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Stanoveni probiotik v krmivech pro kocky

Souhrn

Teoreticka ¢ast této prace je zamétena na znalosti o gastrointestinalnim traktu a travicich
procesech kocky. Jsou shrnuty zakladni nutri¢ni potfeby kocky, struéné popséna probiotika,
jejich vyberova kritéria, obecné ucinky a jejich pouziti u vybranych hospodatskych a domacich
zvitat.

Cilem prace bylo stanoveni probiotickych mikroorganismii ve vybranych krmivech pro
kocky. Mikroorganismy byly stanovovany za pomoci kultiva¢nich metod. K ovéteni jejich
identity byla pouzita metoda MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie.

Celkem bylo testovano Sest vzorkii komer¢nich granulovanych krmiv a jeden krmny
doplnék — pasta. Nejvice probiotickych mikroorganismii bylo detekovano v pasté, ktera
spliiovala pocty deklarované vyrobcem. Vzorky granulovanych krmiv byly podrobeny
testovani v zavislosti na dobé skladovéni od otevieni do doby provedeni pokusu. Krmiva, ktera
byla skladovdna az n¢kolik tydnl pii pokojové teplot¢ neobsahovala takika Zzadné
z deklarovanych probiotik. Pocet zivych mikroorganismti se v krmivech tyden po otevieni
mirn¢, ale statisticky vyznamné snizil (P < 0,05). Mnozstvi stanovenych probiotickych
mikroorganismil u v§ech krmiv bylo nizsi neZ mnozstvi deklarované vyrobcem.

Hypotéza, ze obsah stanovenych probiotickych mikroorganismt v krmivech pro kocky
bude vyssi, nez obsah deklarovany vyrobcem a bude tak spliiovat pozadavky na kvalitu krmiva,
byla v této praci vyvracena. Testovana krmiva obsahovala niz§i pocty mikroorganismd, nez na
nich bylo deklarovano vyrobcem.

Klicova slova: probiotika, koc¢ka, krmeni, enterokoky, laktobacily



Assessment of probiotics in feedstuffs for cats

Summary

The theoretical part of this diploma thesis reviews the gastrointestinal tract and digestive
processes of cats. The basic nutritional needs of cat are summarized, probiotics are briefly
described, as well as their selection criteria, general effects and their use in selected farm and
domestic animals.

The aim of the thesis was to determine probiotic microorganisms in selected cat feeds.
Microorganisms were determined using culture methods. The MALDI-TOF mass spectrometry
was used to verify their identity.

A total of six samples of commercial granulated feeds and one feed supplement - paste
- were tested. The highets count of probiotic microorganisms was detected in the paste, which
met the numbers declared by the producer. Samples of granulated feed were tested depending
on the storage time from opening to the time of the experiment. Feed that was stored for up to
several weeks at room temperature contained almost none of the declared probiotics. The
number of live microorganisms in the feed decreased slightly but statistically significantly one
week after opening (P <0.05). The amount of probiotic micro-organisms determined in all
feedstuffs was lower than the amount declared by the producer.

The hypothesis that the content of specified probiotic microorganisms in cat food will
be higher than the content declared by the producer and will thus meet the requirements for feed
quality was refused in this thesis. The tested feeds contained lower counts of microorganisms
than declared by the producer.

Keywords: probiotics, cat, feeding, enterococcus, lactobacillus
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1 Uvod

Probiotika jsou zivé mikroorganismy, které v ur¢itém mnozstvi piisobi pozitivné na travici
trakt a imunitni systém hostitele. V soucasné dob¢ jsou ¢im dal oblibenéjsi a pouzivaji se jak
ve vyzive lidi, tak ve vyziveé hospodaiskych i domécich zvirat.

Stejné jako u lidi a jinych zvifat, jsou tyto mikroorganismy piirozenou soucasti stievni
mikrobioty kocek. Jakakoliv nerovnovaha ¢i poSkozeni sttevni mikrobioty mize zpisobit fadu
onemocnéni a poruch metabolismu. Na slozeni stfevni mikrobioty ma vliv vyziva, vék a
celkovy zdravotni stav kocky. Na podporu a udrzeni rovnovahy stfevnich mikroorganismt jsou
podavéana pravé probiotika. Uginki probiotik je cel fada, mezi n& patii naptiklad vytésiovani
patogent, produkce mastnych kyselin s kratkym fetézcem, antimikrobidlnich latek a nékterych
vitamin{.

Kockam jsou probiotika piidavana do suchych granulovanych krmiv, konzerv nebo se
prodévaji ve forme krmnych doplikt. Pti vyberu probiotik je klicové dbat na jejich bezpecnost
a ucinnost potvrzenou pro dany druh zvitete. Je dalezité, aby probiotické mikroorganismy byly
zivotaschopné a byly dodany v dostatecném mnozstvi. Mezi nejcastéji pouzivané probiotické
mikroorganismy patii rody Lactobacillus, Bifidobacterium a Enterococcus.

Na trhu existuje spousta komerénich vyrobkli obsahujicich probotické mikroorganismy.
Vyrobci krmiv a krmnych dopliikti deklaruji obsah a pocet téchto mikroorganismt na etiketach,
avSak neexistuji zadné legislativni predpisy tykajici se pfidavani téchto mikrorganismii do
potravin ¢i krmiv.

Existuje spousta metod, diky kterym lze identifikovat a stanovit pocty probiotickych
bakterii v krmivech. Jednou z nejcastéjSich jsou kultivaéni metody, které jsou vhodné pro
stanoveni poctu narostlych kolonii a ur¢eni identifikace mikroorganismu na uroven rodu.

Tato prace je zaméfena na stanoveni probiotik v krmivech pro kocky a porovnéni
s mnozstvim mikroorganismii uvedenym na etiketé.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Cilem prace je stanovit probiotické mikroorganismy ve vybranych krmivech pro kocky
a porovnat jejich mnozstvi s udaji od vyrobce.

Hypotézou je, Ze polty stanovenych bakterii budou piesahovat mnozstvi uvedena
vyrobcem, a tim splilovat pozadavky na kvalitu krmiva.



3 Literarni reSerse
3.1 Travici soustava a traveni ko¢ky

Travici ustroji kocky se sklada z organt, které slouzi k pfijimani, mechanickému a
chemickému zpracovani a vstiebavani dulezitych slozek potravy. Zarovén umoziluje
vylu¢ovani nevstfebanych a nezadoucich zbytkli potravy z téla ven. Travici soustavu kocky
tvoti Ustni dutina, hltan, jednoduchy zaludek, tenké, tlusté a slepé sttevo (Reece 2011). Kocky
maji v porovnani s bylozravei chrup ptizptsobeny k loveni a rozkousani kofisti, relativné
kratké stievo a slozeni zalude¢nich kyselin urc¢ené k rozkladani bilkovin (Hiisemann, 2010).
Travici soustava za¢ina Gstni dutinou, jejiz soucasti je jazyk, zuby a zlazy, které produkuji sliny
(Cerveny 2011)

Jazyk je svalovy organ ulozeny v duting ustni. Na jazyku rozliSujeme hrot, télo a koten.
Soucasti povrchu jazyka jsou mechanické a chutové papily. Mechanické papily slouzi ke
zpracovani potravy a patii mezi n¢ papily nitkovité, kuzelovité a papily, které se nachazi na
okraji jazyka a maji vyznam pouze u kotat sajicich matetské mléko. Mezi chutové papily patii
houbovité, hrazené a listkovité papily (Cerveny 2011). Sougasti chutovych papil jsou chutové
poharky, které reaguji na chut'ové podnéty, a hraji tak velkou roli pfi procesu traveni (Reece
2011). Na konci kazdého chutového poharku jsou umistény chut'ové receptory. RozliSujeme
receptory sladké, kyselé, slané, hotké a umami. Obecné jsou kocky vysoce citlivé na chut
aminokyselin a na riizné typy organickych kyselin a nukleotidli, coz jsou latky hojné se
vyskytujici ve zvifecich tkanich (Case et al. 2011). Co se tyce sladké chuti, ko¢kam chybi jeden
ze dvou receptorovych gent, o nichz je zndmo, ze koduji receptory sladké chuti. Tento defekt
je odpovédny za nizkou citlivost na sladkou chut’ (Minguez 2017). Misto téchto receptorti maji
kocky receptor vysoce citlivy na chinin, tfisloviny a alkaloidy — pfichuté, které jsou povazovany
za hotké (Case et al. 2011).

Pomoci zubt dochdzi k mechanickému naruseni potravy (Reece 2011). Kocky jsou
masozravci a jejich chrup je k jejich zpaisobu Zivota dokonale piizptisoben. Celist je uzptisobena
pouze k trhani a fezani potravy, a proto kocky polykaji vétsi sousta, nékdy 1 celou koftist. Chrup
je tvoten 30 zuby, které kockam slouzi k uloveni a zabiti kofisti (Laukner 2007). RozliSujeme
Ctyti druhy: fezaky, Spicaky, zuby tienové a stolicky (Reece 2011). Pfedni drobné fezaky slouzi
k uchopeni potravy ¢i kofisti (Laukner 2007). Horni Spicéky jsou pomérné dlouhé a ostré. Na
rozdil od psti, obsahuje Celist kocky méné zubi tfenovych a stolicek a maji velmi omezenou
funkci. To je dano tim, Ze tyto zuby jsou spojeny se zvykanim a rozdrcenim potravy, ktera
obsahuje vice rostlinné slozky. Chrup kocky je tak typickym vzorcem pozorovanym u vétSiny
masozravcl (Case et al. 2011). Zubni vzorec trvalého chrupu kocky je u horni ¢elisti 31 1C 3P
1M a u dolni &elisti 31 1C 2P 1M (Cerveny 2011).

V ustech se nachazeji exokrinni zlazy vyluéujici sekret — sliny (Cerveny 2011). Sliny jsou
vylu€ovany v reakci na pohled a viini potravy (Case et al. 2011). Na rozdil od pfezvykavci a
2007). Sliny tedy pouze ,,promazavaji* a zmékcuji potravu, vytvaii z ni shluky, které jsou déle
pohanény do hltanu (Agar 2001).
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Hltan je trubicovity organ, ze kterého vedou otvory do ustni dutiny, do nosnich dutin,
Eustachovych trubic, hrtanu a jicnu (Hudson & Hamilton 2010). Hltan zabraiiuje vstupu sousta
do hrtanu a nosnich dutin. Na hltan navazuje jicen, ktery spojuje hltan se zaludkem.

Jicen je svalova trubice, jejiz funkci je transport vody a potravy (Reece 2011). Potrava je
posunovana peristaltickymi vinami, které vznikaji v dasledku cCinosti jeho svaloviny, az k
zaludku (Case et al. 2011).

V zaludku dochazi k chemickému traveni bilkovin, michani potravy se zalude¢ni sekreci
a regulaci vstupu potravy do tenkého stieva (Case et al. 2011). Kocky maji jednoduchy,
jednokomorovy zaludek, ktery je tvofen jednim vakem vystlanym pouze Zlaznatou sliznici
(Cerveny 2011). Souasti této sliznice jsou riizné typy zlaz, jejichz buiiky produkuji hlen,
pepsinogen, kyselinu chlorovodikovou a hormon gastrin (Reece 2011). Kocic¢i zaludek
produkuje oproti lidskému zaludku velmi silnou Zalude¢ni kyselinu, pfed kterou je Zaludek
se syrovymi kostmi a masem (Laukner 2007). Priimérné pH obsahu Zaludku kocky je 2,5 (Case
etal. 2011). Kyselina chlorovodikové a enzym pepsinogen jsou zodpovédné za zahajeni traveni
bilkovin. Pepsinogen je diky kyselin¢ chlorovodikové preménén na aktivni pepsin, ktery
iniciuje hydrolyzu proteinovych molekul a tim zahajuje trdveni bilkovin v Zaludku (Reece
2011). Aktivita pepsinu je nejvyssi v kyselém prostiedi v zaludku. Ke snizeni aktivity dochazi,
jakmile je vystaveno neutrdlnimu pH tenkého stfeva. Pro sekreci HCI a hlenu jsou dilezité
neurologické a hormonélni podnéty. Neurologické podnéty vznikaji v reakci na ocekavani
piijmu krmiva, na pohled nebo viini potravy a na pfitomnost potravy v Zaludku. Hormon gastrin
je uvoliovan v reakci na pritomnost potravy v zaludku a nejen, ze stimuluje sekreci HCI a
hlenu, ale také zvySuje zaludecni motilitu. Mezi dal$i podnéty, které ovliviiuji zalude¢ni sekreci
a celkové traveni kocky, patii podnéty psychologické, naptiklad stres, strach a tizkost (Case et
al. 2011).

Céste¢né natravena a mechanicky zpracovana potrava, tzv. chymus, vstupuje ze Zaludku
do tenkého stieva. V této €asti travici soustavy dochazi k chemickému zpracovani potravy a
vstiebavani zivin z potravy. Tenké stievo je sloZeno ze tii Casti: dvanactnik (duodenum), la¢nik
(jejunum) a kycCelnik (ileum) (Reece 2011). Na dvanactnik se napojuje vyvod slinivky bfisni,
jejiz stéva obsahuje enzymy, které se vyznamné podileji na traveni v tenkém stievé (Laukner
2007). Dalsi a nejdelsi ¢asti tenkého stteva je lacnik, ktery tvoii nejdilezitéjsi usek z hlediska
traveni a absorpce potravy. Na la¢nik navazuje kratky kycelnik (Cerveny 2011). Celému traveni
v tenkém stieveé prispivaji také stfevni klky vystupujici z epitelovych bunék sliznice stfeva,
které zaruCuji optimdlni pfijimani zivin (Laukner 2007). Ve dvanactniku se nachézeji
Brunnerovy zlazy, které vylucuji hlen. Tento hlen chrani stfevni sliznice pfed podrazdénim
zalude¢nimi kyselinami, které spolu s potravou vstupuji ze zaludku. Ze sliznice stfeva jsou
vylu¢ovany enzymy, které travi tuky, sacharidy a bilkoviny. Mezi tyto enzymy patii stievni
lipaza, aminopeptidaza, dipeptidaza, nukleotidaza, nukleosiddza a enterokindza. Dale se do
stteva uvoliiuji enzymy pankreatické $tavy ze slinivky bfiSni. Mezi enzymy vylucované
slinivkou bfi$ni patfi trypsin, chymotrypsin, karboxypeptidaza a nukleaza. Nekteré z nich jsou
sekretovany v neaktivni form& a jsou aktivovany jinymi slozkami, tzv. prekurzory
(proenzymy)az po uvolnéni v tenkém stfevé. Mezi prekurzory patii napiiklad trypsinogen nebo
chymotrypsinogen. Trypsinogen je aktivovan enterokindzou na trypsin a trypsin se poté stava
aktivatorem ostatnich prekurzorii(Case et al. 2011). Bilkoviny, sacharidy a tuky jsou enzymy
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hydrolyzovany na aminokyseliny, dipeptidy, monosacharidy, glycerol, mastné kyseliny,
monoglyceridy a diglyceridy. V tenkém stievé vedle rozkladu potravy dale dochazi také
k absorpci téchto Zivin spolu s vitaminy a mineraly. Stravené zZiviny se vstiebavaji skrz sliznici
stteva do krve a lymfatického systému do celého téla (Case et al. 2011).

Obsah tenkého stieva déle vstupuje do tlustého stfeva, které se déli na slepé stievo
(intestinum caecum), tracnik (colon) a konec¢nik (rectum) (Reece 2011). Slepé stievo je slepé
zakoncena Cast tlustého stieva a je pomérné kratké. Na néj navazuje tracnik a dale konecnik
(Cerveny 2011). V tlustém stievé dochdzi k mikrobidlnimu traveni. Dosud nestravené Ziviny
jsou rozkladany mikroorganismy, které se ve stieveé nachazeji (Laukner 2007). Produkty tohoto
traveni jsou tékavé mastné kyseliny, mezi které patii hlavné kyselina octovd, propionova a
maselna. Pro kocky jsou tyto kyseliny po vstiebani zpét do téla zdrojem energie, ale predevSim
podporuji diferenciaci a proliferaci kolonocytti a stimuluji vstiebavani vody. Kocky ziskavaji
15 % potiebné energie z t¢kavych mastnych kyselin, coz je az pétkrat niz§i mnozstvi energie v
porovnani s piezvykavcei (Reece 2011; Washabau & Day 2012). Hlavni funkci tlustého stieva
je vsak zpétné vstiebavani vody a elektrolytl, zejména sodiku a chloridu. Zaroven dochazi k
sekreci drasliku a hydrogenuhli¢itanu, ktery pomaha neutralizovat kyseliny vzniklé mikrobialni
fermentaci (Saunders 2012). Na rozdil od tenkého stfeva nema tlusté stfevo stfevni klky, a proto
ma diky menSimu povrchu niz$i absorpéni schopnost. Ackoli je schopné Gc¢inn¢ absorbovat
vodu a elektrolyty, nema mechanismy pro aktivni transport (Case et al. 2011).

V konec¢niku se skladuji vykaly. Vykaly jsou tvotfeny mikroorganismy, které se podileji
na traveni, dale nestravenymi zbytky potravy, epitelovymi buitkami a dal§imi latkami, které
jsou vylouceny fitnim otvorem z téla ven (Case et al. 2011).

3.2 Mikrobiota Zaludku a stiev

Stievni mikrobiota je soubor vSech zZivych organismii, které obyvaji travici trakt. Aktivita
téchto organismu zavisi na zdravi a pohod¢ kocky (Washabau & Day 2012). Tento mikrobidlni
ekosystém stimuluje imunitni systém a vyvoj struktury stiev, pomahd v obran¢ proti patogeniim
a produkuje mastné kyseliny s kratkym fetézcem a nékteré vitaminy. Existuji vSak
mikroorganismy, které mohou mit i Skodlivy vliv na zdravi hostitele. Specifické patogeny jako
naptiklad Salmonella, Campylobacter jejuni nebo enterotoxigenni Clostridium perfringens se
podileji na akutnim a chronickém gastrointestinalnim onemocnéni. Jakékoliv poskozeni stfevni
mikrobioty mize vést k fadé nemoci a poruch. Mimo jiné mtize dochdzet k prijmim, alergiim
a obezit¢ hostitele (Suchodolski 2011).

Kocky maji v travicim traktu vysoky pocet mikroorganismi. Jejich travici trakt se
vyznaduje velkou mikrobialni rozmanitosti (Grzeskowiak 2015). Obsahuje néco mezi 10'? az
10'* organismd, coz je desetinasobek poctu télesnych bunék. Odhaduje se, Ze stfevo obsahuje
nékolik tisic bakteridlnich kmeni. Po¢ty mikroorganismu jsou rizné v zavislosti na krmeni a
misté rozsiteni. Naptiklad v zaludku se nachazi 10" - 10 CFU/g a ve dvandctniku a la¢niku 102
- 10° CFU/g bakterii. Nejrozmanitéjsi mikrobiotu lze najit na rozmezi tenkého a tlustého stfeva,
kde se poéty kolonii pohybuji vrozmezi 10° az 10'! CFU/g. Podil bakterii aerobnich a

12



fakultativné anaerobnich je vyS$$i na pocatku stfeva, zatimco v tlustém stievé pirevladaji
anaerobni bakterie (Washabau & Day 2012). Ve srovnani se psy maji kocky v tenkém stieve
vyssi pocet anaerobnich bakterii (Suchodolski 2011).

Dle Washabau & Day (2012) tvofi témé&f 99 % stfevni mikrobioty kmeny Firmicutes,
Bacteroidetes, Proteobacteria, Actinobacteria, Spirochaetes a Fusobacteria a zbylé 1 %
predstavuji kmeny Tenericutes, Verrucomicrobia, TM7, Cyanobacteria, Chloroflexi a nékolik
nezafazenych bakteridlnich kmenti. Pievladaji bakterie rodu Bacteroides, Clostridium,
Lactobacillus, Bifidobacterium a Enterobacteriaceae. Ve kterych Castech traviciho traktu
nalezneme jaké bakterie, uvadi tabulka ¢. 1. Laktobacily bézné obyvaji vSechny ¢asti kociciho
traviciho traktu (Grzeskowiak 2015), z nichz nejvyssi pocet vykazuje tlusté sttevo (Ritchie
2008). Mezi nejbéznéjsi druhy patii Lactobacillus acidophilus, L. salivarius, L. johnsonii, L.
reuteri a L. sakei (Grzeskowiak 2015). Z bifidobakterii se u kocek objevuji jak zviteci — B.
animalis a B. pseudolongum, tak lidské typy — B. catenulatum a B. bifidum (Grzeskowiak 2015).
Nicméné studie ukazuji, ze kazdy savec ma jedinecny mikrobialni profil. Kmeny, a predev§im
druhy mikroorganismi se u jednotlivych zvitat lisi jak v rdmci druhu, tak plemene (Washabau
& Day 2012). Masuoka et al. 2017 zkoumali, zda m4 v€k kocky vliv na zménu stfevni
mikrobioty. Studie ukazala, Ze pocet enterokokll byl vyznamné nizsi u starSich jedinct nez u
kotat pfed odstavem.

Pro identifikaci mikroorganismt, které osidluji travici trakt, se pouzivaji kultivacni
techniky a rizné molekularni nastroje (Washabau & Day 2012).

Tabulka €. 1: Bakterie nachéazejici se v ¢astech traviciho traktu (Washabau & Day 2012)

Zaludek Dvanactnik Laénik, Ky¢elnik | Tlusté stievo
Lactobacillus Lactobacillus Lactobacillus Bacteroides
Helicobacter Firmicutes
Proteobacteria
Bifidobacterium

Eubacterium
Lactobacillus

3.3 Vyziva a zakladni nutri¢ni potieby koc¢ky

Kocky jsou obligatni masozravci a jejich pozadavky na ziviny se od jinych druhti
domacich zvitat 1i$i (Laukner 2007). Stejn¢ ale jako ostatni zvitata, vyzaduji kocky vyvazenou
stravu pro spravny rist a udrzeni zdravi. K tomu jsou zapotiebi Ziviny, které maji specifické
funkce v téle a musi byt do téla dodavany v potravé. Vyjimkou jsou neesencidlni Ziviny, které
si koCky mohou syntetizovat samy. Mezi hlavni kategorie zivin patii voda, sacharidy,
bilkoviny, tuky, mineralni latky a vitaminy (Case et al. 2011). Sacharidy, bilkoviny a tuky jsou
ve srovnani s mineraly a vitaminy v potravé obsazeny ve velkém mnozstvi a doddvaji kocce
energii (Laukner 2007).
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Kocky, jakozto predatofi, lovi malé kofisti, a to obvykle béhem dne i noci, mély by tedy
potravu pfijimat castéji a v menSim mnozstvi (Sadek et al. 2018). Jejich krmivo by mélo
obsahovat vysoky podil bilkovin, nizky aZ stfedni obsah tuku a minimalni mnozstvi sacharidd,
a to z toho divodu, aby pln¢ nahradilo jejich pfirozenou stravu, ktera se sklada z drobnych
hlodavct a ptak (Zoran 2008). Kocky maji také ve srovnani s vSezZravci a bylozravci jiné
specifické pozadavky na nékteré aminokyseliny a vitaminy (Scherk 2016).

Télesna vaha kocky je ze 70 % tvotena vodou, kterd hraje dilezitou roli pfi procesech
metabolismu a chemickych reakcich. Funguje jako rozpoustédlo chemickych latek, umoziuje
transport Zivin a vylouceni odpadnich latek a vyrovnava teplotu (Laukner 2007).

Zdrojem vody pro kocku je voda pfitomnd v potrave, metabolickd voda a pitnd voda.
Mnozstvi vody pfitomné v potraveé zavisi na typu krmiva. Komercni suché krmivo obsahuje
pouze okolo 7 % vody, oproti konzervovanému krmivu, které obsahuje az 84 % vody. Dle Case
et al. (2011) jsou kocky schopné udrzovat vodni rovnovahu v téle bez ptimého zdroje vody,
jestlize jsou krmeny krmivem obsahujicim vice nez 67 % vody.
obsahu slozek krmiva u kocek se nejcastéji pouziva metabolizovatelnd energie (ME). Energie
je vyjadfovéana v kilokaloriich (kcal) nebo kilojoulech (kJ). Dospéld kocka by méla denné
pfijmout 50 - 70 kcal ME na kilogram télesné hmotnosti (Case et al. 2011).

Bilkoviny patfi mezi nejdulezitéjsi Ziviny v potravé kocek (Laukner 2007). Pozadavky
na jejich pifijem jsou vyrazné vyssi nez u pst (Villaverde & Fascetti 2014). U kot’at by méla byt
suSina krmiva tvofena minimdlné¢ 30 procenty bilkovin a u dospélé kocky 26 procenty.
(AAFCO 2014). Zakladni stavebni jednotkou bilkovin jsou aminokyseliny (Case et al. 2011).
Existuji dvé skupiny aminokyselin: esencialni a neesencialni. Esencidlni aminokyseliny musi
byt pfitomné v potrave, protoze si je télo nedokaze samo syntetizovat. Mezi aminokyseliny,
které kocka vyzaduje patii arginin, histidin, izoleucin, leucin, lysin, methionin, fenylalanin,
threonin, tryptofan, valin, a pfedev§im derivat aminokyseliny cysteinu taurin, ktery lze ziskat
pouze z zivoc¢isnych bilkovin. Neesencidlni aminokyseliny si télo dovede syntetizovat samo
(Agar 2001). Aminokyseliny jsou dale hlavnim zdrojem dusiku v téle. Dusik je nezbytny pro
syntézu neesencidlnich aminokyselin a dalSich molekul obsahujicich dusik, jako jsou nukleové
kyseliny, puriny, pyrimidiny a neurotransmitery (kyselina glutamova, acetylcholin).
Aminokyseliny dodavané z potravnich bilkovin Ize také metabolizovat na energii. ME bilkovin
v krmivech pro kocky je ptiblizné 3,5 kcal/g, tzn. pfiblizné stejné mnozstvi energie dodavané
sacharidy. Kocky nejsou schopné ukladat prebytek aminokyselin. Jejich prebytek je vyloucen
formou mocoviny nebo pfeménén na tuk, ktery se v téle uklada a v piipad¢ potieb je vyuzit pii
ziskavani energie. Stupeni, vjakém je kocka schopna vyuzivat bilkovinu jako zdroj
aminokyselin a dusiku je ovlivnéno stravitelnosti a kvalitou bilkoviny obsazené v potrave.
Bilkoviny, které jsou vysoce stravitelné a obsahuji vSechny nezbytné aminokyseliny v jejich
spravném pomeéru jsou povazovany za vysoce kvalitni (Case et al. 2011). Nedostatek bilkovin
muze vést ke Spatnému rlstu, ubytku télesné hmotnosti, ztraté svalstva, Spatnému stavu srsti a
zhorSené imunit¢ (Villaverde & Fascetti 2014)

Dalsi dulezitou zivinou jsou tuky, které poskytuji az dvojnasobné mnozstvi energie ve
srovnani s bilkovinami a sacharidy (Villaverde & Fascetti 2014). Jsou zdrojem esencialnich
mastnych kyselin, usnadiiuji vstfebavani vitamind rozpustnych v tucich a zvySuji chutnost
krmiva (Case et al. 2011). Stejné jako v pfipadé esencialnich aminokyselin, je i vyskyt
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esencidlnich mastnych kyselin v krmivu nezbytny (Villaverde & Fascetti 2014). Jedna se o
kyselinu linolovou, alfa-linolenovou a archidonovou (Agar 2001). V krmivu by dale méla byt
zastoupena 1 kyselina eikosapentaenova (EPA) a dokosahexaenova (DHA) (Case et al. 2011).
Kocka, na rozdil od psa, nedokaze konvertovat kyselinu linolovou na kyselinu archidonovou a
musi ji ziskdvat pouze z krmiv zZivoc¢isSného ptivodu (Agar 2001). Minimalni mnoZzstvi tuku,
které by mélo obsahovat krmivo pro dospélé a rostouci ko€ky je 9 % v suSiné€ krmiva, z toho
0,6 % kyseliny linolové, 0,02 % alfa-linolenové, 0,02 % archidonové a 0,012 % EPA spolu
s kyselinou DHA (AAFCO 2014). Presto, ze se castéji vyskytuji problémy spojené
s nadmérnym piijmem tuku, jejich nedostatek miize také zpiisobovat potize, a to zejména
Spatny stav srsti a ktize nebo problémy s reprodukci (Agar 2001).

Sacharidy nejsou pro kocku nezbytnou Zivinou. Poskytuji energii a glukézu, ale kocky
maji rozdilny metabolismus sacharidii nez psi. Ackoli koc¢ky postradaji amylazu ve slinach a
maji ve srovnani se psy niz§i mnozstvi pankreatické amylazy, je jejich hladina glukozy diky
specifickému enzymu hexakinaze udrZena i ptes jejich nizky piijem (Villaverde & Fascetti
2014). Dale muze byt glukdza syntetizovana z aminokyselin a glycerolu (Agar 2001). Glukoza
patfi mezi monosacharidy a je zdrojem energie pro buiikky a prekurzorem mnoha dulezitych
latek jako je vitamin C nebo mastné kyseliny (Villaverde & Fascetti 2014). Pro sacharidy nejsou
stanoveny za4dné minimalni pozadavky, ale jejich vysoky obsah v krmivu by mohl byt pro
zdravi kocCky Skodlivy. Prebytek by mohl vést naptiklad k obezité¢ ¢i diabetu mellitu
(Verbrugghe & Hesta, 2017). Mezi sacharidy patii také vldknina, ktera ma naopak pozitivni
vliv na traveni (Landow 2006). Vlaknina se sklad4a ze sacharida rostlinného ptvodu. Tyto
sacharidy odolavaji enzymovému traveni, ale mikroorganismy nachazejici se v tlustém stieve
kocky jsou schopny nékteré tyto sacharidy rozkladat. Vlaknina ma také pozitivni uc€inek na
motilitu stfev (Agar 2001).
Mezi dalsi pro télo nezbytné Ziviny patii vitaminy. Ackoli jsou vitaminy stejné jako sacharidy,
bilkoviny a tuky organické molekuly, nejsou pro kocky zdrojem energie. Funguji jako
esencidlni enzymy, enzymové prekurzory, koenzymy a uplatiuji se tak v mnoha metabolickych
procesech (Case et al. 2011). Az na par vyjimek, t€lo nedokdze vitaminy syntetizovat a musi
byt dodavany v potravé. Vitaminy délime na rozpustné v tucich A, D, E, K a rozpustné ve vodé
— vitamin C a vitaminy skupiny B. Pfebytecné vitaminy, které jsou rozpustné v tucich, se
ukladaji v jatrech a jejich nadbytek mtZze byt toxicky a zpusobit hypervitamindzu. Naopak
vitaminy rozpustné ve vod¢ se neukladaji v téle a jejich prebytek je vylou¢en moci (Agar 2001).
Pro kocky jsou velmi diilezit¢ vitaminy A a D (Case et al. 2011). Koc¢ky postradaji schopnost
pfemény neaktivni formy vitaminu D3 — cholekalciferolu v kiizi na jeho aktivni formu a z toho
divodu jsou zavislé na pfijmu potravinovych doplikkii obsahujicich vitamin D (Parker et al.
2017). Beta-karoten je prekurzorem vitaminu A a je obsazen v mrkvi a listové zelenin¢. Kocky
narozdil od jinych druhii saveli nejsou schopny piemény beta-karotenu na retinol, aktivni formu
vitaminu A (Green et al. 2012). NejbohatSim zdrojem tohoto vitaminu jsou jatra, ledviny, ryby
a vajecny bilek. Vitamin E plisobi jako antioxidant, chrani lipidy pfed oxida¢nim poSkozenim
a jeho hladina v téle je ovlivnéna selenem. Vyskytuje se v jatrech a pSenici (Agar 2001).
Vitamin K hraje dtilezitou roli pti srazeni krve. NejbohatSim zdrojem tohoto vitaminu je Spenat,
kvétak nebo zeli. Zivo¢isné produkty obsahuji obecné méné vitaminu K, ale bakterie tlustého
stfeva ho jsou schopné syntetizovat. V potravé hraje vyznamnou roli v pfipad¢ sniZeni bakterii
ve stfevé napiiklad vlivem antibiotik (Case et al. 2011). Vitaminy skupiny B jsou rozpustné ve
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vodg¢, pasobi jako koenzymy pro specifické bunééné enzymy, které se podileji na energetickém
metabolismu a syntéze tkdni. Jedna se o tyto vitaminy: Thiamin (B1), riboflavin (B2), niacin,
pyridoxin (B6), kyselina pantothenova, kyselina listova, biotin, kobalamin (Wortinger 2007).
Zdroje a funkce vSech potiebnych vitaminti jsou uvedeny v tabulce €. 2. U kocky se vyzaduje
denni pfijem té€chto vitamini (Agar 2001). Minimalni a maximalni pozadavky na vitaminy jsou
uvedeny v tabulce ¢. 3. dle AAFCO. Vzhledem k dostupnosti dobie vyvazenych krmiv pro
domaci zvifata jsou nedostatky téchto vitaminl a potize s nimi spojené u kocek vzacné (Case
etal. 2011). I presto se miize objevit jejich nedostatek, a to v dobé, kdy dojde k nadmérné ztrate
vody z organismu jako napitiklad pti prijmu (Agar 2000). Pozor bychom si méli dat také na
antivitaminy, které snizuji funkci vitaminti (Agar 2001). Jde naptiklad o thiamindzu, enzym,
ktery se vyskytuje v syrovych rybach. Inhibuje thiamin, ktery je odpovédny predev§im za
metabolismus sacharidd (Wortinger 2007). Dal$im antivitaminem je avidin, ktery je obsazen
ve vajecném bilku a inhibuje funkci biotinu (Case et al. 2011).
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Tabulka €. 2: Zdroje a funkce vitamini (Case et al. 2011)

Vnitinosti, ryby,
pSenicné klicky

Vitaminy Zdroje Funkce
Vitamin A . Ly Prekurzor rodopsinu. Rist a
Olej z rybich jater . . . , y
, i o diferenciace epitelovych bunck.
Jétra, ledviny, vajecny Vovoi placenty a
zloutek yvorp Y
spermatogeneze.
Vitamin D Vstiebavani vapniku a fosforu ze
Rybi olej, vajecny stteva. Udrzovani optimalni
zloutek, mlé¢né vyrobky | hladiny vépniku a fosforu v krvi
a kostech. Tvorba zubfl.
Vitamin E i 2 1 1rx . Antioxidant. Chrani bunééné
Psenicné klicky, olej , y . .
I f e membrany pied poskozenim
z kukufice, baviniku, so6ji L st
o volnymi radikaly vzniklych pfi
a slunecnice N
metabolickych procesech.
Vitamin K . , . . :
Listova zelenina - Spenat, Tvorba protrombinu a
kvétak, zeli, kapusta koagulac¢nich faktort.
Thiamin Ma vliv na metabolismus
Maso, pSenicné klicky sacharidii a funkci nervového
systému.
Riboflavin Soucésti enzymatickych
Miléko, vnitinosti, systemu. Vliv na metabohsr,nus’
Jelenina bilkovin a cholesterolu. Spravna
funkce CNS. Spravny rast.
Zdravé kiiZe.
Niacin Koenzym. Transport vodiku.
Maso, lusténiny Podili se na intracelularnich
procesech.
Pyridoxin Koenzym. Dekarboxylace

aminokyselin. Spravna funkce
nervove soustavy. Tvorba
cervenych krvinek.

Kyselina pantotenova

Jatra, ledviny, mlé¢né
vyrobky, lusténiny

Koenzym A. Metabolismus
sacharidu, tuku a bilkovin.

Biotin

Vajecny Zloutek,

Koenzym. Soucasti karboxylazy.

zelena zelenina

vnitinosti Karboxylace. Fixace CO?2.
Kyselina listova Jétra, ledviny, listova Ptenos nervovych vzruchti.
zelenina Tvorba ATP a DNA.
Kobalamin o1 Metabolismus nukleovych
Maso, ryby, dritbe kyselin. Krvetvorba.
C Citrusové ovoce, tmavé | Antioxidant. Tvorba kolagenu.

Transport vodiku.
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Tabulka €. 3: Minimalni a maximalni pozadavky na vitaminy dle Americké asociace kontroly

vyzivy (2014)
o « e v o, Maximalni
Vitaminy Jednotka* Minimalni mnoZstvi S
mnozstvi
Vitamin A MJ/kg 3332 333 300
Vitamin D MJ/kg 280 30 080
Vitamin E MJ/kg 40 -
Vitamin K mg/kg 0,1 -
Thiamin mg/kg 5,6 -
Riboflavin mg/kg 4,0 -
Kys. Pantotenova mg/kg 5,75 -
Niacin mg/kg 60 -
Pyridoxin mg/kg 4,0 -
Kys. Listova mg/kg 0,8 -
Biotin mg/kg 0,07 -
Kobalamin Bz mg/kg 0,020 -

*MJ je mezindrodni mérna jednotka urcujici mnozstvi ucinné latky, neni vSak vyjadiena
hmotnosti, ale urcena dle biologického piisobeni ¢i t€inku na organismus.
**V kolonkach s poml¢kou se hodnota neudava.

Mineralni latky tvofi nezbytnou soucést krmiva. Stejné jako u vétSiny ostatnich Zivin
jsou problémy s minerdlnimi latkami ve stravé obvykle spojeny spiSe s nadbytkem ¢i
nerovnovahou v disledku interakei s jinymi zivinami nez s nedostatky v krmivu. Vépnik,
fosfor a hot¢ik jsou v téle vyuzity jako strukturdlni slozky kosti a zubii. Elektrolyty sodiku,
drasliku, fosforu, vapniku a hoi€iku jsou soucasti t€lnich tekutin a tkani. Jod a selen se uplatiiuji
jako kofaktory v enzymovych a hormonalnich systémech (Case et al. 2011). Pozadované
mnozstvi mineral na susinu krmiva dle AAFCO uvadi tabulka €. 4.

Tabulka €. 4: Pozadované mnozstvi minerald na susinu krmiva dle Americké asociace kontroly
vyzivy (2014)

Mineraly Jednotka Minimum Maximum*
Vapnik % 0,6 -
Fosfor % 0,5 -
Draslik % 0,6 -
Sodik % 0,2 -
Chlorid % 0,3 -
Hor¢ik % 0,04 -
Mangan mg/kg 7.6 -
Zinek mg/kg 75 -
Jod mg/kg 0,6 9,0
Selen mg/kg 0,3 -

*V kolonkach s poml¢kou se hodnota neudava.
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3.4 Vliv vyZivy na mikrobiotu kocky

Je dokdzéano, ze vyziva a sloZeni krmiva vyznamné¢ ovlivituje gastrointestinalni funkce, sloZzeni
mikrobioty a metabolickych produkti, vzniklych mikrobialni Cinnosti ve stieveé (Grzeskowiak
2015). Neznalost nutricnich pozadavki, ndhld zména a piechod na jinou stravu ¢i pouziti
antibiotik mohou ovlivnit strukturu stfeva a jeho pohyblivost, ¢imZz muze dojit k naruseni
mikrobioty a jeji dysbidze (Suchodolski 2011).

Bylo zjisténo, ze u kocek krmenych stravou s vysokym obsahem bilkovin doslo
k vyraznému snizeni poctu probiotickych bakterii rodt Bifidobacterium a Lactobacillus, a
zaroven doslo ke zvySeni vyskytu Skodlivé bakterie Clostridium prefringens (Lubbs et al.
2009). Naopak u koc¢ek krmenych vys$§im mnoZstvim rozpustné vlakniny dochézi ke zvyseni
rustu prospésnych bakterii (Zoran 2008). Rozpustna vlaknina plisobi jako prebiotikum patiici
mezi potravinovou slozku, ktera ptfiznivné ovliviiuje rist a aktivitu prospéSnych bakterii.
Prebiotikem je naptiklad inulin, galaktooligosacharidy, laktul6za, fruktooligosacharidy (FOS)
a mannanoligosacharidy (MOS). Do krmiva jsou nejcastéji zafazovana piedevsim vysoce
fermentovatelnad prebiotika, mezi které patii fruktooligosacharidy a mannanoligosacharidy.
VétSina druht bifidobakterii a laktobacild vyuziva fruktooligosacharidy jako zdroj energie.
Mannanoligosacharidy naopak inhibuji riist patogennich bakterii ve stfevé a podporuji jejich
vylucovani z téla (Case et al. 2011).

3.5 Probiotika

3.5.1 Historie a definice

Pted tisici lety ¢lovék objevil vyhody fermentovanych potravin, znichz jednou z nich
byla prodlouzeni trvanlivosti potravin. Toto pozorovani bylo rozsifeno i na fermentaci krmiva.
Staroveké dukazy z Egyptskych kreseb a starych kartuzianskych sil ukazuji, Ze vice nez pred
1000 lety jiz zeméd¢lci védéli, ze silaz byla vynikajicim zplisobem, jak uchovat letni plodiny
pro jejich zvifata v zimnim obdobi (Di Gioia & Biavati 2018). Trvalo vSak az do poc¢atku 20.
stoleti, kdy Louis Pasteur identifikoval mikroorganismy odpovédné za proces fermentace a nez
vitéz Nobelovy ceny Ilja Iljic Mec¢nikov poprvé definoval bakterie jako Zivé mikroorganismy,
které jsou prospésné zdravi (Gasbarrini et al. 2016). Trvalo az do roku 2001, nez byl tento
koncept definovan Organizaci pro vyzivu a zemédélstvi (FAO) a Svétovou zdravotnickou
organizaci (WHO) jako ,zivé mikroorganismy, které pri podavani v dostatecném mmnozstvi
poskytuji hostiteli zdravotni prinos* (FAO/WHO 2001). Dnes je tato definice preformulovana
na ,,zivé mikroorganismy, které, pokud jsou podaviany v dostatecnéem mnozstvi, poskytuji
hostiteli zdravotni prinos“ (Hill et al. 2014). V oblasti vyzivy zvitat byl vSak v roce 1989
v USA zaveden Utadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv termin ,,direct fed microbial® (DFM).
DFM byl, podobn¢ jako probiotika, zdroj zivych, pfirozené se vyskytujicih, mikroorganismi.
V soucasné dob¢ lze rozliSovat dvé kategorie aplikace DFM: 1) inokulanty krmiv, uréené
k fermentaci krmného substratu a zméné stravitelnosti a 2) prospésné, zivotaschopné
mikroorganismy pfidané do krmiva kvili zlepSeni zdravotniho stavu zvifete (Dole 2016).
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Probiotika jsou Zivé, ptesné definované kultury mikroorganisma, které patii do skupiny
doplitkovych latek (Herzig & Suchy 2006). Pro jejich pozitivni u¢inek na stravitelnost a
vyuzitelnost zivin a prevenci proti riiznym stievnim onemocnéni jsou lidem pfidavany do
ruznych potravindiskych vyrobkil jako jsou mlécné kysané vyrobky, syry ¢i fermentované
masné vyrobky. Dale mohou byt podavany ve formé tablet, kapsli ¢i sypkych praska.
Vyznamnou roli hraji také pii podavani zviratim (Rada 2010). Jsou soucasti kompletnich
krmnych smési nebo k dispozici ve formé tablet, kapsli i past pro hospodarska a domaci zvirata
(Wees & Arroyo 2003).

3.5.2 Vybérova kritéria a bezpecnost probiotik

Mikroorganismy musi spliiovat urcité vlastnosti, aby mohly byt pouzity jako probiotika
ve vyzivé lidi a zvitat (Molina 2019).

Vybér novych probiotickych organismti zohlednuje kmeny, a dokonce i geny
mikroorganismt prokazujici nejpiinosnéjsi ucinky. Hodnoceni se zaméfuje hlavné na
bezpecnost a pomér piinosi a rizik spojenych s pouzitim daného probiotikého kmene.
Mikroorganismy pouzivané k produkci probiotickych piipravkit by mély byt izolovany od
jedinct patiicich k druhim, pro néz jsou urceny, protoze ¢ast zdravotné prospésnych ucinki je
pravdépodobné druhové specificka. Diky tomuto je ziskany biologicky material maximalné
ptizpisoben podminkam piitomnych v zazivacim traktu daného druhu zvitete (Markowiak &
Slizewska 2018).

Pro funkénost musi mit mikroorganismy schopnost odolévat prostiedi traviciho traktu,
prilnout ke stfevni stén¢ a kolonizovat trakt zvifete (Molina 2019). Probiotické mikroorganismy
pridavané do krmiva by navic mély byt odolné vici teplotdm a tlaklim pouzivanych pii procesu
peletovani, proti vlhkosti a ucinkiim Skodlivych latek (t€zké kovy, mykotoxiny) béhem
manipulace a skladovani krmiv. Dle navrhi WHO, FAO a Evropského ufadu pro bezpecnost
potravin (EFSA) musi probiotické kmeny ve svém vybéru splitovat jak kritéria bezpecnosti a
funk¢nosti, tak kritéria souvisejici s jejich technologickou uzite¢nosti (FAO/WHO 2002; EFSA
2007).

Kritéria vyberu a pozadované vlastnosti probiotickych mikroorganismi (FAO/WHO
2002; EFSA 2007):

e Zdravotni nezavadnost (probiotické mikroorganismy by mély byt nepatogenni
a netoxické pro svého hostitele)

e Pfesna taxonomicka identifikace

e Preziti v prostiedi s nizkym pH

e Rezistence proti zZlucovym kyselinam

e Schopnost adheze ke stievnim epitelidlnim buiikam

e Stabilizace stfevni mikrobioty

e Produkce antimikrobialnich latek
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e Antagonismus vici patogennim bakteriim

e Modulace imunitnich odpovédi

e Geneticka stabilita

e Stabilita a odolnost vii¢i technologickému zpracovani (pfi jejich nestabilité 1ze
v nékterych ptipadech pouzit rizné techniky jako je iprava procesnich faktora
b&hem vyroby potravin, vybér tolerantnéjSich kmenti a pouziti
mikroenkapsulace)

e Schopnost rychle se mnozit a kolonizovat gastrointestinalni trakt (kratka
generacni doba rlstu)

e Schopnost pozitivn¢ ovliviiovat zdravi hostitele

Probiotika podléhaji predpistim, které jsou obsazeny v zdkon€ o potravinach a podle
nich by méla byt bezpe¢na pro zdravi lidi a zvifat. V USA by mikroorganismy pouzivané pro
ucely spotieby mély mit status ,,Obecné uzndvané za bezpecné* (GRAS). V Evropé zavedl
EFSA termin ,,Kvalifikovany piedpoklad bezpecnosti“ (QPS). Koncept QPS zahrnuje néktera
dalsi kritéria pro hodnoceni bezpe¢nosti mikroorganismii, véetné historie pouzivani (zkusenosti
s pouzivanim mikroorganismu v minulosti) a absence rizika ziskané rezistence na antibiotika
(FDA 2019, EFSA 2007).

V soucasné¢ dob¢ neexistuji zddné pravni predpisy tykajici zavadéni probiotickych
mikroorganismt do potravin a krmiv. Ne vSechny vyrobky, které obsahuji probiotika a jsou
uvedena na trh splituji pozadovana kritéria FAO a WHO. Dle doporuceni FAO/WHO by také
na etiketach probiotickych ptipravkii méli byt vyznaceny informace o ktery rod, druh a kmen
mikroorganismu se jedna, jaké minimalni mnozstvi zivotaschopnych bakterii na konci doby
trvanlivosti vyrobek obsahuje, na zéklad¢ védeckych poznatkli by méli byt stanoveny zdravotni
tvrzeni, doporucenna davka a spravné podminky skladovani (FAO/WHO 2002).

3.5.3 Obecné ucinky probiotik

Uginky probiotickych organismi jsou velmi rozmanité a zavisi jak na véku zvitete, tak jeho
fyziologickém stavu (Rada 2010). Jugan et al. (2017) uvadi jako mozné ucinky probiotik
vytésnéni patogennich bakterii, produkce antimikrobialnich latek, zlepSeni funkce epitelové
bariéry gastrointestinalniho traktu, zlepSeni absorpce mikronutrientti a stimulace enteralnich a
vrozenych imunitnich odpovédich.

Nejen, ze probiotika mohou ovlivnit stfevni epitelidlni bariéru, ale také produkci hlenu.
Podporuji regeneraci epitelu, zabranuji apoptdze epitelidlnich bunck, potlacuji sekreci
elektrolyti béhem enteropatogenni infekce a jsou zodpovédné za syntézu enzymd, které
zlepSuji traveni zivin a zkracuji dobu prichodu traveniny gastrointestinalnim traktem (Torres-
Henderson et al. 2017; Di Gioia & Biavati 2018).

Probiotika jsou schopna redukovat patogenni mikroorganismy v travicim traktu. Rody
Lactobacillus a Bifidobacterium maji hydrofobni povrchové proteiny, které podporuji
nespecifickou adhezi k zivo¢iSnym bunkam, pokryvaji vazebna mista receptoru a tim brani
spojeni stfevniho epitelu s patogennimi mikroorganismy. Ne&ktefi zastupci rodu
Bifidobacterium, Bacillus a Lactobacillus produkuji antimikrobidlni latky — bakteriociny, které
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maji schopnost inhibovat riist patogennich mikroorganismii jako jsou nékteti zastupci rod
Staphylococcus, Enterococcus, Listeria a zastupci rodu Salmonella. Bakteriociny inhibuji
syntézu jejich bunécné stény. Rody Lactobacillus a Bifidobacterium produkuji organické
kyseliny jako jsou kyselina mlé¢na a kyselina octova. Tyto kyseliny pfispivaji ke snizeni pH v
zazivacim traktu a vytvareji ptiznivé podminky pro stavajici mikrobiotu a také snizuji riziko
kolonizace patogennimi mikroorganismy (Molina 2019).

Bylo zjisténo, ze probiotika maji schopnost modulovat imunitni odpovéd’ hostitele, a to jak
vrozenou, tak adaptivni (Molina 2019). Imunitni buiiky gastrointestindlniho traktu jsou schopné
rozpoznat rizné druhy probiotickych mikroorganimii pomoci bilkovinnych Toll-like receptort,
coz vede k specifické signalni transdukci. Dochézi k produkei cytokinti a nasledné nespecifické
imunitni reakci, naptiklad ke zvySeni humoralni imunity ¢i produkci IgA. Probiotika mohou
hrat diilezitou roli v patogenezi a 1é¢b¢ imunitné zprosttedkovanych chorob jako jsou alergie
(Wynn 2009).

Laktobacily jsou zodpovédné za syntézu vitaminii skupiny B (niacin, kyselinu panthotenovou,
biotin a kyselinu listovou) a nékterych lipolytickych a proteolytickych travicich enzymt, které
zvysuji stravitelnost krmiv. Laktobacily a enterobakterie syntetizuji také folatové koenzymy.
Vysoké koncentrace Bacteroides spp. snizuji mnozstvi kobalaminu v krevnim séru. Diky
metabolické aktivité nekterych probiotickych organismii (Clostridium spp, Bacteroides spp,
Bifidobacterium spp a Eubacterium spp) dochazi k dekonjugaci a sekreci zlucovych soli a
vysoké koncentrace téchto organismi mohou pfispivat k lepSimu traveni a absorpci tukt (Wynn
2009). Studie také prokdzaly, ze rGzné kmeny rodi Lactobacillus a Bifidobacterium maji
schopnost vazat a inaktivovat aflatoxiny (Kneifel & Salminen 2011).

Mikroorganismy pouzivané jako probiotika v krmivech

Krmiva a dopliiky obohacené o probiotika mohou obsahovat jeden nebo vice bakteridlnich
kmenti (Markowiak & Slizewska 2018). Mezi nejéastéji pouzivané probiotické
mikroorganismy patii kmeny Bifidobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Bacillus,

Pediococcus a Streptococcus (Yirga 2015). Vtabulce ¢. 5 je uveden seznam druhu
mikroorganismil pro pouziti v krmivech pro zvitata.
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Tabulka €. 5: Seznam nejpouzivangjSich mikroorganismt pro pouziti v krimech pro zvitata
(Gaggia et al. 2010)

Rod Druhy

Bifidobacterium B. aimalis
B. lactis
B. longum

B. pseudolongum
B. thermophilum

Enterococcus E. faecalis
E. faecium

Lactobacillus L. acidophilus
L. amylovorus
L. brevis
L. casei
L. crispatus
L. farmicinis
L. fermentum
L. murinus
L. plantarum
L. reuteri
L. rhamnosus
L. salivarius

Bacillus B. cereus
B. licheniformis
B. subtilis
Streptococcus S. infantarius

S. salivarius
S. thermophilus

Pediococcus P. acidilactici
P. pentosaceus

3.5.4 Probiotika pro hospodarska zvirata

3.5.4.1 Prezvykavci

Piezvykavci jsou nejrozsifencjsi skupina savcli na Zemi. Nejveétsi ekonomicky zajem
lezi hlavné v chovu skotu, ovci a koz. Piezvykavci jsou schopni prostiednictvim traviciho traktu
asimilovat ziviny zrostlinnych krmiv. Na rozdil od jinych savci, maji zaludek se tfemi
predzaludky — bachor, ¢epec a kniha. Nejvétsi mikrobidlni rozmanitost se nachazi v bachoru,
kde probiha mikrobidlni fermentace krmiva. Mikrobiom bachoru je slozen ze symbiotickych
mikroorganismil jako jsou bakterie, prvoci a houby. Tyto mikroorganismy se vyznamné podileji
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na fermentaci rostlinnych krmiv a jsou tak nezbytné pro zdravi a produktivitu piezvykavct (Di
Gioia & Biavati 2018).

Probiotika a DFM se prezvykavcim aplikuji za ucelem zvySeni poctu bakterii
v bachoru, 1écby poruch traveni, redukci stfevnich patogeni, stabilizaci pH bachoru, zvySeni
vykonu zvifat, zvySeni UCinnosti pfemény krmiva a stravitelnosti vlakniny, zlepSeni slozeni
mléka, stimulace imunitniho systému, 1écby mastitidy a snizeni produkce metanu. Pievazna
vetsSina aplikaci se tyka krav a telat. Probiotické ptipravky se piezvykaveim dodavaji hlavné
oraln¢ — pifimo ¢i v krmivu. Pro zajiSténi stability a Zivotaschopnosti probiotik se zacala
pouzivat technologie mikroenkapsulace, ktera poskytuje ochranu a zajiStuje dopraveni
probiotika do cilového organu (Raabis et al. 2019).

Nejcastéji se pouzivaji bakterie mlééného kvaSeni (BMK), a to piedevSim rody
Lactobacillus, Enterococcus, Streptococcus a Bifidobacterium a druhy kvasinek Sacharomyces
a vlaknitd houba Aspergillus oryzae. Kromé¢ BMK se pouzivaji i jiné bakterie jako jsou
Propionibacterium spp, Faecalibacterium spp, Bacillus spp a fibrolytické bakterie rodu
Prevotella (Raabis et al. 2019). Zatimco pouziti bakterialnich probiotik se jevi vysoce u¢inné u
telat, probiotické kvasinky a houby jako je Sacharomyces cerevisiae a Aspergillus oryzae,
prokézaly vétsi pfinos u dospélych piezvykavcl. Novorozend telata nejcastéji trpi prijmem,
ktery je zpiisobeny patogennimi bakteriemi Sal/monella spp. nebo Escherichia coli. Bylo
zji$téno, Ze po zkrmovani fermentovaného mléka obohaceného o BMK novorozenym telatiim,
doslo k vyraznému snizeni vyskytu prijmu (Di Gioia & Biavati 2018). Podavani probiotickych
bakterii a kvasinek telathm ma také pozitivni vliv na vyvoj bachoru a zvySeni hmotnostnich
prirastk. Dale bylo prokdzéno, ze podavani kvasinek kravam v mlééném chovu, zvySuje
piijem susiny a produkci mléka (Gaggia et al. 2010).

3.5.4.2 Prasata

Prasata patii mezi monogastrickd zvitata, ktera maji jednoduchy zaludek. Jak zaludek,
tak jejich stfevo je bohaté osidleno mikroorganismy (Di Gioia & Biavati 2018). Mezi hlavni
mikroorganismy traviciho traktu prasat patii laktobacily, bifidobakterie, streptokoky a Casto se
také vyskytuji patogenni mikroorganismy - Clostridium perfringens a Escherichia coli
(Pospiskova et al., 2013).

V komer¢nim chovu prasat je nejvhodnéjsi pouzit probiotika pfedevSim v obdobi
odstavu selat, ale také po piechodu na pevnou stravu ¢i jinych stresovych zatézi. Tato obdobi
jsou charakterizovana poklesem piijmu krmiva, ktery naruSuje vyvoj zvifete. Tyto faktory
mohou negativné narusit funkci imunitniho systému a rovnovahu stfevni mikrobioty, coz vede
ke zvySené nachylnosti k porucham stfev, infekcim a prijmiam (Gaggia et al. 2010).

Probiotika jsou prasatim podévéana ve form¢ lyofilizovanych praski, fermentovaného
mléka ¢i fermentovanych krmnych smési (Roselli et al. 2017).

Dle dosavadnich studii existuje n€kolik pozitivnich ucinki probiotik na zdravi prasat.
Podavani laktobacilli a bifidobakterii bezprostfedné po narozeni selat, podporuje kolonizaci
zdravé a prospésné mikrobioty, a tim dochazi ke snizeni vyskytu enteropatogennich
mkroorganismti (Di Gioia & Biavati 2018). Mezi nejcastéji aplikované laktobacily a
bifidobakterie patfi druhy Lactobacillus plantarum, Lactobacillus rhamnosus a
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Bifidobacterium animalis subsp. lactis. Bylo také zjisténo, ze denni podavani Enterococcus
faecium selatim od narozeni do odstavu snizilo vyskyt prijmu, a také doslo ke zvySeni denniho
hmotnostniho ptirtstku u selat. Také zastupci rodu Bacillus se vyuzivaji jako probiotika pro
prasata. Bylo zjiSténo, ze podavani Bacillus subtilis a Bacillus licheniformis snizuje morbiditu
a umrtnost u nedavno odstavenych selat, zlepSuje parametry vykrmovych prasat a kvalitu
jatecné upravenych tél. Mezi méné Casto vyuzivana probiotika patii bakterie rodu Pediococcus
a kvasinky Sacharomyces spp. (Gaggia et al. 2010).

3.5.4.3 Driibez

Na rozdil od ostatnich Zivoc¢ichii maji ptaci zasobni orgén — vole slouzici k uchovani
potravy. Déle dva zaludky — zlaznaty a svalnaty a dvé slepa stfeva. Mikroorganismy se
vyskytuji ve voleti, v Zzaludku a nejvice osidlena jsou slepa stteva. Mezi nejcastéji se vyskytujici
mikroorganismy patii zastupci rodu Clostridium, Ruminococcus, Lactobacillus a Bacteroides.
Vzhledem k relativné kratkému genera¢nimu intervalu, je dulezité, aby po vylihnuti doslo co
nejdiive k mikrobialni kolonizaci ptaciho stfeva a stfevo tak bylo co nejvice chranéno pred
infekénim onemocnénim. V komer¢nich chovech se kutata lihnou ve sterilnich inkubatorech a
mlada kufata postradaji kontakt s pfirodnim prostfedim. Kolonizace stfev je tak casto dlouhym
procesem a brojlerim trva ptiblizn€ 21 dnti, nez se u nich vyvine vyvazena stievni mikrobiota.
Toto obdobi piedstavuje asi 50% délky jejich Zivota a pokud dochézi k pozdéjsi kolonizaci, je
sttevni ekosystém Casto kolonizovan patogennimy mikroorganismy. Mezi dalsi problémy, které
mohou narusit ptac¢i stfevni mikrobiotu a mohou vést ke Spatnému hmotnostnimu pfirtistku a
znaéné ztraté zasob, patii stres, zména krmiva, pouziti antibiotik a onemocnéni. Casné doplnéni
probiotik a probiotik po vylihnuti mtze byt velmi uzite¢né (Di Gioia & Biavati 2018).

Mezi nejpouzivan€j$i probiotika pro dribez patii bakterie rodu Lactobacillus,
Bifidobacterium, Bacillus, Streptococcus, Pediococcus, Enterococcus a kvasinky jako je
Saccharomyces cerevisiae (Forte et al. 2018). Uginky probiotik u dribeze pravdépodobné
zahrnuji modulaci stfevni mikrobioty, vytésnéni patogenil, imunomodulaéni u€inky a zlepSeni
stavu stfevniho epitelu. Krom¢ toho mohou probiotika pozitivné ovlivnit rist a kvalitu masa
(D1 Gioia & Biavati 2018). Mezi nejCastéjsi patogeny patii Salmonella, Campylobacter jejuni,
Listeria monocytogenes, Clostridium perfringens a Escherichia coli (Gaggia et al. 2010).

Jednou zmetod chranici stievni mikrobiotu pted patogeny, ktera byla nejprve
pojmenovana jako ,,Nurmiho koncept® je tzv. kompetitivni exkluze (Schneitz 2005). Tato
metoda byla pouzita proti infekci salmonelou u kufat a uspésné testovana v 70. letech 20. stoleti.
Byla zaloZena na aplikaci stfevniho obsahu zdravych nosnic cerstvé vylihnutym kufatim
(Rantala & Nurmi 1973). Od ptivodni publikace Nurmi a Rantala (1973) bylo provedeno zna¢né
mnozstvi vyzkumt, diky kterym bylo jasné, Ze tato metoda je U€innd i co se tyce jinych
sttevnich patogenti u driitbeze (Mead 2000).

Forte et al. (2018) hodnotili vliv nékterych probiotik na kvalitu dribeziho masa.
Naptiklad ptijem Streptococcus faecium cernelle v krmivu vyrazné snizil pH masa, zatimco
Bacillus cereus a Enterococcus faecium zvysil pH masa. Dale podavani doplikii obsahujicich
Bacillus licheniformis zlep$ilo barvu masa, chut’ a §tavnatost masa. V jiné studii byl hodnocen
ucinek nékterych zastupct rodu Lactobacillus, které po konzumaci vyrazné snizovali mnoZzstvi
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patogennni bakterie Salmonella enteritidis v trusu kurat (Gaggia et al. 2010). Svejstil et al.
(2019) testovali vliv kmene Clostridium butyricum CBM 588 na rist a stfevni mikrobiotu kurat.
Zjistili, Ze tento kmen je schopen zvyS$it mnoZstvi butyratu v slepém stevé, coz je stl kyseliny
maselné, ktera se zde ptirozené vyskytuje a piispiva ke zdravi stfev. Dale pozitivné ovlivnil
slozeni stfevni mikrobioty a zvysil uzitkovost brojlerovych kurat.

3.5.4.4 Koné

Gastrointestinalni mikrobiota hraje stejné jako u jinych zvitat klicovou roli pfi traveni
zivin, zachovani zdravi a dobrych Zivotnich podminek koni. Mikrobialni rovnovahu mohou
ovlivnit rizné faktory, které Casto vedou k porucham a onemocnénim jako jsou kolitidy,
prijmy, koliky a laminitida koni. Mezi tyto faktory patii naptiklad vyziva, management, néktera
lé¢iva jako anthelmintika, antimikrobidlni latky a anestetika, plemeno a vék koné (Schoster
2018).

Nejcastéji pouzivana probiotika jsou bakterie rodu Lactobacillus, Bifidobacterium a
Enterococcus, avSak tyto mikroorganismy nejsou nejhojnéj§imi druhy mikroorganismt ve
sttevé koni a mohou tak mit mensi vliv na jejich travici trakt a zdravi. Nejvetsi mnozstvi tvofi
bakterie rodu Clostridium — Ruminococcaceae a Lachnospiraceae (Garber et al. 2020).
Zachovani rozmanitosti a zvySeni mnozstvi téchto klostridii by mohlo byt potencidlnim cilem
vyvoje probiotik u koni. U koni byla doposud pouze jedna studie zamétena na hodnoceni vlivu
probiotik na sloZeni mikrobioty hiibat a nebyl pozorovéan vyznamny ucinek (Schoster 2018).

3.5.5 Probiotika pro doméci zvirata

3.5.5.1 Psi

V psim gastrointestinalnim traktu ptevladaji stejn¢ jako u kocCek bakterie kmene
Firmicutes, Fusobacteria, Bacteroidetes a Proteobacteria, z ¢ehoz nejvétsi mikrobialni
rozmanitost piedstavuje tlusté stfevo. Mezi nejcastéjsi psi enteropatogeny patii Salmonella a
Campylobacter (Grzeskowiak 2015).

Podéavani probiotickych doplikt ¢i krmiv obsahujici prospésné mikroorganismy je u
pstt zaméfeno na prevenci €i 1écbu riznych stfevnich chorob (Di Gioia & Biavati 2018).
Nékteré bakterie mlééného kvaseni véetn¢ druhl Lactobacillus vykazuji v in vitro pokusech
antimikrobialni aktivitu a jsou schopné pozitivné ovlivitovat stievni mikrobiotu psti. Na zakladé
pokusti bylo zjisténo, ze smés laktobacila (L. fermentum, L. plantarum, L. rhamnosus), které
byly pfidavany do krmiva, prokazali dobrou adhezni schopnost ke stfevnimu epitelu a byli
schopni z traviciho traktu vytésnit enteropatogeny jako Enterococcus canis, Clostridium
perfringens a Salmonella enterica (Grzeskowiak 2015).
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3.5.5.2 Kocky

Existuje velmi malo informaci a bylo provedeno jen malo klinickych studii o aplikaci
probiotik u kocek. Vzhledem k rozdilim ve fyziologii hostitele a jeho strave, nelze G€innost
probiotik u kocek extrapolovat ze studii uskute¢nénych u psti (Di Gioia & Biavati 2018).

Bybee et al. (2011) hodnotili vliv probiotika Enterococcus faecium SF68® na vyskyt
prijmu u koc¢ek chovanych v utulku. Kocky byly rozdéleny do dvou skupin, kdy prvni skupina
byla krmena probiotikem a druha skupina placebem. Vysledkem bylo, ze u kocek krmenych
probiotikem byl ve srovnani s kockami krmené placebem nizsi vyskyt prijmu, coz nanaznacuje
pozitivni vliv tohoto probiotika na traveni koc¢ek. V jiné studii byla hodnocena uc¢innost tohoto
probiotika u koc¢ek s chronickou infekci koc¢i¢im herpesvirem 1 (FHV-1). Tento virus je ¢asto
spojen s morbiditou koc¢ek kvilli opakujicim se o¢nim a respira¢nim infekcim a E. faecium je
povazovano za probiotikum zvySujici imunitu. Vysledkem této studie byla niz§i morbidita pti
podavani této probiotické bakterie (Lappin et al. 2009). Selhani ledvin je Castou pfic¢inou
morbidity a mortality u koc¢ek. Pti zhorSené funkci ledvin je Zddouci sniZzeni hladiny mocoviny
vkrvi a keratininu v séru, ¢ehoz lze dosahnout snizenou hladinou proteinii s vysokou
biologickou hodnotou. Bylo prokdzéno, ze smés probiotickych bakterii Streptococcus
thermophilus, Lactobacillus acidophilus a Bifidobacterium longum snizuje azotémii u kocek a
tim snizuje riziko selhani ledvin (Di Gioia & Biavati 2018). Dalsi provedenou studii bylo
podavani probiotika Lactobacillus acidophilus kockam s prijmovym onemocnénim
zpisobenym patogenni bakterii rodu Campylobacter. Vysledkem bylo sniZeni téchto
patogennich bakterii (Case et al. 2011).

3.5.6 Charakteristika nejpouzivanéjSich rodi

3.5.6.1 Enterococcus

Rod Enterococcus se sklada z vice nez 40 druhti bakterii (Van Tyne et al. 2013). Jedna se o
grampozitivni, nesporulujici a fakultativné anaerobni bakterie, které se vyskytuji ve formé
samostatnych kokl, v parech nebo v kratkych fetézcich. Jsou klasifikovany jako bakterie
mlécného kvaseni (BMK). Maji schopnost pfemény gluk6zy na kyselinu mlé€nou. Optimalni
teplota pro jejich rist je 35 °C a pH 9,6. Produkuji aromatické slouceniny, enzymy a
bakteriociny (Araujo & Ferreira 2013).

Ptirozené se vyskytuji v potravinach, v gastrointestinalnim traktu lidi a zvitat. Pouzivaji
se jako startovaci kultury pro potravinaiské produkty jako je syr, probiotické kultury pro lidi a
zvitata a jako prisady do silazi (Gaggia et al. 2010). Enterokoky jsou n¢kdy spojovany
s mocovymi infekcemi, bakteriémii a endokarditidou u lidi. Hostitelem jsou vSak ovykle
pacienti se zdvaznym onemocnénim ¢i s posSkozenymi obrannymi mechanismy (Aratjo &
Ferreira 2013).

3.5.6.2 Lactobacillus

Rod Lactobacillus je Sirokd a heterogenni taxonomickd jednotka, ktera zahrnuje vice
nez 100 riznych druhi (Gaggia et al. 2010). Patii do skupiny grampozitivnich, nesporulujicich
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fakultativné anaerobnich ¢i mikroaerofilnich bakterii ve tvaru pravidelnych tycCinek (Lee &
Salminen 2009). Vétsina je schopna ristu pti 45°C. Jsou chemoorganotrofni — zdrojem energie
jsou organické latky (Liong 2011).

Laktobacily jsou schopné fermentovat laktézu a muizeme je rozdélit na tzv.
homofermentativni a  heterofermentativni dle konecnych produkti fermentace.
Homofermentativni bakterie produkuji pouze kyselinu mlécnou a heterofermentativni vedle
kyseliny mlécné také ethanol a oxid uhli¢ity. Jsou témét vzdy nepatogenni a vyskytuji se
v riznych prostfedich (Liong 2011).

Laktobacily se podileji na fermentaci potravin a krmiv jako je mléko, maso, zelenina a
obiloviny, v nichZ jsou pfitomny bud’ jako kontaminanty nebo jsou pfidavany jakoZto startovaci
kultury zejména do mlé¢nych vyrobkii (jogurty, syry), kvasené zeleniny (olivy, okurky, zeli) a
masnych vyrobkd (salam, klobasy) (Lee 2009). Prirozen¢ se také vyskytuji
v gastrointestinalnim traktu, respiracnim a pohlavnim tustroji lidi a zvitat (Liong 2011).

3.5.6.3 Bifidobacterium

Bifidobakterie jsou skupina mikroorganismil, kterd zahrnuje vice nez 30 druhi. Jsou to
grampozitivni, nesporolujici tyCinky. Jejich tvar je nepravidelny, mohou byt zahnuté nebo
rozvétveng, Casto byvaji ve tvaru Y nebo V (Roy 2011). Jsou striktné anaerobni, ale ne¢které
druhy mohou snaset nizké koncentrace kysliku. Citlivost ke kysliku stéZuje jejich pouziti jako
probiotik, protoze stabilizace produkti s bifidobakteriemi tak, aby splnily pozadavky na
trvanlivost je obtizna ve srovnani naptiklad s laktobacily (Venema & do Carmo 2015). Jejich
optimalni ristova teplota se pohybuje od 37 do 41 °C. Jsou odolné vii¢i kyselému prostiedi,
jejich optimalni pH je 6,5 — 7,0, ale n€které druhy piezivaji i pifi pH 3,5 (Roy 2011).
Bifidobakterie jsou sacharolytické. Fermentaci sacharidi produkuji kyselinu octovou a
kyselinu mlé¢nou v poméru 3:2 (Venema & do Carmo 2015).

Bifidobakterie také produkuji travici enzymy, jako je laktaza a fosfatdza. Nékteré druhy
jsou jsou schopny syntetizovat vitaminy a aminokyseliny (Roy 2011). Pfirozené se
bifidobakterie vyskytuji v travicim traktu lidi a zvifat. Casto se ptidavaji do potravin, krmiv a
do farmaceutickych piipravka (Gaggia et al. 2010)
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4 Metodika

4.1 Testované vzorky

Byla testovana komercné vyrabénd kompletni krmiva pro kocky obsahujici, dle deklarace
vyrobci, probiotické mikroorganismy pro podporu traveni. Dale byl testovan i krmny doplnék
— pasta, urcena jak pro kocky, tak pro psy. Celkem bylo tedy testovano 6 riznych vzorkli krmiv
a jeden krmny doplnék.

Byly provedeny celkem 3 pokusy:

1. Pokus

V prvnim pokusu byla testovana krmiva, ktera byla odebrana z ptivodniho obalu a
skladovana v mikrotenovém sacku nckolik tydna pii pokojové teploté. Seznam
pouzitych krmiv v prvnim pokusu:

Krmivo A je suché granulované krmivo uréené pro dospé€lé kocky. Vyrobce
uvadi, Zze krmivo obsahuje prebiotika a probiotika na podporu zdravého traveni.
Pouzity bakteridlni kmen je Lactobacillus acidophilus a Enterococcus faecium.
Pocet téchto mikroorganismu na kilogram krmiva by dle vyrobce mél byt 3,3 x
108 KTJ.

Krmivo B je vyvazené suché granulované krmivo. Je uréené pro kocky a kot’ata
vSech plemen a velikosti. Krmivo obsahuje probiotika pro pfiznivé traveni.
Pouzity druh probiotika je Enterococcus faecium. U tohoto krmiva vyrobce
neuvadi pocet obsazenych probiotickych mirkoorganismd.

Krmivo C je kompletni suché granulované krmivo, které je urcené pro kocky
kazdého véku a vSech plemen. Vyrobce uvadi, ze krmivo obsahuje zivé a aktivni
kultury mikroorganismii pomahajici podporovat travici a imunitni systém.
Pouzit¢ kmeny jsou enterococcus faecium, lactobacillus acidophilus,
lactobacillus casei, lactobacillus plantarum, trichoderma longibrachiatum. Co se
tyCe celkového mnozstvi vSech obsazenych mikroorganismt, vyrobce uvadi, ze
krmivo obsahuje vice nez 1,6 x 10® KTJ na kilogram krmiva.

2. Pokus

Ve druhém pokusu byla testovana krmiva, kterd byla odebrana z pivodniho obalu
tésn¢ pied rozborem a jednalo se tedy o Cerstvé granule. Seznam pouzitych krmiv ve
druhém pokusu:

Krmivo D je hypoalergenni suché granulované krmivo. Je ur¢eno pro dospélé
kocky a dle etikety obsahuje krmivo probiotikum Enterococcus faecium, a to v
mnozstvi 10 x 10® KTJ/kg krmiva.
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Krmivo E je suché granulované kompletni krmivo, které je urceno dospélym
kockdm od 1 do 7 let. Jedna se o hypoalergeni krmivo pro kocky s citlivym
zazivanim a koznimi problémy. Vyrobce uvadi, Ze krmivo obsahuje zivé bakterie
kmene Enterococcus faecium, ktery napomahd zdravému zazivacimu traktu a
posiluje imunitu. Jeden kilogram krmiva obsahuje 100 x 10% KTJ.

Krmivo F je kompletni suché granulované krmivo uréené pro dospé€lé kocky.
Krmivo by mélo obsahovat probiotikum Lactobacillus casei v mnoZzstvi
150mg/kg krmiva.

3. Pokus

Ve tfetim pokusu byla pouzita stejnd krmiva jako ve druhém pokusu, avSak z obalt byla
odebréana o tyden pozd¢ji. Pro srovnani byl ve tietim pokusu testovan také krmny doplnék:

Pasta je dopln€k vyzivy urCeny pro Sténata, kot’ata, gravidni ¢i laktujici feny a
kocky. Vyrobce uvadi, ze pasta zvySuje odolnost k bakteridlnim infekcim,
stresim a fyzickym zatézim. Obsahuje bakterie, které¢ udrzuji spravnou hladinu

rrrrrr

Enterococcus faecium, a to v poctu 20 x 108 KTJ/g.

4.2 Postup mikrobiologického rozboru

4.2.1 Pouzita kultiva¢ni media a jejich priprava

Ke kazdému vzorku byla pfipravena riizna kultivaéni média, dle druhii probiotickych
mikroorganismi, které vyrobky obsahovaly. Byla piipravovana dle navodu od vyrobce a
mnozstvi bylo odvozeno od poctu fedéni a opakovani kazdého vzorku.

Typy pouzitych kultivacnich médii:

Slanetz and Bartley agar (Oxiod, UK)
Toto médium bylo pouzito pro detekci enterokoki.

Na 1 litr destilované vody: Slanetz and Bartley agar 42¢g

Slozeni (g/1): Tryptoza 20,0
Kvasni¢ny extrakt 5,0
Glukoéza 2,0
Hydrogenfosfore¢nan draselny 4,0
Azid sodny 0,4
Trifenytetrazolium chlorid 0,1
Agar 10,0
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V destilované vodé bylo rozpusténo navazené mnozstvi agaru dle potiebného objemu. Poté byl
roztok rozvafen, dokud se agar zcela nerozpustil.

Wilkinson — chalgren agar se sojovym peptonem (Oxoid, UK)
Toto médium bylo pouzito pro stanoveni celkového poctu anaerobnich bakterii.
Na 1 litr destilované vody:  Wilkins — chalgren agar 43 ¢

Soéjovy pepton 5 g (Oxoid, UK)

Cystein 0,5 g (Sigma-Aldrich, USA)

Tween 1 ml (Sigma-Aldrich, USA)
Slozeni (g/1): Trypton 10,0

Zelatina 10,0

Kvasni¢ny extrakt 5,0

Glukoéza 1,0

Chlorid sodny 5,0

L-arginin 1,0

Pyruat sodny 1,0

Vitamin K3 (menadion) 0,5

Hemin 0,005

V destilované vodé bylo rozpusténo navdzené mnozstvi agaru dle potiebného objemu a
nasledné vysterilovano pti 121 °C v autoklavu po dobu 15 minut.

Rogosa agar (Oxoid, UK)

Toto médium bylo pouzito pro detekci laktobacilt.

Na 1 litr destilované vody: Rogosa agar 82¢g

Slozeni(g/1): Trypton 10,0
Kvasni¢ny extrakt 5,0
Gukosa 20,0
Tween 80 1,0
Dihydrogenfosforecnan draselny 6,0
Citrat amonny 2,0
Acetat sodny 17,0
Siran hotfecnaty 0,575
Siran manganaty 0,12
Siran zelezity 0,034
Agar 20,0

V destilované vodé¢ bylo rozpusténo navazené mnozstvi agaru dle potiebného objemu. Roztok
byl rozvaten, dokud se agar nerozpustil a poté bylo do roztoku pfiddno a zamichano potiebné
mnozstvi kyseliny octové (1,32 ml/l destilované vody). Déle byl roztok za ¢astého michani
zahtivan na 90-100 °C po dobu 2 minut.
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4.2.2 Priprava vzorki
Ptiprava vzorku se v jednotlivych pokusech lisila nasledovné:
1. Pokus
V prvnim pokusu bylo odebrano nékolik granuli od kazdého ze tfi krmiv a
zhomogenizovano v mixéru. Z kazdého zhomogenizovaného vzorku byl navazen 1 g,
ktery byl pfenesen do zkumavky s 9 ml fediciho média.
2. Pokus
Ve druhém pokusu bylo odebrano 10 g granuli z kazdého ze tii testovanych krmiv. Toto

mnozstvi bylo 35 minut louhovano v 90 ml Wilkins — chalgren bujonu, dokud se granule
zcela nerozpustily. Takto pfipraveny vzorek byl dale pouzit k dal§imu fedéni.

Obrazek €. 1: Rozpousténi celych granuli v bujonu (vlastni dokumentace)
3. Pokus

Ve tretim pokusu byly odebrany granule z kazdého ze tfi testovanych krmiv a nasledné
zhomogenizovany v mixéru. Z kazdého zhomogenizované¢ho vzorku bylo navédzeno
vzdy 10 g a louhovano v 90 ml Wilkins — chalgren bujénu. Rozmixované granule byly
louhovéany 20 minut.

Z krmného doplnku byl odebran 1 g a rozmichan ve zkumavce v 35,03 ml média pro
fedici fadu. Takto ptipravené vzorky byly podrobeny dal§imu fedéni.
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Obrizek ¢. 2: Rozpousténi rozmixovanych granuli v bujonu (vlastni dokumentace).

Obrazek €. 3: Rozmichani krmného dopliiku — pasty v fedicim médiu (vlastni
dokumentace)
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4.2.3 Priprava fedicich rad

Dle piedpokladaného poctu mikroorganismi ve vzorku urcujeme pozadovany stupen
fedéni. Diky fedéni lze pak snadno spocitat narostlé kolonie ve vzorcich obsahujicich vysoky
pocet mikroorganismu. Vzorky byly fedény desitkovou metodou.

Nejprve byla navazena smés na vyrobu média pro fedici fadu.

Sozeni na 1 litr destilované vody: ~ Trypton

Nutrient broth No.
Kvasni¢ni extrakt
Tween 80

L-cystein

5,00 g
250¢g
250¢g
0,50 g
0,25¢g

Pfipravena smeés byla rozvarena a plnéna po 9 ml do penicilinek, které byly na 10 minut
vlozeny do 14zn€ o 100 °C. Po vytazeni byly penicilinky probublany CO: s pomoci kolony a
nasledné utésnény pro zajisténi anaerobni atmosféry. Poté byly vysterilovany pti 120 °C.

1mL 1mL imL 1mL 1mL
B - i i O . -
Original 9 ml broth
Inoculum in each tube
Dilutions | 1:10 1:100 1:1000 1:10,000 1:100,000
l1m|_ l1mL 11mL l1mL 11mL

Plating

1:10 1:100 1:1000 11:10.000 1:100,000

Obrazek €. 4: Schéma fedéni vzorku pro mikrobiologicky rozbor (Singh et al. 2018)

Do prvni penicilinky byl odebran vzdy 1 ml pfipraveného vzorku a vzniklo tak fedéni
102 - koncentrace mikroorganismi byla desetinasobné nizi. Z tohoto fedéni byl dale pfenesen
1 ml do dalsi penicilinky za vzniku fedéni 10~ Takhle se postupovalo az do pozadovaného

stupné fedeéni.
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Obrazek €. 11: Priprava fedicich fad a Petriho misek k izolaci mikroorganismu
(vlastni fotodokumentace)

4.2.4 1Izolace a kultivace vzorku

Ptipravené vzorky pro stanoveni celkovych poctl bakterii byly napipetovany na Petriho
misky a zality pfisluSnym agarem. Poté byly krouzivymi pohyby rovnomérné promichany a
nasledn¢ anaerobné kultivovany v anaerostatu. Anaerobni atmosféra byla vyvinuta pomoci
systému AnaeroGen Plus (Oxoid, UK).

Vzorky s enterokoky byly izolovany roztérem na zatuhnuty agar v Petriho miskéch.
Rozetfeny byly za pomoci sterilni sklenéné tyCinky a poté kultivovany aerobné v termostatu.

Vzorky s laktobacily byly napipetovany na Petriho misky, zality pfislusSnym agarem a
krouzivymi pohyby rovnomérné¢ rozprostieny. Po zatuhnuti byly znovu pielity jednou vrstvou
agaru pro zajisténi mikroaerofilniho prostfedi s nizSim parcialnim tlakem kysliku a nasledné
kultivovany v termostatu.

Vsechny vzorky byli kultivovany pii teploté 37 °C po dobu 3 dnt.

4.2.5 Vyhodnoceni a identifikace bakterii

V priibéhu kultivace vznikaji na zivanych mediich kolonie bakterii. Po kultivaci byly tyto
vzniklé kolonie kvantifikovany pomoci deskové metody, kterd spociva ve stanoveni poctu
vzrostlych kolonii v pfipadé, ze z kazdé Zzivotaschopné bunky vznikne jedna samostatnd
kolonie. Z Petriho misek byly spocitany kolonie s pomoci automatického pocitadla kolonii.
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Obrazek €. 12: Pocitani kolonii (vlastni dokumentace)

Vysledky byly pomoci nasledujiciho vzorce vypocitany a vyjadieny jako pocet kolonii
tvoticich jednotek na 1 gram krmiva (KTJ/g), v angli¢tiné vyjadieno jako ,,Colony Forming
Units* (CFU).

Vzorec: P =[(P1+P2+P3)/111] x F (KTJ/g)

P1; P2; P3 = pocet kolonii spocitanych ze tiech po sob¢€ jdoucich Petriho misek
F = pfevracena hodnota nejvyssiho zapocitaného fedéni

Ve druhém pokusu byly navic odebrany narostlé kolonie a identifikovany pomoci metody
druhové identifikace mikroorganismi hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF za pouziti
identifika¢niho softwaru MALDI Biotyper RTC (Bruker Daltonik, Némecko). Odebrané
kolonie byly naneseny po 1ul na MALDI desticku MTP 384 Steel polished (Bruker Daltonik,
Némecko) a zakapnuty 1 pl matrice a—kyano—4—hydroxyskoticové kyseliny (HCCA).

Na zavér byly vysledky z druhého a tietiho pokusu statisticky vyhodnoceny analyzou rozptylu

(ANOVA) s pravdépodobnosti 95 % s pouzitim Scheffého testu. Na statistické byhodnocei byl
pouzit program STATGRAPHICS Centurion XV (StatPoint Inc, USA).
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5 Vysledky

Celkem bylo testovano 6 vzorkil krmiv a jeden vzorek krmného dopliiku. U vSech vyrobki
deklaroval vyrobce urcity obsah probiotickych mikroorganismi. Byly provedeny tii pokusy.
V kazdém pokusu byla provedena kultivace mikroorganismii z vybranych vyrobkl
pomoci kultivacnich médii. Ve druhém pokusu byly navic narostlé kolonie identifikovany
pomoci MALDI-TOF.

1. pokus
V prvnim pokusu byla ke kultivaci pouzita tii krmiva, u kterych byl zjistovan celkovy pocet

mikroorganismil, enterokoky a laktobacily. Pouze u vzorku krmiva C byly v jednom opakovani
prvniho fedéni detekovany dv¢ kolonie enterokoki (data nejsou uvedena).

2. a 3. pokus (Cerstvé a tyden po otevieni)

Tabulka €.6: Vyhodnoceni kultivace

Krmivo D Krmivo E
Vzorek Krmivo D tyden po Krmivo E tyden po Pasta
otevieni otevieni
Deklarovany
druh. i1 Enterococcus | Enterococcus | Enterococcus | Enterococcus | Enterococcus
probiotického ; ; ; : :
i g faecium faecium faecium faecium faecium
mu
Deklarovany
pocet
probioticky 6 log KTJ/g - 7 log KTJ/g - 9,3 log KTJ
mikrorganis
mu
Celkové pocty
anaerobnich 3,66 £0,03° | 2,75+0,124 | 3,09 +0,04%¢ | 3,05+0,06%¢ | 9,29 +0,03F
bakterii
BRMEOKORY ) ) (40,110 | 2,1940,09% | 2,170,175 | 2,440,048 | 9,570,04%

Vysledné pocty celkovych anaerobnich mikroorganismt a enterokoki jsou uvedeny v log
KTJ/g. Hodnoty uvedené v tabulce jsou priméry dvou méfeni + smérodatnd odchylka. Pismena
v hornim indexu vyjadtuji statisticky vyznamné rozdily (P < 0,05) mezi pocty mikroorganismu
jednotlivych vzorkl krmiv.

Ve druhém pokusu byly kultivaénimi metodami zjistovany celkové pocty anaerobnich
mikroorganismil, enterokoky a laktobacily. U krmiva D a E vyrobce deklaroval obsah bakterii
Enterococcus faecium. U téchto krmiv byly enterokoky kultivaénimi metodami detekovany.
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Ptesto, Zze v krmivu D je pocet deklarovanych mikroorganismi niz$i nez u krmiva E, bylo
v krmivu D stanoveno 2,68 log KTJ/g, coz je o 19,03 % vice nez v krmivu E. Nicmén¢ ani
jeden z vyrobku nesplioval pocty mikroorganismi deklarovanych vyrobcem.

V krmivu F vyrobce deklaroval obsah bakterii rodu Lactobacillus, avsak kultivacnimi
metodami nebyl vyskyt téchto bakterii detekovan (ND).
Déle byla provedena identifikace narostlych kolonii z médii pro enterokoky a celkové

pocty anaerobnich bakterii na MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie. Celkem bylo
analyzovano 6 vzork.

Z 6 analyzovanych vzorkl byl u 5 prokazan Enterococcus faecium. U vzorku krmiva D
odebran¢ho z média Slanetz and Bartley pro enterokoky nebyl identifikovan zadny
mikroorganismus.

Ve tfetim pokusu byly kultivaénimi metodami zjiStovany opét celkové pocty anaerobnich
bakterii, enterokoky a laktobacily. Z vysledki uvedenych v tabulce €. 6 je jasné, ze pocet
stanovenych probiotickych mikroorganismi byl u krmiva D a E niZsi nez pocet deklarovanych
probiotickych mikroorganisml vyrobcem. Stejné jako ve druhém pokusu se v krmivu znacky
D vyskytovalo vice probiotickych organismli nez v krmivu znacky E, i1 pfesto, Ze pocet
deklarovanych probiotickych mikroorganismti vyrobcem je vyssi u krmiva znacky E.

V krmivu F ani ve tfetim pokusu nebyl kultivacnimi metodami detekovan (ND) vyskyt
deklarovanych bakterii.

Ke srovnani byl kultivaénimi metodami testovan i krmny dopliek. V pasté¢ byly
zjiStovany celkové pocty anaerobnich bakterii a enterokoky. Vyrobce deklaruje obsah
probiotickych mikroorganismti Enterococcus faecium v poctu 9,3 log KTJ/g. V porovani
s deklerovanym poctem a poctem stanovenym, bylo zjiSténo, ze pasta spliiuje deklarované
pocty probiotickych mikroorganismil vyrobcem.

Nejméné celkovych pocti anaerobnich bakterii bylo prokazano ve vzorku krmiva D ze
trettho pokusu, kdy byly testovany granule tyden po otevieni krmiva, a naopak nejvice
celkovych poctli anaerobnich bakterii bylo prokazano v krmném doplitku. Enterokokt bylo
prokézano nejméné ve vzorku krmiva E ze tfetiho pokusu, kdy byly také testovany granule
tyden po otevieni a nejvice téchto bakterii bylo taktéz prokazano v krmném doplinku. Zaroven
1ze vidét rozdil v poctu narostlych kolonii celkovych pocti anaerobnich bakterii a enterokokti
mezi krmivy ze druhého pokusu, kdy se jednalo o Cerstvé granule a ze tfetiho pokusu, kdy byly
testovany granule tyden po otevieni krmiva. U vzorki s ¢erstvymi granulemi bylo prokazano
vice mikroorganismi nez u granuli tyden po otevieni krmiv.

Dle analyzy rozptylu, byl nejvétsi statisticky vyznamny rozdil (P < 0,05) pouze mezi
krmivem D a krmivem D ze trettho pokusu jak v celkovych poctech anaerobnich
mikroorganismil, tak v poctech stanovenych enterokokt, kdy se vyrazné snizilo mnoZstvi
mikroorganismu po tydnu od otevieni. Naopak mezi krmivem E a krmivem E ze ttetiho pokusu
nebyl prokazan statisticky vyznamny rozdil.

Déle lze pozorovat shodné vzorky u celkovych pocti anaerobnich mikroorganismi v

krmivu E ze druhého pokusu a v tomtéz krmivu ze tietiho pokusu. U enterokokt se v celkovém
poctu narostlych kolonii shoduji nejvice vzorky krmiva D ze tietiho pokusu a krmiva E ze
druhého pokusu. Nejvétsi statisticky vyznamny rozdil v celkovych poctech anaerobnich
mikroorganismil 1ze pozorovat mezi granulovanym krmivem D ze tfetiho pokusu a krmnym
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doplitkem. Nejvétsi statisticky vyzndmny rozdil v poctech enterokoki byl zaznamenan mezi
krmivem E ze tietiho pokusu a krmnym doplikem.
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6 Diskuze

Aby bakterie ptfidavané do potravin, krmiv a vyzivovych doplikl spliiovaly ulohu
probiotik, musi se jednat o Zivotaschopné bakterie vyskytujici se v produktu v dostatecném
mnozstvi. Na trhu se nachdzi mnoho komer¢nich krmiv, u kterych vyrobci uvadi obsah
probiotickych mikroorganismi, avsak ne vsechny vyrobky spliuji toto kritérium (FAO/WHO
2002). Bylo provedeno mnoho studii, diky kterym bylo zjiSténo, Ze mikroorganismy uvadéné
na etiketach probiotickych produktl nejsou ve vyrobku obsazeny a vyrobky casto obsahuji jiné
druhy nez ty, které jsou na etiketé¢ uvadény. Také pocty probiotickych bakterii byly v téchto
studiich ¢asto pod deklarovanou hodnotou ¢i se ve vyrobku viibec nevyskytovaly (Gaggia et al.
2010). Naptiklad Huff (2004) testoval 10 komercnich probiotickych ptipravki, u kterych
vyrobci deklarovali ur€it¢ mnozstvi zivotaschopnych mikroorganismt rodu Lactobacillus.
Vysledkem bylo, ze 5 z 10 produktii obsahovalo vyrobcem uvedené mikroorganismy, které
vSak tvofily pouze 10 % deklarovaného mnozstvi. Podobné vysledky byly také pozorovany u
probiotickych vyrobkt, které mély dle vyrobce obsahovat zivotaschopné mikroorganismy
Bifidobacterium breve, Bifidobacterium infantis (Mattarelli et al. 2002), Lactobacillus
crispatus (Di Pierro et al. 2019), Lactobacilus acidophilus, Biffidobacterium thermophilum
(Weese & Arroyo 2003). Vysledky této prace potvrzuji dosavadni studie, kdy ze 7 testovanych
vyrobki, byly pouze u 4 stanoveny zivotaschopné mikroorganismy, nicméné pouze jeden
z nich splioval pocty uvadéné vyrobcem na etiketach. Skutecnost, ze pouze v jediném vyrobku
bylo detekovano vice probiotickych mikroorganismi, nez bylo uvedeno na etiketé, mize byt
dana tim, Ze se jednalo o krmny doplnék ve formé pasty, ktery mohl projit jinou technologii
vyrobniho procesu nez granulovana krmiva.

Jednou z pticin téchto zaveéri mize byt totiz ztrata zivotaschopnosti ¢asti mikroorganismu
jiz beéhem vyrobniho procesu. Soucasti vyrobniho procesu probiotik je proces lyofilizace ¢i
sprejové suseni. Béhem téchto procesit miize dojit k poruSeni bunéénych stén, mebran a
intracelularnich slozek bakterii (Morgan et al. 2006). Dal$i moznosti je témét 100% ztrata
zivotaschopnosti vlivem vysokych teplot a tlaki, které jsou na bakterie vyvijeny béhem procesu
extruze & peletovani (Markowiak & Slizewska 2018). Pokud byly probiotické mikroorganismy
naneseny na hotové granule, mohlo dojit naptiklad ke Spatnému vybéru nosného substratu ¢i
ochrannych ¢inidel. Nékteré mikroorganismy totiz prezivaji na urcitych substratech 1épe nez
jiné. V ptipad¢€ krmiv pro zvifata, patfi mezi vhodné nosné substraty zivoc¢isné a rostlinné tuky.
Do téchto substratii mohou byt zaclenéna néktera ochrannd ¢inidla (vitaminy, aminokyseliny,
cukry a proteiny) zlepSujici Zivotaschopnost mikroorganismii (Harel & Bennett 2007). Vyrobci
krmiv testovanych v této praci vSak neuvadéli zplisob, jakym byly probiotické mikroorganismy

wrwe

mikroorganismdi.

Poruchy zpiisobené béhem vyrobnich procesi mohou vést také ke snizené stabilité
probiotickych mikroorganismt bdhem skladovéani vyrobki. Zivotaschopnost mikroorganismu
behém skladovani mize byt udrzena naptiklad snizenou okolni teplotou, kontrolou vlhkosti a
zabranéni ptistupu kysliku k vyrobku obsahujiciho mikroorganismy (Huang et al. 2017). V této
praci byly provedeny celkem 3 pokusy, ve kterych se vzorky granulovanych krmiv lisily dobou
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od otevieni piivodniho obalu do doby provedeni pokusu. Ve 2 ze 3 krmiv, kterd byla testovana
hned po otevieni oball, se vyskytovalo vice probiotickych mikroorganismli nez v tentychz
krmivech testovanych po tydnu skladovéni pti pokojové teploté, kdy doslo k pristupu kysliku.
Snizené mnozstvi probiotickych mikroorganismti v krmivu, které bylo oteviené a teprve za
tyden testované naznacuje, ze by mohlo jit o ztratu zivotaschopnosti bakterii zptisobenou praveé
naruSenim atmosféry. Ve 2 ze 3 krmiv skladovanych stejnym zptsobem nékolik tydna po
otevieni pluvodniho obalu nebyly detekovany zadné zivotaschopné mikroorganismy.
Z vysledki lze tedy konstatovat, Ze zplsob, jakym jsou vyrobky skladovany, ma vliv na
ptrezivani obsahujicich mikroorganismu.

Enterokoky stejn¢ jako laktobacily jsou fakultativné anaerobni (Lee & Salminen 2009;
Aratjo & Ferreira 2013), z toho diivodu by mély oba rody mikroorganismi vykazovat stejnou
citlivost ke kysliku. V této praci byly vSak v krmivech testovanych hned po otevieni obalu
detekovany pouze enterokoky. V krmivu, kter¢é mélo obsahovat Lactobacillus casei,
testovaném také ihned po otevieni obalu, nebyl tento mikroorganismus detekovan. Tento
vysledek muze byt dan, jak uz bylo feceno, nestabilitou a odolnosti vybraného druhu
mikroorganismu vici technologickému zpracovani, ale také nestandardnim uvedenim mnoZzstvi
mikroorganismt na etiketé. Vyrobce u tohoho krmiva totiz uvadi mnozstvi probiotickych
bakterii v miligramech, coZ neni bézny zptisob. Pocet se obvykle uvadi v KTJ (kolonie tvofici
jednotku). Nicméné uvedené mnozstvi vyrobcem (150mg/kg) by mohlo pfedstavovat mnoZzstvi
ususenych a nasledné navazenych mikroorganismti. Sender et al. (2016) uvadi, Ze celkovy pocet
bunék v téle se rovna celkovému poétu bakterii (10'%) a takové mnozstvi tvoii 0,2 kg celkové
hmotnosti téla. Pokud bychom tedy dle téchto udaji spocitali hmotnost jedné Zivé bakterie a
pomoci prepoctu stanovili poc€et deklarovanych probiotickych mikrorganismi vyjadienych
v KTJ, jednalo by se o mnozstvi 2,24 x 10'° KTJ /kg krmiva. B&hem suseni viak dochazi
k dehydrataci bakterii (Huang et al. 2017), tudiz by napocitané mnozstvi bylo v tomto ptipadé
vyssi. Je ovsem podstatné, zda byla zvolena spravna metoda susSeni, aby byla co nejméné
ovlivnéna zivotaschopnost bunék. V n¢kolika studiich byl vliv metod suSeni na Zivotaschopnost
mikroorganismusu Lactobacillus casei testovan. Byly porovnavany metody lyofilizace a
vykazovala oproti sprejovému suSeni metoda lyofilizace (To & Etzel 1997; Moayyedi et al.
2018).

V této praci nebyly u vybranych krmiv stanovovany pouze enterokoky, ale také celkové
pocty anaerobnich mikroorganismu. Pro stanoveni enterokokt bylo pouzito selektivni médium,
které se pouziva pro izolaci konkrétniho bakteridlniho druhu ¢i rodu. Do téchto médii se
ptidavaji rizné inhibitory, které znemoziuji riist nezaddoucich mikrobii nebo naopak latky, které
jsou nezbytné pro rist téchto mikrobti (Bonnet et al. 2020). Ve vSech granulovanych krmivech
bylo detekovano vétsi mnozstvi anaerobnich mikroorganismi nez enterokokt. Tato skute¢nost
muze byt dana tim, ze pro stanoveni celkovych poctli anaerobnich mikroorganismt bylo
pouzito univerzalni neselektivni médium, na kterém mohou nartst nejen enterokoky, ale také
jiné nezadouci anaerobni mikroorganismy.
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Sest ze sedmi vyrobki s pfidanymi probiotickymi mikroorganismy pouZitych pro tento
vyzkum obsahovalo dle deklarace vyrobcl probiotikum Enterococcus faecium. Prevazna
vétSina vyrobell uvadéla na etiketé daného krmiva a krmného dopliiku pozitivni G¢inek tohoto
probiotika na travici trakt. Enterococcus faecium je mikroorganismus, ktery se pfirozené
vyskytuje v tlustém stievé kocek (Washabau & Day 2012). Jako jediny z enterokoku je
v Evropské Unii kmen Enterococcus faecium SF68 povolen jako doplitkova latka pro kocky a
psy (Komise EU, 2013). Studie (Bybee et al. 2011, Torres-Henderson et al. 2017) potvrzuji
pozitivni vliv Enterococcus faecium SF68® na traveni u kocek, kdy po podavéani tohoto
probiotika, byl snizen vyskyt prijmu. U dvou vybranych testovanych krmiv vyrobci také
uvadéji, ze toto probiotikum pozitivng ovlivituje imunitni systém. Lapin et al. (2009) zkoumali
ucinnost tohoto probiotika u kocek infikovanymi herpesvirem 1 (FHV-1). Z vysledkl bylo
patrné, ze toto probiotikum zvySuje imunitu kocek, coz bylo potvrzeno snizenou morbiditou u
testovanych druhii. Jak jiz bylo zminéno, probiotika pro sviij G¢inek musi byt podavana
v dostate¢ném mnozstvi. Markowiak & Slizewska (2018) uvadi jako doporuéenou davku
obsahu probiotickych mikroorganisméi 10° KTJ/kg krmiva, avSak soucasna legislativa
nestanovuje zadné minimalni ani maximalni limity pro obsah téchto mikroorganismii
v krmivech a krmnych dopliicich.
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Vysledky prace naznacuji, Ze komercni krmiva pro koc¢ky nesplnuji deklarované
pocty probiotickych mikroorganismt vyrobcem.

Doba od otevieni krmiv mé vliv na ptezivani probiotickych mikroorganismti.
Vysledky prokazaly vys$si mnoZstvi probiotickych bakterii v Cerstvém krmivu nez
v krmivu tyden po otevieni obalu. V krmivech otevienych déle nez tyden, nebyly

Vv v

detekovany témei zadné probiotické mikroorganismy.

Vzhledem k vysledkiim této prace i jinych provedenych studii, by bylo pfinosné
zavedeni fadnych kontrol kvality produkti obsahujicich probiotika, kterd by se
zaméfila pfedevSim na jejich Gc¢innost u daného druhu hostitele. Na producenty
probiotickych krmiv a krmnych dopliikit by mél byt vyvijen tlak, kdy by méla byt
pozadovéna fadna identifikace druhu mikroorganismu obsazené¢ho ve vyrobku a
uvedené mnozstvi by odpovidalo skute¢nému obsahu. Bez legislativnich predpisii
tykajicich se zavadéni probiotik do krmiv a krmnych se stavajici situace
pravdépodobné nezméni.

Ucinnost probiotik v krmivech pro kocky zatim také neni plné prozkoumana a
budouci studie by se mé¢li zaméfit na stanoveni mechanismu ucinku.

Hypotéza v této praci se nepotvrdila. Pocty stanovenych probiotickych

mikroorganismil nejen, ze neprevySovaly mnozstvi deklarované vyrobcem, ale
ani jej zdaleka nedosahovaly.
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