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Abstrakt

Gastrointestindni hlistice jsou limitujicim faktorem pro
prosperujici chov piezvykavcl. Parazitarni gastroenteritida, kterou
tito paraziti v intenzivnich chovech ptezvykavci vyvolavaji,
zpusobuje po celém svété vyznamné ekonomické ztraty v dusledku
uhynil zvifat, snizeni kvantity 1 kvality produkce, zvySeni nakladl
na diagnostiku a terapii infekci. Tradi¢né se K terapii parazitarni
gastroenteritidy pouzivaji anthelmintika. Pfili§ castd, chybni a
dlouhodoba aplikace téchto syntetickych 1é¢ivych ptipravki vsak
vedla ke snizovani jejich U¢innosti a v fadé zemi s rozvinutym
pastevnim chovem piezvykavcl je jiz dokonce zaznamenavana
rezistence gastrointestinalnich hlistic na anthelmintika. Je proto
potifeba zmeénit pristup k tlumeni parazith a parazitdoz. Jednou
Z moznych alternativ je pouZiti rostlin bohatych na biologicky
aktivni latky, které vykazuji anthelmintické Gi¢inky. Pfed samotnym
podanim t&chto rostlin je vSak potfeba zjistit jejich skutecné
anthelmintické vlastnosti v laboratornich podminkach, s vyuzitim
in vitro metod a ziskané vysledky pak nasledné ovéfit in vivo testem
na zvifeti. Je potfeba také zvazit mozné antinutricni a toxické t€inky
rostlin, které by mohly negativné ovlivnit produkei ¢i zdravotni stav
zvifat. S vyuzitim biologicky aktivnich latek 1ze nejen tlumit dopady
parazitarni gastroenteritidy v chovech hospodaiskych zvitat, ale
také snizit vyskyt xenobiotik, jak v produktech zvifat ur¢enych pro
lidskou konzumaci, tak v prostiedi.

Kli¢ova slova: prezvykave; hlistice; gastrointestindini trakt; infekce; terapie;
rezistence; sekundarni metabolity rostlin; in vitro metody; test na zvireti



Seznam pouzitych zkratek

BAL — biologicky aktivni latky

BZ — benzimidazoly

DMSO - dimethylsulfoxid

EDso (median effective dose) — primérna efektivni davka

EHT (Egg hatch test) — test lihnuti vaji¢ek

EPG (eggs per gram) — pocet vajicek parazita v gramu vykalu hostitele

FBZ — fenbendazol

FITC — fluorescein isothiokyanat

GI — gastrointestinalni

IVM AG — ivermektin aglykon

LDso (median lethal dose) — primérna letalni davka

LDT (Larval development test) — test vyvoje larev

LFso (median larval fed dose) — primérna davka, pfi které nedojde

k nakrmeni 50 % larev

LFIT (Larval feeding inhibition test) — test inhibice krmeni larev

MALDT (Microagar larval development test) — test vyvoje larev na
mikroagaru

PGE - parazitarni gastroenteritida

RPM (revolutions per minute) — pocet otacek za minutu

TOL - toltrazuril

WAAVP (The World Association for the Advancement of Veterinary
Parasitology) — Svétova asociace pro rozvoj veterinarni
parazitologie
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. Cil metodiky



Cil metodiky

Cilem této metodiky je vSem zainteresovanym subjektim
ztad odborné 1 chovatelské vefejnosti poskytnout piehled
o moznostech zjiStovani anthelmintickych vlastnosti rostlin,
S vyuzitim in vitro a in vivo metod. Na zakladé¢ doporuceni
uvedenych v této metodice by mél byt ¢tenat schopen vyhodnotit
vhodnost zatazeni rostlin S vysokym obsahem biologicky aktivnich
latek do systému kontroly zdravi stdda a zaroven zhodnotit
ekonomické aspekty tohoto opatieni.



1. Vlastni popis metodiky



Vlastni popis metodiky Soucasny stav pozndni

1 SOUCASNY STAV POZNANI

1.1 Gastrointestinalni hlistice a parazitarni gastroenteritida

Hospodaiska zvifata jsou Casto infikovana parazity, kteii
u nich mohou vyvolat vice ¢i méné zavazna onemocnéni, S dopadem
na zdravotni stav i produkci. Jednim z velkych problémi v
intezivnich chovech piezvykavcl jsou tzv. pastevni parazitozy.
Jedna se o skupinu infekénich onemocnéni, ktera jsou typicka prave
pro zvifata chovana na pastving.

Nejcastéjsimi  pivodci  téchto  onemocnéni  jsou
gastrointestinalni (GI) hlistice. U piezvykavci mohou parazitovat
az desitky druh@i GI hlistic. Protoze infekce vyvolané témito
parazity maji velmi podobnou symptomatologii i epizootologii a
terapeuticky pfistup K nim je shodny, pouziva se pro jejich souhrnné
oznaceni termin parazitarni gastroenteritida (PGE) (Zajac, 2006;
Charlier et al., 2014; 2016).

Z celosvétového  hlediska PGE patii mezi jedno
z nejvyznamnéjSich infekénich onemocnéni domécich piezvykavcei
(Fitzpatrick, 2013). Zavaznost PGE je zavisla na tad¢ faktort
parazita (druhové spektrum GI hlistic, intenzita infekce), hostitele
(celkovy zdravotni stav, vyziva, kondice, imunita, Stres)
i prostredi (klimatické podminky, management chovu a pastviny).
V rozvinutych zemich svéta se v dasledku kvalitni vyzivy a
veterinarni péce PGE projevuje vétSinou jen v subklinické formé.
U infikovanych jedincti dochazi ke snizené konverzi krmiva,
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nechutenstvi, zazivacim obtizim az prijmim a v disledku toho
k hubnuti a zhorSeni kondice (viz obr. 1). Ve vétsing piipada se tedy
nejedna o zivot ohrozujici onemocnéni, ale miize vyrazné ovlivnit
ekonomiku chovu. Pfimé ztraty v dusledku PGE se projevuji
snizenou produkci a kvalitou produkti, ty neptimé jsou pak spojeny
s nartstem nakladd na diagnostiku a terapii (Hoste et al., 2011a;
Charlier et al., 2015).

obr. 1. Klizle trpici téZkou parazitdrni gastroenteritidou (foto J. Vadlejch)

1.2 Terapie PGE a anthelminticka rezistence

Zvyse uvedenych skuteCnosti vyplyva, ze GI hlistice
predstavuji vyznamny limitujici faktor pro prosperujici chov
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piezvykavci. GI hlistice maji fadu vlastnosti a disponuji fadou
adaptatnich mechanizmti, které jim umoziuji piezivat
I V neptiznivych podminkach. Z téchto divoda je uplna eradikace
téchto paraziti ze zvifat, i z prostiedi, nerealna. Cilem je proto
udrzet GI hlistice na takové trovni, aby nezpusobovaly infekce
sdopadem na zdravotni stav zvifat, nebyla vyrazn¢ sniZena
produkce chovu a zaroven, aby finance vynakladané na tlumeni
PGE, vyznamné neovliviiovaly celkovou ekonomiku chovu
(Kenyon et al., 2009; Charlier et al., 2014).

Nejcastéji  vyuzivanym principem k zamezeni vzniku
klinické formy PGE stale zstava odstranéni parazitti z hostitele
pomoci syntetickych nebo semisyntetickych 1é¢iv — anthelmintik.
Za anthelmintika jsou obecné povazovany chemické latky, kterd
zpusobi odstranéni parazitickych helmintii z hostitele nebo latky,
které zabrailuji vzniku infekce pii pozfeni infek¢nich stadii
helminta (Sutherland, et Scott, 2010; Taylor et al., 2016). K terapii
PGE bylo dosud vyvinuto pét hlavnich skupin anthelmintik
(benzimidazoly, imidazothiazoly/tetrahydropyrimidiny,
makrocyklické laktony, amino-acetonitrilové derivaty
a spiroindoly), které jsou komeréné dostupné v tadé 1ékovych
i aplikacnich forem (Conder, 2002; Hoste et al., 2011a; Abbott et
al., 2012; Taylor et al., 2016).

V minulych dekadach, mnohdy jesté i v soucasnosti, jsou
anthelmintika pouzivana prevazné profylakticky, bez informaci
0 aktualni urovni infekce PGE, ucinnosti jednotlivych skupin
anthelmintik v daném stadé zvirat, bez znalosti biologie GI hlistic,
¢i epizootologie PGE. Pfi vlastnim podani anthelmintik pak casto
nejsou dodrzovana pravidla spravné aplikace 1éCiv. VySe zminéné
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faktory, spole¢né s vyuzivanim chemické 1éEby jako vyhradni
metody tlumeni PGE, postupné vedly k snizovani u¢innosti 1é¢iv az
ke vzniku rezistence GI hlistic na anthelmintika (Jackson et Coop,
2000; Sangster et Dobson, 2002; Wolstenholme et al., 2004,
Sutherland et Scott, 2010). Tato tzv. anthelminticka rezistence, kdy
se v populaci parazitl vyskytuje vysoky pocet jedinct, kteti toleruji
davku lé¢iva, ktera je Gi€inna proti vnimavé ¢asti populace parazita
(Prichard et al., 1980), se v poslednich dekadach stala jednim
Z nejvétSich problémil veterinarni parazitologie. Postupem casu se
1ékova rezistence v intezivnich chovech zna¢né rozsifila, a to nejen
rezistence na jednotlivé ucinné latky, ale i na vice chemickych latek
soucasné (tzv. multirezistence). Doslo tak k vyraznému omezeni
moznosti terapie PGE a tento problém v uréitych oblastech svéta
pterostl az do roviny socioekonomické. Z divodu absolutniho
chov pfezvykavcu rentabilni a musel byt ukoncen. Takovato situace
byla jiZ zaznamenana na nékterych farmach v Jihoafrické republice
a v Australii (van Wyk et al., 1989; Sutherland et Scott, 2010).
Situace v Evropé zatim neni tak vazna, ale rezistence jiz byla
zaznamenana ve vetSingé evropskych zemi, ve vétSin€ chovi
pfezvykaved a na vétSinu anthelminticky ucinnych latek
(Papadopoulos et al., 2012; Rose et al., 2015; Traversa et von
Samson-Himmelstjerna, 2016). V Ceské republice neni w&innost
l1é¢iv dlouhodobé a podrobné sledovdna, nicméné z vysledki
nékolika studii, které byly provedeny u ovci vyplyva, Ze rezistence
na anthelmintika se vyskytuje i v ¢eskych chovech prezvykavci
(Chroust, 2000; Vernerova et al., 2009; Vadlejch et al., 2014) a
dokonce jiz byla zaznamenana i multirezistence (Vadlejch et al.,
2014).
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Rezistence je podminéna geneticky a geny pro tuto vlastnost
V populaci paraziti pfetrvavaji po mnoho generaci. Alarmujici je
fakt, ze dosud nebyl popsan zadny piipad navratu rezistentnich
kment GI hlistic k pIné citlivosti na dané anthelmintikum (Sangster
et Dobson, 2002; Kaplan, 2004). Pomérné znepokojujicim zjisténim
je rychlost vzniku anthelmintické rezistence. V laboratornich
podminkach mize byt rezistentni kmen vyselektovan jiz za tfi
generace, coz pii standardnim vyvojovém cyklu GI hlistic
ptredstavuje pouhé tii mésice. Prakticky byla rezistence na danou
ucinnou latku zaznamenana vzdy ctyfi az pét let po uvedeni
konkrétniho 1é¢iva na trh (viz tab. 1).

lécivo A ] .

skupina udinnd latka rok schvaleni | vyskytrezistence
benzimidazoly thiabendazol 1961 1964
imidazothiazoly levamizol 1970 1979
o ivermektin 1981 1988
makrocyklické laktony | i dektin 1991 1995
AAD derivaty monepantel 2009 2013

tab. 1. Vznik rezistence u nejvyznamnéjsich skupin anthelmintik, zpracovéno dle riznych autor@

1.3 Alternativni metody tlumeni PGE

Rezistence na anthelmintika je jiz v chovech pifezvykavci
po celém svété znacné rozsifend. Pokud se nezméni tradiéni pfistup
k tlumeni PGE, 1ze oc¢ekavat jesté vétsi prohloubeni tohoto
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problému. Soucasny pohled na zdravé potraviny vyzaduje zivocisné
produkty s minimalnimi rezidui 1é¢iv a jinych xenobiotik.
V disledku rostoucich pozadavkl spotiebiteli na biopotraviny
neustale roste pocet ekologickych chovi, kde je vyuziti chemickych
latek (v€etné 1é¢iv) vyrazné omezeno (McKellar, 1997; Cabaret et
al., 2002; Rochfort et al., 2008). Pokud vezmeme v uvahu vsechny
vySe zminéné informace, lze snadno vyvodit, Ze vyuZiti
anthelmintik jako jediné metody tlumeni PGE, neni do budoucna
trvale udrzitelné. Z toho diivodu se intenzivné hledaji alternativni
metody tlumeni PGE. Pfestoze existuje n€kolik metod, jak potlacit
vyskyt parazit, patii vyuziti anthelmintickych ucinkt biologicky
aktivnich latek (BAL) z rostlin mezi nejcastéji vyuzivané, spliujici
I pozadavky na tzv. zdravé potraviny (Hoste et Torres-Acosta,
2011).

Dosud byla popsana fada BAL, které negativné pisobi na GI
hlistice. Nejvétsim zdrojem téchto latek jsou rostliny, které je
vytvaieji jako sekundarni metabolity, protoze tyto latky nejsou
nezbytné pro zajisténi zakladnich Zivotnich funkci a jejich
biosyntéza navazuje na primarni metabolismus. Sekundarni
metabolity  slouzi kftadé ekologickych, regulacnich a
detoxifikaénich funkci a dodavaji rostlinam jejich charakteristické
pachové a chutové vlastnosti (Siddiqui et Prasad, 2017). Mezi
rostlinné sekundarni metabolity patii Siroka Skala chemicky
riznorodych latek fazenych mezi lipidy, alkaloidy, terpeny a
fenolické slouceniny (Rochfort et al., 2008; Spiegler et al., 2017).
Mezi nejvice prostudované latky s anthelmintickym t¢inkem patii
taniny (tfisloviny), coz jsou z chemického hlediska polyfenoly.
Ttisloviny se na zéklad¢ své chemické struktury déli na dveé skupiny
— hydrolyzovatelné a kondenzované. Prvni skupina je
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pro piezvykavce toxicka, coz je ziejmée zpusobeno jejich absorbci
gastrointestinalnim traktem. Vyzkum se tedy zamétuje piredevsim
na kondenzované tfisloviny, které se vstifebavaji jen minimalné a
Z organismu jsou vylucovany vykaly. Jednim z moznych vysvétleni
jejich anthelmintickych ucinka je jejich vysoka vazebna schopnost.
Kondenzované tfisloviny vytvaieji komplexy s proteiny a chrani je
tak proti mikrobidlni degradaci v travicim traktu. ZvySeni podilu
metabolizovatelného proteinu, ktery je mozné vyuzit pro tvorbu
komponentli imunitniho systému, tak ve vysledku zvySuje odolnost
hostitele proti parazitoze (Hoste et al., 2006; Mueller-Harvey,
2006). Stale je tieba mit na paméti, ze se jedna o slouceniny, které
vyuziva rostlina pro svoji obranu a je potieba s nimi zachéazet s
rozmyslem. V pfipadé, ze jsou kondenzované tiisloviny
piezvykavcem pozieny ve vyssi koncentraci (> 7 % suSiny krmiva),
zacinaji se u nich vyskytovat zdravotni problémy, napf. sniZeni
pfijmu potravy, potlaceni tvorby a proteolytické aktivity
mikroorganismi v bachoru a s tim souvisejici travici obtiZe (Reed,
1995; Min et al., 2003). Pfi niz$i koncentraci (> 6 % suSiny krmiva)
naopak mohou tyto slouceniny podporovat rist zvifat a jejich
produkci mléka a viny (Douglas et al., 1999; Min et al., 2004).

Skuteny ~ mechanismus  anthelmintického  ucinku
sekundarnich metaboliti vSak dosud nebyl zcela objasnén. Podle
nepiimé hypotézy (viz vyse) sekundarni metabolity zvysuji imunitni
odezvu organismu vici parazitovi. Druha hypotéza vysvétluje
anthelminticky ucinek pfimym ptisobenim BAL na parazita, ¢imz
dochazi k ovlivnéni jeho biologie. Tuto teorii potvrzuji vysledky
studii, které prokazaly zmény ve struktufe kutikuly, trdviciho traktu
¢i samiciho reprodukéniho ustroji hlistic, které byly vystaveny
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ucinkiim sekundarnich metabolitti rostlin. Soucasné byly u téchto
hlistic popsany funkéni problémy pfti svlékani kutikuly ptedchoziho
stadia, které zna¢i nemoznost infikovani hostitele (Hoste et al.,
2006; Hoste et al., 2011b). Pro potvrzeni jedné ¢i druhé hypotézy je
vSak potteba ziskat mnohem vice ditkazi.

Vyuziti rostlin a jejich extraktt pfi potlaCovani parazit neni
zadnym novym objevem. Naopak bylo pouzivano uz ve starovéku
(Waller, 2001) a stale jesté je jednou z hlavnich metod tlumeni
paraziti hospodaiskych zvifat vrozvojovych zemich, kde je
dostupnost komer¢nich 1é¢iv z finan¢nich divodt zna¢né omezena
(Krecek et Waller, 2006). Etnoveterinarni medicina se tak stava
velikym zdrojem informaci pro studium antiparazitarnich ucinkd
rostlin. Pfed ivahami nad vyuzitim rostlin pfi tltumeni parazitarnich
infekci je vSak potfeba si uvédomit nékolik zakladnich fakti.
Sekundarni metabolity rostlin spiSe ovliviiuji biologii parazita, nez
aby ho zorganismu piimo eliminovaly. Takovyto systém
potlaovani parazitl se uplatiuje po mnoho staleti zejména v
rozvojovych zemich, kde od zvifat neni vyzadovana vysoka
produkce a hlavnim problémem spojenym s parazity je mortalita
zvitat. Pro tyto ucely a v danych podminkach ptedstavuji BAL z
rostlin vhodny nastroj pro odstranéni vaznych pfiznaka PGE zvitat.
Nicméné v rozvinutych zemich, Vv intenzivnich chovech
prezvykavci, je snaha o maximalni efektivitu téchto opatfeni, aby
bylo mozné docilit co nejvyssi produkce. A to v soucasnosti dokaze
poskytnout pouze konvenéni 1écba anthelmintiky. Aby jakakoliv
latka byla povazovéna za lé€ivo, musi totiz vykazovat vysoky
stupen efektivity (> 95 %) pfi eliminaci parazitQ z hostitele nebo
musi zabranovat vzniku parazitozy, pti pozieni infek¢nich larev.
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Presto, ze existuje fada ptirodnich sloucenin s anthelmintickymi
ucinky, nebyla dosud nalezena zadna, ktera by splnovala kritéria
pro Sirokospektralni 1é¢ivo (Sutherland et Scott, 2010). Sekundarni
metabolity tedy pisobi spiSe preventivné a lze je vyuzit jako
doplnék nebo podpoieni anthelmintické 16¢by. Rada BAL mé kromé
antiparazitarniho G¢inku i pozitivni vliv na celkovy zdravotni stav
zvifat, na jejich produk¢ni a reprodukéni vlastnosti. Na druhou
stranu mohou tyto latky vykazovat i antinutri¢ni u¢inky nebo jsou
dokonce toxické a podle toho je potieba s nimi zachazet (Makkar,
2003; Mueller-Harvey, 2006).

1.3.1 Faktory ovliviiujici icinnost biologicky aktivnich latek

Pro zjiS§tovani ucinnosti BAL rostlin proti GI hlisticim se
pouziva Siroka S$kala in vitro a in vivo testl. Testuji se
anthelmintické Uc¢inky jak jednotlivych latek, tak jejich smési a
ovefovani probiha proti riiznym druhtim GI hlistic, u riznych druhi
hostiteld. VSechny tyto vySe zminéné faktory mohou byt
divodem variabilnich vysledkli pfi testovani stejné rostliny, ¢i
latky.

V tad¢ piipadl anthelminticka aktivita zjisténa s vyuzitim
in vitro testl, nebyla potvrzena u zvifat pii in vivo experimentech
(Rochfort et al., 2008). Tato zjisténi lze zdGvodnit rozdilnymi
podminkami ve kterych jsou dané testy provadény. Pti laboratornim
testovani (in vitro testy) je mozné dosahnout jasné definovanych
podminek, ve kterych dochdzi k vystaveni parazita testované latce
¢i smési latek. Je vSak velmi slozité definovat komplexni ptisobeni
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vSech  chemickych a  fyziologickych  faktorG  uvnitf
gastrointestinalniho traktu zvifete (in vivo testy), které mohou
vysledny anthelminticky uc¢inek ovlivnit. Z tohoto divodu nemuseji
byt pozitivni vysledky in vitro testl ovéfeny v in vivo podminkach.
Byly vSak jiz zaznamenany i opacné ptipady, kdy BAL relativné
ucinng potlacily PGE u zvitete, ale u naslednych laboratornich testti
tento efekt nebyl prokazan (Niezen et al., 2002).

Anthelminticky G¢inek zavisi 1 na druhu GI hlistice pouzité
pfi in vivo testech. Vlastni u¢inek BAL je zavisly na chemismu
prostfedi, ve kterém dochdzi ke kontaktu s parazitem, zejména
na okolnim pH (Mueller-Harvey, 2006). Tento fakt vysvétluje vyssi
ucinnost tiislovin proti slezovym hlisticim rodu Haemonchus, nez
proti druhim hlistic z tenkého stfeva, které se vyskytuji v odlisSném
prostredi (Shaik et al., 2006; Terill et al., 2007). Opét vsak byly
zjistény 1 opacné piipady, kdy testovana latka byla Gi¢innéjsi proti
hlisticim rodu Trichostrongylus, které infikuji tenké stievo, nez
proti  slezovym hlisticim Haemonchus a Teladorsagia
(Athanasiadou et al., 2001).

Vysledny efekt BAL zavisi i na druhu zvitete, respektive
jeho potravnich preferenci. Zvitata, kterd prevaznou ¢ast dne spasaji
vegetaci, maji pon€kud odlisnou fyziologii traviciho traktu nez ta,
ktera se kromé spasani vegetace zivi i okusovanim keia (Hoste et
al., 2010). Dosud k tomuto tématu existuje jen velmi malé mnozstvi
praci. Ztéch jiz publikovanych ale vyplyva, ze u ovci je
anthelminticky efekt vyraznéjsi (redukce poctu dospélych hlistic),
zatimco u koz jde spiSe o nepiimé pusobeni latek na plodnost
samicCek parazita (Athanasiadou et al., 2001; Paolini et al., 2004).

V neposledni fad¢ variabilita ve vysledcich testovani souvisi
se samotnou rostlinou. Mnozstvi vytvoienych sekundarnich
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metabolitt  se 1iSi v jednotlivych ¢&astech rostliny, zavisi
na geografickém ptivodu, respektive na klimatickych podminkach,
ve kterych rostlina rostla, a také na fenologické fazi rostliny (Koupai
etal., 1993; Azaizeh et al., 2015). Pii samotném testovani je potieba
vhodné zvolit i formu ¢i technologickou tupravu rostliny, aby
nedoslo k degradaci BAL (Hoste et al., 2011b).
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2 METODICKA CAST

Pro testovani anthelmintického ucinku BAL je vyuZzivana
fada in vitro a in vivo metod, znichz vétSina byla piejata
ze standardizovanych metodik, které vydava asociace WAAVP
(The World Association for the Advancement of Veterinary
Parasitology) a které¢ jsou zamétfené na ovéfovani ucinnosti 1é¢iv,
respektive testovani 1ékové rezistence. Na rozdil od in vitro metod
detekce a kvantifikace anthelmintické rezistence nebyly dosud
stanoveny limitni hladiny anthelmintické u¢innosti BAL. Tento fakt
muze ovlivnit finalni hodnoceni konkrétni rostliny, respektive jeji
praktické vyuziti K tltumeni PGE. Dalsi komplikaci pfi hodnoceni
anthelmintické ucinnosti BAL je uréita variabilita vysledka
vyplyvajici z rozdild mezi in vitro a in vivo metodami, druhy zvirat
pouzitych pii in vivo testech a zejména pak z pouziti riznych Casti
rostlin rizného geografického pivodu a fenologické faze (viz
kapitola 1.3.1). Pfed praktickym vyuzitim konkrétni rostliny
k potlaceni PGE v podminkach chovil je proto potieba obdrzet
pozitivni vysledky soucasn€ zin vitro i in vivo metod, ziskat
informace o moZnych negativnich ucincich rostliny na zdravotni
stav ¢i produkci a pted vlastni aplikaci zvolit vhodnou formu podani
rostliny, ¢i extraktu z ni.
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2.1 Priprava rostlinnych extraktii

Prvnim krokem pted provedenim in vitro testu je piiprava
extraktd z testované rostliny. Aby se predeslo falesné negativnim
vysledktim, je vhodné na zaklad¢ studia literatury vzdy zvolit tu ¢ast
rostliny, kterd obsahuje nejvySsi koncentrace sekundarnich
metabolitd. Idealni formou pro pfipravu extraktu je vysuSeny
rostlinny material ziskany z komercnich zdrojt, které se péstovanim
rostlin a jejich vyuzitim k 1é¢ebnym ucelim dlouhodobé zabyvaji.
Ptedchazi se tak variabilité ve vysledcich pii opakovaném ziskavani
materialu ze stejného druhu rostliny pro ovéteni vysledkd.

Pro vytvofeni rostlinného extraktu Ize vyuzit razné
chemické latky (voda, methanol, ethanol, aceton), ktera mayji
odliSnou schopnost extrakce BAL. Na zaklad¢ vlastnich zkuSenosti
miizeme jako nejoptimalnéjsi extrakéni ¢inidlo pro ziskani BAL je
ethanol.

Priprava ethanolového extraktu probiha nasledovné (viz obr. 2):

e 10 g suSeného rostlinného materidlu je pomoci
laboratorniho nozového mlynku nasekéno na co
nejjemnéjsi drt’

e rozdrceny material je macerovan ve 200 ml 96% ethanolu,
proces probiha 24 hodin pfi laboratorni teploté (20 + 2 °C)
na orbitalni tfepacce

e vznikly macerat je ptefiltrovan a na vakuové odparce pfi
40 °C je zbaven ethanolu
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e VvysuSeny material je pak rozpustén v 1%
dimethylsulfoxidu (DMSO) a je pfipraven zasobni roztok
pro testovani. Zasobni roztok je mozné pii teploté -20 °C
skladovat az nékolik mésict bez ztraty uc¢innosti BAL

obr. 2. Schematické znazornéni pfipravy rostlinného extraktu (original J. Vadlejch)

2.2 Invitro testy

2.2.1 Test lihnuti vajicek — Egg hatch test (EHT)

Tento in vitro test byl puvodné vyvinut pro detekci
rezistence hlistic na benzimidazolova anthelmintika. Pfi EHT se
vyhodnocuje lihnuti larev GI hlistic z vajicek, kterd jsou vystavena
plsobeni rtiznych koncentraci 1é¢iva. Tuto metodu poprvé popsal
Le Jambre (1976) a od té doby byla publikovana fada modifikaci
EHT (Dobson et al., 1986; Hunt et Taylor, 1989; Johansen et
Waller, 1989). Pod zastitou WAAVP, ktera vydava mezinarodné
platné metodiky a postupy pro veterinarni parazitologii, publikoval
kolektiv autorid Coles et al. (1992; 2006) doporuéeny postup pro
EHT. Nejnovéji pak byl EHT standardizovan mezinarodnim
kolektivem autord von Samson-Himmelstjerna et al. v roce 2009.
Tato metodika se s urcitymi modifikacemi (zafazeni pozitivni
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1 negativni kontroly a vyuZiti pouze jednoho druhu GI hlistice)
vyuziva i pro testovani ovicidnich vlastnosti BAL.

Jednim  z nejkritiétéjsich bodt metodiky je =ziskani
dostate¢ného mnozstvi vajicek, ve kterych se jesté nevinuly larvy.
Vyvoj larvy ve vaji¢ku probiha kontinualné od vylouceni vajicek
vykaly hostitele do vné¢jSiho prostiedi. Pro pozastaveni tohoto
vyvoje je potfeba zamezit pfistupu kysliku, ktery je pro vyvoj
nezbytny.

Ziskani fekdIniho materidlu pro separaci vajicek hlistic:

e pro ziskani v&tsiho mnoZstvi vykalll se nam osvédcil
vlastnoru¢né vyrobeny fekalni vak (viz obr. 3), ktery je
upevnény na zvife; S vyuzitim tohoto systému je mozné
kontinualn¢ ziskavat vykaly po dobu nékolika hodin

obr. 3. Vak pro ziskévani vykalii (vyroba a foto M. Kudrnacovd)
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rektalné odebrané nebo cerstvé vyloucené vykaly zvitete
(donora) experimentalné infikovaného monoinfekei GI
hlistice (viz kapitola 2.3.1) Ize bud’ ihned zpracovat a
pokud to neni mozné, zajistit jejich ulozeni v anaerobnim
prostiedi

Skladovani vykalii pro EHT:

vykaly umistit do plastové uzaviratelné nadoby, ptidat
nékolik sklenénych kuli¢ek o velikosti 8 — 10 mm a nadobu
aZ po okraj hrdla naplnit kohoutkovou vodou

po dikladném uzavieni nadobu dukladné protfepat, ¢imz
dojde k vytvoteni anaerobnich podminek

upravené fekalni vzorky se umisti do laboratorni teploty
(20 + 2 °C), nikdy ne do ledni¢kové teploty (4 °C), ktera
negativné ovlivni vysledky testu tim, Ze snizuje lihnivost
vajicek

na zakladé vlastniho pozorovéani 1ze pouZit i patentovany
systém sackli GasPak, ktery na zakladé chemické reakce
vytvaii anaerobni prostiedi

pro EHT lze pouzit erstvé fekalni vzorky nebo takové,
které byly ananerobn¢ skladované po dobu jednoho tydne

Separace vajicek (modifikace metodiky Coles et al., 2006):

Cerstveé ziskané nebo anaerobné skladované fekalni vzorky
(cca 10 g) se umisti do tfeci misky, zaliji se kohoutkovou
vodou a pomoci tlouc¢ku se vznikld smés homogenizuje

do pastovité konzistence
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e vznikla fekalni hmota se ptes kuchyiniské sitko prevede
do nadoby a vzniklou tekutinou zbavenou piebyte¢ného
balastu se naplni centrifugaéni zkumavky

e po 5 minutové centrifugaci pii 1 200 RPM se opatrné slije
supernatant a k sedimentu se ptida flota¢ni roztok tak, aby
zkumavka byla zapInéna do poloviny svého objemu

e obsah zkumavky se pomoci Pasteurovy pipety
zhomogenizuje a piida se flota¢ni roztok tak, aby hladina
vytvoftila pozitivni meniskus

e na zkumavku se polozi mikroskopovaci kryci sklo a
zkumavka se centrifuguje (3 minuty pti 1 100 RPM)

e kryci sklo se sejme a zachycena tekutina s vajicky se
destilovanou vodou splachne do konické nadoby

e zkontroluje se Cistota ziskanych vajicek a vyjadii se jejich
pocet v daném objemu (idealn¢ v 1 ml)

e pii vyskytu nadmérného mnozstvi balastu v tekuting, ¢i pfi
nedostate¢ném poctu vajicek se proces ziskani vajicek
z vykalt opakuje

e na zaklad¢ vlastniho pozorovani 1ze pro EHT pouzit
vajicka maximalné¢ 2 hodiny po jejich separaci, potom jsou
Jiz vysledky testu zkreslené vyvojem larev (viz obr. 4)
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obr. 4. Vajitka Haemonchus contortus v riizném stadiu vjvoje, A — embryonované vajicko vhodné pro EHT,
B — vajicko s vyvinutou larvou, které je pro EHT nevhodné, zvétseni 400 (foto J. Vadlejch)

Pro vlastni testovani je vhodné pouzit 24 jamkovou
kultivaéni desticku pro tkanové kultury. Jako pozitivni kontrola
slouzi anthelmintikum — 1% thiabendazol (kvalita farmaceutického
standardu), negativni kontrolou je dimethylsulfoxid (DMSO)
v kvalité analytického standardu. Na zaklad€ vlastniho pozorovani
lze doporucit koncentraci 0,5 — 1 % DMSO. Pti koncentraci vyssi
nez 3 % pak dochazi k negativnimu ovlivnéni lihnivosti vajicek (viz
tab. 2). Ethanolovy extrakt ztestované rostliny je aplikovan
do jamek kultivacni desticky ve vzrlstajici fad¢ koncentraci. Na
zéklad¢ vlastni zkuSenosti mizeme doporucit 4x fedéni k dosazeni
nejvyssi koncentrace 1 024 pg.ml™. Testovani vyssich koncentraci
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nepovazujeme za vhodné. Jednak jsou tyto koncentrace pro tlumeni
PGE jiz nepouzitelné (takovato koncentrace se v rostlinach
Vv pfirod¢ nevyskytuje) a prakticky je velmi slozité se orientovat
v hustém extraktu, ktery je velmi tmavy a mize snadno dochazet
ke zkresleni vysledku testu. Pfed zalozenim EHT je vzdy potieba
mikroskopicky zkontrolovat, zda jsou vajicka hlistice pro EHT
vhodna (nevytvati se v nich larva — viz obr. 4). Dale je ticba
pfipravit jejich dostate¢nou zasobu tak, aby v kazdé jamce
kultivaéni desticky bylo ptiblizné 100 wvajicek (podle poctu
opakovani a testovanych koncentraci zhruba 3 000 vajicek na 1
test).

pocet parazitarnich ttvarii
DMSO (%) | opakovani lihnivost (%)
larvy | vajickaslarvou | morulovanavajicka | vajicka celkem

1 61 0 0 0 100,0

0,5 2 47 0 1 1 97,9
3 66 0 0 0 100,0
1 30 0 1 1 96,7
2 50 0 2 2 96,0
3 68 0 0 0 100,0
1 64 0 2 2 96,9
2 53 0 2 2 96,2
3 51 0 2 2 96,1
1 52 0 5 5 90,4
2 66 0 4 4 93,9
3 40 0 1 1 97,5
1 32 14 12 26 18,8
2 38 7 8 15 60,5
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3 28 25 9 34 n
1 2 17 35 52 n
10 2 0 24 27 51 n
3 1 21 21 42 n
1 0 0 53 53 n
30 2 0 0 45 45 n
3 0 0 45 45 n
1 0 0 20 20 n
50 2 0 0 68 68 n
3 0 0 80 80 n
1 0 0 38 38 n
70 2 0 0 25 25 n
3 0 0 51 51 n
1 0 0 26 26 n
100 2 0 0 51 51 n
3 0 0 25 25 n
tab. 2. Vliv koncentrace dimethylsulfoxidu na lihnivost vajicek Haemonchus contortus,
n — negativni vysledek (vlastni pozorovani)
Postup EHT:
e do jednotlivych jamek desti¢ky napipetovat 3x pozitivni
kontrolu (1% thiabendazol), 3% negativni kontrolu (0,5%
DMSO) a 6 koncentraci (1, 4, 16, 64, 256, 1 024 ug.ml?)
rostlinnych extraktii ve trojim opakovani
e do vSech testovanych jamek piidat odpovidajici mnozstvi
vajicek (priblizne€ 100 vajicek na jamku)
e desti¢ka nezakryta vickem se necha 48 hod kultivovat v

inkubatoru pii 27 °C a poté se vyvoj vaji¢ek ukonéi kapkou
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Lugolova roztoku, ktery vSechny ptitomné parazitarni
utvary devitalizuje

e vyhodnoceni je mozné ihned nebo maximaln¢ jeden tyden
po ukonceni testu, po delsi dob¢ jiz dochazi
ke kontaminaci bakteriemi a plisnémi, které zhorsuji
orientaci ve vzorcich — vysledky vlastniho pozorovani

¢ mikroskopicky se prohlédne obsah vSech jamek desticky a
zaznamena se pocet vajicek a larev (viz obr. 5)

e s vyuzitim probit modelu s logaritmicko-normalnim
rozd€lenim se vyjadii hodnota primérné efektivni davky
extraktu EDso (effective dose) — koncentrace latky, pii které
dojde k zamezeni vyvoje u 50 % vajicek

e pro podrobnéjsi vyhodnoceni ovicidni aktivity lze vyjadfit 1
procento vaji¢ek obsahujicich larvu, kterd se v§ak nevylihla

EHT dosud nebyl pro testovani anthelmintické aktivity BAL
standardizovan a v literatufe se lze setkat s riznymi modifikacemi
tohoto testu, pouzitim rtiznych koncentraci testovanych extrakti,
raznych latek uzitych jako negativni kontrola a piedev§im nebyla
stanovena hladina EDsg, pii které by mél byt extrakt povazovan
za ucinny. Doporucujeme pro tyto ucely metodiku EHT
standardizovat, coz povede k porovnatelnosti vysledkli mezi
jednotlivymi laboratofemi a ke spravnému vyhodnoceni
anthelmintické aktivity testovanych latek.
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obr. 5. Vysledek testu lihnuti vajicek (EHT), vajicka v riiznych fazich vyvoje (e)
a larvy 1. vyvojového stadia (1) Haemonchus contortus, zvétSeni 100 (foto J. Vadlejch)

2.2.2 Test vyvoje larev — Larval development test (LDT)

Z divodu univerzalnosti (moZznost vyhodnoceni U¢innosti
vice skupin anthelmintik najednou) patii LDT mezi jeden z nejvice
vyuzivanych in vitro testd pro detekci anthelmintické rezistence.
Princip tohoto testu, kdy je sledovdna schopnost vyvoje GI hlistice
od vajicka po infekeéni larvu L3 v prostiedi testované latky, je proto
hojné¢ vyuzivan i pii testovani anthelmintickych vlastnosti BAL,
respektive pti oveétovani jejich larvicidnich u¢inkt. LDT byl popsan
Colesem et al. (1988) v osmdesatych létech minulého stoleti a od té
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doby bylo publikovano nékolik modifikaci (Hubert et Kerboeuf,
1992; Gill et al., 1995; Taylor, 1990) ptvodniho LDT, vcetné
varianty provadéné na agaru MALDT (Microagar larval
development test) (Lacey et al., 1991). Asociace WAAVP pak
Vv roce 2006 vydala mezinarodné platné doporuceni pro provedeni
LDT pii testovani anthelmintické rezistence (Coles et al., 2006).
Stejné jako v ptipadé EHT, ani LDT dosud nebyl standardizovan
pro in vitro testovani anthelmintickych u¢inka BAL.

Nevyhodami tohoto testu je jeho vyssi pracnost (piiprava
roztokt a kultivacnich medii) a vys$i pozadavky na technickou
zruénost laboranta. Vysledek LDT muze byt navic ovlivnén
neptedvidatelnymi faktory, které mohou nastat pfi relativné dlouhé
kultivaci larev.

Pted zah4jenim testu je potieba ziskat dostatecné mnozstvi
vajicek GI hlistice (viz kapitola 2.2.1). Pro LDT je vhodné pouzit
96 jamkovou, prihlednou mikrotitra¢ni desticku s plochym dnem.
Z divodu standardizace LDT se jako pozitivni kontrola pouziva
ivermektin aglykon (IVM AG). V soucasnosti je komer¢né
dostupna skala ivermektinovych latek, které se vSak lisi svoji
Cistotou. Pro Ucely tohoto testu je proto komeréné vyrabény IVM
AG o vysoké cistoté (> 99% stanovena HPLC). ProtoZe se jedna
0 finanéné€ nékladnou chemikalii, je vhodné z ni pfipravit zasobni
roztok a ten v definovanych objemech pro jednotlivé testy
uchovavat v mikrozkumavkach pii -20 °C. Negativni kontrolou je
1% dimethylsulfoxid (DMSO) v kvalit¢ analytického standardu —
viz kapitola 2.2.1. Ethanolovy extrakt ztestované rostliny je
aplikovan do jamek mikrotitracni desticky ve vzrlstajici fadé
koncentraci. Na zéklad¢ vlastni zkuSenosti doporucujeme 4x fedéni
k dosaZeni nejvyssi koncentrace 1 024 ug.ml™. Pied zadatkem
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testovani je vhodné mikroskopicky zkontrolovat, zda se
ve vajickach nevytvari larva a pftipravit jejich dostate¢nou zasobu
tak, aby v kazdé jamce kultivacni desticky bylo cca 100 vajicek
(podle poctu opakovani a testovanych koncentraci zhruba 5 000
vaji¢ek na 1 test).

Pfiprava roztoki a medii:
I) kvasni¢ny extrakt:
e [ gsuSeného kvasni¢ného extraktu rozpustit v 90 ml 0,85%
NacCl
e autoklavovat 20 minut pii 121 °C
¢ 3 ml koncentrovaného Earlesova media smichat s 27 ml
sterilniho kvasni¢ného extraktu
e pfipravit si urcité podily (ptiblizné 600 ul) do
mikrozkumavek a zamrazit, dle vlastni zkuSenosti pii
-20 °C vydrzi bez kvalitativnich ztrat nékolik mésicti

IT) fekalni filtrat dle Véaradyho, pers. commun.:
e rozetfit cca 4 g vykalu s 56 ml kohoutkové vody a
ptefiltrovat pres sito s velikosti ok 20 — 23 um

IIT) suspenze vajicek dle Varadyho, pers. commun.:
e smichat vajicka v destilované vod¢ s amfotericinem B
(300 pg/ml) v poméru 1:1
e pridat fekalni filtrat v definovaném pomeéru 2:2:1
e ptiklad provedeni: 400 ul vaji¢ek + 400 pl amfotericinu B
(300 pg/ml) + 200 ul fekalniho filtratu
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Dle vlastni zkuSenosti doporuCujeme roztoky i media

ptipravit vzdy cerstvé. Pokud to neni mozné, tak pfipravené
chemikalie skladovat maximalné jeden tyden v ledniéce pii 4 °C a
pfed pouzitim je zlednicky vyndat a nechat temperovat pfi
laboratorni teploté (20 + 2 °C), aby v dobé pouziti jejich teplota byla
shodna s teplotou okolniho prostiedi.

Postup LDT:

pted pipetovanim jednotlivych chemikalii je potieba
pocitat s celkovym objemem jamek mikrotitraéni desticky,
ktery je vétsinou 150 pl

do vsech jamek desti¢ky postupné napipetovat: 110 pl
destilované vody, 20 pl kvasni¢ného extraktu, 10 pl
suspenze vajicek (vajicka + fekalni filtrat a antimykotikum)
a 10 pl rostlinného extraktu v Sesti koncentracich (1, 4, 16,
64, 256, 1 024 ug.ml™) nebo 10 pl pozitivni kontroly (IVM
AG) nebo 10 pl negativni kontroly (DMSO)

vSechny koncentrace testovaného extraktu, pozitivni 1
negativni kontrolu je vhodné napipetovat v trojim
opakovani

mikrotitra¢ni desticka se kultivuje v inkubatoru 7 dni pii
teploté 27 °C a poté se vyvoj larev ukon¢i kapkou
Lugolova roztoku, ktery vSechny pfitomné parazitarni
utvary devitalizuje

vyhodnoceni je moZné ihned nebo maximalné jeden tyden
po ukonceni testu, po delsi dob¢ jiz dochazi ke
kontaminaci bakteriemi a plisnémi, které zhorsSuji orientaci
ve vzorcich — vysledky vlastniho pozorovéni
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e mikroskopicky se prohlédne obsah vSech jamek desticky a
zaznamena se pocet vaji¢ek a larev V jednotlivych fazich
vyvoje (viz obr. 6)

e svyuzitim probit modelu s logaritmicko-normalnim
rozdélenim se vyjadii hodnota primérné letalni davky
extraktu LDso (lethal dose), tj. koncentrace latky, ktera
devitalizuje 50 % larev

obr. 6. Vysledek testu vyvoje larev (LDT), nevyvinuté vajicko (e), vajicko s vyvinutou larvou (el),
larva 1. vyvojového stadia (11) a larva 2. vyvojového stadia (12) Haemonchus contortus,
zvé&tSeni 100x (fofo J. Vadlejch)
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Stejné¢ jako EHT, ani LDT neni pro testovani anthelmintické
aktivity BAL standardizovany a nebyla dosud ani stanovena limitni
hladina LDso, coz pon¢kud komplikuje porovnani vysledku testl
mezi jednotlivymi laboratofemi.

2.2.3 Test inhibice krmeni larev - Larval feeding inhibition test
(LFIT)

Tento test patii mezi novéj$i metody a opét byl pivodné
vytvofen pro testovani anthelmintické rezistence (Geary et al.,
1993). Principem LFIT je sledovani schopnosti larev
1. vyvojového stadia (L1) se v prostiedi testované latky nakrmit
fluorescenéné znacenymi bakteriemi (Alvarez-Sanchéz et al., 2005;
Jackson et Hoste, 2010). Jedna se tedy o test vyhodnocujici
vyhradné larvicidni Gi¢inky zkoumané chemické latky. LFIT je vsak,
na rozdil od EHT a LDT, pro testovani anthelmintické rezistence
pouzivan jen sporadicky. Mnohem casté&ji se s nim lze setkat prave
pfi oveéfovani anthelmintickych vlastnosti biologicky aktivnich
latek (Katiki et al., 2011; Rios-de Alvarez et al., 2012; Novobilsky
et al., 2013). Vyhodou tohoto testu je jeho snadnost, rychlost
ptipravy a jednoduchost pfi vyhodnocovani.

Pfiprava biologického materialu
Pro tento test je potfeba ziskat Li larvy GI hlistice.
Z vykalu experimentalné infikovaného zvifete (donora) se nejdiive
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ziska dostatecné mnozstvi vajicek (viz kapitola 2.2.1), ktera se v
Petriho misce naplnéné destilovanou vodou vlozi do inkubatoru. Za
20 hodin se z nich pfi teploté 26 °C vyvinou L1 larvy. Vysledky
vlastniho pozorovani ukazuji, ze lihnivost vaji¢ek neni 100%.
Z divodu minimalizace zkreslujicich faktort je potteba do testovani
zafadit pouze Zzivotaschopné larvy. OsvédCilo se nam jesté pired
samotnym zaloZenim experimentu pfecezeni smési larev ptes jednu
vrstvu papirového kapesniku, ktera zachyti uhynulé Li. Nakonec se
mikroskopicky ovéfi pocet larev a jejich motilita.

Pro samotné testovani se pouzivaji mikrozkumavky,
do nichz se napipetuje pozadovany pocet zivotaschopnych larev
(idealné 50 L1). Jako kontrola slouzi ivermektin aglykon (IVM AG),
negativni kontrolou je 1% dimethylsulfoxid (DMSQO) v kvalité
analytického standardu — viz kapitola 2.2.1. Nejkriti¢téjsim bodem
tohoto testu je prace s fluorescenéné znacenymi (fluorescein
isothiokyanat — FITC) bakteriemi Escherichia coli, které slouzi jako
potrava pro Cerstvé vylihlé Li larvy. Zivotaschopné larvy jsou
hladové, krmi se bakteriemi a pod fluorescen¢im mikroskopem
dojde ke zvyraznéni jejich hltanu a stfeva. Latkou zasazené a mrtvé
larvy maji travici trakt prazdny a tudiZ nejsou proti tmavému pozadi
vyrazné. FITC E. coli si Ize pfipravit v laboratofi nebo je Ize ziskat
komer¢né€. Aby nedoslo k ovlivnéni fluorescencniho efektu, nesmi
se FITC bakterie dostat do pfimého kontaktu se svételnym zdrojem.
Osvédcila se nam manipulace se vzorky v tmavé mistnosti a po
ptidani FITC E. coli celou mikrozkumavku ihned obalit hlinikovou
folii, kterad nepropousti svétlo.
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Postup LFIT:

pfipravi se pfislusny pocet mikrozkumavek tak, aby tfi
predstavovaly pozitivni kontrolu (IVM AG), dalsi tii
slouzily jako pozitivni kontrola (DMSO) a zbytek
reprezentoval tfi opakovani vzristajici fady koncentraci

(1, 4, 16, 64, 256, 1 024 ug.ml'l) testovaného rostlinného
extraktu

do vSech mikrozkumavek se nejdiive, dle vyse uvedené¢ho
schématu, napipetuji chemikalie a pfida se pozadovany
pocet L1 larev, smés se v horizontalni poloze kultivuje 2
hodiny pfi 25 °C

po uplynuti inkubaéni doby se vV tmavé mistnosti do vSech
mikrozumavek piida 10 pl FITC E. coli a ihned se zabali
do hlinikové folie, aby k nim nepronikalo svétlo
ptipravené mikrozkumavky se v horizontalni poloze 18
hodin kultivuji v inkubatoru pii 25 °C

po uplynuti kultivacni doby se v§echny mikrozkumavky
zcentrifuguji (1 min, 6 000g) a odsaje se supernatant
sediment (cca 50 pl) se ptenese na mikroskopické podlozni
sklo a prohlizi se pod mikroskopem opatenym filtrem
propoustéjicim ultrafialové zatreni o vinové délce 450 — 490
nm

vyhodnoceni je z diitvodu postupné ztraty fluorescence
bakterii optimalni provadét co nejdiive po inkubaci; na
zaklad¢ vlastniho pozorovani lze bez ztraty fluorescence
vzorky prohliZet az jeden tyden po finalni inkubaci vzorki,
Vv mezidobi je vSak potieba mit vzdy mikrozkumavky
obaleny hlinikovou folii a skladovat je pfi teploté 4 °C
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e pfi vyhodnoceni se sleduje pocet nakrmenych a
nenakrmenych larev (viz obr. 7)

e s vyuzitim probit modelu s logaritmicko-normalnim
rozdélenim se vyjadii hodnota primérné letalni davky
extraktu LFso— koncentrace latky, ktera zamezi nakrmeni
50 % larev

Stejné jako u zadného piedeslého in vitro testu, ani u LFIT,
nebyla dosud stanovena limitni hladina LFso.

obr. 7. Vysledek testu inhibice krmeni larev (LFIT), + larva nakrmend fluorescencné znacenymi
bakteriemi, mrtvé larva (—) Haemonchus contortus, zvétSeni 400 (foto J. Vadlejch)
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Pro zjistovani larvicidni aktivity BAL je mozné vyuzit
i dalsi testy. Test odhozeni kutikuly (LET — Larval exsheatment test)
sleduje schopnost infekénich (L3) larev GI hlistic V prostiedi
testované latky odhodit ochrannou kutikulu ptedchoziho stadia (viz
obr. 8) (Bahuaud et al., 2006; Jackson et Hoste, 2010). Tento proces
je nezbytny pro pokracovani vyvoje parazita, nebot’ se uskutecituje
za pomoci proteolytickych enzymil produkovanych larvami a
probiha pouze u zivych larev. Larvy Lz zasazené testovanou latkou
se tedy nemohou dale vyvijet. Jedna se relativné jednoduchy test,
ktery poskytuje praktické informace o schopnosti vyvoje parazita
vystaveného ucinkiim xenobiotika. Na zakladé vlastnich zkusenosti
vSak LEA doporucujeme pouzivat pouze jako orienta¢ni test nebo k
doplnéni jinych in vitro testd (LDT ¢i LFIA). Jeho vysledek totiz
muze byt ovlivnén fadou faktorti (citlivost jednotlivych druhti a
kmentt GI hlistic, jejich stafim, respektive dobou skladovani,
zrucnosti a zkuSenosti laboranta apod.) a nelze tedy jeho vysledky
srovnavat mezi laboratofemi.

Pro testovani U¢inkli xenobitiok na larvy GI hlistic byl
vytvoren 1 dalsi test, ktery hodnoti migracni aktivitu larev (LMIT —
Larval migration inhibition test). Tento test je vSak jak
pro sledovani ucinku anthelmintik, tak pro larvicidni ¢inky BAL,
pouzivam velmi zfidka. Jedna se totiz o pomérné pracny test, pro
ktery je potfeba vytvofit specialni zatfizeni obsahujici laboratorni
sito o velikosti ok 20 um, pies které migruji pouze zZivé larvy GI
hlistic. Pfesto, Ze jiz byla snaha o jeho standardizaci (Demeler et al.,
2010), LMIT nenaSel mezi ostatnimi in vitro testy SirSi uplatnéni.

V neposledni fad¢ lze pro in vitro testovani BAL pouzit
1 test pohyblivosti dospélci (AMT — Adult motility test), ktery vSak
probiha na dospélych GI hlisticich a tato stadia lze ziskat pouze
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pitevné (O’Grady et Kotze, 2004; Paolini et al., 2004). Vzhledem
k tomu, Ze se jedna o velmi naro¢ny test vyzadujici experimentalni
infekci zvitat (viz kapitola 2.3.1) a zajisténi fady podminek, aby
nedoslo k ovlivnéni vysledku testu, je praktické pouziti AMT velmi
omezene.

obr. 8. Vysledek testu odhozeni kutikuly (LET), 13 — infekcni larva Haemonchus contortus zbavend
ochranné kutikuly, k — odvrzend kutikula, zvét3eni 400 (foto J. Vadlejch)
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2.3 Invivo testy

2.3.1 Test na zvireti

V piipadé¢ prokazani anthelmintické aktivity (idealné
kombinace ovicidniho a larvicidniho efektu, s vyuzitim nékolika
in vitro testd soucasn&) konkrétniho rostlinného extraktu, lze
pfistoupit k experimentim na zvifatech. Ptesto, Zze dosud nebyly
stanoveny koncentrace primérnych toxickych davek (EDso, LDsp,
LFso) rostlinnych extrakti, které jsou pro tlumeni PGE povazovany
za ucinné, doporu¢ujeme Kkin vivo testu pristoupit pouze
v ptipadech, kdy primérné toxicka davka rostlinného extraktu
zjisténa pomoci in vitro testd dosahuje hodnoty fadové desitky
ug.mlt. Naopak rostliny a jejich produkty, které pii in vitro
testovani dosahuji koncentrace pramérnych toxickych davek
vyssich, nez 1 000 ug.ml™?, by z praktickych diivodii testovany byt
nemély. Takto vysoké koncentrace BAL se Vv rostlindich bé&zné
nevyskytuji ak dosazeni pozadovaného anthelmintického u¢inku by
zvife muselo zkonzumovat nerealn¢ velké mnozstvi rostliny nebo
by muselo pfijmout koncentraci extraktu, ktera by u n¢j mohla
vyvolat zdravotni komplikace.

Provedeni in vivo testd je finan¢ng, Casové i prostoroveé
narocné, a proto se knim vzdy pfistupuje az po ovéfeni
anthelmintické aktivity rostlinnych extrakti Vv laboratornich
podminkach. Pied samotnym provedenim in Vvivo testi je potiecba
zajistit prostor ve staji, kde budou pokusna zvifata po dobu
experimentu ustajena a =zajistit podminky zamezujici vznik
sekundarnich infekci vyvolanych jinymi druhy GI hlistic, ¢i jinych
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onemocnéni a zranéni zvifat. Experimentalné infikovana zvitata by
méla byt chovana oddélen¢ od ostatnich zvitat a vyzaduji zvlastni
péci, véetné Casté veterindrni kontroly. Nedilnou soucasti planovani
pokusu na zvifeti je vypracovani projektu pokusu, ktery musi byt
schvalen pfislusnou etickou komisi. V projektu pokusu je ptesné
definovan ucel a vyznam pokusu, zdiivodnéna nezbytnost pokusu,
popsany naplanované ¢innosti s pokusnymi zvifaty, i osud zvitat
po ukonéeni pokusu. Podle platné legislativy CR mutize pokusy
na zvifatech vykonavat pouze osoba, kterd ma platné osvédceni
o odborné zpulsobilosti k navrhovani pokusti a projektii pokust,
podle § 15d odst. 3 zakona ¢. 246/1992 Sb., na ochranu zvitat proti
tyrani, ve znéni pozd¢jsich predpisu.

Pro ovéfovani anthelmintického uéinku BAL, s cilem
vyuziti poznatkll u prezvykavcl, nejsou pokusy s laboratornimi
hlodavei, ¢i kraliky vhodné. Z divodu odlisné fyziologie téchto
zvitat nemuseji byt G€inky dosazené na hlodavcich totozné jako
u piezvykavci. Je proto vhodné&jsi pouzit pfimo malé prezvykavce.
Na zaklad¢ vlastni zkuSenosti miizeme doporucit jehnata, ¢i kiizlata,
samciho pohlavi, ve véku 4 — 6 mésictli, idealné pokud se jesté
nesetkala s GI hlisticemi a nemaji tudiz vicéi témto parazitim
vytvofenou imunitu. Pro snadngjsi manipulovatelnost jsou
vhodngj$i mens$i plemena s mirnéSim  temperamentem.
Z praktickych divoda (sekundarni infekce, poranéni zvitat, uhyn)
je do pokusu potieba vzdy zafadit alespon tii jedince.

Pro in vivo testy anthelmintické ucinnosti BAL museji byt
zvitata v patentni fazi infekce. Nejvhodnéjsi je pokusné zvife
infikovat jednim druhem GI hlistice a udrZzovat u n¢j subklinickou
PGE. Naprosta vétSina ¢innosti provadénych pii experimentalni
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infekci vychazi ze standardizovanych metodik vydanych asociaci
WAAVP pro ovétovani ucinnosti anthelmintik (Wood et al., 1995).

Postup experimentalni infekce (modifikace metodiky Wood et al., 1995) :

Pted samotnym vyvolanim infekce je potfeba pouzita zvirata
vySetfit na pfitomnost parazitli a vyloucit u nich i jina onemocnéni,
¢i zdravotni komplikace, které by mohly vysledek in vivo testu
negativné ovlivnit. Jako nejvhodnéjsi k prikazu piivodct PGE se
nam osvédcila Koncentrovana McMasterova metoda (Roepstorff et
Nansen, 1998), ktera je dostatecné citliva i K prokazani nizkého
stupné infekce (Vadlejch et al., 2011). Pokud je u pokusnych zvitat
parazit detekovan, je potieba zvifatim aplikovat antiparazitikum
s odpovidajicim spektrem ucinku. Pfi volbé ucinné latky je vzdy
potfeba zvazit i1 perzistenci dané¢ho 1éciva, aby nebyla ovlivnéna
naslednd  experimentdlni  infekce.  Z vlastni  zkuSenosti
doporucujeme pii vyskytu helmintd zvifeti, dle jeho aktudlni
hmotnosti aplikovat benzimidazolové (BZ) 1é¢ivo ve dvojité davce
(0,4 ml BZ na kg z.h.), nez je doporuceno vyrobcem a tuto davku
opakovat jesté nasledujici den. Zvite je pied terapii vhodné alespon
12 hodin lacnit. Pfi prokazani oocyst kokcidii doporucujeme
jednorazové aplikovat toltrazuril v davce doporucené vyrobcem
(0,8 ml TOL na kg z.h.). Sedm dni po aplikaci antiparazitik se
provede kontrolni koprologické vySetieni k prokdzani ucinku
léciva. Zatimco v podminkach chovu je za uspésnou 1écbu
povazovana situace, kdy po aplikaci 1é¢iva dojde k > 95% poklesu
poctu parazitarnich utvartt (oocysty kokcidii, vajicek helmintt),
u jedincii pouzitych pro experimentalni infekci nesmi byt
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koprologicky prokazan zadny parazitarni tGtvar. Z duvodu
perzistence 1€¢ivé latky je mozné zvite GI hlisticemi infikovat az tfi
tydny po aplikaci BZ.

Pted inokulaci parazitarnich stadii je potieba experimentalni
zvitata opét koprologicky vysettit. Pro zvyseni uspésnosti vyvolani
infekce je vhodné pokusna zvifata lékové imunosuprimovat.
Osvédcila se nam uc¢inna latka dexametazon, v davce 0,15 ml na kg
z.h. podana tfi dny s dennim rozestupem, v prub¢hu jednoho tydne
pted inokulaci a opakovani imunosuprese jednou tydné v pribéhu
celé prepatentni periody. Pokud jsou zvifata prosta paraziti a
ptistoupit k inokulaci infekénich (Ls3) larev GI hlistice. Tyto Lz larvy
konkrétniho druhu GI hlistice je vhodné, na zéklad¢ vlastnich
zkuSenosti, minimalné tfi dny pfed inokulaci do hostitele skladovat
pti laboratorni teploté (20 + 2 °C), ve standardnich svételnych
podminkach. Zamezi se tak nechténému vyvolani hypobiozy, kdy
larvy v GI traktu hostitele pozastavi vyvoj a nedojde tak k patentni
infekci (Gibbs, 1986; Vadlejch et al., 2006). Zaroven doporucujeme
mikroskopicky zkontrolovat motilitu larev. Samotna inokulace se
provadi peroralné, podanim doporu¢eného poctu L3 larev ve vodé
(Wood et al., 1995) a to zvifeti pfimo do dutiny Ustni, idealné
injekéni stiikackou na koten jazyka. V ptipad¢ uspesné infekce se
vajicka GI hlistice za¢inaji objevovat ve vykalech zvitete, dle druhu
hlistice, tfi tydny po inokulaci larev (Abbott et al., 2012; Bowman,
2014). Na zaklad¢ vlastniho pozorovani vime, ze dle druhu GI
hlistice, irovné zoohygieny stdje a druhu zvifete trva patentni
infekce az Sest mésicti. Po celou tuto dobu lze z experimentalné
infikovaného donora ziskavat vajicka parazita.
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Ovéfeni anthelmintické ucinnosti BAL 1lze uskute¢nit
podanim jedné znize uvedenych forem rostliny experimentalné
infikovanému piezvykavci s ovéfenou patentni PGE. Pied aplikaci
jakéhokoliv rostlinného materialu je potieba na zaklad¢ literarnich
zdroji predem zjistit antinutri¢ni a toxikologické tdaje o testované
rostliné. Do pokusu je tfeba zafadit vzdy minimalné tfi pokusna
zvitata stejného druhu a pohlavi a pfiblizné¢ shodného véku.
K testované skupiné zvitat je vzdy potieba zafadit i kontrolni
skupinu, které nebyla vystavena t¢inkiim BAL.

Pfiklady moZnych konzervacnich a aplikacnich forem testovaného
rostlinného materidlu:
1. rostlinny extrakt (pfecistény a koncentrovany nebo hruby)
aplikovany per os ve form¢ roztoku
2. Cerstvy rostlinny material, ze kterého BAL pochazi, podany
ptimo zvifeti ke zkrmeni
3. konzervovany ¢i technologicky upraveny rostlinny material
(seno, sendz, silaz, pelety apod.) podany zvifeti ke zkrmeni
4. pftisev rostliny do spasaného porostu

Stanoveni vySe aplika¢ni davky extraktu, ¢i mnozstvi a
formy podaného rostlinného materidlu je vzdy velmi slozité.
Konkrétni davka by méla byt vyjadfena na zakladé vysledkt
in vitro testd a toxikologickych vlastnosti rostliny, s piihlédnutim
k aktudlni Zivé hmotnosti zvifete. U€innost BAL
u experimentalné¢ infikovanych zvifat lze ovéfovat intravitdlnim
sledovanim poklesu intenzity PGE, nebo pitevné, po usmrceni
zvitete prikazem poctu pritomnych hlistic.
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Pii sledovani poklesu intenzity infekce lze vychazet
ze standardizovanych in vivo testd Uc¢innosti anthelmintik.
Principem téchto testi je vyhodnoceni procentudlniho rozdilu
VvV po¢tu uvoliovanych vajicek parazita (EPG — eggs per gram)
parazita pred a po aplikaci 1é¢iva (FECRT — Faecal egg count
reduction test) (Coles et al., 1992; Taylor et al., 2002; Coles et al.,
2006). U konvenénich 1é¢iv se za ucinna povazuji ta, ktera zpusobi
pokles EPG parazita 0 > 95 %. Limitni hladina G¢innosti BAL
stanovena nebyla, obecné vSak Ize za ucinnou povazovat takovou
latku, ktera vyvola statisticky vyznamny pokles EPG oproti piivodni
stavu. Z divodu pomalejsiho nastupu Géinku BAL lze doporucit
sledovani hladin EPG alespon po dobu dvou mésict (Varadyova et
al., 2017).

Vzorec pro individudlni vyhodnoceni Gcinnosti BAL pfi in vivo testu:

EPG pted aplikaci — EPG po aplikaci
EPG pred aplikaci

pokles EPG (%) = x 100

BAL mohou na parazita negativné plisobit tim, Ze sniZuji
plodnost jeho samicek (pokles EPG), ale mohou mit i piimy
anthelminticky efekt zplsobujici vypuzeni parazita z téla hostitele.
Piimé¢  anthelmintické  ucinky = BAL Ize  vyhodnotit
s vyuzitim helmintologické pitvy (viz Lankova et al., 2018).
VSechna stadia parazita pitevné ziskana z experimentalné
infikovanych zvitat dotovanych BAL i kontrolni skupiny zvitat bez
aplikace BAL, se spo¢itaji, mikroskopicky prohlédnou a vyhodnoti
se ptipadné morfologické zmény u paraziti.
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Lze také provézt nékteré modifikace testi jako napf.

vyhodnoceni UspéSnosti zabranéni vzniku parazitdzy po pozieni
infek¢énich larev Gl hlistice u zvifat dotovanych rostlinami
svysokym  obsahem BAL. NejpiisngjSim  ovéfenim
anthelmintickych ucinkti BAL je pak v provoznich podminkach
chovli, u produkénich zvitat, kterd jsou pfirozené infikovana
nékolika druhy paraziti a plisobi na né fada faktorti (Kyrianova et
al., 2018)

Teprve na zaklad¢é potvrzeni anthelmintické aktivity BAL
S Vyuzitim in vitro i in vivo testd je mozné doporucit danou rostlinu
pro tlumeni PGE v praktickych podminkéch chovi. Pfed samotnym
podanim rostlin, ¢i jejich produkti, je kromé jejich
anthelmintického G¢inku potieba také ovérit jejich mozné negativni
dopady na zdravi a produk¢ni vlastnosti zvifat. V neposledni fad¢ je
tieba uvazovat i o koncentraci metabolita rostlin v Zivo¢isnych
produktech uréenych pro lidsky konzum. Nékteré z BAL totiz
mohou negativné ovlivnit senzorické vlastnosti masa a mléka zvitat
(Kalag, 2017).
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Srovnani ,novosti postupli”

V piedlozené metodice jsou uvedeny postupy, vysledky
vlastniho sledovani i praktické pfipominky a doporuceni, které
soucasné vychazeji ze studia literatury a z vyzkumné ¢innosti autorti
zaméfené na  zjisStovani anthelmintickych ucinki biologicky
aktivnich latek rostlin. Metodika obsahuje i zcela nové, dosud
nepublikované vysledky vlastniho vyzkumu a modifikace metod,
které dosud nebyly nikde zvetejnény. Tyto informace umozni
standardizovat testovani ovicidnich, larvicidnich i adultocidnich
ucinkl rostlin a jejich produktti a sjednotit tak vysledky ziskané
riznymi laboratofemi. S vyuZitim zde publikovanych poznatki
bude mozné 1épe vyhodnotit skute¢nou anthelmintickou u¢innost,
respektive ptedejit ekonomickym ztratam pii podani rostlin a jejich
produktu, které nevykazuji dostate¢nou anthelmintickou aktivitu, ¢i
maji antinutricni nebo dokonce toxické ucinky na zvifeci
organismus.
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Popis uplatnéni metodiky

Publikace je urena pracovnikiim v oblasti chovu domacich
piezvykavci. Cilovymi skupinami jsou zejména pracovnici
v zemeédélstvi, chovatel¢, fidici pracovnici, poradni organy,
veterinarni 1¢kati, laboratorni pracovnici a studenti zemédélsky,
veterinarn¢ a  pfirodovédné zaméfenych  stfednich  Skol
a univerzit.
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Ekonomické aspekty

Gastrointestinalni hlistice, respektive infekce (PGE), které
tito paraziti vyvolavaji, jsou V intenzivnich chovech piezvykavcu
celosvétove pii¢inou znacnych ekonomickych ztrat. Gl helminti
zaujimaji prvni misto v zebiicku deseti nejvyznamnéjsich ptivodct
onemocnéni hospodaisky vyuzivanych zvifat (Fitzpatrick, 2013).
Napft. ve Velké Britanii byly ro¢ni ztraty spojené s Gl helminty a
PGE vy¢isleny na 80 milionil £, coZ piedstavuje zhruba 10% ztratu
produkce (Nieuwhof et Bishop, 2005; Miller et al., 2012).

Tradi¢n¢ jsou dopady PGE tlumeny pomoci synteticky
vyrabénych anthelmintik. Z divodu zna¢ného rozsiteni rezistence
na tato léciva vSak konvencni terapie selhava a pro dosazeni
o¢ekavaného 1é¢ebného efektu je potieba aplikovat 5 — 10x vyssi
davku léku, nez je terapeutickd davka doporucena vyrobcem
(Lanusse et al., 2014). To se vyrazn¢ promitne do nakladu
na zdravotni péci o zvifata, coz lze jednoduSe demonstrovat
na nasledujicim ptikladu.

Panacur je bézné anthelmintikum, na jehoz uéinnou latku
fenbendazol (FBZ) je jiz rezistence zna¢né rozsifena. Jednolitrové
baleni tohoto 1éku (Panacur® 2,5% susp.) stoji v CR pfiblizné
1 600 K¢&. Pokud jsou GI hlistice k FBZ vnimavé, tak pii pouziti
davky doporucené vyrobcem (0,2 ml FBZ na 1 kg z. hm. zvifete)
stoji terapeuticky zasah jehnéte o vaze 15 kg zhruba 5 K¢, u dospélé
ovce o vaze 60 kg se pak jedna o ¢astku 19,20 K¢. Pokud vsak budou
l1éceni jedinci infikovani rezistentnim kmenem GI hlistice, je
potieba aplikovat alesponl 5% vyss§i davku 1éku (tj. 1 ml FBZ na 1 kg
7. hm.), coz ve finale prodrazi ,,od¢erveni* jednoho zvitete o 19 K¢,
respektive o 76,80 K¢. Pokud bude v chovu potieba 1é¢it napi. 30
dospélych ovci s klinickymi ptiznaky PGE, tak se jedna o finan¢ni
rozdil témét 2 300 K¢ na jeden terapeuticky zasah.
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V piipadé zjisténi rezistence parazita k jedné ucinné latce Ize
vyuzit jinou latku a timto zpisobem pokracovat dale. Je vSak
potieba si uvédomit, ze spektrum konvenénich anthelmintik je
znaéné omezené a Vv fadé zemi, véetné CR, jiz byla zaznamenana
I multirezistence na vice G¢innych latek soucasné¢ nebo dokonce
odolnost GI hlistic vi¢i dosud vSem zndmym skupinach
anthelmintik. V tom piipad¢ jiz chemickou 1é¢bu nelze pouzit a je
potieba ptistoupit k jinému zpiisobu tlumeni PGE.

Jako urcita alternativa se nabizeji rostliny ¢i jejich produkty,
které jsou bohaté na BAL. Rostliny s anthelmintickymi G¢inky jsou
komercné dostupné a jejich potfizovaci cena je relativné nizka (viz
tabulka 3). Rostlinny material pouzity pro pfipravu smési tinacti
bylin (tzv. Herbmix), ktery dle studie Varadyové et al. (2017) pfi
zkrmovani ovcim zpusobil statisticky vyznamny pokles EPG, by
stal 517 K¢ Za 100 g Herbmixu, ktera byla vyjadfena jako
optimalni davka pro jedno zvife by chovatel zaplatil 0,40 K¢.
Rozdilem oproti konvenénim [é€iviim, které se vétSinou aplikuji
jednorazoveé, BAL je pro dosaZeni anthelmintického efektu potieba
podavat opakované. Ve vySe zminéné studii byl pokles EPG
sledovan az od 50. dne po zacatku zkrmovani Herbmixu. V tom
ptipadé finan¢ni ndklady na potlaceni PGE vzrostou na témét 2 000
K¢ na zvite. Z kratkodobého hlediska se jedna o velmi nakladnou
zalezitost, protoze pro 30 ovci ve stadé by se tato alternativni
metoda financné nevyplatila a chovatel by ji nevyuzil. Popsana
kalkulace vSak pocitala se ziskanim rostlinného materialu
z komercnich zdroju. Pokud si bude chovatel péstovat rostliny sam,
mize naklady spojené s jejich produkci hradit z dota¢nich zdrojti na
péstovani zeleniny a specidlnich bylin.
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rostlina cenas DPH

druh Cast za 100 g susiny
proskurnik | kofen 52,90
devétsil kofen 39,10
oman kofen 44,90
sléz kvét 66,70
hefmanek kvét 43,70
jitrocel list 35,70
rozmaryn list 32,20
fenykl plod 41,40
zlatobyl nat 29,90
zemédym nat 38,00
yzop nat 28,80
medurka nat 40,30
pelynék nat 24,20

tab. 3. Orientacni ceny rostlinného materidlu ziskaného z komer¢nich zdrojl

V tom pripadé je cena rostlinného materidlu zanedbatelna.
Z dlouhodobého hlediska je tak tato alternativni metoda tlumeni
parazitdz ekonomicky vyhodnéjsi, nezZ chemicka lécba.

VyuZiti rostlin s vysokym obsahem BAL ma i fadu dalSich
vyhod. Na BAL nevznika lékova rezistence. Pokud rostliny
ve formé piisevu pastevniho porostu budou k dispozici zvitatim
hned na zaatku pastevni sezony, budou chranéna pied vznikem
PGE nebo nedojde k rozvinuti PGE do klinické formy, kdy je
potieba  1éCebn¢  zasahnout. Ekonomicky piinos tohoto
preventivniho zasahu 1ze vyc¢islit nasledovné. Stado ovei Citajici 100
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dospélych bahnic, pfi prumémé uspéSnosti zabieznuti 85 % a
predpokladu vyskytu dvojéat, porodi 170 jehnat. Z divodu 10%
mortality mladat jich ptezije ptiblizné¢ 150. Celé stado ovci, vcetné
berani, Vjarnim obdobi muze tedy citat 255 jedinct. Podle
tradi¢niho scénafe tlumeni parazitoz v CR jsou jehnata jako
nejcitlivéjsi vékova kategorie vétSinou ,,odCervovana“ vsechna a
stejné tak jsou anthelmintika aplikovana vS§em bahnicim. Na zékladé
dlouholetych epizootologickych studii lze vSak predpokladat, ze
pouze 20 % bahnic bude na jate vykazovat klinické ptiznaky PGE
a bude je tedy potieba lé¢it. Pokud vSak budou mit zminéna zvitrata
k dispozici rostliny s vysokym obsahem BAL vc¢as, dojde k posileni
jejich obranyschopnosti a neptedpoklada se vznik PGE v klinické
formé, kterd by meéla dopad na zdravotni stav, ¢i naslednou
produkci. Nebude tak potfeba anthelminticky zasah a chovatel jen
Vv jarnim obdobi mize uSetfit 864 — 2 400 K¢. Pii teoretickém
terapeutickém zasahu 2x ro¢né tak mtiZe dojit ke snizeni ndkladl na
léc¢iva az 0 4 800 K¢.

Neopomenutelnou vyhodou podani rostlin s vysokym
obsahem BAL je jejich pozitivni vliv na traveni, respektive lepsi
konverzi krmiva. Diky tomu maji zvifata S pfisunem BAL vyssi
denni prirustky. Ze studie Varadyové et al. (2017) vyplyva, ze
jehnata experimentalné¢ infikovana GI hlisticemi, ktera byla krmena
smési s piidavkem rostlin s BAL (Herbmix), méla oproti kontrolni
skupiné s PGE prumémé o 70 g vyssi denni piirastek hmotnosti.
Protoze v chovem ptezvykavci je bézné prevalence PGE znacné
vysoka (vétsSinou dosahuje téméf 100 %), odpovida vyse popsana
situace realnym podminkam vice, nez kdyz je kalkulovano se
zvitaty bez parazitarni zatéze. Pokud u jehnéte s dotaci BAL
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uvazujeme o zvySeni denniho pfirtstku 0 70 g, obdobi vykrmu
(do porazkové hmotnosti ptiblizné 40 kg) se zkrati az o dva mésice.
Vykrm jehnat s pfisunem BAL, pfi nakladech 17 K¢ na krmny den,
pak stoji priblizn¢ 2 000 K¢. Chovatel by tak na jednom zvifeti,
oproti standardniho vykrmu, bez dotace BAL, mohl usetiit az 1 600
K¢.

V piipadé, ze do managementu chovu piezvykavcu jsou
zatazeny rostliny s vysokym obsahem BAL, je anthelminticka 1écba
potieba pouze v individualnich ptipadech, coz znacné snizi naklady
na hromadnou 1é¢bu. Zaroven dojde ke zkraceni doby vykrmu.
Finan¢ni zisk, ktery v zvyse uvedenych divodi, vznikne na jednom
jehnéti, Ize po zapocteni nepifedvidatelnych negativnich vliva
odhadnout na c¢astku 1200 K¢, coz po piepoctu na celé stado
predstavuje vyrazny ekonomicky pfinos.
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