UNIVERZITA KARLOVA
FARMACEUTICKA FAKULTA V HRADCI KRALOVE

KATEDRA BIOCHEMICKYCH VED

DIPLOMOVA PRACE

ZAVEDENIi DIAGNOSTIKY GASTROINTESTINALNICH
HLISTIC POMOCI RT-PCR

Bc. KRISTYNA BEZDICKOVA
Vedouci diplomové prace: doc. Ing. PETRA MATOUSKOVA, Ph.D.

HRADEC KRALOVE, 2023



Podékovani

Rada bych podékovala vedouci diplomové prace doc. Ing. Petfe Matouskové, Ph.D.
za vybér zajimavého tématu, jeji odborny dohled, cenné rady a poskytnuté materialy. Chtéla
bych podékovat také celé katedre biochemickych véd za predané znalosti a moZnost

pracovat v jejich laboratofich na zajimavych experimentech.



Vd

Prohlaseni

,Prohlasuji, Ze tato prace je mym plvodnim autorskych dilem. Veskera literatura
a dalsi zdroje, z nichZ jsem pfi zpracovani €erpala, jsou uvedeny v seznamu poutzité literatury

a v praci jsou radné citovany. Prace nebyla pouzita k ziskani jiného nebo stejného titulu.”

V Hradci Kralové, 2023 Bc. Kristyna Bezdickova



Abstrakt
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Kandidat: Bc. Kristyna Bezdickova
Skolitel: doc. Ing. Petra Matougkova, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Zavedeni diagnostiky gastrointestinalnich hlistic pomoci RT-PCR

Gastrointestinalni  hlistice mohou zplsobovat r(zné zavaina onemocnéni
hospodarskych zvirat. Jedinci byvaji ¢asto nakaZeni nékolika druhy parazitd najednou.
Vzhledem k tomu, Ze symptomy byvaji podobné, onemocnéni se nazyva jako paraziticka
gastroenteritida. Nejen, Ze hlistice ohrozuji zdravi zvirat, ale také mohou mit velky dopad
na ekonomiku celé farmy. Diagnostika nebyva jednoduchd. Kromé morfologickych
a koprologickych metod je mozné vyuzit biochemickou ¢i molekularni analyzu, kterd byva
citlivéjsi a pfesnéjsi.

V nasem pripadé jsme zkouSeli diagnostikovat gastrointestinalni hlistice pomoci
molekuldrni metody RT-PCR. V diplomové praci jsme se zaméfili na 6 druh( hlistic
(Haemonchus contortus, Teladorsagia circumcinta, Trichostrongylus spp., Nematodirus
battus, Chabertia ovina a Ashworthius sidemi). Materidlem byly vzorky trusu od ovci,
ze kterych jsme vyizolovali gDNA. Kontrolnim materidlem byla gDNA ziskand z vajicek
H. contortus a gDNA ziskand zcelych tél parazitd. Zkousena byla RT-PCR s vyuZitim
fluorescencniho barviva SYBR Green | a TagMan sondy. Vysledky analyzy s vyuZitim barviva
SYBR Green | i TagMan sondy byly v korelaci. Ve zkousce zkfizené reaktivity primery
Hco_ITS2 urcené pro H. contortus oviem amplifikovaly také gDNA jinych parazit(l. Ostatni
primery amplifikovaly zejména gDNA té hlistice, na kterou byly navrzeny. Kromé primer0
Hco ITS2 byly testovany také referenéni geny GAPDH, NCBP a FARB, které se ukdzaly jako

nevhodné pro tento typ stanoveni.
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Gastrointestinal nematodes can cause various diseases in farm animals. Individuals are
often infected with several types of parasites at once. Since the symptoms tend to be
similar, the disease is called parasitic gastroenteritis. Not only do nematodes threaten
the animal health, but they can also have a major impact on the economy of the entire farm.
Diagnosis is not always easy. In addition to morphological and coprological methods,
biochemical or molecular analysis can be used, which tends to be more sensitive

and accurate.

We tried to diagnose gastrointestinal nematodes using the molecular RT-PCR method.
In the thesis we focused on 6 species of nematodes (Haemonchus contortus, Teladorsagia
circumcinta, Trichostrongylus spp., Nematodirus battus, Chabertia ovina and Ashworthius
sidemi). The material used was feaces samples from sheep from which we isolated gDNA.
The control material was gDNA isolated from H. contortus eggs and gDNA obtained from
whole parasite bodies. RT-PCR was tested using the fluorescent dye SYBR Green |
and TagMan probe. The results of the analysis using the dye SYBR Green | and the TagMan
probe were correlated. However, in the cross-reactivity test, the Hco ITS2 primers designed
for H. contortus also amplified the gDNA of other parasites. The other primers mainly
amplified the gDNA of the nematode for which they were designed. In addition
to the Hco _ITS2 primers, the reference genes GAPDH, NCBP and FARB were also tested,

but turned out to be unsuitable for this type of determination.
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1. Uvod

Hospodarska zvifata byvaji casto napadena rlznymi parazity, ktefi mohou zp(sobit vice
& méné zavaina onemocnéni. Castymi plvodci téchto onemocnéni jsou gastrointestinalni
hlistice (GIN). Tyto hlistice, parazitujici u hospodarskych zvifat, patfi do fadu Strongylida
a Celedi Trichostrongylidae. Jednd se o nejpocetnéjsi skupinu hlistic zplsobujici parazitickou
gastroenteritidu, ktera je jednou z hlavnich pficin snizené produktivity u ovci a koz. Nakaza
ve vétSiné pripadd neohroZuje zvifata pfimo na Zivoté, ale spiSe predstavuje zdvainy
ekonomicky problém pro chov. Infekce se vyskytuje v zdvislosti na teploté a vlhkosti.
V nékterych oblastech vykazuje sezénni charakter. Nejvice jsou ohroZzena mladata, oslabeni
jedinci, zvirata s poruchou imunity nebo zvifata vystavend stresu. U nakazenych jedincl
se mohou v jejich trdvicim traktu skryvat aZ tisice cervl, coZ nasledné vede ke zvySené

kontaminaci pastvy.

JelikoZ tito parazité disponuji riznymi vlastnostmi a adaptacnimi mechanismy, neni
mozna jejich uplna eradikace. Je dulezité udrZovat jejich mnozstvi na pfrijatelné drovni.
Parazitologické hlistice jsou kontrolovdny zejména pomoci anthelmintické |écby, ktera
nemuze byt pfilis finanéné naroc¢na, aby neovliviiovala celkovou ekonomiku chovu. K terapii
bylo vyvinuto nékolik druhl syntetickych anthelmintik, které maji rGdzny mechanismus
ucinku. | tak se na né pomérné ve velkém rozsifila anthelmintickd rezistence (AR), kterd nyni

predstavuje velky problém ve veterindrni parazitologii.

Prezvykavci ve vétsSiné pripadl byvaji nakazeni nékolika druhy parazitl najednou.
V tomto pfipadé neni diagnostika vibec jednoducha, nebot symptomy mohou byt velmi
podobné. Identifikace mlze byt zaloZzena na morfologii hlistic. JelikoZ vSak mezi jednotlivymi
parazity nejsou velké rozdily, mlze byt pro nezkusené jedince identifikace pomoci
morfologickych rys( obtizna. Tradi¢ni metodou je koprologie, ani zde nejsou rozdily mezi
jednotlivymi vajicky nikterak velké. Byly proto postupem casu vyvinuty dokonalejsi techniky,

které se opiraji o biochemickou ¢i molekularni analyzu.



2. Teoreticka cast

2.1 Paraziti ovci

Gastrointestinalni  hlistice mohou zplsobovat zavaind onemocnéni vsech
hospodarskych zvifat véetné ovci. Pasouci se prezvykavci vétsSinou byvaji nakazeni nékolika
druhy GIN najednou, coZ se poté projevuje zvySenou zdavaznosti klinickych pfriznakd.
Kombinace téchto infekci je povaZovana za parazitickou gastroenteritidu. Mira ndkazy je
spjata s hustotou osazeni pastvy Ci klimatickymi podminkami. Teploty a srazky maji pfimy vliv
na vyvoj a preziti jednotlivych vyvojovych stadii hlistic. Manifestace onemocnéni a jeho
klinické ptiznaky se vyskytuji u zvirat, ktera maji vtrdvicim traktu vétsi ndloz hlistic.
Nejnachylnéjsi k propuknuti onemocnéni jsou zejména tfi velké skupiny zvifat; mlada
s nevyvinutou imunitou, dospélda imunokompromitovand a zvifata, kterd jsou vystavena
velkému mnoiZstvi larev ve stadiu L3. Nakaza nemusi byt vSak patrna ani pfi pravidelné
kontrole zvifat, dokud se nerozvine do tézké klinické formy. Tito parazité nejen Ze
znepfijemnuji Zivot samotnych prezvykavcl, ale maji také vyznamny vliv na produkci
a zpUsobuji celosvétové onemocnéni velkého socioekonomického vyznamu. Finanéni
a zemédélské ztraty zplsobené parazity maji podstatny dopad na ziskovost celé farmy
(Roeber et al., 2013; Vadlejch et al., 2018; Balic et al., 2000; Taylor, 2012; Zajac, 2006;
O’Connor et al., 2006; Reslova et al., 2021).

Nejcastéji jsou mali prezvykavci, zejména ovce a kozy, infikovany rody Haemonchus,
Teladorsagia a Trichostrongylus. V mensi mife parazituji na ovcich také zastupci rodu
Nematodirus a Cooperia a zastupci nadceledi Strongyloidea (napf. rod Chabertia), ktefi
zpUsobuji onemocnéni pouze ve vyjimecnych pripadech. Vsechny tyto druhy se radi mezi
GIN. Zivotni cykly téchto hadatek probihaji, az na vyjimky (napf. Nematodirus spp.),
podobnym zplUsobem. VétSina druhl GIN ma jednoduchy, primy Zivotni cyklus
bez mezihostitele. Pohlavné dimorfni dospéli jedinci se nachdzi vtravicim traktu
prezvykavcl. Oplodnéné samice produkuji velké mnozstvi vajicek, které se dostavaji trusem
ven ztéla. Vajicka strongylidd meéfici obvykle 70-150 um se lihnou béhem 1-2 dnd.

V zavislosti na klimatickych podminkach se v prostredi z vajicek nejprve lihnou larvy L1. Poté
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se larvy vyviji vdruhé stadium (L2) a tfeti stadium (L3), které je vysoce infekéni. Larvy
ve stadiu L3 jsou zapouzdiené do pochvy. Pochva chrani larvy L3 pfed vnéjsimi nepfiznivymi
podminkami. Hostitel se infikuje pozitim larev ve vysoce infekénim stadiu L3. Pfi prachodu
Zaludkem ztraci L3 svUj ochranny obal a prechazi, v zavislosti na druhu, do histotropni faze,
nez se vyvine ve stadium L4 a preddospélych stadii. V pfipadé nepfiznivych podminek (napf.
na konci pastevniho obdobi) prochazeji larvy obdobim zastavy vyvoje, tzv. hypobidzy, ktera
je typicka pro rody Haemonchus a Teladorsagia. Hypobiotické larvy pak obnovi svou aktivitu
a vyvoj na jare v pfipadé rodu Haemonchus nebo na podzim v pfipadé rodu Teladorsagia

(Roeber et al., 2013; Reslova et al., 2021).
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Obrdzek 1: Zivotni cyklus GIN u malych pfezvykavcii

Male and female adults — dospéli samecci a samicky, eggs in faeces — vajicka ve vykalech,
strongylid egg — strongylidni vajicko, developed egg — vyvinuté vajicko, L1 — larvy prvniho
stddia, L2 — larvy druhého stadia, ensheathed L3 — opouzdiené larvy tretiho stadia,

ingestion — pozfeni, exsheathment, development — odpouzdfeni, vyvoj

(Roeber et al., 2013)
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Parazitické hlistice hospodarskych zvifat jsou kontrolovany predevsim pomoci
anthelmintické lécby. | pfi optimalné nacasovaném osetfeni je tento typ |éCby pomérné
nakladny, a ne vidy plné ucinny. Nadmérné a casté pouZivani anthelmintik navic vedlo
k podstatnym problémim s anthelmintickou rezistenci v populaci hlistic. Rezistence vUci
anthelmintickym sloucenindm u gastrointestindlnich paraziti ovci je v soucasné dobé velmi
rozSifend a druhy rezistentni vici jednomu a vice Iékim jsou béziné po celém svété.
V evropskych zemich se vyskytuje zejména rezistence vici benzimidazolim (BZ). Je tedy
zapotrebi celosvétové zvysit zajem o vyvoj lepsich prostiedkl kontroly téchto parazitl

(Roeber et al., 2013; Dolinska et al., 2014; Lankova et al., 2018).

2.1.1 Haemonchus contortus (Vlasovka slezova)

Rod Haemonchus spp. byl poprvé popsan v roce 1803 Karlem Rudolphim. Taxonomicky
se fadi tento rod do nadceledi Trichostrongylidae. Paraziti rodu Haemonchus spp. jsou spolu
s rodem Teladorsagia spp. nejvice patogennimi hlisticemi malych prezvykavcu, avsak mohou
infikovat také ostatni druhy hospodarskych zvirat. Tento rod zahrnuje nejméné 12 druh.
Nejcastéjsimi druhy jsou H. contortus a H. placei. Zatimco prvni jmenovany je typicky parazit
pasoucich se malych prezvykavcl, druhy jmenovany infikuje zejména skot. H. contortus je
globdlné rozsiten a parazituje ve slezu jiz zminénych malych prezvykavc(, ale i jinych
nedomestikovanych prezvykavcl. Mezi méné casté druhy patfi H. similis nebo H. longistipes,

ktery byl popsan jako parazit velbloudd (Arsenopoulos et al., 2021).

H. contortus patfi mezi krevsajici parazity. Zplsobuje onemocnéni zvané hemonchoza.
Infekce timto parazitem vede k anémii, zejména kvlli jeho zpUsobu vyzZivy, a ndsledné
dochazi k pfrilezitostné smrti infikovanych zvifat. Jeho Zivotni cyklus je pfimy a prenasi se
na pastvé horizontalné pomoci larev L3. M3 dvoufazovy Zivotni cyklus, Zije volné a parazituje
ve slezu hostitele. Podrobnéji je Zivotni cyklus popsan v kapitole 2.1 Paraziti ovci.
Haemonchus spp. ma jedinecnou vlastnost, ktera se tyka inhibovaného vyvoje, nazyvaného
hypobiéza. Tato vlastnost se aktivuje napfiklad v chladném pocasi, kdy jsou omezené
moznosti prenosu larev. Hypobidza se muize objevit také pti vysokych teplotach, kdy hrozi

riziko sucha (Arsenopoulos et al., 2021).
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2.1.1.1 Morfologie

Dospély parazit ma Stihlé, dopredu se zuzujici valcovité télo. Mala ustni dutina je
na dorzalni strané vybavena vyraznym zubem lancetového typu pro sani kapilarni krve
ze stény hostitelova Zaludku. Télo hlistice ma bélavé Zlutou barvu, poZita krev mu vsak

doddva nacervenaly vzhled (Naeem et al., 2021).

U tohoto parazita je taky mozné pozorovat pomérné vyrazny pohlavni dimorfismus.
Pramérna délka samice je 18-30 mm. Samec byva stihlejsi a jeho primérna délka se
pohybuje v rozmezi 10-20 mm. U samic mizZeme makroskopicky pozorovat ovinutou bilou
délohu kolem jejich ¢erveného stieva, zatimco samci maji zcela ¢ervenou barvu. Dale samec
nese lalo¢natou genitalni burzu na konci ocasu. Samice ma wvulvularni vacky smérem
k zadnimu konci pokryté vyraznym jazykovitym, hladkym nebo hrbolatym vybézkem. Vajicka
tohoto parazita jsou velkd 88-104 x 47-56 um, obvykle mivaji elipsovity tvar a blastomery ve
vajicku vyplnuji témér cely prostor (Naeem et al., 2021; Prantlova Raskova and Wagnerova,

2013; Arsenopoulos et al., 2021).

Obrdzek 2: Vajicko Haemonchus contortus pod mikroskopem

(Prantlova Raskova and Wagnerova, 2013)
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2.1.1.2 Vyskyt

Postupna zména klimatu je spojena s pozorovatelnymi zménami v geografickém
rozsifeni bezobratlych po celém svété. GIN jsou k takovym zménam zvlasté citlivé, protoze
Cast Zivotniho cyklu je dokoncéena mimo télo hostitele. PreZiti a vyvoj zavisi na klimatu.
Vlhkost a teplota hraji kliCovou roli v preziti larev a tim padem i v rozsiteni vyskytu infekce

(Rose et al., 2016; Arsenopoulos et al., 2021).

Obecné Ize fict, Ze infekce je nerovnomérné rozsifena po celém svété. Ndkaza prevlada
spiSe v tropickych, subtropickych, teplych mirnych a letnich destovych oblastech
nez v chladnych, studenych mirnych a suchych mistech (Arsenopoulos et al., 2021).

vvvvvv

v tropickych a subtropickych oblastech. Mezi tyto oblasti patfi tropické oblasti Afriky
a Ameriky, Karibik, tropické ostrovy Tichého oceanu, jizni a jihovychodni Asie, jih USA
a severni ¢ast Australie. Larvy zde vSak neprezivaji na pastvindch dlouhou dobu, ackoliv jim
teplota umoZzniuje vyvoj po cely rok. Chybi zde vlhkost, ktera neni dostate¢na v obdobi sucha.
V oblastech s vy$si nadmorskou vyskou, kdy je vldha dostatecna, se doba preziti a vyvoje

larev prodluzuje (O’Connor et al., 2006; Arsenopoulos et al., 2021).

Parazit se také vyskytuje ve stfedomorskych klimatickych oblastech. Tyto regiony se
vyznacuji horkymi a suchymi letnimi podminkami, ale i chladnymi zimnimi podminkami.
Za tohoto klima je vsak vyvoj vSech volné Zijicich stadii pozastaven. Populace larev proto
dosahuji svého vrcholu na podzim a na jare. V pfipadé mirnych teplot béhem zimy muze

dojit k preziti larev L3 (Arsenopoulos et al., 2021).

V oblastech mirného pasma, do kterého mlieme Ffadit také Ceskou republiku,
predstavuje H. contortus zejména sezdnni hrozbu. Infekce se vyskytuje pfedevsim v obdobi
od jara do poloviny léta, nebot pravé vtomto ro¢nim Useku prevladd dostatecna teplota
a srazky, které jsou potrebné k Sireni infekce. Zaroven také zimni mésice nejsou dostatecné

chladné, aby zabranily preziti infekénich larev (Besier et al., 2016).

V pfipadé chladnych oblasti, kdy teplota je pfili$ nizkd pro preziti a vyvoj larev, dochazi
k jejimu zastaveni az do ndastupu mirnéjSich podminek prostfedi. Riziko hemonchézy je
za téchto klimatickych podminek obvykle nizké, omezené na teplejsSi mésice roku

(Arsenopoulos et al., 2021).
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2.1.1.3 Lécba a anthelminticka rezistence

Existuji rdzné pristupy k l[écbé hemonchdzy. Jednou z béznych praktik je pravidelné
odcervovani viech stad ovci pomoci anthelmintik. Tento zpUsob je vSsak pomérné nakladny
a velmi rychle maze dochazet k nardstu anthelmintické rezistence. DalSi moZnosti je cilend
Ié¢ba, kdy se oSetti pouze nakazené stado. DalSim pfistupem, kdy se maximalné snizi naklady
na lécbu, je cilend selektivni 1é¢ba. V tomto pfipadé jsou anthelmintika poddna pouze jedinci,
ktery vykazuje znamky infekce. Posledni dvé zminéné strategie jsou narocné na pracovni silu,

kterd musi pozorovat jednotliva stada a konkrétni zvirata zvlast (Naeem et al., 2021).

Vzhledem k moZnému uhynu zvifat je dualezité zahajit véasnou a spravnou lécbu.
Nastésti existuje nékolik anthelmintickych skupin, které plsobi na rlzné druhy parazitd.
Radime sem benzimidazoly (napf. albendazol), imidazothiazoly (napf. levamisol),
makrocyklické laktony (napf. ivermektin), salicylanidy (napf. klosantel), derivaty
aminoacetonitrilu (napf. monepantel), sporoindoly (napf. derquantel). Farmaceutické
pfipravky mohou zahrnovat vySe uvedené Ilatky jako jednotlivé aktivni slozky nebo
v kombinacich. Neexistuje vSak zadna zaruka, Zze vSechny chemikalie budou stejné ucinné
v kterémkoli regionu, kvali rozsifenému vyskytu rezistence na anthelmintika (Arsenopoulos

et al., 2021; Besier et al., 2016).

Prvni moderni Sirokospektralni anthelmintikum, patfici do skupiny benzimidazold,
thiabendazol, bylo uvedeno pro komeréni pouziti na pocatku 60. let 20. stoleti a ukazalo se,
Ze je bezpecné, snadno aplikovatelné a vysoce ucinné (> 95 %) proti Sirokému spektru
hlavnich parazitl prezvykavcul. Nasledovaly dalsi benzimidazoly, z nichz nékteré se jiz bézné
nepouzivaji (parbendazol, cambendazol a oxibendazol). Soucasna léciva této skupiny
(albendazol, fenbendazol, oxfendazol, mebendazol) jsou dostupnd od konce
70. let 20. stoleti. Zastupci této skupiny plsobi na hlistice na bunécné urovni, predevsim
inhibici polymerace mikrotubuld, coZz nakonec zplsobi bunécnou smrt. Vzhledem k dlouhé
dobé dostupnosti a ¢astému pouzivani je rezistence hlistic vici benzimidazoliim celosvétové
rozsitena jiz fadu let. V nékterych endemickych oblastech hemonchédzy je rezistence velmi

zdvazna a tyto latky ucinkuji pouze v kombinaci s jinymi anthemintiky (Besier et al., 2016).
DalSimi pouZivanymi skupinami jsou imidazothiazoly a tetrahydropyrimidiny. Tyto
skupiny predstavuji druhda moderni Sirokospektra anthelmintika. Maji stejny mechanismus

ucinku. PuUsobi jako agonisté na nikotinové acetylcholinové receptory helmintd.
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NejrozsitenéjSim lékem ztéto skupiny u malych prezivykavcl je levamisol. Prestoze
rezistence je velmi bézna u mnoha rod( hlistic, vysledky testl naznacuji, Ze H. contortus
zUstal vnimavy k levamizolu po delsi dobu nez k jinym hlavnim |ékim. To vsak jiz neplati
v hlavnich endemickych oblastech a je tfeba ocekdvat narlst rezistence na tuto latku (Besier

et al., 2016).

PouZiti ivermektinu, patfici do skupiny makrocyklickych laktonl, na pocatku
80. let 20. stoleti, zavedlo novou etapu v boji proti vétsiné druh( a vSsem stadiim hadatek
a také proti nékterym ektoparazitim. Hlavni zplsob ucinku, je zde takovy, Ze dochazi
k naruseni nervového prenosu vlivem navdzani ivermektinu na glutamat-chloridové kandly
a zvysenému pfisunu chloridovych iontl, coz nasledné vede ke smrti parazita. Rezistence
na ivermektin je rozsitend v populacich H. contortus v endemickych oblastech (Besier et al.,

2016).

V boji proti GIN je moZzné poutzit také anthelmintikum monopantel. Jedna se o derivat
aminoacetonitrilu. Tato latka byla uvedend na trh v roce 2009. PlUvodné byl monopantel
vyuzivan jako alternativa k 1é¢bé ovci, u kterych se vyskytla multirezistence. Jiz v roce 2013
byly hlaseny dva druhy parazitd rezistentni na toto antiparazitikum. Konkrétné témito druhy
byly Teladorsagia circumcincta a Trichostrongylus colubriformis. Pozdéji se rezistence
rozsifila také do Nizozemi, Nového Zélandu, Uruguaye, Austrdlie, Brazilie a Spojeného

kralovstvi (Albuquerque et al., 2017; Niciura et al., 2020).

Kromé jednoslozkovych anthelmintik se wvyrabi Sirokda Skdla anthelmintik
kombinovanych. Tyto pfipravky vSak nejsou schvdleny ve vSech statech. Hlavnim smyslem
téchto ptipravkd je zajistit ucinnost proti helmintlim rezistentnim vici jedné ¢i vice latkam.
Jak se ocekavalo, rezistence vici kombinacim anthelmintik je mnohem méné casta nez vici
jednotlivym slozkdm, ale pripady rezistence se vyskytuji dokonce i vic¢i kombinacim tfi nebo

vice ucinnych latek (Besier et al., 2016).

2.1.1.4 Ockovani

Teprve neddvno byly vyrobeny vakciny proti infekci zplsobené H. contortus.
Pro pouZiti u ovci byla vyrobena ucinna vakcina s pouzitim latentniho antigenu H11, coZ je
protein gastrointestinadlniho traktu H. contortus a H-gal-GP, které byly extrahovany

z dospélych jedincl H. contortus. Oba tyto antigeny jsou schopny vyvolat ochrannou
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imunitu, jsou-li podany samostatné. Klinické studie potvrdily ucinnost vakciny Barbervax ©,
ktera byla vyvinuta ve Vyzkumném uUstavu Moredun v Edinburghu. Po poddani vakciny doslo
ke zvySeni hladin imunoglobulinl a zdroven ke snizeni poctu vajicek ve stolici
u imunizovanych zvifat. Antigeny H11 a H-gal-HP jsou izolovany z Zivych jedincl H. contortus,
nachazejicich se vabomasu Zivych ovci, protoze parazity nelze ziskat kultivaci in vitro.
Za dalsi nevyhodu je povaZzovan nepfilis§ ekonomicky vyhodny postup. Vakcina se nyni vyrabi
v Australii, kde byla koncem roku 2014 licencovana pro komercni pouziti (Arsenopoulos

et al., 2021; Adduci et al., 2022).

2.1.2 Teladorsagia circumcincta

Dals$im vyznamnym parazitem ovci a koz je Teladorsagia circumcincta. Tato hlistice je
podobné jako H.contortus zodpovédna za vyznamné ekonomické ztraty u ovci.
T. circumcincta se nezivi krvi. Potravou jsou zbytky slizni¢ni tkané a bunécné sekrety slezu.
Jeji hlavni patogenni Gcinky jsou zpUsobeny larvalnimi stadii této hlistice. Samicky jsou méné
plodné, jejich obvykla produkce vajicek se pohybuje kolem 100-200 vajicek na samici za den.
Zivotni cyklus je stejny jako u ostatnich GIN. Cely cyklus GIN je detailn&ji popsan v kapitole
2.1 Paraziti ovci. Infekéni larvy L3 jsou pozieny prezivykavcem a jejich dalsi larvalni vyvoj
pokracuje v Zaludecnich Zlazach. Dochazi k tvorbé uzll v abomasalni sliznici a rozsahlému
poSkozeni parietdlnich bunék, coZz ndasledné vede k poklesu produkce kyseliny
chlorovodikové. Diky tomu dochdazi ke zvySeni pH v abomasu, které zplsobi selhani premény
pepsinogenu na aktivni formu pepsin, coZz ma za ndsledek zvySené hladiny pepsinogenu
v plazmé a sniZené traveni bilkovin. Unik makromolekul a protein(i pfes poskozeny epitel
vede k hypoproteinémii. Zdvaznost ndkazy zavisi na dalSich soucasné probihajicich infekcich,
vyzivovém stavu hostitele a také na imunitni odpovédi. Mezi hlavni klinické priznaky patfi
anorexie, intermitentni prlijem s dehydrataci, kterd mlze vést az ke smrti zvifete (Stear

et al., 2019; Roeber et al., 2013; Venturina et al., 2013).

Dospéli jedinci maji Stihlé télo a jeho barva je obvykle ¢ervenohnéda. Vyskytuje se zde
pohlavni dimorfismus. Primérna velikost se tedy u obou pohlavi lisi. Samicky jsou dlouhé

6—12 mm. Samecci jsou pak o zhruba 20 % mensi (Venturina et al., 2013).
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T. circumcincta je vSudypfitomny parazit, ktery je zodpovédny za sezdnni propuknuti
parazitické gastroenteritidy, zejména u jehnat odstavenych na jafe. Jeho nejvyznamnéjsi
vyskyt je v chladnéjsich oblastech mirného pasma, véetné velké ¢asti Spojeného kralovstvi

a Nového Zélandu (Venturina et al., 2013).

Lécba nakazenych ovci probiha pomoci anthelmintik. Stejné jako u H. contortus,
iuT. circumcincta je rezistence na anthelmintika celosvétové velmi rozsifena. Kontrola

nad timto parazitem je tedy naro¢na (Cortés et al., 2020).

2.1.3 Trichostrongylus

Mezi GIN ma vyznamny ekonomicky, I|ékafsky a veterindrni dopad také
Trichostrongylus. Bylo popsano vice nez 30 druhl tohoto parazita. VétSina z nich byla
nalezena zejména u bylozravcll, zhruba 10 z nich bylo hlaseno také u lidi. Nejcastéji ndkaza
postihuje hospodarska zvirata, jako jsou kozy, ovce a skot. Onemocnéni vyvolané touto
hlistici se nazyva trichostrongyléza. Mezi klinické pfiznaky se fadi prijem, ubytek hmotnosti

a ztraty produkce u hospodarskych zvitat (Gholami et al., 2015; Ghatee et al., 2020).

Trichostrongyldza je rozSifena témér po celém svété. Byla hlasena u hospodarskych
zvitrat z rliznych geografickych oblasti, véetné jihovychodni Asie, Stredniho vychodu, Afriky,
Evropy i australského kontinentu. Onemocnéni se muze vyskytnout také u lidi. Tyto pripady
byly zaznamendny napft. v Itdlii, Francii, Maroku, Brazilii, Karibiku a Austrélii (Ghatee et al.,

2020).

Akutni zavainé infekce u mladych zvifat mohou byt smrtelné. Vzhledem ktomu,
Ze vétsSina infekci je smisena s jinymi gastrointestinalnimi oblymi ¢ervy, neni vidy lehké

posoudit, jak pravé Trichostrongylus ptispél k zavaznosti infekce (Junquera, 2022a).

Dospéli cervi maji stihlé hnédocervené télo. Obvykle je jejich délka 5-10 mm
v zavislosti na konkrétnim druhu. Vajicka mivaji rozméry 7090 x 35-45 um, jsou
podlouhlého ovalného tvaru a obsahuji 16-32 blastomer. Zivotni cyklus je i zde piimy,
jednoduchy a bez mezihostitele. Hospodarska zvifata se mohou nakazit infekénimi larvami
na pastvé, u clovéka je nejcastéjsi priCinou onemocnéni pozieni kontaminované zeleniny

¢i vody (Junquera, 2022a; Ghatee et al., 2020; Prantlovd Raskova and Wagnerova, 2013).
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Obrdzek 3: Vajicka Trichostrongylus axei pod mikroskopem

(Prantlova Raskova and Wagnerova, 2013)

Klinickd diagnostika infekce je zaloZena na nalezu vajicek v trusu byloZravca.
Morfologické metody pro klasifikaci Trichostrongylus spp. jsou vsak relativné spolehlivé
pouze pro samce tohoto rodu, navic jsou pracné a nemohou byt pouzZity pro identifikaci
samic a vajicek. VétsSina vajicek Celedi Trichostrongylidae, kromé rodu Nematodirus, je
od sebe nerozeznatelna. Také morfologie vajicek Trichostrongylus a méchovcu je relativné
podobna a je obtizné je odlisit. S nastupem molekuldrnich technik v poslednich letech bylo
vyfeSeno mnoho problém( v identifikaci. Nékolik technik zaloZzenych na DNA analyze mize
rozliSovat rizné druhy Trichostrongylus, véetné vsech fazi Zivotniho cyklu a pohlavi (Ghatee

et al., 2020; Gholami et al., 2015).

Proti dospélym cerviim a larvdm je ucinné velké mnozstvi Sirokospektrych
anthelmintik, napf. benzimidazoly, levamisol a také nékolik makrocyklickych laktond. Dale je
mozné pouziti Uzkospektralnich anthelmintik, napf. tetrahydropyrimidiny, které jsou tGcinné
proti dospélym cerviim, ovsem nemusi plsobit proti larvam a dalS$im druh(m parazitt, které
¢asto infikuji hospodarska zvifata soucasné s rodem Trichostrongylus. Casto také komeréni
produkty obsahuji smési dvou nebo dokonce vice ucinnych latek rdznych chemickych trid.
To se provadi za ucelem zvyseni Sance, Ze alespon jedna aktivni slozka je ucinna proti

Trichostrongylus a dalSim GIN, které si vytvofily rezistenci na dané latky. Existuji vSak i ¢etné
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zprdvy o rezistenci rodu Trichostrongylus k nejbéznéjsim anthelmintik(im, které jsou zminény

vySe (Junquera, 2022a).

2.1.4 Nematodirus battus

Nematodirus battus je dalSim parazitem ovci. Zplsobuje onemocnéni zvané
nematodiréza. Tato sezdnni hlistice vyvolava zejména na jarfe akutni onemocnéni u jehnat.
Dochazi u nich k prdjmdm, ztraté produkce a potencidlni smrti diky dehydrataci po tézkych

hypersenzitivnich reakcich v tenkém stfevé (Melville et al., 2020a; Melville et al., 2020b).

N. battus ma primy vyvojovy cyklus podobné jako ostatni GIN. Na rozdil od jinych GIN
infikujicich domestikované prezvykavce se infekéni stadia larev L3 vyvijeji spiSe ve vajicku nez
volné na pastvé. Vyvinuty L3 nadale zlstavaji uzaviené ve vajicku béhem chladnych zimnich
mésicl. Jakmile se podminky prostfedi stanou optimalnimi pro preziti larev, tj. primérna
denni a nocni teplota vyssi nez 10 °C po dobu alesponi 10ti dnl, dojde k synchronnimu
lihnuti, coz ma za nasledek uvolnéni velkého mnozstvi infekénich larev na pastvé v obdobi
jara. Lihnuti larev se také vétSinou shoduje s dobou, kdy narozena jehnata zacinaji sama pést
trdvu, coZ pro né muze byt zni€ujici (Melville et al., 2020b).

Dospéli samci dosahuji rozmér 10-15 mm a samice 15-23 mm. Télo byva u predniho
konce zUzZenéjsi. Silnosténna vaji¢ka byvaji velkd 140-230 x 70-130 um, maji elipsovity tvar

a obsahuji 6-8 blastomer (Prantlova Raskova and Wagnerov3, 2013).

Obrazek 4: Vajicka Nematodirus spp. pod mikroskopem

(Verocai and Chaudhry, 2020)
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Nakaza je nejvice rozSifena v mirnych oblastech. Tato hlistice ma endemicky vyskyt
v mnoha castech severni Evropy. Predstavuje nejvyznamnéjsi ekonomickou a socidlni zatéz

pro chov ovci ve Spojeném kralovstvi (Melville et al., 2020b).

Lécba se provadi zejména pomoci benzimidazolovych anthelmintik, kvili jejich vysoké
bezpecnosti u mladych zvirat a také kvili prodlouzenému ucinku proti druhu Nematodirus.
Avsak ostatné jako u vétSiny hlistic, i zde se v britskych populacich N. battus vyskytla

rezistence vUici benzimidazolim (Melville et al., 2020b).

2.1.5 Chabertia ovina

Chabertia ovina je parazitujici hlistice vyskytujici se u ovci a koz, nalézt ji mizZzeme také
u ostatnich volné Zijicich preivykavcl. Rozsifend je po celém svété, castéjsi je vsak
v oblastech s mirnym klimatem. ZpUsobuje ndkazu zvanou chabertiéza. Sama o sobé neni
tato nemoc vysoce nebezpecnd, zavaznost priznakd stoupd, pokud je zvife nakazeno dalSimi

druhy GIN (Junquera, 2022b).

Zivotni cyklus je i u tohoto parazita pfimy. Vyvoj larev na pastvé mdZe probihat
i za pomérné nizkych teplot (~5°C). Za vlhkého pocasi muzZou larvy prezit na pastvé
az 10 mésicl. | po této dobé jsou vysoce infekéni. Po vniknuti larev do traviciho traktu se
larvy pfichyti na sténu tenkého stfeva a Zivi se tkdnémi. O tyden pozdéji se oddéli a migruji
do slepého streva, kde dokon¢i vyvoj v dospélce. Poté se presunou do cilového mista, kterym
je tlusté strevo. Zde dochazi k oplodnéni samicek a kladeni velkého mnozstvi vajicek. Obdobi

mezi zacatkem infekce a vylu¢ovanim vajicek do okoli je zhruba 7 tydnl (Junquera, 2022b).

Dospéli jedinci jsou dlouzi 10-20 mm, pfi¢emz samicky byvaji vétsi nez samecci. Télo je
podobné jako u ostatnich GIN pokryto kutikulou, kterd je pruzna, ale pomérné tuha.
Ch. ovina nepatfi mezi krevsajici parazity. Vajicka jsou velka 90-105 x 50-55 um, obvykle
se uvnitf vajicka nachdzi 16-32 blastomer. Paraziti poskozuji vystelku stfeva, na kterou
se prichyti. Casto také méni mista pfrichyceni, ¢imZ vznikaji rozsahlé léze. Dochazi
ke krvaceni, které mize byt vyznamné u masivnich infekci. Vysoce infikovana zvirata vykazuji

vevys

uhynout (Junquera, 2022b; Prantlova Raskova and Wagnerov4, 2013).
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Obrdzek 5: Vajicko Chabertia ovina pod mikroskopem

(Prantlova Raskova and Wagnerova, 2013)

Proti dospélym cervim a larvdm je ucinna fada Sirokospektrych anthelmintik,
napr. nékolik benzimidazoll, levamisol a makrocyklickych laktond. Ne vsechny jsou vsak
ucinné na vSechna larvalni stadia. Rezistence Ch. ovina k nejpouzivanéjsim anthelmintikiim

neni tak ¢asta, jako je tomu u jinych GIN (Junquera, 2022b).

2.1.6 Ashworthius sidemi

Iy

Ashworthius sidemi byl poprvé nalezen u jelena sika (Cervus nippon) Zijiciho na ruském
Dalném vychodé. Do Evropy se rozsifil od 2. poloviny 20. stoleti. Jeho zavleceni Ize vysvétlit
dovozem jelena sika z Asie do evropskych zemi véetné Ceské republiky (Kuznetsov et al.,

2018; Lehrter et al., 2016).

A. sidemi je krevsajici hlistice parazitujici v abomasu. ZpUsobuje onemocnéni zvané
ashworthidza. Je to velkd hlistice typicky Cervené barvy, kterd je dana zplsobem vyzivy,
tj. sdnim krve. Télo je stihlé, protahlé, bez segmentace. Délka téla samce se pohybuje kolem
24-26 mm a samice 34—-44 mm. Zivotni cyklus je podobny jako u ostatni GIN, tedy piimy,
bez mezihostitele. Intenzita infekce se zvysSuje s pfibyvajicim mnoZstvim zvifat na pastvé

i ve stadé (Lehrter et al., 2016; Drozdz et al., 2000; Kuznetsov et al., 2018).

Zatimco H. contortus je povazovan za typickou hlistici parazitujici v gatrointestinalnim
traktu malych domacich prezvykavcl a nékterého skotu, A. sidemi je pfitomen zejména

uvolné Zijicich prezvykavcl. U hospodarskych zvifat experimentdlni studie prokazala
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pfitomnost A. sidemi u ovci a terénni studie odhalila tuto hlistici u skotu. Infekce A. sidemi
zpUsobuje chronicky zdnét slezu, negativné ovliviiuje tvorbu abomasalniho hlenu a postupné
dochazi ke zhorSeni zdravotniho stavu az k uhynu zvifat. | kdyZz je tato ndkaza typicka
pro jelenovité v Asii, postupné se rozsifuje i mezi pfezvykavce v Evropé, coz znaci pomérné
vysokou potencidlni hrozbu, jak pro volné Zijici zvifata, tak pro hospodarska zvirata (Lehrter

et al., 2016; Kuznetsov, 2022).

2.2 Diagnostika parazitéz

Pfesna a rychld diagnostika je dlleZita pti podezieni na hemonchézu ¢i jinou infekci
zpusobenou GIN, nebot tyto nakazy jsou vyznamnym ekonomickym problémem v chovu
ovci. Bez ¢asné diagnostiky a vhodné |écby mizZe dochazet k vysoké umrtnosti. V nékterych
pfipadech mohou byt klinické ptiznaky nespecifické a nahlé dhyny mohou byt mylné
pri¢itdny infekci zpUsobené GIN, zatimco skuteénou pfiCéinou mulze byt nakaza
napt. motolicemi ¢i protozoi. Za téchto okolnosti mlzZe byt nastavena lé¢ba nespravnd

a nepfimérena skute¢nému stavu (Besier et al., 2016).

Mezi postupy pouZivané k detekci klinického onemocnéni zplsobeného H. contortus
se fadi pravidelnd kontrola vzhledu zvifat, kdy se kontroluje zejména anémie, dale kontrola
poctu vajicek vtrusu a také postmortalni vysSetfeni vybranych jedincl. VSe je soucasti
integrovaného fizeni parazitd, jehoZz hlavnim cilem je zabranit rozsahlému parazitismu.
V soucasné dobé se také k diagnostice ¢im dal ¢astéji vyuzZivaji molekularni metody, které

mohou byt velmi ptesné a rychlé (Besier et al., 2016).

2.2.1 Klinické priznaky hemonchoézy

Klinické priznaky hemonchdzy jsou spojeny predevSim s anémii, kterd vznika
v dUsledku sani krve. Aktivita sani krve zacind larvami L4 a pokracuje dospélymi helminty
ve slezu, coz potencialné vede ke klinickému projevu anémie priblizné 10-12 dni po infekci.
Kazdy dospély parazit dokdze vysat asi 30-50 ul krve denné. Intenzita uc¢inkd hemonchdzy
zavisi na stupni infekce, odpovédi imunitniho systému a aktivaci hematopoézy hostitele

(Arsenopoulos et al., 2021).
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Podle stupné infekce a odpovédi imunitniho systému hostitele lze hemonchdzu
rozdélit do tfi forem: hyperakutni, akutni a chronickou. Hyperakutni forma je vzadcna a je
charakterizovdna velmi vysokou infekéni zatézi. Smrt postizenych zvifat mlzZe nastat ndhle,
bez pocatecnich priznak(l. U téchto zvitat je prevladajicim priznakem vyraznd bledost sliznic,
zejména spojivek. Pokud neni vcas zahajena antiparazitarni lé¢ba, objevuji se znamky
hypoproteinémie, pfedeviim generalizovany podkoini edém. Castym ptiznakem je také otok

Celisti. PrGjem neni povaZovan za typicky priznak hemonchdzy (Arsenopoulos et al., 2021).

Akutni forma hemonchdzy je charakterizovana anémii infikovanych zvifat s obasnym
vyskytem umrti obvykle 4—6 tydnl po pocdatecni infekci. V ¢asném stadiu infekce nema tato
nakaza pfimou souvislost se snizenou uzitkovosti. Pokud vSak ndkaza trva déle, dochazi
ke snizeni produkce mléka, snizeni primérného denniho pfirdstku a snizeni produkce viny

(Arsenopoulos et al., 2021).

Infekce, kterd probihd dlouhodobé, a je spjata s nizkou naloZi parazitd v trdvicim
traktu, se nazyva chronicka. Tato forma muze byt klinicky nerozpoznatelnd. Nastup ptiznak
pak muUZe byt spojen se snizenou funkci imunity. Tato forma je Casto vysledkem nelspésné
anthelmintické lécby, kdy parazité jsou c¢dastecné rezistentni k dané [écbé. Symptomy
chronické hemonchdzy jsou podobné jako u podvyzivy. Dochazi k hubnuti, snizené produkci

a vyskytu chudokrevnosti u nékterych zvifat (Arsenopoulos et al., 2021).

Tabulka 1: Souhrn klinickych priznaki ndkazy H. contortus

Tezka anémie, nahla Gmrti, bledost sliznic, slabost, neochota k pohybu, podkozni otoky,

Hyperakutni ) , ) " L
sucha, tmava stolice snizeného mnoZstvi
Faze I: Smrt postiZenych zvirat, mirnd anémie u piezivsich zvirat
Akutni Stadium II: Doc¢asné zotaveni v dlsledku aktivace hematopoetického procesu hostitelem

Stadium I1I: Tézka a pretrvavajicl anémie zpusobena nedostatkem Zeleza

Subakutni  Snizeni rychlosti ristu, sniZzeni produkce mléka, masa, viny

 Vlastnosti podvyzivy, napr. nizké skore télesné kondice, snizena rychlost ristu, snizena
Dlouholety ,
produkce mléka, masa, viny

(Arsenopoulos et al., 2021)
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Za zminku stoji také systém FAMACHA (Faffa Malan Chart), ktery slouzi k diagnostice

hemonchdézy. Tento systém porovnava stupen bledosti spojivek se zdvainosti anémie.

vvvvvv

vvvvv

k diagnostice hemonchézy v tropickych a subtropickych oblastech. Naopak neni moc
pouzitelny v oblastech s mirnym klimatem, nebot v téchto zemich jsou ovce Casto nakazeny

také jinymi parazity (Arsenopoulos et al., 2021).

Obrazek 6: Diagnostika hemonchdzy dle systému FAMACHA

A — submandibularni edém u nakazené ovce, B — hodnoceni sliznic systémem FEMACHA

(Adduci et al., 2022)

2.2.2 Postmortalni vysetreni

V pfipadé uhynu preZvykavce, muze i posmrtné vySetieni pomoci k diagnostice
hemonchdzy. Diagnostika hemonchézy u hyperakutni formy je zaloZzend na dvou nalezech.
Tim prvnim je detekce dospélych H. contortus v abomasu, tim druhym je makroskopické
pozorovani petechii na Zaludecni sliznici. Pfi akutni formé infekce se uhynula zvitata jevi jako
silné anemicka, s bledymi sliznicemi, ascitem a submandibularnim edémem, coz jsou zndmky
té7ké hypoproteinémie, kterd je disledkem aktivity sani krve H. contortus. Zaludeéni sliznice
je i zde plna petechii a jsou na ni viditelné prichycené hlistice. Chronickou hemonchdzu je

pomérné téziké potvrdit pomoci posmrtného vysetreni. V takovych pripadech se ndakaza
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diagnostikuje ndlezem malého mnoiZstvi parazitQl ve slezu v ndvaznosti na anamnézu zvirete,

jako je snizena produkce, podvyZiva, neprospivani (Arsenopoulos et al., 2021).

Obradzek 7: Dospéli jedinci Haemonchus spp. na sliznici Zaludku

(Arsenopoulos et al., 2021)

2.2.3 Koprologické vysetreni

Laboratore jsou casto Z7adany, aby diagnostikovaly rGzné druhy helmintéz
a vyhodnotily zatéz parazity. Ackoli jsou dostupné rGzné diagnostické postupy,
nejpouzivanéjsi jsou metody koprologické. K takovému vysetieni se pouzivad vzorek stolice,
ve kterém se stanovuje druh a pocet vaji¢ek. Pro laboratorni diagnostiku infekce Ize pouzit
kvalitativni nebo kvantitativni parazitologické testy. Kvalitativni metody poskytuji informace
o pfitomnych druzich, zatimco kvantitativni metody poskytuji udaje o zatézi infekce. Oboji
mUze byt daleZitym nastrojem pfi zjistovani zdravotniho stavu stada a stanoveni vhodného
oSetfeni a kontrolnich opatfeni. Vysetfeni trusu na vajicka parazitd se mulze lisit
od jednoduchého pfimého natéru az po slozitéjSi metody zahrnujici centrifugaci a poutziti
flotacnich tekutin. Flota¢ni metody pracuji na principu separace vajicek od fekalnich zbytkd
pomoci flotacnich roztokd s rdznymi specifickymi hmotnostmi, které vyplavuji vajicka cerva

na povrch suspenze (Cringoli et al., 2004; Pereckiené et al., 2007).
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Techniky kvantitativni, zalozené na pocitani vajicek, vyhodnocuji mnozstvi vajicek
v jednom gramu trusu (EPG). Jsou provadény pomoci mikroskopického vysetieni alikvotu
fekalni suspenze ze zndmého mnoistvi vzorku trusu. Radime sem McMasterovu techniku,
kterd byla vyvinuta jednim z velkych dobrodincl ve veterinarnim vyzkumu v Australii. Jedna
se o standardni, nejuniverzalnéjsi koprologickou metodou, ktera se vyuziva k pocitani vajicek
v trusu. V literature vsak lze nalézt mnoho variant McMasterovy techniky. Tyto variace berou
v Uvahu laboratorni faktory, jako je flotacni roztok, redéni vzorku, doba flotace a vybér
plochy skli¢ka, ktera ma byt zkoumana. Na téchto faktorech zavisi spolehlivost McMasterovy
techniky. Vzhledem k Siroké Skale modifikaci McMasterovy metody se musi parazitologické
laboratofe rozhodnout, kterou metodu zvolit jako nejvhodnéjsi pro zamysleny ucel.
Problémy vSak mohou nastat pfi analyze a porovnavani vysledk( rlznych laboratofi
na stejnych vzorcich. Existuje potfeba poskytnout urcity stupen standardizace cetnych

modifikaci McMasterovy metody (Cringoli et al., 2004; Pereckiené et al., 2007).

Obrazek 8: McMasterova komdarka

(Prantlova Raskova and Wagnerova, 2013)

2.2.4 Imunologické vysetreni

K diagnostice onemocnéni zpusobené GIN je moziné vyuziti sérologickych testU.
Ty mohou byt vysoce informativni zejména pro stanoveni infekce zplsobené
Haemonchus spp. Byly publikovdny studie o imunologickych metoddch pouzivanych

k diagnostice hemonchdzy prostiednictvim specifické detekce IgG protilatek. Obecné tyto
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techniky nenalezly Siroké uplatnéni zejména kvili jejich nizké specifité a také kvali vysokym
hladinam protilatek, které mohou pretrvavat dlouho po vyléceni zvifete. Kromé toho ma
hostitel tendenci vykazovat klinické priznaky dané infekce dlouho predtim, nez se titry
protildtek zvysi na detekovatelné hladiny. Mezi imunologické metody fadime testy
zkoumajici specifické 1gG a non-lgG protilatky proti Haemonchus spp., dale reakci hostitele
na infekci, jako je eozinofilie a eozinofilni peroxiddza, mastocyty a mastocytdza, proliferace
T bunék a zmény v profilech cytokinl jako markeru infekce. Specifické protilatky je mozné
detekovat a kvantifikovat pomoci ELISA nebo Western blotu. Tyto techniky zahrnuji cilové
antigeny (napf. parazitarni extrakt) imobilizované na pevném nosici, nasledné dochazi
kinkubaci s télesnymi tekutinami infikovaného jedince (napf.sérem) obsahujicimi
antigen-specifické protilatky. Pro detekci nasleduje inkubace se specificky znacenou

sekundarni protilatkou a pfidani vhodného substratu (Zarlenga et al., 2016).

2.2.5 Molekularni vysetreni

Vzhledem k tomu, Ze morfologicka identifikace se ukdzala jako nedostate¢né ucinna,
nebot neexistuji dostatecné morfologické rozdily mezi jednotlivymi hlisticemi, bylo zapotrebi
vyvinou dokonalejsi metody. Nejprve se k diagnostice GIN zacdaly vyuzivat cetné molekularni
a biochemické metody ,prvni generace”. Mezi nejoblibenéjsi techniky této doby se fadi
Stépeni restrikénim enzymem nasledované elektroforézou na agarézovém gelu, Southern
blotting, repetitivni DNA hybridiza¢ni sondy ve spojeni se Southern bloty nebo dot bloty.
Jejich nizka senzitivita a specificita vSak pfispéla k jejich nahrazeni technikami zaloZzenymi

na polymerazové retézové reakci (PCR) (Bhat et al., 2022; Zarlenga et al., 2016).

Dokonalejsi molekuldrni a biochemické identifikacni metody jsou v posledni dobé
nejvyuzivanéjsimi technikami k identifikaci hlistic. Pfedstavuji vyrazné zlepseni v této oblasti,
poskytuji citlivost, spravnost a Usporu casu. Na zakladé molekuldarni biologie a potfeby
identifikovat taxony se objevuji nové vznikajici metody, jako jsou techniky PCR, sondové

(RT-PCR a multiplexni PCR) a metody otisku prstu (Bhat et al., 2022).
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Obrdzek 9: Prehled ruznych metod identifikace hlistic

Previous and modern methods — dfivéjsi a moderni metody, Fingerprint based — na zakladé
otisku prstl, Classical Taxonomy — klasickd taxonomie, Serological analysis — sérologicka
analyza, Mass Spectral Analysis — analyza hmotnostni spektrometrii, 2D-Gel Analysis —
2D-gelovd analyza, Isozyme Analysis — analyza isozymu, Sequence Based — na zdakladé
sekvence, Probe Based — na zakladé sondy, PCR Based — na zakladé PCR, Morphology Based
— na zakladé morfologie, Protein Based — na zakladé proteinu, Identified nematodes —
identifikované hlistice, New Emerging methods — nové vznikajici metody, Highthroughput
(Massive identification) — masivni identifikace, Microfluidic PCR — mikrofluidni PCR, DNA
Microarrays — DNA na cipu, Artificial Intelligence — uméla inteligence, Autofluorescence —

autofluorescence

(Bhat et al., 2022)

2.2.5.1 Metody zaloZzené na PCR

Metody zaloZené na PCR (Polymerase chain reaction) jsou dalezitymi a spolehlivymi
nastroji, které umoznuji klasifikaci a charakterizaci rlznych druh( hlistic. Technologie
zalozené na DNA, jako je polymerazovd retézova reakce v redlném case a multiplexni
tandemovd PCR, jsou Uucinné pfi predbézném screeningu strongyloidnich hadatek

u hospodarskych zvifat. Ve srovnani s tradi¢nimi diagnostickymi procesy pfinesly technologie
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detekce zaloZené na PCR revoluci v oblasti diagnostiky hlistic. Ty se pouZivaji kvali jejich lepsi
citlivosti, specificnosti, rychlosti, relativni snadnosti pouZiti a hospoddarnosti. Pomoci této
techniky lze wvytvofit mnoho kopii specifického DNA templatu in vitro. Identifikace
konkrétniho druhu v ramci rozmanité rady hlistic je skute¢né prilomova a byla nejprve
stanovena pomoci omezenych pomér( Cisté DNA a pozdéji ovérena identifikaci jednotlivych

parazitli z velkého mnozstvi riznych druhu hlistic (Bhat et al., 2022).

Zakladnim cilem real-time PCR je detekce specifické DNA sekvence ve vzorku. Dochazi
zde ke vzniku amplifikovanych produkti béhem reakéniho procesu s pouzitim fluorescenéni
technologie. Amplifikované produkty mlzeme pfi této metodé sledovat v redlném case.
Schopnost sledovat pribéh amplifikace DNA v readlném case zdavisi na chemii a pouzitém
pfistrojovém vybaveni. V této technice se vyuzivd fluorescenéni sonda, kterd wvysild

fluorescencni signal v zavislosti na amplifikované DNA (Ahmed et al., 2011).

Dalsi dvé techniky vyuZivajici principu polymerdzové fetézové reakce jsou multiplexni
PCR a kvantitativni polymerazova retézova reakce (RT-PCR). Toto jsou dvé detekéni metody
zalozené na sondé. Multiplexni PCR se casto vyuziva v raznych biologickych a lékarskych
studiich, protoZze umozniuje soucasnou amplifikaci mnoha fragmentl DNA v rdmci jedné
reakce. QPCR je polymerdzova retézova reakce, kterd vyuzivd detekci fluorescence, coz
umozniuje presnou znalost o poctu vytvorenych kopii pro kazdy cyklus PCR v redlném ¢ase

(Bhat et al., 2022).

V soucasné dobé existuje neprfeberné mnoistvi komercnich i nekomercnich metod
pro izolaci nukleové kyseliny, ktera se dale vyuziva k PCR vySetieni. Bez ohledu na zvolenou
metodu je vSak zapotfebi mit na paméti moZnou pritomnost enzymatickych inhibitor(

v biologickych vzorcich (Zarlenga et al., 2016).

2.2.5.2 Metody zaloZené na otisku prstt

Do této skupiny fadime metodu RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism —
polymorfismus délky restrikénich fragment(). Jednd se o jednu z prvnich molekularnich
technik, ktera byla pouZzita k odliseni jednotlivych druh( hlistic v zavislosti na pouZziti riznych
restrikénich enzym(, které pomahaji pfi trdveni celé genomové DNA (gDNA) nebo
konkrétniho amplifikovaného produktu. Restrikéni endonukleazy jsou enzymy bakterialniho

plvodu, které rozpozndvaji a travi specifické sekvence DNA. Rozdily mezi druhy lze zjistit,
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kdyz v restrikénim misté je polymorfismus DNA nebo v misté, kde existuje vétsi mutace (Bhat

et al., 2022; McKeand, 1998).

Dalsi technikou spadajici do této skupiny je RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA — nahodna amplifikace polymorfni DNA). Jedna se o pomérné jednoduchou, nakladové
nenaro¢nou metodu, kterda se muaze provadét vjednoduché laboratofi. Tato metoda
nahodné amplifikuje gDNA v rlznych mistech genomu, tudiZ neni zapotfebi predchozi
znalost zkoumaného genomu. Obvykle ndsleduje tradiéni elektroforetickd analyza. Tato
metoda nevyZaduje zadné specialné navriené primery ¢i hybridizacni sondy (Bhat et al.,

2022; Babu et al., 2021).

Dale sem ftadime také AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism —
polymorfismus délky amplifikovanych fragmentt). AFLP je technika, kterou miZeme vyuzit
pro analyzu jakéhokoliv organismu bez predchozi informace o sekvenci. Ani zde neni
zapotrebi specifickych primer(. Metoda vyZaduje pouze malé mnozZstvi templdtu, avsak
jednd se o pomérné naro¢nou metodu. Obvykle se zde vyuzivad dvou restrikénich enzymf,
které Stépi DNA. Nasledné vznikda velké mnozstvi fragmentd, ze kterych se pomoci PCR
vyselektuje pouze ¢ast. Zkouma se zde pritomnost Ci nepfitomnost fragmentl o urcité délce

(Bhat et al., 2022; Paun and Schonswetter, 2012).

2.2.5.3 PCR-SSCP

PCR-SSCP (Polymerase Chain Reaction-Single Strand Conformation Polymorphism —
polymerdzova retézova reakce-jednovldknovy konformacni polymorfismus) je jednou
z nejjednodussich a pravdépodobné nejcitlivéjSich metod pouZivanych k detekci mutaci.
Princip metody je zaloZzen na elektroforetické pohyblivosti jednoretézcové molekuly DNA,
kterad je zavisld na jeji strukture a velikosti. | jedind zména nukleotidové sekvence muze
ovlivnit konformaci jednoretézcovych DNA, coz vede ke zméné elektroforetické pohyblivosti
v nedenaturujicim polyakrylamidovém gelu. Tato technika se ucinné pouzivd ke studiu
genetickych variaci u parazit(.. V pfipadé analyzy velkého mnozstvi vzorkl je tato technika
vhodnou alternativou ke konvencéni PCR. PCR-SSCP je technika, kterd dokaze rozliSovat
fragmenty DNA liSici se o jedinou nukleotidovou sekvenci a je tedy uZiteéna pfi rozliSovani

jednotlivych druh( parazitd (Ahmed et al., 2011).
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2.2.5.4 DNA Microarrays

DNA mikrocCipy jsou tvofeny malymi molekulami DNA, které jsou vyrobeny a nasledné
umistény na mikroskopicka sklicka nebo silikonové Cipy, nebo jsou na téchto podkladech
pfimo vyrobeny. DNA, mRNA nebo cDNA z bunék, tkdni a organismd musi byt oznaceny
a hybridizovany s DNA mikrocipy pomoci konkrétnich fluorescenénich molekul. Nasledné je
fluorescencni bodovy obraz zachycen a statisticky vyhodnocovédn v konfokdlnim skeneru.
V jediné analyze je mozné sledovat velké mnozstvi genetickych vlastnosti. Tato metoda je
vhodna k rozliSeni rlznych druhl parazitd. Byla popsana jeji uZiteCnost pfi identifikaci GIN.
Dosud vsak nebyla publikovana zadna studie o analyze jednotlivych druht hlistic. MikrocCipy
maji vSak potencidl v budoucnu vytvofit standardizovanou a jednotnou metodu detekce

pro Sirokou Skalu patogent (Bhat et al., 2022).

2.2.5.5 Mikrofluidni PCR technika

Miniaturizovany systém se v soucasné dobé pouziva stale castéji. Mohou se takto
provadét rlizné techniky zalozené na PCR, jako je béZznd PCR, ¢i RT-PCR. Mikrofluidni digitalni
PCR muze byt taktéz ucinna pro detekci ¢ervd. Vzorek je zde umistén do velkého mnozstvi
samostatnych bioreaktoru, kdy nasledné v kazdém z nich dochazi k rizné amplifikacni reakci.
Fluorescencni sonda a primery jsou prizplsobeny k predpokladanému cili. Tento vyvoj
v technologii rozsifuje pocet reakci PCR, které Ize provadét, pficemz se bud zkouma velky
pocet vzorkl, které vsak nejsou tak detailnéji analyzovany nebo se kontroluje mensi pocet

vzorkd podrobnéji (Bhat et al., 2022).

2.2.5.6 Sekvenacni analyza

Sekvenacni analyza zahrnuje metody, které se snazi ziskat informaci o nukleotidové
sekvenci specifického Useku jaderné DNA, mitochondridlni DNA nebo celého genomu.
Pro diagnostické uUcely mnoho studi nejvice preferuje ribozomalni DNA ¢ COX1
(cyklooxygenazu 1). Pravé tato COX1 obsahuje mnoho variabilnich oblasti, podle kterych lze
rozliSovat parazity na urovni druh( i poddruh(l. Nové vysoce vykonné sekvenacni technologie
umoznuji ziskavat velké mnoizstvi dat za kratky cas. Ackoliv sekvenovani mlze pomoci
v identifikaci jednotlivych parazitl, problémem byva vybér konkrétniho lokusu DNA, ktery je

specificky pro dany druh (Bogale et al., 2020; Porazinska et al., 2009).
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3. Cil prace

Cilem mé diplomové prace bylo vyzkouset, zda je mozné vyuzit RT-PCR k diagnostice

GIN v travicim traktu ovci.

Pro vyhodnoceni zavéru bylo nutné provedeni téchto krok:
e |zolace vajicek z trusu ovci a nasledna izolace gDNA z vaji¢ek
e |zolace gDNA z dospélych parazitQ
e |zolace gDNA z trusu ovci
e Provedeni RT-PCR s vyizolovanou gDNA

e Zhodnoceni vysledkd
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4. Experimentalni ¢ast

4.1 Material

4.1.1 Biologicky material

Trus ziskany od ovci

gDNA izolovand zdospélct ziskanych od Dr. Kasného, Masarykova Univerzita, Brno
Haemonchus contortus, Teladorsagia circumcincta, Trichostrongylus spp., Nematodirus
battus, Chabertia ovina

Vajicka H. contortus — vlastni izolace
4.1.2 Chemikalie, reagencie, kity

Chlorid sodny — Sigma-Aldrich

Redestilovana voda

DEPC (diethylpyrocarbonat) — Sigma-Aldrich
Hydrogenfosforecnan disodny dodekahydrat — Penta Chemicals
Cukr krupice

Sada  primerd  Hco_ITS2_F+R, Tel ITS2_F+R, Ash_ITS1 F+R, Tri_ITS1_F+R,
Nem_SSU_F+R, Cha_COIl_F + R, Hco_FARB _F + R, Hco_NCBP_ F + R, Hco_GAPDH_ F + R —
Generi Biotech

Hco ITS2_FAM — Generi Biotech

Xceed SG RT-PCR — Applied Biosystems

Gb Easy PCR Master Mix — Generi Biotech

Quick DNA Fecal/ Soil Microbe MiniPrep™ Kit — Zymo Research
QlAamp® DNA Mini and Blood Mini Handbook — QIAGEN

4.1.2.1 Priprava pufri a roztok

0,1 M Fosfatovy pufr (250 ml)

Pro ptipravu 0,1 M fosfatového pufru bylo zapotiebi dvou roztok(. Prvni roztok vznikl
rozpusténim 7,16 g hydrogen fosfore¢nanu disodného dodekahydratu (Na;HPO4. 12H,0)
ve 100 ml DEPC vody. Druhy roztok byl pfipraven obdobné, rozpusténim 3,12g
dihydrogenfosforecnanu sodného dihydratu (NaH.POas.2H;0) ve 100 ml DEPC vody.

Pro pfipravu 0,1 M fosfatového pufru o pH 7,2 bylo smichano 90 ml prvniho roztoku se 35 ml
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druhého roztoku a doplnéno do 250 ml DEPC vodou. Nakonec bylo pfidano 1,75 g chloridu

sodného. Takto pfipraveny roztok byl autoklavovan pfi 121 °C.

Modifikovany Sheatherav flota¢ni roztok

Do 2 | kddinky bylo nalito pfiblizné 600 ml destilované vody. Do zahtaté vody bylo pfisypano
asi 0,5 kg cukru a dikladné rozpusténo. Vysledna hustota, ktera méla byt 1,27 g/cm3, byla

méfena pomoci hustoméru.

4.2 Technické vybaveni a pomucky

4.2.1 Pristroje

Automatické pipety — Research Plus, Eppendorf
Centrifuga — 5415 D, Eppendorf

Centrifuga — 5804 R, Eppendorf

Kulickovy homogenizator — FastPrep24, M.G.P.

Kulickovy homogenizator — HG-24, Biobase Biotech Co
Trepacka

UV transluminator — Alliance Q9, Uvitec Cambridge
Multifunkéni modularni reader SPARK — Tecan, Schoeller
Mrazici boxy — Vxe Series Jouan, Thermo Fisher Scientific
Real-Time PCR analyzator — QuantStudio6 Flex, Applied Biosystems
Vortex — Vortex V-1, BioSan

Mikroskop — Nikon Eclipse TS 100

Laboratorni vaha — M-Prove, Sartorius

Mikrovinna trouba — Zanussi

Horizontalni elektroforéza — Thermo ScientificTM OwITM EasyCastTM B1A Mini Gel

4.2.2 Pomucky

Laboratorni sklo (odmérné valce, lzicky, Erlenmayerovy barky), Spicky Eppendorf,
mikrozkumavky Eppendorf, falkony, PCR desticka, stripy, parafilm, pinzeta, sita, misky,

McMasterova komarka, kovova tycinka, fix, sacky, stojany na mikrozkumavky, rukavice
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4.3 Pracovni postupy

4.3.1 lzolace vajicek Haemonchus contortus z trusu ovci

Nejprve bylo nutné vyizolovat vajicka H. contortus z trusu ovci, ktera byla nasledné
pouzita k dalSim analyzam. lzolace vaji¢ek ze stolice byla provedla pomoci soustavy 3 sit

o praméru ok 250, 100 a 25 um.

Pfed zacatkem izolace bylo zapottebi prevést trus tuhé konzistence do konzistence
kasSovité. Stolice vloZzend do kadinky byla zalita studenou kohoutkovou vodou a nasledné
rozmixovana. Kazdé sito bylo poloZzeno na misku a na vrchni sito s nejvétsSim rozmérem ok
byl nalit kasovity trus, ktery byl pasirovan rukou a nékolikrat promyt vodou. Filtrat z prvniho
sita byl prelit do druhého sita a také byl jemné pasirovan. Poté byl filtrat z druhého sita
pfemistén na treti sito s nejmensimi rozméry ok a byl neustdle proplachovédn vodou, dokud
filtrat nebyl Cisty. Vajicka zGstala prichycena na povrchu tfetiho sita. Cely obsah tohoto
povrchu byl prenesen do nékolika 50 ml zkumavek, které byly timto obsahem naplnény

do poloviny a nasledné doplnény studenou kohoutkovou vodou.

Takto upravené zkumavky byly centrifugovdany na 1600 rpm po dobu 3 min.
Po centrifugaci byl supernatant jednim tahem wylit a k sedimentu byl pfidan modifikovany
Sheatherdv flotaéni roztok do % zkumavky a celé to bylo promichdano kovovou tycinkou.
Nasledné byla zkumavka doplnéna flotacnim roztokem aZ po okraj a promichdna otoéenim
dnem vzhiru. Opét bylo centrifugovano, tentokrat na 1 000 rpm po dobu 3 min. Vajicka
plavala na povrchu, kde vypadala jako svétly povlak. Byly odebrany 3 ml supernatantu
s vajicky pomoci 1 ml pipety do 15 ml zkumavky. Po odebrdani vajicek byla nadobka opét

doplnéna flotacnim roztokem a cely proces byl zopakovan.

Nasledoval krok precisténi vajicek. Z kazdé zkumavky byly odebrany z vrchu 2 ml
supernatantu do nové 15 ml zkumavky. Ta byla doplnéna flotacnim roztokem a stocena
na 1 000 rpm po dobu 3 min. Z kazdé zkumavky byl odebran supernatant o objemu 2 ml a byl
premistén do 15 ml zkumavky. Bylo vyplachnuto vodou také vicko. Zkumavka byla doplnéna
vodou, dobfe promichana a stocena na 1 600 rpm po dobu 3 min. Poté byl vylit supernatant
jednim tahem, byla pfidana trocha vody a byla slita stejna vajicka z rGznych zkumavek
do jedné spolecné. Ta byla doplnéna vodou aZ po okraj a centrifugovdna na 1600 rpm
po dobu 3 min. Tento krok byl opakovan az do uplného vymyti flotacniho roztoku. Vsechen
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supernatant byl odstranén a byly pfidany 2 ml studené kohoutkové vody, vse bylo

promichano a ndsledné byla vaji¢ka spocitana.

K pocitani vajicek bylo zapotfebi podloZni sklicko a mikroskop. Na podlozni sklo bylo
udéldno 5 kapek o objemu 10 pl. Pod mikroskopem byla spocitana vajicka v jedné kapce.
Poté byl vypocitan jejich primér a doslo k prepocitani na 1 ml suspenze. Podle celkového

objemu suspenze byl zjistén celkovy pocet vajicek.

4.3.2 lzolace gDNA z Haemonchus contortus

Izolace gDNA z vajicek a L1 larev H. contortus, konkrétné citlivého kmenu ISE (Inbred
Susceptible Edinburg), byla provddéna pomoci izola¢niho kitu QIAamp® DNA Mini and Blood
Mini Handbook. Vyizolovana DNA byla pozdéji vyuzivana jako kontrolni material k nékterym

PCR reakcim.

Nejprve bylo zapotiebi vytemperovat vSechny vzorky na pokojovou teplotu (15-25 °C).
Danymi vzorky byly L1 larvy a dva vzorky vajicek, pficemz vjednom bylo 500 vajicek

a ve vzorku druhém 10 vajicek.

K uvedenym vzorkim bylo do mikrozkumavky pfidano 180 ul pufru ATL a 20 pl
proteindzy K. VSe bylo vortexovano a inkubovano ve trepaci vodni lazni pti teploté 56 °C,
dokud nebyla tkan zcela lyzovana. Doba lyzy je zavisla na druhu tkané. V nasem pfripadé
trvala 84 min. Po uplynuti této doby byl vzorek kratce centrifugovan, aby se odstranily

kapicky z vika.

Ke vzorku bylo pfipipetovano 200 pl pufru AL. VSe bylo promichano pulznim
vortexovanim po dobu 15 s a inkubovano pfti 70 °C po dobu 10 min. Kratce centrifugovano,
aby se odstranily kapky z vika. Bylo nezbytné, aby se vzorek a pufr AL dikladné promichaly,
aby se ziskal homogenni roztok. Po pridani pufru AL se mlze vytvofrit bilad srazenina, ktera se

rozpusti béhem inkubace pfi 70 °C.

Nasledné bylo pfidano 200 ul ethanolu (96—100 %), promichano pulznim vortexovanim
a kratce centrifugovano. Je nezbytné, aby byly vzorek, pufr AL a ethanol dlkladné
promichany.

Smés byla opatrné prenesena, véetné pripadné srazeniny, na QlAamp Mini kolonku,

umisténou ve sbérné zkumavce o objemu 2 ml. Bylo centrifugovano pfi 6 000 g po dobu
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1 min. Sbérna zkumavka s filtratem byla vyhozena. Dale byla tataz QlAamp Mini kolonka

umisténa do nové sbérné 2 ml zkumavky.

Opatrné bylo otevieno viko kolonky QlAamp Mini a bylo pfidano 500 pl pufru AW1.
Opét bylo centrifugovano pfi 6 000 g po dobu 1 min a poté byla kolonka premisténa do nové

sbérné zkumavky. Filtrat byl zlikvidovan.

Dale bylo na stejnou kolonku naneseno 500 ul pufru AW2. Tentokrat centrifugace
probihala pfi 20 000 g po dobu 3 min. Aby se zajistil minimalni pfenos pufru AW2, bylo
doporuceno prendat kolonku do 2 ml zkumavky, kterd neni soucasti baleni, a centrifugovat
1 min pfi maximalnich otackach.

K eluci gDNA z kolonky bylo zapotfebi pfidat 200 pl pufru AE, nasledovala inkubace
pfi pokojové teploté po dobu 1 min a poté bylo centrifugovédno pti 6 000 g po dobu 1 min.
K dokonalé eluci gDNA bylo zapotrebi tento krok zopakovat. Vyeluovana nukleova kyselina
byla nasata a vypusténa na stejnou kolonku, opét ndasledovala centrifugace za stejnych

podminek.

Po ukoncené izolaci probéhlo zméreni koncentrace vyizolované gDNA, abychom zjistili
vytézek nukleové kyseliny. Méreni koncentrace bylo provedeno pomoci multifunkéniho
moduldrniho readeru SPARK od firmy Schoeller. Tento pfistroj méfi koncentraci nukleové

kyseliny na zakladé jeji absorbance.

4.3.3 lzolace gDNA z celych tél parazitti

Obdobné jako probihala izolace gDNA z vaji¢ek a larev H. contortus, byla provadéna
také izolace gDNA zcelych tél parazitl. Vyizolovand gDNA ztéchto dospélych hlistic,
skladovanych v 70 % ethanolu, slouZila jako referencni templat pro nas experiment. Dana
gDNA byla extrahovana z téla jednoho jedince daného druhu. Konkrétné témito druhy byly
Haemonchus, Teladorsagia, Trichostrongylus, Chabertia, Ashworthius a Nematodirus. | zde
byl pouzit kit QlAamp® DNA Mini and Blood Mini Handbook a izolace probihala stejnym

zpUsobem, ktery je popsdan v kapitole 4.3.2 Izolace gDNA z Haemonchus contortus.
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4.3.4 Zpracovani vykall a izolace gDNA

Pro experimentdlni analyzu byly pouZzity vykaly od ovci, které byly zdmérné nakazeny
nejbéznéjSim parazitem ovci H. contortus. Poté témto ovcim byly podany anthelmintika
a uc¢innost odcerveni byla sledovdana pomoci koprologické metody EPG a pomoci RT-PCR.
Trus od ovci byl sbirdn do sackd, které byly peclivé oznaceny a uchovany v hlubokomrazicim

boxu.

Pfed vlastni analyzou bylo zapotfebi nechat vzorky rozmrazit pfi pokojové teploté.
Na analytickych vahach bylo do sacku odvazeno zhruba 5g trusu a rozmélnéno rukou.
Ze zhomogenizovaného vzorku byl do zkumavky o objemu 20 ml odebran 1 g trusu.
Ke vzorku bylo pfidano 800 pl BashingBead Buffer a 3 200 ul PBS. Vykaly byly dukladné
rozpustény v roztoku pomoci vortexu. Na 1 000 ul Spi¢ce byl ustfihnut konec v misté zuzeni
a bylo odebrano 1200 pl trusu rozpusténého vroztoku do ZR BashingBead Lysis Tube
s kulickami. Poté nasledovala homogenizace na kulickovém homogenizatoru dvakrat
podobu 30 s. Mezi cykly se nechavala kratka pauza, aby se vzorky pfFiliS nezahraly.
Nezpracovany trus se radné oznacil a uschoval do mraziciho boxu pro pfipadnou dalsi

analyzu.

Zbytek izolace probihal za sterilnich podminek. Na kazdy vzorek bylo zapotfebi ménit

rukavice, aby se zabranilo kontaminaci mezi vzorky.

Homogenizované vzorky byly centrifugovany pfi 10 000 g po dobu 1 min. Pfiblizné
400 pl supernatantu bylo naneseno na Zymo-Spin IlI-F Filter, ktery byl umistén v ¢isté sbérné

zkumavce. Nasledovala centrifugace pfi 8 000 g po dobu 1 min.

K filtratu ve sbérné zkumavce bylo pfipipetovano 1 200 Genomic Lysis Buffer a Spi¢kou
dikladné promichano. Dale bylo preneseno 800 pl materidlu na Zimo-Spin IIC Column v Cisté
sbérné zkumavce a centrifugovano pfi 10 000 g po dobu 1 min. Novy filtrat byl odlit, sbérna

zkumavka osusena papirovou utérkou a cely krok byl zopakovan.

Zimo-Spin IIC Column byl umistén do nové sbérné zkumavky, bylo na néj naneseno
200 pl DNA Pre-Wash Bufferu a odstfedovano pfi 10 000 g po dobu 1 min. Na tutéz kolonku
bylo pfidano 500 pl gDNA Wash Bufferu, centrifugovano pfi 10 000 g po dobu 1 min a sbérna
zkumavka s filtratem byla vyhozena. Stejnd kolonka byla umisténa do Cisté 1,5 ml zkumavky

a pfimo na jeji povrch bylo opatrné napipetovano 50 ul DNA Elution Bufferu, nasledovalo
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odstredéni pfi 10 000 g po dobu 30 s. Ve filtratu se v tuto chvili nachazela vyeluovana gDNA.

Bylo v3ak zapottebi ji predistit.

Ktomuto kroku bylo nutné si nejprve predpfipravit posledni kolonku. Zymo-Spin
[lI-HRC Filter byl umistén do nové sbérné zkumavky a bylo na néj naneseno 600 pl
Prep Solution a centrifugovano pfi 10 000 g po dobu 3 min. Eluovana gDNA byla nanesena
na tento aktivovany filtr, ktery byl umistén v ¢isté 1,5 ml zkumavce a bylo odstfedovano
pfi 12 000 g po dobu 3 min. Filtrdtem byla gDNA, kterd je vhodna pro molekularni analyzu.
Dana nukleova kyseliny byla prepipetovana do malych PCR zkumavek a 10x naredéna. Vse

bylo dikladné a fadné popsano a umisténo do mraziciho boxu v laboratofi.

4.3.5 Real-Time PCR (RT-PCR)

Tato metoda se fadi mezi jednu z nejpouzivanéjSich technik v molekularni biologii.
V nasem pfipadé byla pouZita kvantitativni polymerazova retézova reakce v redlném case,
oznacovana jako RT-PCR. Hlavni prednosti této techniky je schopnost detekovat
amplifikované produkty v prdbéhu celého procesu, nikoli az na jejim konci. Detekce je
zalozena na pouZiti fluorescencni latky ¢i sondy, kterd se specificky vdze na vznikajici

produkt. Hladina fluorescence poté vypovidda o mnozstvi DNA ve vzorku.

Metoda PCR se sklada ze 3 fazi, které se neustale cyklicky opakuji. Prvnim krokem je
denaturace, pfi které se vyuzivd vysoké teploty kolem 95 °C po dobu 20-30 s. V této fazi
dochazi krozdéleni dvousroubovice DNA na jednotliva vlakna. Jako druhy v poradi je
annealing, kde se teplota snizuje na 55-65 °C, coz umoznuje nasednuti specifickych primer(
na jednoretézcovou molekulu DNA. Posledni fazi je extenze, kterd probiha za teploty kolem
75 °C. Hlavni roli zde hraje DNA polymeraza, jejiz ukolem je syntéza komplementarniho

vlakna DNA.

Pro tuto metodu bylo dllezité mit dobfe vyizolovanou gDNA, kterd byla pouzita jako
templat. Ddle k provedeni RT-PCR bylo zapotiebi ptipravit si primery, které jsou béiné
dodavany v lyofilizovaném stavu. V nasem experimentu jsme primery fedily na findlni
koncentraci 100 nM. Vidy byl pouzit specificky primer F a R (forward and reverse). Pracovni
koncentrace smési F i R primeru byla 2,5 uM. DalSimi slozkami dllezitymi k provedeni PCR

jsou deoxyribolukleotidy (dATP, dCTP, dGTP a dTTP), teplotné stabilni Tag polymeraza,
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MgCl,, pufr a voda. V nasem pfipadé byly tyto slozky komercné dostupné v SG Mixu (XCeed
SG RT-PCR). VSechny komponenty jsou zde obsaZzeny v optimdalnim mnoiZstvi a koncentraci.

Navic je zde fluorescencni barvivo SYBR Green | pro stanoveni v redlném case.

Reakéni smés pro 1 vzorek se skladala z 10,0 ul XCeed SG RT-PCR, 0,8 pl primer( (F + R)
a 4,2 pl redestilované vody. Toto mnozstvi se pipetovalo vidy do jedné jamky ¢i jednoho
stripu, proto je vidy nutné si prepocitat, jaké mnozstvi smési bude zapotiebi pro viechny
vzorky. Reakcéni smés o objemu 15 pl byla pipetovana do mikrotitraéni desticky nebo stript
a nasledné bylo pfidano 5 pl templatu. Vidy soucasti kazdé PCR reakce pro kazdy set
primerd byla negativni kontrola (NTC), kdy do reakéni smési misto templatu byla pipetovana
redestilovana voda. Ndsledovalo zavi¢kovani, dikladné promichdni pomoci vortexu a kratké

stoceni. Kazdy vzorek byl méren v duplikatu.

Tabulka 2: Prehled teploty a ¢asu v jednotlivych fazich RT-PCR

Faze Teplota [°C] €as [s] x [min]
aktivace DNA polymerdazy 95 10 min
denaturace 98 15s
annealing 57 nebo 60 20s
extenze 72 20s
analyza krivky tani 60-95 kazdych 0,5°C=5s

4.3.6 TagMan PCR

V nasi praci byla pouzita také TagMan PCR. Jednd se o metodu, kde se do reakéni smési
pridava kromé primerQ jesté kratky oligonukleotidovy retézec, ktery je na jednom konci
opatfen fluorescenéni znackou a na druhém konci zhdseéem. Pokud jsou oba konce
v bezprostfedni vzddlenosti, dochazi k potlaceni fluorescence. V okamziku, kdy DNA
polymerdza pfi syntéze dorazi ke znacenému nukleotidu, dojde k ods$tépeni fluorescencni

sondy do roztoku a je mozné méfit fluorescenci.
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V tomto pripadé se reakéni smés skladala z gb Easy PCR Master Mixu, ktery podobné
jako SG Mix obsahoval potfebné komponenty videdlnim mnoiZstvi a koncentraci, dale
primer( (F+R) o findlni koncentraci 200 nM, sondy o findlni koncentraci 200 nM
a redestilované vody. Celkové v reakéni smési byla tedy koncentrace primert a sondy shodna

(200 nM). Celkové slozeni smési pro 1 vzorek je ndzorné ukazano v tabulce 3.

Tabulka 3: SloZeni mastermixu pri koncentraci sondy i primert 200 nM

Slozka Objem pro 1 vzorek [ul]
gb Easy PCR Mix 10,0
Tag Man sonda (5 uM) 0,8
primery (F + R) (2,5 uM) 1,6
redestilovand voda 2,6
celkem 15,0

Kromé tohoto slozeni byly vyzkouseny také jiné koncentrace sondy a primerda.
V prvnim pfipadé jsme sniZili mnoZstvi sondy i primerd o polovinu. To znamena3,

Ze koncentrace obou slozek byly 100 nM. Celkové slozeni PCR smési je popsano v tabulce 4.

Tabulka 4: SloZeni mastermixu pri koncentraci sondy i primert 100 nM

Slozka Objem pro 1 vzorek [ul]
gb Easy PCR Mix 10,0
Tag Man sonda (5 uM) 0,4
primery (F+R) (2,5 uM) 0,8
redestilovand voda 3,8
celkem 15,0
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Ve druhém pripadé jsme koncentraci sondy ponechali na 200 nM a koncentraci

primeru snizili na 100 nM. SloZeni PCR smési v tomto pfipadé je popsano v tabulce 5.

Tabulka 5: SloZeni mastermixu pri koncentraci sondy 200 nM a primer( 100 nM

Slozka Objem pro 1 vzorek [ul]
gb Easy PCR Mix 10,0
Taq Man sonda (5 uM) 0,8
primery (F + R) (2,5 uM) 0,8
redestilovana voda 3,4
celkem 15,0

Nasledné bylo napipetovano 15 pl dané reakéni smési do mikrotitracni desticky
a k tomu bylo pfidano 5 pl templatu. Do jamky s NTC kontrolou bylo pfiddno misto templatu
5 ul redestilované vody. Nasledovalo zavickovani, dikladné promichani a kratké stoceni. Vse
bylo méreno v duplikatech. Podminky jednotlivych fazi RT-PCR zlstaly stejné jako u vyse

zminéné metody bez vyuziti fluorescencni sondy (kapitola 4.3.5 Real-Time PCR).

ve

4.3.7 Stanovenni ucinnosti primerl Hco_ITS2

Pfed provedenim vlastni PCR reakce je vidy vhodné stanovit jeji ucinnost neboli
efektivitu. PCR reakce se 100 % ucinnosti probiha jen v ojedinélych pfipadech, ve vétsiné
reakcich je G&innost nizsi. U€innost PCR reakce je moZné vypocitat ze sklonu standardni
krivky. Na efektivité celé reakce hraje dulezitou roli také efektivita primerd. V tomto pripadé
zalezi na schopnosti primerl nasedat na jednovldknovou DNA. V nasi praci byla testovana

ucinnost primer( Hco ITS2 pfi teploté annealingu 57 °C a 60 °C.

K testovani byla jako templdt pouzita gDNA ziskand z 500ti vaji¢ek rodu H. contortus.
Pavodni koncentrace této gDNA byla 13,23 ng/ul. K experimentu jsme vyuzZily 5 koncentraci,
kdy kazdd ndsledujici byla 10x méné koncentrovanéjsi. Pocatecni koncentrace nebyla

pouzita. PCR smés byla slozena z 10,0 pl SG Mixu, 0,8 pul primerd Hco ITS2 o koncentraci
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2,5uM a 4,2 pl redestilované vody. Vidy 15 pl PCR smési bylo napipetovano do stripu
a pfidano 5 pl templdtu. Soucasti reakce byla také NTC kontrola. VSe bylo méreno
v duplikatech. Podminky reakce jsou popsany v tabulce 2 (kapitola 4.3.5 Real-Time PCR).

Ptiprava jednotlivych templat( a jejich koncentrace jsou uvedeny v tabulce 6.

Tabulka 6: Priprava a koncentrace templdti pro stanoveni efektivity Hco_ITS2

Templat Objem vody [ul] Objem gDNA [pl] Celkova koncentrace
E 500 0 50 13,23 ng/ul
2 45 5 z pfedchozi konc. 1,323 ng/ul
3 45 5 z pfedchozi konc. 0,1323 ng/ul
4 45 5 z pfedchozi konc. 132,3 pg/ul
5 45 5 z predchozi konc. 13,23 pg/ul
6 45 5 z predchozi konc. 1,323 pg/ul

4.3.8 Stanoveni ucinnosti referencnich genti FARB, NCBP a GAPDH

Kromé Hco_ITS2 primerd byly vyuZity také jiné referencni geny H. contortus.
Konktrétné témito geny byly FARB, NCBP a GAPDH. Byla u nich stanovena jejich efektivita.

U¢innost byla stanovena podobnym zp(isobem jako u sady primerG Hco_ITS2.

Jako templat byla i zde pouZita gDNA vyizolovana z 500ti vajicek rodu H. contortus.
Viychozi koncentrace této gDNA byla 13,23 ng/pl. Uginnost se testovala s 5ti koncentracemi,
kdy kazda nasledujici byla 5x méné koncentrovanéjsi nez pfedchozi. PCR smés byla sloZena
z210,0 ul SG Mixu, 0,8 ul pfislusSného referenéniho genu o koncentraci 2,5 uM a 4,2 ul
redestilované vody. Reakce probihala v mikrotitracni desti¢ce. Do pfislusné jamky bylo
napipetovano 15 pul PCR smési a 5 pl naredéného templatu. Méreni probihalo v duplikatech.
Soucasti byla také NTC kontrola. Podminky reakce jsou popsany v tabulce 2 (kapitola 4.3.5
Real-Time PCR). Pfiprava jednotlivych templat( a jejich koncentrace jsou uvedeny v tabulce

7.
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Tabulka 7: Priprava a koncentrace templdti pro stanoveni efektivity FARB, NCBP a GAPDH

Templat Objem vody [pl] Objem gDNA [pl] Celkova koncentrace
E 500 0 100 13,23 ng/pl
2 80 20 z predchozi konc. 2,646 ng/ul
3 80 20z predchozi konc. 529,2 pg/ul
4 80 20 z predchozi konc. 105,84 pg/ul
5 80 20 z predchozi konc. 21,168 pg/ul

4.3.9 Testovani zkrizené reaktivity

Do naseho experimentu jsme se rozhodli zahrnout také zkousku zktizené reaktivity
mezi jednotlivymi primery. Jako templat jsme vyuzili vyizolovanou gDNA z dospélych jedinct
Haemonchus contortus, Trichostrongylus spp., Teladorsagia circumcinta a Chabertia ovina
a gDNA vyizolovanou z 1 vzorku trusu. Primery na Ashworthius sidemi a Nematodirus battus
jsme poutzili pouze na gDNA vyizolovanou ze vzorku trusu. Pfedpokladali jsme, Ze primery

budou amplifikovat pouze gDNA toho druhu parazita, na ktery jsou navrzeny.

Nejprve bylo zapotrebi pfipravit si PCR smés pro kazidy typ sady primeru
v pozadovaném mnozstvi. Pro 1 vzorek se PCR smés skladala z 10,0 ul SG Mixu, 0,8 ul
pfislusnych primer( (F+R) o koncentraci 2,5 uM a 4,2 pl redestilované vody. PCR smés
o objemu 15 pl s danym typem primerQ byla rozpipetovana do 11ti jamek v mikrotitracni
destic¢ce. Ke kazdému typu primera (Hco_ITS2, Tel_ITS2, Tri_ITS1, Cha_COl) bylo ptidano 5 pl
gDNA H. contortus, Trichostrongylus spp., T. circumcinta a Ch. ovina a gDNA ze vzorku trusu.
K ostatnim 2 primerim (Ash_ITS1 a Nem_SSU) bylo pfidano 5 pl gDNA vyizolované ze vzorku
trusu. VSe bylo provadéno v duplikatech a soucasti kazdé sady primerd byla NTC kontrola.
Mikrotitracni desticka byla zavickovana, promichdna a kratce stocena. Podminky PCR reakce
jsou popsany v tabulce 2 (kapitola 4.3.5 Real-Time PCR). V tabulce 8 je popsana pfiprava
mastermixu pro jeden typ primerd. Takto byla pfipravovana reakéni smés pro kazdy typ

primerd (Hco ITS2, Tel ITS2, Tri_ITS1, Cha_COIl). Master mix pro primery Ash_ITS1
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a Nem_SSU byly pfipravovany stejnym zplsobem, jen celkové mnozstvi bylo mensi, nebot

dana smés byla pouZita pouze pro jeden vzorek a negativni kontrolu.

Tabulka 8: SloZeni a vypocet mastermixu pro 1 typ primeru

Slozka Objem pro 1 vzorek [pl] Objem celkem [pl]
SG Mix 10,0 110,0
primer (F + R) (2,5 uM) 0,8 8,8
redestilovand voda 4,2 46,2
celkem 15,0 165

4.3.10 Metoda EPG

Metoda EPG (eggs per gram) patfi mezi jednu z nejpouzivanéjsich koprologickych
metod. Zjistuje se zde mnozstvi vajicek v 1 g trusu. Tato kvantifikacni metoda pomdha urdcit
intenzitu infekce u ovci. Postup je podobny jako u flotace, avsak suspenze se nakonec vlije

do McMasterovy komurky, kde se pocitaji jednotlivé druhy vajicek ve ¢tvercich.

K této metodé bylo zapotiebi nachystat si McMasterovu pocitaci komurku, nasyceny

roztok NaCl, tfeci misku, sitko a 100 ml odmérny valec.

Nejprve byly odvazeny 3 g trusu, které se dikladné rozetrely v tfreci misce se 20 ml
nasyceného roztoku NaCl. Suspenze byla nasledné prelita pres sitko do 100 ml odmérného
valce a vélec byl doplnén roztokem NaCl az do objemu 45 ml. VSe bylo fddné promichano
a zhruba z poloviny odmérného valce byla odebrana suspenze a naplnéna do dvou poli¢ek

pocitaci komarky.

Takto pripravena komdirka se nechala 2-3 min stat a ndsledné pod mikroskopem,
pod zvétSenim 10x, byla pocitana vSechna vajicka v prostoru omezeném pocitacimi
mtizkami. Vajicka lezici na okraji pocitaciho prostoru se taktéz zapocitavaji do souctu vajicek
uvnitf mrizky. Z kazdého vzorku trusu byla pocéitana 4 policka, celkové na jeden vzorek bylo

tedy potreba si pripravit 2 McMasterovy komarky.
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Nasledné bylo zapotfebi prepocitat, jaké mnozstvi vajicek se nachazi v 1 g trusu. Kazdé
nalezené vajicko pod mikroskopem znamena 50 vajicek v 1 g trusu. Celkové se tedy pocet

vajicek zjistil se¢tenim vajicek ve 4 polickach x 50.

U ovci s ndkazou do 1 000 vajicek v 1 g trusu se nalez interpretuje jako mirna invaze.
PFi ndlezu 1 000-2 000 vaji¢ek v 1 g trusu se hovofi o invazi s klinickymi priznaky, kdy je tfeba
zahdjit anthelmintickou lé¢bu. P¥i infekci vyssi nez 2 000 vajicek v 1 g trusu se jedna o silnou

invazi.
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5. Vysledky

erv

5.1 lzolace gDNA z vajicek a L1 larev Haemonchus contortus

Pro zkusebni ucely a ovérovani efektivity primerl bylo nejprve zapotrebi vyizolovat
gDNA z H. contortus, zejména citlivého kmene ISE. Vyizolovala jsem gDNA z 10 vajicek,
500 vajicek a L1 larev. Méreni koncentrace bylo provedeno pomoci multifunkéniho
modularniho readeru SPARK od firmy Schoeller. Jednotlivé vyizolované koncentrace gDNA

jsou popsany v tabulce 9.

Tabulka 9: Koncentrace vyizolované gDNA

Vzorek Koncentrace [ng/ul]
L1 73,40
E10 0,59
E500 13,23

5.2 lzolace gDNA ze vzorku trusu s testovanim dvou zptisobt
homogenizace

Pfi prvnim pokusu izolace gDNA ze vzorku trusu byly testovany dva zpUsoby
homogenizace. Trus €. 1 byl rozdélen na dvé poloviny. Izolace byla provadéna stejnym
zpUsobem aZz do faze homogenizace. V prvnim pfipadé bylo homogenizovano pomoci
obycejné trepacky. Doba homogenizace trvala 10 min. Druhou mozZnosti bylo pouZiti
kulickového homogenizatoru, na kterém homogenizace probihala dvakrat po dobu 30 s.
Mezi cykly byla kratkd pauza, aby se vzorek pfilis nezahfal. Zbytek izolace u obou vzorku
probihal standardnim zplGsobem, ktery je popsdn v kapitole 4.3.4 Zpracovani vykall a izolace

gDNA.

Po izolaci byla ziskana gDNA 10x nafedéna a umisténa do PCR zkumavek. Zkumavky

byly popsany 1A a 1B. U zkumavky 1A byla pouZita k homogenizaci tfepacka. U zkumavky 1B
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probihala homogenizace pomoci kulickového homogenizatoru. Koncentrace gDNA v obou
vzorcich byla zméfena pomoci multifunkéniho moduldrniho readeru SPARK. Po zméreni bylo
zjiSténo, Ze zpusob homogenizace nema na vytéinost nukleové kyseliny vliv. V obou

pfipadech bylo mnoZstvi gDNA témér shodné. Vysledky jsou zpracovany v tabulce 10.

Tabulka 10: Koncentrace gDNA po homogenizaci dvéma zpusoby

Vzorek Koncentrace [ng/pl]
1A 111,05
1B 111,64

5.3 Testovani efektivity sady primerd Hco_ITS2

Pro testovani efektivity sady primer( Hco_ITS2 byla templatem gDNA vyizolovana
z 500ti vajicek rodu H. contortus. Pro testovani bylo pouZito 5 koncentraci gDNA, které byly
fedény desitkovou fadou. Byly zkouseny 2 teploty nasedani primer(i (annealingu). Nejprve
byla pro tuto fazi zvolena teplota 60 °C. V dalSim pokusu byla teplota snizena na 57 °C. Doba

trvani této faze byla 20 s.

V pripadé vyssi teploty Ucinnost primer( dosahovala 89 %. Tato hodnota nebyla pfilis
vysokad, proto byla zkouSena také teplota annealingu 57 °C, u které byla o¢ekdvana efektivita
lepsi.

Ve druhém pripadé byla teplota druhé faze PCR reakce prenastavena na 57 °C. Zaznam
reakce je patrny na obrazku 10, kde mlizZeme vidét narlst fluorescence v zavislosti na poctu
cykll. Je zde zobrazeno 5 koncentraci. Vidy dana hladina byla méfena v duplikdtu. Dvojice

duplikatl je vyznacena Cervenou a Zlutou kfivkou.
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Obrdzek 10: Zdznam RT-PCR pri teploté annealingu 57 °C

Amplification Plot — graf amplifikace, Cycle — cyklus

Soucdsti méreni byla také krivka teploty tani (melting curve), ktera ukazuje teplotu tani
jednotlivych PCR produktl. Nespecifické PCR produkty obvykle mivaji nizsi teplotu tani
nez PCR produkty specifické. Pomoci kfivky tani zjistime zménu intenzity fluorescence
pfi riznych teplotach. V nasem pfipadé mizeme na obrazku 11 vidét stejné krivky teploty
tani, ve vSech hladinach koncentraci vznikd tedy jeden totoZny produkt. Teplota tani tohoto

PCR produktu je kolem 78 °C.

Melt Curve Plot

Derivative Reporter (—~Rn)

Temperature (*C)

Obrdzek 11: Krivka teploty tani PCR produktu
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Pro vypocet Ucinnosti byl vytvofen graf zavislosti detekovaného kvantifikaéniho cyklu
na logaritmu koncentrace (relativni hodnoty vypocitané z fedici fady). Na ose y jsou
zaznamenané cykly, v nichZ byla prekro¢ena hranice detekce (treshold line), na ose x jsou
vyobrazeny logaritmy jednotlivych hladin koncentraci z fedici fady. Pro vypocet ucinnosti
byla pouZita smérnice ziskané primky (y = -3,3694x + 34,4327) a vypocitana byla dle rovnice
Eff = 107-(1/-3,3694)-1. U¢innost pfi 57°C dosahovala 98 %, co? je velmi dobry vysledek.
Proto v ndslednych PCR reakcich byla pouzita tato nizsi teplota annealingu. Na obrazku 12 je

znazornén graf s vypoditanou rovnici a korelaénim koeficientem, ktery je vtomto pfipadé

0,9944.
Ucinnost Hco ITS2

30,000
bt @®-....
& 25,000 P
£ 20,000 Q..
= 9.,
g 15,000 g
< 10000 y =-3,3694x+34,429
g R2=0,9944
= 5,000
=
“ 0,000

0 1 2 3 4 5 6 7

Logaritmus koncentrace

Obrazek 12: Graf pro vypocet ucinnosti primeri Hco_ITS2

5.4 Testovani zkFizené reaktivity primerd

Pfi tomto experimentu jsme pouZily primery Hco ITS2, Tel_ITS2, Tri_ITS1 a Cha_COl.
Templatem zde byla vyizolovand gDNA z dospélych jedinch H. contortus, T. circumcinta,
Trichostrongylus a Ch. ovina. PouZita koncentrace gDNA téchto parazitl je uvedena v tabulce
11. Kazdy z primerQ byl pouzit se vSemi templaty. Ocekavalo se, Ze dané primery budou
reagovat pouze s tim templatem, na ktery jsou navrzeny. K detekci fluorescence zde bylo

pouzito barvivo SYBR Green |I.
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Tabulka 11: Koncentrace gDNA ostatnich paraziti

Templat Koncentrace [ng/ul]
H. contortus 2,538
T. circumcinta 0,608
Trichostrongylus 0,243
Ch. ovina 1,866

5.4.1 Sada primerti Hco_ITS2

Na obrazku 13 mulZeme pozorovat zaznam PCR amplifikace s pouZitymi primery
Hco ITS2. Tyto primery casteéné amplifikovaly kromé gDNA H. contortus také gDNA
ostatnich parazit(. Pravdépodobné cilové oblasti jsou u rlznych parazitl z urcité casti
shodné a primery nasedaji také na jiny templat, neZ na ktery jsou navrZeny a dochazi tak

k nespecifické amplifikaci.
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Obrdzek 13: Zdznam RT-PCR pri pouZiti primer( Hco_ITS2
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5.4.2 Sada primeri Tel_ITS2

U tohoto parazita nebyla Zadna zkfizena reaktivita pozorovana. Primery amplifikovaly
pouze gDNA T. circumcinta. Tyto primery pfedstavuji vzorovy priklad, jak by spravné méla
amplifikace vypadat. Na obrazku 14 vidime zaznam amplifikace, véetné nulové odezvy

v kontrolni reakci bez templatu.
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Obrdzek 14: Zdznam RT-PCR pfi pouZiti primert Tel _ITS2

5.4.3 Sada primert Tri_ITS1

U tohoto parazita mUzeme na obrdzku 15 vidét, Zze primery amplifikovaly nejen gDNA
rodu Trichostrongylus, ale ¢aste¢né také ostatni gDNA. Nejvice je vSak spravné detekovana
gDNA rodu Trichostrongylus. Neni zde tak velka zkfizena reaktivita jako u primer( Hco_ITS2.

Primery na detekci tohoto parazita by se daly pouZit k dalSim experimentim.
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Obrazek 15: Zaznam RT-PCR pri pouZiti primert Tri_ITS1
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5.4.4 Sada primerti Cha_COl

U této sady primerl dopadla amplifikace také velmi dobfe, primery detekovaly
zejména gDNA Ch. ovina. Na obrdazku 16 je v pokrocilych cyklech vidét, Ze dochazi k ¢aste¢né
amplifikaci také jiné gDNA, je to vSak jiz na hranici meze detekce, neni to tedy nic, co by

mélo zasadné ovliviiovat analyzu. Také tyto primery by se daly k dalSim pokusim pouZzit.
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Obrdzek 16: Zaznam RT-PCR pri pouZiti primert Cha_COl

5.5 Zkouseni TagMan sondy

ProtozZe pfi testu zkfizené reaktivity amplifikovaly primery Hco_ITS2 také ostatni gDNA,
bylo ndsledné vyzkouseno zvysSeni specifity RT-PCR pouzitim TagMan sondy misto
fluorescenéniho barviva SYBR Green I. Byly testovany rizné koncentrace primer( Hco_ITS2
asondy. Nejprve byla ponechdna findlni koncentrace primer( jako v ostatnich
experimentech, tedy 100 nM a k tomu byla pfidana 100 nM sonda. Ve druhém pfipadé byla
koncentrace primerl ponechdna stejnd a koncentrace sondy byla zvysena na 200 nM.
Ve tretim pripadé se zvysila i koncentrace primer( na 200 nM. K tomu byla jako templat
pouzita gDNA H. contortus, vyizolovana z 500ti vajicek. Byla naredéna 1 000x a 10 000x.
Koncentrace tedy byla 132,3 pg/ul a 13,23 pg/ul. Z téchto dvou koncentraci byla vypocitana
»ucinnost”. Nejedna se vSak o skute¢nou ucinnost, jelikoz dvé rfedéni ke zjisténi efektivity
nejsou dostatecné. Na obrazku 17 je zndzornén pribéh PCR reakce. Jednotlivé kfivky ukazuji

rizné poméry koncentraci primer(i a sondy, které jsou popsany vyse.
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Obrdzek 17: Zaznam RT-PCR pfi pouZiti riznych koncentraci primeri Hco_ITS2 a FAM

Ptipad, kde byla koncentrace primer(i i sondy 100 nM, ukazuje obrazek 18. Zde byla
,ucinnost” vypocitana na 80 %. Na obrazku 19 je zndzornéna koncentrace primert 100 nM
a sondy 200 nM. V tomto pfipadé byla ,ucinnost” stanovena na 71 %. Na obrdzku 20 je
znazornéna treti moznost, tedy koncentrace primer i sondy 200 nM. Zde ,ucinnost”
dosahovala 100 %. Tento pomér koncentraci vychazel tedy ze vSech moZnosti nejlépe.

Pro dalsi analyzy s vyuZitim TagMan sondy byla vidy zvolena pravé tato koncentrace sady

primerd a sondy.

Primer i sonda 100nM Primer 100 nM, sonda 200 nM
§ 2 g 22
£ 20 .. 2 20 ‘.
§ 18 | Y="3,9202x+29,268 L % 18 y=-4,295x+30,9 o
< 16 E 16
- 0 1 2 3 4 > 0 1 2 3 4

Logaritmus koncentrace Logaritmus koncentrace

Obrdzek 18: Testovdni koncentrace primer(i  Obrdzek 19: Testovdni koncentrace primerd
i sondy 100 nM 100 nM a sondy 200 nM

Primer i sonda 200 nM

W

§ 20

S e

§ 18

E y=-3,3256x+26,604 g

= 16 . o . o .

3 0 1 5 5 s Obrazek 20: Testovdni koncentrace primerd i
Logaritmus koncentrace sondy 200 nM
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5.5.1

Stejné jako byla testovana efektivita primerd Hco ITS2 s vyuzZitim fluorescencniho
barviva SYBR Green |, byla dikladné testovana také efektivita TagMan sondy s primery
Hco_ITS2. Finalni koncentrace primer( a sondy byla tedy 200 nM. Jako templat bylo pouzito
6 desitkovych fedéni gDNA vyizolované z 500ti vaji¢ek H. contortus. Pocatecni koncentrace
byla 13,23 ng/ul. Nasledné bylo 6 redéni pouZito pro vypocet Ucinnosti. Ta byla vypocitana
zrovnice prfimky y = -3,3903x + 34,949 skorelacnim koeficientem 0,9952. Efektivita

dosahovala 97 %. Na obrdzku 21 je znazornén pribéh PCR reakce. Na obrazku 22 je graf,

Efektivita TagMan sondy

pouzity pro vypocet ucinnosti.
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Obrazek 21: Zdznam PCR reakce pfi testovadni efektivity TagMan sondy
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Obrazek 22: Vypocet efektivity TagMan sondy
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5.5.2 Testovani zkrizené reaktivity pfi pouziti TagMan sondy

VSechny primery, kromé Hco_ITS2, vykazovaly dobrou specifitu ve zkfizené reakci
pfi pouZiti barviva SYBR Green |. Abychom zvysily specifitu i u primer( Hco_ITS2, bylo
vyzkouseno pouziti TagMan sondy. Pro testovani zkfizené reaktivity pfi pouZiti TagMan
sondy byla jako templat pouzita gDNA H. contortus o koncentraci 1,323 ng/ul. DalSim
templatem byla gDNA z ostatnich parazitl, konkrétné z T. circumcinta, Trichostrongylus
a Ch. ovina. Koncentrace téchto templatll jsou uvedeny vtabulce 11 (kapitola
5.4 Testovani zkfizené reaktivity primera). Findlni koncentrace primeru i sondy byly 200 nM.
TagMan sonda je specifickd sonda, kterd by méla vykazovat signal pouze pfi amplifikaci
gDNA H. contortus. Oc¢ekavali jsme, Ze v pfipadé poufZiti ostatnich vySe zminénych templatd,
nebude patrna zadnd amplifikace. Zdznam PCR reakce mizeme vidét na obrazku 23. Cervena
a Zlutd krivka zde predstavuje amplifikaci gDNA H. contortus. Ostatni zelené a tyrkysové
zelené krivky znaci gDNA jinych parazit. VSe bylo méreno v duplikatu. Ze zdznamu je patrné,
ze k nejvétsi amplifikaci doSlo u gDNA ziskané z H. contortus. Doslo vsak i k amplifikaci gDNA
T. circumcinta, Trichostrongylus i Ch. ovina. V naSem experimentu tedy pouZiti SYBR Greenu |

ani TagMan sondy neni vysoce specifické pro gDNA H. contortus.
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Obradzek 23: Zaznam RT-PCR pri testovdni zkfiZzené reakce s pouZitim TagMan sondy
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5.6 Testovani efektivity referen¢nich genli FARB, NCBP a GAPDH

Jelikoz sada primer( Hco_ITS2 s vyuZitim fluorescenéniho barviva SYBR Green |
ani TagMan sondy nebyla dostatecné specificka, aby amplifikovala pouze gDNA H. contortus,
byly testovany také referenéni geny FARB, NCBP a GAPDH. Na uvod byla zkousSena také jejich
efektivita. Testovani probihalo stejnym zplsobem jako testovani ucinnosti primert
Hco_ITS2. Jako templdt byla pouZita gDNA vyizolovana z vajicek H. contortus. Jednotlivé
koncentrace jsou popsany v tabulce 7 (kapitola 4.3.8 Stanoveni Ucinnosti referenénich gena

FARB, NCBP a GAPDH).

Efektivita referenéniho genu FARB byla vypocitdna ze sestavené rovnice primky
y =-3,5147x + 33,912 s korela¢nim koeficientem 1. Efektivita tohoto genu byla 93 %.
Efektivita genu NCBP byla vypocitdna zrovnice pfimky y=-3,5206x + 34,562, korelacni
koeficient byl 0,9997. U tohoto genu byla Gcinnost 92 %. U GAPDH byla zjiSténa rovnice
primky y =-3,4696x + 34,24, korela¢ni koeficient byl 0,9998. U¢innost dosahovala 94 %.
Vsechny tyto hodnoty predstavuji vysoka Cisla. Tyto referenéni geny se bézné v laboratotich
molekuldrni analyzy pouzivaji, nicméné v jinych aplikacich (pro normalizaci dat pti stanoveni

hladin mRNA rdznych genll). Na obrdzcich 24, 25 a 26 jsou zndzornény grafy pocitanych

efektivit.
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Obrazek 24: Stanoveni efektivity referencniho genu FARB
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Obrdzek 25: Stanoveni efektivity referencniho genu NCBP
GAPDH
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Obrdzek 26: Stanoveni efektivity referencniho genu GAPDH

5.7 Testovani Hco_ITS2, FARB, NCBP a GAPDH

Tomuto experimentu predchazela izolace gDNA. K trusu byla uméle pfidana vaji¢ka
H. contortus v mnozstvi 1 000 a 10 000. Izolace byla provadéna v tripletech a probihala podle
navodu uvedeného v kapitole 4.3.4 Zpracovani vykalG a izolace gDNA. Vyizolovana gDNA
byla ndsledné 10x nafedéna. Takto pfipravena gDNA slouzila jako templat pro testovani gent
Hco ITS2, FARB, NCBP a GAPDH. Koncentrace 1 000 a 10 000 vajicek méla poukazat, jaka
bude amplifikace pri dvou rdznych hladinach. Na obrazcich 27, 28, 29, 30 je patrna

amplifikace jednotlivych gena.
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Obrdzek 27: Zdznam amplifikace genu ITS2
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Obrdzek 28: Zaznam amplifikace genu FARB
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Obrazek 29: Zaznam amplifikace genu NCBP
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Obrdzek 30: Zdznam amplifikace genu GAPDH

Zvyse uvedenych obrazk( je patrné, Ze kdalSim analyzdch neni moiné pouzit
referencni geny GAPDH a NCBP. U téchto genli neni zadny rozdil vamplifikaci dvou
rozdilnych hladin. Naopak u gent ITS2 a FARB je zietelny odlisny pribéh amplifikace gDNA
vyizolované z1 000 a 10000 vajicek. Ze ziskanych hladin byl vypolten pomér mezi
jednotlivymi vzorky, ktery by idedlné mél odpovidat rozdilu deseti (v koncentrovanéjsim
vzorku bylo 10x vice vajicek). Pro primery Hco ITS2 tento pomér odpovidal 9,07x,
pro primery FARB pouze 3,75x. Z vypocltenych pomérl tedy vyplyva, Ze pouze primery

Hco_ITS2 jsou vhodné pro detekci H. contortus v trusu ovci.

5.8 Porovnani RT-PCR s vyuzitim SYBR Green | a TagMan sondy

Z pfedchoziho kapitoly je zrfejmé, Ze primery pro referenéni geny nejsou vhodné
k dalsSim pokusim. | pres zkfizenou reaktivitu jsme se tedy nadale zabyvaly pouze sadou
primerd Hco ITS2. V nasledujici analyze jsme porovnavaly obé metody detekce pfi vyuZiti
primerd Hco ITS2. V prvnim pripadé bylo k detekci pouZito fluorescencni barvivo SYBR

Green |. Ve druhém pfipadé byla do reakce pfidana TagMan sonda.

Experimentu predchazela izolace gDNA z vaji¢ek H. contortus, kterd byla uméle pfidana
ke vzorku trusu. Do trusu jsme oddélené pridaly 1 000, 100, 10, 1 a Zadné vaji¢ko. Jedno
vajicko bylo pfidano s pomoci mikroskopu. Z kapky suspenze byla odsata prebytecna vajicka.

Jedno vajicko, které zlstalo na podloznim sklicku bylo splachnuto ke vzorku trusu.
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Obrazek 31 ukazuje metodu, kdy k detekci gDNA bylo vyuZito barvivo SYBR Green I.
Na obrdzku 32 je zndzornéna reakce s vyuzitim TagMan sondy. Ze zdznaml je patrné, Ze oba
zpUsoby detekce jsou v korelaci. Detekéni limit se u obou metod nachdzi v rozmezi 10-100
vajicek na gram trusu. U metody s vyuzitim SYBR Green | je zaznamenana kfivka v negativni
kontrole ve stejné oblasti jako u templatu izolované z Cistého trusu (bez pridavku vajicek),

pro spravnou detekci by tedy bylo zapottebi pouzit ,korekéni faktor”.
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Obrdzek 31: Zdznam RT-PCR s vyuZitim SYBR Green |
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Obrdzek 32: Zaznam RT-PCR s vyuZitim TagMan sondy
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6. Diskuze

Pfezvykavci byvaji napadeni rlznymi parazity, ktefi zpUsobuji vice ¢i méné zdvaina
onemocnéni. Nejcastéjsimi plvodci jsou gastrointestinalni hlistice. Mezi né se fadi také
Haemonchus contortus, Cesky vlasovka slezovd, ktera je parazitem malych prezvykavcl
Zijicich v rGznych klimatickych podminkach po celé zemékouli. Infekce nejen, Ze ohroZuje
zdravi zvifat, ale také zpUsobuje zdvainé ekonomické problémy celé farmy. Dochazi
k rychlému poklesu produkce uzitkovych surovin. Napfiklad v Austrdlii jsou financni ztraty
zpUsobené parazitickymi hlisticemi vycisleny na miliardu dolarG. Dalsi desitky miliard jsou
vyuzity k lé¢bé zvirat. Terapie je uskute¢iovana pomoci anthelmintickych pfipravka. Jejich
dlouhodobé uzivani vsak vede kanthelmintické rezistenci, ktera znesnadnuje terapii
a prohlubuje ekonomické ztraty. V soucasné dobé je anthelmintické rezistenci vénovana
vysoka pozornost vrlznych statech Evropy. Je zapotfebi vyvinout alternativni zplsob
kontroly parazitickych hlistic (Skorpikova et al, 2020; Paféo and Modry, 2021; Rashid et al.,
2019).

Infekce ovci a koz jsou nejcastéji diagnostikovany zakladnimi koprologickymi
metodami. VyuzZiva se zde vzorku trusu obsahujici hledana vajicka, kterd se nasledné hodnoti
mikroskopicky. Vajicka jsou vSak c¢asto morfologicky nerozlisitelna, a proto tyto metody
neumoznuji zarazeni do nizsi taxonomické drovné. Vhodnéjsimi metodami jsou molekularni
techniky, zalozené na PCR. Kromé vyssi ceny molekularnich metod, prinasi tato analyza
mnoho vyhod, jako je Uspora ¢asu nebo vysoka presnost. Navic technika RT-PCR je
v soucasné dobé povaZovana za rutinni metodu ve vétSich molekuldrnich laboratofich (Paféo

and Modry, 2021; Reslova et al., 2021).

V nasi praci jsme se zaméfili zejména na hlavni druhy hlistic parazitujici u ovci. Kromé
toho jsme zminili také Ashworthius sidemi. Jednd se o parazita, ktery je morfologicky velmi
podobny H. contortus. Do Evropy byl zavleCen prostiednictvim jelena sika v poloviné
20. stoleti. Postupné se vsak A. sidemi rozsitil také mezi ostatni volné Zijici pfezvykavce.
V soucasné dobé byl tento parazit experimentdlné prokazan také u ovci (Reslova et al.,
2021). Castym parazitem ovci je také parazit N. battus, jeho? vajicka jsou viak dostate¢né
morfologicky odliSitelnd od ostatnich druhi GIN, proto jsme se diagnostikou této hlistice
pomoci molekuldrni metody tolik nezabyvali.
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Cilem bylo vyzkouset diagnostiku jednotlivych GIN z trusu ovci pomoci RT-PCR. Celd
prace navazovala na ¢lanek vydany Reslovou et al., 2021, kde testovali identifikaci GIN

ve vzorcich stolice ovci pomoci multiplexnich testd RT-PCR.

Ackoli se molekularni metody zaloZzené na PCR jevi jako vysoce specifické
pro detekci DNA parazita, existuji doposud pouze tfi studie, zabyvajici se diagnostikou infekci
GIN pfimo z trusu (Hoglunda et al., 2019; Sweeny et al., 2011; Roeber et al., 2012). Zda se,
ze hlavni divod tkvi zejména v pfitomnosti fekdlnich inhibitord. Diagnostika GIN pomoci
molekuldrnich metod se doposud tyka predevSim extrahovanych vajicek. Neustdlé
zdokonalovani extrakce gDNA ztrusu, a tak eliminace fekdlnich inhibitorl, umozniuje
vyizolovat gDNA, ktera je nadale vhodna k analyzam zaloZzenym na PCR. V soucasnosti tato

technologie predstavuje doplnék ke koprologickym metodam (Reslova et al., 2021).

Ve studii Hoglunda et al. detekovali dva zdastupce GIN, konkrétné H. contortus
a T. circumcinta, pomoci metody ddPCR (Droplet Digital PCR). Vysledky byly nasledné
porovnavany s mikroskopickou detekci vajicek. Mezi vysledky ziskanymi obéma metodami

byla zjisténa podstatna shoda (Hoglund et al., 2019).

Sweeny et al. ve svém ¢lanku srovnavali PCR s McMasterovou mikroskopickou
technikou. Pomoci téchto metod identifikovali T. circumcincta, Trichostrongylus spp.,
H. contortus, Oesophagostomum spp. a Ch. ovina. Mezi témito dvéma diagnostickymi testy
byla zjisténa vysoka uroven shody. Pouze 0,1 % vzork( bylo pomoci PCR vyhodnocena jako
negativni a podle McMasterovy metody pozitivni. Naopak tomu bylo u 2,1 % vzork(. PCR
testy v tomto pokusu vSak nebyly schopny detekovat kvantitu, na uréeni zdvaznosti infekce

bylo zapotiebi vyuzit flotaéni metodu (Sweeny et al., 2011).

Roeber et al. vytvofili nékolik studii zabyvajicich se diagnostikou GIN. V roce 2012
vyvinuli tandemovou multiplexni PCR (TM-PCR), kterd méla za ukol detekovat Haemonchus
spp., T. circumcincta, Trichostrongylus spp., Oesophagostomum spp., Ch. ovina a Cooperia
curticei z trusu. Tato metoda se ukdzala jako pfislib pro rutinni pouziti v praxi (Roeber et al.,

2012).

V praci jsme testovali sady primerl navriené k diagnostice nejbéznéjsich GIN
parazitujicich u ovci. U H. contorus byla pouzita sada primer( Hco ITS2 a referencni geny

FARB, NCBP a GAPDH. Dalsimi sadami primerQ ostatnich parazitd byly Tel ITS2, Tri_ITS1,
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Cha_COlI, Ash_ITS1 a Nem_SSU pro detekci Teladorsagia circumcinta, Trichostrongylus spp.,
experimentem v diplomové praci bylo testovani zkfizené reaktivity, pfi niz jsme zjistili,
Ze k diagnostice konkrétnich hlistic v trusu, je mozné vyuziti sady primer( Tel _ITS2, Tri_ITS1
a Cha_COl, jelikoz vykazuji vysokou specifitu ke svym templatim. U primer( Tel _ITS2 doslo
k amplifikaci pouze gDNA T. circumcinta. U primerQ Tri_ITS1 a Cha_COI doslo k nejvyraznéjsi
amplifikaci gDNA, na kterou byly dané primery navrieny. Byla zde vsak také castecné
amplifikovana gDNA ostatnich parazitli, avsak aZz v pokrocilych cyklech, tudiz by pouziti
téchto primerd v dalSich experimentech bylo moZzné. Pomoci téchto sad primer( je tedy
vhodnd diagnostika hlistic T. circumcinta, Trichostrongylus a Ch. ovina. Nicméné i zde by
se mohlo stat, kdyby prevazovala infekce parazitem, jehoz gDNA byla také castecné
amplifikovana, ze by mohla byt detekce faleSné pozitivni. Naopak primery Hco_ITS2 nejsou
ve smési gDNA dostatecné specifické, dochazi k vyrazné amplifikaci také jinych gDNA.
Pravdépodobné cilové sekvence nejsou dostatecné rozdilné. Za ucelem zvySeni specifi¢nosti
jsme misto detekéniho barviva SYBR Green | pouzili TagMan sondu. | zde vSak doslo
k amplifikaci také dalSich druhd hlistic. Pfi porovnani téchto dvou metod detekce nebyly
nalezeny zadné vyznamnéjsi rozdily, obé metody amplifikace byly v korelaci. Kromé primera
Hco ITS2 byly zkouSeny také referenéni geny FARB, NCBP a GAPDH bézné pouzivané
pro normalizaci pti klasickém RT-PCR. U téchto gen( byla testovana amplifikace dvou hladin
gDNA H. contortus, kdy druha hladina byla 10x koncentrovanéjsi. Amplifikace referencnich
genll NCBP a GAPDH se jevila jako nevhodna, nebot nebyl Zadny rozdil v amplifikaci. U genu
FARB byla u koncentrovanéjsiho vzorku pozorovana detekce v nizsich cyklech, ale pomér

mezi dvéma hladinami nebyl dostateény (pouze 3,75x).

V ¢lanku Reslové et al. porovnavali multiplexni testy RT-PCR s koprologickou metodou
EPG. Pomoci RT-PCR byly detekovany stejné hlistice jako v nasSi diplomové praci
(H. contortus, T. circumcinta, Trichostrongylus spp., N. battus, Ch. ovina a A. sidemi). V ¢lanku
byly vyuZivany stejné sady primer(. K zobrazeni byly pouzity dualné znacené hydrolyzacni
sondy FAM, HEX TxRd a Cy5. Jako referencni kontrola zde byla pouzita gDNA vyizolovand
z dospélych jedincl kazdého druhu a vnitini kontrola zajisténa pomoci pfidavané plasmidové
DNA, ktera obsahovala stejnou sekvenci, na kterou bylo cileno v multiplexnim testu. Citlivost

byla nejprve testovana v samostatnych reakcich pro kazdého parazita, nasledné byla ovérena
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v multiplexni smési. Pfi vyhodnocovani dat byla vyznamna shoda v zdvaznosti infekce
zjisténé obéma metodami. Bylo prokazano, Ze u tfi vzorkd, které byly koprologicky negativni,
byla infekce pomoci molekuldrni metody prokazana. Dva z téchto tfi vzorkl byly podle
RT-PCR silné pozitivni, byla u nich zjisténa zadvaind infekce. MoZnym vysvétlenim podle védcu
by mohlo byt vysoké zastoupeni vyvijejicich se larvalnich stadii v obdobi odbéru vzorka.
Molekularni techniky se tedy jevi jako citlivéjsi. V ¢lanku vSak neni uvedeno, zda byl
proveden test zkfizené reaktivity jednotlivych sad primera, ktery byl v nasi praci rozhodujici.
Neni tedy zfejmé, zda primery Hco_ITS2 spravné amplifikovaly pouze gDNA H. contortus.

Jedna se o pomérné dlleZitou zkousku, kterd by mohla vysledky celého ¢lanku zménit.
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7. Zaver

V diplomové praci jsme identifikovali nejznaméjsi GIN parazitujici u ovci pomoci
metody RT-PCR. V béZné praxi se infekce témito parazity stanovuje pomoci koprologickych
metod, které vsSak nejen Ze jsou narocné na cas, ale také vyZaduji zkuSené odborniky
k hodnoceni jednotlivych druhl vajicek pod mikroskopem. Molekuldarni metoda RT-PCR
se v soucasnosti jevi jako velmi presnd a citlivd, proto jsme se rozhodli vyzkouset tuto
techniku v laboratofi. Hlistice byly detekovany pfimo z trusu ovci. Pomoci izolaéniho kitu
jsme byli schopni ziskat gDNA, kterd byla vhodnd k amplifikaci. Ta probihala za vyuziti
rGznych sad primer0 (Hco_ITS2, Tel _ITS2, Tri_ITS1, Cha_COI, Ash_ITS1 a Nem_SSU), které
byly navrieny na detekci jednotlivych parazitli. Primery Tel_ITS2, Tri_ITS1 a Cha_COl
vykazovaly pomérné dobrou specifitu ke svym tepldtim. Sada primerd Hco ITS2 vsak
ve velkém amplifikovala také gDNA ostatnich parazitl. Proto byly zkouseny také referencni
geny FARB, NCBP a GAPDH. U téchto primerd byl vSak nedostatecny, anebo Zadny rozdil
v amplifikaci dvou rdznych hladin gDNA. Zvysit specifitu primerl Hco_ITS2 jsme zkusili
pomoci dvou raznych metod detekce. Kromé fluorescenéniho barviva SYBR Green | jsme
pouzili také hydrolyzaéni TagMan sondu, kterda by méla specificky detekovat pouze gDNA
H. contortus. Obé metody vsak amplifikovaly také ostatni gDNA, tudiz pro wvyuZiti
v multiplexni analyze nejsou vhodné. Cilové sekvence sady primerd Hco ITS2

pravdépodobné nejsou dostatecné odlisSné od sekvenci ostatnich parazit(.
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8. Seznam pouzitych zkratek

AFLP — polymorfismus délky amplifikovanych fragmentu
AR — anthelminticka rezistence

BZ — benzimidazoly

cDNA — komplementarni DNA

COX1 — cyklooxygendza 1

dATP — deoxyadenosintrifosfat

dCTP — deoxycytidintrifosfat

ddPCR — digitalni kapkova PCR

dGTP — deoxyguanosintrifosfat

dTTP — deoxythymidintrifosfat

EPG — pocet vajicek v 1 gramu trusu

gDNA — genomova DNA

GIN — gastrointestinalni hlistice

L1, L2, L3, L4 — larvalni stadia H. contortus

MRNA — mitochondridlni RNA

NTC — negativni kontrola

PCR — polymerdzova retézova reakce

PCR-SSCP — polymerazova rfetézova reakce-jednovlaknovy konformacni polymorfismus
RAPD — ndahodna amplifikace polymorfni DNA

RFLP — polymorfismus délky restrikénich fragmentt
RT-PCR — polymerazova fetézova reakce v realném case

TM-PCR — tandemovda multiplexni PCR
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12. Pilohy

12.1 Sekvence pouzivanych primeru

Primer Sekvence (5'-3') Druh
Hco ITS2_F CGTGATGTTATGAAATTGTAAC H. contortus
Hco ITS2_R CTCAGGTTGCATTATACAAAT
Tel ITS2_F TACTACAGTGTGGCTAACATA T circumcinta
Tel ITS2_R TTCATTGAGTACATTCAAATAGTAG
Tri ITS1_F GCAATAATACCGCCTCATCG .
T~ Trichostrongylus
Tri_ITS1_R CATAATGGCGTCTAGGCGAG
Cha_COI_F CACAGGTGTTAAGGTTTTTAG h. ovi
. ovina
Cha_COI_R CAACCTAGAATTTGACAATACTAC
Hco NCBP_F CCGAGCAGATACCGAAAATGC
H. contortus
Hco NCBP_R CGAAGCCTGCATCATAGTCCA
Hco FARB_F TGCCAAGGACTATGCCAAGT
- - H. contortus
Hco FARB_R TGAGTGCGTCGATCTTTCCC
Hco_GAPDH_F2 ACGAGACCTACAATGCAGCC
- - H. contortus
Hco_ GAPDH_R2 GCGAGACAGTTGGTGGTACA
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