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Souhrn

Gastrointestinalni  hlistice zptusobuji v chovu malych pfezvykavcl velké ekonomickeé
1 hospodarské ztraty, jejich nasledkem je snizend produkce mléka, masa a zvySené vydaje
na lécbu a veterinarni oSetfeni. Jednim z celosvétové nejvyznamnéjsich paraziti pastevné
chovanych malych piezvykavcu je hlistice vlasovka slezova (Haemonchus contortus), ktera
zpusobuje gastrointestinadlni onemocnéni hemonchézu.  Hlavni metodou v boji proti
hemonchéze je aplikace anthelmintik, lécba vSak zacina byt problematickd, casto
ji komplikuje rozsifovani rezistentnich kmeni hlistic. Velké nadéje se vkladaji do kombinace
anthelmintik a rostlinnych piipravki. Vyuzivéd se kombinace modernich metod a poznatki
s tradiéni medicinou, ktera se vztahuje ke geografické oblasti, kde chov malych pfezvykavcu
probiha.

Diplomova prace hodnotila v in vitro podminkach devitaliza¢ni u¢innost methanolovych
extraktii ze tiinacti rostlin vyskytujicich se v b&zné flore Ceské republiky. Jako modelovy
organismus pro testovani ucinnosti rostlinnych extraktti slouzila gastrointestinalni hlistice

H. contortus, ktera byla kultivovéna z vykall experimentaln¢ nakazeného jehnéte.

cv v

koncentraci 64 pg/ml byl pozorovan v rozmezi 10 — 98 %. Vyznamny anthelminticky t¢inek
v této koncentraci vykazovaly extrakty z nati zemédymu lékaiského (Fumaria officinalis),
semene fenyklu obecného (Foeniculum vulgare) a kotfene omanu pravého (Inula helenium).
Larvicidni ucinek methanolovych extraktli z testovanych rostlin v nejvyssi testované
koncentraci 1024 pg/ml byl pozorovan v rozmezi 34 — 100 %. Vyznamny anthelminticky
ucinek v této koncentraci vykazovaly extrakty znati zemédymu lékaiského (Fumaria
officinalis), kofene omanu pravého (Inula helenium), kofene proskurniku 1ékarského (Althaea
officinalis), kvétu slézu lesniho (Malva sylvestris), listu rozmarynu lékaiského (Rosmarinus
officinalis), kvétu hefmanku pravého (Matricaria chamomilla), kotfene devétsilu 1ékaiského

(Petasites hybridus), semene fenyklu 1ékaiského (Foeniculum vulgare).

Védeckd hypotéza, Ze rostliny s vysokym obsahem sekundarnich metabolitii maji letalni

uc¢inek na larvy hlistice Haemonchus contortus se potvrdila.

Pro zhodnoceni praktické vyuzitelnosti rostlin s anthelmintickymi ucinky v managementu

tlumeni parazito6z prezvykavcu je potieba ovéfit ucinky rostlin i v in vivo podminkach.

Klicova slova: alternativni metody, mali pfezvykavci, rezistence, rostlinny extrakt, vlasovka

slezova — Haemonchus contortus.



Summary

Gastrointestinal nematodes cause large economic and business losses in a small ruminant
breeding, the effect is reduced production of milk, meat and increased expenses on medication

and veterinary treatment.

The most common and widely spread parasite of small ruminants is the nematode
Haemonchus contortus, which causes gastrointestinal disease haemonchosis. The main
method in the fight against haemonchosis is the application of anthelmintics, however, the
treatment has become problematic, it is often complicated by a rapid increase in resistant
strains. Great hopes are put into the combination of anthelmintics and herbal preparations. A
combination of modern methods and knowledge with traditional medicine is used, which

relates to the geographical area where small ruminants are farmed.

This thesis evaluated the devitalization efficiency of methanol extracts from thirteen plants
occurring in the common flora in the Czech Republic in in vitro conditions. The
gastrointestinal nematode H. contortus served as a model organism for testing
the effectiveness of plant extracts, which was cultured from excrement of an experimentally

infected lamb.

Larvicidal effect of methanol extract from tested plants in concentration 64 ug/ml was
observed in range 10 — 98 %. Significant anthei effect in this concentration is shown by the
extract of fumitory Fumaria officinalis, seeds Foeniculum vulgare and elecampane Inula
helenium. Larvicidal effect of methanol extract from tested plants in concentration
1024 pg/ml was observed in range 34 — 100 %. Significant anthei effect in this concentration
is shown by the extract of fumitory Fumaria officinalis, elecampane Inula helenium
elecampane Althaea officinalis, flowers Malva sylvestris, leafs Rosmarinus officinalis, bloom

Matricaria chamomill, elecampane Petasites hybridus and seeds Foeniculum vulgare.

To evaluate the practical applicability of plants with anthelmintic effects in the management
of control of ruminant parasitosis, it is necessary to verify the effects of plants even in in vitro

conditions.

Keywords: alternative methods, Haemonchus contortus, plant extract, resistance, small

ruminants
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1 Uvod

Parazitarni onemocnéni predstavuji ve veterindrni mediciné velky problém.
Celosvétove zpiisobuji znacné hospodaiské a ekonomické ztraty v zivocisné vyrobég, snizuji

prirastek hmotnosti zvitat a zvySuji umrtnost skotu a malych ptrezvykavcu.

Hemonchdza je gastrointestinalni onemocnéni zpusobené parazitickou hlistici
vlasovkou slezovou (Haemonchus contortus). Vlasovky jsou rozsifené celosvétove, napadaji
slez ptezvykavci jak ve volné piirodé, tak iv chovech, kde puisobi zna¢éné Skody zvlaste

u malych piezvykavcu.

Hlavni metodou V boji proti hemonchéze jsou dnes Sirokospektra anthelmintika,
ucinkujici na vétSinu vyvojovych stadii helminti. Lécbu vsak znacné komplikuje rychly
narQst rezistentnich kmend parazitd. Pfesto, Ze v této oblasti je velmi intenzivni vyzkum,
nelze ptedpokladat vyznamné snizeni dopadu paraziti na chov malych pfezvykavci. Misto
permanentni snahy 0 Gplné odstranéni paraziti jak z prostfedi, tak z hostiteld je nezbytné
se zaméfit inadal$i nové alternativni a pfedev§im udrzitelné metody. Soucasny piistup
by mél v co nejvyssi mife vyuzivat poznatky o parazitech, informace z jejich prostiedi,
geografické i meteorologické podminky a zaméfit se na srozumitelnou komunikaci s chovateli
malych pfezvykavci, coZ mnohdy ptedstavuje vysvétleni zmény tradi¢niho pohledu, zaZitych
ptistupti @ metod ve vztahu mezi chovatelem a parazitem.

Jednou z alternativnich metod, do které védci vkladaji své nadéje jsou pripravky
z rostlin. Opiraji se jak o tradi¢ni tak 0 nové poznatky a studie. Rostliny obsahuji riznorodé
latky, znichz nékteré jsou piirodnim anthelmintikem apravé naty je zaméfen rozsahly

vyzkum napfi¢ kontinenty.



2 Védecka hypotéza a cil prace
2.1 Védecka hypotéza

Védecka hypotéza: rostliny s vysokym obsahem sekundérnich metabolitii maji letalni

ucinek na larvy hlistice Haemonchus contortus.
2.2 Cil prace

Cilem této prace jevinvitro podminkach vyhodnotit devitalizacni ucinek
methanolovych extraktll z vybranych rostlin na larvy gastrointestinalni hlistice Haemonchus

contortus.



3 Literarni reSerse
3.1 Struc¢na charakteristika hlistic

Termin nematoda pochazi z feckého zakladu ,,nema‘, v prekladu nit nebo vlakno

(Rajan, 2009).

Napadeni gastrointestinalnimi hlisticemi patfi mezi hlavni zdravotni a ekonomické
problémy v chovu ovci a koz po celém svéte (Riggio et. al., 2014).

Téméf vSichni mali piezvykavci jsou V pribéhu svého zivota infikovani
gastrointestinalnimi hlisticemi a jde pfevazné o smésné infekce, které jsou zpisobeny vice
druhy paraziti soucasné. Zavaznost infekce je zavisla natadé faktori — druhové spektrum
hlistic a jejich pocet, klimatické podminky, vyziva zvifat, zdravotni stav, kondice, imunita

apod. (Kassai, 1999; Zajac et al., 2006).

Morfologie a fyziologie hlistic

Hlistice jsou aZ na vyjimky gonochoristi S rozmanitymi vyvojovymi cykly (Anderson,
2000). T¢lo hlistic ma valcovity, nesegmentovany tvar zuzujici Se naobou koncich.
Na povrchu téla je bezbarva, mirné prisvitna vrstva kutikuly bohata na kolagen (Taylor et al.,
2007) pokryvajici cely vnéjsi povrch téla hlistice a zasahujici do vsech télnich otvord, hltanu,

ustniho otvoru, genitalniho a rektalniho otvoru (Hendrix et Robinson, 2014).

Povrch téla hlistic je tvoten flexibilni nékolikavrstvenou kutikulou, ta je syntetizovana
v hypodermis. Kutikulu tvofi tii vrstvy: zevni Kortex, prostiedni matrix a vnitini vlakno
(neboli bazalni zonu). Kazda zvrstev se skldda jeste¢ z dalSich podvrstev, které se lisi
dle druhu hlistic. Dulezita je ptedev§im funkce zevniho kortexu coby semipermeabilni
membrany (Thorp a Covich, 2001). Kutikula neplni jen opérnou funkci, ale umoziuje i pohyb
hlistice a zaroven tvoii ochrannou bariéru. Kutikulu rozdéluje radialni ryha, ktera pfipomina
¢lanky tzv. pseudosegmentace a na povrchu miva obvykle fadu vybézki v podobé trnd, papil,
zeber, hiebentl a vyduti. Pravé tyto utvary se hojné€ vyuzivaji pro rozliseni jednotlivych druhd.
Zakladni funkci traviciho systému je pfijem potravy, ziskdvani zivin a nasledné vylucovani
nepotitebnych zbytkl. Travici soustavu tvoii Gstni otvor S ustni dutinou (stoma), hltan, stievo,
koneénik a fitni otvor (Weischer a Brown 2000). Ustni otvor je §iroky a vybaveny zuby nebo

bodcem. Navazuje svalnaty hltan, ktery pumpuje do stfeva pomoci sekre¢nich zlaz (Thorp



a Covich 2001). Stfevo tvofi jednoduché trubice, U samic usti analnim otvorem, u samcii
je vyusténi spoleéné s pohlavni soustavou do kloaky. Vylucovaci soustava shromazduje,
detoxifikuje avylucuje odpadni metabolity, ptedevsim dusik jako koneény produkt
proteinového metabolismu, a podili se na osmoregulaci. Nervovou soustavu uvadi Weischer
a Brown (2000) jako zprostiedkovatele vnimani vnéjSich a vnitinich stimuld, ty jsou vedeny
do nervového centra pro koordinaci a umoziuje pienaset prislusné podnéty do organi jako

jsou svaly ¢i zlazy (Weischer a Brown, 2000).
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Obrazek 1: Anatomicka stavba hlistice, samec

Zdroj: http://ahele.cz/vlasovka.anatomicka stavba
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3.2 Vlasovka slezova Haemonchus contortus (Rudolphi, 1803)
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Obrazek 2: Haemonchus contortus

Zdroj: http://bio390parasitology.blogspot.cz/2012/03/haemonchus-contortus-bite-in-gut.html

H. contortus je typicky parazit gastrointestinalniho traktu piezvykavcl. Zejména tézké
infekce zpUsobuji anemii, ztratu vahy, bledsi o¢ni Spojivky a podkozni otoky v oblastech
dolni celisti. Infekce vyvolana hlistici H. contortus (hemonchéza) nezplsobuje prijmové
projevy a infikovany jedinec nemusi mit dlouhou dobu zadné viditelné symptomy, takze ¢asto
dochazi k piehlédnuti infekce az do chvile, kdy je na 1é¢bu pozdé a jedinec uhyne (Elsheikha
a Khan, 2011).

Diive se vSeobecné usuzovalo, Ze vyskyt téchto hlistic se omezuje predevsim
na oblasti steplym avlhkym klimatem, to ale vyzkumy vyvratily a H. contortus se dnes
povazuje za celosvétoveé nejvyznamnéjSiho parazita malych piezvykavcl s velmi zdvaznymi
socio-ekonomickymi dopady (Waller a Chandrawathani, 2005).

H. contortus pochazi ze subsaharské Afriky (Hoberg et al., 2004). Prvotnim hostitelem
byla antilopa, nasledné se hlistice rozsitila a infikovala i dalsi malé piezvykavce (Angulo-
Cubillan etal., 2007). Také Sutherland a Scott (2009) wuvadé¢ji, ze H. contortus
se pravdépodobné U ovci diive neobjevoval, ale k pfenosu doslo az po jejich importu

¢loveékem do Afriky, zde se nakazily kontaktem s mistnimi druhy pfezvykavcu.


http://bio390parasitology.blogspot.cz/2012/03/haemonchus-contortus-bite-in-gut.html

V souCasné dob¢é lze druh H. contortus nalézt v podstaté navsech kontinentech,
prevazné vsak v tropickych a subtropickych oblastech. Napada predevsim mensi prezvykavce,

jako jsou ovce a kozy (Elsheikhat a Khan, 2011).

3.2.1 Morfologie a fyziologie Haemonchus contortus

H. contortus ma nitkovity tvar téla, délka téla dospélych samcui je 10-20 mm, Sitka téla

0,4 mm, délka t€la samice 18-30 mm, Siika téla 0,5 mm.

Zkonzumovana krev té€lo této hlistice zbarvi dortizova az do Cervena. U samic
je mozné pozorovat bile zbarvené vajeéniky spiralovité obtacejici stfevo, prosvitajici
pod pokozkou, viditelné i pouhym okem a vulvarni chlopné kryté kutikularni fasou v posledni
tietiné téla. Samci maji v kaudalni ¢asti téla hnédé spikuly a dvoulalo¢nou burzu vyztuzenou

sebry (Angulo-Cubillan a kol., 2007).

3.2.2 Vyvojovy cyklus

H. contortus ma piimy zivotni cyklus, nepotiebuje mezihostitele, hovoii se proto
0 geohelmintovi. Dospéli jedinci ziji ptisati na sliznici slezu, zde samic¢ky nakladou vajicka,
ty nasledné spoleéné s exkrementy odchdzeji z té€la hostitele do vnéjsiho prostfedi. Larva
se vyviji ve vajeCném obalu aprochazi nékolika stadii. Prvni dvé stadia Lia Lo jsou
neinfekéni. Naslednym postupnym svlékanim a dal$im vyvojem vznika larva L3 (Laing et al.,
2013). Ls se po pozieni svléka v bachoru, zbavi se ochranné kutikuly ze stadia L, a nasledné
migruje do slezu. Zde pronika do sliznice a tam dospiva do stadia Ls4. (Angulo-Cubillan et al.,
2007). V ranném obdobi volné zijici faze je uspé$nost vyvoje hlistic limitovana citlivosti
K nizkym teplotam. Poté, co hlistice dosahnou infekéniho stadia, vliv vlhkosti a teploty
pro jejich preziti je jiz méné vyznamny, nicméné extrémni podminky mohou byt pro vyvojové
stadium Lg letalni (O’Connor et al., 2006). Taylor etal. (2007) uvadi pfezivani suchych
obdobi v Australii, kdy larva ¢tvrtého stadia ¢eka na prihodné obdobi desttd, aby se mohla

dovyvinout a zacit produkovat vajicka, ktera by jinak na vegetaci uschla.
Emery etal. (2016) uvadi, ze dospé€lci a vétsi larvy Lajsou schopné sat az 30 ul
zaden. Oplodnéné samice intenzivné produkuji vajicka, tanasledné odchazeji s vykaly

z traviciho traktu do vné&jsiho prostiedi, tam se dale vyvijeji viz. Obr. ¢. 3 (Zajac et al., 2012).
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Obrazek 3: Vyvojovy cyklus hlistice Haemonchus contortus

Zdroj: http://drainameducci.blogspot.cz/2011/12/haemonchosis-barbers-pole-worm.html

3.3 Hostitelé

H. contortus je povazovan za nejvice patogenni hlistici malych piezvykavcu. Oplyva
vysokym biotickym potencidlem, a pokud nastanou ptiznivé podminky pro vyvoj tohoto
parazita, miZe zpusobit obrovské ztraty. Mali prezvykavci jsou nejcastéjSimi hostiteli této
hlistice. PredevS§im plemena ovci a koz jsou velmi nachylné k tomuto parazitu (Waller
a Thamsborg, 2004). Kern et al. (2014) uvadi, Zze masna plemena ovci maji nejvyssi riziko

infekce gastrointestindlniho traktu.


http://drainameducci.blogspot.cz/2011/12/haemonchosis-barbers-pole-worm.html

Obranné mechanismy hostitele vii¢i GI hlisticim

Obranymi mechanismy hostitelt vici hlisticim je specificka a nespecifickd imunita
a obdobi kolem porodu, kdy klesa pfirozena imunita. Specificky typ imunni odpovédi ma sice
pomalejs$i nastup, jeho vyhodou je vS8ak zacileni pfimo proti parazitim a vykazuje jistou
formu paméti. Nespecifickd imunita neni zaméfena ptimo na likvidaci parazit, ale vytvari
jakousi bariéru a odpovida po kazdém setkani s ,,antigenem* stejnymi mechanismy, neni tedy
zamé&fena piimo na likvidaci paraziti, ale ¢astecné blokuje uchyceni paraziti v organismu
hostitele atim i rozvinuti infekce. Oslabeni v obdobi kolem porodu oznacujeme PPRI
(Periparturient relaxation in imminity). PPRI zacina cca 2-4 tydny pied porodem a pokracuje
dalsich 6-8 tydnt, pak nasleduje navrat imunity do normalu. Pti PPRI je dilezité se zaméfit
na nutri¢ni vyzivu zvifat, potieba zivin v dobé PPRI se zna¢né zvysSuje (Houdijk, 2000, 2008,
Pernthaner et al., 2006).

3.4 Hemonchoza

Hemonchéza je gastrointestinalni onemocnéni zpusobené parazitem H. contortus.
Jedna se 0 onemocnéni, které ohrozuje celé stado a jeho dusledky mohou byt velmi vazné.
Pfi vysoké intenzité infekce dochazi k thynu jehnat, pfevazné vSak prechazi do chronické
formy. Zavaznost tohoto onemocnéni zavisi naruznych faktorech — virulence parazita,
zdravotnim stavu nakazeného zvifete, plemenu, v€ku a pfedev§im na intenzit¢ infekce.
zna¢né ekonomické dopady pro chovatele (Angulo-Cubillan etal., 2007). Waller
a Chandrawathani (2005) uvadéji, Ze jen samotné naklady na 1é¢bu hemonchéz v Jizni Africe

a Indii jsou odhadovéany na nékolik desitek milionil dolarti a tato Cisla stale stoupaji.

Pii fyziologickém stavu sliznice bunky produkuji pepsinogen, ktery je kyselinou
chlorovodikovou a pozdéji téz autokatalyticky aktivovan na pepsin, ten plni standardné svoji
travici funkci. Pokud je ale ve slezu jiné pH, tato pfeména je ptirozené narusena. Jak uvadéji
Elsheikha a Khan (2011) tak nedostate¢né kyselé prostiedi slezu nedokaze zabit piirozenou

cestou bakterie

Vyskyt hemonchdz ovliviiuji rizné faktory v prostiedi — teplota, vihkost, vegetace,
mnozstvi srazek. Idealnim teplotnim rozmezim pro vyvoj larev je povazovano cca 22-26 °C

pfi vlhkosti vzduchu blizici se 100 %, coz podle Laing etal. (2013) odpovidda primérné



mésicni teplot¢ 18 °C a 50 mm srézek. Pravé proto jsou tato onemocnéni nejrozsifenéjsi
predev§im v tropech asubtropech. Mimo environmentalnich faktort ma na rozvoj
onemocnéni vliv iv€k hostitele, nachyInéjsi jsou mlada zvifata S nepfili§ vyvinutym

¢i oslabenym imunitnim systémem (Getachew et al., 2007).

Dulezité pro spravnou volbu strategie 1é¢by hemonchézy je rozliSeni jednotlivych
druht vlasovek, téch existuje celkem 12. Rozlisuji se na zaklad¢ rozdila v jejich morfologii
(Amarante, 2011).

3.4.1 Symptomy a diagnostika onemocnéni

Sendow (2003) mezi hlavni symptomy fadi anemii, letargii, niz§i produkci mléka,
viny, snizujici se hmotnost, nechut’ k jidlu. Postupné se méni barva spojivek z tmave cervené,
kterou lze pozorovat u zdravych zvitat, pies rizné odstiny ruzové az po bilé — disledek
anémie (Van Wyk a Bath, 2002). Abbott (2012) poukazuje na otoky télnich dutin a hypertrofii
lymfatickych uzlin.

H. contortus produkuje substanci kalretikulin, tavaze vapnik asrazeci faktor
a tim usnadiiuje parazitovi sani krve. Studie provadéné metodou experimentalni nékazy
prokézaly morfologické a fyziologické zmény na tkanich hostitele, poSkozeni epitelu, zvétSeni
uzlin, hyperplazii mukoézy, snizeni sekrece kyselin, snizeni hladiny sérového gastrinu

a pepsinogenu (Gilleard 2006, 2013, Getachew et al., 2007).

Jasnym pfiznakem je akutni anémie. Moznosti, jak diagnostikovat napadené ovce,
je vyuziti testu FAMACHA (Faffa Malan chart). Systém, oktery Se zaslouzil 1ékaf
F.S. Malan, je schopen uréit jedince, které je jiznutné IéCit anthelmintiky. Je zalozen
na zméné barvy spojivek. FAMACHA test (Bath et al., 1996) je komer¢né dostupny a velmi
jednoduse aplikovatelny dle diagnostickych karet (Van Wyk a Bath, 2002).
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Obrazek 4: FAMACHA test / karta

Zdroj: https://www.researchgate.net/profile/Marcelo_Molento

3.4.2 Ekonomicky dopad

Chov hospodatskych zvifat ma zasadni vyznam pro udrzitelnost venkovskych komunit
po celém svéte, je dulezity jak socialng, ekonomicky tak politicky, ato jak na narodni
tak mezinarodni  urovni  (Charlier, J., 2015). Uzitkovost malych piezvykavcl
a tim i ekonomika chovu zavisi pfedevsim na zdravotnim stavu zvitat, ktery je odrazem celé
fady faktori pusobicich naorganismus zvifete jak pozitivné, tak negativné. Svétovou
produkci malych prezvykavel vyrazné ovliviiuji predevSim parazitarni onemocnéni
zpusobena nejcastéji hlisticemi (Domke et al., 2011). Gastrointestinalni hlistice a nasledné
onemocnéni — nematoddzy s tim spojené jsou jednim z hlavnich zdravotnich a ekonomickych
problému v chovu malych ptezvykaveu (Riggio et al., 2014). Celosvétové zpusobuji zna¢né
hospodarské a ekonomické ztraty v zivo¢isné vyrob¢, snizuji prirastek hmotnosti zvifat
azvySuji Umrtnost skotu amalych piezvykavcli. Velkym problémem jsou nematodozy
zejména v tropickych a subtropickych oblastech steplym avlhkym podnebim (Waller
a Chandrawathani 2005), finan¢ni ztraty jsou kazdoro¢né¢ odhadovany v fadech stovek
milionu dolart. Béhem posledniho desetileti doslo ke zmén¢ vnimani celé situace. Vyzkum
je zamé&fen vice nadiagnostiku téchto infekci z pouhého zjistovani pfitomnosti
¢i neptitomnosti infekce k detekci jejiho dopadu na produkci. To bylo usnadnéno studiemi

pozorujicimi konzistentni negativni korelaci mezi vysledky diagnostickych testi a méfenim
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produktivity. Kombinace lepsich posouzeni hospodaiskych dopadt parazitickych infekci
spolu s hlubsim porozuménim neekonomickych faktort, které vedou rozhodovani farmare
Vv oblasti zdravi zvifat, by méla vést Kku¢inngjSim strategiim kontroly a ke zvySeni

spokojenosti zemédélc.

Globalni zeméd¢lstvi se bude muset vice zaméfit na kombinaci pokroku v laboratorni
diagnostice helminti a ekonomiku zdravi zvirat, jediné tak lze udrzitelné fidit a kontrolovat
infekce aintegrovat je do ekonomického kontextu. Problémy vznikaji, pokud nove
navrhované strategie prevence jsou v kontrastu s dlouhotrvajicimi a po generace zazitymi
tradicemi ¢i vnimanim. Prizkumy sociologickych studii 0 chovani farmaiti naznacuji,
Ze je tteba se zaméfit na komunikacéni strategii. Charlier et al. (2015) doporucuji spolupraci
védeckych pracovnikii s odborniky v oblasti sociologie a komunikace, aby byli schopni
spravné interpretovat navrhovana feseni, zmény a predevsim farmare a zeméd¢€lce presveédcit,
Ze prevence onemocnéni je vzdy podstatné levnéj$i nez nasledna 1é¢ba (Horak et al. 2012,

Charlier et al. 2014).

Kenyon etal. (2017) upozornuji na ¢asté podavani anthelmintik bez dukladnych
vySetieni zvifat, které je v budoucnu neudrzitelné. Poukazuji na alternativni metody a divody,
proc¢ i pfes mnozstvi provedenych studii ¢asto s velmi dobrymi vysledky se stale nedafi tyto
metody zaclenit do béznych zeméd€lskych postupl. Domnivaji se, ze jednim z dGvoda
je Casto protichidné vyjadfovani v odbornych textech a studiich. Je tieba chovatele malych
prezvykavci presveédcit, ze trvald kontrola parazitickych hlistic mize pfinést finan¢ni ptinos
a zlepsit celkovou udrzitelnou a finan¢ni rentabilitu zemédélskych podnikii.

Vercruysse eta al. (2016) ptedstavili vizi kontroly hlistic v chovu malych piezvykavct
do roku 2030, zde se soustiedi ptredevsim na globalni pokrok v diagnostickych nastrojich
a metodach; inovacni pfistupy tlumeni, zalozenych na ockovacich latkach a selektivnim
chovu; anthelmintika a predevsim jejich udrzitelné vyuzivani, inovaci stavajicich produktt
a hledani potencialné novych ucinnych léciv ¢i doplikid; racionalni integraci budoucich

kontrolnich postup.

3.4.3 Lécba

Cilem 1é¢by neni uplna eliminace parazitd, nybrz udrzeni jejich populace pod urcitou
hranici, ktera jeSté nepiedstavuje znacné nebezpeci pro hostitele (Getachew et al., 2007).

Jak uvadi Hartl etal. (2012), tak nejcast&jsi metodou Vv boji s helmintéozami je v soucasné
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dob¢ vyuziti anthelmintik, tedy 1é¢iv pouzivanych K terapii helmint6z. Ke kontrole parazitdz

je vsak tfeba mit komplexni pfistup (Niemann, 2013).

Anthelmintika

Anthelmintika jsou dle Colese (2006) rozdélena na tii hlavni druhy Sirokospektralnich
1é¢iv, které jsou schopné tlumit nakazu hlistic U pastevné chovanych zvifat. Prvni skupinou
jsou benzimidazoly, druha skupina obsahuje imidazothiazoly (levamisoly), hydropyrimidiny
(pyrantel/morantel) atieti skupinou jsou makrocyklické laktony (avermektiny
a milbemyciny), kazda skupina marozdilny mechanismus putsobeni. Nitrofelony
a salicylanilidy se pouzivaji jako anthelmintika s uzkym spektrem. Abbot et al. (2012) uvadi
rozdéleni do 5ti skupin — benzimidazoly, tetrahydropyrimidiny, makrocyklické laktony,

imidazothiazoly a aceto-aminonitrilové derivaty.

Podavani anthelmintik sefidi uréitymi zasadami. KliCové je podat vhodné
anthelmintikum, nejlépe tzkospektry druh, ke kterému je parazit citlivy, ato v dostatecné
davce a po dostateéné dlouhou dobu. Nasledkem podani nespravného anthelmintika ¢i podani
nizs8i davky 1é¢iva, nez je davka terapeuticka (tzv. poddavkovani), patii mezi jedny z hlavnich
faktort, které urychluji vznik klinické rezistence.

V soucasné dob¢ je jiz dostupny rozsahly vybér bezpeénych anthelmintik, nejcastéji
se sirokospektralnim ucinkem, nebo se specifickou u€innosti proti parazitarni infekci (Hansen

a Perry, 1994).

Laing et al (2013) uvadéji, Ze H. contortus je v souc¢asné dobé pravdépodobné nejvice
experimentalné vyuzivanou hlistici, a to pfedev§im Vv oblastech vyvoje novych anthelmintik,
vyzkumu anthelmintické rezistence a vakcin. Vzhledem k tomu, ze dospélé samice jsou
pomérné velké a produkuji tisice vaji¢ek denné, tak poskytuji velky dostatek biologického
¢i genetického materialu pro vyzkum. Vyhodou je t€Z moznost konzervace infekénich larev
zmrazenim Se zachovanim jejich zivotaschopnosti ¢i moznost provadeéni in vivo studii véetné

genetického kiiZeni v prostiedi ptirozeného hostitele.

Benzimidazoly

Benzimidazoly jsou vyznamnou skupinu léCiv pfilécbé helmintoéz. Uplatnéni
nachazeji predevsim ve veterinarnim lékafstvi, ale omezené se pouzivaji iV humannim
lékatstvi (Furtado, 2016). Radime je mezi heterocyklické aromatické sloudeniny, které

vznikly spojenim benzenu a imidazolu. Prvni Sirokospektré anthelmintikum — thiabenzadol
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bylo objeveno roku 1961 (Kohler, 2001). Jeho ucinek byl pomérné kratkodoby, a proto byly
pfipraveny Substituované derivaty benzimidazolu (Hartl et. al., 2006). Mezi né¢ patii
fenbendazol, oxibendazol, albenzadol, ricobenzadol ¢i substituovany triklaben (McKellar
a Jackson, 2004).

Mechanismus ucinku benzimidazolovych derivatii spociva predevSim v moznosti
ovliviiovat mikrotubularni systém parazita. Mikrotubuly jsou polymery s tzv. kladnym
a rostoucim koncem a predstavuji nitrobunéné organely, které se nachéazejici v rostlinnych,
houbovych, nékterych bakteridlnich bunkach, ale i v lidskych bunkach které kde plni mnoho
dalezitych funkci; zodpovidaji za intracelularni transporty, sekreci, kotveni receptorti
avytvareji zakladni infrastrukturu cytoskeletonu, dodrzuji tvary bunék, rozdé&lovani

chromozoému pii bunééném déleni a jsou soucasti energetického systému buiiky. Jsou tvoieny
dvéma proteiny znamymi jako t-tubulin a a-tubulin. Formovani mikrotubuli probiha

dynamickym procesem, na jedné strané¢ dochazi polymerizaci K prodluzovani mikrotubuld,
na druhé strané¢ jsou depolymerizaci mikrotubuly rozloZeny. Benzimidazoly zablokuji
jednotky tt-tubulinu, a tim zastavuji polymeriza¢ni d&je, ¢imz mikrotubularni skelet nemize
byt prodlouzen. V piipadé€, ze nemohou byt mikrotubuly dynamicky pfestavovany, dochazi
blokaci transportu sekre¢nich molekul andsledné sesnizi vychytavani glukozy,
to ma za nasledek postupné energetické vyc€erpani parazitarniho organismu. Parazit nasledné
ztraci schopnost motility, odumira je vylouen z gastrointestinalniho traktu hostitele

(Caviston a Holzbaur, 2006; BeleSova M., 2013).

Makrocyklické laktony

Makrocyklické laktony jsou ucinné predevsim proti nematodiim, jejich vyhodou je,
Ze pusobi i proti nékterym ektoparazitim, zvlasté proti ¢lenoveum. Makrocyklické laktony
patii mezi biosyntetické latky, vznikaji kvaSenim aktinomycety rodu Streptomyces
avermitilis. Rozdéluji se do dvou skupin: avermektiny a milbemyciny. Mezi zastupce
avermektint patii i prvni makrocyklicky lakton. Jedna se 0 ivermektin, ktery je stale vyuzivan
v terapii. Do téZze skupiny nalezi abamektin, doramektin, eprinomektin a selamektin.
Do skupiny milbemycini se fadi milbemycin a moxidektin, ten je oproti avermektinim
lipofiln€jsi, proto pretrvava delsi dobu v organismu (Lamka a Duchacek, 2008, Dobsikova
a kol., 2012).
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Makrocyklické laktony zplsobi paralyzu parazita vazbou nachloridové kanaly
ovladané glutamatem a GABA (u obratlovct Se nevyskytuji) (James et al., 2009). Dochazi
piredevsim k paralyze hltanovych svalt a hlistice nasledné nejsou schopné pfijimat potravu
a vyhladov€lé hynou (Dent etal., 2000). Makrocyklické laktony ovliviiuji metabolismus
hlistic, je tedy velmi pravdépodobné, Ze jejich anthelminticka aktivita se liSi mezi druhy
atedy i mechanismy vzniku rezistence natuto skupiny lé¢iv se mohou lisit. Gill a Lacey
(1998) uvadgji, ze i rezistentni kmeny stejného druhu H.contortus vykazuji rizné fenotypy.
Genetické studie prokazaly, Ze rezistence na ivermektin u hlistice H. contortus je dominantni,

prava rezistence by tedy mohla byt vysledkem polymorfismi nékolika ptidruZzenych genti.

Molento aPrichard 1999 pozorovali u rezistentniho kmene hlistice H. contortus
zvySenou expresi P-glykoproteinu A, tasevSak neobjevila ukmene, ktery nepfiSel
do kontaktu s ivermektinem. Studie vyuzivajici modulatory P-glykoproteinu jako je verapamil
a jeho analog CL347,099 prokazaly zvySenou t¢innost ivermektinu a moxidektinu proti AM-
rezistentnimu kmenu hlistice H. contortus u Meriones unguiculatus (piskomila mongolského).
Zpocatku se studie soustiedily na P-glykoprotein A, nasledné byly u hlistice H. contortus
zjistény dalsi typy P-glykoproteini (B-, C-, D-, E-), ukterych tak¢ muize béhem 1écby

ivermektinem nebo moxidektinem dochazet k expresi (Prichard a Roulet 2007).

Cilena anthelmintika

Dostupnych je i n¢kolik druhti cilenych anthelmintik, naptiklad organofosfaty,
closantel asuramin. Organofosfaty zahrnuji synteticky vyrobené slouceniny S G¢inkem
zabranit acetylcholinestrazi. Closantel (Salicylanilid closantelu) zplsobuje znaéné omezeni
aktivity hlistic. Pevné se navaZze na plazmatické bilkoviny a ma dlouhy polo€as rozpadu.
Dusledkem vazby na plazmatické bilkoviny Vv krvi jsou dobte ptistupné pro hlistice, které saji
krev (Condera 1990, 2002).

Agonisté nikotinu a GABA

Agonisté funguji na extrasynaptickych a synaptickych nikotinovych receptorech
pro acetylcholin ve svalech paraziti. Zpusobuji spastickou paralyzu (Dent et al., 2000). Velké
mnozstvi komeréné dostupnych antinematodik Se Vv praxi uplatiuje pro své ucinky

na nikotinovych receptorech, zejména ve funkci acetylcholinovych agonistii ovliviiujicich
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nervovy systém parazita (Kohler 2001). Do této skupiny 1é¢iv zahrnujeme imidazothiazoly,
predevsim rozsifené pouzivany levamisol, tetrahydropyrimidiny jako je morantel, pyrantel
nebo, kvartérni aminy napt. befenin (Beech et al. 2011, Martin et al. 2004) a derivaty amino-
acetonitrilu (Ducray et al. 2008). Vyjimkou je paraherquamid a derquantel, ktefi se chovaji
jako antagonisté branici aktivaci acetylcholinovych kationtovych kanald (Beech et al. 2011).
Priblizné pted 10ti lety byly poprvé vetejné publikovany studie 0 derivatech amino-
acetonitrilu  (AAD), které¢ vykazuji velky anthelminticky ucinek proti parazitickym
nematodim, zejména proti hlistici H. contortus a Trichostrongylus colubriformis, ve svych
studiich je zminwji i Ducray et al. (2008). Derivaty amino-acetonitrilu vyuzivaji rozdilnosti
acetylcholinovych receptori au hlistic H. contortus sevazi odlisSné nartzné druhy
nikotinovych receptorit (Kaminsky etal. 2008). U laboratorné¢ vytvofeného rezistentniho
kmene hlistice H. contortus byla rezistence spojena se ztratou nebo expresi dvou nAChR

(Nicotinic acetylcholine receptors) podjednotek (Kaminsky et al. 2008).

3.4.4 Rezistence

Prvni zminka o rezistenci helmintd nalécbu antiparazitiky u hospodéiskych zvirat
se objevuje v sedmdesatych letech dvacatého stoleti. V prvni fazi nebyla tomuto problému
vénovana piiliSnd pozornost. Situace se vSak nékterych oblastech, pfevazné specializovanych
na chov ovci radikalné¢ zménila a dosla aztak daleko, Ze néktera parazitarni onemocnéni
nebyla témét 1éCitelnd. U helmintd rezistentnich na benzimidazoly byla objevena specificka
allela pro B-tubulin. Tito helminti jsou schopni syntetizovat takovy p-tubulin, jehoz

polymerizace nemtize byt navazanim benzimidazoll zastavena (Geerts, 2001, Jabbar, 2013).

Rezistence u gastrointestinalnich infekci je rozsifena celosvétové (Fleming etal.,
2006). Zakladem uspésné 1é¢by je porozumét mechanismim vzniku rezistence Pro vyvoj
alternativni strategie 1écby (James etal., 2009). Nastane-li rezistence naurcitou latku
z chemické skupiny, je velmi pravdépodobné, ze Kk rezistenci dojde i na ostatni latky z t€¢ samé
na nékolik skupin anthelmintik. Rezistence nemusi byt vSak pouze vysledkem podavani 1éCiv,
vzdy totiz zalezi na poméru rezistentni a citlivé alely v populaci. Pokud se ale jiz vyvine,

jedna se 0 nezvratny jev (Wolstenholme et al., 2004).

Cim castéji jsou aplikovana antiparazitika, tim rychleji ave vétsim rozsahu

se rezistence vyviji. Pri¢inou je intenzivngjsi selekce geni rezistence, které jsou nasledné
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prenaseny do dal$ich generaci. Geny citlivosti hlistic naléciva se s kazdou dalsi generaci
zted'uji, zaroven se zvySovanim frekvence genu rezistence. Pienos rezistentnich gent se tidi

zékladnimi mendelovskymi principy (Sangster, 1999).

James et al. (2009) taktéz uvadi, ze K rezistenci mize doji i vlivem dédi¢nych zmén,
atojednak zpiisobenou castym uzivanim anthelmintik, nebo vlivem dédi¢nych zmén jako
odpovédi na expozici danou latkou. Geneticky potencial helminta hraje velmi dilezitou roli
pfi vytvareni rezistence. H. contortus je vysoce rezistentni na vétsinu anthelmintik, rezistence
na léky se u tohoto druhu hlistice rozviji velmi rychle. Nastala situace Si vyzadala celou fadu
vyzkumi, diky nimz je H.contortus jednim 2z druhi s doposud nejlépe popsanym
mechanismem, genetickymi aspekty, diagndzou i managementem rezistence ¢i mechanismem
ucinku anthelmintik (Gilleard, 2013).

Prevence rozvoje rezistence

Faktory ovlivitujici vznik rezistence

Léciva jsou Casto pouzivana iV piipadech, kdy to neni nezbytné nutné, coz stavajici
situaci jeSté zhorSuje. RovnéZ sdileni pastviny nékolika farmati ma za nasledek, Zze populace
rezistentnich parazitli se snadno rozsifi mezi nékolik stad. Rezistenci téZ podporuje Casté
pouzivani stejného 1é¢iva, poddavkovani, kdy chovatelé podaji zvifeti nedostatecnou davku
lé¢iva uvedenou vyrobcem a nespravné naCasovani odcerveni zvirat, které mize byt pficinou
silného selekéniho tlaku. Ten vznika na zaklad¢ toho, Ze po odcerveni zlstavaji v télech zvitat
pouze rezistentni parazité. Poté, CO Se tato zvifata vypusti na zacatku sezony na pastvinu,
dojde kjeji kontaminaci vaji¢ky rezistentnich paraziti. Mira selekéniho tlaku pak zavisi
na tom, kolik infek¢nich larev citlivych jedincti dokazalo na pastviné piezimovat a vytvorit
tak konkurenci rezistentnim larvam (Silvestre etal., 2002). Divodem poddavkovani
je chybny odhad hmotnosti zvifete. V idealnim piipadé by méla byt zvifata pfed podanim

1€¢iva zvazit. Dalsim faktorem, ktery je tfeba brat v uvahu je pocasi.

Mechanizmy rezistence

Mechanismt, kterymi Si parazité vytvofili schopnost kontakt s 1éCivy a zaroven prezit,
existuje mnoho. Wolstenholme et al. (2004) uvedl ¢étyfi zakladni mechanismy rezistence.

Zménu molekularniho cile, vtomto piipad¢ jiz dana latka neni schopna rozpoznat cil
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anasledné ztraci svij U€inek; zména metabolismu parazita, ten inaktivuje nebo zneskodni
podana 1é¢iva a celkové tak piejde do jeho aktivace; zménu distribuce podavanych 1éciv, ktera
nasledné znemozni piistup do daného cile a amplifikaci cilovych gent, ktera zabranuje G¢inku

1é¢iva.

3.4.5 Alternativni metody

Nefarmakologicka opatieni a alternativni metody jsou vzhledem Kk vyskytu rezistence

paraziti na predkladanéd anthelmintika nezastupitelnou soucasti opatieni.

Zoohygienicka pravidla

Riziko nakazy lze snizit dodrzovanim zoohygienickych pravidel. Vajicka jsou
vylucovana s vykaly, z vajiCek Se nasledné lihnou larvy atyjsou opét spaseny. Jednim
z teSeni tedy je odstranovani vykald z pastvin. Getachew et al. (2007) upozoriuji na vyzkumy
na tropickych ostrovech v Tichém oceanu. Vysledky ukézaly, Ze nejvy$$i mnoZstvi larev
H. contortus je na pastviné prvni tyden po kontaminaci, po 9 tydnech je mnozstvi parazita
stézi detekovatelné. Stejna situace je u Trichostrongylus colubriformis. Na zakladé téchto
vysledku se vyvinul systém rotace pastvin. Rotace pastvin se uplatni tam, kde stada nejsou
nachylna na stejné parazity. Na mnoha mistech neni mozné rotaci pastvin vyuZit z diivodu

geografickych, klimatickych a socialnich podminek.

Houby

Dalsi nefarmakologickou metodou tlumeni infekci vyvolanych gastrointestindlnimi
hlisticemi je vyuziti hub. Jednim z antagonisti, ktefi slouzi ke kontrole gastrointestinalnich
hlistic je plisen Duddingtonia flagrans, jejiz anatomicka struktura chlamydospor projde
zazivacim traktem zvifat bez ztraty dravych schopnosti (Sagues etal., 2011). D. flagrans

vytvaii 3D lepivé sité, ty parazita znehybni atim zlikviduje larvy zijici ve vykalech
(Getachew et al., 2007).

Dalsi zastupci endoparazitickych hub jsou Drechumeria coniospora a Harposporium
anguillulae. Zastupci masozravych hub jsou Arthrobortis oligospora a Arthrobortis robusta
(Getachew et al., 2007).
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Obrazek 5: Duddingtonia flagrans a larva hlistice

Zdroj:
http://www.apsnet.org/edcenter/illglossary/Article%20Images/Forms/DispForm.aspx?1D=51

Oxid méd’naty

Getachew et al. (2007) mezi alternativni metody fadi vyuziti oxidu méd’natého. U ovci
bylo snizeno mnozstvi vajicek pfitomnych vykalech piipodani davky 2,5-5g/kg z.hm.
Nicmén¢ jiz davka 4 gramy vyvolavala problémy u ovci v posledni fazi biezosti a u malych
jehnat. Podavani oxidu méd’natého se zda byt dobrym fesenim pti eliminaci GIN, pfedev§im
u H. contortus, ale spiSe u dospé€lych jedinct, u odstavenych jehnat by bylo tfeba dalsich
vyzkumu. (Soli et al., 2010).

Extrakty z rostlin

Ve vyuziti latek rostlinného puvodu se oéekava velky potencial. Vyuzivaji se 1éCivé
rostliny nebo rostlinné extrakty obsahujici taniny, esencialni oleje, saponiny, flavonoidy,
polyfenoly adalsi sekundarni metabolity. ZlepSuji ruminalni fermentaci a metabolismus
(Patra a Saxena, 2009, Wencelova a kol., 2015) ajsou schopny ovlivnit populace paraziti
v riznych fazich jejich zivotniho cyklu (Waller a Thamsborg, 2004; Yadav akol., 2010;
Wink, 2012).
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3.5 Rostliny

Nadmérné pouzivani anthelmintik zplsobuje rezistenci a zaroven vyznamé zatézuje
zivotni prostiedi, celosvétovym zajmem je proto hledat ijiné bezpecné a ucinné latky.

(Bashtar et al., 2011, Andre, WPP et al. 2016).

Vyuziti rostlin ¢ijejich extrakt k léCebnym ucelim neni novinkou, naopak
se vyuzivala jiz od 2. stoleti pf. n. 1., vyznamnym piedstavitelem byl lékai starého Rima
Cladius Galén. Vyvoj rostlinnych produktti zavisel na mistni botanické flofe, coz vedlo
k vyvoji rozliénych nutraceutik v riznych ¢astech svéta. Vyuziti rostlin s anthelmintickym
ucinkem se pouzivalo po mnoho staleti pfedevSim v rozvojovych zemich. S pfichodem
chemoterapeutické éry, objevy avyvojem fady vysoce ucinnych 1€ki s velmi Sirokym
spektrem se rostliny a jejich extrakty pfinejmens$im v zapadnim svété dostaly do pozadi.
Tento postoj se v poslednich letech velmi zménil. Existuje rozsahlé oziveni v 1é¢bé prirodnimi
1é¢ivymi ptipravky, a to predevsim z divodu hrozby multirezistence (Bruneton, 1995; Waller,
2001).

Rostliny ptedstavuji velky potencial riznorodych chemickych struktur. VyuZiti
poznatki 0 jejich vyskytu v rostlinném systému Ve prospéch farmacie a mediciny, tj. poznani
a popsani surovinovych zdroju G¢innych 1é¢ivych latek, je jednim z ukold farmakobotaniky.
K rozsifovani poznatkti 0 biologicky aktivnich, resp. farmakoterapeuticky vyuzitelnych

latkach se v soucasnosti vyuzivaji tii strategie:

1) Vyhledavaci studie vyuzivajici taktiky ,biassay-guided“ separace pracujici
S modernimi separa¢nimi technikami provdzenymi vhodnymi jednoduchymi
screeningovymi biologickymi testy. Vysledky testu tidi kazdy nasledny krok
frakcionace az k vyt¢enému cili — v idealnim ptipadé k Cistému, identifikovanému
chemickému jedinci vykazujicimu hledanou biologickou aktivitu,

2) Cilené studie vychazejici z poznatkll etnofarmakologie. Shromazdéni poznatkid
tradi¢ni mediciny umoZni bezprosttedni zaméfeni na zdroje hledanych biologickych
aktivit scilem potvrdit je modernimi farmakologickymi metodami a metodami
fytochemie ucinné slozky izolovat;

3) Pocitatové modelovani farmakoforu spolu s virtudlnim screeningem 3D
multikonformacénich databazi ptirodnich latek. Tyto databaze obsahuji znacné
poznatky o strukturach doposud izolovanych molekul z rostlinného materialu,

pocitacové zpracovani umozni po zadani strukturnich pozadavk pro aktivatory
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receptort vyhledat perspektivni latky a orientovat zajem najejich mozné zdroje

(Jahodaf, 2011).

V Ceské republice je dlouholeta tradice pouzivani 1é&ivych rostlin jak v humanni
tak veterinarni medicing. Pro soucasnou oblast Ceské republiky byla sbirka rostlin pro 1é&ivé
pouziti poprvé hlasena jiz pii ptichodu slovanskych narodt do oblasti stiedni Evropy v dobé
velké migrace ve Ctvrtém a patém stoleti (Baloun, 1985; Prunerova, 2006). Ve stiedovéku
byla prvni farmakobotanickd zahrada zaloZzena Vv roce 1341 I¢karnikem Henricusem
Schwabem v Praze. Prvni Ceska literatura 0 sbéru a pouziti 1é¢ivych rostlin je ilustrovany
herbai Matthioli Herbalu od Tadease Hajka z Hajek, publikovany v roce 1562 (Drabek 2004).
Moderni etnofarmakologické studie anthelmintickych ucincich Ceskych 1éCivych rostlin

je publikovana minimalné (Urban, 2014).

3.5.1 Metabolismus rostlin

Metabolismem rostlin se oznacuje soubor regulovanych biochemickych reakei, které
organismim zaji$t'uji stavebni latky a nezbytnou energii pro jejich funkce (Macholan, 2003).

Primarni metabolity rostlin

Primarni metabolismus rostlin zahrnuje metabolismus lipidt, sacharidt, bilkovin
a nukleovych kyselin, které jsou dulezité pro rast, vyvoj areprodukci rostlin. Primarni
metabolity jsou zdkladni latky, lipidy, sacharidy, jednoduché karboxylové kyseliny nalezici
citratovému cyklu, 20 zékladnich proteinogennich aminokyselin a nékteré derivaty téchto

latek. Tvofti zéklad pro syntézu dalSich latek (Macholan, 2003).

Sekundarni metabolity rostlin

Sekundarni metabolity nejsou jen ochrannymi latkami, rostliny c¢asto potiebuji
zivocichy pro opyleni ¢&i pro rozptyleni semen. V téchto piipadech metabolit ma tlohu
atraktantu (vonné monoterpeny, barevné anthokyany nebo karotenoidy). Molekula
sekundarniho metabolitu obsahuje vice funkénich skupin ajeji biologicka aktivita
je vicestranna. Né&které z nich jsou zapojené soucasné i do dal$ich biogenetickych procesi,
napf. n€které alkaloidy a peptidy mohou mit funkci dusikového depa, iridoidni monoterpeny
mohou byt kone¢nymi produkty, ale mohou také vstoupit do biosyntézy komplexnich
indolovych alkaloidd a stat se slozkou jejich molekul (ajmalin, ibogain, affinin aj.). Z toho

je patrny zavér, ze vyznam sekundarnich metabolitd pro rostliny je mnohem komplexné&jsi,
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zahrnujici mnoho funkci v plnohodnotné realizaci zZivota rostliny. Biogeneze sekundarnich
metaboliti  se odviji pouze znckolika malo primarnich metaboliti: aminokyselin,
acetylkoenzymu A, mevalonové kyseliny a meziprodukti biosyntézy Sikimové kyseliny.
Vznikajici terminalni produkty l|ze poté oznadit jako polyketidy, terpeny a stereoidy,
polyalkiny, Sikimaty, alkaloidy a polyfenoly (Jahodaf, 2011; Hansen 2016). Sekundarni
metabolity se fadi do mnoha skupin s ohledem na jejich terapeutické vyuziti, ale z hlediska
stresové fyziologie rostlin je dulezité fazeni do tfech hlavnich skupin: terpeny, dusikaté latky,

fenolické latky (Taiz et Zeiger, 2010).

3.5.2 Anthelmintické Gc¢inky rostlin
Evropa

Urban etal. (2008) prezentovali studii 0 hodnoceni etanolovych extrakti z 16ti
1é¢ivych rostlin, druhy byly vybrany podle jejich tradicniho pouZiti pfi 1€cbé parazitickych
infekci zaznamenanych v Eeské (byvalé Geskoslovenské) farmakognostické literatute. Uginky

testovali na vajickach Ascaris suum a Lz vyvojovém stadiu Trichostrongylus colubriformis.

VSechny testované rostlinné extrakty potvrdily  anthelmintick¢é  ucinky
na embryogenezi vaji¢ek U A.suum ve srovnani S negativni kontrolou. Nicméné Zadny
z testovanych rostlinnych extraktl Vv Zadné koncentraci nemé¢l vysSi ovicidni Uc€inek
nez pozitivni kontroly. Vytazky z rostlin Allium sativum (Cesnek sety), Artemisia absinthium
(pelynék pravy), Consolida regalis Gray (ostrozka stracka), Cucurbita pepo (tykev turek),
Dryopteris filix-mas Schott (kaprad’ samec), Hedera helix (biect'an popinavy), Inula helenium
(oman pravy), Juglans regia (ofesak kralovsky), Satureja hortensis (saturejka zahradni),
Tanacetum vulgare (kopretina vrati¢), Thymus vulgaris (matefidouska tymian) a Valeriana
officinalis (kozlik lékaisky) vykazovaly pozitivni zavislost mezi jejich ovocidnimi G¢inky
a urovni koncentrace, zatimco extrakty Carum carvi (kmin kofenny), Daucus carota (mrkev
obecnd) a Erigeron canadensis (turanka kanadska) nebyly Gc¢inné v zavislosti na koncentraci.
Vyznamny anthelminticky ucinek naembryogenezi vajec byl prokazdn extraktem
z A. sativum, A.absinthium, C. carvi, D.carota aj. regia ve vsech testovanych koncentracich.
Ve studii vSechny testované rostlinné extrakty vykazaly inhibi¢ni ucinky na embryogenezi
vajec. Maximalni snizeni embryovanych vaji¢ek bylo cca 53 %, s vyjimkou A. sativum, jehoz
inhibi¢ni Gc¢inek dosahl 39 %. Podobné byl v ptipad¢ vSech testovanych rostlinnych extrakt

pozorovan vliv rostlinnych extrakta na L3 hlistice T. colubriformis méfené testem LMI
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(The larval migration inhibition, Rabel et al., 1994). Vysledky se vSak vyrazné lisi Vv jejich
efektivnim rozmezi. Celkovy ucinek byl pozorovan U vSech koncentraci na trovni 22 — 87 %

a pro koncentraci 1000 pg /ml v rozmezi 27% az 63 %.

Valderrabano etal. (2010) zahrnul do své studie ¢tyfi skupiny jehfiat uméle
infikovanych parazitem H. contortus, kterym v ramci potravy byly ptidavany suSené rostliny.
Krmné smési obsahovaly vojtéskové seno, kopystnik véncolisty (Hedysarum coronarium),
pelynék pravy (Artemisia absinthium) a vi¢enec vikolisty (Onobrychis viciifolia). Podil bylin
byl v krmné davce az 20 %. Valderrabano et al. (2010) zjistil, Ze vyznamnou redukci paraziti
vykazoval pouze pelynék pravy (Artemisia absinthium), atoaz49 %. Vajicka vyloucena
trusem byla téZ nejvyraznéji redukovana u pelyiiku pravého (Artemisia absinthium),
atoazvevysi 73 %, uvicence vikolistého (Onobrychis viciifolia) 54 % a u kopystniku
véncolistého (Hedysarum coronarium) 22 %. Pelyn€k pravy (Artemisia absinthium) zminuje
i studie Tariga etal. (2009). Ve své studii vyhodnocoval G¢innost surovych ethanolovych
extraktli z nadzemni ¢asti pelyniku pravého (Artemisia absinthium) a tcinnost surovych
vodnych extraktt. Pozitivni vysledky se projevily u dospélct parazita H. contortus, extrakty
zpuisobovaly ochrnuti ¢i smrt dospélcii. Vzhledem k tomu, ze alkohol vykazuje lepsi absorpci
do t¢l parazit, vysledky alkoholovych extraktli byly vyznamnéjsi. Z dlouhodobych vyzkumi
vyplyva, zebylina pelynék pravy (Artemisia absinthium) ajeho extrakty jsou slibnou

alternativou oproti anthelmintikim.

Novobilsky el al. (2011) zpracovali studii s rostlinnymi extrakty z rostlin Onobrychis
viciifolia (Vicenec ligrus), Lotus pedunculatus (Stirovnik bazinny) a Laotus corniculatus
(Stirovnik rizkaty), rostliny poskytl Narodni tstav zemé&délské botaniky, Cambridge, Velka
Britanie. Zkoumali pifimé anthelmintické ¢inky taninu nahlistice =~ Cooperia
oncophora a Ostertagia ostertagi. Testy probihaly spomoci LARVAL FEEDING
INHIBITION ASSAY (LFIA) testu a Larval exsheathment assay (LEA). Nejvyssi ucinek
po vyhodnoceni testem ECso na obé hlistice mé¢l extrakt z L. pedunculatus. Anthelmintické
ucinky rostlin obsahujicich tanin jsou dobfe zdokumentovany, ale je také ziejmé Ze Giinky
se lisi u druhi nematodt (Hoste etal., 2006). Anthelminticky u¢inek rostlin obsahujicich
tanin koreloval s obsahem taninu v rostlinném materialu (Molan et al., 2002). Uginnost tatinu
byla prokdzana jizv mnoha studiich, tyto rostliny pfedstavuji alternativu ke komercné
vyrabénym anthelmintikim. Tanin zlepSuje imunitni reakci hostitele a neptimo tak ovliviuje
biologii hlistic. Taniny jsou schopny vazat bilkoviny a tim sniZit jejich ruminalni degradaci.

Piedpoklada se, ze pusobenim nizkého pH ve slezu se proteinové komplexy piasobenim
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tiislovin oddé€li od proteinti, tim projde do tenkého stieva véEtSi mnozstvi aminokyselin

a peptidu, kde jsou nasledné absorbovany (Hoste et al., 2012).

Varadyova akol. (2017) testovali anthelmintické efekty u 13 tradi¢nich lé¢ivych
rostlin bé&Znych ve stiedni Evropé (Inula helenium, Rosmarinus officinalis, Matricaria
chamomilla, Althaea officinalis, Petasites hybridus, Malva sylvestris, Plantago lanceolata,
Foeniculum vulgare, Solidago virgaurea, Melissa officinalis, Fumaria officinalis, Artemisia
absinthium, Hyssopus officinalis). Nékteré rostliny byly zaroven 1é¢ivé i toxické s pfiznivym
nebo neblahym uc¢inkem Vv zavislosti na jejich mnozstvi V potravé. AvSak téchto 13 rostlin
bylo pfti fermentacich in vitro detekovano bez nepfiznivého vlivu. Zavér studie Varadyové
a kol. o infekci zazivaciho traktu jehnat hlistici vlasovkou slézovou (H. contortus) zdtraznil
potencionalni vyznam lé¢ivych bylin, které snizuji produkci vajicek parazita pfi parazitické
infekci zazivaciho traktu. Kombinace téchto 1é¢ivych bylin z riznych biologickych celedi
ptispéla ke zpomaleni dynamiky infekce a zlepSila ukazatele produkce jehnat. Hermix
ptedstavil pfiznivou bylinnou smés 1é¢ivych rostlin K potlaceni infekci zplisobenych hlisty

vey

a jeho pouziji je v souladu s principy ekologického zeméd¢lstvi.

Spiegrel etal. (2016) ptedstavili studii, ktera shrnuje ptehled studii a vysledkd
anthelmintickych vysledkl u rostlinnych extrakti v 1é¢bé nematodovych inekci od roku 2001
az do roku 2016. Vyhodnoceni bylo provedeno systematicky Vv Scifinderu® aPubMedu.
Studie vyhodnocovala vysledky studii zaméfenych na polyfenoly - kondenzované
a hydrolyzované tfisloviny, flavonoidy, oligomerni proanthokyanidiny, fenylpropanoidy
a ptibuzné slouceniny. Kondenzované tfisloviny (taniny) a hydrolyzované ttisloviny byly
ve studiich zastoupeny nejcastéji a jejich anthelmintické ucinky byly potvrzeny in vitro
I invivo na mnoha druzich hlistic. Nicméné stale chybi relevantni klinické srovnani, které
by splnilo mezinarodni spole¢né parametry. Je velmi mnoho studii invitro, ale méné

jednoznaénych vysledkl ptimo v chovech malych ptezvykavct.

Afrika

V Africe hlistice vSeobecné zpusobuji vysoka omezeni zivoc¢isné produkce. Hlistice
H. contortus patii mezi nejrozsitenéjsi hlistici viibec a je zodpovédna za velké ekonomické
ztraty, misty doslova decimuje chovy malych pfezvykavci. Vysoké naklady na anthelmintika
jsou pro drobné zemédélce mnohdy netinosné az likvidacni. Adamu et al. vyuzili ke své studii
13 rostlin, které jsou v Jizni Africe bézné, vyuzivané v mistim lékafstvi jak v soucasnosti,

tak v minulosti. Uginky rostlin jiz byly prokazané, cilem vyzkumu bylo zjistit, jaké
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koncentrace jsou tfeba k vy$§imu Géinku. Nejméné ucinny extrakt byl s hodnotou 0,17 mg /
ml z rostliny Cyathea dregei, nejucinngjsi s hodnotou 0,003 mg / ml. z rostliny Clausena

anisata. Vypocet provadéli pomoci statistického testu ECso,

Zabré, G etal. (2017) provedli studii v oblasti Sahelu (Afrika), cilem bylo zjistit
potencialni anthelmintické vlastnosti extraktu z listd rostlin akacie arabské (Acacia nilotica)
a akacie paprscité (Acacia raddiana) na hlistice H.contortus. Olmedo etal. (2017) téz
ve své studii  hodnotili druh akacie, tentokrat hydroalkoholové extrakty z Acacia
cochliacantha. Vysledky vSech rostlin vykazuji larvicidni G¢inky proti H. contortusovi. Zabré,
G etal. (2017) a Olmedo et al. (2017) shledavaji tento rostlinny druh alternativou, respektive

doplnujici moznosti 1é¢by proti H. concortusovi.

Amerika

Andre, WPP etal. (2018) zkousel proti hlistici H. contortus esencialni oleje.
Esencialni oleje jsou komplexni smési bioaktivnich slou¢enin s t€kavymi, lipofilnimi, obvykle
vonnymi a tekutymi latkami. Esencidlni oleje se skladaji z terpenti, terpenoidil, aromatickych
a alifatickych slozek amaji rizné farmakologické Uc¢inky, které jsou predmétem zajmu
VvV preventivni  veterinarni mediciné, jejich uinky jsou antibakterialni, antifungalni,
antikoicidni, insekticidni a anthelmintni. Andre, WPP et al. (2017) uvadi esencialni oleje
ajejich bioaktivni slouceniny jako slibnou alternativu pro kontrolu rezistentnich populaci
paraziti. Navrhuje pfijmout strategii, Kkdy pfirozené produkty nahradi synteticka
anthelmintika napiiklad v obdobi sucha. Navrhuje provedeni hodnoceni farmakokinetiky

a farmakodynamiky pro definovani 1é¢ebnych protokoli.

Squires etal. sijako experimentalni zvife k nakaze vybrali Meriones unguiculatus
(piskomil mongolsky). ZkouSeli esencialni olej z Artemisia annua (pelynék roc¢ni)
a ethanolovy extrakt Artemisia absinthium (pelyn¢k pravy). presto, Ze ve vétSiné studii
vychazi anthelmintické vysledky zrostlin rodu Artemisia uspésné, zde tomu tak neni
aSquires etal. uvadi, Zenebyly pozorovany zadné vyznamné ucinky ani extraktu

ani esencialniho oleje vici hlistici H. contortus.

Brito etal. (2018) vybrali prosvlj vyzkum v boji s hlistici H. contortus v Jizni
Americe rostlinw/kef Mimosa caesalpiniifolia (z rodu Citlivek) bohatou na taniny, které
Vv praxi vykazuji slibnou anthelmintickou G¢innost. Tento ket Se hojné vyskytuje v Brazilii,
kde ho bézné spasaji maly pirezvykavci. Listy zrostlin byly sklizeny, suSeny arozemlety.

Ve svém experimantu pouzili 24 kastrovanych malych pfezvykavci, ktefi byli experimentalné
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nakazeni hlistici H. contortus. Zvitata rozd¢lili do 4 skupin, kontrolni skupina dostavala
koncentrat bez taninii a nedostdvala zadné anthelmintické ptipravky. Dalsi dvé skupiny
dostaly prasek listu M. caesalpiniifolia ve dvou fazich po sedmi po sobé jdoucich dnech (dny
1-7 a14-21), pficemz jedna ze skupin rovnéz dostavala 10 g polyethylenglykolu / den.
Posledni skupina dostala antiparazitikum ZOLVIX (Monepantel) a koncentrat bez tanint.
Denné byly kontrolovany a zaznamendvany pocty vajec Ve vykalech. SniZzeni poctu vajec
hlistice H. contortus ve vykalech u skupin, které dostavaly prasek z litsu M. caesalpiniifolia
bylo az057,7 %. Brito etal. (2018) doporucuji zavést prasek z M. caesalpiniifolia jako
soucast bézného krmiva malych ptrezvykavcu.

Flota-Burgos, GJ etal. (2017) vidi jako dal$i moznou alternativu v boji s hlistici
H. contortus methanolové extrakty z kary Diospyros anisandra alista Petiveria alliacea.
Silice z kury Diospyros anisandra sbirané v obdobi desth méla velmi silny acinek pii pouziti
invitro a vyznamné inhibovala vyvoj larev. Silice z listd Petiveria alliacea sbiranych

V obdobi destli pti aplikaci branila lihnuti vajicek hlistic.

Asie

Vlaknina z citrust je uvadéna jako vedlejsi produkt z citrusovych plodi. Do slozky
potravy piezvykavceu je doporuovana nejen z divodu vysokého obsahu sacharidd,
ale pfedevsim pro své anthelmintické u¢inky. Limonen, ktery se nachazi v citrusové vlakning
a je popsan jako hlavni sloucenina esencialnich olejii z citrust s vyraznymi anthelmintické
ucinky. Studie probihala 42 dni, zvifaty byla zkrmovana vlaknina s obsahem 0,02 % silice
(hlavni slouceniny byly 85,9 % limonenu a7,6 % valencenu) avlaknina z pomeranci
s obsahem 1,5 % silice (hlavni slouc¢eniny byly 65,5 % limonenu a 31,2 % alfa- a gama-

terpineol) a vysledkem bylo zna¢né snizeni poctu vyloucenych vajicek. (Nordi et al., 2014).

Katiki etal. (2012) testoval citronovou travu (Cymbopogon schoenanthus) patfici
do Celedi lipnicovité (Poaceae). Puvodni vyskyt je v tropech, piedev§im Indie, Sri Lanka
a jihovychodni Asie (Cibulka a spol., 2006). Ma sedativni, insekticidni, digestivni, aromatické
vlastnosti avelmi vyraznou a charakteristickou vuni. Hlavni slozkou je geraniol (59 %),
druhou vyznamnou slozkou je geranial (13 %). Podle studii byla nalezena in vitro
anthelminticka aktivita esencialniho oleje C.schoenanthus proti trichostrongylidim
nachazejicich seuovci. Pfiexperimentu nadvoumési¢nich jehnatech, nakazenych
H. contortus, byl oraln¢ aplikovan esencialni olej citronové travy nepfetrzité tii dny. U jehnat,

kterym byla podédvana davka 360 mg/kg, byla pozorovana prvni den po lé¢bé inhibice
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larvalniho vyvoje, nicméné je dulezité upozornit na moznost toxickych ucinkia (Katiki et al.,
2012).

Jednou z dalsich rostlin, kde se opét objevuje vyssi vyskyt taninu je Pelargonium
endlicherianum, vyskytujici se pfevazné v Turecku a Syrii, kde extrakty z této rostliny patii
K turecké isyrské lidové mediciné. Kozan etal. (2016) studovali methanolovy extrakt
z kotenu P. endlicherianum a jeho anthelmintickou u¢innost in vitro. Aanthelminticky u¢inek
proti vajickim, L1 i dospélcim hlistic H. contortus byl prokazan. Tyto vysledky jen potvrdily
folklorni pouziti rostliny pro 1é¢ebné ucely (Kozan, 2016).

V Pékistanu pouzivaji v tradicnim Iékatstvi vytazky z listh bananovniku rajského
(Musa paradisiaca). Hussain et al. (2011) uvadi jeho inhibi¢ni u¢inky na vajicka i na dospé€lce
H. concortus. V severnich oblastech Pakistanu je béznou praxi uzivani terapeutik zaloZenych
na rostlinach rodu Artemisia, protoze jsou jiz dlouha 1éta znamy jejich anthelmintické a dalsi
terapeutické ucinky. Irum et al. (2017) vyhodnocoval u¢inky in vitro a in vivo methanolovych
extrakti zrostlin Artemisia sieversiana (pelyn¢k Sieverstiv) a Artemisia parviflora proti
hlistici H. contortus. Vytazky s obou rostlin se ukazaly jako velmi vyznamné v boji proti

hlistici H. contortus.

Khan aKishor (2014) se zaméfili nalécbu helmintéz polyherbalnimi preparaty.
Ve své studii pouzili rostliny Momordica charantia (Hoika okurka), obsahuje fadu biologicky
aktivnich chemickych latek jako jsou alkaloidy, saponiny, steroidy atd.. Dalsi rostlinou byl
Azadirachta indica (Zederach indicky), ktery obsahuje latku azadirachtin a jiné latky, které
blokuji svlékani larev ivyvoj vaji¢ek a Allium sativum (Cesnek kuchyisky), znamy svymi
ucinky pfilécbé helmintéz. VySe uvedené rostliny v riznych koncentracich pouZili
usledované skupiny malych pifezvykavcd. Druhd skupina zvifat byla prelécena
fenbendazolem. Sledovana byla hladina hematokritu apocet erytrocytd. Jejich pocet
se po podani polyherbalnich preparatii vyrazné zvysil, vysledky byly dokonce srovnatelné
se skupinou zvifat, kterym byl podan fenbendazol. Skupina zvitat, které byl podan
polyherbalni preparat byla celkové ve velmi dobrém stavu, doSlo ke zlepseni globulinu,
albuminu i celkového proteinu. Studie Khan a Kishor (2014) poukazuje na fakt, ze 1écba
polyherbalnimi preparaty by byla zaptedpokladu vyssi davky velmi efektivni, téméf

srovnatelna s komer¢nimi anthelmintiky.
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4 Material a metody
4.1 Biologicky material

4.1.1 Rostlinny material

Bylo vybrano 13 rostlin s potencialné anthelmintickymi Géinky, z té€ch byly pfipraveny

methanolové extrakty.

Rostliny byly ziskany z komer¢nich zdrojii (AGROKARPATY, Plavnica, Slovenska
republika) a BYLINY Mikes s.r.o., Ci¢enice, Ceska republika) v suseném stavu. Celkem bylo

pouzito 13 rostlin a pouzity byly rizné ¢asti - nat’, kvét, kofen, semeno.

Tabulka 1: Testované rostliny s potencialné anthelmintickymi t¢inky

nazev Cesky nazev latinsky ¢ast rostliny
1| oman pravy Inula helenium koten
2 | rozmaryn lékatsky Rosmarinus officinalis list
3| hetmanek pravy Matricaria chamomilla kvét
4 | proskurnik 1ékatsky Althaea officinalis koten
5| devétsil 1ékaisky Petasites hybridus koten
6 | sléz lesni Malva sylvestris kvét
7| jitrocel kopinaty Plantago lanceolata list
8 | fenykl obecny Foeniculum vulgare semeno
9| zlatobyl obecny Solidago virgaurea nat’
10 | medurka lékatska Melissa officinalis nat’
11 | zemédym lékarsky Fumaria officinalis nat’
12 | pelynék pravy Artemisia absinthium nat’
13| yzop lékarsky Hyssopus officinalis nat’

Zdroj: Vlastni zpracovani

Ptiprava rostlinnych extrakti probihala v laboratofich Fakulty tropického zemédélstvi

Ceské zemédélské univerzity v obdobi bfezen - Gerven 2017 dle Kundera (2017).

Z kazdé pfipravené suSené rostliny bylo navdZeno cca 7 ¢, mlynkem zapnutym

na 5000 otacek / 3 min. se pripravila mletd smes. Do laboratorni banky bylo navazeno 6,67 g

susenych rostlin a ptidano 200 ml methanolu, banka se zakryla alobalovym vickem a dala
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do laboratorni tfepacky piirychlosti 200 otacek za minutu na 24 hodin. Po 24 hodinach
na laboratorni tfepacce byl roztok prefiltrovan metodou vakuové filtrace (USA Patent
2 894 541, 1934). Biichnerova nalevka (Biichner, G.,1813) byla pomoci pryzového tésnéni
upevnéna na silnosténnou Erlemeyerovu banku S vyvodem a pfes pojistnou ldhev byla
pfipojena vyvéva. Do nalevky se vlozil filtra¢ni kola¢ a pfitiskl se k nalevce. Nasledné byla
zapnuta vyvéva adonalevky se nalila filtrovana smés. Po skonceni filtrace se pierusilo

vakuum.

Roztoky byly pielity to tlustosténnych kulatych ban¢k a nasledné odpaieny do sucha
na rotacni vakuové odparce, nasledné se zahiivaly pii teploté 40 °C. Vysledny odparek byl
rozdélen do plastovych mikrozkumavek. Poté byly  vzorky  rozpuStény
v dimethylsulfoxidu (DMSO) na finalni koncentraci v DMSO 102400 pg/ml. Pro disledné

rozpusténi odparku byla pouzita ultrazvukova lazei.

4.1.2 Parazitologicky material

Jako modelovy organismus pro testovani ucinnosti rostlinnych extrakti slouzila

gastrointestinalni hlistice H. contortus - citlivy kmen ISE (Inbread Susceptible Edinburgh).

Experimentalné bylo nakazeno jehné (stafi 2-3 mésice, cca 15 kg), plemeno kiizenec
Romanovské ovce, pohlavi samec. Jehné bylo ustijeno v Demonstraéni a pokusné staji CZU
anasledné koprologicky vySetfeno. Koprologické vySetfeni probihalo koncentrovanou
McMasterovou (Roepstroff s Nansen, 1998), a Cornell-Wisconsinovou metodou (Egwang,
1982).

Jehnéti byl dva dny po sobé aplikovan fenbendazol (Panacur 2,5%) v davce 10 mg/kg

Za 6 dni po aplikaci 2. davky fenbendazolu bylo provedeno koprologické vysetieni
s negativnim vysledkem. Za 3tydny po dehelmintizaci bylo provedeno koprologické
vySetfeni.

Pfed wvlastni inokulaci bylo jehnéti podano imunosupresivum dexametazon
(Dexadreson inj. s.c.) v davce 0,3 mg/kg z. hm., tj. 0,151 DXM/kg z.h. anasledné bylo
aplikovano peroralné¢ cca 6 000 L3 hlistice H. contortus (ISE kmen). U hlistic H. contortus
byla zkontrolovana motilita. Usp&$nost experimentalni infekce byla ovéfena 21. den po

inokulaci.
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Vzorky vykalii byly pribézné odebrany piimo zkonecniku experimentalné
infikovaného jehnéte v casovém obdobi fijen 2017 az biezen 2018. Vajicka gastrointestinalni
hlistice H. contortus (ISE kmen) byla ziskana Cornell — Wisconsinovou metodou
dle Egwanga (1982) a Levecke et al. (2012).

Do treci misky byly vlozeny 4 g vykalu, které byly zality 15 ml vodovodni vody, smés
byla tlouckem rozetiena do kaSovité konzistence, vzniklad suspenze byla piefiltrovana pies
Cajové sitko do nadoby, z této nadoby se 10 ml suspenze pielilo do centrifugacni zkumavky,
certifugovalo se 5 minut pti 1200 otackach za minutu, supernatan byl slit, ke vzniklému
sedimentu ve zkumavce byl pielit flotani roztok (nasyceny NaCl + 500 g glukozy na 1 litr
NaCl) do poloviny vysky zkumavky, pomoci Pausteurovy pipety byla suspenze promisena,
flotacni roztok byl prelit tak, aby zkumavka byla plna a vytvofil se tzv. pozitivni meniskus,
na hladinu se ptilozilo kryci sklicko, zkumavka se nechala centrifugovat 3 minuty
pii 1 100 otackach za minutu, kryci sklicko se odejmulo aspodni stranou, kde byla
ze suspenze vytvotfena kapka, ta se vlozila na podlozni skli¢ko, prohlizenim celé plochy
kryciho sklicka se zaznamenavala veskerd propagacni stadia parazitl, soucet vSech

propagacnich stadii predstavoval intenzitu infekce.

Ziskana vajicka hlistice byla 20 hodin inkubovéana v destilované vodé pii teploté
26 °C. Po uplynuti této doby se z vétSiny vajic¢ek vylihly larvy 1 (L1) stadia, a pouzily se ty,
které prolezly do 30 minut; nashromazdil se biologicky material. Pro testovani byly pouzity
mikrozkumavky (1,5 ml) — provedeny byly 3 pozitivni kontroly a 3 negativni kontroly,
6 koncentraci rostlinnych extraktd ve trojim opakovani. Jako pozitivni kontrola slouzi
ivermektin  (IVM) v koncentraci 1 ug/ml + Li+ FITC (Fluorescein isothiocyanate)
Escherichia coli.  Negativni kontrola — PBS + Li+ FITC. Pouzité extrakty byly
v koncentracich 64, 256,1024 pg/ml (dle Urbana et al. 2008, upraveno) + L1+ FITC E. coli;
inkubace L (s extrakty, anthelmintikem a PES) cca 2 hod pii 25 °C — mikrozkumavky byly
umistény Vv horizontalni poloze. Nasledné¢ se ptidalo 10(20) ul FITC E. coli
a mikrozkumavky se inkubovaly ve tmé, po té byly mikrozkumavky obaleny alobalem
a umistény v horizontalni poloze 18 hod pii 25 °C; centrifugovany byly 1 min pti 6 000 g
a byly odsaty v supernatanu (cca 800 pl). Sediment byl napipetovan na podlozni sklicko,
nasledné se prohlizel fluorescenénim mikroskopem pod UV (FITC filtr 450 — 490nm)
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s vyuzitim i mikrotitranich desticek s plochym dnem. Poté byly spocitany nakrmené

a nenakrmené larvy a byl vyjadten jejich pomér.

Veskeré pfistrojové a laboratorni vybaveni se nachazelo na Ceské zemé&délské
univerzité, V laboratofi parazitologie na Katedie zoologie a rybarstvi, fakulty Agrobiologie,
potravinovych a pfirodnich zdroji CZU avV laboratofich Fakulty tropického zemédglstvi
CZU. Postup byl upravovan dle Amarante et al. (2005), Jackson, F. a Hoste, H., (2010) a
Vercoe et al. (2015).

Zpracovani dat

Larvicidni uc¢inek testovanych rostlin byl vyhodnocen jako procentuédlni podil nakrmenych
larev oproti larvam nenakrmenym. Zarovenn byla pomoci probit modelu s log-normalnim
rozdélenim dat vyhodnocena primérna letalni koncentrace, kterd je potiebna pro devitalizaci

50 % larev — LDsp

Ze ziskanych dat byla statisticky vyhodnocena hodnota ECso ([Half Maximal]
Effective Concentration — Statisticky odvozena koncentrace latky, u které se predpoklada,
ze zpusobi urcity efekt (snizeni méfené zivotni funkce, napf. snizeni ristu, zména chovani
apod.) u50 % testovanych organismi dané populace za definovanych podminek (Vubp,
2004).

Procentualni Uc¢innost jednotlivych testovanych rostlinnych extrakti byla graficky

znazornéna v programu Microsoft Office Excel.
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5 Vysledky

Graficky je znazornéna statisticky odvozena koncentrace latky, u které se predpoklada
letalni koncentrace, pfikteré uhyne 50 % testovanych organismu statistickou metodou
ECso. Testem byla ziskana pramérna letalni koncentrace (LD) potiebna k devitalizaci larev

parazita.
Extrakty jsou uvedeny v mikrogramech na mililitry [png/ml]

Tabulka 2: Testované rostliny s vyhodnocenim LDsp.

nazev ¢esky nazev latinsky ¢ast rostliny LDso
1| oman pravy Inula helenium koten 50,21
2 | rozmaryn lékaisky Rosmarinus officinalis list 270,77
3 | hefmanek pravy Matricaria chamomilla kvét 268,71
4 | proskurnik 1ékatsky Althaea officinalis koten 170,98
5| devétsil 1ékaisky Petasites hybridus koten 307,96
6 | sléz lesni Malva sylvestris kvét 207,65
7| jitrocel kopinaty Plantago lanceolata list 1148,18
8 | fenykl obecny Foeniculum vulgare semeno 671,85
9| zlatobyl obecny Solidago virgaurea nat’ 1202,02
10 | medunka lékaiska Melissa officinalis nat’ 1012,33
11 | zemédym lékarsky Fumaria officinalis nat’ 28
12 | pelynék pravy Artemisia absinthium nat’ 9653,9
13| yzop lékaisky Hyssopus officinalis nat’ 700,32

Zdroj: viastni zpracovani
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testované rostliny

Graf 1: Koncentrace latky mikrogramech na mililitry [pg/ml] u testovanych rostlin
u které se predpoklada letalni koncentrace, pri které uhyne 50 % testovanych

organismu (LDso)

Zdroj: viastni zpracovani

Larvicidni u¢inek methanolovych extraktli z testovanych rostlin v koncentraci

64 pg/ml byl pozorovan v rozmezi 10 — 98 % viz. graf ¢. 2.

Vyznamny anthelminticky w0c¢inek v této koncentraci vykazovaly extrakty z nati
zem&dymu lékaiského (Fumaria officinalis), semene fenyklu obecného (Foeniculum vulgare)
a kotene omanu pravého (Inula helenium), nejméné vyznamny anthelminticky ucinek

vykazoval extrakt z listu jitrocele kopinatého (Plantago lanceolata).

Larvicidni u¢inek methanolovych extrakti z testovanych rostlin v koncentraci

256 pg/ml byl pozorovan v rozmezi 5 — 100 % viz. graf ¢. 3.

32



Vyznamny anthelminticky uc¢inek Vv koncentraci vykazovaly extrakty z nati
zem&dymu lékaiského (Fumaria officinalis), kofene omanu pravého (Inula helenium), kotene
proskurniku 1ékaiského (Althaea officinalis) a kvétu slézu lesniho (Malva sylvestris), nejméné
vyznamny anthelminticky ucéinek vykazoval extrakt z listu jitrocele kopinatého (Plantago

lanceolata)

Larvicidni u¢inek methanolovych extrakti =z testovanych rostlin v koncentraci

1024 pg/ml byl pozorovan v rozmezi 34 — 100 % viz. graf ¢. 4.

Vyznamny anthelminticky uc¢inek v této koncentraci vykazovaly extrakty z nati
zemédymu lékaiského (Fumaria officinalis), kofene proskurniku Ilékafského (Althaea
officinalis), kvétu slézu lesniho (Malva sylvestris), listu rozmarynu 1ékaiského (Rosmarinus
officinalis), kvétu hefmanku pravého (Matricaria chamomilla), kotfene devétsilu lékaiského
(Petasites hybridus), semene fenyklu Iékafského (Foeniculum wvulgare) anati yzopu
I¢katrského (Hyssopus officinalis), nejméné vyznamny anthelminticky uéinek vykazovaly

extrakty z listu jitrocele kopinatého a nati pelynéku pravého (Artemisia absinthium).

Védecka hypotéza: rostliny s vysokym obsahem sekundarnich metabolitt maji letalni

ucinek na larvy hlistice Haemonchus contortus se potvrdila.
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prdmeérné ucinnosti extraktl v koncentraci 64 pg/mlv %
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testované rostliny

Graf 2: Pfehled pramérné ucinnosti extrakti v koncentraci 64 pg/ml v %

Zdroj: viastni zpracovani

Vyznamny anthelminticky ucinek v této koncentraci vykazovaly extrakty z nati zemédymu
Iékaiského (Fumaria officinalis), semene fenyklu obecného (Foeniculum vulgare)
a kotfene omanu pravého (Inula helenium), nejméné vyznamny anthelminticky ucinek

vykazoval extrakt z listu jitrocele kopinatého (Plantago lanceolata).

34



prameérné ucinnosti extraktd v koncentraci 256 pg/mlv %
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testované rostliny

Graf 3: Piehled pramérné ucinnosti extrakti v koncentraci 256 pg/ml v %

Zdroj: viastni zpracovani

Vyznamny anthelminticky u¢inek v koncentraci vykazovaly extrakty z nati zemédymu
Iékaiského (Fumaria officinalis), kofene omanu pravého (Inula helenium), kofene
proskurniku 1ékatského (Althaea officinalis) a kvétu slézu lesniho (Malva sylvestris), nejméné

vyznamny anthelminticky ucinek vykazoval extrakt z listu jitrocele kopinatého (Plantago
lanceolata).
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pramérné ucinnosti extraktl v koncentraci 1024 ug/mlv %
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testované rostliny

Graf 4: Piehled pramérné ucinnosti extrakti pii koncentraci 1024 pg/ml v %

Zdroj: viastni zpracovani

Vyznamny anthelminticky ucinek v této koncentraci vykazovaly extrakty z nati
zemédymu lékatského (Fumaria officinalis), kofene omanu pravého (Inula helenium), kotene
proskurniku 1ékatrského (Althaea officinalis), kvétu slézu lesniho (Malva sylvestris), listu
rozmarynu 1ékatského (Rosmarinus officinalis), kvétu hefmanku pravého (Matricaria
chamomilla), kofene devétsilu l1ékaiského (Petasites hybridus), semene fenyklu 1ékatského
(Foeniculum vulgare) anati yzopu lékairského (Hyssopus officinalis), nejméné vyznamny
anthelminticky ucinek vykazoval extrakt z listu jitrocele kopinatého (Plantago lanceolata)
a nati pelynéku pravého (Artemisia absinthium).
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6 Diskuze

Cilem této diplomové prace bylo vyhodnotit in vitro anthelmintickou wG¢innost tfinacti
methanolovych extraktd z rostlin b&Zné rostoucich v Ceské a Slovenské republice uvedenych

Vv tabulce €. 1 této diplomové prace na larvy gastrointestinalni hlistice Haemonchus contortus.

Jak uvadi Urban (2014), tak moderni etnofarmakologické studie anthelmintickych uc¢inkt
¢eskych 1éc¢ivych rostlin je publikovano minimaln€, oproti tomu studii, které se zabyvaji

ucinnosti extraktd z tropickych ¢i subtropickych rostlin najdeme v odborné literatuie mnoho.

Obecné 1ze konstatovat, ze rostlinné extrakty ¢i piipravky Casto piisobi az pfi relativné
vysokych koncentracich, ¢imz se znacné snizuje jejich praktickd vyuzitelnost pii tlumeni

hemonchoézy.
V této diplomové praci byly pouzity koncentrace 64 pg/ml, 256 pg/ml a 1024 pg/ml.

Celkovy anthelminticky ucinek byl pozorovan v souhrnu vsech koncentraci na Grovni od 5
do 100 %. Urban et al. (2008, 2014) uvadégji koncentrace 62,5 pg/ml, 125 pg/ml, 250 pg/ml,
500 pg/ml, 1000 pg/ml a 2000 pg /ml stim, ze celkovy anthelminticky ucinek u vSech
koncentraci dohromady byl pozorovan od 22 do 87 %.

Vyznamny anthelminticky ucinek na hlistice v této studii pii primérné Uc€innosti extraktl
v koncentraci 64 pg/ml vykazuje zemédym lékaisky (Fumaria officinalis) 95,34 %, fenykl
obecny (Foeniculum vulgare) 89,19 % a oman pravy (Inula helenium) 79,03 %.

Urban et al. (2008, 2014) uvadi vyznamny anthelminticky uinek pii primérné UCinnosti
extrakttl v koncentraci 62,5 pg/ml u pelyfiku pravého (Artemisia absinthium), omanu pravého
(Inula helenium) a kozliku 1ékaiského (Valeriana officinalis).

Vyznamny anthelminticky ucinek na hlistice v této studii pfi primérné Uc¢innosti extraktl
v koncentraci 259 pg/ml vykazuje zemédym lékarsky (Fumaria officinalis), oman pravy
(Inula helenium), proskurnik lékatsky (Althaea officinalis) asléz lesni (Malva sylvestris).
V koncentraci 1024 pg/ml byl pozorovan larvicidni u¢inek v rozmezi 34 — 100 %, vyznamny
anthelminticky ucinek vykazuje zemédym lékarsky (Fumaria officinalis), oman pravy (Inula
helenium), proskurnik 1ékarsky (Althaea officinalis), sléz lesni (Malva sylvestris), rozmaryn
Iékatrsky (Rosmarinus officinalis), hefmanek pravy (Matricaria chamomilla), devétsil
I¢katsky (Petasites hybridus), fenykl Iékaisky (Foeniculum vulgare) ayzop Ilékaisky

(Hyssopus officinalis)
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Urban et al. (2008, 2014) uvadi vyznamny anthelminticky ucinek extraktt v koncentraci
125 pg/ml u omanu pravého (Inula helenium) a ofesaku kralovského (Juglans regia),
v koncentraci 250 a 500 pg/ml u pelyiku pravého (Artemisia absinthium), ofesaku
kralovského (Juglans regia) a ostrozky stracky (Consolida regalis Gray). V koncentraci 1000

pg /ml vSech testovanych bylin byl larvicidni uc¢inek v rozmezi 27 % az 63 %.

Brunet et al. (2007) prokazali vyznamny anthelminticky ucinek rostliny Vicenec
ligrus (Onobrychis viciifolia) a to u vsech testovanych koncentraci: 300, 600 a 1200 pg/ml

na larvy hlistic H. contortus a Trichostrongylus colubriformis.

Rod rostlin Artemisia je vyhleddvany pro své jiz prokdzané anthelmintické U¢inky. Rlizné
druhy pelynku jiz prokazali vysokou larvicidni i ovicidni u¢innost v mnoha studiich. V ramci
této diplomové prace byl testovan rostlinny extrakt z naté pelyiiku pravého (Artemisia
absinthium). Ucinek v koncentraci 64 pg/ml a v koncentraci 256 pg/ml byl pozorovan
v rozmezi od 26 — 56%. Obdobné vysledky uvadéji Squires et al. (2011) i v jejich studii
nebyly pozorovany zddné vyznamné ucinky, a to ani u esencialniho oleje z pelyiiku ro¢niho
(Artemisia annua), ani u ethanolového extraktu z pelyniku pravého (Artemisia absinthium)

vici hlistici H. contortus.

Urban et al. (2008, 2014) naopak prokézali i€innost ethanolovych extraktli z ¢esneku setého
(Allium sativum) a pelyniku pravého (Artemisia absinthium) na embryogenezi vajec Ascaris
suum a larvy hlistice T. colubriformis, Tariqua et al. (2009) ve své studii pozitivné
vyhodnotili G¢inky surovych ethanolovych extrakt znadzemni céasti pelyiiku pravého
(Artemisia absinthium) na larvy hlistice H. contortus. Valderrabano et al. (2010) zase uvadéji
ve své studii vyznamnou redukci hlistic H. contortus u pouziti pelynku pravého (Artemisia
absinthium), a to az 49 %. Vajicka vyloucena vykaly byla téz nejvyraznéji redukovana u
pelyiiku pravého (Artemisia absinthium), a to az ve vysi 73 %, rostlinu podavali susenou

formou v krmivu.

Nejvyssi letalni Gc¢inek na larvy hlistice H. contortus ze 13 ti testovanych evropskych rostlin
vtéto studii mély extrakty znaté zemédymu lékarského (Fumaria officinalis)
s vyslednym LDso - 28 pg/ml a kofenu omanu pravého (Inula helenium) s vyslednym LDso -
50,21 pg/ml, Adamu et al. (2013) oproti tomu testoval 13 béznych z jizni Afriky. Nejucingjsi
byl extrakt z rostliny Cyathea dregei, kde vysledna hodnota LDso byla 3 pg/ml, oproti nasi

v
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s vyslednou hodnotou Adamu et al. (2013) uvadi LDsg 170 pg/ml, u rostliny Clausena anisati
oproti nasi nejméné naméiené¢ hodnoté LD 1202,02 pg/ml u zlatobylu obecného (Solidago
virgaurea) a naméfené hodnoté LDsp 1012,3 pg/ml u meduniky 1ékaiské (Melissa officinalis).
Zabré etal. (2017) oblasti Sahelu (Afrika) testoval extrakty z listd rostlin akacie arabské
(Acacia nilotica) a akacie paprsCité (Acacia raddiana), kdy akacie arabska vykazovala
vyslednou hodnotu LD50 195ug/ml a akacie paprscita vykazovala vyslednou hodnotu LDso
840 pg/ml, coz v nasi studii pfiblizn¢ odpovida larvicidnim vysledkim extraktli ze semene
fenyklu obecného (Foeniculum vulgare) s vyslednou hodnotu LDso 671,85 pg/ml a z nati

yzopu lékatského (Hyssopus officinalis) s vyslednou hodnotu LDso 700,32 pg/ml.

vwr

(Plantago lanceolat) s vyslednou hodnotu LDsg 1148,18, z nat¢ zlatobylu obecného (Solidago
virgaurea) s vyslednou hodnotu LDsg 1202,02, z naté¢ medunky 1ékaiské (Melissa officinalis)
a prekvapivé z naté pelynku pravého (Artemisia absinthium) s vyslednou hodnotu LDso
9653,9 byt mnoho studii (Urban et al., 2008, 2014; Tariqua et al. 2009; Valderrabéano et al.

2010) pelynék pravy uvadi jako velmi slibnou alternativu k 1é¢b¢€ parazitdz.

Z vysledkl je patrné, Ze Ucinky rostlin jsou zavislé nejen na druhu, ale 1 na lokalité sbéru,
jiném vegetacnim stadiu vyvoje rostliny (Tomko, 1999), meteorologickych podminkach a
zpusobu zpracovani ¢i pouziti. Proto se mnohdy ucinky stejnych rostlin pomérmné lisi.
Aktualni hladina biologicky uc¢innych latek v rostliné mize byt ovlivnéna fadou faktorti, napf.
faze rustu rostliny, teplota okolniho prostfedi, vlhkost, atd.. Jinou u¢innost 1ze také vysvétlit

pouzitim jin¢ho parazita, ¢1 jinym stadiem jeho vyvoje (Tomko, 1999, Hoste et al., 2006).
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r 4
[ Zavér
Parazitarni onemocnéni predstavuji ve veterindrni mediciné velky problém,

ptredstavuji faktor, ktery velmi vyznamné ovliviiuje chov malych piezvykavcl. Lécbu znacné

komplikuje rychly narast rezistentnich kment parazitt.

Nedilnou soucasti managementu kazdého chovu by méla byt dasledna opatieni,
nikoliv pouze fteSeni dusledkii. Misto permanentni snahy 0 uplné odstranéni parazita
jak z prostiedi, tak z hostitelii je nezbytné se zaméfit i na dalsi mozné metody, které budou
schopny udrzZet stav v piijatelné rovin€. Tim je kombinace podavani vhodnych anthelmintik
a vyuziti alternativnich metod a vyuzivat moderni poznatky, které mnohdy piedstavuji odlisné
chépani obvyklého pohledu jiz zazitych metod a piistupii
Rostliny vyskytujici se v extrémnim prostfedi tropti a subtropll jsou k tomuto Zzivotu
pfizplisobeny, mimo jiné, produkci specifickych latek. Mezi tyto latky patii i sekundarni
metabolity. Naopak rostliny z mirného podnebi mohou obsahovat mnohem nizsi koncentrace
téchto G¢innych latek. Coz mize vysvétlit mnohdy nizsi ucinnost extraktd z mirného podnebi
oproti rostlinam z tropt a subtropti. Obvykle také v piirod¢ rostliny nevykazuji tak vysoké
koncentrace ucinnych latek, které se prezentuji ve studiich jako slibné alternativy a navic
se mohou vzajemné¢ vice ¢i méné ovliviiovat. Pro stanoveni typt sloucenin zodpoveédnych

za anthelmintické vlastnosti téchto druhi jsou tedy nutné dalsi fytochemické studie.

Presto, ze vysledky in vitro mnohdy vykazuji velmi slibné Géinky, zustava otazkou, jaké
by bylo uvedeni do praxe, mnohdy se totiz uZitecné larvicidni G€inky projevuji az pfii
vysokych koncentracich rostlinnych ptipravki, je tedy velmi dileZité zvazit i nezadouci ¢i
toxické ucinky predevSim u mladych zvifat a bfezich samic. Pro lepsi pfehlednost G€¢inkl a
vyuziti rostlinnych pfipravkit by bylo vhodné sjednotit metodiku interpretace ziskanych

vysledki a zobjektivizovat hladiny uc¢innosti.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symbolu

DMSO

L1

L2

Ls

L4

LDso
FITC

ISE kmen
IVM
PPRI

dimethylsulfoxid

larva 1. vyvojového stadia

larva 2. vyvojového stadia

larva 3. vyvojového stadia

larva 4. vyvojového stadia

Larval Death 50%

Fluorescein isothiocyanate

Inbread Susceptible Edinburgh kmen
Ivermektin

Periparturient relaxation in imminity
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