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Ovéreni ucinnosti anthelmintik pomoci testu viability larev
Haemonchus contortus

Souhrn

Diplomova prace se zaméfuje na studium paraziti malych prezvykavci, konkrétné pak
na Haemonchus contortus, ktery je zodpovédny za zna¢né naruSeni welfare a zdravi malych
prezvykavci a ekonomické ztraty v zemédélstvi. Onemocnéni zplisobené H. contortus se
nazyva haemonchoza.

Prace systematicky predstavuje biologii a ekologii hlistic, do kterych je H. contortus
zatrazen, a zkouma morfologii, fyziologii a zivotni cyklus tohoto specifického parazita. Dale se
zaméfuje na mechanismy, jimiz parazit vyuziva k preziti a Sifeni mimo télo hostitele, vcetné
podminek nezbytnych pro jeho vyvoj ve volném prostiedi.

Jednim z hlavnich cil prace je testovani viability larev L3 a L4 H. contortus po aplikaci
anthelmintik konkrétné ivermektinu, moxidektinu a benzimidazolu, pomocti in vitro metod, a
nasledna evaluace fenotypu larev v prubéhu testa.

Z vysledkd vyplynulo, ze nejic¢inn€js§im anthelmintikem byl ivermektin, jehoz G¢innost
v zavislosti na koncentraci dosahovala 83,67 % - 98,02 %. Nasledoval moxidektin s hodnotami
77,61 % - 90,70 %. Utinek benzimidazolu na larvy Ls a La byl nejslabsi s pramérnymi
hodnotami 70,60 % — 7,41 %, to mize byt zpisobeno i tim, Ze je primarné ovicidni. Uginnost
anthelmintik je pfimo zavisla na jejich koncentraci. Nespravna volba davkovani anthelmintik
je jednou z pficin vzniku rezistence.

Haemonchoza je vazné onemocnéni, které muze zpusobit uhyn zvifat, proto je jeji
kontrola zasadni. KfeSeni problematiky miizou prispét i alternativni metody tlumeni
haemonchozy. Dale je nutné si uvédomit, ze riizné preparaty s anthelmintickymi G¢inky rizné
pusobi rizna stadia H. contortus. Budouci vyzkum by se mél zaméfit na vhodnou kombinaci

latek s anthelmintickymi u¢inky a mél by zahrnovat jak in vitro, tak in vivo experimenty.

Klicova slova: in vitro test, vlasovka slezova, fenotyp, chemoterapeutika



Evaluation of anthelmintic efficacy using the Haemonchus
contortus larval

Summary

The thesis focuses on the study of parasites of small ruminants, specifically
Haemonchus contortus, which is responsible for significant welfare and health disturbances in
small ruminants and economic losses in agriculture. The disease caused by H. contortus is
called haemonchosis.

The thesis systematically introduces the biology and ecology of nematodes, including
H. contortus, and examines the morphology, physiology, and life cycle of this specific parasite.
It further focuses on the mechanisms by which the parasite utilizes for survival and spread
outside the host's body, including conditions necessary for its development in the environment.

One of the main goals of the thesis is to test the viability of L3 and L4 larvae of H.
contortus after the application of anthelmintics, specifically ivermectin, moxidectin, and
benzimidazole, using in vitro methods, followed by the evaluation of larval phenotypes during
the tests.

The results revealed that the most effective anthelmintic was ivermectin, with efficacy
ranging from 83.67% to 98.02% depending on the concentration. Moxidectin followed with
values ranging from 77.61% to 90.70%. The effect of benzimidazole on L3 and L4 larvae was
the weakest, with average values of 70.60% to 7.41%, likely due to its primarily ovicidal nature.
The efficacy of anthelmintics is directly dependent on their concentration. Incorrect dosing of
anthelmintics is one of the causes of resistant strains.

Haemonchosis is a serious disease that can cause animal deaths, so its control is crucial.
Alternative methods for controlling haemonchosis may contribute to solving the problem. It is
also important to note that different anthelmintic preparations work differently on various stages
of H. contortus. Future research should focus on suitable combinations of anthelmintic

substances and should include both in vitro and in vivo experiments.

Keywords: in vitro test, Haemonchus contortus, phenotype, chemotherapeutics
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1 Uvod

Mezi prvni domestikovana zvifata vyuzivana ¢lovékem jednoznacné patti predci ovcei a
koz. Spolu s vyvojem Zivoc¢iSnych druhd, jako je naptiklad ovce domaci, dochazi k vyvoji jejich
parazitd. Ovce domaci stejné jako ostatni mali prezvykavci je hojn€ vyuzivana ¢lovékem at uz
na arovni intenzivniho zemédé€lstvi nebo v drobnéjsich chovech. Vsechny typy chovi se
potykaji s vyskytem parazitarnich nakaz. Jednim z nejvyznamnéjSich paraziti malych
prezvykavci a velbloudi je kosmopolitni Haemonchus contortus, ktery pii vhodnych
podminkach dokaze napachat znacné ekonomické a hospodarské Skody v zivocisné vyrobé.
Jedna se o gastrointestinalniho parazita vyskytujiciho se v abomasu.

H. contortus svému hostiteli zpisobuje onemocnéni zvané haemoncho6za. Mezi hlavni
pfiznaky patii ubytek vahy, anémie a s tim spojené blednuti sliznice, nedostatek bilkovin a
v horsich ptipadech 1 smrt. Haemonchozu tlumime za pomoci 1€¢iv nazyvanych anthelmintika.
Ty uCinkuji v rizné mife na vétSinu vyvojovych stadii. Rezistence H. contortus vuaci
anthelmintikim a zhorSujici se situace zvySuje potiebu prozkoumat alternativy v prevenci,
kontrole Sifeni a eliminace této infekce.

Prvni kapitola literarni reSerSe je vénovana skupin€ paraziti zvanych Nematoda, do
které fadime praveé H. contortus. Jsou zde diskutovany ruzné aspekty biologie a ekologie hlistic,
které jsou dulezité pro pochopeni jejich vyznamu jako paraziti hospodatskych zvirat. Dalsi cast
prace je vénovana samotnému parazitu H. contortus. Jsou zde popsany jeho morfologické
charakteristiky, fyziologie a zivotni cyklus. Diiraz je kladen na mechanismy, které tento parazit
vyuziva k §ifeni a preziti mimo télo hostitele. VEetné charakteristiky vhodnych podminek pro
jeho vyvoj ve volném prostiedi. Nasledujici ¢ast prace se zabyva zménami v téle hostitele
zpusobenymi hematofagnim H. contortus. Jsou zde popsany patologické zmeény, imunitni
reakce a dalsi aspekty, které jsou dulezité pro pochopeni vlivu této infekce na zdravi a produkci
v chovu hospodarskych zvirat.

Anthelmintika jsou klicovym nastrojem v tlumeni haemonchodzy, ale vzhledem k rostouci
rezistenci parazitl je dulezité zkoumat Gcinnost t€chto 1éCiv a mozné alternativy. V této praci
je provedeno testovani rezistence larev H. contortus vuci tfem rdaznym anthelmintikiim:
ivermektinu, moxidektinu a benzimidazolu. Tato anthelmintika byla testovana v raznych
koncentracich. Zaroven byl fotografovan a vyhodnocovan fenotyp larev v prub&hu testovani.



2 Védecka hypotéza a cile prace

2.1 Védecka hypotéza

Existuje rozdil v u¢innosti anthelmintik (ivermektinu, moxidektinu a thiabendazolu) v
eliminaci larev Haemonchus contortus.

2.2 C(ile prace

Cilem prace je pomoci in vitro metody otestovat viabilitu larev vlasovky slezové
(Haemonchus contortus) ve vybranych koncentracich ivermektinu (IVM) a moxidektinu
(MOX) a vyhodnotit fenotypy larev v prubéhu testu.
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3 Literarni reSerse

3.1 Charakteristika Nematoda

Vyznam terminu Nematoda pochazi ze slova ,,nema®, €ili nit’ nebo vlakno (Rajan 2009;
Taylor et al. 2007). Jedna se o velmi pocetnou skupinu organismu, ktera mize zit jak voln€, tak
paraziticky. Vyskytuji se kosmopolitn€é. Spoleénym znakem je bilateralné symetricky tvar téla,
ktery je ne€lankovany postupné€ zuzujici se na obou koncich (Gardner 2013). Variabilita
zivotniho cyklu a hostiteld poukazuje na schopnost adaptace (Blanxter 2003). Dle
morfologickych znakt jako je naptiklad stavba ust a hltanu, jsou zastupci Nematoda déleny do
taxonomickych skupin (Dorris et al. 1999). Povrch téla je pokryt kutikulou, pod kterou je
hypodermis. Kutikula je bezbarva, lehce prisvitna vrstva, ktera obsahuje kolagen (Taylor et al.
2007). Kutikula povrch téla nejen kryje, ale zasahuje do vSech télnich otvort, hltanu, Gstniho
otvoru, genitalniho a rektalniho otvoru (Hendrix & Robinson 2014). Tvorba kutikuly probiha
v hypodermis. Je tvorena tfemi zakladnimi vrstvy, a to je kortex, matrix a bazalni zona.
Prislusnost k druhu ovliviiyje specifické podvrstvy kutikuly hlistice. Kortex funguje jako
polopropustna membrana (Thorp & Covich 2001). Kutikula je oporou téla a také slouzi k
pohybu hlistice a plni funkci ochrané bariéry. Radialni ryha, pfipominajici ¢lanky, se nachazi
na povrchu kutikuly a je oznaCovana za pseudosegmentaci. Na povrchu se nachézi tada
vybézku, zeber, vyduti, papil, trni a hiebent, které vyborné slouzi pii druhové determinaci
(Weischer a Brown 2000).

Dychaji pomoci povrchu téla. Pseudocel je neprava télni dutina, zajistuje transportni
funkci a je i jeho oporou. Travici soustava zacina Ustni dutinou (stoma), pokracuje hltanem,
sttevem, kone¢nikem a anusem (Weischer & Brown 2000). Ustni dutina byva zpravidla §iroka
a je opatfena zuby nebo bodcem. Za pomoci sekrecnich zlaz posunuje svalnaty hltan potravu
do stieva (Thorp & Covich 2001). Stfevo je tvofeno jednoduchou trubici. U samic je zakonceno
anusem a u samcu usti do kloaky (Weischer & Brown 2000).

Nematoda jsou gonochoristi s riznorodymi vyvojovymi cykly, ale existuji zde néjaké
vyjimky (Anderson 2000; Blanxter 2003). U samct je pohlavni soustava tvofena neparovym
trubicovitym varletem, chdmovodem, semennymi vacky a vyvodnym kanalkem, ktery vyuastuje
v kloace. Kopula¢ni organ je v zadni Casti téla, kterd byva zahnutd nebo spiralové stoCena.
Nazyva se kopulacni burza neboli bursa copulatrix, kterd byva Casto vyztuzena zebry a
papilami coz slouzi k druhové determinaci. Neni vyjimkou ani pfitomnost piidatnych
kopulacnich struktur jako jsou spikuly a gubernakulum. U samic se pohlavni soustava sklada
z 1-2 trubicovych vajecnikt, vejcovodu a délohy (Blaxter 2011; Lambshead & Boucher 2003).

3.1.1 Haemonchus contortus

Haemonchus contortus byl poprvé popsan Cobem (1898) a Rudolphim (1803) jako
Strongylus contortus (Veglia 1915). Radi se do nad&eledi Trichostrongyloidea a parazituji
hlavné malé prezvykavce, ale i dobytek. Tento druh je abomasalnim parazitem zkoumanym
celosvétové pro jeho patogenitu a ztraty v produktivité zvifat (Besier et al. 2016). Pri
prozkoumani slezu nakazeného zvifete l1ze u dospélct snadno detekovat pohlavi diky jejich
morfologii, ktera se vyznacuje valcovitym télem dlouhym asi 2-3 cm. U samic 1ze pozorovat
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bilé vajecniky, které se spiralovité vinnou kolem stiev obsahujici krev (Taylor et al. 2016). Pod
mikroskopem lze pozorovat viditelné pohlavni organy, tudiz sam¢i burzu a samici vulvu. Tyto
znaky charakterizuji jejich polymorfismus (Carta et al. 2009). Gilleard a Redman (2016) uvadi,
ze bylo popséano 14 morfologicky rozdilnych vulev u samic H. contortus.

H. contortus je kosmopolitni parazit. Parazituje v gastrointestinalnim traktu
prezvykavct a velbloudt. Dospélci v travici soustaveé produkuji velké mnozstvi vajicek, které
s exkrementy odchazeji do prostfedi. Tato vajicka se potom dale vyvijeji ve vykalech ve
vnéjSim prostiedi napt. na pastve. Infekeni stadia larev se takto dostavaji do prostredi a nakazi
pasouci se hostitele. Pfitomnost parazita se zjiStuje laboratorné koprologickym vySetfenim
flota¢nimi metodami. Infekce timto parazitem byvaji asymptomatické, ale mlad’ata a neimunni
zvitata jsou nachylna k subklinickym onemocnénim. Klinické projevy zahrnuji anémii, prijem,
hypoproteinémii, snizeny rast a ve vaznych pripadech uhyn. Emery et al. (2016) zminuje, ze
dospély jedinec a vétsi larvy Ls mohou sat az 30 pl za den. (Nath et al. 2021) srovnava nazor
studie Taylor et al. 2015, kde tvrdi, Ze H. contortus a H. placei jsou jednim druhem, kdy H.
contortus je kmenova adaptace na domaci piezvykavce. Tento vyrok vSak vyvratil Amarante
(2011), ktery poukazal na morfologické, biologické a genetické dukazy o existenci obou druht.

H. contortus ma protahly az nitkovity tvar téla a ma tizkou zaoblenou hlavu. Jeho distalni
Cast je stfedné dlouha a zpravidla mirn€ zalomena. Délka jeho té€la u samct ¢inni 10-20 mm a
Sitka 0,4 mm. Samice jsou veétsi a jejich prumérna velikost dosahuje 18-30 mm a §itka 0,5 mm
(Angulo-Cubillan et al. 2007). Dospély samec i samice maji licni kapsuli a dlouhy jicen a maji
klinovité kréni papily. Samci maji kopulaéni burzu asymetrickou se dvéma odli§nymi laloky.
Samice maji tenky rovny SpiCaty ocas. Vulva se nachédzi v zadni tfetiné téla. Je pokryta
napadnou kulatou fasou (Nath et al. 2021).

3.1.1.1 Vyvojovy cyklus a klimatickd omezeni

Vyvojovy cyklus H. contortus je ptfimy, proto se jedna o geohelminta a nemé mezihostitele
ve svém cyklu. Dospélci parazituji na sliznici slezu, kde samice kladou vajicka, ktera odchazi
s exkrementy do vnéjsiho prostiedi (Zajac et al. 2012). Vyvojovy cyklus lze rozdélit na dvé
stadia, kdy prvni je volné zijici v prostiedi a druhy v hostiteli zivici se paraziticky (Laing et al.
2013). Za priznivych podminek se ve vajicku vytvori larva L, ktera zije volné a pozdéji se
transformuje do stadia L> (Bush et al. 2001; Brightling 2006). Ob¢ tyto stadia se zivi bakteriemi
obsazenymi v exkrementech hostitele (Walken-Brown et al. 2008). Poté, co stadium L» ¢astecné
prejde na stadium L3, vytvori si dal§i vrstvu kutikuly a neni schopno ziskavat ziviny z bakterii
(Bush et al. 2001). Mnozstvi energie, které zliistava po fazi L, je klicové pro preziti larev ve
stadiu L3 (Brightling 2006). Stadium L; a L jsou neinfekéni. Infekéni stadium L3 slouzi
k pfenosu na budouci hostitele (Laing et al. 2013). Larvy ve stadiu L3 opoustéji exkrementy,
putuji po trave diky ranni rose a vlhkosti, protoze vyuzivaji povrchového napéti vody k pohybu
(Brightling 2006). Poziené infek¢ni stadium L3 svlékne ochranou kutikulu a migruje do sliznice
slezu (abomasum), kde se pfeménni v L4 (Angulo-Cubillan et al. 2007). Nasleduji dvé dospéla
stadia, kdy sexualné nezrala dospéla stadia mohou byt nékdy nazyvana Ls (Walken-Brown et
al. 2008). Kdyz dospéli jedinci H. contortus dosdhnou dospélosti, zacinaji se parit a klast
vajicka, ¢imz zapocinaji novy cyklus reprodukce.
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Pii vyvoji mimo hostitele je H. contortus limitovan prostfedim, predevSim nizkymi
teplotami. Upfednostiiuje teplé a vlhké prostiedi, proto je jeho vyskyt vyssi v tropickych
oblastech (O. Connor et al. 2006). H. contortus je velmi ptizpuasobivy Sirokému spektru
prostiedi, nicméné jeho vyskyt je velmi Casty i u nas, a dokonce se dokazal ptizpusobit i
v severskych zemich (Waller & Chandrawathani 2005).

Jeho vysoky bioticky potencidl mu dava schopnost vyuzit kratké obdobi podminek
vhodnych pro vyvo} mimo hostitele a schopnost preziti L3. L4 maji schopnost hypobiozy
(adapta¢niho mechanismu). Genetické rozdily v toleranci enviromentalnich podminek vznikly
v dasledku vysoké trovné polymorfismu poskytuji kmentm H. contortus vyhodu pfi
klimatickych zménach. Proto se H. contortus a tedy i haemonchéza vyskytuji témer ve vSech
oblastech, kde se chovaji ptezvykavci, bez zavislosti na klimatickém pasmu. Vyskyt H.
contortus je kromé podnebi tedy srazek a rozsahu teploty dale zavisly i na mnozstvi dostupnosti
hostiteld. H. contortus muze piezivat i v suchych oblastech diky hypobidzy (Besier 2016).

Pocet vyloucCenych vajicek u H. contortus je 5000-15000 za den na samici. Nejkratsi
prepatentni perioda je cca 15 dnli a zivotni cyklus trva 20 dnt, coz déla z H. contortus ze vsech
sttevnich Nematoda, nejrychleji se reprodukujiciho se parazita. V dasledku toho je geneticka
variabilita velmi vysoka a umoziuje okamzitou reakci na zmény klimatu, hostitele a 1écby
(Kaplan 2004, Troell et al. 2006, Rose et al. 2014).

Rychlost doby lihnuti vajicka koreluje s jeho velikosti. Mensi vajicka se lihnou rychleji,
zatimco vétsi se dokazou lihnout i pfi nizSich teplotach (Besier et al. 2016).

V tropickych a subtropickych oblastech je limitujici pro vyskyt H. contortus mnozstvi
destovych srazek. V mistech s dlouhymi a horkymi obdobimi sucha je vné&jsi piezivani
infek¢nich larev zanedbatelné, zde dochéazi predevsim k hypobidze L4 (Gibbs 1986; Michel
1974; Eysker & Kooyman 1993). Za pficinu vzniku hypobiozy jsou pfisuzovany sezonni zmeny
klimatu (Connan 1971; Muller 1968). Existuje predpoklad, ze hypobioza je adaptaci na preziti
zimy v oblastech mirného pasu, pro vyvoj volné zijicich stadia (Blitz & Gibbs 1972; Waller &
Thomas 1975). Allonby & Urtquhart (1975) nepotvrdil vyskyt hypobidzy v tropickych a
subtropickych oblastech ve vyssi Cetnosti.

Hrozba H. contortus je v mirném pasmu sezonni, zimy zde nejsou dostatecné chladné a
teploty v 1ét€ dostatecné vysoké, aby omezily vyskyt infek¢nich larev. Hlavnim omezenim je
sucho a zimni nizké teploty omezujici vyvoj vajicek. Nejvyssi vyskyt je v oblastech s letnimi
srazkami. (Swan 1970; Veglia 1915). Pii primérnych mésicnich teplotach 18 °C a minimalnich
srazkach do 50 mm byla pozorovana nizsi nakaza H. contortus (Gordon 1948). Rossanigo &
Gruner (1995) stanovili optimalni podminky pro vyvoj z vajicka do L3 na teplotu 28 °C a
vlhkost nad 70 %. Zadny nebo minimalni vyvin vaji¢ek byl pozorovan pii teploté 9 °C a nizsi
(Silverman & Campbell 1959).

El-Ashram et al. (2017) prinesli dukazy o pfimé korelaci mezi problémy s
gastrointestinalnimi hlisticemi a srazkami béhem obdobi destd v rozvojovych zemich, kde jsou
chovana hospodaiska zvitata. Dale Attindehou et al. (2012) zaznamenali v Beninu vyznamnou
souvislost mezi mirou haemonchézy a ro¢nimi obdobimi. Minimalni a maximalni infek¢ni mira
byla zaznamenana v lednu (sussi mésic) a v ¢ervenci (mesic s vyssimi srazkami). Tyto sezonni
trendy v prevalenci parazitarnich infekci mohou pomoci pfi navrhovani efektivnich strategii
kontroly, coz je prospésné zejména pro chov koz a pramysl (Singh et al. 2015). Kromé téchto
environmentalnich faktort bylo zjisténo, ze i dalsi proménné mohou ovlivnit parazitarni infekce
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u malych prezvykavci: napiiklad vyziva, management stada jako je preplnénost, Spatné fizeni
a hygiena, genetické faktory zahrnujici plemeno hostitele, v€k a pohlavi zvirete (Knox et al.
2006; Mandonnet et al. 2003; Barnes et al. 2001; Saddiqi et al. 2011; Solomon-Wisdom a Matur
2014; Singh et al. 2015; Attindehou et al. 2012; Poddar et al. 2017).

Attindehou et al. (2012) zjistili, Ze neexistuje signifikantni rozdil ve véku, ptivodu, pohlavi
ani druhu zvifete, ackoli zvirata mladsi nez jeden rok, predevs§im kozy, byla nejvice nakazena.
Nakonec, jak uvadi Tasawar et al. (2010), jak hmotnost téla, tak reproduk¢ni stav hostitele
ovliviluji vyvoj parazitarni infekce prostfednictvim rozvoje ziskané imunity s postupnym
nartstem hmotnosti s vékem zvifat.

3.2 Hostitelé

Hlistice H. contortus je znamy jako hlavni patogen malych prezvykavci. Ma vysoky
bioticky potencial a za ptiznivych podminek mize zptsobit rozsahlé ztraty. Néktera plemena
ovci a koz mohou byt velice nachylna na infekci H. contortus a infekce muze byt vysoce
patogenni (Waller & Thamsborg 2004). Podle Kern et al. (2014) jsou masna plemena ovci
nejvice ohrozena infekci gastrointestinalniho traktu.

3.2.1 Obranné mechanismy traviciho traktu

Hostitelské obranné mechanismy proti hlisticim zahrnuji specifickou a nespecifickou
imunitu, pficemz kolem obdobi porodu klesa pfirozena imunita. Specificka imunitni odpovéd’
se sice rozviji pomaleji, ale je cilena pfimo na parazity a ma urc¢itou formu paméti. Nespecificka
imunita neni pfimo zaméfena na potlaCeni parazit, ale spiSe vytvari bariéru a reaguje na
"antigen" stejnymi mechanismy po kazdém setkani. Tim casteCné brani uchyceni parazitd v
organismu hostitele a rozvoji infekce. Periparturientni oslabeni imunity (PPRI) oznacuje obdobi
kolem porodu, kdy imunita klesa. Toto oslabeni zacina asi 2-4 tydny pred porodem, pokracuje
6-8 tydni a poté se imunita postupné obnovuje. Béhem PPRI je kliCové zajistit spravnou
nutri¢ni vyzivu zvifat, protoze potieba zivin v tomto obdobi vyrazné stoupa (Houdijk 2000;
Houdijk 2008; Pernthaner et al. 2006).

3.2.2 Zmény v téle zpusobené parazity

Pokles pfijmu krmiva zapficinuje ztratu produktivity zvifat nakazenych parazity.
Nechutenstvi neni jedinym dasledkem infekce parazity, ale disledkem muZze byt i zména
stfevni Cinnosti, motility, gastrointestinalni sekrece, traveni a vstfebavani. Fox et al. (1989a)
zjistili, Ze zmény ve stievni motilité spocCivaji ve vyrazném sniZeni rychlosti prachodu stfevem
u telat nakazenymi hlisticemi. Bueno et al. (1975, 1982) prokazali, ze u ovci infikovanych H.
contortus a T. axei nastaly vyrazné poruchy motility stfev. Gregory (1985) predpokladal, ze
tyto zmény cirkulujicich hladin gastrointestinalnich hormont, napf. gastrinu, jsou reakci na
zmény pH ve slezu. Motilitu stfev muze také ovlivnit cholinesterazy gastrointestinalnich hlistic
(McKellar 1993).
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3.2.3 Imunitni systém

Opakované vystaveni parazitim muze vést k vytvoreni ochranné imunity u ovci proti
budoucim infekcim H. contortus (Barger et al. 1985; Christie et al. 1978; Miller et al. 1983).
Schopnost ovci odolavat patogennim ucinkam této infekce zavisi na slozité interakci nékolika
faktort, jako je uroven vyzivy, fyziologické charakteristiky, stav biezosti, pohlavi, vék a
ptitomnost vrozené a adaptivni imunity u hostitelského zvifete (Andronicos et al. 2010; Hein
et al. 2010; Saddiqi et al. 2011). Imunitni systém hraje klicovou roli v poskytovani ochrany
proti t€émto parazitarnim infekcim a je ovlivnén dédi¢nosti (Wakelin 1985) a polygenni povahou
(Kemper et al. 2009).

Infekce ovci H. contortus zpusobuje patologické zmény ve slezu, které souviseji s
naruSenim sliznice (Nicholls et al. 1985) a s hyperplazii mnoha buné¢nych linii, v€etné bunek
produkujicich hlen (Scott et al. 1998; Scott et al. 1999), lymfocyti (Gorrell et al. 1988),
mastocytt (Miller 1996), granulocytt s globulemi (Stankiewicz et al. 1993) a eosinofil (Balic
et al. 2006).

3.3 Haemonchoza

H. contortus je nejpatogennéjsi bézné€ se vyskytujici hlistici, a to kvili svému zptisobu
obzivy a rychlému genera¢nimu intervalu pfi pfiznivych podminkéach pro vyvoj stadii mimo
hostitele. Patofyziologie haemonchézy a s ni souvisejici klinické pfiznaky jsou spojeny
predev§im s anémii vznikajici krev sajicim H. contortus (Dunn 1978; Levine 1980; Urquhart et
al. 1996). Ubytek krve je pozorovan az s objevenim L4 (Monnig 1950; Veglia 1915). Dle
(Dargie & Allonby 1975; Hunter & McKenzie 1982) je anémie zjistitelna 10-12 dni po infekci.
Odhadované mnozstvi ztraty krve je 30-50 ml krve denné dle (Clarke et al. 1962; Dargie &
Allonby 1975). Dle Albers & Le Jambre (1983) je denni ztrata krve u ovci 30 ml po uplynuti
11 dni od infekce v rozsahu 10 000 infekcnich larev H. contortus.

Mira ztraty krve u hostitele souvisi s po¢tem dospélct H. contortus v organismu, jelikoz
existuje korelace mezi ztratou krve a mnozstvim larev (Le Jambre 1995). Vysledek infekce H.
contortus je ovlivnén rychlosti pfijmu infekcnich larev, schopnosti organismu odmitat larvy a
schopnosti nahrady krve.

Dle intenzity infekce a reakci hostitele muze byt haemonchoza fazena do tii skupin
syndromt (Dunn 1978; Urquhart et al. 1996). Pii vzacng€j§i hyperakutni formé dochazi
k obrovské ztrat€é krve v dusledku silné infekce az 30 000 H. contortus. Kdy dochazi
k hemoragické gastritidé a terminalni anémii (Dunn 1978). Umrti nastava néhle bez jakychkoli
pfiznaka nemoci, ale s pfiznaky t€zké anémie u mnoha prezivsich. Diagndza je mozna az pii
pitve detekci larev a krvacenim na povrchu sliznice.

U akutni haemonchoézy se v pribéhu 4-6 tydnt od infekce vyvine silna anémie. Pfitomnost
larev v hostiteli je odhadovana na 2000-20000 jedinct H. contortus (Urquhart et al. 1996),
piicemz ve vykalech se muze vyskytovat vice nez 50 000 vajicek na gram (Dunn 1978). Dargie
& Allonby (1975) definovali tfi stadia vyvoje anémie v pribéhu onemocnéni akutni
heemonchozy s pocatecnim poklesem objemu packed cell volume (PCV) krevnich elementt po
dobu pfiblizné 6 tydna po infekci a zjevnym zotavenim v dusledku poklesu krevniho tlaku coz
je kompenzacni erytropoéze u zvirat, ktera prezila. V nasledujicim obdobi vSak mize dojit
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k snizeni PVC v dusledku nedostatecné krvetvorby a vycCerpani krevnich bunék. V téle dochazi
1 zasoby zeleza a proteinu. Pii postmortalnim vySetieni bude kadaver bledy se
submandibularnim edémem, coz odrazi hypoproteinémii zptsobenou ztratou krve. Krev byva
vodnatd a ma problémy s hemokoagulaci. Sliznice slezu je Casto zdufela s krevnimi vyrony a
pfichycenymi parazity na povrchu. Histopatologické zmény souvisejici s akutni haemoncho6zou
zahrnuji traumatické poskozeni povrchu sliznice a stopy bunéné imunologie (Hunter &
McKenzie, 1982; Silverman & Paterson 1960).

Chronicka haemonchoza se vyznacuje mensimi infekcemi trvajici delsi dobu (Allonby &
Urquhart 1975; Dunn 1978). Chronicka haemonchéza muze probihat bez pov§imnuti, projevi
se az pii zvySeném piijmu larev a tim 1 zvySené infekci parazity nebo pfi zhorSeni vyzivného
stavu. ZhorSeni vyzivného stavu snizuje schopnost hostitele tolerovat patogenni ucinky.
Syndrom byl poprvé popsan v Keni na zéklade€ pozorovani (Allonby & Urquhart 1975) a dale
v pasteveckém prostfedi Australie, kde jsou srazky nizké a proménlivé béhem ro¢nich obdobi
a trva malé zatizeni hlisticemi (Cobon & O Sullivan 1992; De Chaneet & Mayberry 1978;
Roberts & Swan 1981). Nejcastéjsi vyskyt chronické haemonchozy je v obdobich neptiznivych
pro vyvoj volné zijicich stadii H. contortus a je ¢asto doprovazen infekcemi jinymi helminty.

Chronicka forma haemonchézy se muze vyskytnout, ale i tam, kde jsou epidemie
haemoncozy bé&zné, ale casteCn€é ucinnd preventivni opatfeni zabrafuji vzniku akutni
haemonchozy. Zvyseni dopadu infekce H. contortus muze urychlit snizeni krmné davky nebo
snizeni jeji kvality. Vyrazny rozdil v toleranci a odolnosti vii¢i H. contortus byl prokazan u ovci
s krmnou déavkou s extrémné nizkym obsahem bilkovin ve srovnani s ovcemi, které dostavaly
krmné dopliiky (Abbott et al. 1986a; Nnadi et al. 2009; Wallace et al. 1996) a to i v pfipadé
podobné intenzity infekce (Abbott et al. 1986b; Wallace et al. 1996). Snizeni produkce mléka
u ovci je spojovano s chronickou haemoncho6zou (Thomas & Ali 1983) 1 koz (Nnadi et al. 2009)
a CasteCna agalakcie, neschopnost mlécné zlazy, u ovci piispiva k snizeni rastu jehniat. Efekt
chronické infekce H. contortus u ovci s horsi trovni vyzivy souvisi s nizkou dusikovou bilanci
(Abbott et al. 1985a; Rowe et al. 1988) a do jisté miry i s nechutenstvim (Abbott et al. 1985a;
Holmes 1987), jak se bézné stava u infekci mnoha trichostrongylidnimi hlisticemi (Fox 1997).
Suplementace bilkovin vede ke zvySené odolnosti ovci vuci H. contortus, je nejvétsi u plemen
nebo jednotlivych ovci, které jsou nachylnéjsi k infekci (Abbott et al. 1985b; Kahn et al. 2003;
Steel 2003). Kromé toho rozdil v patogenité je zptasoben i riznymi kmeny H. contortus (Hunt
et al. 2008), ktefi uvadeéji genomicke i fyziologické rozdily mezi australskymi kmeny. Dale
Angulo-Cubillan et al. (2010), ktefi uvadi rozdilnost mezi §pan€lskymi a skotskymi kmeny.

3.3.1 Klinické priznaky

Klinické ptiznaky u haemonchdzy zavisi na poctu hematofagnich dospélych jedinct
ptitomnych ve slezu. Dale na vnimavosti a vyzivném stavu. Pfiznaky uvadéné majitelim a
veterinarnim lékaitim se lisi, jak v rychlosti nastupu, tak v ramci stada. Vyvoj haemonchézy od
infekce po thyn popsal Ross & Gordon (1936).

Nejcastéjsim klinickym znakem u riiznych hospodatskych zvirat je variabilni stuperi
anémie, ktery je ovlivnén délkou a intenzitou infekce a fadou dalSich faktort. Neexistuje
spojeni mezi infekci a vékovou kategorii, nicméné onemocnéni ¢astéji postihuje jehniata, ktera
neprosla pfirozenou imunitou vici helmintim. Anémie se také vyskytuje u laktujicich ovci a
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koz kvili periparturientni relaxaci vaci rezistenci (O'Sullivan & Donald 1973) a obcas i u
dospélych zvirat, ktera byla nedavno zaclenéna do stada, ve kterém se H. contortus vyskytuje.
Existuje pfirozena variabilita imunitnich reakci mezi jednotlivei v rameci stada v dané oblasti,
ktera muze byt vyuzita k vyslechténi rezistentniho plemene vici H. contortus (Preston &
Allonby 1979; Woolaston & Baker 1996) nebo k vybéru odolnych zvirat (Bissett & Morris
1996) plemena se lisi v odolnosti vii¢i haemonchoze (Mugambi et al. 1997; Preston & Allonby
1979), s vyhodou pro plemena adaptovana na dané lokality (Besier et al. 2016). Vyzivny stav
ovliviluje zavaznost ptiznaki haemonchozy (McArthur et al. 2013), stejné jako soucasna
infekce jinymi parazity nebo nemocemi.

Pii hyperakutni haemonchéze dochazi k nahlému uhynu bez predchozich ptfiznaka
anémie. Bledost sliznic je typickym znakem anémie, ktera je nejlépe pozorovatelna na
spojivkach. Existuje uzky vztah mezi barvou spojivek a stupném anémie.

Prace s ovcemi a nedavné studie na laboratornich zvifatech naznacuji, ze signaly sytosti
v mozku souvisi s nechutenstvim b&hem stfevnich infekci, spiSe nez s upravami v hladinach
peptidi v téle. Dulezité jsou také zmény v gastrointestinalni funkci, predev§im mechanismy,
které zpisobuji zvysenou sekreci urcitych latek v travicim traktu, jako je pepsinogen a gastrin.

3.3.2 Hospodarsky vyznam

Dle (McLeod 2004; Perry et al. 2002; Emery et al. 2016; Jamalm et al. 2016) je
haemonchoza povazovana za hospodaisky nejvyznamnéjsi onemocnéni zpusobené parazitem.
Je to ovlivnéno pfiznivymi podminkami pro rozvoj H. contortus, rokem, rocnim obdobim,
podminkami prostredi a rezistence vii¢i anthelmintikim. Onemocnéni vede k vysoké mortalit€.
Nejvétsi ekonomicky dopad je v chovech s intenzivnimi komerénimi podminkami v oblastech
s pfiznivymi podminkami. AvSak Skody v tradi¢nich systémech nejsou zdaleka zanedbatelné
zvlasteé pokud jsou zvirata chovana v extenzivnich podminkach a ¢asto se zhorsuji v obdobich
omezeni dostupnych potravnich zdroja. DalSim problémem je také cenova dostupnost
anthelmintik (Vatta & Lindberg 2006). Jako ptimy dusledek klesa jak vytéznost masa zvifat,
tak pfijmy malych zemédélcti. Soucasné s rostoucim, a ne vzdy dobfe zdivodnénym
pouzivanim anthelmintik se paraziti stdvaji stale odoln€jsim. Dale, vysoké naklady, omezena
dostupnost anthelmintik, zbytky 1é¢iv ve finalnich produktech a zivotnim prosttedi po jejich
pouziti jsou dal§imi faktory, které mnoho zemédélct odrazuji od jejich pouzivani v nekterych
rozvojovych zemich (Knox et al. 2000).

(Kelly et al. 2010) ve své studii tvrdi ze uhyny u plemene merino vétsi nez 10 % z velké
Casti zpusobila haemonchéza. Vétsina téchto uhynulych ovci byly bahnice. Byly zde ale
znatelné rozdily mezi jednotlivymi roky (Kelly etal. 2010). V tropickych oblastech dochazi k
vyznamnému poklesu rustu a produkce mléka u malych prezvykavci, coz ma za nasledek ztraty
ve vyrobe, zejména u stad chovanych na pastvé (Andrea et al. 2011).

Uginky infekci H. contortus na produkci malych prezvykaved se dle Julienne et al. (2021)
tykaji predev§im produkce mléka, jak z hlediska mnozstvi, tak kvality. Nicméné ucinky infekci
H. contortus na produkci mléka u koz a ovci nejsou ve srovnani s mléénymi kravami dostate¢né
zdokumentovany (Julienne et al. 2021). Pfi porovnani mlééného vytézku u ovci orélné
infikovanych 2500 larvami H. contortus tydné béhem biezosti a laktace Thomas a Ali (1983)
hlasili vyrazny ubytek hmotnosti a snizeni mlééného vytézku o 23 %, coz bylo vice nez u
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strojové dojenych koz infikovanych trikrat larvami L3 H. contortus v padesati dennich
intervalech (Hoste & Chartier 1993). Nedavné studie odhalily jesté vy$si miru snizeni produkce.
V Italii byl zaznamenan vyznamny efekt haemonchézy na produkci mléka, s nejvySSim
mléénym vytézkem u oSetfenych koz (Rinaldi et al. 2007).

Ve studii provedené v Argentin€ byl zjistén vyznamny rozdil v primérné celkové produkci
mléka mezi oSetfenymi a neoSetifenymi kozami (Suarez et al. 2017), kde oSetfené kozy
vykazovaly narast celkové produkce mléka o 41,8 %. Dale byly hodnoceny ucinky infekci H.
contortus na délku laktace, kdy byla zaznamenana delsi doba laktace ve skupiné 1écené dietou
s vysokym obsahem bilkovin ve srovnani se skupinou s normalni dietou (Chartier et al. 2000).
Anthelminticka 1écba pozitivné ovlivnila délku obdobi dojeni (Suarez et al. 2009) a naopak byl
zaznamenan negativni efekt infekci H. contortus na délku obdobi dojeni (Suarez et al. 2017).
Tyto rizné vysledky mohou vysvétlit pozitivni korelaci mezi 1é€bou haemonchézy a trvalym
zvySenim produkce mléka (Rinaldi et al. 2007). Studie také zduraziiuje negativni efekt infekci
H. contortus na kvalitu mléka (Rinaldi et al. 2007). Tyto zjisténi nejsou v souladu s dfivéjsimi
studiemi (Hoste & Chartier 1993).

Dopad chronické infekce H. contortus je obtizné posoudit, protoze je nejvyznamneéjsi
v oblastech extenzivni pastvy, kde se pozorovani provadi méné Casto, Qama et al. (2012)
uvadéji vyznamné ztraty v produkci zvitat, zatimco Fabiyi (1987) zaznamenal vyznamné ztraty
zpusobené kombinovanymi infekcemi helminty v chovu v mnoha africkych zemich, casto
spojenymi s H. contortus. Casto dochazi k uhyniim n&kolik mésict po infekci a je spojen s
nedostateCnymi vyzivovymi podminkami (Allonby & Urquhart 1975).

3.4 Terapie haemonchdézy

Vyznamni parazité se dokazi ucinné vyhybat imunitnimu obrannému systému hostitele a
potlacuji jeho snahu o vypuzeni parazita (McSorley & Maizels 2012). Drive se k potlaceni
helmintéz vyuzivaly ptirodni zdroje, zejména rostliny, jako je tabak, vla§sky ofech, pelynék,
hiebicek, semena kalonji, Cesnek, kaprad’ samec, ananas, kfemelina, soja a dalsi lusténiny, nebo
smeési medu, vody a octa. V soucasnosti vSak mame k dispozici Sirokou Skalu antiparazitnich
preparatt (Yadav & Singh 2011). V poslednich letech se ov§em navraci trend pouzivani rostlin
k tlumeni haemonchozy kvili rezistencim. Cilem terapie neni kompletni eliminace parazitl, ale
udrzeni jejich populace pod kontrolou tak, aby nepfedstavovala zivot ohrozujici nebezpeci pro
hostitele (Getachew et al. 2007). Jak uvadi Hartl et al. (2012), nejbézné&jsi metodou v potlaceni
helmintdéz v soucasnosti je vyuziti anthelmintik, coz jsou léky urCené k lécbe téchto
parazitarnich infekci. Nicméné ke kontrole parazitarnich onemocnéni je dulezité pristupovat
komplexné (Niemann 2013).

Chybné uzivani anthelmintik vede k anthelmintické rezistenci. Jednou z moznosti, jak resit
rezistenci proti anthelmintikiim, jsou vakciny. V soucasné dobé je na trhu jedina vakcina urcena
proti gastrointestinalnim hlisticim, konkrétné pro druh H. contortus u ovci (znama pod
komer¢énim nazvem Barbervax). Nicméné, v testech na kozach a vétSich prezvykavcich nebyla
dostatecné ucinna (Meier et al. 2016). Zatim je mozné ji vyuzivat pouze v Australii, Jizni Africe
a s urCitymi vyjimkami ve Velké Britanii. V soucasné dob¢ probiha vyvoj a testovani dalSich
potencialnich vakcin pro zbyvajici druhy hlistic parazitujicich u prezvykavcu. Jednim z nich je
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napfiiklad vakcina urena proti 7. circumcincta, na niz byla testovana rekombinantni vakcina s
cilem snizit celkovy pocet parazitickych vaji¢ek u ovci (Nisbet et al. 2016).

3.4.1 Anthelmintika

Anthelmintika jsou preparaty urcené k potlaCovani helmintt. SlouZzi k jejich inaktivaci,
paralyze nebo usmrceni (Silvestre et al. 2002). V minulosti byla pouzivana anthelmintika, ktera
se jiz v soucasnosti nepouzivaji pro jejich toxicitu a nebezpecnost pro zivotni prostiedi. Jedna
se napiiklad o chlorované uhlovodiky a organofosfaty (Smith & Sherman 2009). Mezi
nejCastéji pouzivana anthelmintika u malych prezvykavcu patii latky jako thiabendazol,
albendazol, fenbendazol, ivermektin, moxidektin, levamisol, morantel a pyrantel (Kaplan 2004;
Zajac & Garza 2020).

Anthelmintika lze rozdélit do tfi hlavnich skupin: benzimidazoly, do druhé skupiny patii
imidazothiazoly (levamisoly) hydropyrimidiny (parantel/morantel) a tfeti skupinou jsou
makrocyklické laktony (avermektiny a milbemyciny), mechanismus u¢inku se 1i§i v kazdé
skupiné anthelmintik (Colese 2006, Silvestre et al. 2002).

Dle Abbot et al. (2012) 1ze anthelmintika rozdé€lit do péti skupin: benzimidazoly,
tetrahydropyrimidiny, makrocyklické laktony, imidazothiazoly a aceto-aminonitrilové
derivaty. Je kliové aplikovat vhodné anthelmintikum, idedlné s uzkym spektrem ucinku, na
ktery je parazit citlivy, v dostate€né davce a po dostate¢né dlouhou dobu. Podani nespravného
anthelmintika nebo poddavkovani, coz znamena podani nizs§i davky 1éciva nez terapeuticka,
patifi mezi hlavni faktory, které pfispivaji k rychlému vzniku klinické rezistence (Hansen &
Perry 1994).

V soucasné dobé je jiz dostupny rozsadhly vybér anthelmintik, nejCastéji se
Sirokospektralnim ucinkem, nebo se specifickou ucinnosti proti parazitarni infekci (Hansen &
Perry 1994). Laing et al. (2013) uvad¢ji, ze H. contortus je v souCasné dobé pravdépodobné
nejvice experimentalné vyuzivanou hlistici, a to pfedev§im v oblastech vyvoje novych
anthelmintik, vyzkumu anthelmintické rezistence a vakcin. Vzhledem k tomu, ze dospélé
samice jsou pomérné velké a produkuji tisice vajicek denné€, tak poskytuji velky dostatek
biologického ¢i genetického materialu pro vyzkum. Vyhodou je tézZ moznost konzervace
infek¢nich larev zmrazenim se zachovanim jejich zivotaschopnosti ¢i moznost provadéni in
vivo studii v€etn€ genetického kiizeni v prostredi pfirozeného hostitele (Laing et al. 2013).

3.4.1.1 Benzimidazoly

Jedna se o prvni skupinu Sirokospektralnich anthelmintik. Lee (2002) fadi do této skupiny
i dva probenzimidazoly a to febantel a thiofanat. Tyto latky jsou vytvareny synteticky a
vykazuji fadu biologickych aktivit (Lee 2002). V roce 1961 zacal byt pouzivan tiabendazol jako
prvni ze Sirokospektralnich anthelmintik (Brown et al. 1961). Schvalenymi preparaty z této
skupiny jsou napiiklad albendazol a fenbendazol (Zajac 2006).

Benzimidazoly plsobi tim, ze narusuji vazbu B-tubulinu helmintu, coz vede k inhibici
polymerace mikrotubuld. Vzhledem k tomu, Zze mikrotubuly jsou nezbytné pro transport
sekreCnich granul a enzymi v cytoplazmé, dochazi k nasledné bunécné smrti (Sutherland &
Scott 2009; Lee 2002; Laudisi et al. 2020). Tento proces vede k destrukci podkozi, svalového
epitelu a stfeva parazita (Lacey 1988). Mechanismus téchto reakci ucinné likviduje hlistice,
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motolice, prvoky a tasemnice (Lee 2002). Dale dochazi k utlumu tvorby gametocyt a zamezeni
tvorby gamet (Hanser et al. 2002).

Tyto latky jsou dobfe tolerovany organismem nakazenym parazity a predavkovani je s
vétsinou komercné dostupnych pripravka témér nemozné. Jejich ucinek na rizné druhy a stadia
parazitl je ovlivnén farmakokinetikou jednotlivych sloucenin, coz zpiisobuje vyznamné rozdily
v ramci skupiny benzimidazolt. Polocas rozpadu téchto latek je priblizn€ 10 hodin (Epe 2009).
Podle farmakokinetiky téchto latek se doporucuje snizeni krmné davky u malych prezvykavca,
jako jsou kozy a ovce, 12 az 24 hodin pted aplikaci, aby se zpomalil prichod latky travicim
traktem a zvysilo se vstfebavani pripravku. Dilezité je si uvédomit, ze kozy maji rychlejsi
metabolismus nez ovce a pottfebuji proto vyssi davky 1éciva (Zajac 2006).

Benzimidazoly jsou zndmé pro svou mirnou toxicitu, avSak u né€kterych z nich, jako je
kambendazol, albendazol, mebendazol, parbendazol a oxfendazol, je jejich pouziti béhem
brezosti omezeno kvuli jejich schopnosti vyvolat vrozené vady plodu (Lee 2002). Obecné plati,
ze pokud nevyvinula cilend parazitni populace rezistenci, jsou tyto piipravky velmi u¢inné proti
Sirokému spektru paraziti, vCetné H. contortus, Trichostrongylus spp., Teladorsagia
circumcincta, Oesophagostomum spp., Nematodirus spp. a Strongyloides spp., avSak mén¢é
ucinné jsou proti Trichuris spp. Tato skupina anthelmintik je obvykle povazovana za relativné
bezpecnou (Smith & Sherman 2009).

Benzimidazoly se podavaji peroralnég, injek¢né, aplikaci na kiizi tzv. spot-on nebo pour-on.
Obvyklé davkovani proti hlisticim se pohybuje v rozmezi 5-10 mg/kg, s vyjimkou
thiabendazolu (Lee 2002).

3.4.1.2 Imidazothiazoly

Imidazothiazoly/tetrahydropyrimidiny jsou skupinou anthelmintik, z niz se nejcastéji
pouzivaji tetramizol a levamizol. Tyto latky selektivné ovliviiuji synaptické a extrasynaptické
acetylcholinové receptory, coz vede k spastickému ochrnuti helminti a jejich naslednému
vyloudeni z t&la hostitele (Sutherland & Scott 2009). Uginnost téchto 1é¢iv je podobna jako u
benzimidazol, av§ak proti Nematodirus spp. muze byt jejich ucinek jesté ucinnéjsi.

Farmakokinetika levamizolu se u koz lisi od farmakokinetiky u ovci. Polocas rozpadu
levamizolu u koz je 222 minut, pfi¢emz priblizné 55 % se vylucuje moci a 30 % stolici. Méné
nez 1 % z celkové davky se vylucuje do mléka (Smith & Sherman 2009).

3.4.1.3 Makrocyklické laktony

Nejnovéjsi tfidou anthelmintik jsou makrocyklické laktony, jako jsou avermektiny a
milbemyciny, které jsou fermentovanymi derivaty pfirodnich produktd (Sutherland & Scott
2009). Prirodni avermektiny jsou produktem plisné Streptomyces avermitilis, pivodné
izolované z pudnich vzorkd v Japonsku, zatimco pfirodni milbemyciny pochazeji od
Streptomyces spp., které byly izolovany po celém svété. V soucasnosti se nejcasteji pouzivaji
nezménéné molekuly pfirodnich produktt, jako jsou abamektin, doramektin a milbemycin D,
ale také semi-syntetické molekuly odvozené z ptirodnich avermektint, jako jsou ivermektin,
eprinomektin a selamektin, a dale 1 milbemyciny, mezi které patii milbemycin, oxim a
moxidektin (Lee 2002).
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Tyto latky ovliviiyji kyselinu gama-aminomaselnou a chloridové kanaly
prostiednictvim receptortt (Bowman et al. 2002; Laudisi et al. 2020). Coz vede k zvySeni
permeability chloridovych iontl, bunééné hyperpolarizaci, paralyze a smrti hlistice (Laudisi et
al. 2020). Tato G¢inna mista se vyskytuji u mnoha druht hlistic a ektoparaziti, ale u tasemnic
a motolic jsou velmi omezena, coz vede k jejich pfirozené rezistenci vuci témto latkam.
Ochrnuti parazita je zpusobeno uzavienim téchto kanala (Bowman et al. 2002).

3.4.2 Anthelminticka rezistence

Narust piipadu rezistence na anthelmintika je stale astéjsi a zptisobuje hrozbu pro chovy
malych prezvykavcil, s novymi pfipady zaznamenanymi i u skotu. Jiz dlouhou dobu je znamo,
ze kmeny téchto hlistic jsou schopny vyvinout rezistenci proti danému anthelmintiku v pomérné
kratkém case (Conway 1964 v Kaplan 2004). Tato schopnost zptisobuje znacné Skody a
problémy v celosvétovém potlaovani parazitd. Jejich rezistence ma negativni dopad nejen na
samotna hospodarska zvifata, ale také na farmare a konecné spottebitele, stejné jako na
celkovou ekonomiku a produktivitu tohoto primyslu. Z tohoto divodu je presna identifikace
kmene velmi dulezita.

Rezistence patogent je v posledni dobé pomérné Castym tématem ve védecké oblasti, at’
uz hovorime o rezistenci bakterialni, virové, nebo v nasem pripadé gastrointestinalnich hlistic.
Podle smeérnic Svétové asociace pro pokrok ve veterinarni parazitologii miizeme rezistenci
definovat jako dédi¢nou zménu citlivosti na anthelmintikum v populaci parazitickych Cervi,
kdy terapeuticka davka, ktera obvykle poskytuje vice nez 95% uspésnost eliminace dospélych
cervl, poskytuje uspé€snost méne nez 80 % (Geary et al. 2012). Pti kazdé anthelmintické 1écbé
rozmnozuji a predavaji své rezistentni geny dalsim generacim (Prichard 1990). Podle Verma et
al. (2018) lze vyvoj rezistence rozdélit do tri hlavnich fazi: Prvni faze citlivosti je pfi prvnim
pouziti anthelmintika, kdy je frekvence rezistentnich alel a jedinct v populaci nizka. Druha faze
pfechodu, kde dochéazi k postupnému zvySovani rezistentnich alel s castéjsi expozici
anthelmintiku. Posledni, tfeti faze rezistence je vysledkem selekéniho tlaku s vysokou
pocetnosti alel v populaci.

Dalsim z faktort vedoucim k vzniku rezistence muze byt dle Silvestre et al. (2002)
frekvence anthelmintickych 1éCebnych cykld, tedy Casté pouzivani anthelmintik ve stejné
skupiné pripravkd béhem jednoho roku. Obrat stada je také zpisob, kterym lze prenaset
rezistentni kmeny parazitl, zvlasté pokud je to v obdobi pouzivani anthelmintik. VSechny tyto
faktory vzajemné interaguji a jsou hlavnimi rizikovymi faktory pfispivajicimi k selekci
rezistentnich parazitu.

Existuje mnoho potencialnich pficin, které by mohly vést k netc€innosti anthelmintik, a
teprve po zvazeni téchto moznosti bychom méli zvazit podezieni na rezistenci. Mezi tyto
pficiny patii podle Torres-Acosta & Hoste (2008) chybné skladovani, coz mize vést ke snizeni
ucinnosti, expirace pripravku, Spatné davkovani v dusledku nespravného odhadu hmotnosti
zvitete nebo poSkozeni davkovaciho zafizeni, a nedostateCna karanténa novych zviftat.

Rezistence je zavaznym problémem u ovci, ale 1 u koz, pfedevsim téch mlécnych. Podle
Hoste et al. (2002) je vyS3si prevalence rezistence u mlécnych koz spojena predev§im s Castym
oSetfovanim, vzhledem k jejich nizsi schopnosti vyvinout imunitni odpovéd na infekci.
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Rezistence byla jiz hlaSena u vSech hlavnich parazitickych hlistic u koz pro vSechny 3 skupiny
anthelmintik. Rezistence vic¢i jednomu Iéku ze skupiny znamena rezistenci vuci v§em ostatnim
1ékiim ve skupiné, protoZze maji stejny mechanismus ucinku. Vyjimky v ramci skupiny jsou
zpusobeny rozdily v ucinnosti, ale jsou jen docasné (Hoste et al. 2002).

Vyzkum provedeny Gasbarre et al. (2009) objevil ptitomnost H. contortus u skotu, ktery
se pasal na pastvinach, jez nebyly vyuzivany pro ovce nebo kozy po dobu pies 40 let. Dalsi
nedavna evropska studie naznacuje, ze vice nez 96 % vajicek paraziti vylu¢ovanych skotem,
ktery se dostava na krmisté, patii H. contortus. Tato infekce vyznamné snizuje produkéni
parametry u zvifat, ktera nebyla oSetfena anthelmintiky (Arsenopoulos et al. 2022).

3.4.3 Neprimé metody tlumeni haemonchozy

Cilem snizeni zdroje kontaminace je pferusit vyvojovy cyklus gastrointestinalnich
hlistic tim, ze se eliminuje infestace pastvin a tim minimalizyje riziko kontaktu mezi hostiteli a
infek¢nimi larvami L3 (Paolini et al. 2004). Existuje nekolik metod kontroly pastvin, které maji
tento cil dosahnout. Tyto metody se zakladaji na tfech hlavnich principech: prevence, vyhybani
se zdroji a snizovani zamoreni pastvin (Pomroy 2006). Prevence spociva v umisténi zdravych
zvirat na pastviny, které neobsahuji larvy L3, zatimco vyhybani se zahrnuje presun oSetfenych
zvitat s anthelmintiky z kontaminovanych pastvin na ¢isté pastviny (Julienne et al. 2021).

ZvySeni odolnosti hostitele 1ze dosahnout dvéma zplsoby, a to vybérem geneticky
odolnych zvifat nebo zlepSenim jejich stravy. Vybeér zvitat odolnych vici gastrointestinalnim
hlisticim predstavuje dlouhodoby pfistup ke snizeni pouzivani syntetickych anthelmintik
(Pomroy 2006). Takovy postup by teoreticky snizoval infestaci hostiteli a postupné by
redukoval kontaminaci pastvin. Geneticka variabilita v odolnosti vici gastrointestinalnim
hlisticim byla pozorovana bud mezi riznymi plemeny nebo u jedinct stejného plemene (Bishop
a Morris 2007). Nicménég, vybér odolnych zvifat mize mit urcita omezeni, jako je riziko
zvySené nachylnosti hostitele k jinym patogentim (Gruner et al. 1998) nebo nepfiznivy vliv na
produktivitu (Stear & Murray 1994; Gray 1997). Navic tyto programy vybéru odolnych zvitat
jsou dlouhodobymi projekty, které musi brat v ivahu lokalni chovatelské podminky, dostupnost
plemen a chovatelské cile (Pomroy 2000).

Gastrointestinalni hlistice vazné narusuji fyziologii traveni a zptsobuji zvySené potieby
hostitele na vyzivu, aby vyrovnal silné poruchy metabolismu bilkovin a energie (Hoste et al.
2005). Obecné plati, ze metabolismus bilkovin je vice ovlivnén gastrointestinalnim
parazitismem nez metabolismus energie (Coop & Kyriazakis 1999). V disledku toho se studie
zamétuji na vyhody suplementovani bilkovin. Bylo navrzeno, ze strategie imunonutriceutik
muze pfinést vyhody, protoze zlepSeni krmné davky vedouci k vétsi odolnosti mize snizovat
dopady subklinickych infestaci a posilovat imunitni odpovéd’ (Hoste et al. 2008).

Celosvétove se vzrustajici vyskyt rezistence anthelmintik stal podnétem k priuzkumu
vyuziti rostlin a jejich extraktd jako alternativniho pfistupu k eliminaci gastrointestinalnich
hlistic u prezvykavcu. Tyto 1éCivé rostliny jsou relativné cenoveé dostupné, pfijimany zemédélci
a jsou dostupné lokalné (Athanasiadou et al. 2007; Hoste et al. 2011).
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4 Metodika

Testy viability larev Haemonchus contortus byly provadény v parazitologické laboratori
katedry zoologie a rybaistvi FAPPZ CZU. Larvy Ls byly ziskavany z Univerzity Hradce
Kralové.

V dalsi fazi experimentu byly larvy kultivovany do stadia L4 metodou in vitro. Zalozeni
kultivace probihalo modifikaci dle Yilmaz et al (2017). Pouzity kmen larev H. contortus byl
ISE Inbred Susceptible Edinburgh, MHco3). Samostatna kultivace spocivala v simulovani
podminek traviciho traktu malych prezvykavci. Bylo odebrano 30 ml suspenze obsahujici larvy
ve stadiu L3 z kultivacni nadoby, ve které byly larvy skladovany v lednici pfi 4 °C. Do této
suspenze byl pipetou pfidan 1 ml chlornanu draselného (12% NaClO) a nasledné byla vlozena
do tfepacky na 15 minut pfi teploté 37 °C a intenzitou tfepani v poctu 185 pohybt za minutu.
Bylo nutné zkontrolovat pod mikroskopem, zda larvy svlékly kutikulu. Poté byla suspenze
sto¢ena v centrifuze na 500 g po dobu 5 minut, pipetou odsana tekutina a dvakrat proplachnuta
v PBS. Proplachnuti probihalo v 30 ml PBS a nastaveni centrifugy bylo stejné a stoCeni
probihalo ihned po pfidani PBS. Nasledné byly larvy umistény do proplachovaciho média.

Pti praci v prostiedi sterilniho boxu byly dodrzovany tyto postupy: pracovni plocha byla
vzdy predem oSetfena UV svétlem a poté otfena dezinfekcnim roztokem 70 %. Timto roztokem
byly omyty vSechny véci, které byly pouzivany ve sterilnim boxu. Pfi pipetovani se Spickou
pipety se niceho nedotykalo. Po ukonceni prace ve sterilnim boxu byla pracovni plocha znovu
ocisténa roztokem ethanolu a box oSetfen UV svétlem. Pfi manipulaci s titracni destickou a
termostatem vzdy byly vydezinfikované ruce. Titracni desticka byla otevirana pouze ve
sterilnim prostiedi boxu a odebrany material z titracni desticky, pro foceni, nebyl vracen zpét.

Priprava proplachovaciho média probihala ve sterilnim prostiedi ve flowboxu. Do 50 ml
BME (Basal Medium Eagle) bylo pfidano 500 pl prenstepu (penicilin + streptomycin ze 100x
koncentratu) a 500 ul antibiotika-antimykotika (penicilin + amphotericin B ze 100x
koncentratu). Ve sterilnim prostiedi bylo nasledné odsano PBS ze zkumavky a bylo doplnéno
proplachovaci médium. Zkumavka byla pfemisténa do termostatu na dobu 2 hodin pii 37 °C a
5% COz.

Ptiprava kultivatniho média spocivala v smichani 440 ml BME, 50 ml FBS, 5 ml
antibiotik-antimykotik a 5 ml penstrep.

Po 2 hodinach byly larvy centrifugovany pii 500 g po dobu 5 minut. Néasledné bylo odsato
proplachovaci médium té€sn€é nad larvy. Do této zkumavky bylo pfipipetovano kultivacni
médium v mnozstvi 6 ml. Do dvou jamek bylo dano pouze Cisté medium bez larev pro kontrolu,
tyto jamky vzdy byly oznaCeny kfizkem. Pro rovnomeérné rozdéleni larev byly larvy
promichany pipetou pted pipetovanim do kazdé jamky.

Titracni destiCka byla zakryta vickem, popsana a vlozena zpét do termostatu pii 37 °C a
5% CO». Kazdy den byl kontrolovan stav média v kultivaci, predevsim jeho barva, pokud
zacalo zesvétlovat, bylo nutné médium vymenit. Opét za sterilnich podminek ve sterilnim boxu
bylo opatrné odsato médium od hladiny az k larvam a nasledn€ doplnéno novym.

Doba kultivace je piiblizné 8-14 dni. Poté byly larvy v kultivacni desticce spocitany a
vyfotogratovany. Nasledné byla do titracni desticky pfipipetovana anthelmintika do celkového
objemu 200 pl, konkrétné ivermektin Aglycon, moxidexin a benzimidazol (thiabendazol).
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Tento test byl zalozen ve 3 opakovénich pro kazdou koncentraci 1éciva a tfi jamky byly
ponechany pouze s médiem pro kontrolu. B€hem testu byly potfizovany fotografie procesu.

4.1 Priprava roztoku ivermektinu

Pro testy viability byly potfebné roztoky ivermektinu o riznych koncentracich. Na
pfipravu zasobniho roztoku ivermektinu bylo smichano 8,75 mg ivermektinu v 1 ml DMSO
(dimethylsulfoxid) ve vysledné koncentraci 10 mM. Ze zasobniho roztoku o koncentraci 10
mM byly nafedény koncentrace 1 mM, 100uM, 10 uM a 1 uM.

n
C=—=
v

= =>m=c.MV
M.V

< |z|3

m (ivermektin) = ¢ M.V 10 mM . 875,1 g/mol . 1 ml = 0,01 M . 875,1 g/mol . 0,001 L
=0,008751 g = 8,75 mg
Tabulka ¢. 1: Koncentrace ivermektinu

Vysledna Pipetovani do jamek Oznaceni

koncentrace koncentrace

v jamce

3uM 6 ul ze 100 uM zasobniho roztoku + 194 ul média s H. | konc. 1
contortus

2,5 uM 5 ul ze 100 uM zasobniho roztoku + 195 ul média s H. konc. 2
contortus

2 uM (ICsp) 4 ul ze 100 uM zasobniho roztoku + 196 ul média s H. konc. 3
contortus

1,5 uM 3 ul ze 100 uM zasobniho roztoku + 197 ul média s H. konc. 4
contortus

1 uM 2 ul ze 100 uM zasobniho roztoku + 198 ul média s H. konc. 5
contortus

0,1 uM 2 ul ze 10 uM zasobniho roztoku + 198 ul média s H. | konc. 6
contortus

0,01 uM 2 ul ze 1 uM zasobniho roztoku + 198 ul média s H. | konc. 7
contortus
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4.2 Priprava zasobniho roztoku moxidexinu

Pro piipravu zasobniho roztoku bylo pouzito 6,4 mg moxidexinu, které byly rozpustény
1 ml DMSO, vysledna koncentrace tohoto zasobniho roztoku byla 1 mM. Dal§imi nafedénymi
koncentracemi z 10 mM byly 1 mM, 100 uM a 10 uM.

m (moxidektin) = .M.V = 10 mM . 639,82 g/mol . 1 ml = 0,01 M . 639,82 g/mol . 0,001 L =
0,006398 g = 6,4 mg

Tabulka ¢. 2: Koncentrace moxidektinu

Vysledna Vysledna koncentrace v jamce Oznaceni

koncentrace v koncentrace

jamce

0,5 uM 10 ul ze 10 uM zasobniho roztoku + 190 ul média s | konc. 1
H. contortus

0,4 uM 8 ul ze 10 uM zasobniho roztoku + 192 ul média s | konc. 2
H. contortus

0,3 uM 6 ul ze 10 uM zasobniho roztoku + 194 ul médias | konc. 3
H. contortus

0,25 uM (ICso) 5 ul ze 10 uM zasobniho roztoku + 195 ul médias | konc. 4
H. contortus

0,2 uM 4 ul ze 10 uM zasobniho roztoku + 196 ul médias | konc. 5
H. contortus

0,15 uM 3 ul ze 10 uM zéasobniho roztoku + 197 ul média s | konc. 6
H. contortus

0,1 uM 2 ul ze 10 uM zasobniho roztoku + 198 ul médias | konc. 7
H. contortus
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4.3 Priprava zasobniho roztoku Thiabendazolu

K piipravé zasobniho roztoku Thiabendazolu bylo pouzito dvou pomocnych roztoka A a
B. Pro pfipravu roztoku A bylo pouzito 50 mg TBZ a rozpusténo v 5 ml 100 % DMSO. Pro
ptipravu roztoku B bylo pouzito 1 ml roztoku A a 9 ml 100% DMSO. Néasledné byly do lahvicek
rozpipetovany v mnozstvi uvedeném v tabulce. Do jamek bylo nasledovné vzdy pipetovano 1,9
ul média s H. contortus a 0,1 pl thiabendazolu.
Tabulka €. 3: Koncentrace thiabendazolu

Vysledna koncentrace v | 100 % DMSO (ml) Roztok B (ul)
jamce

0,5 uM 9 1000

0,3 uM 9,4 600

0,2 uM 9,6 400

0,1 uM 9.8 200

0,05 uM 9.9 100

0,025 uM 9,95 50

0,01 uM 9,98 20

Vysledky byly zaznamenany v programu Microsoft Excel a nasledné zpracovany
v programu Statistica 14.
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5 Vysledky

V této diplomové praci je vyhodnocena ucinnosti tfi riznych anthelmintik (ivermektin,
moxidektin a thiabendazol) pfi eliminaci larvalnich stadii H. contortus Lz a Ls. Kazdé z téchto
anthelmintik bylo testovano v sedmi koncentracich. Cilem bylo vyhodnotit pomoci in vitro
metody viabilitu larev H. contortus ve vybranych koncentracich ivermektinu (IVM),
moxidektinu (MOX) a thiabendazolu (TBZ). V pribé&hu testu byly vyhodnoceny fenotypy larev
v laboratornich podminkach. Hodnoceni ucinnosti anthelmintik bylo provedeno sledovanim
zmén v podilu larvalnich stadii po dobu tfi po sobé nasledujicich dni. Vysledky téchto
experimentll poskytuji cenné informace o schopnosti jednotlivych anthelmintik eliminovat
larvy H. contortus.

Graf celkového priméru ucinnosti anthelmintik pro vSechny

koncentrace
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Obrazek ¢. 1: Graf celkového priméru ucinnosti anthelmintik pro vS§echny koncentrace

Z grafu €. 1 je patrné, ze nejucinngjSim anthelmintikem je ivermektin, ktery vykazuje
vyznamné snizeni poctu zivych larev. Moxidektin také prokéazal u¢innost na srovnatelné irovni
jako ivermektin. Benzimidazol 2 ma nejniz§i u€innost ve srovnani s ostatnimi anthelmintiky. U
benzimidazolu 1 neni tak vyrazné zvyseni poctu mrtvych larev, coZ mize naznacovat mensi
ucinnost tohoto anthelmintika na larvy L. Je dalezité zdraznit, Ze Gi¢innost anthelmintik mize
byt ovlivnéna nejen koncentraci, ale také dalsimi faktory, jako je odolnost parazitii nebo jejich
starim.

Descriptive Statistics (List1)
Variable ValidN | Mean | Minimum | Maximum | Std.Dev.
Ivermektin v 7 90,14963 8367347  98,01980  6.08925
Moxidektin A 7 85.86854 77.61194 91,81818 468762
Benzimidazol 1 7 5020714  17,30769 7058824 21.76920
Benzimidazol 2 7 2936822 7.40741 56,75676  21.07962

Obrazek €. 2: Vystup z programu Statistica
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Pro proménnou ivermektin bylo zaznamenano 7 platnych pozorovani. Primérna
hodnota ucinnosti je 90,15 s minimalni hodnotou 83,67 a maximalni hodnotou 98,02.
Smérodatna odchylka je 6,09.

Stejné jako u ivermektinu bylo u moxidektinu také provedeno 7 platnych pozorovani.
Primérna ucinnost tohoto 1é¢iva je 85,87 s minimem 77,61 a maximem 91,82. Standardni
odchylka je 4,67.

Pro proménnou benzimidazol 1 bylo rovnéz zaznamenano 7 platnych pozorovani.
Primérna ucinnost je 50,21 s minimem 17,31 a maximem 70,59. Standardni odchylka je 21,79.

Posledni proménna benzimidazol 2, ma opét 7 platnych pozorovani. Primérna ucinnost
tohoto 1éCiva je nejnizsi ze vSech, s hodnotou 29,37. Minimalni u¢innost je 7,41 a maximalni
56,76. Standardni odchylka je 21,08.

5.1 Ivermektin

Ivermektin (v %)
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Obrazek €. 3: Graf procentualni u¢innost IVM v eliminaci larev L3 a L4

Tento graf zobrazuje primérné hodnoty procentualni ucinnosti ivermektinu. Kazdy
sloupec predstavuje prumeér tfi opakovani testu dané koncentrace ivermektinu. Hodnoty jsou
vyjadfeny v procentech. Z grafu vyplyva, ze ¢im vyssi koncentrace ivermektinu tim vySsi
ucinnosti v eliminaci larev. Konkrétné koncentrace €. 1 je nejvysSsi a dosahuje nejvyssi
ucinnosti v eliminaci larev, zatimco koncentrace €. 7 je nejnizsi a dosahuje nejnizsi ucinnosti.

Pred zahajenim aplikace anthelmintik byly larvy spocitany, byl ur€en pomeér L3 a L4 a
byly potizeny fotografie pro porovnani fenotypu larev. V grafu je zobrazeno, zZe s klesajici
koncentraci klesa i1 procentualni uspésnost ucinnosti anthelmintik. Po aplikaci anthelmintik do
jamky se larvy zacCaly shlukovat v horni ¢asti jamky. L4 po 24 hodinach zacinaji umirat, jejich
pocCty se snizuji. Larvy L3 projevuji spiSe pomalejsi pohyb, ale od koncentrace 4 jsou L3 zivé)si
a larvy L4 vypadaji méné zasazeny. Po 48 hodinach larvy projevuji spiSe pomalejsi cukavy
pohyb a larvy L4 zac¢inaji vymirat. Jsou pocitany pouze larvy, které maji minimalné zasazené
struktury.
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5.1.1 ANOVA

ivermektinu.

ivermektinu.

HO: neexistuje statisticky vyznamny rozdil mezi alesponl jednou dvojici koncentraci

H1: existuje statisticky vyznamny rozdil alespori mezi jednou dvojici koncentraci

Hladina vyznamnosti alfa byla 0,05 a byla zvolena jednofaktorova ANOVA.

Univariate Tests of Significance for UspéSnost (ANOVA)
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

SS Degr.of | MS ‘ F ‘ p
Effect Freedom |
Intercept | 1687353 1 1687353 3002458 0.000000
Konc. 6248 6 1041 18.563 0.000006
Error 78.7 14 56

Obrazek €. 4: Vystup z programu Statistica
Hodnota F = 30024,58 a p-hodnota < 0,0001 naznacuji, Ze existuji statisticky vyznamné

rozdily mezi alespoti jednou dvojici koncentraci ivermektinu v spé$nosti snizovani populace
H. contortus. Tento vysledek ukazuje, ze rizné koncentrace ivermektinu maji riizny tG¢inek na

eliminaci populace larev H. contortus.
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Obrazek €. 5: Vystup z programu Statistica
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Scheffe test; variable Uspésnost (ANOVA)

Probabilities for Post Hoc Tests

Error: Between MS = 5,6199, df = 14,000

Konc. {1} 2 | @& {4 {5} {6} {7}

Cell No. 96.043 96,798 91,439 87.653 84.927 84,148 | 84459
1 Kon. 1 0,998254, 0,143946 0007352/ 0.000867 0.000484 0,000610
2 Kon. 2| 0,998254 0.328534) 0020067 0.002265 0.001238 0.001573
3 Kon. 3| 0.143946 0,328534 0.698851 0.153630 0.086597 0,109329
4 Kon. 4 0007352 0020067 0,698851 0,909641 0764939 0,830624
5 Kon. 5| 0.000867 0002265 0,153630 0,909641 0.999881 0.999994
6 Kon. 6] 0000484 0001238 0.086597 0,764939 0,999881 0.999999
7 Kon. 7| 0.000610 0001573 0,109329 0.830624 0.,999994 0,999999

Obrazek €. 6: Vystup z programu Statistica

Tento obrazek zobrazuje vysledky Scheffeho testu, ktery slouzi k zjistovani rozdilt
prumérd mezi jednotlivymi koncentracemi ivermektinu. Pravdépodobnosti pro post-hoc testy
jsou zobrazeny v tabulce €. 6, kterd ukazuje, jak se konkrétni koncentrace lis§i od sebe.
Pravdépodobnosti porovnani s ostatnimi koncentracemi jsou obecné velmi nizké. Vysoka
pravdépodobnost mezi koncentracemi ¢. 1 a 2 (0,007352) naznacuje, ze koncentrace €. 1 je
statisticky podobna koncentraci ¢. 2 a vykazuji tak vyssi u€innost nez ostatni koncentrace, ale
statisticky odlisna od ostatnich koncentraci vykazujicich nizsi t¢innost.

Pravdépodobnosti porovnani koncentraci ¢. 3-7 s ostatnimi jsou obecné vyssi nez u
koncentraci €. 1 a 2. To naznacuyje, Ze tyto koncentrace maji mén¢ vyznamné rozdily ve srovnani
s ostatnimi koncentracemi. Napriklad pravdépodobnosti mezi koncentracemi €. 3 a 4, 5, 6, 7
jsou vétsi nez 0,05, coz naznacuje, ze tyto koncentrace jsou statisticky podobné.

Celkove lze z téchto vysledkt usoudit, Ze koncentrace ¢. 1 a 2 maji vyznamné odlisSnou
ucinnost ve srovnani s ostatnimi koncentracemi, zatimco ostatni koncentrace maji mensi
statistické rozdily mezi sebou. Ivermektin nejlépe ti¢inkoval v koncentraci €. 1.

5.1.2 Pomér larev L3, L4 a mrtvych larev vIVM

Nasledujici grafy zobrazuji pomér larev ve dvou fazich (L3, L4) a procentualni podil
mrtvych larev v prubéhu testu viability larev H. contortus ve dvou vybranych koncentracich
ivermektinu a to koncentraci ¢. 1 a 7. Na vodorovné ose pozorujeme postup ¢asu znaceny jako
D+0, D+1, D+2, D+3. Grafy ukazuji podobny trend zvysujiciho se procentualniho podilu
mrtvych larev s Casem po aplikaci ivermektinu. Nejvyraznéjsi narast mrtvych larev je
pozorovan na D+3, coz naznacuje postupny ucinek ivermektinu. Na grafech je patrné, ze po
aplikaci ivermektinu dochazi k postupnému snizovani podilu larev ve fazich L3 a La, coz
naznacuje ucinnost ivermektinu pfi eliminaci larev.
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Pomeér L, L, a mrtvych larev v koncentraci €. 1 IVM
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Obrazek €. 7: Graf poméru L3, L4 a mrtvych larev v koncentraci ¢. 1 IVM

Pomeér L, L, a mrtvych larev v koncentraci €. 7 IVM
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Obrazek €. 8: Graf poméru L3, L4 a mrtvych larev v koncentraci ¢. 7 IVM

Z grafu €. 7 a 13 je patrné, Ze po aplikaci anthelmintik casem narista procentualni podil
mrtvych larev. Zvlaste treti den po aplikaci je zaznamenan vysoky podil mrtvych larev. Tento
trend naznacuje, ze ucinek ivermektinu se projevuje postupné. Nicméneé, zaroven lze také vidét,
ze vySsi koncentrace anthelmintik vede k rychlejsi eliminaci larev a vys$si GspéSnosti ve
srovnani se slab§imi koncentracemi. To naznacuje, ze ucinnost anthelmintik zavisi na jejich
koncentraci, a silnéjsi davky mohou mit intenzivnéj$i ucinek na H. contortus.
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5.1.3 Fenotyp larev H. contortus po aplikaci IVM

Obrazek ¢. 10: Larvy H. contortus D+2 po aplikaci IVM v koncentraci €. 7

U ivermektinu bylo mozno pozorovat, ze larvy L4 po 24 hodinach zacinaji umirat, jejich
pocty se snizuji. Larvy L3 projevuji spiSe pomalejsi pohyb, ale od koncentrace 4 jsou L3
pohyblivéjsi a larvy Ls vypadaji méné zasazeny. Po 48 hodinach larvy projevuji spise pomalejsi
cukavy pohyb a larvy L4 zacdinaji vymirat. Jsou pocitany pouze larvy, které maji minimalné
zasazené struktury. U ivermektinu bylo patrné vétsi poskozeni uvniti larvy. Lze pozorovat jak
zrnitou strukturu, tak poskozeni tvaru larev.
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5.2 Moxidektin

Moxidektin (v %)
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Obrazek €. 11: Graf procentualni ucinnost moxidektinu v eliminaci larev L3 a L4

Tento graf prezentuje prumérné hodnoty procentualni uspésnosti moxidektinu. Kazdy
sloupec reprezentuje pramér tfi opakovani testu dané koncentrace moxidektinu. Hodnoty jsou
udavany v procentech. Z grafu je patrné, ze s rostouci koncentraci moxidektinu roste 1 mira
uspesnosti v eliminaci larev H. contortus.

Z grafu lze vycist, ze ucinnost moxidektinu v eliminaci larev byla nejvétsi pfi
koncentraci ¢. 2. Tato koncentrace dosahla v grafu nejvys$si primérné procentualni Gspesnosti
v eliminaci larev. Zaroven je patrné, ze s rostouci koncentraci moxidektinu tendence k vyssi
ucinnosti roste, coz odpovida ocekavanému ucinku anthelmintik. Nicménég, koncentrace vyssi
nez €. 2 nevykazuji vyrazny narust u¢innosti, coz naznacuje, ze koncentrace ¢. 2 byla optimalni
pro dosazeni maximalni ucCinnosti. Tento vysledek mize byt dulezity pro vybér vhodné
koncentrace moxidektinu pro efektivni kontrolu infekce zptisobené H. contortus.
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5.21 ANOVA MOX

Konc.; LS Means
Current effect: F(6, 14)=19,092, p=.00001
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Obrazek €. 12: Vystup z programu Statistica

Graf zobrazuje grafické znazornéni prameérné ucinnosti aplikace moxidektinu v
jednotlivych koncentracich. Graf ukazuje, ze s klesajici koncentraci moxidektinu klesa i
ucinnost v eliminaci larev.

HO: neexistuje statisticky vyznamny rozdil mezi alesponl jednou dvojici koncentraci
moxidektinu.

H1: existuje statisticky vyznamny rozdil alespori mezi jednou dvojici koncentraci
moxidektinu.

Hladina vyznamnosti alfa byla 0,05 a byla zvolena jednofaktorovda ANOVA.

Univariate Tests of Significance for UspéSnost (ANOVA)
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

SS Degr. of MS ‘ F ‘ p
Effect Freedom
Intercept | 1685664 1 1685684 3042537 0.000000
Konc. 634.7 6 105.8 19.09) 0.000005
Error 77,6 14 55

Obrazek €. 13: Vystup z programu Statistica
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Tato tabulka poskytuje vysledky analyzy rozptylu (ANOVA) pro uspésnost aplikace
moxidektinu v riznych koncentracich. Sumy c¢tverct (SS), stupné volnosti (Degrees of
Freedom), stfedni kvadrat (MS), hodnota F a p-hodnota jsou uvedeny pro efekt koncentrace
(Kconc.). P-hodnota je <0,0001, coz naznacuje, ze existuji statisticky vyznamné rozdily mezi
alespori jednou dvojici koncentraci moxidektinu v Gspésnosti piisobeni na larvy H. contortus.

Scheffe test; variable Uspéénost (ANOVA)
Probabilities for Post Hoc Tests
Error: Between MS = 5 5404, df = 14,000

Konc. {1} 2 | 8 “ ‘ &) {6} {7}

Cell No. 98.043 | 96798 | 91439 | 87653 | 84927 | 84148 | 84.148
¥ Kon_1 0,998183 0,139138 0,006926  0.000807 0.000450 0.000450
2 Kon. 2| 0,998183 0,321080 0.019037  0.002119  0.001155  0.001155
3 Kon. 3| 0.139138  0,321080 0,692267 0.148614 0083232  0,083232
4 Kon. 4] 0,006926 0.019037  0,692267 0,906891  0.759270  0,759270
5 Kon. 5| 0.000807 0.002119 0,148614  0,906891 0,999876  0,999876
6 Kon. 6] 0.000450 0.001155 0,083232 0,759270  0,999876 1,000000
7 Kon. 7] 0.000450 0.001155 0,083232 0759270  0,999876  1,000000

Obrazek €. 14: Vystup z programu Statistica

Scheffeho test poskytuje dalsi detaily o rozdilech mezi jednotlivymi koncentracemi
moxidektinu. Pravdépodobnosti porovnani mezi koncentracemi jsou uvedeny v tabulce. Nizsi
hodnoty pravdépodobnosti (<0,05) naznaCuji statisticky vyznamné rozdily mezi
koncentracemi. Lze fict, Ze koncentrace €. 1 se statisticky vyznamné 1i§i od vétSiny ostatnich
koncentraci. U koncentrace €. 2 podobné¢ jako u koncentrace 1 jsou pravdépodobnosti porovnani
s ostatnimi koncentracemi velmi nizké. To naznacuje, ze koncentrace €. 2 je také statisticky
vyznamné odlisSna od vétSiny ostatnich koncentraci.

Pravdépodobnosti porovnani koncentraci €. 3-7. s ostatnimi jsou obecné vyssi nez u
koncentraci ¢. 1 a 2. To naznacuje, ze tyto koncentrace maji mensi statistické rozdily ve
srovnani s koncentracemi ¢. 1 a 2. Mezi nimi jsou malé rozdily, ale zadna z koncentraci zcela
oddélena od ostatnich.

Celkové lze fici, ze koncentrace €. 1 a 2 maji statisticky vyznamné rozdily ve srovnani
s ostatnimi koncentracemi, které jsou si statisticky podobné. To naznacuje, ze koncentrace €. 1
a 2 jsou pravdépodobné nejucinngjsi pii eliminaci larev H. contortus.

5.2.2 Pomér larev L3, L4 a mrtvych larev v MOX

V prezentovanych grafech je demonstrovan vyvoj larev H. contortus v zéavislosti na
koncentraci anthelmintik v prubéhu experimentu. Zjistuje se pomér mezi larvalnimi stadii L3 a
Ls spolu s procentualnim zastoupenim mrtvych larev v prabéhu Casu a pii ruznych
koncentracich moxidektinu. Na zacatku experimentu (D+0) je pozorovana vyssi Cetnost stadia
L3, s postupujicim ¢asem dochazi k postupné eliminaci stadia Ls. Coz vede ke zvySeni procenta
mrtvych larev, coz maze byt zpuisobeno riznymi faktory, jako je starnuti kultivace nebo ucinky
moxidektinu. Déle je patrny vliv koncentrace moxidektinu na vyvoj larev, tzn. ze vyssi
koncentrace vykazuji vy§si mortalitu larev.
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Pomér L, L, a mrtvych larev v koncentraci ¢. 2 MOX
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Obrazek €. 15: Graf poméru L3, L4 a mrtvych larev v koncentraci ¢. 2 MOX

Pomér L, L, a mrtvych larev v koncentraci ¢. 7 MOX
90
80
70
60

50

40
3
2
| _
. | b
D+0 D+1 D+2 D+3

HL3 (%) WL (%) Mrtvé larvy (%)

o

o O

Obrazek ¢. 16: Graf poméru L3, L4 a mrtvych larev v koncentraci ¢. 7 MOX

Analyza vysledktu grafti ¢. 15 a 16 ukazuje postupny nartust procentualniho podilu
mrtvych larev po aplikaci moxidektinu. Zvlasté v grafu €. 15 je patrny rychly pokles larev L4
jiz od prvniho dne (D+1), zatimco v grafu s nejnizsi koncentraci moxidektinu tento trend zacina

az od D+2. Druhy den po aplikaci anthelmintiku v grafu ¢. 16 dochazi k uplné eliminaci larev
L4.
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5.2.3 Fenotyp larev H. contortus po aplikaci MOX

Obrazek ¢. 17: Larvy H. contortus D+2 po aplikaci MOX ‘konentraci ¢.2

———- o

Obrazek ¢. 18: Larvy H. contortus D+2 po aplikaci MOX v koncentraci €. 7

Po aplikaci moxidektinu do jamek se larvy zacaly shlukovat v horni ¢asti jamky. Oproti
ivermektinu byl patrny rozdil v mnozstvi larev L3 a L. S nizsi koncentraci byla pozorovana
niz8i mortalita. U moxidektinu bylo mozno pozorovat poskozeni jak na povrchu, tak uvnitt
larev. U larev L3 i L4 Ize pozorovat naruseni struktur, larvy maji pokrouceny tvar a lze vidéet

deformace kutikuly.
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5.3 Benzimidazol

Benzimidazol 1 (v %)
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Obrazek €. 19: Graf procentualni u¢innost BMZ1 v eliminaci larev Lz a L4

Graf ¢ 19 prezentuje prumérné hodnoty procentualni uspésnosti aplikace
benzimidazolu 1. Ve sloupcich lze vidét praimér tii opakovani testi. Zjisténi naznacuji, zZe
ucinnost v odstranéni larev H. contortus se zvySuje s rostouci koncentraci ivermektinu. Zvlasté
koncentrace €. 1-3 vykazuji srovnatelné uspé$nosti, zatimco koncentrace ¢. 4-7 vykazuji pokles
v ucinnosti, s koncentraci ¢. 7 dosahujici nejniz§ich hodnot. To ukazuje na nedostateCnou
ucinnost nizsich koncentraci v eliminaci H. contortus, zatimco vyssi koncentrace piispivaji k
vy$si mortalité larev. Tento jev je pravdépodobné spojen s primarnimi ovicidnimi u¢inky
anthelmintika.
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5.3.1 ANOVA BMZ1

Konc. ; LS Means
Current effect: F(6, 14)=6,1707, p=,00244
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Obrazek €. 20: Vystup z programu Statistica

Graf ukazuje prumérnou uspesnost

benzimidazolu 1.

HI1: existuje statisticky vyznamny rozdil alesponi mezi jednou dvojici koncentraci

benzimidazolu 1.

Hladina vyznamnosti alfa byla 0,05 a byla zvolena jednofaktorova ANOVA.

Univariate Tests of Significance for UspéSnostKonc. (ANOVA)
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

SS Degr.of | MS F ‘ p
Effect Freedom |
Intercept | 5382102 1 53821.02 228.1943 0.000000
g 8732.40 6 1455 .40 6,1707 0.002438
Error 3301,99 14 235.86

Obrazek €. 21: Vystup z programu Statistica Test Signifikace
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aplikace benzimidazolu v jednotlivych
koncentracich. Z grafu je patrné, ze primérna uGcinnost klesa se snizujici se koncentraci
benzimidazolu. Nejvyssi procentualni uspésnost tedy vidime u koncentrace €. 1. s hodnotou
70,59 %. Naopak nejnizsi vidime u koncentrace €. 7 s hodnotou 17,31 %.

HO: neexistuje statisticky vyznamny rozdil mezi alesponl jednou dvojici koncentraci



Tato tabulka poskytuje vysledky analyzy rozptylu (ANOVA) pro ucinnost aplikace
benzimidazolu v raznych koncentracich. Sumy Ctverci (SS), stupné volnosti (Degrees of
Freedom), stfedni kvadrat (MS), hodnota F a p-hodnota jsou uvedeny pro efekt koncentrace
(benzimidazol). P-hodnota je 0,002438, coz naznacuje, ze existuji statisticky vyznamné rozdily
mezi alespon jednou dvojici koncentraci benzimidazolu v u¢innosti eliminace populace larev
H. contortus.

Scheffe test; variable Uspé3nostKonc. (ANOVA)

Probabilities for Post Hoc Tests

Error: Between MS = 235 86, df = 14,000

B {1} 2 | 8 | @ B | & | O

Cell No. 73,370 69,902 | 67,306 | 58,252 37,300 | 31,303 | 16,942
1 Kon. 1 0,999987 0,999654 0954655 0,289222 0,155732 0,028457
2 Kon. 2| 0,999987 0,999998 0987377 0,396371 0,225017 0.043591
3 Kon. 3| 0,999654 0,999998 0,996696 0488994 0,291075 0,059706
4 Kon. 4| 0954655 0987377 0,996696 0,822709 0,606090 0,169132
S Kon. 5 0,289222 0,396371 0,488994 0,822709 0,999675 0,840627
6 Kon. 6 0,155732 0,225017 0,291075 0,606090 0,999675 0,964385
7 Kon. 7| 0,028457 0,043591 0,059706 0,169132 0,840627 0,964385

Obrazek €. 22: Vystup z programu Statistica

Scheffeho test poskytuje pravdépodobnosti porovnani mezi jednotlivymi koncentracemi
benzimidazolu. Pro koncentraci ¢. 1 a 2 plati, ze pravdépodobnosti porovnani s ostatnimi
koncentracemi jsou obecné velmi vysoké. To naznacuje, ze koncentrace 1 a 2 jsou statisticky
podobné vétsing ostatnich koncentraci, pouze u koncentrace €. 7 jsou statisticky vyznamné
odlisné. U koncentrace 3-6 muzeme pozorovat, ze pravdépodobnosti porovnani téchto
koncentraci s ostatnimi jsou obecné vys§i nez u koncentrace 1. To naznacuje, Ze tyto
koncentrace jsou si statisticky podobné a maji mensi rozdily ve své ucinnosti.

5.3.2 Pomér larev L3, L4 a mrtvych v BMZ1

Nasledujici grafy zobrazuji vyvoj poméru larev L3, Ls a mrtvych larev H. contortus v
prubéhu tii dnt pii pouziti riznych koncentraci (oznacenych jako 1-7). Pfi srovnani koncentraci
mezi sebou lze pozorovat znac¢né rozdily v pusobeni na zivotaschopnost parazita. Naptiklad u
grafti ¢. 1 BMZ 1 je patrné, Ze vyssi koncentrace maji vétsi vliv na snizeni poctu zivych larev
coz zaroven zvysuje pomér mrtvych larev v porovnani s niz§imi koncentracemi.

Dulezitym faktorem je také dynamika zmén v poméru mezi larvami L3 a L4 v riznych
koncentracich. U nékterych koncentraci, jako je ¢. 1 BMZ 1, se muze stat, ze pocet L4 larev
prevysi pocet L3 larev, coz mize naznaCovat, ze dana koncentrace ma silngjsi ucinek na starsi
stadia larev, nebo ze larvy L3 nejsou schopny se v takhle silné koncentraci kultivovat do La.
Naopak, u jinych koncentraci, jako je ¢. 7 BMZ 1, muze byt pomér L4 larev vyssi, coz mize
naznacovat, ze larvy L3 jsou schopny se kultivovat i v pfitomnosti nizké koncentrace
benzimidazolu v jamce.
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Pomeér L;, L, a mrtvych larev v koncentraci ¢. 1 BMZ 1
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Obrazek €. 23: Graf poméru L3, L4 a mrtvych larev v koncentraci ¢. 1 BMZ1

Pomeér L;, L, a mrtvych larev v koncentraci €. 7 BMZ 1
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Obrazek €. 24: Graf poméru L3, L4 a mrtvych larev v koncentraci ¢. 7 BMZ1
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5.3.3 BMZ2

Benzimidazol 2 (v %)
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Obrazek €. 25: Graf procentualni u¢innost BMZ2 v eliminaci larev Lz a L4

Data prezentovana v grafu ¢. 25 ukazuji, ze G¢innost benzimidazolu 2 v eliminaci larev
H. contortus se zvySuje s rostouci koncentraci benzimidazolu. Zejména vyssi koncentrace (€.
1-2) vykazuji podobnou ucinnost, zatimco nizsi koncentrace (€. 3-7) ukazuji vyrazny pokles
ucinnosti, pri¢emz koncentrace ¢. 7 dosahuje nejnizsich hodnot. Koncentrace 2 se jevi jako
nejefektivnéjsi, ale 1 tak je nedostateCna k efektivni eliminaci. Tento jev je pravdépodobné
spojen s primarnimi ovicidnimi U¢inky anthelmintika.
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5.3.4 ANOVA BMZ2
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Obrazek €. 26: Vystup z programu Statistica

Graf vizualizuje procentualni Uc¢innost jednotlivych koncentraci benzimidazolu
v eliminaci larev H. contortus. Lze z n&j vycist, ze u€innost postupné klesa s klesajici
koncentraci benzimidazolu. Tento trend odpovida ocekavanému chovani anthelmintika, kde
vys$si koncentrace obvykle vykazuji vyssi ucinnost.

HO: neexistuje statisticky vyznamny rozdil mezi alesponl jednou dvojici koncentraci
benzimidazolu 2.

HI1: existuje statisticky vyznamny rozdil alesponi mezi jednou dvojici koncentraci
benzimidazolu 2.

Hladina vyznamnosti alfa byla 0,05 a byla zvolena jednofaktorova ANOVA.

Univariate Tests of Significance for Uspénost Konc. (ANOVA)
Sigma-restricted parameterization
Effective hypothesis decomposition

SS Degr. of MS ‘ F ‘ p
Effect Freedom
Intercept | 20670.09 1 2067009 326.5915 0.000000
B 8164.70 6 1360.78 215006/ 0.000003
Error 866.06 14 63.29

Obrazek €. 27: Vystup z programu Statistica
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F-test ANOVA poskytuje informace o celkové statistické vyznamnosti mezi koncentracemi
benzimidazolu. Nulova hypotéza, ktera fika, ze neni zadny rozdil mezi koncentracemi, je
zamitnuta (p < 0,05), coz naznacuje, ze existuji statisticky vyznamné rozdily v ucinnosti mezi
raznymi koncentracemi.

Scheffe test; variable Uspénost Konc. (ANOVA)
Probabilities for Post Hoc Tests
Error: Between MS = 63,290, df = 14,000

B {1 {2} 3} ) {5} ‘ 6 | 0

Cell No. 56,361 59403 | 39963 | 32469 | 9.9093 | 84938 | 14.014
¥ [_Kon_1 0,998552 0499494 0,122928 0,000628 0.000459  0.001596
2 | Kon.2| 0998552 0,250781  0.049033  0.000259  0,000192 0,000637
3 Kon. 3| 0499494 0,250781 0,963119 0023372 0.016638  0,061686
4 | Kon.4f 0122928 0.049033 0,963119 0,132134 0096740  0,301742
5 Kon. 5| 0.000628 0000259 0.023372 0.132134 0,999997  0.998419
6 Kon. 6| 0.000459 0000192 0.016638 0,096740  0,999997 0.992066
7 Kon. 7| 0.001596 0.000637 0.061686  0.301742 0,998419  0,992066

Obrazek €. 28: Vystup z programu Statistica

Tento test porovnava uspéSnost mezi jednotlivymi koncentracemi benzimidazolu.
Pravdépodobnosti porovnani uspéSnosti mezi koncentracemi jsou vyjadieny Cerné a Cervené.
Pokud jsou tyto hodnoty mensi nez 0,05, znamena to, ze existuje statisticky vyznamny rozdil v
uspesnosti mezi prislusnymi koncentracemi.

Pravdépodobnost uspésnosti pro koncentraci ¢. 1 je vétsi nez 0,05 ve srovnani
s koncentracemi €. 5, 6 a 7. To znamen4, Ze koncentrace ¢. 1 ma statisticky vyznamny rozdil v
ucinnosti oproti témto koncentracim. Koncentrace ¢. 2 ma statisticky vyznamny rozdil v
ucinnosti v porovnani s koncentracemi €. 4, 5, 6 a 7. Koncentrace €. 3 ma statisticky vyznamny
rozdil v G€innosti ve srovnani s koncentracemi €. 5 a 6.

5.3.5 Pomér larev L3, L4 a mrtvych larev v BMZ2

Grafy znazorfiuji vyvoj poméru larev L3, Ls a mrtvych larev H. contortus v riznych
koncentracich (oznaéenych jako Konc. ¢. 1 az 7 BMZ2) v prabéhu ¢asu (D+0, D+1, D+2 a
D+3). Z grafti je patrné, Ze vySsi koncentrace obvykle vedou k vys§Simu procentu mrtvych larev,
coz naznacuje vys$si ucinnost anthelmintik pfi vyssi koncentraci. Dulezitym zjisténim je také,
ze v nekterych pripadech mize byt Gi€innost anthelmintik snizena, coz mize byt zpisobeno
rezistenci parazitli na pouzivané 1é¢ivo. U koncentrace €. 7 benzimidazolu 2, byl zjistén vyssi
pomeér L4 larev, coz by mohlo naznacovat, ze larvy L3 jsou schopny se kultivovat 1 pfi nizkych
koncentracich benzimidazolu.

Dalsi dalezitym aspektem je srovnani vyvoje pomérd a uéinkt anthelmintika mezi
jednotlivymi koncentracemi. Napfiklad ve vysSich koncentracich muze byt pozorovano
rychlejsi umrtnost larev, coz naznacuje vyssi ucinnost léciva ptfi vyssi koncentraci. Naopak,
niz§i koncentrace mohou vykazovat niz§i a¢innost a mens$i narust poméru mrtvych larev.
Celkove tyto grafy poskytuji cenné informace o dynamice ucinku 1é¢iva na rizné stadia parazit
v zavislosti na jeho koncentraci.
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Obrazek €. 29: Graf poméru L3, L4 a mrtvych larev v koncentraci ¢. 1 BMZ2

Pomer L, L, a mrtvych larev v koncentraci ¢. 7 BMZ 2
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Obrazek ¢. 30: Graf poméru L3, L4 a mrtvych larev v koncentraci ¢. 7 BMZ2
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5.3.6 Fenotyp larev H. contortus po aplikaci BMZ

Obrazek ¢&. 31: Larvy H. contortus D+2 po aplikaci BMZ v koncentraci ¢. 1

Obrazek ¢. 32: Larvy H. contortus D+2 po aplikaci BMZ v koncentraci ¢. 7




Béhem testi benzimidazolu se larvy shlukovaly po okrajich jamky. Po 24 hodinach se
larvy v koncentracich ¢. 1-4 vyznacovaly zrnitou strukturou a projevovaly pomaly a cukavy
pohyb. V nizsich koncentracich ¢. 5-6 se zacinala objevovat zrnitost. Larvy v koncentraci €. 7
se jevily jako vitalni, bez znamek poskozeni, a pohybovaly se klidné. Po 48 hodinach bylo
mozné pozorovat, ze larvy v koncentracich €. 1-5 vykazovaly rychly pohyb a mrskaly se. V
koncentraci ¢. 6 byly larvy lehce zrnité, avSak stale zivotaschopné. Larvy v koncentraci €. 7
presly do klidové faze a svijely se do tvaru telefonni $ntry. V koncentracich ¢. 1 a 2 prezily
pouze 3 larvy, avSak bez zjevného poskozeni. Larvy prezivsi v koncentracich €. 3-4 projevovaly
znamky poskozeni a obCasné cukani predni Casti téla. Podobné se projevovaly i larvy
v koncentraci €. 5, které byly poSkozené a mély cukavy pohyb. V koncentracich 6-7 bylo
poskozeni mensi, ale larvy stale projevovaly rychly a neklidny pohyb pfi plavani.
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6 Diskuze

Cilem této diplomové prace bylo pomoci in vitro metody otestovat viabilitu larev
vlasovky slezové (Haemonchus contortus) ve vybranych koncentracich ivermektinu (IVM) a
moxidektinu (MOX) a vyhodnotit fenotypy larev v prubéhu testu.

V této diplomové praci bylo pouzito celkem 7 koncentraci ivermektinu, které vysledné
v jamkéach odpovidaly 3 uM, 2,5 uM, 2 uM, 1,5 uM, 1 uM, 0,1 uM a 0,01 uM. Celkovy
anthelminticky ucinek byl pozorovan v souhrnu vSech koncentraci ivermektinu na trovni od
83,67347 % do 98,0198 %.

Druhym zkoumanym anthelmintikem byl moxidektin, ktery byl také pouzit v 7
koncentracich a to 0,5 uM, 0,4 uM, 0,3 uM, 0,25 uM, 0,2 uM, 0,15 uM a 0,1 uM. Uginek
moxidektinu se pohyboval od 77,61194 % do 90,69767 %.

Aby byly vyzkouseny vSechny hlavni skupiny anthelmintik, bylo zarazeno 1 pozorovani
benzimidazolu, ktery byl také pouzit v 7 koncentracich. Finalni koncentrace benzimidazolu
v jamkéach odpovidaly 0,5 uM, 0,3 uM, 0,2 uM, 0,1 uM, 0,05 uM, 0,025 uM a 0,01 uM.
Benzimidazol pasobil na larvy L3 a Ls H. contortus v rozmezi od 7,41 % do 70,59 %.

Molento & Prichard (2001) porovnavali u¢innost rtiznych kombinaci 1éCiv proti
vybranym kmenam H. contortus. Vysledky jejich studie naznacuji, ze kombinace moxidektinu
s verapamilem (2 mM) vykazuje vyznamné vys$si u¢innost (65 %) ve srovnani s pouzitim pouze
moxidektinu (41 %) proti kmeni MOF17. Podobné kombinace ivermektinu s verapamilem
prokazala vyznamné vyssi ucinnost (84 %) ve srovnani s pouzitim ivermektinu samostatné (55
%) proti stejnému kmenu. Dale bylo zji§téno, ze verapamil vyznamné zvysil ucinnost
moxidektinu proti kmenu IVF17, ale ne ivermektinu. Vyzkum rovnéz ukazal, ze CL 347,099
(2 mM) zvysil UCinnost moxidektinu proti obéma zkoumanym kmenim. Kombinace
ivermektinu s CL347.099 také prokazala signifikantni zvySeni ucinnosti ivermektinu proti
obéma kmentim. Naopak cyklosporin A ve 3 pM neprokazal pozitivni ucinek pfi kombinaci s
endektocidy proti nékterym kmenim, avSak zvysil u¢innost ivermektinu proti kmenu IVF17.
Tyto vysledky naznacuji moznosti kombinacni terapie pro kontrolu parazitarni infekce a
potencialni cesty k pfekonani rezistence na anthelmintika. Jejich vysledky jsou vyrazné nizsi
nez nase, coz bude pravdépodobné zapticinéno tim, ze si vybrali silné rezistentni kmen.

Ngaradoum et al. (2017) provadéli studii na larvach a vajiccich H. contortus in vitro.
Pouzitymi anthelmintikem byl albendazol a kira Ziziphus Mucronata. Kira Ziziphus
Mucronata byla pouzita ve dvou druzich extraktd, a to vodnim a metanolovém. Pro test larev
byla u kiry Ziziphus Mucronata pouzita koncentrace 0,4 mg/ml. U&nek methanolového
extraktu byl 53,3 % a vodniho extraktu 43,3 %. U albendazolu byla pouzita pro dosazeni 100
% ucinnosti 0,5 mg/ml. U vajicek bylo pozorovano, ale vyssi lihnuti a nejvic u albendazolu
méné u metanolovych extraktl a nejmifni u vodnich.

Eguale et al. (2007) se zaméfili na anthelminticky potencial vybranych rostlinnych
extraktl v eliminaci lihnuti vaji¢ek H. contortus, kdy vodni extrakt Coriandrum sativum mél
IC50 0,12 mg/ml (koncentrace inhibitoru), zatimco alkoholovy extrakt mel IC50 0,18 mg/ml
Vv testu.

Studie od Al-Shaibani et al. (2008) ukézala, ze u¢inna koncentrace (EC50) vodniho
extraktu Fumaria officinalis proti H. contortus byla 10,23 mg/ml. Podobné srovnatelné
vysledky testu mortality larev byly pozorovany s EC50 15,14 mg/ml pro vodni extrakt
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Adhatoda vasica a 12,88 mg/ml pro ethanolovy extrakt Adhatoda vasica. Vysledky této studie
naznacuji, ze zvyseni koncentrace rostlinnych extraktti vedlo k vyssi anthelmintické aktivite.
Tento jev byl pozorovan i v ptedchozich studiich, které ukazaly, Ze receptory se nasycuji s
rostouci koncentraci u€inné latky. Pravdépodobné ve vysSich koncentracich byly receptory na
larvach jiz zcela nasyceny, coz vedlo k ztraté schopnosti fizeného pohybu a paralyze svalu.

Olmedo-Juarez et al. (2017) zaznamenali larvicidni GCinky extraktu z listd Acacia
cochliacantha, pfi¢emz ucinnost piesdhla 70 % pti davce 150 mg/ml. LC50 a LC90 byly
stanoveny na 1273 resp. 177,8 mg/ml. Podobné pozorovani bylo u¢inéno Chan-Pérez et al.
(2016), kteti zjistili, ze larvy H. contortus vystavené vodnimu extraktu z A. pennatula a O.
viciifolia vykazovaly projevy, jako je oddé€leni kutikuly a vnitinich struktur pfi koncentracich
600 pg/ml. Pfi davkach 5000 pg/ml byla kutikula larev otekla a vnitini struktury nebyly
rozlisitelné. Tyto vysledky prokazuji, ze larvicidni aktivita extraktu je pifimo zéavisla na
koncentraci. Podobné vyzaduje methanolovy extrakt z plodi C. coriaria vysoké koncentrace
nad 300 mg/ml, aby byla dosazena larvicidni u¢innost vyssi nez 90 %. Tato tendence byla také
pozorovana (Alonso-Diaz et al. 2008) ve své studii s extrakty z jinych rostlin. Nicméné existuji
i dalsi faktory, které je tfeba zohlednit pii pouZiti rostlinnych extrakta k ovlivnéni parazitarnich
onemocnéni, jako je napfiklad typ izolace parazitii. Calderon-Quintala et al. (2010), (Alonso-
Diaz et al. 2011) a Vargas-Magana et al. (2014) zaznamenali rozdily ve vnimavosti larev H.
contortus mezi mexickymi a francouzskymi izolaty, coz naznacuje existenci urcité tolerance
vyvinuté parazitem.

Drtivejsi studie ukazaly, ze vodni extrakty Hedera helix vykazovaly IC50 hodnotu 0,12
mg/ml pfi testech proti vajickim H. contortus. Extrakt z Coriandrum sativum mél IC50 hodnotu
0,12 mg/ml, zatimco hydroalkoholicky extrakt mél hodnotu 0,18 mg/ml pfi testech na vylihnuti
vajicek. Albendazol vykazal srovnatelné vysledky s in vitro imunostimula¢nimi u¢inky Ctyt
etiopskych 1€civych rostlin proti H. contortus, které mély hodnotu IC50 0,04 mg/ml, coz je
hodnota blizka této studii (Eguale et al. 2007).

Jak uvadi Kaplan & Vidyashankar (2012) a Vercruysse et al. (2018) rezistence
gastrointestinalnich hlisticim viic¢i anthelmintikim je kliCovym faktorem omezujicim produkci
prezvykavcl v ramci celého svéta. Dle Hoste et al. (2015) je vznik anthelmintické rezistence
nevyhnutelny na farméch, které pouzivaji chemoterapeutika. Identifikace a porozumeéni
faktorim ovliviyjicich vyvoj je stézejni pro udrzeni G¢innosti anthelmintik.

Molento et al. (1999) zjistili vyskyt rezistence prostiednictvim in vivo testd srovnani
ucinkt anthelmintik na kmeny PF 14 (neselektovany kmen na rezistenci) a MOF14 (selektovany
kmen na rezistenci vic¢i moxidektinu). Pfi aplikaci nizkych davek byly pozorovany vyznamné
rozdily v G¢innosti na mortalitu H. contortus mezi obéma typy anthelmintik. Pti pouziti davky
0,025 mg/kg u kmene PF14 dosahl moxidektin ucinnosti 96 % a u MOF 14 dosahl moxidektin
ucinnosti 61 %, zatimco ivermektin dosahl ucinnosti 55 % a 28 % na tyto kmeny. Aby byla
dosazena ucinnost >95 %, bylo nutné podavat moxidektin v davce 0,1 mg/kg u kmene MOF14
a ivermektin nad 0,1 mg/kg a 0,4 mg/kg u kment PF14 a MOF 14.

Dle Chartier et al. (2001) za anthelmintickou rezistenci lze povazovat nedostatecné
snizeni poctu vajicek v exkrementu po podani anthelmintika. Hranice procentualniho snizeni
poctu vajic¢ek byla stanovena na 95 %.

Vyskyt rezistence na jizni polokouli, pfedev§im v jizni Africe a Australii, je Castéjsi a
existuje zde rezistence na vSechny hlavni Sirokospektralni anthelmintika (vCetné trojité
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rezistence) u pastevnich prezvykavc (Sutherland & Scott 2009). V Evropé je situace mirné
priznivéjsi, ale byla zaznamenana rezistence vuci tfem hlavnim hlisticim. Chartier et al. (2001)
poprvé zmiruji rezistenci H. contortus viuéi vice skupinam anthelmintik ve Francii, konkrétné
se jedna o benzimidazol a ivermektin. Prvni dualni anthelmintickou rezistenci v Ceské
republine prokézali Vadlejch et al. (2021).

Anthelminticka rezistence neni jedinym aspektem ovlivilyjicim miru pisobeni na H.
contortus. Paolini et al. (2004) uvadi, ze stejny extrakt z rostlinného materialu ma rozdilny
ucinek na rizna vyvojova stadia H. contortus. Alonso-Diaz et al. (2011) toto tvrzeni potvrzuje.
Dale tvrdi, ze rostlinny extrakt mize vykazovat anthelminticky ucinek proti larvalnimu stadiu
L3 H. contortus a mit minimalni nebo zadny anthelminticky ucinek proti jinému stadiu jako
jsou vajicka. Navic anthelminticky uc¢inek muze byt patrny pouze na urcitém aspektu stejného
vyvojového stadia, jako je inhibice kutikuly L3 larvy, ale nemusi mit jasny ucinek na jiny
aspekt, jako je motilita stejnych L3 larev. Diferencované ucinky byly zaznamenany i u fady
konvenénich anthelmintik, jako je levamisol. Ten vykazuje ucinek na motilitu L3, ale ne na
inhibici kutikuly nebo vajicka (Hoste et al. (2015).

Castafieda-Ramirez et al. (2014) uvadi rozdily mezi extrakty stejného rostlinného
materialu pasobiciho na stejné vyvojové stadium vykazujici rizné anthelmintické aktivity
vlivem rtznych extrak¢nich postupt.

Nase prace naznacuje, ze in vitro testy mohou byt uziteCnym nastrojem pro identifikaci
potencialnich anthelmintickych latek. Nicméné je dulezité si uvédomit, ze vysledky in vitro
testt nemusi vzdy presné predpovidat G¢innost latek in vivo. Rizné faktory, jako je traveni a
metabolismus hostitele, mohou ovlivnit Gi€innost anthelmintik v realném prostiedi (Hoste et al.
(2015).

Vzhledem k nartistajicimu problému s rezistenci a potiebé nalezeni novych ucinnych
latek je dilezité pokraCovat v vyzkumu anthelmintickych metod a latek s cilem posilit nase
moznosti kontroly parazitarnich infekci (Hoste et al. (2015).
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7 ZAavér

Tato prace méla za cil prostiednictvim in vitro metody otestovat viabilitu larev vlasovky
slezové (Haemonchus contortus) ve vybranych koncentracich ivermektinu (IVM), moxidektinu
(MOX) a benzimidazolu (BMZ). Larvy ve stadiu L3 byly kultivovany dle postupu Yilmaz et al.
(2017) do stadia L4. Nasledné byly piepipetovany do kultivacnich desticek s 24 jamkami, kde
byly aplikovany anthelmintika v 7 koncentracich. Pied aplikaci anthelmintik byla provedena
dokumentace v podobé fotografii a byl zaznamenan pomér stadii a poctu larev. Sledovani poctu
zivych a mrtvych larev vCetné urCovani poméru stadii pokracovalo i v nasledujicich tfech
dnech. Vysledky byly zaznamenany do programu Microsoft Excel a statisticky zpracovany
pomoci programu Statistika 14.

Ivermektin byl aplikovan v sedmi rtiznych koncentracich, kde celkovy anthelminticky
ucinek vykazoval rozpéti od 83,67347 % do 98,0198 %. Moxidektin byl testovan také v sedmi
koncentracich, pficemz se jeho ucinek pohyboval od 77,61194 % do 90,69767 %. Benzimidazol
byl aplikovan ve stejném poctu koncentraci, kde jeho ucinnost vic¢i larvam H. contortus
dosahovala hodnot od 7,41 % do 70,59 %. Niz8i ucinek benzimidazolu na larvy H. contortus je
zpusoben tim, ze benzimidazol je primarné ovicidni.

Pozorovan byl zvySeny ucinek ivermektinu a moxidektinu na larvy ve stadiu L4, a to
zejména v trech nejvysSich koncentracich. Obecné lze konstatovat, ze se snizujici se
koncentraci anthelmintik klesa uspésnost 1éCby. Nespravné davkovani anthelmintik mtze vést
k rozvoji rezistentnich kment, coz ztéZuje 1écbu a zvysuje vyskyt rezistentnich parazitd.

Vedeni chovu vyzaduje systematickd opatfeni, kterd se neomezuji pouze na feSeni
okamzitych problému, ale sleduji dlouhodobé strategie. Namisto trvalého usili o uplné
vymyceni parazitli z prostfedi a hostiteld je nutné hledat dalsi pfistupy, které umozni udrzet
situaci pod kontrolou. To zahrnuje kombinaci podavani efektivnich anthelmintik a vyuzivani
alternativnich metod, zalozenych na modernich poznatcich, které mohou ptinést nové pohledy
a pristupy k 1écbe.

Pro dalsi vyzkum je vhodné zaméfit se na detailnéjsi analyzu ucink( anthelmintik na rizna
stadia H. contortus a ziskani rozsahlejsich dat pomoci vice kmend. Dale je vhodné zvazit Gpravu
metodiky, jako je napfiklad snizeni poctu testovanych koncentraci a larev v jednotlivych
jamkach pro dosazeni snaz§iho pocitani.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symboli

L larva 1. vyvojového stadia
L larva 2. vyvojového stadia
L3 larva 3. vyvojového stadia
L4 larva 4. vyvojového stadia
LD50 Larval Death 50%
IVM ivermektin

MOX moxidektin

BMZ benzilmidazol
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10 Samostatné prilohy

Tabulka ¢. 4: Pocet larev v testu ivermektinu (D+0 a D+1)

=
- Ls L4 mrtvé celkem - Ls L4 mrtvé
1 @ 32 16 90 1 48 11 31
170 65 12 147 1 66 17 64

4 53 20 131 32 13 68

50 16 117 | primé&r 49 14 54

46 9 09 2 48 10 51
2 e 57 13 132 |2 s3 6 73
2 68 50 7 125 |2 65 11 49
primér 61 51 10 122 primér 55 9 58
3 63 57 8 128 3 S8 28 42
3 48 40 10 98 3 46 16 36
| B 47 12 111 3 17 42

primér 54 48 10 112 primér 52 20 40
L R T EE
4 53 49 7 109 4 @ 52 22 35
4 50 45 8 103 4 49 36 18
 primér 36 32 6 75 primér 35 20 19
B : 3 > w5
5 32 72 9 113 5 4 56 23
5 50 42 7 99 5 50 19 30
primér 29 38 6 74 primér 29 25 19
6 46 43 7 96 6 48 46 8
6 54 59 6 119 6 55 36 28
6 64 45 8 17 6 54 53 10
primér 55 49 7 111 primér 52 45 13
| 45 10 112 [ 37 39 36
7 46 42 12 o0 7 33 37 30
7 54 49 14 17 1 44 44 29
primér | 52 45 12 110 primér 38 40 32



Tabulka €. 5: Pocet larev v testu ivermektinu (D+2 a D+3)
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Tabulka €. 6: Pocet larev v testu moxidektinu (D+0 a D+1)

- Ls L4 mrtvé celkem - Ls L4 mrtvé
1 57 35 11 103 1 35 6 62
1 35 47 12 94 1 33 1 60
1 43 40 10 93 1 37 12 44
primér 45 41 11 97 primér 35 6 55
2 62 11 142 2 44 23 75
255 45 9 109 2 54 13 42
259 41 7 107 2 35 10 62
primér 61 49 9 119 primér 44 15 60
) 41 9 02 3 31 16 55
3 48 34 7 89 3 37 15 37
3 55 46 9 1o 3 15 3 92
primér 52 40 8 100 primér 28 11 61
4 54 42 8 104 4 35 13 59
4 58 48 7 113 4 33 25 55
4 56 52 7 1s 4 4 26 45
 primér 56 47 7 111 primér 37 21 53
5 s 39 3 86 5 32 31 23
5 47 36 16 99 5 33 31 30
5 S8 48 9 115 5 2 5 88
primér 50 41 9 100 primér 31 22 47
6 45 11 108 |6 23 23 62
6 57 48 9 14 6 35 27 52
6 50 46 10 106 6 39 49 18
 primér 53 46 10 109 primér 32 33 44
7 60 41 10 11 - 38 48 25
7 10 3 6 19 4 6
7 39 8 96 22 32 42
_primér | 40 28 8 75 23 28 24

III




I

<

=
lon
=
~
o
_O(
=
T
Q
(@8
a
—+
I~y
a
<
<
=t
a
4
o
3
o
>
2.
o
Q
=
gl
=
o
~~
¢
[\
o
w,
+
(98]
~
~

‘kone.  Ls Lq mrtvé Ls Ly mrtvé
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5 0 G ! 78
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5D 3 93 515 2 98
primér 16 3 82 primér 11 2 87
6 2 6 80 6 15 3 90
6 27 5 82 6 16 2 96
6 23 5 78 6 10 2 94
primér 24 5 80 primér 14 2 93
| B 9 70 7 18 7 86
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18 7 71 7 B 3 80
19 5 51 primér 12 3 60



Tabulka €. 8: Pocet larev v testu benzimidazolu 1 (D+0 a D+1)
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Tabulka €. 9: Pocet larev v testu benzimidazolu 1 (D+2 a D+3)

mrtvé
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Tabulka ¢. 10: PocCet larev v testu benzimidazolu 2 (D+0 a D+1)

L; L4 mrtvé celkem - L; L4 mrtvé
a7 15 0 22 1 15 1
1@ 9 17 0 26 15 3
7 17 0 24 15 4
primér 8 16 0 24 15 3
2 18 32 0 50 31 3
2 4 22 0 26 22 1
B i 23 0 34 21 3
primér 11 26 0 37 25 2
3 8 19 0 27 20 0
37 15 0 22 14 4
3 4 10 0 14 9 1
primér 6 15 0 21 14 2
4 18 42 0 60 40 3
4 5 22 0 27 20 2
4 3 19 0 27 18 1
primér 10 28 0 38 26 2
515 34 0 49 34 2
5 6 15 0 21 16 0
57 14 0 20 14 0
primér 10 21 0 30 21 1
6 24 60 0 84 59 3
6 7 16 0 23 16 0
6 14 26 2 42 26 3
primér 15 34 1 50 34 2
75 12 0 17 14 0
7 5 13 0 18 12 2
7 4 32 2 48 33 3
primér 8 19 1 28 20 2
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Tabulka €. 11: Pocet larev v testu benzimidazolu 2 (D+2 a D+3)
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