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1. UVOD A CILE DIPLOMOVE PRACE
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Chov ovci mé bohatou a slavnou tradici v Cechach i na Moravé. Ovce jsou
jednim z druhti zvifat, kterd trpi nejvice parazitdirnimi onemocnénimi. MiiZeme
pocitat, ze u nas 30% vSech ztrdt v ovCich chovech je zavinéno témito
onemocnénimi (2).

Ekonomika chovu uzitkovych zvitat a soucasna efektivnost zivoc¢isné vyroby
vV materidlni zédkladn€ jsou piimo zavislé i na stavu a dalSim rozvoji veterinarné
orientované helmintologie. Ukazuje se, ze skupina cizopasnych ¢ervli ohrozujici
hospodaiska zvifata zplsobuje zatim nejveétsi pfimé ztraty hynutim mlad’at, 1
komplex neptfimych skod tim, ze zaviiluje pokles uzitkovosti, biologické hodnoty
potravin a snizovani jakosti surovin zivo¢i§né vyroby.

Zabrana infekce cizopasnymi Cervy a ozdravovani celého prostiedi musi
vychazet z ptesného druhového urceni piivodce infekéni choroby. Déle je nutné
znat zpisob jeho zivota, pifipadé¢ mezihostitele, rezervoarové organismy,
prenasece, dynamiku invazniho cyklu, jeho rozsifeni na daném tizemi, druhovou

specifi¢nost (4).

Cile m¢ diplomové prace byly:

1) zisk dospélcti Haemonchus contortus pro potiebu in vitro kultivaci

2) kontrola Gsp&snosti od¢erveni jehnat

3) infikace jehnat larvami Haemonchus contortus z vlastnich kultivaci a sledovani
produkce vajicek

4) testy helmintorezistence — test lihnuti larev a test vyvoje larev



Ludmila Pruskova Diplomova prace

2. TEORETICKA CAST
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2.1. ENDOPARAZITOZY OVCI

Podnebi v nasi geografické oblasti a prechod od karpatského systému pastvy
ovei k systémim oplitkovym umoziuje rozvinuti vyvojovych cykli mnoha
parazith ovci. Silné parazitarni invaze nezpiisobuji pouze ztraty pfimé (zvyseny
uhyn,nizs$i kvalita masa), ale i1 ztraty nepiimé — sniZzeni produkce (vyrazné
zhorSena wuzitkovost), maji negativni vliv na reprodukci (vyrazné€ sniZena
plodnost), zpusobuji zvySenou vnimavost k ostatnim onemocnénim (zvySeny
vyskyt infekénich 1 neinfekénich chorob a sekundarné zvysSeny uhyn).
Nejpodstatnéj$imi parazitologickymi nalezy v naSich chovech jsou nalezy

plicni,stievni a slézové Cervivosti, motolic a tasemnic (1).

2.1.1. Motoli¢natost

V naSich chovech ovci se vyskytuje méné Casto nez v minulosti. Plvodcem
onemocnéni jsou motolice Fasciola hepatica (obr.1), Dicrocoelium dendriticum,
které parazituji ve zlu¢ovodech a v jatrech, a Paramphistomum spp., parazitujici
Vv piedzaludcich ovci (1).

Patogenni ucinek motolic je jednak v mechanickém a toxickém ptisobeni,
jednak v umoznéni sekundarnich infekci. Mladé motolice pfi svém pohybu
V jatrech rozrusuji stény zluCovodu. Pfi vétSich invazich ucpavaji motolice
zluCovody a zpisobuji tak méstnani zlu¢i a dilataci zlucovodi.  Toxiny
vylu¢ované motolicemi ptlisobi silné¢ hemolyticky, nékteré 1 lipolyticky,

proteolyticky a glykolyticky (2).

Obr.1: Vajicko motolice jaterni (Fasciola hepatica)
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2.1.2. Tasemni¢natost

Patfi mezi nejcastéj$i a nejzadvaznéjsi helmintdézy ovei. Je to ekonomicky
nejzavaznéjsi parazitdza zjistovana pii pastevnim odchovu jehnat. Zptisobuji ji
tasemnice rodu Moniezia (obr.2), jez cizopasi v tenkém stievé zvitete, doristaji
v ném az 8 cm denné a v dospélosti dosahuji celkové délky az 4 m. Zralé ¢lanky
s vajicky parazita odchazeji trusem a vajicka se stavaji potravou pudnich roztocu
celedi Orobatidae, ti slouzi ve vyvojovém cyklu parazita jako mezihostitelé,
pfezivajici v dané lokalit¢ i né€kolik rokti. K nakazeni dalSich ovci dochézi
pozienim pastevniho porostu, na ktery aktivné vycestovali nakazeni roztoci (1).

Nemocna zvifata bez ohledu na dobrou vyZzivu ztraceji na véaze a trpi
stiidavymi prijmy a zacpou. Ve vykalech se nachazeji ¢lanky tasemnice. Pribch

onemocnéni zavisi na mnozstvi parazitl ve stieve (3).

Obr.2: Vajic¢ko tasemnice rodu Moeniezia

2.1.3. Plicni Cervivost

Je to souhrnné oznaceni pro parazitézy dychaciho Ustroji. Maji nckolik
pivodct, nejcastéji z rodd Muellerius (Obr.3) a Protostrongylus, které patii mezi
malé plicnivky. Jsou to mali vlaskoviti Cervi o délce az 4 cm, parazitujici
v pruduskach plic. Maji slozity vyvoj pies mezihostitele - suchozemskeé plze (1).

Typickym ptiznakem je kasel, zpocatku suchy, kratky a zachvatovity, pozdéji
vlhky s vyhozem. Kasel se obyCejné projevuje ve stadé pii pohybu, vstavani, pii
vyhnani na Cerstvy vzduch. Dychani je zrychlené a namahavé. Poslechem lze

zjistit na plicich zejména vlhké Selesty, ¢asto byva i hlenovy vytok z nozder.

10
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S postupujicim onemocnénim zvifata hubnou, sldbnou a béhem nékolika tydnt,

pfip. mésict miize dojit ke kachexii a uhynuti (4).

Obr.3: Puvodce plicni ¢ervivosti — rod Muellerius

2.1.4. Slezova a stirevni Cervivost

Jejim ptivodcem jsou druhy oblych Cervii parazitujicich ve slezu (Haemonchus
contortus, Ostertagia circumcincta), druhy parazitujici vtenkém stievé
(Trichostrongylus vitrinus, T.rugatus, T.culumbriformis, Nematodirus battus a
N.filicollis) a druhy parazitujici v tlustém a slepém stievé ovci (Chabertia ovina,
Oesophagostomum columbianum, Trichuris ovis (obr.4)). Jejich délka je 1-5 cm,
jsou vlaskovitého nebo nitkovitého tvaru. Jejich vajicka odchazeji trusem z téla
zvitete, lihnou se z nich larvy schopné pohybu ve vnéjSim prostfedi. Tyto larvy
pak spasou dalsi zvifata, vyvoj probih4 bez mezihostiteli.

Nematodiréza je nejvyznamnéjsi parazitozou zpuisobovanou stievnimi cervy.
Nejcastéji postihuje jehnata ve vé€ku 6-10 tydni. Vyvoj na infekénim staddium
larvy (L3) probiha ve vajicku, které je vysoce rezistentni na vysuSeni a k nizkym
teplotdm, na pastvindch proto miize prezivat aZz 1 rok. K dalSimu vyvoji je
zpravidla nutna delsi doba nizkych teplot, na kterou navaze obdobi s teplotami
nad 10 °C. Teplota stimuluje larvy L3 k opusténi vajicka a nakazi jehiiata, ktera
jiZ ztratila kolostralni imunitu ziskanou od bahnic. K nejvétsi vin€ invazi dochézi
Vv naSich podminkéach v obdobi kvétna a Cervna, jsou ale béZné i u starSich jehnat

V obdobi pozdniho léta a podzimu.

11
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Ke klinickym piiznakim patii ndhly vznik akutniho zanétu stfev s profuznim

prijmem, ztratou chuti a rychlou dehydrataci. Pokud se jehnata neléci, hynou

béhem 2-3 dnl. U jehnat, ktera invazi pteZziji, se vyvine postinvazni imunita (1).

Obr.4: Vaji¢ko Trichuris ovis

2.2. Haemonchus contortus

Mezi nemocemi omezujicimi preziti a produktivitu ovci a koz zaujimaji
infekce gastrointestindlnimi nematody nejvyssi pozici, drtivou vétSinu hlavné
Haemonchus contortus. Tento krev sajici parazit je neblaze prosluly vSude po
svéte. Je pravdépodobné jedinym nematodem ovci, ktery mize byt pfesné uréen
bez pomoci slozitych laboratornich testii. Ptiznaky akutni anémie jsou ziejmé, Ize
je poznat ze sliznic napadenych zvitat (obr.5), dokonce z nich Ize urcovat i miru
napadeni parazitem. Anamnéza a dal$i okolnosti pak siln¢ naznacuji, Ze se jedna
o haemonchézu. H. contortus je povazovan za nejvice patogenniho parazita
malych ptfezvykavci. Ackoliv se objevuje ve smiSenych infekcich s ostatnimi

nematody, jeho vajicka vzdy pievazuji ve fekalnich znecisténich pastvin (5).

Obr.5: Stupnice zbarveni sliznic napadenych sliznic

'

Anaemia guide
Guide sur I'anémie
Guia de anemia
A e

12
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2.2.1. Systematika

Zarazeni parazita H. contortus do taxonomie:

Rige: Animalia

Podiise:  Polycytotozoa

Kmen: Vermes

Podkmen: Nemathelminthes

Trida; Nematoda

Podtiida: Strongylata

Celed:  Trichostrongylidae

Rod: Haemonchus
Druh: H.contortus
(6,7)

2.2.2. Morfologie

Samecek (obr.5) je 11,4-22 mm dlouhy, na obou koncich téla ztzeny. Télo ma
barvu ¢ervenohnédou. Primér hlavy 30 pum. Cervikalni papily jsou vzdaleny od
predniho konce téla 300 um, oesophagus je kyjovity, 1,5-1,7 mm dlouhy. Bursa
copulatrix je tvofena dvéma protahlymi laloky a jednim malym lalokem
dorsalnim, ktery je poloZen asymetricky pfi levém postrannim laloku. Lateralni
paprsky bursy jsou na své bazi spojeny. Paprsek ventroanterolateralni je od

ostatnich paprskil izolovany. Dorséalni paprsek je rozvétveny, kazda vétev na

13
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konci opét rozdélena. Spikuly jsou 300-500 um dlouhé, gubernaculum méii 200 x
25 pm.

Samicka je 16,8-29 mm dlouhd, 487-511 pum Sirokd. Vulva je 3-4 mm
vzdalena od zadniho konce téla. Analni otvor je od konce téla vzdalen 433-650
um. Konec té€la samicky je zasSpiCatély. Vajicka (obr.6) jsou ovalna, nékdy
asymetricka kladend rozryhovand na 16 blastomer, v nichZ prosvitaji svétlejsi

stiedy (2).

Obr.5: Samecek Haemonchus contortus Obr.6: Vajicka Haemonchus contortus

2.2.3. Vyvoj

Vyvoj je piimy a byl dikladné prostudovan Ransomem (20). Z vaji¢ek se na
vzduchu za 14-17 hodin lihne larva 406 um dlouha a 23,4 pum Siroka. Larva se 2x
svléka a béhem 82-90 hodin po vylihnuti se z nich stava larva invazivni. Délka
celého tohoto vyvoje zavisi na teploté a vlhkosti, kdy pti klesajici teploté se vyvoj
prodluzuje. Odolnost larev vii¢i podminkdm vnéjsiho prostiedi je u prvniho stadia
mald, u druhého roste a kone¢né tieti invazivni stadium je velice odolné. Podle
Gdajti Sumakovicovych vydrzi tyto larvy vyschlé 1-1,5 roku. Také vaci
chemickym ¢inidlim jsou velmi odolné. Snaseji delsi dobu ucinky 3% kreolinu a
dokonce dosti silné koncentrace lyzolu (2).

Ve slezu dospivaji larvy po 18-21 dnech. Jedna samice vylou¢i denné 5-6 tisic
vajicek. Ve slezu ziji dospéli Cervi 3-6 mésict (4).

Na pastviné se invazni larvy rozlézaji nejen horizontalné, ale vykonavaji 1
migraci vertikalni, jak zjistila fada autord (napi.Rogers - (21)). Intenzivnost

vertikalni migrace larev ovliviiuji 3 hlavni faktory: teplota, vlhkost a intenzita

14
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svétla. Ve velké vétSing piipadil je na vrcholcich stébel a listli trav nejvétsi pocet
larev v ¢asném ranu (za rosy), veCer a vnoci. Pfes den je pocet vertikalné
migrujicich larev nepatrny. Doba ranniho maxima poctu larev na vrcholcich listi
trav se v dob¢ od jara do 1éta posunuje postupné do casnéjSich rannich hodin,
doba vecerniho maxima se progresivné zpozd’uje. Zvrat opatnym smérem
nastava v druhé poloviné roku. Teplota, tedy jeji maximum a minimum, ve vlivu

na vysokou vlhkost prostiedi, inhibuji vertikalni migraci larev (2) .

2.2.4. Prenos

Hostitelské zvite se nakazi pozfenim larev vylezlych na vrcholky stébel a listl
trav. Ve slezu se larvy ptichycuji na sténé a dospivaji béhem 14-21 dni (2).
Po polknuti se larvy zavrtavaji do sliznice slezu, odkud se po n¢kolika dnech

vraceji na povrch sliznice a dospivaji (8).

2.2.5. Patogenita

Parazité zplsobuji zmény na Zalude¢ni sliznici, coZz vede ke Spatné funkci
zazivacich organi a vyvolavaji také Cetné hemoragie. Zvife nemé dostatek
vyzivnych latek, navic tim, Ze parazit€¢ vysavaji krev, kterou se Zivi, dochazi
K progresivni postupujici anémii. Pronikani toxini z paraziti do organismu
nemocnych zvitat piisobi pomalou otravu. Toxiny, vyluCovanymi Cervy, je Casto
poskozovano srdce.

Nemocnd zvitata ztraci odolnost vii¢i vSem télesnym zatizenim, ubyvaji na
vaze a Spatné se piebarvuji. Sliznice jsou napadné chudokrevné. Zvifata trpi
prijmy, maji zna¢n¢ znecisténou fitni krajinu, srst bez lesku. Pfi silném napadeni
maji otoky vkrajiné bfiSni a na hlavé. Strani se ostatnich, vzdy stoji
s vyklenutym hibetem stranou. Pfi zimnim nedostatku potravy a vysokém stavu

snéhu se pfidruzuji dalsi, bakterialni infekce a sniZuje se i odolnost proti jinym

15
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parazitim, dochézi k thynu. Trpi zvlast¢ jehnata, u nichz pfi silnéjSich invazich

dochazi az ke 100% uhynuti (2,8)

2.2.6. Diagnoza

Diagnéza se provadi koprologicky, flotatnimi metodami. Vajicka H.
contortus jsou vétSinou ovalného nebo elipcitého tvaru s jednim koncem vice
zaSpicatélym. Rozryhovana do 8-16 tmavych blastomer, jejichz stied jasné
prosvita. Velikost vajicek 68-90 x 40-50 pum. Pfi pitvé Cerstvého kadaveru
nachdzime dospélce mezi fasami slezu, pfisaté na sliznici. U starSich kadaveri se
velmi brzo rozpadaji. Slizni¢ni hlen mé obyc¢ejné cokoladovou barvu (4).

Presnéjsi popis diagnostickych metod je uveden vV experimentalni ¢ésti.

2.2.7. Lécba

Léciva s u¢inkem proti ptivodcliim nematodoz jsou v soucasnosti fazena do
skupin ~ makrocyklickych  laktonti, benzimidazoli a imidazothiazolt.
Antinematoda jsou zvifatiim podévana individualn¢ i hromadnég, 1é¢ivé ptipravky
nalezi do kategorii veterindrnich pfipravkil a premixt pro medikovand krmiva

(22).

2.2.7.1. Makrocyklické laktony

Makrocyklické laktony jsou léciva biosyntetického ptivodu s antinematodni a
antiektoparazitarni u¢innosti. Plvodné tradovany mechanismus ucinku, ktery byl
spojovan vyhradné s ovlivnénim GABA neurotransmise na nervovych vlaknech
parazitl, byl novéjsimi studiemi opraven v tom smyslu, Ze nejvyznamnéjsi roli na
receptorech ovladajicich chloridové kandly hraje glutamat. Funk¢nost tohoto

neurotransmiteru makrocyklické laktony Zadoucim smérem pozménuji.

16



Ludmila Pruskova Diplomova prace

Ivermektin je historicky prvnim 1é¢ivem avermektinové skupiny, i
V soucasnosti stale patii mezi nejvyznamnéj$i makrocyklické laktony a zaroven i
veterinarni 1éCiva. Pisobi proti vyvojovym i1 dospélym stadiim hlistic a jednotliva
terapeuticka davka pro injekéni a enteralni podani je 0,2 — 0,3 mg/kg z.hm. Mezi
veterinarni pitipravky patii napi. Biomectin 1% inj., Ecomectin 1% inj. nebo

Ivomec 1% inj. (22, 23).

2.2.7.2. Benzimidazoly

Skupina benzimidazolovych anthelmintik je nyni nejrozsahlejsi skupinou
antinematod odvozenou od jediné chemické struktury. Cast benzimidazolii patfi
k anthelmintikim s viibec nejSir§im spektrem U¢inku. Mechanismus u¢inku je
zalozen na inhibici [-tubulinovych subjednotek nezbytnych pro tvorbu
mikrotubulG v bunikdch parazitd. Jejich narusena tvorba se navazné projevi
zadoucim poskozenim funkc¢nosti celé parazitarni bunky.

Albendazol ma v druhové indikaci ovce, jeho rozpéti terapeutickych davek je
5,0 - 10,0 mg/kg z.hm. Mezi pouzivané veterinarni pfipravky se fadi napt. Albex
10% sol.

Dalsi pouzivanou latkou ztéto skupiny je fenbendazol, ktery se podéava
v davce 5,0 mg/kg z.hm. K veterindrnim pfipravkiim poddvanym ovcim patii

napfi. Fenbion 2,5% plv., Panacur 2,5% susp. (22, 23).

2.2.7.3. Imidazothiazoly

Imidazothiazoly je dlouhodobé uZivana skupina anthelmintik, kterd ma
vyhradné antinematodni t¢inky. Jsou u¢inné proti dospélym i vyvojovym stadiim
nematod, ovocidni G€inky vSak nemaji.

Levamisol je levotociva forma plivodné terapeuticky uzivaného racematu

tetramisolu. Pouziva se v jednotlivé terapeutické dévce 5,0 — 25,0 mg/kg z.hm.
(22, 23).
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2.2.8. Prevence

Z hlediska prevence je dulezité zamezit zamoteni pastvin a od¢ervovat stada
pted pastvou. Pies zimu vétSina trichostrongylidi hyne. Po 3-5 tydnech pastvy je
nutné ovce, piredev§im jehnata vySetfit a ptipadné¢ 1éCit. Druha dehelmintizace se
provadi koncem pastevniho obdobi od zafi do listopadu. Doporucuje se stiidani
pastvin a navrat ovci na pastviny az po 5 mésicich. Mlada zvitata by se méla past
na oddélenych pastvinach. Dale je doporuceno nepast v rannich hodinéch, kdy je

rosa. Mezi dalsi preventivni opatieni patii meliorace a kvalitni vyziva zvifat (9).

2.3. Helmintorezistence

Vseobecné feceno rezistence je definovdna jako snizeni ucinnosti
anthelmintika u populace parazitii, ktera byla puvodné citliva na toto 1é¢ivo.
Rezistence je geneticky podminéna. Tato definice upozorniuje na dvé uskali
v oblasti helmintorezistence.  Zaprvé se piedpoklada, ze citlivost pavodni
populace k anthelmintiku je znama, ale Casto tomu tak neni. SniZena citlivost
k 1é¢ivu kvili rezistenci musi byt rozliSovana podle ruznych vnitinich faktort
jako napt. rizny stupen vyvojového cyklu parazita, odlisné pohlavi, stejny druh
parazita v rizném hostitelském zviteti nebo odlisny druh parazita. Za druhé se
pozaduje, aby rezistence byla vysledkem selekce na genetické Urovni, nicméné

genetické zaklady helmintorezistence jsou stale malo prozkoumany (10).

2.3.1. Historie

Prvnim parazitem, u kterého se zjistil vyskyt rezistence byl zastupce nematodii
H. contortus parazitujici ve slézu malych pfezvykavci a to na nasledujici skupiny
anthelmintik: fenothiazin, benzimidazoly, pro-benzimidazoly, imidazothiazoly,
salicylanilidy a makrocyklické laktony. Rezistence na fenothiazin byla poprvé

zaznamenana V USA asi po dvaceti letech od =zacatku aplikace tohoto
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anthelmintika. Rezistence k tiabendazolu, jako zastupci skupiny benzimidazold,

byla poprvé zjisténa v roce 1961 v USA (11).

2.3.2. Prevalence

Stupeni naléhavosti studia helmintorezistence vychazi z riizného geografického
puvodu podle toho, které¢ klima ptevazuje. Dale zalezi na druhu parazitii a rezimu
1écby schvéalené v dané oblasti. Ackoliv se rezistence obecné pomaleji vyviji
v mirném klimatickém pasu na severni polokouli, piesto prevalence roste i
v Evropé a zbytku svéta (12).

Rezistence se stala kosmopolitnim veterinarnim a chovatelskym problémem,
ktery se tyka hlavné malych prezvykavcl. Problematika je nejaktualngjsi
V Austrélii, na Novém Z¢landé, v JAR, Velké Britanii, ale i jinych evropskych
zemich jako Francie, Holandsko, Dénsko,nebo nékterych stitech Asie a na obou
americkych kontinentech. Problém je velmi vazny, podrobné vysledky z riiznych
mist svéta ukazuji, Ze vkazdé zemi, kde byl prizkum uskuteénény, zjistili
rezistentni kmeny gastrointestindlnich nematodu (13).

Odhaduje se, Ze v Australii se rezistence na benzimidazolovéa anthelmintika u
nematoddi ovci v souCasnosti vyskytuje az na 90 % farem. Podobné vysoké
rozSitené, az 60 %, se uvadi 1 pifi rezistenci na dal§i skupinu anthelmintik,
imidazothiazoly. Nejniz§i uroven vyskytu, okolo 15 % farem, je odhadovana pfi

anthelmintikach skupiny makrocylickych laktoni (14).

2.3.3. Mechanismus rezistence

Helmintorezistence mtize vzniknout diky n¢kolika mechanismim, napf. zména
v cilovych burikach, takze je 1é¢ivo uz nikdy vice nerozpozna a diky tomu je
neucinné; zména v metabolismu tak, Ze dojde k inaktivaci nebo odstranéni 1é¢iva,

a tak se predchazi jeho aktivaci; zména v distribuci 1é€iva do cilového organismu,
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takze se zabrani piistupu léciva do mista plsobeni; zesileni cilovych genti
k pfekonani G¢inku 1éc¢iva.

Benzimidazoly pilisobi pfes inhibici polymerizace tubulinu, ktery je nutny
k budovani mikrotubulii. Je tedy jasné, Ze rezistence souvisi s mutacemi na [-
tubulinovych genech, které zabranuji navazani 1éciva. AvSak n€kolik riznych
polymorfismi B-tubulinovych genii koreluji s benzimidazolovou rezistenci. Prvni
popsany polymorfismus byl velmi dobfe znamy Phe-Tyr polymorfismus na
kodonu 200 B-tubulinového izotypu 1.

Levamisol je nejvice pouzivané cholinergni anthelmintikum ptsobici jako
agonista na nikotinovych acetylcholinovych receptorech na neuromuskuldrni
ploténce parazita a zplsobujici jeho spastickou paralyzu. Rezistence nematodd na
levamisol je také rezistenci na ostatni nikotinové agonisty jako napf. morantel a
pyrantel.

Makrocyklické laktony ptisobi na iontové kanaly, pfevazné na glutamatové a
GABAergni chloridové kanaly. Tyto receptory reguluji v nematodech lokomoci,
pfijem potravy a reprodukci. Mezi makrocyklickymi laktony existuje zkiizena
rezistence, takze parazité rezistentni napt. na ivermektin, jsou obecné rezistentni i
na ostatni makrocyklické laktony. N¢které genetické studie s populaci H.
contortus nalezly souvislost mezi P-glykoproteiny a rezistenci na makrocyklické
laktony (15).

2.3.4. Detekce rezistence

Rostouci pocet ptipadii helmintorezistence si vynutil vytvofit jednoznacné a
standardizované detek¢ni metody. Ne&které metody maji své nevyhody, napf.
vysoké nédklady, pouZitelnost a interpretaci nebo opakovatelnost vysledkd.
Nejvice  pouzivana metoda kdetekci a  monitorovani  pfitomnosti
helmintorezistence u nematodd je test redukce poctu vajicek v trusu (Faecal egg
count reduction test = FECRT), ktery je vhodny pro vSechny typy anthelmintik a
patii mezi in vivo testy. In vitro testy, které méti ti€inek anthelmintika pfi vyvoji,

ristu nebo pohybl riznych stadii parazita, byly vyvinuty jako alternativni
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metody. Tyto testy jsou uzitecné pro vyzkum, ale nelze je aplikovat v mistech,
kde jsou populace parazitii nejednotné (12).
Testy detekce helmintorezistence mizeme tedy rozdé€lit na in vivo testy a in

vewr

prokazatelnost vysledk.

2.3.4.1. In vivo testy

Nejpouzivangjsi in vivo metodou je test redukce poétu vajiCek v trusu
(FECRT). Pii této metod¢ se porovnava EPG (= pocet vaji¢ek v 1 gramu trusu)
v den aplikace a 0 10 - 14 dni pozdé¢ji.  Testovana populace nematodu je
rezistentni, pokud je redukce EPG pfi vySetieni nizsi nez 95 %.

Kriticky anthelminticky test je zaloZen na sbéru trusu od zvitat nejmén¢ 4 dny
po anthelmintické 1é¢bé. VyluCovani Cervi jsou pak objeveni a jejich pocet
spoCitan.  Zvifata jsou poraZzena, zjisti se zbyly pocet Cervii a spocita se
procentudlni u¢innost odectenim poctu vyloucenych Cervii a vyndsobenim stem.

Test fizené anthelmintické ucCinnosti porovnava po 1écbé pocet paraziti u
zvitat, kterd byla infikovana citlivym nebo rezistentnim kmenem nematodt. Tato
metoda je povazovana za spolehlivou a pouziva se k ovéfeni vysledki z FECRT.
Avsak je to jeden z nejdrazsich testd diky laboratornimu vybaveni a pouziti zvitat.
Rezistence je prokazana, jestlize je pokles priméru poctu Cervl nizsi nez 90%

nebo jestlize 1é¢bu piezije vice nez 1000 ¢ervu (12, 16).

2.3.4.1. In vitro testy

v b 4

Z in vitro test je nejrozsifenéjs$i metodou test lihnuti larev (Egg hatch test =
EHT). Pouziva se pfevazné pro zjisténi benzimidazolové rezistence. Je zalozen
na ovocidni vlastnosti benzimidazolovych anthelmintik a schopnosti vaji¢ek
rezistentnich populaci tvofit embrya a lihnout se ve vy$$i koncentraci
anthelmintika benzimidazolové fady nez je to u citlivych populaci nematodd.

Test vyvinu larev (Larval development test) je metoda zalozena na schopnosti

larev nematodii pfezivat a vyvijet se v prostftedi srlznou koncentraci
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anthelmintika. Tento test se pouziva pro spolehlivou detekci benzimidazolové a
levamizolové rezistence. Vajicka nematodd nebo L larvy jsou vystaveny rtizné
koncentraci anthelmintika v agaru na mikrotitraéni desti¢ce obsahujici i vyzivné
medium. Uginek 1é¢iva je pak méfen podle pfemény na Lj larvy. Vysledky velmi
dobfte koreluji s vysledky in vivo testd. Tento test je citlivéjsi nez FECRT a EHT.

Test larvalni paralyzy (Larval paralysis test) byl prvnim testem vyvinutym na
detekci levamisolové rezistence.  Princip testu spociva v urCeni procenta
paralyzovanych Lj3 larev poté, co jsou larvy nematodi inkubované v rtiznych
koncentracich anthelmintika po 24 hodin.

Test zaloZzeny na motilité larev je migra¢né-inhibi¢ni test (Adult migration
inhibition test). Pii tomto testu infekéni larvy, které jsou vystavené uc¢inku
anthelmintika, voln¢ migruji pfes sita z jedné komurky do druhé. Tato metoda se

vyuziva pro detekci ivermektin rezistentnich kmeni (12,16).

2.3.5. Opatfieni proti rezistenci

Jednou z moznosti potlaceni vyvoje rezistentnich kment nematodd je pozivat
kombinace anthelmintik, avSak nyni existuji dikazy, ze rezistence se vyvinula i
vici témto kombinacim. Dal§i moznosti je vyvoj novych chemicky odlisnych
skupin anthelmintik a novych zptisobt aplikace, napi. pomalé uvoliovani ucinné
latky v misté€ plisobeni.

Rezistence je problém. Vyzvou neni jenom porozumét ji a spocitat ji, ale
hlavné proti ni bojovat. Prioritou vyzkumu stale zistava zlepSeni monitorovani
rezistence, stanoveni a aplikace metod, jak zpomalit rozvoj rezistence. Dale je

nutné studovat podstaty rezistence (17).
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3. EXPERIMENTALNI CAST
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3.1. Misto a ¢asové rozlozeni experimenti

Celkem byly provedeny 4 samostatné experimenty. V listopadu 2006 byla
infikovana jehnata s cilem ziskat dospélce H. contortus pro potiebu in vitro
kultivaci. Tento experiment byl ukonfen na jafe 2007. Druhy experiment
prob&hnul v listopadu az prosinci 2006 a byl piedpokusem pro velkou studii, ktera
je zpracovana V diplomové praci Veroniky Prihodové. Tieti experiment probihal
V obdobi prosinec 2007 - unor 2008. V této dobé byla jehnata infikovana larvami
z vlastni kultivace ziskané ve druhém experimentu. Posledni experiment prob¢hl
na Parazitologickém institutu SAV v Kosicich, kde byla zjisStovana
helmintorezistence na vzorcich piivezenych z Ceské republiky.

Experimenty byly provadény na jehnatech na farmach Skochovice a LuZec nad
Cidlinou, patficich firmé ZEM, a.s. Novy Bydzov. Zvifata byla chovana ve
stajich, v letnich obdobich byl pak zajistén pastevni odchov.

Vsechna zvifata byla vedena v centralni evidenci, jejich jednoznacna
identifikace byla zajiS§téna pomoci usnich zndmek s ¢iselnym kodem (centralni
eviden¢ni Cislo zvifete).

Vsechny Ctyfi experimenty byly soucasti grantového projektu 160/53/65301 -
Biotransformacéni enzymy hostitele a parazita - vyznam pro terapii parazitdéz a

helmintorezistenci u piezvykavci (fesitel: Doc. RNDr. Lenka Skalova, Ph.D.)

3.2. Plemena ovci pouzitych v experimentu

V experimentu byla pouzita pfevazné jehnata plemene Merinolandschaft a

V malém rozsahu romanovské plemeno.
3.2.1. Plemeno Merinolandschaft

Plemeno bylo vyslechténo v Némecku kiiZzenim mistnich jemnovInnych ovei

s plemenem zaupel (do roku 1950 znama jako wiirttemberskd). Plemeno
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merinolandschaft bylo uznano v poloviné 20. stol., v minulosti se podilelo na
vzniku mnoha plemen.

Je rané, velkého télesného ramce, s kombinovanou uzitkovosti, chodivé, vlna
bila, sortiment AB-B (23-27 um). Rouno je polouzaviené, hlava stiedné dlouha a
ne piili§ Sirokd. USi jsou dlouhé, Siroké a mirné svislé, na cele typicka vinéna
SeSulka. Hrudnik je hluboky a pfiméfené Siroky, hibet dlouhy, stfedné Siroky,
piechdzi v mirn¢€ srazenou zad. Koncetiny jsou ve srovnani s merinem delsi,
spenkové klouby pevné, paznehty stfedné tvrdé. Vnéjsi a vnitini kyta je primérné
osvalend. Obé¢ pohlavi jsou bezroha.

Zvlastnosti je asezonnost fije (témét celorocni plodné obdobi). Jehnice lze pti
dobrém odchovu zapoustét jiz vV 10 mésicich v€ku. Ptfednosti plemene je nizky
vyskyt tuku v jatenich trupech vykrmovanych jehiiat. Bahnice se vyznacuji
velmi dobrymi matefskymi vlastnostmi a mléénou uzitkovosti. Ziva hmotnost
bahnic je 65-75 kg, beranti 90-120 kg. Ovce jsou vhodné jak pro oplitkovy, tak
pro jiné zpusoby pastvy (1).

3.2.2. Plemeno romanovské

Vyslechténo bylo v 17. stol. v Rusku. Patfi do skupiny kozichovych
kratkoocasych plemen ovci. Zvifata jsou mensiho az stfedniho télesného ramce,
jemné kostry. Hlava je Cernd, s charakteristickou bilou lysinou, u berani mirné
klabonosd, u obou pohlavi bezroha. Jehnata se rodi ¢erna. Hiiva u berant je
dominantnim znakem pohlavi a vyskytuje se na spodni ¢asti krku.

VlIna sortimentu C-DE (29-55 um), smiSena, polohrubovinna, tvoifi na celém
povrchu téla prstencité zavitky. Dospélé ovce se zpravidla stfihaji 2x ro¢né.
K biologickym ptednostem patii ranost, vysokd plodnost, pevna konstituce,
asezonnost fije. Jehnicky a beranci pohlavné dospivaji jiz v 5-6 mésicich véku,
jehnice lze poprvé zapoustét v 7-8 mésicich véku. Ziva hmotnost bahnic

Vv dospélosti je 40-50 kg, berant 60-80 kg (1).
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3.3. Sbér vzorkiu

V experimentech byly pouzity vzorku trusu a krve. Trus byl odebiran rektalné,
dan do igelitovych pytliku fadn¢ oznacenych ¢islem usni znamky a datem sbéru.
Poté byl vzorek déan do chladu a odvezen k vysetieni, poptipad¢ zamrazen. Krev
byla odebirdna z kréni zily a ve zkumavkach v chladu prevezena k dalSimu

zpracovani.

3.4. Metodika parazitologického vySetieni

3.4.1. Kvantitativni ovoskopicka metoda

V experimentech byla pouzita kvantitativni ovoskopicka metoda pro stanoveni
poctu vajicek gastroenterohelmintti (Gordon-Whilockova) v modifikaci podle
Chrousta. Ke kvantitativnimu stanoveni vaji¢ek je potfeba ovoskopicka pocitaci
komirka (Gordon-Whilockova). Komirka se skldd4 z podlozni sklenéné desky o
rozmérech 7,5 x 2,6 cm. Horni plocha je rozdélena 3 sklenénymi destiCkami
pfesné 1,5 mm vysokymi na dvé€ stejné velka poli¢ka. Postranni sklenéné desticky
jsou 1,5 cm Siroké, stfedni 4 mm Sirokd. Pfes né je polozena sklenéna desticka o
rozmérech 7,5 x 1,7 cm, na jejiz spodni ploSe jsou vyryty dvé pocitaci sitky o
plose 1 cm?, rozdélené pfi¢nymi ryhami na 6 stejnych dila.

Byly navazeny 2 g trusu, ktery se dukladné rozetiel ve tfeci misce s 20 ml
nasycené¢ho roztoku NaCl. Poté se suspenze prefiltrovala pies silonové sito do
odmérného valce o obsahu 100 ml. Obsah se doplnil nasycenym roztokem NaCl
na celkovy objem 60 ml. Ptidaly se 2 kapky amylalkoholu a obsah se dikladné
promichal (procefil pipetou). Z promichaného obsahu (asi z 1/3 az 1/2 vysky
valce) se odebrala pipetou ¢éast suspenze samovztlakem. Po0 naplnéni se nechala
komiirka 2-3 minuty stat. Pod mikroskopem se spocitala zleva doprava vSechna
vajicka v prostoru omezeném pocitacimi miizkami.

Kazdé nalezené vajicko znamenalo 50 vajicek v 1 g trusu. Primérny pocet

vaji¢ek v jedné komtrce x 200 udava pocet vajicek v 1 g trusu (18).
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3.4.2. Kvalitativni ovoskopicka metoda

V experimentech byla pouzita kvalitativni metoda vySetfeni trusu na
pritomnost vajicek dle Fullerborna vyuzivajici flotaci vajicek.

2 g trusu byly rozetfeny V tieci misce s pfiméfenym mnozstvim flota¢niho
roztoku chloridu zine¢natého. Vznikla suspenze se piefiltrovala pies sitko do 100
ml kadinky a doplnili jsme roztokem chloridu zinecnatého po okraj. Kadinka
s obsahem se nechala n¢kolik minut ustat a poté se na hladinu za pomoci pinzety
polozilo kryci sklicko. Po 20 minutéch se kryci sklicko opatrné vyjmulo, pfilozilo

na na podlozni sklicko a prohlédli pod mikroskopem (19).

3.4.3. Metody zjiSténi helmintorezistence

3.4.3.1. Test lihnuti larev

V experimentu byl pouzit test lihnuti larev (= Egg hatch test), kterym se
zjiStovala rezistence na benzimidazolové anthelmintika.

Ptiblizn€é 85 g trusu bylo zhomogenizovano s 200 ml vody. Poté byla smés
prolita skrz sito (0,15 mm) a filtrat byl sebran do zkumavek. Zkumavky byly poté
dany do centrifugy na 2 min. na 1500 ota¢ek. Opatrné jsme slili supernatant.
K sedimentu jsme do zkumavek ptidali nasyceny roztok chloridu sodného, zavieli
zkumavky vicky a dali opét centrifugovat na 2 min. na 1500 otacek. Sejmuli jsme
vicko, na které vyflotovali vajicka a omyli ho deionizovanou vodou do kadinky.
Obsah kadinky jsme kvantitativné pienesli do dals§i zkumavky, kterou jsme
doplnili po okraj vodou a dali do centrifugy na 2 min. na 1500 otacek.

Na mikrotitraéni desticky jsme nanesli 1,99 ml vody s vajicky ze zkumavky,
ptidali 10 pl tiabendazolu ve findlnich koncentracich (0,05; 0,1; 0,2; 0,3 a 0,5
mg/ml) a promichali. Inkubovali jsme 48 hodin pfi 25 °C.

Po dvou dnech jsme pfidali do kazdé jamky kapku Lugolova roztoku kvili
usmrceni larev a pod mikroskopem jsme spocitali zbyla vajicka a vyvinuté larvy

ve vSech jamkach.
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3.4.3.2. Test vyvinu larev

Dalsi metodou zjisténi helmintorezistence byl test vyvinu larev (= Larval
development test).

100 g trusu jsme zhomogenizovali s malym mnoZstvim vody. Smés jsme
postupné promyli vodou pies 3 sita (250, 100, 25 um). Vajicka zlstala zachycena
na situ o velikosti 25 pum. Z tohoto sita jsme je splachli vodou do kadinky. Filtrat
jsme slili do zkumavek a provedli centrifugaci (2 min.,1500 otacek). Opatrné
jsme slili supernatant a k sedimentu jsme piidali nasyceny roztok chloridu
sodného. Zavickované zkumavky jsme recentrifugovali 2 min. pti 1500 otackach.
Vajicka zachycend na vickach jsme smyli do zkumavky a promyli vodou pfes sito
(25 pum), abychom odstranili zbytky chloridu sodného. K suspenzi vajicek jsme
pridali amfotericin B jako prevenci proti ristu plisni (10 pl na 1 ml suspenze
vajicek).

Dvojkovym fedénim jsme si ptipravili koncentrace tiabendazolu (40 pl), ktery
jsme rozpustili ve 40 pl DMSO. Vzniklo ndm tak 12 koncentraci od 0,0006 do
1,28 pg/ml.

Na mikrotitraéni 96jamkovou desticku jsme nanesli 10 pl anhelmintika
v piislusné koncentraci, 110 pl deionizované vody, 20 pl kvasnicového extraktu a
10 pl suspenze vajicek. Takto jsme postupné vytvorili 2 fady pro kazdé
anthelmintikum a jednu fadu kontroly. Nechali jsme inkubovat 7 dni pii 26 -
27°C.

Za tyden jsme piidali do kazdé jamky 10 pl Lugolova roztoku a pod

mikroskopem jsme spocitali vajicka, L, L, a L3 larvy.

3.5. Experiment cislo 1

Dne 14.11.2006 byl zahajen experiment ¢islo 1. V tomto experimentu byli
pouziti 3 beranci, ktefi byli chovani pastevnim odchovem a bé¢hem experimenti

drZeni ve stdji. Jednalose o :
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- ¢islo usni zndmky 19103 — datum narozeni 1.3.2006, plemeno romanovské ovce,
ziva hmotnost 39,0 kg
- ¢islo usni znamky 19117 — datum narozeni 9.7.2006, plemeno merinolandschaft,
ziva hmotnost 33,0 kg
- ¢islo usni znamky 19118 — datum narozeni 9.7.2006, plemeno merinolandschatft,

ziva hmotnost 30,0 kg

Tato 3 zvirata byla dne 14. 11. 2006 subkutann¢ odcervena ptipravkem Ivomec
inj. s.c. (Cislo Sarze a expirace nebyly evidovany). Zvifeti s ¢islem usni znamky
19103 byla podana davka 0,5 ml, zvifatim s Cisly usSni zndmky 10117 a 19118
pak kazdému 0,4 ml.

Poté byl rektaln€ odebiran trus ve dnech 14.11., 15.11,, 16.11., 17.11., 20.11. a
24.11.2006, ktery byl vySetfen kvalitativni i kvantitativni metodou. Pfestoze
cilem kvalitativni metody neni zji§téni poctu prokazanych infekénich stadii
parazitil, jsou ve vysledkové ¢asti uvadény piiblizné kvantitativni hodnoty, které
slouzily jen pro interni potiebu pracovisté, kde byla diplomova prace
zpracovavana.

Dne 29.11.2006 byla v§em tfem zvifatim podana suspenze Vermitan 20% gr.,
Cislo Sarze 7610L1, exp. 10/2008. Z 11,25 g Vermitanu bylo ptipraveno 100 ml
suspenze. Aktudlni hmotnost zvifat byla u zvifete s usni znamkou ¢. 19103 40,0
kg, s¢.19117 31,0 kg, s¢.19118 27,0 kg.  Suspenze byla podana peroralné
jednotlivym zvifatim v davkach 26,5 ml (¢.19103), 21,3 ml (¢.19117) a 19 ml
(¢.19118). Trus byl odebran rektalné ve dnech 29.11., 30.11., 1.12., 2.12., 3.12.,
5.12., 8.12,, 13.12,, 15.12,, 20.12., 26.12. a 29.12.2006. Poté byla provedena
kvalitativni a kvantitativni vySeteni dle popsané metodiky.

Dne 4. 1. 2007 byli vSichni tfi beranci infikovani ptiblizné 10 000 Lz larvami H.
contortus dovezenymi v fijnu 2006 z Parazitologického institutu SAV z Kosic.
Byly provadény pravidelné rektalni odbéry trusu ve dnech 26.1., 1.2., 9.2., 12.2,,
16.2., 20.2., 22.2., 27.2., 2.3., 5.3.2007. Zvitata s Cislem uSni znamky 19117 a
19118 byla vyrazena dne 5.3.2007. Zvife s ¢islem usni znamky 19103 byl jesté
odebran trus ve dnech 14.3. a 17.3.2007 a vyfazeni bylo provedeno dne
12.4.2007.
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3.6. Experiment Cislo 2

Tento experiment byl zahajen 29. 11. 2006. Cilem bylo odcervit vybrana
zvirata, ktera byla pfivedena z pastvy. Tato zvifata byla pozd¢ji pouzita jako
jedna ze skupin v experimentu popsaném Vv diplomové praci Veroniky Pfihodové.

Bylo vybrano 5 zvifat, samcti, plemene Merinolandschaft:

-¢islo usni zndmky 19121 - datum narozeni 27.8.2006, ziva hmotnost 24,0 kg
-Cislo usni znamky 19122 - datum narozeni 27.8.2006, ziva hmotnost 32,0 kg
-Cislo usni znamky 19123 - datum narozeni 28.8.2006, ziva hmotnost 32,0 kg
-¢islo usni zndmky 19125 - datum narozeni 2.9.2006, ziva hmotnost 34,0 kg
-¢islo usni zndmky 19126 - datum narozeni 3.9.2006, ziva hmotnost 31,0 kg

Na zakladé vySetteni MVDr. Varadym, DrSc. Dbyla prokazana
helmintorezistence a bylo doporu¢eno od¢ervit zvifata ivermektinem 1,2
nasobkem bézného davkovani. Dne 29.11.2006 byl zvifatim podan subkutanné
1% roztok ptipravku Ivomec, v davkovani 0,6 ml/25 kg z. hm.,tedy :

-¢islo usni znamky 19121 — 0,58 ml
-¢islo usni znamky 19122 — 0,77 ml
-¢islo usni znamky 19123 — 0,77 ml
-¢islo usni znamky 19125 — 0,82 ml
-¢islo usni znamky 19126 — 0,74 ml
Ve dnech 29.11.,8.12. a 13.12.2006 byl zvitatim rektaln€ odebran trus, ktery byl
kvalitativné vysetfen. ProtoZe byla zjiSténa ptitomnost paraziti, dne 15.12.2006
byla podana peroraln¢ suspenze Vermitan 20% granulat, ¢.8. 7610L1, exp.
10/2008, suspenze byla vytvotena z 11,25 g Vermitanu ve 100 ml objemu.
-¢islo usni znamky 19121 — 16,0 ml
-¢islo usni znamky 19122 — 21,3 ml
-¢islo usni znamky 19123 — 21,3 ml
-¢islo usni znamky 19125 — 22,6 ml
-¢islo usni znamky 19126 — 20,5 ml
Poté byl ve dnech 15.12., 18.12., 20.12., 22.12., 26.12., 29.12.2006 odebran

rektalné trus a kvalitativné vySetien.

30



Ludmila Pruskova Diplomova prace

3.7. Experiment ¢islo 3

Treti experiment byl zahajen v prosinci 2007. Byla pouzita dvé jehnicky
plemene merinolandschatft, Cislo usni znamky 28946 (datum narozeni 7.7.2007) a
28947 (datum narozeni 10.7.2007). Zvifatim byla dne 19.12.2007 peroralné
podana infikujici davka obsahujici ptiblizné 9,5 tisice L3 larev H. contortus, Sarze
¢.2, ziskana z vlastni kultivace z kvétna 2007.

Rektalné byl odebran trus, dale byla odebrana krev z kréni zily ve dnech 21.1.,
241., 27.1.,, 30.1,, 1.2, 42, 7.2, 11.2,, 21.2. a 25.2.2008. Trus byl vySetfen
kvantitativné a v Krvi byl zjistén hematokrit.

Experiment byl ukoncen 24. 2. 2008 vyrazenim zvifat.

3.8. Experiment ¢islo 4

Posledni experiment probéhl v tinoru 2008. Na farmé Luzec nad Cidlinou byl
dne 22.2.2008 sebran smésny vzorek ¢islo 1 trusu z podestylky od beranku.
Téhoz dne se na farm¢é Skochovice ziskal smésny vzorek c&islo 2 sebrany
z podestylky pod bahnicemi. Zvifata byla od¢ervena 17.1.2008.

Vzorky byly poté dopraveny do KoSic na Parazitologicky institut SAV, kde byly
provedeny testy helmintorezistence — test lihnuti larev (Egg hatch test) a test

vyvoje larev (Larval development test).
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4. VYSLEDKY
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4.1. Vysledky experimentu ¢islo 1

Zvitata byla odCervena dne 14.11.2006 ivermektinem (lvomec 1% inj.).
V nasledujicich dnech byl proveden rektalni sbér trusu a v navaznosti kvalitativni
ovoskopické vysetfeni (viz Tab.l). U zvifat byla nalezena vajicka rodu
Ostertagia, Trichuris, Nematodirus a Moniezia.

I desaty den po lécbé byla nalezena vajicka téchto parazitd, proto bylo
pfistoupeno dne 29.11.2006 k 1é¢bé albendazolem (Vermitan 20% gr.). Den po
aplikaci tohoto anthelmintika byly vzorky zvitfat s ¢islem usni znamky 19103 a
19118 bez ndlezu, u zvifete s cislem usni znamky 19117 byl nalezen rod
Ostertagia a Trichuris. Pfi kvalitativni kontrole 1.12.2006, tedy dva dny po 1é¢b¢,
uz ale i toto zvife bylo bez nélezu.

Dne 4.1.2007 byla zvifata infikovana larvami H. contortus. Od 26.1.2007 byl
provadén rektalni odbér trusu, ktery byl podroben kvantitavni ovoskopické
analyze (viz Tab.2). U zvifat s ¢islem usni znamy 19117 a 19118 zacaly larvy
produkovat vajicka od 28. dne od infikace u zvifete s Cislem usni znamky byla
vajicka produkovana od 30. dne od infikace. Zpocatku byl nalez vaji¢ek
ojedinély, ale postupné rostl. Nejmasivnéjsi vyskyt vajicek byl u zvifete s uSnim

Cislem 19118, a to 3083 vaji¢ek v 1 g trusu dne 5.3.2007 (60. den po infestaci).
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Tab.1: Vysledky kvalitativnich parazitologickych vysetfeni — experiment ¢.1

Centralni

Datum

1w, s " v Den vysetieni
eviden¢ni Lécivo osetreni 2 - 5 9 T E5S
Sislo Svitete (pocet dnl' po aphk?m,lecwa)
. [parazitologicky nalez
zvirete
14.11. 15.11. 16.11. 17.11. 20.11. 24.11.
IVM 14.11.06 0. 1) (2.) (3)) (6.) (10)
19103 / Os,Tr. / Os /b.n. / Os. / Os. / Os.
29.11. 30.11. 1.12. 2.12. 3.12. 5.12. 8.12. 13.12.(1 | 15.12. 20.12. 26.12. 29.12.
ABZ 29.11.06 0. 1) (2.) (3.) 4. (6.) 9. 4. (16) (21) (27) (30)
/ Os, Tr. /b.n. /b.n. /b.n. /b.n. /b.n. /b.n. /b.n. /b.n. /b.n. /b.n. /b.n.
14.11. 15.11. 16.11. 17.11. 20.11. 24.11.
IVM 14.11.06 0. 1) (2.) (3)) (6.) (10)
19117 /Os.,Mo. | /Os,Tr.M. | /Os.Mo. | /Os.,M. | Os.,Mo | /Os.,Mo
29.11. 30.11. 1.12. 2.12. 3.12. 5.12. 8.12. 13.12. 15.12. 20.12. 26.12. 29.12.
ABZ 29.11.06 (0. 1) (2.) (3)) 4. (6.) 9. (14.) (16.) (21) (27) (30)
/ Os. /Os.,Tr. /b.n. /b.n. /b.n. /b.n. /b.n. /b.n. /b.n. /b.n. /b.n. /b.n.
14.11. 15.11. 16.11. 17.11. 20.11. 24.11.
IVM 14.11.06 0. 1) (2.) (3)) (6.) (10)
19118 /Os,Tr.,Ne / Os. / Os. / Os. / Mo. /Os.Mo.
29.11. 30.11. 1.12. 2.12. 3.12. 5.12. 8.12. 13.12. 15.12. 20.12. 26.12. 29.12.
ABZ 29.11.06 0. 1)) (2.) (3.) 4. (6.) 9.) (14.) (16.) (21.) (27)) (30.)
/b.n. /b.n. /b.n. /b.n. /b.n. /b.n. /b.n. /b.n. /b.n. /b.n. /b.n. /b.n.

Os. —rod Ostertagia, Tr.- rod Trichuris, Mo.- rod Moniezia, Ne.- rod Nematodirus

b.n. — bez nalezu

IVM — ivermektin (Ivomec 1% inj.)
ABZ — albendazol (Vermitan 20% gr.)
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Tab.2: Vysledky kvantitativnich a kvalitativnich parazitologickych vysetfeni

(pocet vajicek v 1 g trusu, EPG) — experiment ¢. 1

Typ vySetfeni
Den
vySetfeni Centralni
(pocet dni | evidenéni
po aplikaci| znamka
[éCiva) zvirete Kvalitativni vySetfeni Kvantitativni vySetfeni
primér
26.1.2007 19103 b.n.
19117 b.n.
19118 b.n.
1.2.2007 19103 b.n.
19117 Haemonchus (ojedinéle) 400 600 | 1000 667
19118 Haemonchus (ojedinéle) 200 0 0 67
9.2.2007 19103 b.n.
19117 Haemonchus (ojedinéle) 600 400 400 467
19118 Haemonchus (ojedinéle) 400 0 200 200
12.2.2007 19103 Haemonchus (2) 400 200 200 267
19117 Haemonchus (siln€jsi nalez) | 2400 | 2000 | 2200 2200
19118 Heamonchus (ojedinéle), 400 600 400 467
16.2.2007 19103 Trichuris (1) 600 400 600 533
19117 Haemonchus (ojedinéle) 1000 | 1600 | 1200 1267
Haemonchus (siln&jsi
19118 nalez), 400 600 600 533
20.2.2007 19103 Ostertaga (slaby n.) 800 600 400 600
19117 Haemonchus (ojedinéle) 1400 | 1800 | 1600 1600
19118 Haemonchus (ojedinéle) 600 | 1200 | 1600 1133
22.2.2007 19103 Haemonchus, 1000 | 800 800 867
19117 Ostertaga (2) 2000 | 2200 | 2000 2067
19118 Haemonchus (silngji ndlez) | 1200 | 1400 | 1600 1400
27.2.2007 19103 Haemonchus 750 | 1000 | 750 833
Haemonchus (siln&jsi
19117 nalez), 2000 | 2750 | 2750 2750
19118 Ostertaga (siln&jsi n.) 1500 | 1750 | 2000 1750
Haemonchus (siln&jsi
2.3.2007 19103 nalez), 1500 | 1000 | 1250 1250
19117 Ostertaga (ojedinéle) 2750 | 3250 | 3000 3000
19118 Haemonchus (ojedinéle) 2000 | 1750 | 2250 2000
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Pokracovani Tab.2: Vysledky kvantitativnich a kvalitativnich parazitologickych

vySetieni (pocet vaji¢ek v 1 g trusu, EPG) — experiment ¢.1

Typ vySetreni
Den
vysSetreni Centralni
(pocet dni | evidenéni
po aplikaci | znamka
[éCiva) zvifete Kvalitativni vySetieni Kvantitativni vySetieni
5.3.2007 19103 Haemonchus (slaby nalez) 1250 | 800 800 950
19117 Haemonchus (silngjsi nalez) | 3250 | 3250 | 2750 3083
19118 Haemonchus (slaby nalez) 2250 | 2250 | 1750 2083
14.3.2007 19103 Haemonchus (silnéjSi nalez) | 200 400 400 333
17.3.2007 19103 Haemonchus (silnéjSi nalez) | 400 400 200 333
20.3.2007 19103 Haemonchus (siln&jSi nalez) | 200 200 400 267

b.n. — bez nalezu
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4.2. Vysledky experimentu cislo 2

Zvitata byla od¢ervena ivermektinovym piipravkem Ivomec inj., s.c., dne 29.
11. 2006. Poté byl zvifatim odebran trus a provedena kvalitativni ovoskopicka
metoda (viz Tab.3). Ve vzorcich byly nalezena vajicka rodt Ostertagia,
Moniezia, Trichuris a oocysty kokcidie rodu Eimeria a to i 14. den po podani
anthelmintika.

Vzorky rektalniho trusu byly odeslany do Parazitologického ustavu SAV
v Kosicich, kde byly provedeny testy helmintorezistence. Bylo zjisténo piiblizné
2000 — 2500 vajicek v jednom gramu trusu. Test larvalniho vyvoje byl proveden
pro benzimidazoly, byla nalezena hodnota EDsp = 0,5 pg/ml tiabendazolu a EDgg
= 3 ug/ml tiabendazolu. Hodnoty EDsy a EDgg ziskané pro levamizol/pyrantel se
pohybovaly v pasmu citlivosti. Podle identifikace infekénich larev bylo urceno,
zZe se jedna o rezistentni nematoda H. contortus.

Dne 15. 12. 2006 byl zvitatim podan albendazol (Vermitan 20% gr.). Po
odebrani rektalniho trusu byla provedena kvalitativni ovoskopickda metoda. U
Ctyfech zvitat (Cislo uSni znamky 19121, 19122, 19125 a 19126) nebyl tieti den
po podani 1éciva zjistén nélez vajicek. Negativni ndlez vaji¢ek byl u posledniho

zvitete zjistén sedmy den po 1éCbe.
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Tab.3: Vysledky kvalitativnich parazitologickych ovoskopickych vysetfeni —

experiment ¢.2

Centralni

1w, vty Datum Den vysetieni
evidenéni | Pouzité " v 9 , e
; L oSetfeni (pocet dni po aplikaci léciva)
znamka 1écivo r . s,
. zvirete Iparazitologicky nalez
zvirete
IVM 29.11.06 29.11. 8.12. 13.12.
0. 9.) (14.)
19121 /Os.,Mo | / Mo,Ei | / Mo.
ABZ 15.12.06 15.12. 18.12. 20.12. 22.12. 26.12. 29.12.
(0. (3) (5) (7)) (11) (14.)
/ Mo. /b.n. /b.n. /b.n. /b.n. /b.n.
IVM 29.11.06 29.11. 8.12. 13.12.
(0. 9) (14.)
19122 /Mo,Ei | / Mo. / Mo,Ei
ABZ 15.12.06 15.12. 18.12. 20.12. 22.12. 26.12. 29.12.
(0. (3) (5) (7)) (11) (14.)
/ Mo. /b.n. /b.n. /b.n. /b.n. /b.n.
IVM 29.11.06 29.11. 8.12. 13.12.
0.) 9) (14.)
Os,Tr, /Tr,Mo | / Mo.
19123 Mo
ABZ 15.12.06 15.12. 18.12. 20.12. 22.12. 26.12. 29.12.
(0. (3) (5) (7)) (11) (14.)
/b.n. / Os. / Os. /b.n. /b.n. /b.n.
IVM 29.11.06 29.11. 8.12. 13.12.
(0. 9) (14.)
19125 / Mo. / Mo. / Mo.
ABZ 15.12.06 15.12. 18.12. 20.12. 22.12. 26.12. 29.12.
(0. (3) (5) (7)) (11) (14.)
/ Mo. /b.n. / Os /b.n. /b.n. /b.n.
IVM 29.11.06 29.11. 8.12. 13.12.
(0. 9) (14.)
19126 / Mo. / Mo. / Mo.
ABZ 15.12.06 15.12. 18.12. 20.12. 22.12 26.12. 29.12.
(0. (3) (5) (7)) (11) (14.)
/ Mo. /b.n. /b.n. /b.n. /b.n. /b.n.

Os. —rod Ostertagia, Tr.- rod Trichuris, Ei. - rod Eimeria

b.n. — bez nalezu

IVM — ivermektin (Ivomec 1% inj.)

ABZ — albendazol (Vermitan 20% gr.)
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4.3. Vysledky experimentu ¢islo 3

Zvitata byla infikovana larvami Lz kmene H. contortus dne 19.12.2007.
Nésledné byl zvifatim odebiran rektalni trus a vySetifovan kvantititavni
ovoskopickou metodou (viz Tab.5). Prvni vaji¢ka se objevila 35. den po infikaci.
Dospélci poté produkovaly vajicka v priméru 300 vajicek v1 g trusu. Pocty
vyprodukovanych vaji¢ek znacné kolisaly, nejvyssi pocet vajicek byl pfiblizné

533 vajicek v 1 g trusu.

Déle byla zvifatim odebirdna krev a zjistovan hematokrit.  Vysledny
hematokrit se pohyboval v rozmezi od 39 % - 45 % (viz Tab.4).
Tab.4: Stanovené hodnoty hematokritu (%) - experiment ¢.3
Centralni
evidencni
Cislo zvirete |3.1.2008|18.1.2008|4.2.2008 | 11.2.2008 | 18.2.2008 | 25.2.2008
28946 41 41 40 39 40 40
28947 42 45 41 39 40 40

39



Ludmila Pruskova

Diplomové prace

Tab.5: Vysledky kvantitativnich ovoskopickych metod (pocet vajicek v 1 g trusu,

EPG) — experiment ¢. 3

Centralni
Den vysetfeni | evidencni
(pocet dni po znamka
infestaci) zvifete | Kvantitativni vySetfeni | Primeér
21.1.2008 28946 0 0 0 0
(32.) 28947 0 0 0 0
24.1.2008 28946 200 200 0 133
(35.) 28947 200 0 0 67
27.1.2008 28946 0 0 0 0
(38.) 28947 0 0 0 0
30.1.2008 28946 200 200 200 200
(41.) 28947 200 200 200 200
1.2.2008 28946 400 200 400 333
(43.) 28947 400 400 200 333
4.2.2008 28946 400 200 0 200
(46.) 28947 400 400 400 400
7.2.2008 28946 600 400 0 333
(49.) 28947 600 400 600 533
11.2.2008 28946 400 400 200 333
(53.) 28947 600 400 400 467
15.2.2008 28946 400 0 0 133
(57.) 28947 0 200 0 67
18.2.2008 28946 0 0 200 67
(60.) 28947 0 0 0 0
21.2.2008 28946 600 600 400 533
(63.) 28947 200 400 600 400
25.2.2008 28946 800 600 200 533
(67.) 28947 200 600 400 400
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4.4. Vysledky experimentu Cislo 4
4.4.1. Test lihnuti larev

Test lihnuti larev byl proveden na smésném vzorku trusu z farmy Skochovice.

Vysledky byly zaznamenany do tabulky (viz Tab. 5) a v programu Microsoft

Excel upravenym R. Dobsonem byl vytvoien graf zavislosti miry infekce na

koncentraci 1é¢iva (viz Graf ¢.1). Dale byla odeétena hodnota LDsg = 0,89 mg/I.

Tab.5: Vysledky zjisténé v experimentu €. 4 - pocty vajicek a larev v testu lihnuti

larev

Koncentrace Prvni stanoveni Druhé stanoveni
pg/ml

tiabendazolu vajicka larvy vajicka larvy

Kontrola 8 33 9 45

0,75 15 41 13 44

0,1 22 50 17 43

0,3 22 45 16 51

1 30 32 25 25

0,5 32 50 23 56

Graf ¢.1 : Grafické vyjadieni nalezi v testu lihnuti larev — zavislost miry infekce

na koncentraci tiabendazolu (podklady viz Tab.5)

One population Logit model (corrected for natural mortality)

1,0

0.9 1 & obsened

0,8 1 |—fitted
0,7 4

0,6 -
0,5 A
0,4 -
0,3 A
0,2 -

Corrected Proportion Affected

0,1 A

0,0 A

L 4

-0,1 T T T T T T

Ln Concentration/Dose

-7,0 -6,0 -5,0 -4,0 -3,0 -2,0 -1,0

0,0
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4.4.2. Test vyvoje larev

Test vyvoje larev byl proveden na smésném vzorku trusu z farmy Luzec nad
Cidlinou. Pocty vajic¢ek a vSech typu larev jsme zanesli do tabulky (viz Tab.6) a
v programu Microsoft Excel upravenym R. Dobsonem jsme vytvorili graf

zavislosti miry infekce na koncentraci 1é¢iva (viz Graf ¢.2). Dle ziskanych udaja

hodnota LDsg byla 0,11 pg/l.

Tab.6: Vysledky zjisténé v experimentu €. 4 - pocty vajicek a larev v testu vyvoje

larev

Cislo jamky | 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3
Konc.pg/ml

tiabendazolu| 1,28 [ 0,64 | 0,32 | 0,16 | 0,08 | 0,04 | 0,02 | 0,01 [0,005|0,0025
Vajicka 9 5 3 6 7 2 3 3 5 4
L1+L2 0 3 5 5 8 5 3 5 3
L3 0 1 11 25 34 51 56 67 55 60
dohromady 9 11 17 36 46 61 64 73 65 67

Graf ¢. 2 : Grafické vyjadieni nalezd v testu vyvoje larev — zavislost miry infekce

na koncentraci tiabendazolu (podklady viz Tab.6)

One population Logit model (corrected for natural mortality)
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Cilem experimentu ¢islo 1 bylo tispé$né odCerveni jehnat a poté infikace zvitat
larvami H. contortus. Odcerveni ivermektinovym anthelmintikem Ivomec nebylo
uspesné, piestoze byla pouzita 1,2nasobna davka nez je doporucena, i desaty den
po 1é¢bé byla nalezena vajicka nematod rodu Ostertagia, Trichuris, Nematodirus
a vajicko rodu Moniezia. Tento nalez lze vysvétlit pfitomnosti helmintorezistence
parazitll na pouzité 1é¢ivo a jeho davku. Proto byla zvifata nasledné odcervena
benzimidazolovym anthelmintikem Vermitan na bazi albendazolu. Zde jiz byla
1é¢ba Gspésna, dva dny po 1é¢bé nebyla jiz nalezena ve vzorcich Zadna vajicka.
Zvitata jiz byla bez parazitologickych nalezii, proto mohla byt infikovana larvami
Ls H. contortus. Dospélci zacali produkovat vajicka 28. den po infekei, pocet
vajicek rostl s pfibyvajicim poctem dospélych larev. U vSech tii zvifat byl nélez
velmi silny, u dvou okolo 2 - 3 tisic vaji¢ek v 1 g trusu a u jednoho zvifete okolo
tisice vajicek v 1 g trusu.

Zasadnim zjisténim tohoto vstupniho experimentu jsou prvni prikazy
helmintorezistence paraziti v chovu ZEM a.s., dale i GispéSna infestace a produkce

jak vajicek, tak i dospélcti experimentalné uzité hlistice.

Ve druhém experimentu bylo cilem odcervit pét jehnat, kterd byla pozdéji
vyuZita v navazujici studii. Ve spolupraci s Parazitologickym ustavem SAV
v Kosicich byla opét zjistétna helmintorezistence na ivermektinové
anthelmintikum. Bylo nalezeno okolo 2000-2500 vajicek v 1 gramu trusu,
odcerveni je doporuceno uz pii hodnotich okolo 500 vajicek v 1g trusu. Po
provedeni testu lihnuti larev a testu vyvoje larev byla zjisténa hodnota LDsg pro
benzimidazoly 0,5 pg/ml tiabendazolu a hodnota LDgg asi 3 pg/ml tiabendazolu.
Pro citlivou populaci je hodnota LDsg asi 0,005 pg/ml tiabendazolu a hodnota
LDgg ast 0,01 pg/ml tiabendazolu. TakZe Slo jednoznaéné o helmintorezistenci.
Hodnoty LDsga LDgg pro levamizol/pyrantel se pohybovaly v pasmu citlivosti.

Zvitatim byl proto podan ivermektinovy ptipravek Ivomec v dvojnasobné
davce nez je doporucend terapeuticka davka, ale 1 14 dni po 1é¢bé byl pozitivni
vysledek nalezu vajicek rodu Ostertagia, Moniezia, Trichuris a oocysty rodu

Eimeria. Proto byla zvifata znovu odCervena tentokrat benzimidazolovym
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ptfipravkem Vermitan, tyden po podéani lé¢iva jiz nebyla prokézana zadna vajicka

parazitu.

U tfetiho experimentu byla zvifata infikovana larvami H. contortus ziskanych
z vlastnich kultivaci. Prvni vajicka zacala byt produkovéna az 35.den po infikaci,
coz bylo pozdéji nez u piedchoziho experimentu. Pocty produkovanych vajicek
znacn¢ kolisaly a v absolutnich hodnotach nedosahovaly takovych pocti, jakych
jsme si predstavovali. Mezi pfi¢inami neuspéchu mohl byt nedostatecné dlouhy
pobyt larev na svétle a v teple pfed vlastnim podani jehnatim. Larvy byly
dlouhodob¢ uchovavany v chladu, pfed podanim by mély byt na svétle a v teple
(aktivace alespon 1 hod.). To vSak nebylo idealné dodrzeno, larvy byly podany
zhruba trictvrté hodiny po vyndani z chladu. Dalsi pficinou ale mohl byt podavac,
ktery 1 kdyz byl tadné vymyty, tak byl difive pouzivan i k podavani suspenzi
anthelmintik a mohl, byt v malych koncentracich, larvy usmrtit. Mezi
zvazovanymi nepfiznivymi okolnostmi figuruje i odcCerveni zvifat majitelem
chovu, které¢ probe&hlo 17.1.2008 suspenzi fenbendazolu, kdy byla pouzita
dvojnéasobné nez doporucend davka (Panacur 2,5% suspenze, davkovani 4 ml/10

kg. z.hm.)

Experiment ¢islo 4 byl provadén v Parazitologickém tstavu SAV v Kosicich.
Cilem bylo znovu prokazat ¢i vyvratit helmintorezistenci u zvifat na farmach
Skochovice a Luzec nad Cidlinou. Byly provedeny dva testy — test lihnuti larev a
test vyvoje larev.

Hodnota zjisténa u testu lihnuti larev byla LDsy = 0,89 mg/l pro
benzimidazoly. Pro kmeny citlivé na benzimidazoly maji hodnotu LDsy < 0,1
mg/l, nalezli jsme tedy jasny prukaz benzimidazolové helmintorezistence na
farmé Skochovice, nepfimym diikazem a podporujici skutecnosti je i to, Ze zvifata
byla 17. 1.2008 odc¢ervena ptipravkem Panacur 2,5% suspenze, davkovani 4
ml/10 kg. z.hm. (dvojndsobek doporucené¢ho davkovani vyrobcem) soucasné s
Baycox bovis 3 ml/10 kg. z.hm. Pravé Cervi, ktefi prezili toto odcerveni byli

pozdéji v in vitro testu identifikovani jako helmintorezistentni.
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V testu vyvoje larev byla ziskana hodnota LDsp = 0,11 ug/l. Hodnoty LDsg pro
populace citlivé na benzimidazoly se pohybuji mezi 0,002 — 0,008 pg/l.
Nameétena hodnota byla fadoveé vyssi, a proto 1 zde byla jednoznacné prokazana

helmintorezistence.
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Z vysledk této diplomové prace mohou byt vyvozeny tyto zavéry:

1) Vexperimentu Cislo 1 bylo neuspésné odCerveni ivermektinovym
anthelmintikem i v 1,2nasobné davce neZz je terapeutickd. Po aplikaci
benzimidazolového piipravku byl jiz parazitologicky nalez negativni. Infikace
larvami  H. contrortus probéhla uspésné, vajicka byla produkovana

Vv predpokladanych poctech.

2) U zvirat v experimentu Cislo 2 byla v Parazitologickém tstavu SAV v Kosicich
prokazana helmintorezistence na benzimidazolovd anthelmintika, proto byl
aplikovan ivermektinovy piipravek v dvojnasobné davce nez je doporucend. I
pfesto byla po 1écb€ nalezena vajicka nematodl, a proto byla zvifata jesté
odcervena albendazolem. Tato 1éCba jiz byla uspésna a zvifata mohla byt pouzita

V jiném experimentu.

3) Tteti experiment nebyl piili§ Gspésny. Zvitata byla infikovana larvami H.
contortus z vlastnich kultivaci. Vajicka zacala byt produkovana pomérne pozd¢ a
v malych poctech. Pfi¢inou neuspéchu byl nedostate¢ny pobyt larev v teple a na
svétle pfed podanim, pouziti stejného podavace jako pifi podani anthelmintik a

stari zvifat.
4) Vexperimentu Ccislo 4 byla jasné prokazana helmintorezistence na

benzimidazolova anthelmintika u zvifat na farmach Skochovice a Luzec nad

Cidlinou. K prikazu byly pouzity testy lihnuti larev a testy vyvoje larev.
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Diplomova prace je zaméfena na pifirozené se vyskytujici i experimentalné
navozenou parazitofaunu u ovce domaci. Experimenty byly provadény na
farmach Skochovice a LuZec nad Cidlinou v Ceské republice na mladych ovcich
pfevazné plemene Merinolandschaft a v menSim rozsahu romanovské plemeno.
Byla zjistovéana t¢innost anthelmintickych ptipravkl ze skupiny makrocyklickych
laktonii a benzimidazoli. @ Na obou farmach byla opakované prokazana
helmintorezistence na benzimidazolova anthelmintika, a to kontrolou vylu¢ovani
vajicek larvami, a dale pomoci testl lihnuti larev a testi vyvoje larev. Dale pak
byla zvifata infikovana larvami H. contortus a nasledné provadén rektalné odbér
trusu. Ze vzorki potom byl odecitan pocet vajiCek kvantitativnimi
ovoskopickymi metodami a byli identifikovany rody dalSich endoparazitti pomoci
kvalitativnich ovoskopickych metod. Zavér experimentli prokazal kmeny H.
contortus rezistentni na benzimidazolova anthelmintika. Byl také splnén cil

vyprodukovat dospélce H. contortus.

In this graduation theses we targeted the incidence of H. contortus, the
nematode parasite of small ruminants. The studies were carried out on the farms
»Skochovice* and ,,Luzec nad Cidlinou® in the Czech Republic with young sheep
of breed of mainly Merinolandschaft and less of ,,romanovské™ breed . It was
detected an effectivity of anthelmintics from a group of macrocycle lactons and
benzimidazole. On the both farm benzimidazole resistance was detected by the
help of Larval development tests and Egg hatch tests. Further the sheep were
infected by larvae of H. contortus and takings of rectal faeces were carried out.
From samples a number of eggs was abated by quantitative ovoscopical methods
and other tribes of nematode parasites were identificated by the help of qualitative
ovoscopical methods. The conclusion of studies demonstrated a nematode
parasite H. contortus resistant of benzimidazole anthelmintics. A target of turning

out of larvae H. contortus was realized too.
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