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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra farmakologie a toxikologie

Kandidat: Lochmanova Eva
Skolitel: prof. RNDr. Jii Lamka, CSc.

Nazev diplomové prace: Hemonch6za ovce domaci ledlgg laboratorni kontroly

v pribéhu experimentalni infekce

Helmintorezistence jeipdnettem z4mu mnoha odbornych pracayifieba prinasi
praktickym chowm hospodéskych zviat vysoké ztraty a vyhled®vpredstavuje
limitujici faktor pro existenci samotnych chiowsou studovany mechanismy vedouci
ke vzniku helmintorezistence, knim fiat moznost indukce biotransforgraEch
enzymi, kterych parazit (oblgerv) vyuziva pro fekonéni kontaktu s timto, praho
samotného, xenobiotikem. Vyuzivany jsou parazitammodely, dlouhodoi

i Haemonchus contortud#i kmeny parazita (pkcitlivy, pIné rezistentni, rezistentni
pouze na benzimidazolova anthelmintika) modé&layuziva i pracoviét Katedry
biochemickych ¥d Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hraddéralové.
Parazité jsou experimentélichovani na ovcich. Cilem této prace bylo experitdle#
zdokumentovat pomoci parazitologickych metodikbgh experimentalnich parazit6z
vSech zmisdnych kmer. Byly podany I larvy Haemonchus contortus
a vindividualnim trusu zvat odebranym rektatn byl kvantitativie stanovovan
parazitologicky nalez (@@t vajiek/ 1 gram trusu). Bylo prokazano, ze interval mezi
podanim infeknich Lslarev zvfatim a vylwovanim vajgek trusem je v rozmezi
12 — 27 dni, pmérné 21 dni. Na konci kazdé studie byla iata z experimentu
vyfazena a z jejich slézbyli ziskani dosglci Haemonchus contortugito ¢ervi byl
nasledg pouziti pro dalsi vyzkum v oblasti helmintoreziste na Katetd
biochemickych ¥d Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradkralové.



ABSTRACT

Charles University in Prague
Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Pharmacology and Toxicology

Candidate: Lochmanova Eva

Supervisor: prof. RNDrJiti Lamka CSc.

Title of diploma thesis: Ovine hemonchosis — resattits laboratory control in course

of experimental infection

The anthelmintic resistance is a matter of intenesinany professional workplaces,
as it creates high losses for practical farm arsmbteeding and it represents
a potentially limiting factor for the existence tifeir own holdings. The mechanisms
leading to the anthelmintic resistance emergeneestudied, and among them there
is also the possibility of induction of biotrangfuation enzymes, that the parasites
(round worms) use to overcome the contact with watenobiotics for themselves.
Parasitic models and in the long term aldaemonchus contortuare used. Three
strains of the parasite are used in the Departrokfiochemical Sciences Faculty
of Pharmacy, Charles University in Hradec Kralofidly susceptible, fully resistant,
resistant only to benzimidazole anthelmintics. Biéea are experimentally reared
in sheep. The aim of this thesis was to experinligntdocument parasitoses
experimental course all of these strains by padagjical methods. 4larvae
Haemonchus contortusere given to the sheep, and individual animatdaecollected
rectally quantitatively determined Parasitology esv@umber of eggs / 1 gram faeces).
The interval from 12 to 27 days (21 days on averagtween infecting the animals
with L3 larvae and the excretion of eggs was detéciAt the end of each study
the animals were removed from experiment and thdt &hemonchus contortusere
collected from their abomasums. These worms welsexjuently used for further
research on anthelmintic resistance at the DepattofeBiochemical Sciences Faculty

of Pharmacy, Charles University in Hradec Kralove.
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1. UVOD

Helmintorezistence je v soasné dob jednim z nejetSich problém v chovech
hospodéskych zvfat. Haemonchus contortuye velmicasto vyuzivan jako parazitarni
model g studiu mechanisinvedoucich ke vzniku helmintorezistence. Tento zaja
hostitele zfisobuje poruchy orgdin jejich funkci a tim rani normalni fyziologické

parametry, které se v katreém disledku promitaji do ekonomické stranky chovu.

Cile diplomové prace byly:
1. Kontrola uspsSnosti oderveni jefiat
2. Infikace jelitat larvamiHaemonchus contortus sledovani produkce veégk

3.  Zisk dosplca Haemonchus contortus

Tito cervi jsou nasledn vyuziti k dalSimu vyzkumu v oblasti helmintoreeiste

parazifi na anthelmintika. Tato studie (granto¥élo 160/53/105 301) jéeSena na
Katede biochemickych & Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové pod vedeni
doc. RNDr. Lenky Skalove, Ph.D.



2. TEORETICKA CAST

Tatocast se v teoretické rovdrzaneiuje na parazitozu fgobenou vlasovkou slezovou
(Haemonchus contortystzv. hemonchozu. U ovci pgattoto infekkni onemocini

k negastjSim a ekonomicky nejvyznaf$im parazitozam a vyskytuje se téZz u skotu
a dalSich pezvykavé. Onemocsni je vyvolano oblymicervy (Nematoda celedi
TrichostrongylidaeCasté jsou smisené infekcéknlika druhi, které parazituji od slezu

po tlusté gevo hostitele (Jagos a kol. 1982).

2.1 Systematické za Ffazeni modelového parazita

Systematické zazeni parazita do taxonomie:

Rise: Animalia
PodiiSe Polycytozoa
Kmen: Vermes
Trida: Nematoda

Podtiida: Strongylata

Rad: Strongylida
Celed’: Trichostrongylidae
Rod: Haemonchus(Kotrla a Kotrly 1977, Pav a kol. 1981)

2.2 Rod Haemonchus

Haemonchuge rod gastrointestinalni hlistice ¢eledi Trichostrongylidaeparazitujici
ve sliznici slezu skotu, ovci, koziipadré dal$ich peZzvykava (viz. Tabulka 1). Zivi se
krvi definitivniho hostitele. Vyvoj jeifimy, bez mezihostitele (Kotrla 1984).



Nasledujici tabulka uvadi jednotlivé druhy viasovakjejich vyskyt u Zivéisnych
druha.

Tabulka 1 — Rod Haemonchus — vyskyt jeho drui u hostiteli parazitézy

druh vlasovky

vyskyt parazitozy

Haemonchus bedfordi

afri¢ti buvoli, gazely

Haemonchus contortus

vétSina pezvykava

Haemonchus dinniki gazely
Haemonchus krugeri impaly
Haemonchus lawrenci antilopy

Haemonchus longistipes

velbloudi, dromedarové

Haemonchus mitchelli gazely
Haemonchus placei skot, ovce
Haemonchus similis skot, jeleni
Haemonchus vegliai antilopy

(http://medical-dictionary.thefreedictionary.cométaonchus)

2.3 Puavodce parazitozy - Haemonchus contortus

Haemonchus contortus (H. contortushamy také jako vlasovka slezova, je velasty
parazit a jeden nejvice patogekniv pezvykavaé. Dosgli ¢ervi se pisavaji k sliznici
slezu a Zivi se krvi.

Onemocgni se vyskytuje v podhorskych a zaplavovanych ppeéth, v deStivém
obdobi, hlava vIét. Ekonomické ztraty vznikaji hynutim hostitelparazitdézy
(zejména jehat), snizenim iprastki, produkce viny (i mléka) a zaostavanim ve vyvinu.

StarSi ovce jsou odadj$i, stavaji se vSak nd@siparazifi (Jagos 1982).

2.3.1 Morfologie

Cervi H. contortusjsou nitkovitého tvaru. Sanse jsou velci 14-22 x 0,287-0,389 mm.
Maji silné vyvinutou bursu copulatrix. Dvoulaloa burza je vyztuZenaazné
uspdadanymi Zebry. Spikuly sarickteré @i kopulaci zasouvaji do pohlavniho otvoru
samiek, jsou kratké (0,460-0,506 mm), masivni a na kaemikovité. Spikuly jsou
tmavohrgdé barvy. Sandky maji roznéry 17-28 x 0,378-0,564 mm. Pohlavni otvor



samtky v kaudalnicasti je kryt napadnym zahybem vybihajici pokozkys@y 1953,
Kotrla 1984).

Na prednim konci dla je rudimentarni Ustni kapsula, jeZ obsahujekjaub, pomoci
néhoz paraziti naruSuji cévy. ®lpohlavi maji v hlavovém konci vystupujici cervikal
papily. Samiky jsou charakteristické svymi bilymidiwymi vajecniky, které prosvitaji,
takZze davaji vzhled spirérstaiené fizovobilé stuzky (Erhardova a kol. 1953) a samci

jsoucervené barvy.

Obrézek 1 — Samika - Haemonchus contortus
(Dostupny z: http://xyala.cap.ed.ac.uk/nematodeEsp€sies/HCC.jpg
Vajicka jsou ovalna, ¢&kdy mohou byt asymetricka. Velikost wak je

0.066 - 0,095 x 0,040 — 0,050 mm a jsou kladenayhawani na 16-32 blastomer,
Vv nichZ prosvitaji sitlejSi stedy (RySavy a Erhardova 1953).

Obréazek 2 - Vajicka Haemonchus contortus

(Dostupny z:
http://www.merckvetmanual.com/mvm/index.jsp?cfitexhc/22413.htm&word=haem

onchus)



2.3.2 Zivotni cyklus a zp tisob p Fenosu

Dospelé vlasovky ziji ve 4. Zaludkuipzvykavdé — slezu. Jsouifsaty na Zaludmi
sliznici. Dosgla saméka cerva mize za den vyprodukovat 5000 - 10000 &&ki ktera
vyjdou do vrjSiho prostedi spoléné s trusem, kde se po 3 - 4 dnech vyvine
ve vaj&éném obalu larva. Larva vajey obal rozpousti a cestuje po vihké @ tizné
vzdalenosti od trusu. Tato larva neni ¢eSthopna vyvolat nadkazu. Kdyby ji &v
pozela, byla by v Zaludku stravena. Neni také odolté& teplotnim a vihkostnim
vykyvam. Teprve za 6-8 dni po vylihnuti, kdy jiz petala druhé sviékani, se stava
larvou infekeni. Larva pokoZzky p svlékani neodvrhuje,tustava v nich. Pokozky ji
chrani Wi¢i negriznivym podminkam, proto vydrzi i vyschnutéhem letnich résiai

i zimni obdobi se silnymi mrazy. Zeita se nakazitp past¥, predevSim za rosy

a de&, kdy larvy cestuji po travinach (Kotrla 1984).

Obréazek 3 - Zivotni cyklusH. contortus

1.Infekéni larva je poztena zvitetem, 2.Dosplé larvy vyluéuji vaji ¢ka, kterd s trusem vychazeji do
vnéjSiho prostitedi, 3. Z vajiéek se na vzduchu lihne larva, kterd se stavé inféki. 4. Dosgli ¢ervi

Ziji ve slezu 3-6 nisiai.

(Prevzato a upraveno http://www.wormbestrijding.nl/schaap_wormOZ1.html
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Infekeni larva je spolknuta zkdétem a prochazi nejprvietni predZaludky az se dostane
do slezu, kde je zbavena kutikuly. Larvy sénina vytv&i ctvrté stadium v pibéhu 48
hodin po dosaZeni slezu. Ty poté penetruji vystelkludku a zé&naji sat krev.
Kapénky krve vytvB okolo larvy prostedi se srazeninami krve.

Asi za 3 dnyervi dospivaji, vyplouvaji ze srazenin a naposleglyfemenuji v dosglé
jedince. Dosplci se gichycuji k sliznici slezu a asi za 2 tydnychaaji produkovat

prvni vajika (RySavy a Erhardova 1953).

2.3.3 Kilinické p Ffiznaky hemonchoézy a patologické nalezy

Paraziti zfisobuji znény na Zaludéni sliznici, coz vede ke Spatné funkci zazivacich
organi. Zvite nema dostatek vyzivnych latek, navic tim, Ze gasaici vysavaji krev,
kterou se zivi, dochazi k postupné chudokrevnéstir(a 1984).

Je prokazano, Ze jeden délgpcerv odnima hostiteli az 0,005 ml krve dénHi infekci
500¢erv to ¢ini denré az 25 ml krve (Pav a kol. 1981).

&

Obrazek 4 - Dosglci hemoncha ve slezu

(Dostupné zhttp://sciencewatch.com/dr/erf/2008/08aprerf/0BafKapl)

Pronikéani Skodlivych zplodin z cizopasfiklo organizmu nemocnych #af pisobi
pomalou otravu. Nemocna &@vztraci odolnost &i vSem €&lesnym zatizenim a ubyva
na vaze. Klinické fiznaky se vyznalji prijmem, Ziznivosti, nechutenstvim,
chudokrevnosti, rychlym hubnutim, vysilenim az olgihm a pipadré i Ghynem.
Prajmy zpasobuji zn&n¢ zn&isténoufitni krajinu, srst je bez leskuiiilném napadeni

maji otoky v kraji biiSni a na hla¥ Strani se ostatnich, vzdy stoji s vyklenutym

-6 -



hibetem stranou. #iPzimnim nedostatku potravy a vysokéntlsm se pidruzuji dalsi,
bakterialni infekce a sniZuje se i odolnost protyin cizopasnikm, miZze dochazet
k Uhynu (Kotrla a kol. 1984).

2.3.4 Diagnostika hemonchdzy

Klinicky nalez je nutno doplnit koprologickym vy$ehim na vajika parazit.
Diagnozu lze potvrdit pitvou uhynulych nebo nutporazenych zvat. PodrobgsSi
popis flot&ni metody je uveden v kapitole 2.5.

Napadeni parazitem Ize také odhalit pomoci tzv. RAMA © systému. Je to pa¥me
jednoduchy test, ktery byl vyvinut v Jizni Africa,je stale vice pouzivan jako gast
integrovanych progratn pro tlumeni vyskytu parazif pro sniZzeni naklad
antiparazitické &y a takeé pro zpomaleni  vyskytu rezistence
(http://www.smallstock.info/tools/disease-nutriiBAMACHA.htm).

FAMACHA"
ANAEMIA GUIDE

b OPTIMAL -
£  (NO DOSE)

m ] ACCEPTABLE -
i i ; (NO DOSE)

v
BORDERLINE -
DOSE?

~p !
DANGEROUS -
DOSE!

FATAL -
DOSE!!

)

Obrazek 5 - FAMACHA karta (originalni karta je v ba revném provedeni)

(Dostupny z http://www.smallstock.info/tools/disease-nutnitiBAMACHA.htr

Porovnava barvu sliznice spodniho¢kd u ovce nebo kozy s barevnou Kkartou,
a na tomto zakladje mozné posoudit, jak moc #&fa trpi sanim krve parazity, a to

zejména vlasovkou slezovou



2.3.5 Léc€ba hemonchozy

Souwasny rozvoj farmaceutickéhogmyslu umoauje I&bu velké casti parazitarnich
chorob a tudiz i Zaludei a stevni cervivosti. Red uvazovanou &bou je vhodneé
provést vySéeni trusu zeie na pitomnost vajgek parazit (Hromas a kol. 2008), nebo
Ize pouzit vySe zmimou metodu FAMACHA
(http://www.smallstock.info/tools/disease-nutritiBAMACHA.htn).

K 1é¢bé se v sotlasnosti pouzivaji tiéva razena do skupin makrocyklickych laktgn

benzimidazal a imidazothiaza.

2.35.1 Makrocyklické laktony

Makrocyklické laktony, jsou I#va biosyntetického {vodu s antinematodni a
antiektoparazitarni dinnosti. Rwodre tradovany mechanismuscidku, ktery byl
spojovan vyhradh s ovlivnienim GABA neurotransmise na nervovych vlaknech
parazifi, byl nowjSimi studiemi opraven v tom smyslu, Ze nejvyzagmroli na
receptorech ovladajicich chloridové kanaly hrajeutaghat. Funénost tohoto
neurotransmiteru makrocyklické laktony Zadoucim émm poznénuji (Lamka
a Duchéek 2008).

Ivermektin je historicky prvnim @vem avermektinové skupiny, i v séasnosti stale
pati mezi nejvyznargjSi makrocyklické laktony a zaroireé veterinarni léiva. Fisobi

proti vyvojovym i dosplym stadiim hlistic (Lamka a Ductek 2008).

2.3.5.2 Benzimidazoly

Skupina benzimidazolovych anthelmintik je nejrozs@h skupinou antinematod
odvozenou od jediné chemické struktuBiast benzimidazél pati k anthelmintikim
spaiva v tom, ze se vazi rfatubulin a vyvolavaji depolymerizaci cytoplazmatich
mikrotubuli, takZe je naruSen proces tvorby mikrotubw¢tSina I€iv této skupiny
pusobi proti vyvojovym i dosplym stadiim helmini, neékteré latky i ovocida.

K [éCivim celé skupiny benzimidaZolmiZe vznikout i anthelminticka rezistence
(Lamka a Duch&k 2008).



2.3.5.3 Imidazothiazoly

Imidazothiazoly jsou dlouhodéb uzivana skupina anthelmintik majici vyhradn
antinematodni &inky. Jsou dinné proti dosplym i vyvojovym stadiim nematod,
ovocidni &inky vSak nemaji (Lamka a Duatek 2008).

Mechanismus &nku pouzivaného levamisolu je zalozen na paralgzeasledném
pasivnim vylodeni hlisti. Stimuluje kontrakci ganglionové struktuégrvi, vyvolava

neuromuskularni inhibici depolarizovaného typu alednou paralyzu. Ve vysSich
koncentracich rowt inhibuje fumaratovou reduktazu enaymcéimz inhibuje

energetickou produkci paraZi(AISLP 2010).

2.3.6 Prevence hemonchozy

Prevence spiva v pravidelném agkrvovani, vyrovnané vyzd zvirat a oddleném
chovu jelat. Nutnd je hygiena ¢ina, vybehi, napajedel a ifstreSki na pasty.
Pastviny se nesji pocetns prettZovat, musi se pravidelrstidat. Zn&ny vyznam maji

meliorace, pravidelné ogeni a hnojeni pastvin dusikatymi hnojivy (Jagos2)98

2.4 Ovce domaci

V této praci jsme jako modelové #eipouzili ovci domaci, kterou jsme po prvotnim
odcerveni experimentatninfikovali parazitemH. contortusa nasledé sledovali stav

parazitdzy.

2.4.1 Systematické za Fazeni

Rise: Zivogichové @nimalia)
Kmen: Strunatci Chordatg

Trida: Savci Mammalig

Rad: SudokopytniciArtiodactylg
Porad: PreZzvykavi Ruminantig
Celed: Turoviti Bovidad

Rod: Ovce Qvig (Kuchtik 2007)



2.4.2 Stru€na charakteristika vyvoje chovu ovci v

Dle historickych pramen pati ovce me
(Kuchtik a kol. 2007).
Na naSem Uzemi se chovaji od 9. stoleti. JejicBined je spojeno se slovanskym

Zi

v

CR

nejiive domestikovana ztdta

osidlovanim. Ovi produkty byly zdrojem potravy, oSaceni a v prviioich se ovce

pouzivaly i jako oBtiny.

Z poacéatku se ovce chovaly pastikym, tzv. valaSskym — salasnickymugpbem.

Stadow se zaaly chovat aZ za feudalismu. V té dob ovce p&ovali ow&ti misti,

jejichz prace byla spatensky vysoce vazena a ¢aa. Obdobi rozkitu je spojovano

se zakladanim spailkchovatel ovci na poatku 19. stoleti, kdy se u nas chovateg

2 miliony ovci. Rada picin v3ak zisobila postupnou stagnaci @ctvi. Nepiznivé

okolnosti pro chov ovci trvaly i v obdobi tzv. pfvrepubliky. To ndlo za nésledek

praktickou likvidaci chovu. V roce 1935 se u nas\dilo jiz jen 40 302 ovci.

Po roce 1945 se petni stavy ovci vyvijeli nerovnodmé (Horak a kol. 2001).
Stavy ovci poklesly od roku 1990 do roku 2009 045%. Prudky pokles ptu ovci
od roku 1992 se zastavil v roce 2000, kd§ahapasty ovci pomalu vaistat.

Tabulka 2 - Vyvoj poétu ovci v poslednich letech

1990 | 1992 | 1994 | 1996 1998 2000 2002 2044 20p6 230809 2
429714| 342069 196030 134009 93557 84108 96286 P15858412| 183618 18308
(Hola 2009)

2.4.3 Vyznam chovu ovci

V souwtasné dob mé chov ovci jak ¥eském, tak v evropském rozm dvoji vyznam

ato produkni a mimoproduéni. Hlavnimi produkty z chovu ovci jsou maso, vina,

mléko a Kize, vedlejSimi pak lanolin, krev,isva, gedzaludky, #j, rohy, kosti,

paznehty, endokrinni Zlazy apod.

Nepiimy uzitek chovu ovci sgiva v produkci mrvy, v koSarovani, coz je specijick

zpasob hnojeni tife dostupnych ploch a také v moznosti vyuziti o¥cgpasani pastvin

a rostlinych zbytk. Nazanedbatelny je také vyznam chovu ovci z

agrotechnického.
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2.4.4 Specifika zazivaciho traktu ovci

Travici ustroji pezvykava je prizpasobeno k vyuzivani objemné rostlinné potravy diky
piedzaludku vytvéenému ped vlastnim Zaludkem.i®dZaludek umailje zviatim v
kratké dolk piijmout na pasty velké mnoZstvi potravy, kterou mohou v ddkidu
piezvykat. Potrava v ipdZaludku podléha fyzikdlnim 2Zméam a zejména
mikrobialnimu traveni. Tim se fgZvykavci zasadn odliSuji od ostatnich druh
byloZzrav@i, u nichZz dochazi k traveni celulézy az v tlusténirews.
PredZaludek a Zaludek tkiou prezvykava@ v biisSni dutiré rozsahla astroji, v nichz
se potrava skladuje, mechanicky zpracovavaiedfmludku ji dale zpracovavaji
mikroorganismy a ve slezu je vystaverndnkum Zaludéni $avy. Redzaludek matit
casti, které vznikly jako roz&niny jicnu. Jsou to bachor (rumen), ktery je &tSjy
¢epec (reticulum) a kniha (omasum). Slez (abomagambastni Zaludek fig@zvykava
(Miholova a Lipsky 1976, Komarek 1964).

2.4.5 Plemeno Merinolandschaft

Je to plemeno kombinovaného uzitkového typu, tzeokasné produkci viny a masa.
Ovce tohoto plemene jsou polojemnovinné, bezrob&iho &lesného ramce. | kdyz
plemeno Merinolandschaft pochazi z oblasti s mirlkfinatem, pordrné doke se u
nas toto plemeno adaptovalo i podhorskych oblastéce tohoto plemene se
vyznauji relativie vysokou asezonnostiije. Pfimérny denni piristek jelat v
odchovu je 250 — 300 gra@mJatené trupy vykazuji i fi vysSich Zivych hmotnostech
pomeérné nizkou miru ztanéni (Kuchtik a kol. 2007).

2.4.6 Plemeno Suffolk

Suffolk je plemeno masného typivodem z Anglie, s polojemnou a kratkou vinou,
stredniho az #Siho Elesného ramce, s dlouhou a Sirokou zadi @elobvalenou pleci,
hibetem a kytou. Vina je bil4 a rouno polouzmé. Hlava a kafetiny jsoucerné, bez
viny. Pro toto plemeno jsou charakteristické vyldormatéské vlastnosti, mirny
temperament a po¥mé vysoka odolnost Wi nepiznivym klimatickym podminkam.
Ristova schopnost jéht v odchovu je velmi dobra, u jidtt je i @i pastevnim vykrmu
dosahovano dennicltipistki presahujich hranici 300 granfKuchtik a kol. 2007).
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2.4.7 Nej€astéjSi parazitdzy ovci

Ovce jsou napadany velkym qiem iiznych parazit, kteri tim zpisobuji problémy

zdravotni, tak i ekonomické. Zde se pokusitiblfZit nejcastjSi endoparazitdézy ovci.

24.7.1 Cervivost slezova a strevni

Toto infekeni onemocani pati u ovci k nejasgjSim, nejroz&ensjSim a ekonomicky
nejvyznangjsim parazitbzam. Castym mvodcem u ovci je vlasovka slezova
(H. contortug, parazitujici na sliznici slezu a Zivici se krialSimi parazity ve slezu
atenkém gew jsou Ostertagia ostertagiCooperia curticei Nematodirus filicollis
acetné druhy roduTrichostrongylus Onemocani je charakterizovano istlavym
nechutenstvim. Po pate&ni zacg nastupuje priem. Ri chronickém pitbéhu
onemocini se vyviji chudokrevnost, hubnuti az uUplna kadhey mezisanii

a na spodi& brisSni se objevuji nezétlivé studené otoky, zhorSuje dest i kvalita viny,

kteracasto vypadava (Jagos a kol. 1982).

2.4.7.2 Cervivost plicni

Plicni cervivost se vyskytuje zejména ve #ith horskych a podhorskych oblastech,
kde zpisobuje citelné Skody. Parazitteledi Metastrongylidagsou specifiti pro ovce,
kozy a divoce Zijici fezvykavce Dictyocaulusma gimy vyvoj (geohelmint), naproti
tomu protostrongylidy péebuji mezihostitele zné druhy suchozemskych #)z
Samtky kladou vajéka, z nichz se je8t v hostiteli uvohuji larvy, které
se s vykaslanym a polknutym hlenem dostavaji deuteuvijSiho prostedi.
Diktyokauléza — pvodcem je plicnivka od (Dictyocaulus filarig Zijici v pradusnici
apmduskach a  vyvoldva  bronchitidy, ¢kdy i  vznik  drobrjSich
bronchopneumonickych loZisek

Protostrongylidoza —gvodcem je pedevSimMullerius capillaris plicnivka obecna,

ktera vytvdi v parechymu plic parazitarni uzliky aigva loziska (Jagos a kol. 1982).

2.4.7.3 Motolicnatost

ey

Motoli¢natost se vyskytuje kro¥rovci také u skotu, koz a divoce Zijicickepvykava.

Pivodcem jeFasciola hepaticaK vyvoji potrebuje mezihostitele hlemy&d- plovatku
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bahenni. Jiz v obdobi migrace larevza vznikonout tzv. akutni fascioléza, kterédza
v dasledku poSkozeni jater a vimitho krvaceni vést k Uhynu jgdt. Doprovodnym
piiznakem byva pijem. DalSi motolici parazitujici v jatrechrgivykavaé, zejména
u ovci, je motolice kopinatéDfcrocoelium dendriticumn Potebuje dva mezihostitele,
ato postupt suchozemské plze a mravence, jejichZigoin se zve invaduje.
V hostiteli migruji metacerkarie zeisv proti proudu Zlte od Zld¢ovodi. Chorobné

zmeny se proto omezuji na tuto oblast v poglobronickych zaéta (Jagos a kol. 1982).

24.7.4 Stredkovitost

Onemocgni se vyskytuje ve vSech pastevnich oblastech, e#nsi charakter
a v rekterych letech vyvolava vazné ekonomické ztratymide je charakterizovana
chronickym zagtem nosnich a hlavovych dutin, ggmad postizenim CNS. #odcem
onemocgni jsou larvy stecka owiho, dvoukidlé, SedoZluté, mignochlupené mouchy
(Jagos a kol. 1982).

24.7.5 Vrtohlavost

Vrtohlavost je parazitarni onemagn mozku ovci vyskytujici se sporadicky. Probiha
chronicky. Rivodcem onemocmi je larvocysta tasemnic&aenia multiceps ktera

parazituje u psovitych Selem. Mezihostiteli jsoavnt ovce (Jagos a kol. 1982).

2.4.7.6 Tasemnice

Pivodcem onemocmi je rekolik druhi tasemnic, z nichz v naSich podminkach
parazituji u ovci pedevsSim Moniezia benedenivyskytujici se hlavé u jemat,

u dosglych pakMoniezia expanzaMezihostiteli jsou tzné druhy fadnich a travnich
roztash, v nichZz se vyviji cysticerkoidy. Ztdta se nakazi p&enim roztgt s krmivem.
Tasemnice Ziji v tenkémistg, kde rychle rostou (Jago$ a kol. 1982).
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2.4.7.7 Kokcidioza

Toto onemocéni je téZz nazyvanocervena uplavice. Probihd jako kataralni
az hemorrhagicky z&h stev, postihujici hlavé jehnata. Rivodcem nize byt vice nez
10 druhi patogennich kokcidii, fipvazré z podroduEimeria Vyvoj parazita probiha
bez mezihostitele, a to ve 3 fazich, v hostitekojazv. agamogonie, gametogonie

a konéné exogens probihajici sporogonie (Jagos a kol. 1982).

2.4.7.8 PrasSivina

Onemoceni vyvolavaji roztéi z celedi Acaridae Podle stup& zamdeni dochazi

u napadenych zkdat ke znanym ztratam v produkci viny a ke zhorSeni celkového
stavu. Rvodcem jePsoroptes ovisrelativre velkd a pouhym okem viditelna zakozka.
Jeji vyvoj probihd fes vajéko, larvu, nymfu I. a Il. Stadia az do stadia ddépo
jedince (tzv. imago) a trva za optimalnich podmidék— 12 di. Zakozka nabodava

pokozku, vyvolava zat kiuze a zivi se pak lymfou a exudatem (JagosS a k8R)1L9
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3. EXPERIMENTALNi CAST

3.1 Metodika parazitologického vySet Feni

3.1.1 Sbér a uchovani vzork U

Vzorky byly odebirany rektatndo igelitovych rukavic. Kazdy vzorek byl oz
¢islem usni znamky zkdte a datem sbu. Vzorky byly uchovany do doby vyseni v
mrazaku pi teplot —18°C.

3.1.2 Metodika kvalitativniho vySet Fovani

K hodnoceni parazitostatu pokusnychiavipged l&bou a po lébé¢ bylo vyuzito
kvalitativni flotatni metody.

Navazené 2,0 gramy trusu byly razssty v teci misce siimérenym mnozstvim
flotatniho roztoku chloridu sodného. Vznikla suspenzepigdiltrovala ges sitko do
100 ml kadinky. Kadinka s obsahem se nechala 5 tmistat a poté se na hladinu za
pomoci pinzety polozilo kryci skiko. Po 25 minutach se kryci sib opatri
vyjmulo, prilozilo na podloZni skiiko a dikladné prohlédlo pod mikroskopem (RySavy
a Erhardova 1953).

3.1.3 Metodika kvantitavniho vySet Fovani

Pro stanoveni EPG (Eggs per gram Zgbo/ajicek na gram) byla pouzita kvantitativni
ovoskopickd metoda s vyuzitim flgtsich roztok chloridu sodného nebo thiosiranu
sodného. K ufeni p@tu vajicek v hodnoceném vzorku byla pouzitatppaci kontirka
McMasterova. Kornirka se sklada z podlozni skéee desky o rozerech 7,5 x 2,6 cm.
Horni plocha je roztlena 3 skleénymi desttkami pesré 1,5 mm vysokymi na dv
stejre velikd poltka. Postranni skléné destiky jsou 1,5 cm Siroké, idni 4 mm
Siroké. Res 1t je poloZena sklgma destika o roznérech 7,5 x 1,7 cm, na jejiz spodni
ploSe jsou vyryty d¥ pasitaci stky o ploSe 1 cf rozdlené gicnymi ryhami na 6
stejnych dih, které slouzi k vliastnimu piani vajtek.

K vySeteni byly navadzeny 2,0 gramy trusu, které sklatiné rozetely v treci misce s
20 ml flotatniho roztoku. Poté byla suspenzgefptrovana pes sitko do sklemeé

kadinky a pes sitko dopléna zbylou flotani tekutinou do objemu 60 ml. VSechna
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tekutina z kadinky byla vracena&plo odngrného valce, k niz bylyfmany 1-2 kapky
amylalkoholu pro stabilizaci vdgk. Red samotnym pknim paitaci komirky byl
obsah valceiikladn® promichan a vzorek se odpipetovan asi z 1/3 wyJ3Ry vodniho
sloupce. K odebrani vzorku byla pouzita skle pipeta, kterd byla pina
samovztlakem (Komise pro laboratorni a klinickoagtiostiku 1989).

Po naplgni obou oddil komirky se spoitala pod mikroskopem vSechna V&g
v prostoru ohraeném vyrytymi nizkami. Z kazdého vzorku trusu se &paji vzdy
4 policka (2 koniirky). Paith se zleva doprava, véa lezici na rysce se §itaji
do soutu vajicek uvnit miizky.

Kazdé nalezené vé@ko znamena 50 vajgk v 1 g trusu. Rmeérny paiet vajiek ve 4
polich x 200 udava get vajiek v 1 g trusu (Komise pro laboratorni a klinickou
diagnostiku 1989).

3.2 Pouzité kmeny H. contortus

K experimentélnim infekcim byly pouzity uzné¢ citlivé kmeny H. contortus

k anthelmintikiim. Jednim z kmenbyl kmen ISE, u kterého nebyla objevena zadna
rezistence na anthelmintika, a je tedyépditlivy. DalSim pouzitym kmenem byl WR
(White River) kmen, ktery vykazuje #ikenou  rezistenci proti ivermektinu,
benzimidazaim, klosantelu a rafoxanidu. Posledni pouzity kmehj® rezistentni na

anthelmintika ze skupiny benzimidaiol
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3.3 Rozvrzeni a €asovy sled experiment U

Kazdy experiment zal sestavenim skupiny pokusnychiavj ktera byla separovan
ustajena. VSem zkdtim byl odebran trus a vy$en kvalitativni metodou na‘fpomnost
vajicek parazii. K odterveni byla pouzita suspenzéippavena z 20% Vermitanu
v koncentraci 22,5 g/ 100 ml s methylcelul6zou jalahikulem. Po ogkrveni touto
suspenzi v davce 30 mg/ kg Z. hm., bylarate ogt vySetena kvalitativni metodou.
V piipact optimalniho nalezu (tj. bez ikazu infeknich zarodk) byla podana
suspenze s 4 larvami jednotlivych kmein H. contortus. Infekce byla nasledn
sledovana pomoci kvantitativni metody vydgani trusu, ktery byl odebiran v intervalu
asi 3,5 dne. Na konci kazdého experimentu byléatviz pokusu Wazena a ze sléz

zvirat byly izolovany dosfé larvy parazitdd. contortus
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3.4 Experiment ¢€.1

Tato studie probihala v chovu ovci ve Skochovicicbhovatele ZEM, a.s. Novy
BydZov. K experimentu byly pouZzity ovce plemena Melandschaft, ktera byla

ustajena separovampodle jednotlivych kmehH. contortus

Tabulka 3 — Ozna‘eni zv¥at, datum narozeni, podany kmen a davk#l. contortus

¢islo usni znamky | datum narozeni podany kmen davka L3 larev
zvirete zvirete H. contortus H. contortus
d 29829 14.8.2008 ISE 6600
Q 34196 14.8.2008 WR 7800
Q 34195 10.8.2008 BZ 7200
d 29830 4.9.2008 ISE 6600

ISE — citlivy na anthelmintika
WR (White River) — zkizena rezistence na ivermektin, benzimidazoly, dbel,
rafoxanid

BZ — rezistentni na benzimidazoly

Zvifatim byla dne 9. 10. 2008 podanaced/ovaci suspenze a poté byla provedena
dvakrat v terminech 8. a 9. 10. 2008 kontrola paystatu. Dne 4. 11. 2008 byla rata
nainfikovana vySe uvedenymi kmeii; contortusa po tech tydnech byly pravidein
odebirany vzorky trusu, ketré byly néslédmySeteny kvantitativni metodou na
piitomnost vagek parazii. Dne 3. 12. 2008 zke ¢. 29829 uhynulo, bylo proto jest
béhem experimentu nahrazeno iztéem¢. 29830. Dne 17. 2. 2009 byl ukamn skr
trusu, jelata byla z experimentu ¥gzena a ze ziskanych sidayli izolovani dosplci

H. contortus

Vzorky byly vySetovany pomoci chloridu sodného jako fiétého roztoku.
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3.5 Experiment €. 2

Nasledujici studie byla provedena na fanrLuzci nad Cidlinou, ktera majetk®dpati
ZEM, a.s. Novy Bydzov. Ovce plemena Merinolandsthdé byly ustajeny separovan
od ostatnich, ale nebyly o&ldny jednoliv podle kmen, kterymi byly infikovany.

Tabulka 4 - Ozna‘eni zvifat, datum narozeni, podany kmen a davkad. contortus

¢islo usni znamky | datum narozeni podany kmen davka L3 larev

zvirete zvirete H. contortus H. contortus
298584 3.2.2009 ISE 7000
342229 1.2.2009 ISE 7000
342249 3.2.2009 ISE 7000
342299 6.2.2009 ISE 7000
298554 1.2.2009 WR 7000
342069 1.1.2009 WR 5000
342209 1.2.2009 WR 7000
342329 17.2.2009 WR 7000
298374 9.12.2008 BZ 4600
342239 2.2.2009 BZ 5200
342259 3.2.2009 BZ 5200
298564 1.2.2009 kontrola 0
298594 10.2.2009 kontrola 0
3420048 8.12.2008 kontrola 0

ISE — citlivy na anthelmintika
WR (White River) — zkizena rezistence na ivermektin, benzimidazoly, s,
rafoxanid

BZ — rezistentni na benzimidazoly
Experiment z&al 3. 6. 2009, kdy bylo provedeno vy&sti trusu na zjighi

parazitostatu fed odervenim. Dne 9. 6. 2009 byla #afa ogt navzorkovana a byla

jim podana odervovaci suspenze.
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Dne 23. 6. 2009 byla zidtim podana suspenze knieH. contortusa nasledé byly
vzorky trusu od 7. 7. 2009 odebirdnyiperné v 3,5 dennim intervalu.

Vzorky byly vySetovany pomoci chloridu sodného jako fleiégho roztoku.

3.6 Experiment €. 3

Do tohoto experimentu bylo ¥mzeno Sest zkdt, samic, chovanych v oddném
vybéhu na ov¥i farmg v Bél¢i nad Orlici. Ovce plemena Suffolk nebyly ustajeny

separova# podle jednotlivych kmel kterymi byly infikovany.

Tabulka 5 - Oznaeni zviat, hmotnost, podany kmen a davkad. contortus

¢islo usni znamky hmotnost podany kmen davka L3 larev
zZvirete zvirete (kg) H. contortus H. contortus
33015 31,5 ISE 4000
32979 34,5 Bz 4000
33114 30,5 ISE 4000
29113 30,5 WR 4000
33119 32,0 WR 4000
33059 32,0 BZ 4000

ISE — citlivy na anthelmintika
WR (White River) — zkizena rezistence na ivermektin, benzimidazoly, dbel,
rafoxanid

BZ — rezistentni na benzimidazoly

Dne 15. 9. 2009 byla ztim podana ogervovaci suspenze. Ve stejny den byl
proveden i odér trusu, pouze zvé ¢. 33059 bez trusu.

Dne 21. 9. 2009 byl odebran kontrolni trus a podé@meny larev v p&tu 4000 ks
na zvte. Tyto larvy byly ziskany od MVDr. Maridna Varadpr.Sc. a jeho
spolupracovnik z Parazitologického Ustavu SAV v KoSicich.

Vzorky trusu byly vySébvany flota&ni metodou za pouziti thiosiranu sodného.
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Vypocet davky kmenu s larvaril.contortus:

Larvy ISE kmenu byly dodany v ptu 28800 v 6 ml. K ziskani 4000 larev k infikaci
bylo poteba 0,83 ml kmenu.

WR kmen obsahoval v 5,2 ml 27670 larev a proto jdmefikaci pouzili 0,75 ml.
Kmen BZ byl pouzit v mnoZstvi 0,57 ml pro jedno feyijelikoZz celkové mnoZstvi
kmenu s objemem 5,5 ml obsahovalo 37950 larev.

Timto zpisobem vypdstu davky jsme postupovali i v dalSich experimentech
JelikoZz i po oderveni petrvaval pozitivni parazitologicky nélez, byla iatim

24. a 25. 9. 2009 podana&gvré davka albendazolové suspenze. Nasiedmynulo

5 zvirat a experiment bylipdiasré ukorten.
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3.7 Experiment €. 4

Tento experiment byl uskuteén ve stejném chovu a za stejnych podminek jako
piedesly. Byla zaloZzena nova skupina Sestiatyktera byla 2. 11. 2009 zvazena, byl
jim odebran trus a podana albendazolova suspenze.

VySetovani trusu bylo provémo flotatni metodou za pouZiti thiosiranu sodného.

Tabulka 6 - Ozna‘eni zvifat, hmotnost, datum narozeni, podany kmen a davkhl. contortus

¢islo usni hmotnost datum podany kmen | davka L3 larev
znamky zvirete | zviiete (kg) narozeni H. contortus H. contortus
33114 26,5 3.3.2009 WR 4000
32970 25,0 26.4.2009 WR 4000
32930 29,0 18.4.2009 ISE 4000
32937 30,0 17.4.2009 ISE 4000
32935 27,5 19.4.2009 BZ 4000
33087 35,0 4.3.2009 Bz 4000

ISE — citlivy na anthelmintika
WR (White River) — zkizena rezistence na ivermektin, benzimidazoly, e,
rafoxanid

BZ — rezistentni na benzimidazoly

Dne 10. 11. 2009 byl zkdtim odebran trus na vzorky, ktery byl vy&at. Po zjisini,
Ze vSechna ziata jsou negativni (s vyjimkotl 33114, kde bylo nalezeno 1 b
H. contortusve 2 vySdtenich), jim byly podany dne 13. 11. 2009 kmenysatvami,

v pactu 4000/ks. Davkovani bylo shodnéiggchozim experimentem.

Dne 25. 11. 2009 byla zw@ta navzorkovana,iigemz d¢ zvirata posmrté (€. 32930
ac. 32935). Tato uhynula zt&ta byla naslednvySetena pitvou. Dne 30. 11. 2009 byl
odebran trus od zbyvajiciciyi zviiat. Zvire s¢. 32970 bylo ve velmi Spatné kondici,
anasledal. 12. 2009 uhynulo.
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V terminech 3. 12., 7. 12. a 10. 12. 2009 bylaiatai pravideld vzorkovana
a k poslednimu uvedenému datu utracena a tim byhcek i experiment. Ze sléz

vyrazenych z\at byly izolovani dosfci parazita.

3.8 Experiment €.5

Pro casténé nezdary v fedchozich dvou studiich byla zaloZena nova skupasli
jehnic a jedno zwé slouZzici jako kontrolni. | tento experiment bybyeden na osi
farm¢ v Beél¢i nad Orlici a to za stejnych podminek i ve stejngrostedi jako dva
piedeslé.

Tabulka 7 - Ozna‘eni zvifat, hmotnost, datum narozeni, podany kmen a davkhl. contortus

¢islo usni hmotnost datum podany kmen davka L3 larev
znamky zvirete | zvirete (kg) | narozeni H. contortus H. contortus
37711 31,5 20.4.2009 WR 4000
37754 32,5 9.3.2009 WR 4000
46730 33,0 19.7.2009 BZ 4000
37641 37,5 7.3.2009 BZ 4000
37768 35,0 18.5.2009 ISE 4000
46711 31,0 18.5.2009 ISE 4000
37698 29,5 5.3.2009 kontrola 0

ISE — citlivy na anthelmintika
WR (White River) — zkizena rezistence na ivermektin, benzimidazoly, &idel,
rafoxanid

BZ — rezistentni na benzimidazoly
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Studie z&ala 5. 1. 2010, kdy byl zkdtim odebran trus a podana anthelminticka
suspenze. 12. 1. 2010 byly odebrany kontrolni wtnksu po oderveni a 15. 1. 2010
jsme tuto kontrolu provedli jeSfednou. Po zji&hi negativnich vysledk byla zviata
15. 1. 2010 infikovana kmerty.contortus Byly opst pouzity kmeny WR, BZ, ISE v
davce 4000 larevdpro jedno zuie. Vzorky trusu byly odebiranyijmérné kazdych

3,5 dne. Dne 2. 3. 2010 byla vSechnaata vifazena a z jejich slézdyli izolovani
dosgli cervi H. contortus kteri byli nasledg predany na Katedru biochemickyctdv
Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové dalSimu wmaiu.

Trus ze gev vyfazenych zvat byl zpracovan a odeslan do Parazitologickéhavast
SAV v Kosicich.

-24 -



4. VYSLEDKY

Tato kapitola shrnuje zasadni kroky v jednotlivyexperimentech a viphlednych

tabulkach uvadi pay EPGH. contorusnalezenych ve vzorcich trusu.

4.1 Experiment €.1

Zvitatim byla dne 9. 10. 2008 podanacersovaci suspenze albendazolu. Nasiedn
byla zviata vySatna na fitomnost vajek parazii. Odierveni probhlo Usgsre,
jelikoz tato vySateni byla negativni.

Dne 4. 11. 2008 byla ztdtim podana suspenze obsahujici laHycontortus Prvni
nélez vajtek v trusu byl zaznamenadm uite¢. 29829 dne 27. 11. 2008, tzn. 23. den
po podani suspenze. U dalSich dvouiatvbyla vajéka nalezena az v nasledujicim
vzorku trusu, ktery byl odebran 1. 12. 2008, ted®7 sdennim zpoZshim od podani
suspenze. Fatélni nasledkyélen masivni infekceH. contortus ktera se objevila
u zvirete ¢. 29829. Tento jedinec bylkkbem studie nahrazen tefemc. 29830, které
bylo zpa&atku stejnym zfisobem opt oderveno a nasledninfikovano larvami

H. contortus
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Tabulka 8 — Hodnoty EPG nalefi H. contortus v trusu u

jednotlivych zvifat v pritbéhu experimentalni infekce

¢iselné ozndeni zvirat
da“::ﬂsibér” 341950 341960 29829 298304

24.11.2008 0 0 0
27.11.2008 0 0 300

1.12.2008 200 933 19066

4.12.2008 733 67

8.12.2008 0 0

9.12.2008 67 0
10.12.2008 0 0
18.12.2008 0 0
22.12.2008 67 0
25.12.2008 0 0
29.12.2008 0 67

1.1.2009 100 200

5.1.2009 2133 133

8.1.2009 bez vzorku bez vzorku 533
11.1.2009 67 0 0
15.1.2009 bez vzorku 67 200
19.1.2009 0 0 67
22.1.2009 3467 0 10067
26.1.2009 67 bez vzorku 3067
29.1.2009 200 67 267
2.2.2009 400 bez vzorku 1800
10.2.2009 bez vzorku bez vzorku 1400
12.2.2009 bez vzorku bez vzorku 3600
16.2.2009 4866 2866 6333

Vyswvétlivky : 1- Zvite uhynulo
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4.2 Experiment €. 2

Zvitata byla ped podanim anthelmintické suspenze dne 3. 6. 208&ena ke zjisini
parazitostatu. V mikroskopickém vyBeni byla nalezena véka parazii rodi
HaemonchusMonieziaa Nematodirus Dne 9. 6. 2009 byla ztdta ogt navzorkovana
abyla jim podana albendazolova suspenze. Druhétey$ vzorki trusu vyslo

s obdobnymi vysledky jakoiedchozi. VySéeni trusu ze dne 7. 7. 2008 byla u vSech
jedinal negativni a tento stav se potvrdil i v nasledujieiySeteni ze dne 10. 7. 2008.
Vysledky z této studie nejsou kompletni, protoZzeySetené vzorky se nedogahim
zlikvidovali spole&n¢ s jinym biologickym materialem. V této studiiticieme hodnotit
pouze vyznam adinnost oderveni.

Z dostupnych udé mizeme ale konstatovat, Ze ¢edveni albendazolem prétilo
aspsre, a Ze produkce vd&gk nezdala do 17. dne od podani suspenze s larvami
H. contortus

V tabulce jsou uvedeny krairpccti vajicek Haemoncha také pozitivni nalezy jinych
parazifi (viz. Vyswtlivky).
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Tabulka 9 - Hodnoty EPG nélefi H. contortus v trusu u

jednotlivych zvifat v pritbéhu experimentalni infekce

datum sbéru trusu

éise'g\é”,g);tnﬁem' 3.6.2009 | 9.6.2009| 23.6.2009  7.7.2009  10.7.09
34;25 0 400 o 0 0
29837 100° 100° 100° bez vzorku 0
34232 300° 100 0 0 0
34222 0 0" 0 0 0
34229 0 ot 0 0 0
34206 100 100 100 0 0
34224 500 100° 100 0 0
29858 100" * 100" * 0 bez vzorku 0
34223 o' 0" 0 0 0
34220 200" ° 100° 0 0 0
29855 400° 200" * | bez vzorku 0 0

Vysvétlivky : 1 — RodMoniezia(minoritni nalez vajiek), 2 — RodNematodirus

(minoritni nalez vajiek)
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4.3 Experiment €. 3

Dne 15. 9. 2009 byla zstim podana suspenze albendazolu a ve stejny den byl
proveden i odér trusu, pouze zie ¢. 33059 bez trusu. Ve vzorcich byla nalezena
vajicka rodi HaemonchusMoniezia a Nematodirus Dne 21. 9. 2009 byl odebran
kontrolni trus a podany kmeny larev. Vy&sti trusu odhalilo f@trvavajici infekci i po
podéani albendazolu u vSech iatj kron€ ¢. 33059. Proto byla vSem zaftim podana
dalSi davka albendazolové suspenze, a to ve drecn 25. 9. 2009. VySeni trusu ze
dne 25. 9. 2009 ukéazalo jiz negativni vysledky, al&ata kron¢ ¢. 33114 uhynula.
Zvite¢. 33114 bylo nésledrzahrnuto do dalSi studie.

Vzhledem k neusfnému prvotnimu derveni a také ke kratkému trvani studie
z divodu uhynu zviat, nenizeme hodnotit vyvoj parazitdzy vyvolané podanymi
larvami.

V tabulce jsou uvedeny krairpccti vajicek Haemoncha také pozitivni nalezy jinych
parazifi (viz. Vyswtlivky).

Tabulka 10 - Hodnoty EPG naled H. contortus v trusu u

jednotlivych zvifat v priibéhu experimentalni infekce

¢iselné oznéeni zviat

datum 29113 33114 33015 33119 33059 32979
shéru trusu
15.9.2009 100 1300, ° 200 606 |bez vzorkl 900
21.9.2009| 400 1800 500 1360 0 2800
24.9.2009 0 100 200 100 0 0
25.9.2009 0 ot 0 0 o° 0

Vysvétlivky : 1 — RodMoniezia(minoritni nalez vajiek), 2 — RodNematodirus
(minoritni nalez vajiek), 3 — Zvie uhynulo, 4 — Z¥e pouZito v nasledujicim pokusu
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4.4 Experiment €. 4

Dne 2. 11. 2009 byl ziatim odebran trus a podana albendazolova suspenz&nifrp
vySeteni trusu, které bylo provedeno pro orientaci pdkzaitativie, byl u rekterych
zvitat prokdzan pozitivni nélez. V trusu byla nalezemgicka rodi Haemonchus
Nematodirusa Trichuris. Kontrolni vySeteni trusu po otkrveni ze dne 10. 11. 2009
bylo u vSech zvat negativni, s vyjimkow. 33114, kde bylo nalezeno 1 \b
H. contortusve 2 vySetenich.

Dne 13. 11. 2009 byly zkdtim podany kmeny larev. Dne 25. 11. 2009 byla‘atei
navzorkovana, fxtemz d¥ zvirata posmrté (¢. 32930 a¢. 32935). Tato uhynula
zvifata byla vySéena pitvou. U zvete ¢. 32930 byl nalezen zéinslezu a u zvete
¢. 32935 nebyl nalezen patologicky stavivbdem uUhynu zw¥at mohla byt infekce
hemochdzy ve spojitosti se Spatnou kondicfatyéi neprokazany patologicky stav.

Dne 30. 11. 2009 byl odebran trus od zbyvajicigh zvirat, gricemz zvie s¢. 32970
bylo ve velmi Spatném zdravotnim stavu, a nasletin12. 2009 uhynulo. U tohoto
jedince byla prokazana infekce hemochozy na zéktedezu 1300 vajek na 1 gram
trusu. Tato infekce ve spojeni se Spatnou kondatilenzpisobit thyn jedince.

U trech nasledh uhynulych zvfat byla prvni vajika v trusu nalezena jiz 12. den
po infikaci. U zvfete ¢. 34087 byla naleza prvni vélia haemoncha dne 3. 12. 2009
a u dalSich dvou zkat byl pozitivni nalez potvrzen dne 7. 12. 2009%0H0 vyplyva,
Ze produkce vajek za&ala 12. den uit jedinai, u jednoho zvete 20. den a u dalSich
dvou byla prokdzana 24. den po infekci larvami.

V tabulce jsou uvedeny krairpocti vajicek Haemoncha také pozitivni nalezy jinych

parazifi (viz. Vyswtlivky).
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Tabulka 11 - Hodnoty EPG nélefi H. contortus v trusu u

jednotlivych zvifat v priibéhu experimentalni infekce

¢iselné ozndeni zvirat
datumsbéru| 33114 | 32970 | 32930| 32937  3293% 3408
trusu

2.11.2009 neg. poZ. poz? neg. neg. pozZ.
10.11.2009| 100 0 0 0 0 0
13.11.2009| O 0 0 0 0 100
25.11.2009 0 1300 3062 0 106 0
30.11.2009 0 bez vzorkd} 0 0
3.12.2009 0 0 700
7.12.2009 | 200 700 500
10.12.2009| 1500 900 100

Vyswvétlivky: 1 — RodNematodirugminoritni nalez vajiek), 2 — Rodrrichuris
(minoritni nalez vajiek), 3 — Zvie uhynulo
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4.5 Experiment €.5

Dne 5. 1. 2009 byl z¥atim odebran trus a podana anthelminticka suspenzetegi
trusu bylo u ¥tSiny zviat bez parazitologického nalezu, pouze uratvt. 46730
ac. 37698 byl prokazan nepatrny nalez & rodi Haemonchus Nematodirus Dne
12. 1. 2009 byly odebrany kontrolni vzorky trusuqaderveni a 15. 1. 2010 jsme tuto
kontrolu provedli je&t jednou. Vzorky z obowthto termii byly bez nalezu vajek,
proto mizeme oderveni albendazolovou suspenzi pokladat zaSin.

Ve dne 15. 1. 2009 byly Zwtim podany kmeny larev. Prvni vé&§a produkovana
dosglymi cervy byla v trusu prokazana dne 8. 2. 2010, tedy d&h po infikaci.
Ve vzorcich trusu z jednotlivych terniirmiZzeme pozorovat zieé kolisani pétu
vajicek na 1 gram trusu.

V tabulce jsou uvedeny kranpoitia vajicek Haemoncha také pozitivni nalezy jinych

parazifi (viz. Vyswtlivky).
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Tabulka 12 - Hodnoty EPG néled H. contortus v trusu u

jednotlivych zvifat v priibéhu experimentalni infekce

¢iselné oznéeni zviat

fjat“m 46730 | 46711| 37641 37768 377594 37698 37711
shéru trusu

5.1.2010 | 100 0 0 0 0 200 0
12.1.2010 0 0 0 0 0 0 0
15.1.2010 0 0 0 0 0 bez vz. 0
1.2.2010 0 0 0 0 0 0 0
4.2.2010 o 0 0 0 0 0 0
8.2.2010 | 1500 700 200 700 200 100 1500

11.2.2010| 1500 2600 1100 300 2600 100 2400

15.2.2010| 8200 5100 4300 700 7100 300 7700

18.2.2010| 1800 2900 600 bez vz. 900 300 1600

22.2.2010| 6800 2700 3800 500 2300 100 bez vz.

26.2.2010| 2800 4500 2100 1300 2100 100 2000

2.3.2010 | 2800 3000 900 1400 2200 bez vz. 2200

Vyswvétlivky: 1 — RodNematodirugminoritni nalez vafiek)
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5. DISKUZE

Tato kapitola obsahuje podrobné v§teni nikterych skuténosti vyplyvajicich z této
prace. Odvodiuje kolisani p&tu vajicek kthem pokug a zpisob ustajeni pokusnych
zvitat s ohledem na jednoltivé kmeny paratitacontortus Dale porovnava dosazené
vysledky s literaturou, rozdily produkce &k s ohledem na kmen a také&izddiuje

ahyn jethat kEhem experimentalni infekce.

5.1 Poéty vaji €ek

Ve vSech studiich se setkavame s jevem, Ze hode®§ v pfibchu infekce znéné
kolisaji. Vyznam kvantitativnich koprologickych rodtproto nesmimeipcaiovat. Pro
uréeni mnozstvi parafitv téle hostitele nam olégjné pouhé stanoveni ptu vajicek v
trusu nestél a nentizeme podle o vibec usuzovat ani naiplizny pocet parazit,
neba’ kladeni vajek je velmi nepravidelné admi se, jak v pib¢hu delSihatasového
obdobi (Bhem tydne, rssice), tak i Bhem jediného dne. NaSe vysledkyc¢pani
vajicek v 1 gramu trusu ovci ukazuji velké kolisanitpovajicek v trusu Bhem
jednotlivych dri.

U cizopasnych oblychtervii je i velmi giblizné stanoveni odpovidajiciho dto
parazii naprosto nemozné, protoZe timtoaggbem nepostihnemeilvec saméky,
ktefi svou gitomnosti v &le hostitele Skodi stejnjako samiky, dale nepostihneme
vibec samiky, které dospivaji a zatim nekladou vk, i kdyzcervi se svou velikosti

rovnajicervim dosglym (RySavy a Kotrla 1953).

5.2 Systém ustajeni

V prvni studii byla zviata ustajena po skupinach zohiefgicich kmen parazita, kterym
byla infikovana. To zarovalo, Ze po celou dobu studie budou st&kjadnotlivé
kmeny oddleny a nasledna izolace dekmi ze slezu zv¥at poskytne zisk danych
kmeni bez mozZnosti kontaminace jinymi kmeny. Tento systéstijeni je idealni,
ale bohuzel ne vzdy mozZnyrd3toze bylo v dalSich experimentech pouZito spéle
ustajeni zwiat, bez ohledu na kmen Haemoncha, bylo i tak ¢eanw, Ze nasledn

izolovani dogilci ze slez budoucisté varianty parazita.
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Po infikaci probiha v Zaludku 2wt dospivani larev az do stadia, kdy ddspsaméeky
zanou produkovat vajka, ktera spokné s trusem odchazi do &8iho prostedi.
To samotné trva zhruba 3 tydny. Tato #egi, i kdyby byla pona, nejsou schopna
vyvolat infekci. Trva dalSich 8 — 12 dni nez seajicka vyvine infekni larva (podle
podminek i déle). Z toho vyplyva, Zetigstoze byla zvata ustajena spaleg, nemonhl
byt pribéh experimentu ovlivén, vzhledem k tomu, Ze studie byla vzdy ubema

diive, nez by se objevila nova generace Haemianch

5.3 Porovnani vysledk u s literaturou

K odcerveni byla pouZita albendazolova suspenze v d&@aag/ kg. Z. hm. Je to latka
ze skupiny benzimidazolovych anthelmintik. Tatgéivé maji antinematodni, Zasti
antitrematodni i anticestodnicinost. Risobi proti vyvojovym i dosflym stadiim
helminti. U polygastrickych zwat, tedy i u ovci Ize benzimidazoly podavat v jédin
davce (Lamka a Duchiék 2008).

U vétSiny experimenit bylo octerveni albendazoleméimné. Jelikoz byly ve vzorcich
trusu nalezeny krotn vajicek rodu Haemonchustaké nematoda z r@dTrichuris
aNematodirusa cestoda rodivloniezig maizeme potvrdit antinematodni a anticestodni
acinnost albendazolu. Pouze u studie @éem&cislem 3 bylo oderveni po jediné davce
neusgSné. Bohuzel po opakowvarpodané davce ztdta uhynula, &oli kontrolni
vySeteni trusu bylo jiz bez nalezu.

Interval od pogeni infelkénich larev do produkce vagk prokadzanych v trusu byl
u vSech studii v @iméru 21. den. Tato doba se shoduje s Udaji uvedenmyliteratue,
ktera uvadi rozmezi 14 - 21 dni (Erhardova a sig83, Lax 1956).

5.4 Produkce vaji éek s ohledem na kmen H. contortus

Zvitata byla experiment&nnainfikovana temi rizr¢ citlivymi kmeny H. contortus.

Z vysledka vyplyva, Ze dosfici kmene WR, ktery vykazuje nejs#j$i rezistenci,
produkuji vajéka o par dni five nez kmeny BZ a ISE. Mezi kmeny BZ a ISE se
markantni rozdily v produkci vagk nepodtlo prokazat.
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5.5 Duvody uhynu jeh nat béhem experimentu

V prabéhu experimentu ozganémcdislem 3 doSlo k Uhynuépi jehnat. Zvicata byla
béhem experimentu vakcinovana proti kataralni boeeovci, zvané téz bluetongue.
Tato zatez ve spoijitosti s dalSimi okolnostmi, jakynohl byt Spatny zdravotni stav a

kondice, byla Fejmé divodem Uhynu.
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6. ZAVER

Jednim z cil této prace byla kontrolatiinnosti oderveni jeliat, ktera byla planovana
pro experimentalni studii, a ktera p&ka u vSech experimeiht S vyjimkou jedné
studie bylo oderveni s pouzitim albendazolovéhfippavku vzdy Usggné. Vzhledem
ke zkuSenostem z obdobnych studii nelieod selhani &ekavat v davkovani &éva,
piicinu selhani nelze vSak jednozngi vytypovat. MiZze ale souviset s hygienickymi
podminkami ustgjeni iipdkladanim krmiv, kdy ii¥e k pozitivnim naleam dojit

i v pripact celkow doke odterveného zvete, které ale ifjalo v doke kratce ped
vySetenim infikovanou potravu. V takovéntipact jsou v trusu prokazovana v&a
parazifi, ktera jsou vSakiwodem jiného, nez vySelvaného, z\kte.

Po kontrole oderveni byla jehatim podana suspenze s jednotlivymi kmeny parazita
H. contortus Tato infekce byla dale sledovana pomoci Wyseini trusu zvat a
hodnocena podle nélezu mikroskopického WgSet Bylo zjiStno, Ze interval mezi
podanim infeknich L larev zvfatim a vylwovanim vajtek trusem je v rozmezi
12 — 27 dni, prmérné 21 dni. Tato skutaost potvrzuje Udaje uvédeé v literatde.

Na konci kazdé studie byla #ata z experimentu ¥g§zena a z jejich slézyly ziskany
dosglci parazita. Titocervi byli pouziti pro dalSi vyzkum na Katétbiochemickych
véd Farmaceutické fakulty Univerzity Karlovy v Hradkralové.
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