - -
Streptococcus sp.
C. perfringens, C. jejuni,
8 Granule | g monella spp., E. coli i i
C. perfringens, C. jejuni,
79 Granule | o imonella spp., E. coli i i
C. perfringens, C. jejuni, . .
80 Granule Salmonella spp., E. coli Blautia faecis -
C. perfringens, C. jejuni,
81 Granule Salmonella spp., - -
Salmonella bongori
82 granule C. perfringens, C. jejuni, Blautia faecicola -
Salmonella spp.
83 granule C. perfringens, C. jejuni, Faecalicatena sp. -
Salmonella spp.
84 granule C. perfringens, C. jejuni, i i
Salmonella spp.
C. perfringens, C. jejuni,
85 granule Salmonella spp. i j
86 granule C. perfringens, C. jejuni, i i
Salmonella spp.
C. perfringens, C. jejuni,
87 granule Salmonella spp. i j
88 granule C. perfringens, C. jejuni, i i
Salmonella spp.
C. perfringens, C. jejuni,
89 granule Salmonella spp. i j
90 granule | C. perfringens, C. jejuni - -
91 granule | C. perfringens, C. jejuni, i i
Salmonella spp.
92 granule | C. perfringens, C. jejuni, i i
Salmonella spp.
granule | C. perfringens, C. jejuni,
93 Salmonella spp., - -
Streptococcus sp.
granule | C. perfringens, C. jejuni,
94 Salmonella spp., - -
Streptococcus sp.
95 granule | C. perfringens, C. jejuni, - Staphylococcus epidermidis

E. coli

XIX




Cislo | Zpusob | Potencialné patogenni | Bakterie zdravého | Kontaminace vzorku
vzorku | krmeni bakterie mikrobiomu bakteriemi z prostiedi
granule | C. perfringens, C. jejuni,
96 - -
Salmonella spp.
granule | C. perfringens, C. jejuni,
97 Salmonella spp., - -
Streptococcus sp.
granule | C. perfringens, C. jejuni,
98 - -
Salmonella spp.
granule | C. perfringens, C. jejuni,
99 - -
Salmonella spp.
C. perfringens, C. jejuni, i i
100 granule Salmonella spp.

Poznamka: C. jejuni — Campylobacter jejuni, C. perfringens — Clostridium perfringens,
C. thermopalmarium — Clostridium thermopalmarium, E. coli — Escherichia coli
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