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1. UVOD



Kokcidioza celosvétove ziistava, a to 1 pies znany pokrok v oblasti chemoterapie,
managementu chovu, vyzivy a genetiky, jednim z nejCastéjSich onemocnéni driibeze. Na
vysoce konkuren¢nim trhu tak muze vyskyt nejen klinické, ale i1 subklinick¢ formy
kokcidiézy v chovu znamenat citelnou finan¢ni ujmu. Jedna se o ztraty zpusobené nejen
uhynem jednotlivych kusu driibeze, ale I niz§imi piirastky hmotnosti a snizenou snaskovosti
celych chovt. Velké skody lze zaznamenat rovnéz v chovech kralikd.

S touto velice nakazlivou nemoci se lze setkat vSude tam, kde jsou kufata chovana,
v malochovech i velkochovech, ale je pravidelnym nalezem i u divoce Zijicich zvirat.
Zejména existence velkochovil by byla netinosna bez trvalé ochrany proti této parazitarni
invazi. V priumyslovém vykrmu drubeze je tedy kladen zvyseny duraz predevsim na prevenci
kokcididzy. Nabyva na dulezitosti zejména proto, ze doba, kdy jsou kufata krmena, se
neustale zkracuje.

Pfi béznych zplsobech chovu s moznosti kontinualniho nakazeni, by bez soustavného
profylaktického podavani potiebnych davek velka cast kutat uhynula. Zde se nabizi moznost
vyuziti latek ptirodniho plivodu, piedevs§im pribéznym piidavanim do krmiva, tedy jako
soucast biofaktorti. Z dosavadnich reakci se da predpokladat, ze jejich aplikace by byla pro
vefejnost daleko prtijatelnéjsi nez pouziti latek syntetického, ¢i biosyntetického ptivodu. Stale
obezietnéji se totiz sleduji mozné ucinky antikokcidik na pfirodu, a tedy i moznosti zpétného
vlivu na clovéka. U latek pfirodniho plivodu miizeme pocitat s mensim ekologickym
dopadem na zivotni prostiedi.

Hledani novych syntetickych i pfirodnich antikokcidik ma stale sviij vyznam, a to i
pres rostouci dulezitost vakcinace. Da se predpokladat, ze vyzkum bude i nadale intenzivné
probihat jeSt¢ minimalné pfistich deset let. Rozhodné se nejednd o piezitek, ¢i zbytené
vynalozené prostfedky. Vakcinace urcit¢ ma svoje vyhody, ale znacnd ekonomicka
nakladnost jejiho vyzkumu a vyvoje a urcita nejistota v aplikaci se bude muset pii kone¢ném

pouziti zaplatit.
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Cilem mé diplomové prace bylo:

1)

2)

3)
4)

5)

provést reSersi literatury s ohledem na rostliny nebo latky, které jsou aktivni
vuci nekterym protozoalnim pilivodcim chorob hospodaiskych zvitat,
zejména vici zastupcum rodu Eimeria,

vybrat z tohoto prehledu 5 rostlin (resp. rostlinnych ¢asti) nebo Cistych
latek, které maji nejen ucinky proti zastupcim rodu Eimeria, ale pokud
mozno disponuji 1 jinymi ucinky (zejména antimikrobidlnimi a
pfipravit extrakty z vybranych rostlin (zajistit Cisté latky),

pfipravit disperzi téchto latek v krmivu pro laboratorni zvirata (Mastomys
coucha, mysi CD1) v koncentraci 100 ppm susiny extraktu (latky),
vyhodnotit vysledky biologickych pokust.



3. TEORETICKA CAST



3.1 FYZIOLOGIE EIMERII

Rod Eimeria (podtiida Coccidia) je jednim znejvyznamnéjSich reprezentantt
parazitickych prvoka dribeze. U kura doméaciho se vyskytuje az sedm druhd kokcidii rodu
Eimeria, ne vSechny jsou vSak stejné¢ patogenni. Pouze Ctyfi z nich jsou ekonomicky
vyznamné V intenzivnich chovech drubeze. Jedna se o Eimeria acervulina, E.maxima,
E. tenella, a E. necatrix.

S infekei se setkdvame predevsim u mladych jedincti. Nejvétsi vnimavost je u kurat ve
stari Ctyfi az Sest tydnii.

K nakaze dochazi alimentarni cestou, tedy pozienim sporulovanych oocyst. Oocysty
ptezivaji, zejména diky odolnym obaliim, ve vné&j$im prostiedi az n¢kolik mésici. Po jejich
pozieni Se do lumen stfeva uvoliiuji sporozoiti (vyvojova infekéni faze) a pronikaji do bunek
hostitele, kde po nékolikerém pomnozeni vznikaji merozoiti (nepohlavni stadium vyvoje). U
¢asti merozoitd dochazi k transformaci na stadia pohlavniho mnozeni, gamonty. Oplozenim
vznikd zygota postupné se vyvijejici v 00Cystu.

Vyvojovy cyklus konéi vyluCovanim nesporulovanych, tedy neinfekénich stadii oocyst
do vn¢jSiho prostfedi. V podestylce dribezaren dozravaji oocysty do infekéniho stadia
sporulovanych oocyst, schopnych infikovat zdravou dribez. Cely vyvojovy cyklus se
v hostiteli uskute¢ni za Ctyfi az sedm dni v zavislosti na druhu prvoka.

U kura se setkdvame predevSim se stfevni formou infekce. Paraziti zplisobuji rlizny
stupent rozpadu epitelu sliznice stfeva. Charakteristické zmény se objevuji zejména u téch
druhti kokeidii, které prodé€lavaji sviij vyvoj v hloubce sliznice. Dochazi k poSkozeni krevnich
kapilar a v tadé ptipadd tedy i ke krvaceni do lumen stfeva. Zmensuje se aktivni povrch
sliznice, podstatné je tedy snizena i resorpce zivin a jejich transport. Nastava celkova porucha
latkové vymény a objevuji se 1 rychlé ztraty zivé hmotnosti. Lokalizace patogennich druhi
kokcidii ve stfevech se 1i8i v zavislosti na druhu. Mizeme je nalézt v tenkém stfevé
(E. acervulina, E. maxima, E. mitos, E. necatrix) i ve stievé slepém (E. tenella). Zde vsak

mozny zasah do metabolismu prvoka znamena, kvili uzavienosti slepého streva, problém.

3.2 KONTROLA KOKCIDIOZY

Mimotadna reprodukéni schopnost kokcidii a pomérné rychly rozvoj rezistence

znamenaji hlavni problémy spojené s kontrolou infekce.
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Zbavit chovy kokcidii je prakticky nemozné. Zasahy proti onemocnéni musi byt

vedeny disledné a na n¢kolika urovnich:

1.

zvysit Cistotu chovu - jeji zajisténi je velmi vyznamnym faktorem diseminace

oocyst, a tedy piedpokladem pro zabranéni reinfekce zvifat. Nevyhodou je znac¢na
resistence vuci desinfekénim prostiedkiim a pracnost provedeni. Pro likvidaci
oocyst se stale uspésné pouziva piedevSim peroxid vodiku s bazickymi
slou¢eninami (pH min. 7,5). Timto zpisobem je vyrazné snizena sporulace oocyst

po exkreci zvifaty u Eimeria tenella’,

vakcinace - je pfirozenym zpuisobem ochrany pfed vzplanutim klinické nebo
subklinické formy kokcidiézy. U kufat je navozena aktivni imunita. Ta je pro
kazdy druh specificka, tzn. ze nevznikd soucasn¢ zkiizend imunita proti dalSim
druhtim kokcidii. Je zadouci vakcinovat kufata proti ekonomicky vyznamnym
druhtim kokcidii co nejdiive, aby se imunita mohla vyvinout jesté pfed obdobim,
kdy se klinicka kokcidiéza obvykle objevuje, coz byva mezi 21. — 28. dnem stéii
kufrat.

Vakciny proti kokcididze dribeze obsahuji bud’ zivé sporulované oocysty
patogennich druhti (virulentni vakciny) nebo Zivé sporulované oocysty oslabenych
kmenli rodu Eimeria (atenuované vakciny). Nevyhodou virulentnich vakcin je
zejména fakt, Ze dochéazi k promotfovani okolniho prostfedi velkym poctem plné
patogennich oocyst a je tu tedy i moZnost, pfi pfipadnych poruchich imunity
zvitat, propuknuti infekce. Pfi pouZivani atenuovanych vakcin rozvoj klinické

kokcididzy nehrozi ani pti oslabené imunité,

antikokcidika - pouzivaji se terapeuticky (kokcidiocida) pfi zjisténi klinické
kokcidiozy, v podminkdch  velkochovii ~ vSak  hlavné  profylakticky
(kokcidiostatika), tj. kontinudlné v krmnych smésich.

Lécebna antikokcidika se aplikuji ihned pfi prvnim vyskytu piiznakt
onemocnéni, a to vétSinou prostiednictvim pitné Vodyz. Musi byt dodrzeno
doporucené schéma davkovani. Neptetrzité podavani nebo nespravné koncentrace
vedou k rozvoji rezistence.

Profylakticka antikokcidika mohou byt rozdélena dle pivodu na syntetické,

pfirodni a biosyntetické létkyz.
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Problematika aplikace antikokcidik

Aplikace antikokcidik musi byt posuzovana z fady hledisek:

= udinnost - protoze infekce maji Casto smésny charakter, pozaduji se latky se

Sirokym spektrem ucinku,

= resistence - jsou vyzadovana antikokcidika, ktera nevyvolavaji vznik
resistentnich kment kokcidii. Né&které latky zptsobuji rychly rozvoj resistence
(v prubéhu jednoho roku), jiné pomalejsi (3 —4roky), u nékterych byla
casteCna resistence zjiSténa az po osmi a vice letech. Nastupu rezistence je
nutné piredchazet. Postupné byly vypracovany programy na tlumeni kokecidioz,
které nabidly chovatelim aplikaci antikokcidik stfidavym nebo rotacnim

programem,

* imunita - u dribeze uréené k chovu jsou velmi vhodna antikokcidika, ktera
umoziuji tvorbu pfirozené imunity proti kokcididze, kterd ochréni kutice pied
klinickou kokcidiozou po nezbytném vysazeni pfipravku na pocatku
snagkového obdobi. Uginné piipravky vsak vyvoj piirozené imunity

nedovoluji,

= snaSenlivost antikokcidik - vzhledem Kk dlouhodobé aplikaci téchto latek

Vv krmivech se vyzaduje, aby mély nizkou toxicitu, co nejvétsi terapeutickou
Sifi a co nejméné vedlejSich Ucinkl. Pfedevsim se sleduji vedlejsi G€inky na

. . o 2
snasku vajec a rist”,

= zdravotné — hygienické hledisko - antikokcidika a jejich rezidua nesmi ovlivnit

kvalitu zivoc¢isnych produktd. Pokud se tak dé&je, musi byt vypusténa
z krmnych smési ve stanovené ochranné lhaté pied porazkou. U vétSiny

antikokcidik se vyZaduje ochranna lhita 3 — 5 dnd, u sulfonamidd 10 i vice?,

= ostatni pozadavky - dileZité jsou také vlastnosti, které ovliviiuji technologické

aspekty vyuzivani antikokcidik (dobra homogenita ve smeésich, dostatecna

v
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cena, dosazitelnost latek (v ptipadé aplikace latek pfirodni povahy), existence

vhodnych analytickych metod pro stanoveni latek i jejich intaktnich residui.

Vakciny a antikokcidika nestoji proti sobé vzdy jako rivalové. Vzhledem k tomu, Ze
ve vetSin€ vakcein jsou vakcinacni kmeny citlivé ke vSem antikokcidikiim, pouzivaji néktefi
producenti driibeze rotacni programy, ve kterych stiidaji po dvou az tfech turnusech vakcinaci

s antikokcidiky. Obnovuje se tim citlivost na kokcidii na antikokcidika.

3.3 ANTIKOKCIDIKA PRIRODNIHO PUVODU

Posledni dobou miizeme zaznamenat rostouci nedtvéru veifejnosti ke vSem hromadné
pouzivanym chemickym ptipravkim v zeméd€lské praxi obecné. Roli hraje, kromé& obav
z u¢inku na zdravi lidi, i ekologické hledisko, tedy mozny Vliv latek na Zivotni prostiedi. Do
ptirody se totiz, spolu s podestylkou z vykrmovych hal, dostavaji v mnohatunovych
mnozstvich ro¢né. V téchto souvislostech se nabizi moznost vyuziti latek ptirodniho pivodu.

Vyzkum v oblasti piirodnich latek neni pfili§ rozséhly. Jedinym pouzivanym a

ucinnym ptirodnim kokcidiocidem je halofuginon (alkaloid z Dichroa febrifuga).

Br N\
\‘ H
N
N
cl
o)
HO
halofuginon

Jinak lze predpokladat, Ze latky piirodniho ptivodu budou mit spise charakter
kokcidiostatik nez kokcidiocid. Existuje piedpoklad profylaktické aplikace smési latek

z riznych farmakoterapeutickych skupin, které by plsobily vzajemné synergicky.

1. latky zvySujici imunitu stfevni mukdzy

Jejich vyznam spociva predev§im v zachovani integrity stievni mukdzy, kterd
tak 1épe odolava ataku invazniho agens.
= L-arginin - stimuluje c¢innost thymu a T-lymfocytd, snizuje pocet

T supresort/cytotoxickych bun€k, zvysSuje pocet a aktivitu NK bundk®,
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= L-glutamin - rovnéz vykazuje imunomodulacni aktivitu, hraje vyznamnou roli
vV ochran¢ integrity GIT, tlumi katabolické procesy, zvySuje fagocytarni
aktivitu bun€k (neutrofily, monocyty), zvySuje syntézu glutathionu
V intestindlni oblasti, coz hraje vyznamnou roli v integrit¢ stfevni mukdzy
postiZené napf. oxidagnim stresem®>®’,

»  kvasinkové f-glukany - ziskavaji se extrakci ze stény bunék pivovarskych
kvasnic (Saccharomyces cerevisiae). Maji imunomodulaéni aktivitu, mohou se

vazat na ftadu bunék uplatiujicich se v imunitni odpoveédi (makrofag,

neutrofily)®®.

2. latky ovliviiujici rust patologickych mikroorganismu ve stfevni flore

Stfevo mize byt sekundarné osidleno patogenni mikroflorou (kvasinky,
patogenni houby, bakterie aj.), kterd oslabuje imunitni funkce stfevniho epitelu a tim
nasledné usnadnuje penetraci kokcidii. Je tedy vhodné podavat latky zabraiujici ristu
patogennich agens (tedy s bakteriostatickym u¢inkem). UZzivané koncentrace by mély
byt malé kvili zabranéni ptipadnému antinutriénimu efektu.

= Zastupci rodu Allium, piedevsim silice z Allium sativum - Cesnek sety ma
vyznamné antimutagenni, antimikrobidlni, anthelmintické, antifungalni a
antiprotozoalni ﬁéinkylo‘ll.
= V¢l béZznym patogenim jsou také ucinné silice z rostlinnych taxont, napf.
z Citrus  aurantium,  Coriandrum  sativum,  Foeniculum  vulgare,
Melaleuca alternifolia (,,tea tree”), Mentha spicata, Majorana hortensis,
Pimpinella anisum, Pogostemon patchouli (paculi), Salvia officinalis (Salvej
lékarskad), Syzygium aromaticum, zejména vSak Cymbopogon martinii,
Origanum vulgare, Thymus vulgaris a nejvice Cymbopogon citratus*?.

= Mohou byt rovnéz pouzity extrakty z lé¢ivych drog obsahujici antisepticky
pusobici silice dohromady s dal$imi latkami, pfedev§im S tfislovinami a
flavonoidy, jako napf. Carum carvi, Hyssopus officinalis, Matricaria recutita,
Ocimum basilicum, Satureja hortensis. Vétsina z téchto rostlin ma zaroven
ucinky proti stfevnim parazitim.

= Neékteré silice mohou pusobit derivaéné na strevni mukozu, zvySovat jeji
prokrveni, a tak drazdit. Setkavame se s tim napf. u silice ziskané ze zastupctu
celedi Cupressaceae (Juniperus oxycedrus, Pinus mugo aj.) podobny ucinek

vykazuji i oleoresiny (Capsicum annuum).
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3. latky pusobici antidiarhoidalné

Kokcidioza, stejné jako dalsi stievni infekce, vede k exkreci nestrukturovanych

vykall, Casto s ptiméesi krve. Prijem mohou ovliviiovat strukturné rizné slouceniny,

napf-.:

komplexni polysacharidy (potravni vldknina) - Eimeria acervulina, u kufat
s enteritidou se po kukufi¢né dieté sniZil podet nekrotickych 1ézi™,
isochinolinové alkaloidy (berberin a podobné alkaloidy) - zastava prijmu pii
protozoalnich infekcich (vyzkouseno huméanng)™.

U antidiarhoidalnich latek mizeme zaznamenat vyrazné antinutricni efekt, tedy

sniZzeni vyuZitelnosti krmné davky. Zdé se, ze kompromis miize byt v tomto ptipadé

realizovan pouzitim slouenin na bézi flavan-3,4-oli (tzv. oligomernich

procyanidini), které jsou ptitomny v riznych lécivych drogach, napft. v:

Agrimonia eupatoria - fepik 1ékai'sky - obsahové latky nati ptisobi ptiznivé na
jatra, zvySuji vyluovani travicich $tdv, tonizuji stfevni peristaltiku, maji
adstringentni, mirn¢ dezinfekéni, protizanétlivé a mirné antiparazitarni ucinky,
Camellia sinensis - cajovnik ¢insky - dekofeinovany extrakt obsahuje
oligomerni  procyanidiny s nizkym adstringentnim, ale s vyraznym
antioxida¢nim ucinkem,

Fragaria vesca - jahodnik obecny - obsahové latky listd maji sviravy a
bakteriostaticky ti¢inek,

Vitis vinifera - réva vinnd - semena obsahuji oligomerni procyanidiny

podobného charakteru jako v ptipadé Camellia sinensis.

4. latky ovliviiujici metabolismus kokcidii

antimikrobialn

U steroidnich sapogenini (aglykony) byla zaznamenéana antivirova®,

i* a antifungalni aktivita'’. V rostlinnych surovindch nachéazime

aglykony ve smési spolu s glykosidy (saponiny). Tyto latky lze vyuzit k zasahu proti

kokcidiim, protoze se jednd o latky povrchové aktivni. Konkrétné k ovliviiovani

integrity stény oocyst, jejich virulence a dalsiho vyvoje.

Steroidni saponiny mizeme nalézt napf. v té€chto rostlinnych taxonech:

Aesculus, Allium, Asparagus, Avena, Dioscorea, Solanum, Tribulus, Trigonella gj..
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Utinek piirodnich latek perspektivnich V terapii kokcidiéz (viz. vyse) miize byt
potencovan pouzitim nékterych vitamint ¢i anorganickych latek.
= Kyselina askorbova (vitamin C) - kromé své role v syntéze kolagenu, karnitinu,
1,25-dihydroxyvitaminu D, adrenalinu a nadledvinkovych hormont, vyznamné
aktivuje imunitni systém.
= Vitamin A - rovnéz zlepSuje imunitni profil u kufat infikovanych Eimeria
acervulina®™.
= Natrium-hydrokarbondt - v kombinaci sionoforovymi  antikokcidiky

(salinomycin) ma velmi pfiznivy vliv na produkci brojlerai™®.
3.4 SUBSTANCE A DROGY POUZIVANE PRO PRIPRAVU EXTRAKTU
= Caryophylli flos

Matetska rostlina - Syzygium aromaticum (Myrtaceae)

Makroskopicky popis drogy - droga je silné aromatického zapachu, ostré kofenité
chuti. Je tvofena ususenymi kvétnimi pupeny s kvétni ¢iSkou, které jsou sbirany pied
rozkvétem. Poupata maji cervenohnédou az tmavé hnédou barvu a jsou 12 az 17 mm dlouha,
Cisky 3 az 4 mm silné, pon¢kud smacklé, ¢tyfhranné skoro az valcovité, ke spodu zuzené,
zevné husté jemné vrasCité. Nahotfe vybihaji ve Ctyfi neopadavé, trojhranné, odstavajici
kalisni cipy. Koruna je tvofena ¢tyfmi kulatymi, za sucha Zlutohnédymi platky, sklonénymi
v kulatou Gepicku®.

Obsahové latky - mizeme zde najit az 20 % silice, pro kterou je charakteristicka

pfitomnost eugenolu (60 —90 %), eugenol-acetatu (2—27 %) a seskviterpent a- a -
karyofylenu (5 — 10 %). Silice dale obsahuje i methyl-salicylat, methyleugenol, benzaldehyd,
methylamylketon (zpisobuje charakteristickou vini silice) a a-ylangen. Mezi dals$i obsahové
latky je tazen kemferol, lipidy, Kkys. oleanolova, rhamnetin, sitosterol, stigmasterol,

vitaminy?.
OR

HZC/ OMe

eugenol R=H
eugenol acetat R = CO-CHj3
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Farmakologicky ucinek - u hfebicku byly zaznamenany mirné antiseptické,

analgetické a lokaln& anestetické vlastnosti, které jsou prisuzovany piedeviim eugenolu®.
Eugenol rovnéz vykazuje in vitro v riznych koncentracich Sirokospektrou antibakterialni a
antifungalni aktivitu®. U silice je uvadeéno, ze ma antihistaminovy a spasmolyticky ¢inek®,

Sama droga se ordinuje jako aromatikum a stomachikum.

= Qcimi sancti herba

Matei'ska rostlina - Ocimum sanctum (Lamiaceae)

Makroskopicky popis drogy - drogu tvofi susené naté. Listy jsou stopkaté, zelené az

hnédozelené barvy, 2,5-7,5cm dlouhé, 1 —3 cm Siroké, vejcitého tvaru s ostrou $pickou.
Okraj listu je na bazi celistvy, dale pak vroubkovany nebo pilovity az zoubkovany. Klasy
nesou Sestikvété nepravé presleny, tvorené kratce stopkatymi, soumérnymi a zfetelné
dvoupyskatymi kvéty. Koruna ma cervenou nebo zlutobilou barvu, horni pysk kratsi
klinovity, dolni ¢tyfzuby; kalich je chlupaty a sklad4 se z horniho pfilbicovitého a dolniho
¢tyfzubého pyskuzg.

Obsahov¢ latky - hlavnimi slozkami jsou ttisloviny (4,6 %) a silice (az 2 %). Mnozstvi

a slozent silice kolisa dle ptvodu rostliny — eugenol (az 62 %), methyleugenol (az 86 %) a a-
a p—karyophyllen (az 42 %). P¥itomny je také methylchavikol, linalool a 1,8-cineol®,

Farmakologicky ucinek - extrakt zlistd (ziskany 95% lihem) zastavuje rist

Staphylococcus aureus, S. citrus a Mycobacterium tuberculosis in vitro?. Ve studii provedené
in vitro na krali¢ich stfevech byl u vodného extraktu prokazan inhibi¢ni vliv na svalové
spasmy vyvolané karbacholem, histaminem a acetylcholinem. Po intragastrickém podani
silice krysam (100 mg/kg t&lesné vahy) byla zaznamenana zvysené hladina IgE protilatek®,

Droga se pouziva jako karminativum, spasmolytikum a stomachikum.
= Origani herba

Matetska rostlina - Origanum vulgare (Lamiaceae)

Makroskopicky popis drogy - je to ususend kvetouci nat'. Droga ma aromaticky zépach

a kotenité nahotklou chut’. Listnaty stonek je okrouhle ¢tyfhranny, Casto fialové nabéhly.
Listy kratce fapikaté, vejcité, celokrajné nebo mélce vroubkované, Zlaznaté teCkované, tupé.

Vidlanovitou latu skladaji jedno az trojkvété lichopfesleny. Kvéty jsou kratce stopkaté, kalich

17



trubkovité zvonkovity. Koruna ma riizové ervenou barvu, ziidka Spinavé bilou, je 4 az 7 mm
dlouha, horni pysk kratky, dolni del3i, schnuty®.

Obsahové latky - v droze nalezneme ptedevsim silici (0,15 — 1,0 %), ve které hlavni

slozku tvoti karvakrol (az 16 %), potom a-terpinen, p-cymen, thymol, myrcen a a-pinen.
Zastoupeni jednotlivych slozek silice je proménlivé v zavislosti na pivodu drogy. Napf.
v rostlinach pavodem z Izracle lze najit az 60 —80 % tymolu, v Reckych rostlindch byl
zaznamenam zvySeny obsah fenoli a terpenickych alkoholi (linalool)zs. Z dalsich
obsahovych latek jsou zde zastoupeny také flavony (luteolin, apigenin, peonidin), katechin
(flavan) a flavonglykosidy?. Najdeme zde také arylalkanové kyseliny a jejich derivaty jako
napt. kys. skoficovou, kavovou, vanilovou?’. Zastoupeny jsou i mineralni latky (645 ppm
hliniku®®).

OH

karvakrol

Farmakologicky ucinek - byla zaznamenana antimikrobidlni aktivita®. PH inokulaci

vlhkou smési (kaSovita konsistence) dobromysli s Aspergillus parasiticus nebyla po tficeti
dnech pozorovana zadna tvorba mycelia, u dvou kmend A. flavus bylo myceliem pokryto jen
25 % a 37 % povrchu. Tvorba aflatoxinti a spor nebyla zaznamenana ani v jednom pfipadé30.
Droga se pouziva predevsim jako antiseptikum, choleretikum, karminativum, stomachikum a

spasmolytikum. Vice znama je ovsem jako kofeni.
= Curcumae longae radix

Matetska rostlina - Curcuma longa (Zingiberaceae)

Makroskopicky popis drogy - je tvoiena tézkymi a tvrdymi kusy usuSenych oddenk.

Vykopavaji se pfedev§im primarni (hlavni) oddenky, pouzivaji se vSak rovné€Zz sekundarni
(vedlejsi) oddenky, které se po spafeni horkou vodou sus$i. Priméarni oddenky jsou hlizovité,
vejCité, sekundarni valcovité, dlouhé¢ a tlusté asi jako prst. Maji rohovity az voskovity vzhled,

ktery droga ziskava spatfenim, a tedy zmazovaténim Skrobu. Soucasné zluté barvivo vystupuje
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z exkre¢nich bunék do okolniho pletiva. Oddenky maji zlutohnédou barvu, na fezu
rovnomérné pomerancovou a zluté teCkovanou. Droga je slabé aromatického zapachu,
kofen&né palivé chuti a silng barvi sliny®™.

Obsahové latky - v droze najdeme slab¢ zlutou az oranzovozlutou silici. Obsah silice

se pohybuje od3do5,5%. Je sloZzena zmonoterpenit a seskviterpend, které zahrnuji
predevsim a- a B-turmeron, ar-turmeron (zapach silice je zplsoben pravé turmerony),
zingiberen (asi 25 %), kurkumen. Druhou skupinu obsahovych latek tvoii barviva, tedy
kurkuminoidy  (5%), které jsou z50-60%  tvofeny smési  kurkuminu,
monodesmethoxykurkuminu a bisdesmethoxykurkuminu®. Vedlejsimi latkami jsou cukry a

, “ s 32
velké mnozstvi Skrobu™.

kurkumin R = OCHs;, R* = OCHs
desmethoxykurkumin R=0CHs3;, R‘=H
bisdesmethoxykurkumin  R=H,R‘=H

rrrrr

slozky drogy. Kurkumin brzdi zanétem vyvolanou tvorbu prostaglandind. Rovnéz u néj byla
zaznamenana schopnost zhaset kyslikové radikaly vznikajici v pribéhu zanétlivého procesu.
Utinek drogy u experimentalné vyvolaného zanétu u krys byl srovnatelny s ¢inkem

indometacinu nebo hydrokortison-acetatu®=?

. U lihového extraktu (50 mg/ml) a u silice
(100 pg/ml) byly zaznamenany baktericidni ucinky proti Staphylococcus sp., u kurkuminu
(100 pg/ml) pouze bakteriostatické®*. Droga se uplatiiuje jako stomachikum, choleretikum a

cholekinetikum (barviva). Ve formé prasku slouzi jako kofeni.

=  Knicin

Latka izolovana z nat¢ Cnicus benedictus (Asteraceae).

Chemicky nazev - 10-hydroxymethyl-6-methyl-3-methylene-2-oxo0-2,3,3a,4,5,8,9,11a-

oktahydro-cyklodeka[b]furan-4-yl ester kyseliny 2-(1,2-dihydroxy-ethyl)-akrylové
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Vzorec -

O

CH,

H.C O
O OH

H,C  OH

Farmakologicky ucinek - a-methylen-y-laktonova ¢ast molekuly je povazovana za

nezbytnou pro antibakteridlni a antitumorovy tc¢inek knicinu®. Protinadorova aktivita byla u
lymfoidni leukémie doloZena testovanim na mySich. Rovnéz byl in vitro prokazan jeho
protizanétlivy ucinek, ktery je prakticky rovnocenny t&inku indometacinu®’. Knicin je spolu
s dal§imi hof¢inami zodpovédny za tradi¢ni pouziti naté Cnicus benedictus jako drogy

voer oy st 1w . TS 36
zvySujici sekreci travicich Stav, slin a zlepSujici traveni™.
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4. EXPERIMENTALNI CAST A VYSLEDKY
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4.1 PRIPRAVA EXTRAKTU

Extrakty byly pfipravovany ze suchych rostlinnych ¢asti. Pied vlastni extrakci bylo
nutné je upravit na potiebnou velikost, tedy aby ¢astice drogy mély rozmér asi do 2 mm.
Uprava byla provedena rozemletim na mixéru.

Vlastni extrakce byla provadéna kontinualni metodou, perkolaci. Jako rozpoustédlo
byl pouzit 80% ethanol. Zatizenim pouzitym ke kontinualni extrakci byl perkolator (valcovita
nadoba, jejiz vyska odpovidéa zhruba trojndsobku priiméru s vypusti u dna)37.

Rozdrobnénou drogu (asi 200 g) bylo nejprve nutné provlh¢it dostate¢nym mnozstvim
rozpoustédla (asi 50-100 ml 80% lihu), dokonale promichat a ponechat v uzaviené nadobé
(kadinka uzaviena alobalem) asi jednu hodinu v klidu. Na dno nadoby perkolatoru byla pied
vlastnim plnénim vlozena inertni hmota, konkrétné¢ smotek vaty. Plnéni probihalo tak, ze
perkolator se naplnil nejprve asi do % 80% lihem a postupné se do n&j po malych castech a
bez michani vsypavala provlhéena droga az do doby, kdy dosahla hladiny. Poté se pridalo
dalsi rozpoustédlo a pokracovalo se stejnym zpisobem az do naplnéni nadoby. Po vlozeni
celého mnozstvi drogy zistalo v nadobé asi 5 cm volného mista, které mélo fungovat jako
zasobnik rozpoustédla. Po naplnéni se povrch drogy zakryl kotouckem filtracniho papiru,
zatizil sklenénou zatkou a zalil rozpoustédlem. Celé zafizeni se nechalo alespon pies noc
v klidu.

Téchto 200 g drogy se pii pokojové teploté perkolovalo asi 1800 ml 80% lihu tak, aby
operace byla v pribéhu dvou dni hotova. Rychlost jimani extraktu se pohybovala kolem
120 ml za hodinu za soucasného dodéavani cistého rozpoustédla ze zasobniku k hlavé
perkolatoru.

Vznikly extrakt byl zahuStén na vakuové odparce. Cilem bylo ziskani odparku
v zadané konzistenci. Zahust'ovani probihalo nejprve ve dvoulitrové destilacni bafice, potom
byl extrakt preveden do 250 ml banky a odparen relativné do sucha.

V piipadé¢ knicinu jsem jiz obdrzela izolovanou substanci (bily prasek) z naté Cnicus

benedictus, vlastni extrakci jsem tedy neprovadéla.
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Tab. 1 Konkrétni tidaje u jednotlivych extraktt

b Caryophylli Ocimi sancti Origani Curcumae longae
roga
J flos herba herba radix
Mnozstvi pouzité dro ro perkolaci
P 8YPIop 178,3 203,0 177,5 201,7
[d]
Objem pouzitého rozpoustédla
1607,7 1827,0 1265,0 1815,7
[mi]
Mnozstvi ptipraveného extraktu [g], 51,7 29,4 28,7 35,8
susina [%] (50,64) (81,24) (74,61) (84,93)

42 ZTRATA SUSENIM

Ztratou suSenim se rozumi Ubytek hmotnosti zkouSené latky vznikajici tnikem

tékavych slozek za piedepsanych podminek®. Sugina byla stanovena dle podminek

uvedenych ve é&tvrtém vydani Ceskoslovenského lékopisu. U kazdého z pfipravenych a

zahus$ténych extrakti byla urcena na zékladé dvou méteni, z nichz byl vypocitan primér.

V piipadé knicinu jsem obdrzela jiz izolovanou substanci, stanoveni ztraty suSenim

jsem tedy neprovadéla.

Tab. 2 Konkrétni tidaje u jednotlivych extraktl

Caryophylli flos

Ocimi sancti herba

Origani herba

Curcumae longae

radix
Susina [%]
50,58 81,41 74,33 84,81
(navazka ¢.1)
Susina [%]
50,70 81,07 74,89 85,05
(navazka ¢.2)
Susina [%]
50,64 81,24 74,61 84,93

(pramér)

43 PRIPRAVA ROZTERU

Roztéry byly pfipravovany tak, aby v konecném mnozstvi 200 g byly nasorbovéany 2 g

suchého extraktu.
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= Priprava roztéru ze suchych extrakti

Odvazené mnozstvi praskové latky se v melaminové tfeci misce smichalo nejprve jen
s Casti celozrnné hrubé mouky (asi 50 g). Postupné se za stalého michani pfidaval zbytek
mouky az do kone¢ného mnozstvi roztéru (200 g) a provedla se homogenizace.

Tento postup ptipravy se tykal pouze knicinu.

* Priprava roztéra z tekutych extraktia

Potfebné mnozstvi zhomogenizovaného hustého extraktu bylo odvazeno do
porcelanové odpatfovaci misky a rozpusténo asi v 5— 10 ml 95% ethanolu. Podle poticby se
ptidalo asi 20 g hrubé celozrnné mouky a dokonale smisilo. Dale se roztér mirné susil na
vodni lazni az do uniknuti lihu. Nakonec se pfidalo tolik hrubé mouky, aby kone¢né mnozstvi
roztéru bylo 200 g a byl dokonale homogenni. Tento roztér byl dispergovan do krmiva pro
mysi a krysy tak, aby vyslednd koncentrace byla 100 ppm.

Tab. 3 Konkrétni udaje u jednotlivych extraktd a knicinu

Caryophylli Ocimi sancti Origani Curcumae longae Knici
nicin
flos herba herba radix
Navazka extraktu pro
3,95 2,47 2,68 2,35 2,00
pripravu roztéru [g]

44 METODIKA A VYSLEDKY EXPERIMENTU

Vlastni experiment byl provadén pod vedenim MVDr. Davida Modrého Ph.D. na
katedie Veterinarni a farmaceutické univerzité¢ Brno.

Kazdy z extraktli byl testovany v jednom experimentu. Testovana latka byla poddvana
pokusné skupiné zvifat v krmivu, s aplikaci se zacalo sedm dni pied inokulem. Kontrolni
skupina zvitat dostavala stejné krmivo, ale bez ptidavku testované latky. Poté byla zvifata
obou skupin p.o. infikovana suspenzi oocyst Eimeria sp. (izolat z Malawi) v davce
1000 oocyst na jedno zvite. Jednou denné se od zvifat individudln€ odebiral trus a stanovoval
pocet vyluCovanych oocyst pfepocteny na jeden gram trusu. Pokusna skupina se skladala z
5-10 mysi CD1 (Anlab) a z 5 - 10 krys Mastomys coucha. Poéty zvifat v kontrolni skupiné
byly totozné. U knicinu prob¢hlo testovani pouze na mysich.

Kokcidiostaticky efekt se zjiStoval jako rozdil v kvantité¢ vylu€ovanych oocyst mezi

testovanou a kontrolni skupinou.
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Délka jednoho experimentu se pohybovala kolem asi 7 — 8 dntl, coz odpovida jednomu

kompletnimu vyvojovému cyklu parazita.

Konkrétni idaje u jednotlivych extrakti a knicinu:

= Caryophylli flos

Tab. 4 Pocet oocyst vyluCovanych v testované skupiné piepocéteny na jeden gram trusu

MASTOMYS - testovana skupina

mySs/den 3. 4. 5. 6. 7. 8. 0. 10.
1 0| 96519| 938333 |3 250667 |1054487|1237600| 365400| 522 400
2 0 136 |1 192500 | 2 260000 | 1 683590 | 2 614333 | 379 556 | 576 000
3 0 667| 678 333|2316000| 896 000| 966 000| 374 889| 680 000
4 0 3167| 716 667 0]1472333 |2 8233331 235500| 826 000
5 0| 102 444 |1 628333 | 3 366000 | 2 158000 | 1 638000 | 701 150| 599 200
Modra ¢isla = nesly odebrat vzorky trusu

Tab. 5 Pocet vyloucenych oocyst v testované skupiné

MASTOMYS - testovana skupina
Pocet vylouc¢enych oocyst celkem 39353537
Pocet vylouc¢enych oocyst pfepocteny na jedno zviie 7870707

Graf 1 Pocet oocyst vylucovanych v testované skupiné piepocteny na jeden gram trusu
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Tab. 6 Pocet oocyst vylu¢ovanych v kontrolni skupin€ piepocteny na jeden gram trusu

MASTOMYS — kontrolni skupina

mySs/den 3. 4. 5. 6. 7. 8. 0. 10.
1 0| 66666| 853 333|2836667|2 001856 |1328000| 666 000| 393 000
2 0| 400133|1 775000 |1 608833 |1 330000 |2 506000 | 491 167 | 239 000
3 0| 203 333| 828 000 |1 597556 |2 542105 |1 532000 | 365 167 | 304 000
4 01726666 |1048000| 832222| 549091| 630 000| 367 500| 74667
5 0| 124733| 572000|1 701000|1 075362 |1 978667 | 400 750| 258 500
Tab. 7 Pocet vyloucenych oocyst v kontrolni skupiné
MASTOMYS — kontrolni skupina
Pocet vyloucCenych oocyst celkem 35206974
Pocet vylouc¢enych oocyst pfepocteny na jedno zviie 7041395
Graf 2 Pocet oocyst vylu¢ovanych v kontrolni skupiné prepoéteny na jeden gram trusu
MASTOMYS - kontrolni skupina
3000000
Z 2500000 f\\ -
3 / . /\ —e— Radal
= 2000000 —m Radaz
2 1500000 /M\%A\ Rada3
g 1000000 / / / \/ \\\ Radad
4 v
g 500000 kw —x— Rada5
0 T T T T T T T
3. 4. 5 6. 7 8. 9 10.
den PI
Tab. 8 Pocet oocyst vyluCovanych v testované skupin€ ptepocteny na jeden gram trusu
CD1 - testovana skupina
mySs/den 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10.
1 0 0 267 133 0 0 0 0
2 0 0 133 1467 76 0 0 0
3 0 0 133 148 0 89 133 0
4 0 0 267 0 0 0 200 0
5 0 0 44 0 0 0 0 0
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Tab. 9 Pocet vyloucenych oocyst v testované skupiné

CD1 - testovana skupina

Pocet vyloucCenych oocyst celkem

3090

Pocet vyloucenych oocyst pfepocteny na jedno zvife

618

Graf 3 Pocet oocyst vyluCovanych v testované skupiné piepocéteny na jeden gram trusu
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Tab. 10 Pocet oocyst vylucovanych v kontrolni skupiné piepoéteny na jeden gram trusu

CD-1 — kontrolni skupina

mys/den 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10.
1 0 0 0 400 0 333 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 133 0 267 0 0
4 0 0 0 533 0 267 0 0
5 0 0 0| 16800 0 0 0 0

Tab. 11 Pocet vylouc¢enych oocyst v kontrolni skupiné

CD1 — kontrolni skupina
Pocet vyloucenych oocyst celkem 18733

Pocet vyloucenych oocyst pfepocteny na jedno zviie

3747
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Graf 4 Pocet oocyst vylu¢ovanych v kontrolni skupin€ piepocteny na jeden gram trusu
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= QOcimi sancti herba

Tab. 12 Pocet oocyst vylu¢ovanych v testované skupiné pfepocteny na jeden gram trusu

MASTOMYS - testovana skupina

my$/den 6. 7. 8. 9. 10. 11. 12. 13.
1 0 7 593 0 0 0 0 0 0
2 0 9833 1042 0 0 0 22 0
3 0 2 167 0 40 0 0 124 0
4 0 750 726 0 0 0 0 0
5 0| 13250 424 0 0 0 0 0
6 0 3 667 310 0 0 0 22 0
7 0 1333 167 0 13 0 0 0
8 0 458 194 0 0 0 0 0
9 0| 59444 167 0 0 0 0 0
10 0 1333 100 0 0 0 0 0
Tab. 13 Pocet vyloucenych oocyst v testované skupiné
MASTOMYS - testovana skupina
Pocet vylouc¢enych oocyst celkem 103179
Pocet vyloucenych oocyst pfepocteny na jedno zviie 10318
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Graf 5 Pocet oocyst vyluCovanych v testované skuping piepocteny na jeden gram trusu
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Tab. 14 Pocet oocyst vylu¢ovanych v kontrolni skupiné pfepoéteny na jeden gram trusu

MASTOMYS - kontrolni skupina

mySs/den 6. 7. 8. Q. 10. 11. 12. 13.
1 0 3000 56 250 0 0 0 0
2 0| 26875 611 42 0 22 0 0
3 0| 846000| 117667| 34167 474 124 67 0
4 0 1333 0 667 0 0 0 0
5 0 0 21 0 0 0 0 0
6 0] 33333 250 0 0 2 0 0
7 0 3250 1583 22 22 0 0 0
8 0| 10185 292 0 0 0 0 0
9 0 2500 125 0 33 0 0 0
10 0 5000 500 0 0 0 0 0
Tab. 15 Pocet vylou¢enych oocyst v kontrolni skupiné
MASTOMYS — kontrolni skupina
Pocet vyloucenych oocyst celkem 1088493

Pocet vyloucenych oocyst pifepocteny na jedno zvife
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Graf 6 Pocet oocyst vylu¢ovanych v kontrolni skupiné pfepocteny na jeden gram trusu
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Tab. 16 Pocet oocyst vyluCovanych v testované skupiné pfepocteny na jeden gram trusu

CD-1 - testovana skupina

mys$/den 6. 7. 8. 9. 10. 11. 12. 13. 14, 15.
1 0/114000| 3000 667 0 0 200 0 0 0
2 0/386000| 9167| 4333 167 100 22 0 0 0
3 0| 50750 3500| 2917 111 148 67 0 0 0
4 0| 14333| 4875| 16667 735 107 33 0 0 0
5 0| 24583| 3167| 6500 833 67 22 0 0 0
6 0/162000| 70000| 5867| 3933 489 22 0 0 0
7 0| 38889|129750| 18533 | 2422 422 33 0 0 0
8 0| 33778| 72667| 4800| 1511 289 0 0 0 0
9 0(276722| 83667| 17000 9511| 1733 200 0 0 0
10 0| 67000| 70250| 27100 | 20800 | 2689 280 0 0 0
Tab. 17 Pocet vyloucenych oocyst v testované skupiné
CD1 - testovana skupina
Pocet vyloucCenych oocyst celkem 1769428
Pocet vyloucenych oocyst pfepocteny na jedno zviie 176943
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Graf 7 Pocet oocyst vyluCovanych v testované skuping pifepocteny na jeden gram trusu
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Tab. 18 Pocet oocyst vylu¢ovanych v kontrolni skupiné pfepocteny na jeden gram trusu

CD-1 - kontrolni skupina

my$/den 6. 7. 8. 0. 10. 11. 12. 13. 14. 15.
1 0/216000| 96889| 2407| 2167| 9074 600 0 0 0
2 0[467667|148400| 1444| 1333| 1167 133 0 0 0
3 0(630000| 25259| 4167 0 185 100 0 0 0
4 0(168000| 22067 | 2250 0 0 17 0 0 0
5 01452000 | 49333| 15778| 2000| 1296 400 0 0 0
6 0187500 | 52417 | 93000 | 11833 0 467 33 133 0
7 01398000 | 86000| 45333 | 11333 833 167 33 0 0
8 0[138000| 20926| 1375| 2000 167 0 0 0 0
9 0/692000| 62000| 55000| 5833| 1500 111 0 0 0
10 0(223000|116000| 7250| 6500 333 100 0 0 0
Tab. 19 Pocet vyloucenych oocyst v kontrolni skupiné
CD1 — kontrolni skupina
Pocet vyloucenych oocyst celkem 4539177
Pocet vyloucenych oocyst pfepoc¢teny na jedno zviie 453918
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Graf 8 Pocet oocyst vylu¢ovanych v kontrolni skupin€ piepocteny na jeden gram trusu
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Origani herba

Tab. 20 Pocet oocyst vylu¢ovanych v testované skupiné pfepocteny na jeden gram trusu

MASTOMYS - testovana skupina

my$/den 10. 11. 12. 13. 14.| 15. 16. 17. 18. 19.
1 0| 4333| 181666|101410{15591| 980 0 42| 387 0
2 0/250000| 682500|121969|34848| 923| 222 0 0 0
3 0| 45926| 523389|227500(30952|1033| 391 22 0 0
4 0/132000|2 060000700000 9583| 294 0 0 0 0
5 01113454 | 282 285|114 074 |38 596 | 4 028 0 0 0 0
Tab. 21 Pocet vyloucenych oocyst v testované skupiné
MASTOMYS - testovana skupina
Pocet vyloucenych oocyst celkem 5678011
Pocet vyloucenych oocyst pfepoc¢teny na jedno zvite 1135602

Graf 9 Pocet oocyst vylu¢ovanych v testované skupiné prepoéteny na jeden gram trusu
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Tab. 22 Pocet oocyst vylucovanych v kontrolni skupiné piepocteny na jeden gram trusu

MASTOMYS — kontrolni skupina

myS$/den| 10. 11. 12. 13. 14. 15. 16.| 17.] 18. 19.
1 0| 45222 78718| 97310| 66333|10888|10392|1136| 442 0
2 0] 91200|1286250| 98809| 21 875| 1818 222 73 0 0
3 0| 775500| 737442| 491320| 44290| 1852 3889 0 0 0
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MASTOMYS — kontrolni skupina

myS$/den | 10. 11. 12. 13. 14. 15. 16.| 17.] 18. 19.
4 0| 45230] 918909| 30625| 51282| 1378 202 77 0 0
5 01610000 |3 380000212 121)252885| 6373 29412 250 0 0

Tab. 23 Pocet vyloucenych oocyst v kontrolni skupiné

MASTOMYS - kontrolni skupina

Pocet vyloucenych oocyst celkem

10376165

Pocet vyloucenych oocyst pfepocteny na jedno zviie

2075233

Graf 10 Pocet oocyst vyluéovanych v kontrolni skupiné ptepoéteny na jeden gram trusu
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Tab. 24 Pocet oocyst vylucovanych v testované skupiné pfepocteny na jeden gram trusu

CD-1 - testovana skupina

mys/den 10 11. 12. 13. 14. 15. 16. 17. 18. 19
1 0] 48978|139125|260000| 2833| 1711| 154 21 0 0
2 0]122666| 964441120000 2576| 600 38 0 0 0
3 0 933| 90967110500 8509| 407 67 0 0 0
4 0| 11200/169091|544000| 8833| 1118 467| 133 0 0
5 0 533| 65846| 40666| 4222| 1222 0 0 0 0
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Tab. 25 Pocet vylouc¢enych oocyst v testované skupiné

CD1 - testovana skupina

Pocet vyloucCenych oocyst celkem

1853860

Pocet vyloucCenych oocyst pfepocteny na jedno zvife

370772

Graf 11 Pocet oocyst vylucovanych v testované skupiné pfepocteny na jeden gram trusu
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Tab. 26 Pocet oocyst vylucovanych v kontrolni skupiné piepoéteny na jeden gram trusu

CD-1 — kontrolni skupina

mys/den 10. 11. 12. 13. 14. 15. 16. 17. 18. 19.
1 0190 666|339 818 |45250| 2667 583 36 0 0 0
2 0]24500| 20969|24800| 3425 83 0 0 0 0
3 0/70000|116 625|83625| 5926 666 108 0 0 0
4 0121778 63222|26000| 1742 306 118 21 0 0
5 0 952| 85600|44333| 8250 467 0 0 0 0

Tab. 27 Pocet vyloucenych oocyst v kontrolni skupiné

CD1 — kontrolni skupina

Pocet vyloucenych oocyst celkem

1082536

Pocet vyloucenych oocyst pfepocteny na jedno zviie

216507
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Graf 12 Pocet oocyst vylucovanych v kontrolni skupiné piepocteny na jeden gram trusu
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Curcumea longae radix

Tab. 28 Pocet oocyst vylu¢ovanych v testované skupiné pfepocteny na jeden gram trusu

MASTOMYS - testovana skupina

mys/den 6. 7. 8. 9. 10. 11. 12. 13.
1 0 6667| 840000, 23286 1000 22 22 0
2 0 2033 38 40 0 0 0 0
3 0| 640000| 126 333| 30217 6 600 1483 333 22
4 0 2 333 15 111 0 0 0 0
5 0 7500 53 167 0 0 0 0
6 0 2 963 400 370 0 0 0 0
7 0| 25167 600 33 0 0 0 0
8 0| 18500 933 133 8 0 0 0
9 0| 27083 144 67 0 0 0 0

Tab. 29 Pocet vyloucenych oocyst v testované skupiné

MASTOMYS - testovana skupina
Pocet vylouc¢enych oocyst celkem 1764676
Pocet vylouc¢enych oocyst pfepocteny na jedno zviie 196075

Graf 13 Pocet oocyst vylu¢ovanych v testované skupiné piepocteny na jeden gram trusu
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Tab. 30 Pocet oocyst vylucovanych v kontrolni skupiné piepocteny na jeden gram trusu

MASTOMYS — kontrolni skupina

mys/den 6. 7. 8. 9. 10. 11. 12. 13.
1 0 3000 56 250 0 0 0 0
2 0| 26875 611 42 0 22 0 0
3 0| 846000| 117667 | 34167 474 124 67 0
4 0 1333 0 667 0 0 0 0
5 0 0 21 0 0 0 0 0
6 0| 33333 250 0 0 22 0 0
7 0 3250 1583 22 22 0 0 0
8 0| 10185 292 0 0 0 0 0
9 0 2 500 125 0 33 0 0 0
10 0 5000 500 0 0 0 0 0
Tab. 31 Pocet vylou¢enych oocyst v kontrolni skupiné
MASTOMYS — kontrolni skupina
Pocet vyloucenych oocyst celkem 1088493
Pocet vylouc¢enych oocyst pfepocteny na jedno zviie 108849
Graf 14 Pocet oocyst vylu¢ovanych v kontrolni skupiné piepoéteny na jeden gram trusu
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Tab. 32 Pocet oocyst vylu¢ovanych v testované skupiné pfepocteny na jeden gram trusu
CD-1 - testovana skupina
myS/den 6. 7. 8. 9. 10. 11. 12. 13.
1 0| 33889| 39333 4867 1333 200 0 0
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CD-1 - testovana skupina

my$/den 6. 7. 8. 9. 10. 11. 12. 13.
2 0| 40750 31056 6289 370 577 17 0
3 0| 95000| 54500 1844 1600 100 0 0
4 0| 102500| 174000 8100 7667 2200 89 0
5 0 5583 2000 800 0 0 0 0
6 0| 125556| 23500 3717 433 400 0 0
7 0| 58500 27500 8933 167 67 0 0
8 0| 304500| 23389 3911 1033 0 0 0
9 0 11500| 40000 4867 1067 296 0 0
10 0| 36389| 54167 4417 1333 0 0 0
Tab. 33 Pocet vyloucenych oocyst v testované skupiné
CD1 - testovana skupina
Pocet vyloucenych oocyst celkem 1350306
Pocet vyloucenych oocyst pfepocteny na jedno zviie 135031

Graf 15 Pocet oocyst vylu¢ovanych v testované skupiné piepocteny na jeden gram trusu
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Tab. 34 Pocet oocyst vylu¢ovanych v kontrolni skupiné piepoéteny na jeden gram trusu

CD-1 - kontrolni skupina

mySs/den 6. 7. 8. 0. 10. 11. 12. 13.
1 0| 15778 2333 733 0 0 0 0
2 0| 20167 7167 450 300 44 0 0
3 0 7750 22667 1717 200 67 11 0
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CD-1 - kontrolni skupina

mys/den 6. 7. 8. 9. 10. 11. 12. 13.
4 0| 69250 21417 693 89 50 33 8
5 0 6100 7333 767 1481 67 0 0
6 0| 96000| 70333| 10300 3037 67 33 0
7 0| 85000| 45000 6556 5852 200 44 22
8 0| 12444 2500 556 0 0 0 0
9 0| 30083 19333 650 267 0 0 0
10 0| 207000 225000] 16367 5667 689 44 0
Tab. 35 Pocet vyloucenych oocyst v kontrolni skupiné
CD1 - kontrolni skupina
Pocet vylouc¢enych oocyst celkem 1029716
Pocet vylouc¢enych oocyst pfepocteny na jedno zviie 102972

Graf 16 Pocet oocyst vyluéovanych v kontrolni skupiné pfepoéteny na jeden gram trusu
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Knicin

Tab. 36 Pocet oocyst vylu¢ovanych v testované skupiné pfepocteny na jeden gram trusu

CD-1 - testovana skupina

myS$/den | 5.| 6. 7. 8. 0. 10. 11.| 12.| 13.] 14.| 15.
1| 0] 78| 94556| 52200 45100| 4000 157 0f 0] 0] O
2| 0| 0] 40667| 26000 8 483 741 0f 86| 0| 0| O
3] 0] 0] 15175 15077 20 000 1839 367, 32| 0] 0, O
4, 0| O] 11800 5250 11 800 5 267 298 0| 37] 0] O
5/ 0| 0| 82152| 46353| 124500| 18313| 1152| 103| 44| 0| O
Tab. 37 Pocet vyloucenych oocyst v testované skupiné
CD1 - testovana skupina
Pocet vyloucenych oocyst celkem 631546
Pocet vyloucenych oocyst pfepocteny na jedno zviie 126309

Graf 17 Pocet oocyst vylu¢ovanych v testované skupiné piepocteny na jeden gram trusu
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Tab. 38 Pocet oocyst vylucovanych v kontrolni skupiné piepocteny na jeden gram trusu

CD-1 - kontrolni skupina

my$/den | 5. 6. 1. 8. 9. 10. 11.| 12.] 13.| 14.] 15.
1 0167 | 6000 | 11153 | 6044 | 1296 | 356 0O |46 0 | O
2 0 | 118 | 58857 | 45917 | 11438 | 649 44 1200] O 010
3 0 314 | 26000 | 29892 | 9423 | 2733 | 1846 | 91 [ 33| 0 | O
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CD-1 — kontrolni skupina

myS$/den | 5. 6. 7. 8. 9. 10. 11.| 12.] 13.| 14.] 15.
4 0] O | 60593 | 50375 | 16000 | 2240 | 1152 | 44 | O 0] 0
5 0| O | 30095 | 23556 | 36250 | 5500 56 0 0 010
Tab. 39 Pocet vylou¢enych oocyst v kontrolni skupiné
CD1 - kontrolni skupina
Pocet vyloucenych oocyst celkem 438399
Pocet vyloucenych oocyst pfepocteny na jedno zviie 87680

Graf 18 Pocet oocyst vylu¢ovanych v kontrolni skupiné pfepoéteny na jeden gram trusu
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Vysledné vyhodnoceni

Tab. 40 Pocet vylouc¢enych oocyst v testovanych a kontrolnich skupinach

Caryophyll | Origani Curcuma | Ocimi
. Knicin e longae | sancti
i flos herba >
radix herba
Testovana 7870707 | 113560 nebylo 196075 | 10318
Mastomy skupina 2 testovano
S | Kontrolni skupina| 7041395 | 20723 |  nebylo 108849 | 10884
3 testovano 9
Testovana 17694
My CD1 skupina 618 370772 126309 135031 3
Kontrolni skupina 3747 216507 87680 102972 | 45391
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Tab. 41 Vyjadieni vyluCovani oocyst Vv testovanych skupinach vaci kontrolni skupiné v

procentech
Caryophylli Origani Knicin Curcumae | Ocimi sancti
flos herba longae radix herba
Mastomys [%]| 11,77768 -45,2783 | nebylo testovano | 80,13447 -90,5209
Mys CD1 [%] -83,505 71,25158 44,05735 31,13383 -61,0187
Graf 19 Srovnani vylu¢ovani oocyst v prabéhu pokusu
Konecné vyhodnoceni
(celkové vylucovani oocyst v % kontroly)
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5. DISKUSE
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Kazdy vyskyt kokcididzy (respektive protozodz) v chovu je spojen se znaCnym
ekonomickym dopadem na jeho prosperitu. U kurovitych se setkavame zejména s kokcidiemi
rodu Eimeria, konkrétné se jedna o Eimeria acervulina, E. maxima, E. tenella, a E. necatrix.
Postizeny vsak byvaji také chovy krit (tzv. ¢ernohlavost — histomoniaza).

Snizeni rizika infekce predstavuje stidle znacny problém. Z pouzivanych terapeutickych
antikokcidik  pfichazeji v Gvahu predev§im sulfadimidin, sulfaklozin, sulfadiazin,
sulfadimethoxin, sulfachinoxalin a toltrazuril, které vSak museji byt stfidany (rotaci).
Z profylaktickych antikokcidik Ize uvést amprolium, klopidol, diklazuril, robenidin a
nikarbazin, na nékteré znich vSak existuje resistence. Mezi UspéSna antikokcidika patii
V podstaté antibiotika, dfive uzivana ke stimulaci rstu zvirat. Patfi sem monesin, lasalocid,
salinomycin, maduramicin, semduramicin a narasin. Tyto latky jsou vSak rozhodnutim
Evropské unie od 1. 1. 2006 z veskerého pouziti vyclenény. Doposud jedinym zastupcem
antikokcidik ptirodniho pivodu je halofuginon (alkaloid z Dichroa febrifuga).

Obtiznost prevence a terapie kokcididzy je zptisobena fadou velmi vyznamnych faktort:
mimotfadnou reprodukéni schopnosti plivodeti nékazy, odolnosti viici chemoterapeutikiim
(Casta resistence, proto je nutnd rotace), Cistotou chovl (je velmi obtizné zbavit produkéni
plochy oocyst) a v neposledni fad¢ také finan¢nimi prostiedky. Kokcidiézy v chovech nelze
zlikvidovat, je mozné je pouze udrzet v ptijatelné formée.

Po emisi ustanoveni Evropské unie, které se tykaji aplikace chemoterapeutik (at’ uz
preventivnich nebo pro vlastni terapii), jsou urychlené hledany nové cesty jak se s timto
faktem vyrovnat. Jednou z nich je soustfedéni pozornosti na prevenci a pouziti pfirodnich
latek (zejména rostlinného pivodu), které jsou historicky provéfené a neptinaSeji vyznamné
negativni u¢inky ani pro zvife ani pro kone¢ného konzumenta.

V ptipadé¢ téchto doplikovych latek do krmiv je velmi vyhodnd skutecnost synergismu.
Sumarni extrakty totiz obsahuji fadu uéinnych latek (t€chto ucinnych substanci je vice nez
deset), které¢ svym komplexnim mechanismem umoziuji zasdhnout patologicky proces do
vétSi hloubky a Sifky neZ aplikace jednoho 1éciva s presné definovanym a do jisté miry
omezenym biologickym Uc€inkem. Terapeutické efekty jednotlivych latek jsou znacné
rozdilné. Krom¢ antiinvazniho uc¢inku byva zastoupen 1 ucinek antimikrobidlni,
antiflogisticky, imunostimulacni a dalsi. Celkovy biologicky efekt smési neni tedy zalozen na
prostém souctu ucinkt jednotlivych slozek, ale na jejich nasobeni. Tato skuteCnost umoziuje
podavat relativné nizké davky a producent se tak nedostava do situace zvysenych finan¢nich
nakladi. Nezanedbatelnym faktem je také to, Ze tyto sekundarni metabolity jsou v ptirodé

snadno degradovatelné a jejich aplikace tedy neni spojena se zaté¢Zovanim ekosystému.
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V této studii byly vyzkouSeny Ctyfi sumarni extrakty piipravené z antimikrobialné
ucinnych drog - Caryophylli flos, Curcumae longae radix, Ocimi sancti herba, Origani herba
a jedna izolovana substance - knicin (z Cardui benedicti herba). Tyto studované extrakty a
latka byly naneseny na krmivo pro hlodavce (mastomy$ a my$S CD1) tak, aby se jejich
koncentrace pohybovala na hodnoté 100 ppm susiny extraktu nebo ¢isté latky. Tento model
(popsany V experimentalni ¢asti) se pouziva pro vyhodnocovani u¢innosti jak syntetickych tak
i piirodnich latek na kokeidiozu®®.

Z grafu 19 vyplyva, ze nejméné pouzitelny ucinek se projevil u extraktu z Curcumae
radix (dale jen CR). Produkce oocyst v testované skuping oproti kontrolni byla vyssi o ~ 81 %
u mastomysi a o ~ 31 % u mys$i CD1. Samotny extrakt CR je tedy naprosto nepouzitelny
z preventivniho hlediska. Tento fakt je pomérné piekvapujici, protoze prave u této drogy byly
zjistény zajimavé antimikrobni ucinky proti fadé patogenu (Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Streptococcus sp., Bacillus cereus aj.)*°. Nejedna se sice o protozodlni organismy,
nicméné piihlédneme—li Kk tomu, Ze obsahové latky CR (monoterpeny, seskviterpeny,
kurkuminoidy) maji kromé antimikrobialniho ucinku jeste€ i dalsi efekty vyuzitelné pii 1é¢bé

241 je tato skute¢nost velice zvlastni. Pfedpokladam

kokcidiéz (antioxidac¢ni, antiflogisticky)
vSak, ze by extrakt CR mohl byt pouzit jako aditivni komponenta k jinym extraktim ve
smyslu, jak jsem o ném hovorila vyse.

Druhym velmi zajimavym ucinkem byl nepovzbudivy vysledek v piipadé extraktu
ptipraveného z Origani herba (dale jen OH). Pozitivni u¢inek byl dolozen pouze u skupiny
mastomysi (snizeni vyluCovani oocyst v testované skupiné oproti kontrolni o ~ 45 %),
zatimco u mysi CD1 doSlo k vyrazn€ vyssi produkci oocyst ve srovnani s kontrolni skupinou
(0 ~ 71 %). V tuto chvili 1ze obtizn¢ posuzovat rozdil ve stfevnim metabolismu a odolnosti
stfevni mukozy mastomysi oproti mysi CD1 a o to méné lze predikovat, jaky bude G¢inek u
kura doméciho. Silice z OH ma pfedevs§im antimikrobialni®® ucinky. Hlavnimi obsahovymi
latkami jsou monoterpeny thymol a karvakrol, u kterych jsou s pomérné dobrymi vysledky
provadeény studie na jejich u€innost prave proti eimeriim*’. Dale jsou zastoupeny i flavony,
flavonglykosidy®® a arylalkanové kyseliny®’. V praxi rovné existuje fada premixii do krmiv,
kde jsou vyuzivany (zejména v oblasti Asie, Indie). Vyrobci je uvadéno, ze ucinky této silice
pfinaseji vyznamné sniZeni prabéhu kokcidiozy u dribeze®.

Knicin je germakranolid izolovany z nati Cnicus benedictus. Jedna se o latku, u které
byly popsany antiflogistické®!, antifungalni** a antimikrobialni u¢inky (proti Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginos; Streptococcus faecalis, Shigella sonnei, Salmonella typhi

aj.). Tato latka byla testovana pouze na mySich CD1 a bude podrobena jesté dalSimu studiu na
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mastomySich. V testované skupin¢ mys$i CD1 doslo ke narGstu produkce oocyst oproti
kontrolni skupin€ o ~ 45 %. Nezda se tedy, ze jeji ucinky budou natolik ptesvédcivé, aby se o
ni mohlo uvazovat z hlediska zatazeni do uzsi studie.

Velmi zajimavy ucinek vykazoval extrakt z Caryophylli flos (dale jen CF). Tato droga
obsahuje predevsim silici s hlavnimi obsahovymi latkami eugenolem, dale obsahuje eugenol-
acetat, a-a P-karyofylen® aj.. Z netékavych latek s biologickym uginkem jsou pfitomny
flavonoidy (kemferol, rhamnetin, kvercetin, hyperosid, myrecetin a dalsi), pentacyklické
triterpeny (oleanolovd kyselina) a jednoduché fenoly (kyselina elagové)45. Do sumarniho
extraktu ptesly silicné slozky i slozky netékavé. U mastomySi bylo zaznamenano mirné
zvySeni vylucovani oocyst o ~ 12%, avSak u mysi CD1 se produkce oocyst v testované
skupin€é oproti skupin¢ kontrolni sniZila o~ 84 %. Tento ucinek je patrné dan celym
komplexem obsahovych latek, protoze je zndmo, Ze fada komponent tohoto komplexu maé
antibakterialni, protizanétlivy (COX 2 inhibitor), antioxidacni, fungistaticky, fungicidni,
imunostimula¢ni u&inek a podporuje i hojeni ran®®. Tento extrakt je tedy perspektivni pro
dalsi studium z hlediska antikokcidické aktivity.

Jednoznaéné nejperspektivnéjsi je vSak extrakt z Ocimi sancti herba (OSH). Tato
rostlina je b&Zné péstovana a pouzivana zejména v Indii, kde je zndma pod oznacenim Tulsi*.
Jedna se predev§im o silicnou rostlinu (alkany, karyofylen, karvakrol, methyleugenol,
eugenol), z netékavych slou¢enin obsahuje bézné fenolické latky (flavonoidy a triterpeny).
Extrakt sniZzoval vylu€ovani oocyst jak u mastomysi (o ~ 90 %), tak 1 u mysi CD1 (pokles
vyludovani o ~ 61 %). U¢inek vychazi s nejvétsi pravdépodobnosti nejen z biologického
efektu siliénych slozek (protozZe tyto slozky jsou zastoupeny i v jinych drogach a markantni
efekt nevykazuji), ale také z latek netékavych. Silice OSH vykazala antimikrobialni aktivitu
vici béZznym kmenim kutanni mikroﬂ(')ry47‘48. Zda se, ze hlavni antimikrobialni G¢inek je
patrné zalozen na pfitomnosti eugenolu. Literatura neuvadi vliv obsahovych latek OSH na
Eimerie, zda se, Ze toto poznani je nové a zaslouzi si dal$i pozornost.

Z hlediska dalSich studii se zda doporucitelné kombinovat extrakt z Caryophylli flos
(nebo Caryophylli etheroleum) s extraktem ziskanym z Ocimi sancti herba a provést tuto

studii na kufatech.
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K ptfipravé extrakti a naslednému testovani bylo na zéklad¢ literatury vybrano nckolik
drog - Caryophylli flos, Curcumae longae radix, Ocimi sancti herba, Origani herba a jedna
izolovana substance knicin (z Cardui benedicti herba).

Z téchto drog jsem metodou kontinualni extrakce (perkolace) pfipravila extrakty a poté u
nich stanovila susinu. Potfebné mnozstvi zhomogenizovaného extraktu jsem sorbovala na
celozrnnou mouku tak, aby v koneéném mnozstvi roztéru 200 g byly nasorbovany 2 g
suchého extraktu a byl dokonale homogenni. Tento roztér byl dispergovan do krmiva pro
mysi a krysy tak, aby vysledna koncentrace byla 100 ppm. V piipad¢ knicinu jsem obdrzela
jiz izolovanou substanci, pfiprava roztéru probihala obdobnym zpiisobem.

Kazdy zextrakti a knicin byly testovany Vjednom experimentu, jehoz délka se
pohybovala kolem asi 7 —8 dnli. Testovana latka byla podavana pokusné skupiné zvifat
(mastomysi a my$i CD1) v krmivu, kontrolni skupina zvifat dostavala stejné krmivo, ale bez
pridavku testované latky.

Kokcidiostaticky efekt se zjisStoval jako rozdil v kvantité¢ vyluCovanych oocyst mezi
testovanou a kontrolni skupinou.

Dle grafu 19 je patrné, Ze nejlepsi kokcidiostatickou aktivitu vykazovaly tfi extrakty
piipravené z drog Ocimi sancti herba, Caryophylli flos a Origani herba. U Ocimi sancti
herba bylo zaznamenano snizeni vyluCovani oocyst v testované skupiné oproti kontrolni
0 ~ 90 % u mastomysi a o ~ 61 % u mysi CD1.

V ptipadé¢ Caryophylli flos doslo ke snizeni produkce oocyst v testované skupiné oproti
kontrolni pouze u mysi CD1 (o ~ 84 %), ve skupiné¢ mastomysi bylo naopak zaznamenalo
mirné zvyseni vylucovani (asi o ~ 12 %).

U Origani herba je pozitivni ucinek doloZzen pouze u skupiny mastomysi (sniZeni
vylu€¢ovani oocyst v testované skupiné oproti kontrolni o ~ 46 %), zatimco u mysi CD1 doslo
Kk vyrazng vyssi produkci oocyst ve srovnani s kontrolni skupinou (o ~ 71 %).

V ptipadé knicinu doslo v testované skupiné mysi CD1 k nartustu produkce oocyst oproti
kontrolni skupiné o 44,60 %. Testovani na mastomySich neprob¢hlo. Z pohledu dalsiho studia

jsou perspektivni pouze Caryophylli flos a zejména extrakt z Ocimi sancti herba.
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