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1 Uvod

Anthelminticka rezistence predstavuje rostouci problém pro chov hospodaiskych zvitat,
zejména v odvétvi malych piezvykavci. V poslednim desetileti byl v Evropé pozorovan
vyznamny pokles populace hospodaiskych zvirat, pfedevS§im u ovci a koz, ktery koreluje s
naristem rezistence vici anthelmintikim (Eurostat 2023).

Ctyti hlavni §iroce pouzivané skupiny anthelmintik — benzimidazoly (BZ),
imidazothiazoly, makrocyklické laktony (ML) a aminoacetonitrilové derivaty — Celi tomuto
problému. Odolnost proti anthelmintikim byla zaznamenana u riznych rodi hlistic. Mezi
hlavnimi rody vyskytujici se v Evropé patii Teladorsagia, Haemonchus a Trichostrongylus
(Papadopoulos 2012).

I kdyzZ rezistence u hlistic koni a skotu jesté nedosahla urovné pozorované jako u
malych ptfezvykavcil, dochazi u nich také k jejimu postupnému zvySovani (Kaplan 2004).

Cilem této resSersni prace je poskytnout shrnuti dostupnych informaci o anthelmintické
rezistenci, véetné mechanismu jejiho vzniku a zptisobu jejiho zkoumani. Vysledky mohou tak
prispet k lepSimu pochopeni této problematiky. Rozsahla ¢ast prace je vénovana strategiim
boje proti rozsifeni rezistence, které mohou byt kli¢em k udrzitelnosti chovu hospodaiskych

zvitat a zachovani Gi¢innosti stavajicich skupin anthelmintik.
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Obr. 1. Ekonomické udaje z 18 zemi Evropy ukazujici vy¢isleni finan¢nich ztrat zpisobené helmintorezistenci ve spojeni
s veterinarni pé¢i (Phys.org 2020).
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2 Rezistence

Prichard a kol. (1980) definovali rezistenci jako jev, ktery se vyskytuje, pokud je v populaci
parazitll ptitomen vyssi podil jedinct, ktefi jsou schopni tolerovat urcité davky 1é¢iv nez v

bézné populaci stejného druhu, ktera je vici dané davce 1é¢iva vnimava.

2.1 Vyvoj rezistence

2.1.1 Rezistence jako pfed-adaptivni jev a selekéni tlak

Fenomén anthelmintické rezistence jako ptfed-adaptivniho jevu lze vysvétlit tim, Ze zmény
v genech propujcujici rezistenci jiz existuji v urcitych fenotypech dané¢ho druhu (Jackson
1993).

Selekéni tlak je postupny proces a probiha ve tfech fazich. Pocatecni faze znamena
nizkou frekvenci rezistentnich jedinci v populaci. Pii pokracujici expozici 1€kt nasleduje
prostfedni faze, ve které se zvySuje frekvence heterozygotnich rezistentnich jedinci v
populaci. Dalsi vyvoj rezistence zavisi na tom, zda se z této faze stane prevazné homozygotni
populace rezistentnich jedinci (Jackson 1993). K tomu mize pfispivat i vysoka plodnost
gastrointestinalnich hlistic, ktera umoznuje malym populacim rezistentnich ervii rychle
nariist béhem kratké doby, zvIasté v ptiznivych klimatickych podminkéch (Craig 1993).

Rezistence viici BZ poskytuje konkrétni ptiklad, kdy uz nekolik let po zavedeni této
tiidy 1€civ na zacatku 60. let byla hldSena rezistence u malych pfezvykavcet, coz naznacuje, ze
zmény v genech propujcujici rezistenci pravdépodobné existovaly v populaci H. contortus jiz

diive, nez byly BZ zavedeny na trh (Craig 1993, Roos a kol. 1990).

2.1.2 Frekvence a hromadné podavani anthelmintik
Mezi nejbéznéjsi faktory, jak ukazuji mnohé studie, patii frekvence podavani anthelmintik,
které je spiSe preventivni. Patii sem i podavani 1é¢iva hromadné pro celé stddo nebo pouZzivani
jednoho typu léCiva, které stejné tak miize pfispivat k rozvoji anthelmintické rezistence
(Falzon a kol. 2014, Jackson & Coop 2000, Papadopoulos 2008).

Jako ptiklad miizeme uvést relativné novou tiidu anthelmintik — aminoacetonitrilové
derivaty (monepantel). Piivodné byl monepantel (MPTL) povazovéan za u¢inny proti mnoha

rezistentnim parazitiim, avSak rezistence byla potvrzena jiz po tfech letech od jeho zavedeni



na trh. Rezistence na MPTL se objevila na ov¢i farmé v Nizozemsku v relativné kratkém
casovém useku. Bylo zjiSténo, Ze tato farma meéla relativné vysokou frekvenci pouzivani
MPTL, ktera ptesahovala doporucenou praxi v holandskych podminkach (Van den Brom a

kol. 2015).

2.1.3 Poddéavkovani
Poddavkovani mlze vést k podobnym dusledkiim. Podavéani niz§i davky, nez je potiebna,
zvySuje preZziti rezistentnich parazit (Craig 1993).

Kromé toho se nesmi piehlizet ani rozdilna biologickd dostupnost mezi jednotlivymi
hostitelskymi druhy zvitat. Napi. kozy, s rychlej§im metabolismem a pottebou 1,5-2krat vyssi
davky nez ovce, jsou Casto spole¢né chovany s ovcemi a dostavaji stejnou davku, coz vytvari
situaci ekvivalentniho poddavkovani, které tak ptispiva k rozvoji rezistence (Jackson & Coop

2000, Papadopoulos 2008).

2.2 Role enzyml metabolizujici xenobiotika

V organismu dochézi k transportu a biotransformaci vSech cizorodych latek, véetn¢ 1éki.
Enzymy, které metabolizuji xenobiotika (XME), hraji klicovou roli v u¢innosti 1é€iv, nebot
mohou pfeménit 1éky na neaktivni slouc¢eniny. U helminti mohou XME fungovat jako
ochranny mechanismus, chranici parazity pied toxickymi ucinky anthelmintik, coZ mize
ptispét k rozvoji rezistence (MatouSkova a kol. 2016).

Existuji vSak vyrazné mezidruhové rozdily v metabolismu xenobiotik mezi rGznymi
helminty. Studie provedené na riiznych helmintech ukazuji na rozmanitost téchto enzymu a
jejich potencidlni roli v 1ékové rezistenci. Nejvice vyvinuty biotransformacéni systém maji
hlistice, coz muze vysvétlit rychly rozvoj rezistence. Vyzkum v oblasti metabolickych
procesti mize piinést cenné poznatky o rezistenci vici anthelmintikiim (Matouskova a kol.

2016).

2.2.1 XME 1. faze

Biotransformacni enzymy prvni faze zvySuji hydrofilnost latky vlozenim nebo odhalenim

hydrofilnich skupin. Hlavnimi enzymy jsou cytochromy P450 (CYPs), které metabolizuji



riznorodou Skélu endogennich a exogennich substrati pomoci oxiddzové, peroxidazové
a reduktazové aktivity. U helmintl je vyraznd genetickd variabilita geni CYP, pfiCemz H.
contortus ma dokonce vice gent této rodiny. Oxidace anthelmintik, jako je albendazol, muze
pfispivat k rozvoji 1ékové rezistence. Studie rovnéz naznacuji spojitost mezi zvySenou expresi
téchto enzymu a rezistenci u H. contortus (Matouskova a kol. 2016).

M¢én¢ Casta cesta biotransformace je redukce, ktera je hlavni cestou pro anthelmintika
obsahujici karbonylové skupiny — flubendazol a mebendazol. U helminti je zaznamenan
vyznamny pocet genl kodujicich enzymy reduktdz a dehydrogendz, zejména patiicich do
skupin dehydrogenaz/reduktaz kratkého fetézce a aldo-ketoreduktdz, které jsou zodpovédné
za metabolizaci aldehydd a ketont. U rezistentnich kment H. contortus byly zaznamenany

vys$i aktivity karbonylreduktdz ve srovnani s citlivymi kmeny (Matouskova a kol. 2016).

2.2.2 XME II. faze

Biotransformac¢ni enzymy druhé faze jsou zodpovédné za konjugacni reakce s endogennimi
latkami. Nejrozsifenéjsi superrodinou téchto enzymu jsou glutathion S-transferazy (GSTs).
Tyto enzymy jsou multifunkéni a hlavni cast jejich aktivity spociva v konjugaci sloucenin
s elektrofilnimi centry na tripeptid glutathion. Hraji vyznamnou roli v detoxikaci latek.
U helmintl se podileji na detoxikaci lipidovych hydroperoxidia a karbonylovych sloucenin,
které¢ vznikaji v disledku oxidacniho stresu. Dosud vSak neni jasny mechanismus regulace
GSTs v souvislosti s 1ékovou rezistenci (MatouSkova a kol. 2016). Behem biochemické
analyzy cytosolické formy glutathion S-transferazy z Echinococcus granulosus (EgGST),
ktera byla uspésn¢ produkovéna jako rekombinantni protein (rEgGST), byla odhalena citlivost
enzymu na urcité tfidy anthelmintik, konkrétné hexachlorofen a rafoxanid. To naznacuje, ze
rEgGST by mohl hrat roli v mechanismech rezistence parazita vici t€émto anthelmintikiim
(Harispe a kol. 2010).

UDP-glykosyltransferazy (UGTs) ptedstavuji dalSi skupinu enzymil zapojenou do
metabolismu xenobiotik ve druhé fazi biotransformace. Tyto enzymy katalyzuji reakce
glukuronidace a glykosylace, ¢imZz zvySuji hydrofilitu lipofilnich slou¢enin a zlepSuji
dostupnost pro efluxni transportéry. U organismt C. elegans a H. contortus byla glykosylace
identifikovana jako hlavni deaktivacni cesta pro benzimidazolova anthelmintika. Nékolik
studii prokdzalo vyznam UGTs v lékové rezistenci, zejména u H. contortus, kde byly
identifikovany zvySené hladiny té€chto konjugati s anthelmintiky, zejména s BZ, u

rezistentnich kmend. Zapojeni do metabolismu xenobiotik ukazuje i studie genomu H.
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contortus, kde bylo zjisténo, ze nékteré geny jsou vysoce homologni a nachézeji se ve
shlucich v malé oblasti genomu, coz naznacuje mozny vznik opakovanymi genovymi
duplikacemi. UGT geny mohou byt specifické pro urcité skupiny helmintt a jejich role miize
byt spojena s zivotnim stylem a interakci s hostitelskym prostfedim (Matouskova a kol.

2016).

2.3 Role efluxnich transportér

Membranové efluxni transportéry, jako jsou ABC (ATP-binding cassette) transportéry,
napiiklad multirezistentni P-glykoproteiny (PGP), snizuji koncentraci lé¢iv na cilovych
mistech, coz vede ke sniZeni Uc¢innosti 1éku a potencidlnimu selhdni terapie (Matouskova a
kol. 2016, Lespine a kol. 2011).

Hlistice vyuzivaji genovou regulaci jako mechanismus vi¢i toxickému ucinku
anthelmintik. Tyto transportéry jsou nadmérné exprimovany jako odpovéd’ na lécbu, coz vede
k rozvoji rezistence na rtiznd anthelmintika, véetné ML, jako je ivermektin (IVM). Vyzkum
provedeny Ardelli a Prichard (2013) prokazal, ze C. elegans reaguje na anthelmintika
prostiednictvim regulace PGP. Nadmérna exprese PGP byla pozorovana jak u citlivych, tak
také u rezistentnich kmenti vystavenych IVM. Delece specifickych PGP genl vedla ke
zvysené citlivosti na IVM, coz ovlivnilo motilitu ¢ervii. Vyzkum naznacuje, ze PGP hraje roli
pfi ochrané C. elegans pied toxicitou IVM a inhibice PGP zvySuje nachylnost k IVM.
Inhibice téchto efluxnich pump mutize zvysit Gi¢innost 1éCby proti parazitim a zvratit rezistenci

(Lespine a kol. 2011).

2.4 Role genetické variability

Nematoda vykazuji vyraznou genetickou rozmanitost jak mezi riznymi populacemi, tak
1 v ramci jedné populace. Jejich genetické slozeni zahrnuje jak jadernou, tak mitochondrialni
DNA. Mitochondridlni DNA u nematod podléhd vysoké mife mutaci, a i jaderna DNA je
ruznorod4. Nematoda vyuzivaji posttranslacni modifikace, konkrétné alternativniho sestiihu
mitochondridlni DNA, k dosaZeni fyziologické diverzity a produkci rtiznorodych proteinti
z jednoho genu (Prichard 2001).

Vyssi geneticka diverzita v populacich nematod znamend vétsi variabilitu v genotypu

v

mezi jedinci, coz vede k rozmanit&jsi odpoveédi na anthelmintika. Z toho vyplyva, ze
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rezistentni alely mohou byt pfitomny v populaci ve vétsi mife. Pfi 1écb¢ anthelmintiky jsou
usmrceny paraziti s citlivym genotypem, avsak jedinci s rezistentnimi alelami pfeziji a mohou
tyto alely pfedat svym potomkiim. Timto zptisobem muze vyssi genetickd diverzita urychlit

narist rezistence na anthelmintika v dané populaci (Prichard 2001).

2.4.1 Geneticky ptivod rezistence u H. contortus

Rezistence u H. contortus ma slozity geneticky piivod. Naptiklad Levamisol (LEV), ktery
patii mezi nikotin acetylcholinovd anthelmintika, plsobi zvySenim vodivosti membrany
a depolarizaci otevienim neselektivnich iontovych kanalti propustnych pro Na™ a K (Martin
1997). Pro rezistenci vii¢i LEV jsou klicové geny, které koduji kationtové kanély ovladané
acetylcholinem. Tato rezistence je recesivni charakteristikou véazanou na pohlavi,
pravdépodobné ovlivnénou jedinym genem nebo skupinou genti (Craig 1993).

BZ patii mezi anthelmintika, kterd blokuji tvorbu mikrotubulli prostiednictvim
inhibice B-tubulinu. Uginky t&chto 1ékii se projevuji pomaleji nez u latek, které funguji jako
agonist¢ neurotransmiteru, a zahrnuji postupné vyhladoveéni hlistic v disledku poruch
sttevnich bunék a snizené produkce vajicek. BZ rezistence je spojena s mutacemi v izotypu I
a izotypu II B-tubulinu (Martin 1997, Prichard 2001).

ML, jako naptiklad IVM, ovliviiuji neurotransmiter glutamat, zejména zvySovanim
vodivosti membrany. Pfi tomto procesu dochazi ke zvySenému pruniku chloridovych iont
pfes glutamatem fizené chloridové kandly (GluCls), pficemz rizné podjednotky GluCl
vykazuji odlisnou citlivost viici ML. Tim postupné dochazi k paralyze a nésledné smrti
parazita. ML rezistence zahrnuje geny, jako jsou PGP, podjednotky GluCl a podjednotky
aniontovych kandli s fizenymi aminokyselinami, coZz naznacuje multigenni zaklad pro
rezistenci (Martin 1997, Prichard 2001).

Nejnov¢jsi tiida anthelmintik — derivaty aminoacetonitrilu, mezi néz patii MPTL, ma
také komplexni geneticky ptvod. Zpasob uinku MPTL zahrnuje cileni na nikotin
acetylcholinové receptory, konkrétné na nematodové specifickou podrodinu degenerinovych
sodikovych kanalt (DEG-3), jako je naptiklad Hco-MPTL-1 u H. contortus. Slozitost ptivodu
rezistence vychazi z pfitomnosti mnozstvi mutaci v genu Hco-MPTL-1 u rezistentnich
izolatl, které zptsobuji defekty v sestfihu a tim retenci intronii a pfedcasné stop kodony, coz
vede k nefunkénim receptortim a zplisobuje, Ze larvy nejsou citlivé na 1é¢ivo (Bagnall a kol.

2017). Studie rovnéz prokdzaly zmény v expresi vSech ¢lenli rodiny DEG-3 u rezistentnich
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parazitll a ukdzaly, ze existuji alesponi 2 mechanismy rezistence na MPTL u H. contortus

(Turnbull a kol. 2019).

2.5 Jiné mechanismy vzniku rezistence

Hlavnimi muta¢nimi mechanismy muze byt nejen jednonukleotidovy polymorfismus (SNP),
ale 1 delece v kodujicich oblastech cilovych geni. V genomu hlistic byl zaznamenan i vyskyt
raznych typl transpozonii, které potencidlné mohou mit vliv na rezistenci a $ifit se migraci od
puvodniho zdroje. Transpozony mohou ovlivnit expresi genli spojenych s rezistenci naptiklad
zménou ve vzorci exprese genu v dusledku naruseni enhancerovych a supresorovych
elementli, odstranénim regulac¢nich elementli transpozici jinde v genomu nebo vloZenim

transpozonu do netranslatovanych oblasti, coz mize ovlivnit stabilitu mRNA (Gilleard 2006).
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3 Kontrola rezistence

S naristajicim problémem rezistence vac¢i souCasnym tiidam anthelmintik u malych
pirezvykavei a s omezenym vyvojem novych sloucenin z divodu vysokych ndklada je
nezbytné hledat alternativni pfistupy k feSeni helmintorezistence. Hlavnim cilem
integrované¢ho fizeni paraziti (IPM) je vyvoj preventivnich strategii, které maji za cil oddalit
vznik rezistence a prodlouzit uginnost existujicich skupin anthelmintik. Zadny samotny
pristup pravdépodobné nedosahne plné ucinnosti, a proto je nejlepSim feSenim kombinovat

rizné metody pro efektivni kontrolu (Knox a kol. 2003, Besier a kol. 2016).

3.1 Kombinace anthelmintik

Je dulezité, aby oSetfeni poskytovalo maximalni ucinnost a odstrafiovalo heterozygotni
rezistentni genotypy, ¢imz se zajisti recesivita rezistentnich alel. Zavedeni kombinaci
anthelmintik mtze pfispét k dosaZeni této maximalni G€innosti (Jackson & Coop 2000).

Lécba kombinaci anthelmintik se doporucuje pii dodrzovani karanténnich opatfeni,
aby se predeSlo neumyslnému zavedeni populace paraziti s vySSim stupném rezistence,
spolecné s nove piivezenymi zviraty (Besier a kol. 2016).

Vyuziti kombinace anthelmintik je dlouhodobé praktikovano a v nékterych zemich
jsou k dispozici ptipravky obsahujici az ¢tyfi aktivni slozky. Nicméné problémem spojenym
s pravidelnym uzivanim téchto kombinovanych 1é¢iv je riziko zhorSeni rezistence vici vSem
slozkam. Z tohoto diivodu se tato praxe vnima spise jako preventivni ptistup, ktery by mél byt

implementovan ve spojeni s efektivnimi strategiemi IPM (Besier a kol. 2016).

3.2 SniZeni frekvence oSetieni a redukce podavani anthelmintik

Jednim z mozZnych pfistupii k feSeni problému rezistence je oddaleni jejiho vzniku. Tato
strategie vyzaduje modernizaci tradi¢nich pfistupi s cilem minimalizovat selek¢ni tlak na
parazity. SniZeni selek¢éniho tlaku pomutze udrzet nachylné alely v populaci (Craig 1993,
Jackson & Coop 2000).

Toho je mozné dosdhnout snizenim frekvence oSetfeni. Snizeni potieby Ccasté

chemoprofylaxe mize byt dosazena také naptiklad efektivnim fizenim pastvin. To mimo jiné
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zahrnuje odstranéni vykall z pastvin, ¢imz se snizi vyskyt infek¢nich larev, nebo pastviny

mezi jednotlivymi obdobimi stfidat (Craig 1993, Jackson & Coop 2000).

3.3 Cilena lécba

Dalsi moznosti je cilend 1écba jednotlivych nakazenych zvifat, coZ minimalizuje nadmérné
pouzivani anthelmintik. Lécena jsou pouze zvitata s viditelnymi klinickymi pfiznaky nakazeni

a nikoli celé stado (Besier a kol. 2016).

3.4 Dlouhodobg plisobici anthelmintika

Tyto léky zahrnuji slouceniny s trvalym G¢inkem diky svym farmakokinetickym vlastnostem
a také ty, které vykazuji dlouhodoby ucinek zptusobeny specifickym zplsobem podani, jako
jsou tobolky s pomalym uvolnovanim nebo injekce. Timto zptisobem ptispivaji k oddaleni
reinfekce (Falzon a kol. 2014, Besier a kol. 2016).

Z jedné strany vyuzivani dlouhodobé pusobicich anthelmintik se snizuje Cetnost
podavani 1ékt, coz je zaroveint ekonomicky vyhodnéj$i. Na druhou stranu to vSak muze
ptispivat k rozvoji rezistence. Pokud koncentrace 1¢ku klesne na subletalni Groven, mitize dojit
k ptezivani jak homozygotnich, tak heterozygotnich rezistentnich parazitii u hostitele (Falzon
a kol. 2014).

Proto je klicovym pozadavkem vysoka ucinnost takového piipravku. Soucasné by jeho
pouziti mélo byt podminéno zajisténim vétsiho podilu vnimavych parazitti prostfednictvim
pristupu ,,in refugia” (viz 3.6) a m¢lo by byt vyhrazeno ptredevsim pro citlivéjsi zvitata, napt.

pro samice béhem peripartalniho obdobi (Falzon a kol. 2014, Besier a kol. 2016).

3.5 Epidemiologicka taktika proti infek¢nim larvam

Strategie vyhybani se infekénim larvam je zalozena na epidemiologickych udajich o zénach,
které naznacuji obdobi, po které musi byt pasouci se zvifata vyloucena z pastvy. Pro majitele
farem muize byt také praktictéjSim feSenim stfidani ovci s dobytkem, ktery mé odliSnou

vnimavost k H. contortus (Besier a kol. 2016).
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Soucasny vyzkum je zaméfen na biologické technologie, které by mohly doplnit
tradi¢ni metody kontroly a tim snizit pouziti anthelmintik. Studie naznacuji, Zze nékteré druhy
hub, jako naptiklad Duddingtonia flagrans, maji schopnost nicit larvy nematod, coz efektivné
snizuje kontaminaci pastvin. Pravidelné podavani téchto hub zvifatim prostiednictvim
krmnych dopliikii by také potencialné mohlo vést k redukci nakazeni (Besier a kol. 2016).

V nékterych pastevnich rostlinaich jsou obsazeny bioaktivni latky, zejména
kondenzované fenolické slouceniny taninu. Ty mohou pfispivat ke snizeni populace nematod
bud’ pfimym farmaceutickym ucinkem na rtzné faze Zivotniho cyklu, nebo nepfimym
efektem posileni imunitni odpovédi hostitele prostfednictvim schopnosti tanini vazat
proteiny. Zatim vSak neni uplatnéni téchto technologii v terénu realizovano (Besier a kol.
2016).

Dal$im t¢innym prostiedkem ke zvySeni odolnosti u zvitat mize byt kvalitni vyziva
doplnéna o nutri¢ni aditiva, ¢imz se mize redukovat frekvence pouziti anthelmintik (Koski &

Scott 2003).

3.6 In refugia koncept

Ptistup je zaméfen na udrzeni rezervoaru citlivych genil, coz vede k fedéni vSech ptitomnych
rezistentnich paraziti. Cilem je zajistit, aby rezistentni paraziti zistavali v mensing. Tento cil
je dosazen zavedenim strategie selektivniho oSetfeni na urovni jednotlivych vnimavych
jedinci nebo na urovni jednotlivych stad, spiSe nez prostfednictvim rutinni 1écby vSech
soucasn¢. Rozhodnuti o potiebé selektivni cilené 1écby lze provadét na zakladé rychlych

diagnostickych testl podle klinickych ptiznaki (Falzon a kol. 2014, Besier a kol. 2016).

3.7 Breeding jako strategie kontroly GINs

Néktera plemena zvifat prokazuji vétsi odolnost vii€i gastrointestindlnim hlisticim (GINs) nez
jina, coz otevira moznosti genetické selekce jako strategie pro kontrolu GINs. Tento piistup
hraje v IPM klicovou roli (Besier a kol. 2016). ZvySeni podilu odolnych jedincii
prostfednictvim kiiZzeni mezi odolnymi a nachylnymi plemeny zaroven fesi problém nizsi
produkce viny a pfirtistku vahy u vyslednych plemen (Saddiqi a kol. 2011). Pravdépodobné je
nizsi produkce zptisobena hypersenzitivni reakei hostitele, kterd se spousti ve snaze vypudit

larvy, coz mlize vést ke gastrointestindlnim potizim a ztraté produkce (Beh & Maddox 1996).
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3.8 Vakciny

3.8.1 Imunitni odpovéd’ ovci na hemonchdézu

Vrozend imunita, pfedstavuje prvni obranny mechanismus organismu, ktery umoziuje
eozinofiliim vykonavat cytotoxickou funkci proti larvam v ranych stadiich infekce, i kdyz
chybi specifické protilatky. Tato reakce zahrnuje aktivaci alternativni drahy komplementu,
coz vede k navazani slozek C3a a C5a na povrch helmintd. Tyto slozky funguji jako
chemoatraktanty a ptildkaji eozinofily a neutrofily k mistu infekce ve tkdni (Alba-Hurtado &
Mufioz-Guzman 2013, Meeusen a kol. 2005).

U ptezvykavct obvykle nedochdzi k U¢inné eliminaci larev ¢ervii béhem prvni
infekce, a je tfeba opakovanych infekci k dosaZeni tohoto efektu. Studie také ukézaly, Ze
senzibilizované ovce mohou vykazovat rizné reakce na infekci, coz se projevuje bud
rychlym, nebo zpozdénym vypuzenim parazitd (Meeusen & Balic 2000, Alba-Hurtado &
Mufioz-Guzman 2013).

»Zpozdéné odmitnuti" mlze nastat, kdyz se larvy dostanou do svych cilovych mist
v tkanich, a to je spojeno s vyraznymi zménami v poctu lymfocytt. Klicovou roli v této reakci
hraji CD4" lymfocyty aktivované v lymfatickych uzlinach. Tyto CD4" lymfocyty nasledné
prostiednictvim cytokinii stimuluji B lymfocyty k proliferaci a tvorbé specifickych protilatek
(IgA, IgE). Diky tomu se urychli reakce eozinofili a dalSich sloZzek imunitniho systému na
opakovanou infekci, zejména cytokinii typu 2. Za vhodnych podminek mohou eozinofily tyto
larvy eliminovat prostiednictvim protilatkou zprostiedkovaného lokalniho uvoliiovani
toxickych latek, jako jsou granulované proteiny a dalSi cytotoxické molekuly (Meeusen &
Balic 2000, Balic a kol. 2002).

Naopak u nékterych citlivych ovcei dojde k ,,rychlému odmitnuti” larvy paraziti jeste
pfed tim, nez se dostanou do svych cilovych mist v tkanich. Tato reakce je podminéna
nahromadénim specificky citlivych intraepitelidlnich zirnych bunék, které jsou znamé jako
globularni leukocyty. Tyto buniky jsou aktivovany prostfednictvim IgE protilatek vazanych na
jejich povrchu pres vysoko afinitni receptory. Aktivace nastava, kdyz parazitické antigeny
interaguji s IgE protildtkami na povrchu téchto bunék (Alba-Hurtado & Mufioz-Guzman
2013, Balic a kol. 2002).
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»Rychlé vypuzeni" paraziti je dale podporovano zvySenou sekreci leukotrient
a faktort, které brani migraci larev. Tyto faktory jsou aktivovany vétSim poctem Zzirnych
bunék a globularnich leukocytt, které se nachazeji ve zvySeném mnozstvi ve stfevni sliznici
imunizovanych ovci. Tyto ovce také vykazuji vysoké koncentrace histaminu ve stfevni
sliznici, coz napomdhd vypuzeni parazita tim, Ze podporuje stievni hypersekreci a
hypermotilitu. Histamin dale usnadiiuje translokaci plazmatickych proteind, vcetné

humoralnich protilatek, do lumen stieva (Alba-Hurtado & Mufioz-Guzman 2013).

3.8.2 Odolnost a vnimavost hostitele vuci H. contortus

Role adaptivni imunitni odpovédi k H. contortus u ovci

Pro ur€eni odolnosti nebo vnimavosti vici H. contortus hraje kliCovou roli typ adaptivni
imunitni odpovédi, kterd zavisi na subtypu pomocnych T-lymfocytti a cytokinech, které tyto
lymfocyty vylucuji (Alba-Hurtado & Mufioz-Guzman 2013).

Studie Gill a kol. (2000) naznacuji, ze rezistentni ovce vykazuji zvySenou produkci
cytokinu Interleukinu-5 (IL-5) v regionalnich lymfatickych uzlindch gastrointestinalniho
traktu, zatimco citlivé ovce produkuji vice Interferonu-gamma (IFNy) a maji sniZzené
mnozstvi krevnich eozinofilli a eozinofili v tkanich. Z téchto vysledkl lze usoudit, ze
nachylnost k infekci je spojena s odpovédi typu aktivaci a diferenciaci pomocnych T-
lymfocytl typu 1 (Thl), kterd je charakterizovana zvySenou produkci IFNy a je spojena s
ochranou proti intracelularnim parazitim. Naopak ochrana proti H. contortus pravdépodobné
souvisi s odpovédi aktivaci a diferenciaci pomocnych T-lymfocyth typu 2 (Th2), kterad
zahrnuje produkci cytokinil Interleukint 4, 5 a 10 (IL-4, IL-5, IL-10) a je spojena s ochranou
proti helmintim a degranulaci zirnych bunck prostiednictvim navézanych IgE protilatek
(Berger 2000).

Dalsi vyzkum provedeny Adronicos a kol. (2010) analyzoval genovou expresi u ovci
s riznou nachylnosti k infekci parazity, zejména 7. colubriformis a H. contortus. Tato analyza
potvrdila rozdilné vzory genové exprese u rezistentnich a citlivych zvifat. Mezi klicové geny
spojen¢é s nachylnosti k infekci patfil cxcll0, ktery je asociovan s Thl imunitni reakci a byl
vyrazné€ji exprimovan u citlivych zvifat. Dilezité je, ze po primarni infekci nebyly vyznamné
rozdily v expresi genu cxcl10 (ktery reguluje produkci IFNy) ve sliznici slezu mezi citlivymi
a rezistentnimi jehnaty. Nicméné, pii néslednych infekcich se u citlivych jehiiat objevila

nadmérna exprese tohoto genu, coz pravdépodobné naru$ilo jejich schopnost vytvofit
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ochrannou Th2 imunitni odpovéd’. To naznacuje, Ze chronické infekce u citlivych zvitat mize
narusit imunitni reakci a pfesmérovat ji smérem k Thl odpovédi, ktera je méné ucinna proti

parazitim.

Vék a reprodukéni obdobi ovei
Podstatnym faktorem ovlivitujicim povahu imunitni odpovédi je také vék v dobé infekce.
U jehnat ve véku mlad$im nez Sest mésici bylo pozorovano, ze maji nizsi pocet CD4"
lymfocytli a mastocytil ve sténé slezu. Naopak u starsich zvitat byl zaznamenan vyssi pocet
perifernich krevnich eozinofili. Mladsi zvifata pravdépodobné jesté nemaji plné vyvinutou
Th2 imunitni reakci, coz vede k oslabeni imunitni odpovédi proti H. contortus (Alba-Hurtado
& Munoz-Guzman 2013, Saddiqi a kol. 2011, Bethony a kol. 2006).

Béhem obdobi kolem porodu jsou samice vice nachylné k infekcim v disledku
oslabeni imunitniho systému, coz je zndmo jako 'peripartalni relaxace imunity'. Tento
adaptivni jev je zodpoveédny za nasledné vyssi kontaminaci pastvin, coz vystavuje novorozena

jehnata infekci (Saddiqi a kol. 2011).

Vliv pohlavnich hormont

Pokud jde o pohlavi, samci projevuji vyssi nachylnost k infekcim GIN neZ samice. Tato
skutecnost je ovlivnéna pohlavnimi steroidnimi hormony, které zptisobuji pohlavni rozdily
v pfitomnosti antigenl. Estrogeny zvySuji expresi genii hlavniho histokompatibilniho
komplexu (MHC) tfidy II na buiikach prezentujicich antigen, zatimco androgeny ji snizuji.
Estradiol také muize modifikovat geny receptoru T-lymfocytu (TCR), zejména zvySenim
diverzity V-genu, ktery je spolu s J-genem odpovédny za variabilni doménu TCR, jez se vaze
na peptidy prezentované molekulou MHC. Tyto hormony ovliviiuji nejen imunitni reakce, ale
také mohou modulovat expresi gent specifickych pro urcité nemoci. V disledku tak samci

pfispivaji k vétsi kontaminaci pastvin (Klein 2000, Saddiqi a kol. 2011).

Vliv vyZivy a suplementace
Odpovéd imunitniho systému je ovlivnéna i kvalitou vyzivy. Ovce v dobie vyzivové kondici
projevuji vyssi odolnost vii¢i infekcim (Besier a kol. 2016).

Stopové prvky, jako je Zzelezo, zinek a molybden, mohou podporovat efektivitu
imunitniho systému, pfi jejich nedostatku byly pozorovany defekty. Napt. pfi nedostatku
zinku byla zaznamendna snizena schopnost T-lymfocytl proliferovat, produkovat I1L-4, a také

snizena schopnost bun¢k prezentujicich antigen indukovat tyto procesy (Koski & Scott 2003).
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3.8.3 Vyvoj vakciny

Idedlni vakcina by méla spliiovat né€kolik podminek, vcetné schopnosti byt U¢innou i1 u
mladych zvirat. Mlad’ata jsou nachylnéjsi k infekcim kvili nedostatecné imunitni reakci,
zejména pokud jde o neuplné vyvinutou Th2 odpovéd, kterd je klicova pro jejich odolnost
vuci infekcim. Cilem vakcin proti nematodam u pfezvykavcl je ochranit mlada zvitata pred
stresy spojenymi s odstavenim, vcetné¢ nutriéniho stresu zplsobeného nizkou télesnou
hmotnosti a rychlym ristem. Stres spojeny s odstavenim vede ke zvySenym hladindm
kortikosteroidl, coz mize nepiiznivé ovlivnit jejich imunitni reakce (Bethony a kol. 2006,
Emery a kol. 1993).

Vakcina by méla zpiisobit aktivaci Zirnych bun¢k, zvySit mnozstvi T-bunék v lamina
propria a zvysit pocet dendritickych bunék, které prezentuji antigen. Je vSak dulezité si
uvédomit, Ze vakcina, kterd by indukovala imunitni reakci zprostiedkovanou IgE, by mohla
vyvolat nezadouci hypersenzitivni reakce (Bethony a kol. 2006, Emery a kol. 1993).

Cilem ockovani neni nutné¢ dosazeni Uplné kontroly a sterilni imunity, ale spiSe
vyznamné snizeni zatéze helminty, aby se snizila celkovd mira infekce na urovni hejna/stada
a zabranilo se klinickym onemocnénim a produkénim ztratdm. Klasické vakciny obsahujici
antigeny, na které¢ imunita reaguje béhem pfirozené infekce, jsou preferovany. Predpoklada
se, ze zvifata na pastvinach si postupn€ vyvijeji pfirozenou imunitu pii opakovanych
infekcich. Sterilni imunita mize byt z dlouhodobého hlediska nezadouci, zatimco vakcina,
ktera snizuje zavaznost a dopady infekce, umoznuje postupné vytvareni pfirozené imunity,

coz muze byt pro hostitele prospésné (Bethony a kol. 2006).

3.8.4 Vakciny proti helmintim

»Ozarené“ vakciny

Tyto vakciny jsou uz dlouho dostupné a primarné se pouzivaly k fizeni parazitarni bronchitidy
u skotu a ovci zplsobené Dictyocaulus spp. V ptivodni vakeing proti plicnim ¢erviim u skotu
bylo pouzito rentgenového zafeni, ale bylo zjisténo, ze gama zéfeni je vhodnéjsi diky své
rychlosti. Studovalo se také vyuziti ultrafialového svétla k oslabeni rtiznych druht parazitt.
V ptipad¢ vakciny proti H. contortus se vSak nepodafilo dosdhnout dostate¢né Urovné

ochrany, zejména u zvirat mladSich nez 7 mésicti. To znamend, Ze nejohrozen¢jsi populace,
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tedy jehnata mladS$i jednoho roku, nelze efektivné chrénit v oblastech s vyskytem
hemonchoézy, kde by byla vakcina potencialné prospésnd. Mezi dalsi nevyhody téchto vakcin
patii potfeba velkého mnozstvi larev, coz mize byt technicky a ekonomicky naro¢né (Bain

1999).

Rekombinantni vakcina

Rekombinantni vakcina patii mezi syntetické vakciny. Tyto vakciny vznikaji vloZenim genu
kédujiciho potiebny antigen daného patogenniho organismu do genetické informace
nepatogenniho organismu. Timto zplisobem je nepatogenni organismus schopen produkovat
tento antigen (Snizkova 2015).

Vyvoj rekombinantnich vakcin je zalozeny na identifikovanych antigenovych
molekuladch paraziti (Bethony a kol. 2006). Predpoklada se, ze zejména skryté antigeny
exprimovan¢ ve stievé krev sajicich ¢ervii maji potencial vysoké ucinnosti, protoze parazit
piijima protilatky hostitele pies krev, kterou se vyzivuje. Dale se predpoklada, ze helmint
nema zadné unikové mechanismy proti protilatkdm vytvofenym hostitelem, které by mohly
modulovat imunitni reakce hostitele, nebot’ pfirozen¢ se imunitni systém hostitele se skrytymi
antigeny nesetkava (Snizkova 2015).

Pozdni larvalni stadia H. contortus konzumuji hostitelskou krev a exprimuji urcité
slozky na povrchu stieva, které stimuluji protilatkovou odpovéd’. Stupenn vakcina¢ni imunity
koreluje s titrem protilatek a mize byt pasivné¢ pfenesen na ,naivni“ ovce pomoci séra.
Stievni antigeny, které vyvolavaji nejuc¢innéjsi ochrannou imunitu, jsou enzymy podilejici se
na traveni krve. Ty mohou byt inhibovany protilatkami a zaroven vytvaret komplex antigen-
protilatka, ktery akumuluje na stfevnim povrchu a slouzi jako bariéra pro absorpci zivin. Oba
mechanismy vedou k hladovéni Cerva, coz vede ke snizeni produkce vaji¢ek a k oslabeni
(Knox a kol. 2003).

Vysledky naznacuji, ze zadna rekombinantni verze antigenu H. contortus dosud
neposkytla u€innost srovnatelnou s nativnimi proteiny. Rozdil spocivd v tom, Ze
u imunizovanych ovci nedochdzi k zabranéni usazovani novych larev, coz je hlavnim
obrannym mechanismem pfirozené infekce. Nicméné dochazi ke sniZeni produkce vajicek a
ztraté dospélych samic. Studie ukazuji, ze antigenovd ochrana neinterferuje s rozvojem
pfirozené imunity, a proto mize pretrvavat n€kolik tydnti, dokud ovce nevyvinou piirozenou

imunitu (Bethony a kol. 2006, Knox a kol. 2003).
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Riizna vyvojova stadia parazitl komplikuji vyvoj vakciny, protoZze kazdé stadium nese
specifické antigeny a ma odlisné mRNA a proteiny. Proto je nezbytné kombinovat antigenni

slozky z riznych stadii (Bethony a kol. 2006).

Povrchové stievni antigeny H. contortus

Hlavnim identifikovanym antigenem H. contortus je H11, coz je integrovany membranovy
glykoproteinovy komplex o velikosti 110 kDa. Tento komplex je exprimovan ve stfevnich
mikroklcich parazitickych stadii a vyskytuje se v riznych izoformach. Je velmi G¢innym
imunogenem u mladych jehnat, riznych plemen ovci a rezistentnich cervii (Knox a kol.
2003). H11 protein ptsobi jako mikrozomalni aminopeptidaza, ktera je neutralizovana po
setkani s protilatkou vytvofenou hostitelem, ¢imz nasledné¢ brani rozsStépeni bilkovin a
zastavuje vyzivu. Zatimco rekombinantni vakcina stimto antigenem nikdy nebyla
komercializovana (Snizkova 2015).

Dal$im vyznamnym antigenem je H-gal-GP (Haemonchus galactose-containing
glycoprotein complex), pravdépodobné se podilejici 1 na traveni krve. Tento antigen tvofi
komplex s aspartatovymi, cysteinovymi a metalo proteazami (Knox a kol. 2003).

Kromé téchto dvou ucinnych antigenli byly na povrchu mikroklkl sttevnich bunck
identifikovany Thiol Sepharose binding proteins (TSBP) s aktivitou cysteinovych proteaz. Po
vakcinaci pomoci téchto proteinit ochrana korelovala s cirkulujicimi hladinami IgG a IgGl,

a bylo pozorovano mirné zvySeni slizni¢nich Zirnych bunék a eozinofili (Knox a kol. 2003).

Role glykosylaci u rekombinantnich vakcin

Helminti maji specifické sacharidy, které mohou piispivat k protektivni imunité stimulované
sttevnimi proteiny. V glykoproteinech H. contortus byly identifikovany tii rodiny N-vadzanych
glykanli razné slozitosti. Konformacéni epitopy obsahujici tyto glykany pravdépodobné
ovlivituji imunogenicitu (Knox a kol. 2003).

Je dilezit¢ vybrat vhodny expresni systém, protoze napiiklad béhem bakterialni
exprese protein neni glykosylovan a miiZze byt nespravné slozen. Alternativni systémy,
napfiklad zaloZzené na hmyzich bunkach a kvasinkach, umoziuji glykosylaci. AvSak
glykosylace v téchto systémech muze byt odlisna, a reakce organismu jsou indukovany jinymi
protilatkami nez pfti pfirozené infekci. Pouziti C. elegans méa vyhodu v tom, Ze posttranslacni

modifikace jsou velmi podobné parazitickym hlisticim, avSak Groven exprese je nizsi (Knox a

kol. 2003).
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Paraziti nesajici krev

U nékterych druht helmintt, ktefi nesaji krev, neni cileni na proteiny na povrchu stieva tak
efektivni. Teladorsagia circumcincta a Ostertagia ostertagi nejsou obligatnimi konzumenty
krve. I kdyZ maji ekvivalenty H11, H-gal-GP a TSBP, jejich zavislost na aktivitach téchto
proteini mize byt mensi nez u H. contortus (Knox a kol. 2003). Pfirozené antigeny, tj. latky
vylucované a sekretované z t¢la helmintt a jejich povrchové antigeny mohou vyvolat imunitni

reakci 1 proti helmintiim, které se nezivi krvi (Snizkova 2015).

3.8.5 Perspektivy ve vakcinaci (Peptidové epitopové vakciny)

Peptidové epitopové vakciny jsou syntetické vakciny, které obsahuji 20-30 aminokyselin
identifikovanych z efektivnich a vhodnych epitopti antigenu. Tyto vakciny byly vyvinuty
k ptekonéni nedostatkt klasickych vakcin, jako je napi. nakladna kultivace patogent. Na
rozdil peptidové vakciny maji nizS§i ndklady, jsou snadno syntetizovatelné, vysoce
standardizované a maji vysokou stabilitu a bezpecnost, protoze minimalizuji vedlej$i G¢inky
tim, Ze umoziuji vybér epitopti bez vysoce reaktogenni slozky (Yang & Kim 2015, Moisa &
Kolesanova 2010).

Pro kompenzaci jejich nizké molekulové hmotnosti a ochranu pted protedzami
hostitele potiebuji peptidové vakciny adjuvanty, jako jsou napiiklad micely, lipozomy nebo
polymerni ¢astice. Tyto adjuvanty zaroven funguji jako zesilovace imunitni odpovédi tim, ze
mohou nespecificky nebo specificky aktivovat urcitd stadia imunitni odpovédi na peptidy. K
vyvoji takové vakciny jsou nezbytné znalosti struktury antigenu a mechanismi odpovédi
hostitele na tento antigen (Yang & Kim 2015, Moisa & Kolesanova 2010).

U helmintl poskytuji peptidové vakciny moznost konjugace riznych peptidi z
riznych antigend na jeden nosi¢, coz mize vyiesit problém specifickych antigeni v riznych
vyvojovych stadiich (Snizkova, 2015, Bethony a kol. 2006).

Podle dostupnych informaci stdle probihd vyzkum vakcin proti helmintim, véetné
vakcin zalozenych na peptidech. Casto se vyzkum soustfedi na identifikaci antigennich

determinant krevsajicich ¢ervili, zejména na jejich travici enzymy (Snizkova, 2015).
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4 Metody detekce rezistence

Pravidelné monitorovani a v€asné odhaleni zatéze timto parazitem piedstavuje Gcinny ptistup
k uspésnému zvladnuti hemonchdézy a prevenci vzniku rezistence. Diky sledovani
hemonchézy ziskdvame informace o Urovni zatéZe parazitem a ucinnosti pouzivanych
anthelmintik. Na zéklad¢ téchto udaji lze optimalizovat 1éCebny rezim tak, aby se
minimalizovalo riziko vzniku rezistence. Timto pfistupem pfispivame k udrzeni ucinnosti

1é¢by parazitickych infekci u hospodaiskych zvirat.

H. contortus jako modelovy organismus

H. contortus slouZi jako experimentdlni modelovy organismus, protoZe jeho vyznamny sklon
vyvijet rezistenci na anthelmintika je rychlejs$i neZ u mnoho jinych parazit (Gilleard 2013).

Jeho vysoka genetickd diverzita populace je predevsim diisledkem vysoké plodnosti.
Dospélé samicky v hostitelském organismu denné produkuji nékolik tisic vajicek, coz
zpusobuje neustaly piisun obrovského mnozstvi genotypti do pastvin. Tato skutecnost
zajiStuje zdklad pro genetické kiizeni a umoziiuje zkoumdani reakci na 1é¢iva u rtiznych
genotypl, protoZze nelze predpokladat pifitomnost stejnych mutaci ve vSech populacich
rezistentnich parazitli na raznych mistech (Gilleard 2013, Gilleard 2006). To ndm umoznuje
Iépe porozumét dynamice rezistence v riznych populacich a geografickych oblastech, coz je
klicové pro vyvoj strategii kontroly rezistence a udrZzeni ucinnosti anthelmintik v chovu
hospodaiskych zvitat (Gillerad 2013). Avsak vysokd tiroven variace uvnitt kmend komplikuje
interpretaci vztahli mezi genotypy a fenotypy a ztéZuje vytvafeni stabilnich kment pro
geneticka kiizeni, kde je poZzadovan pevny genotyp (Gilleard 2006).

Vyhoda pouZiti tohoto organismu jako modelu spociva také v jednoduchém provedeni
experimentll pfimo v hostiteli. Mimo jiné larvalni stddia L3 se mohou také dlouhodobé
uchovavat v ledniCce pro navazujici studie. Navic z jednoho usmrceného hostitele je mozné
ziskat velké mnozstvi materialu dospélych jedinct pro dalsi studium (Gilleard 2013, Gilleard
2006).

Pro molekulérné-genetické studie je vyhodou relativné velka velikost dospélce, coz
umoznuje izolaci DNA z jednoho jedince. Tato DNA lze nésledné vyuzit jako templat pro
provedeni rozsahlého spektra genotypizacnich testli zalozenych na polymerazové tetézové

reakci (PCR) (Gilleard 2006).
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Blizky fylogeneticky vztah s Caenorhabditis elegans umoziuje vyuziti
experimentalnich dat ze studii pfi zkoumani H. contortus. Kvuli slozitosti parazitického
zivotniho cyklu jsou nastroje pro studium funkci genit velmi omezené. Z toho diivodu se C.
elegans stava UspéSnym heterolognim systémem pro analyzu funkéni exprese geni H.

contortus (Gilleard 2006).

4.1 Test snizeni poctu vajicek

Metoda testu sniZzeni poctu vajicek (FECRT) je aplikovatelnd na vSechny skupiny
anthelmintik, poskytujici odhad ucinnosti anthelmintika prostfednictvim srovnani poctu
vajicek ve stolici zvifat pfed a po 1écbe; délka testovaciho obdobi zdvisi na pouZzité
anthelmintické skupiné l1é¢iv. Produkce vaji¢ek nemusi vzdy spolehlivé korelovat s realnym
mnozstvim parazitli a miize byt specifickd pro druh parazita (Taylor a kol. 2002, Coles a kol.
2006).

Prili$ kratky interval mezi oSetfenimi mtze vSak vést k falesné pozitivnim vysledkim
v ucinnosti 1€kid. Proto se doporucuje odebirat vzorky stolice 10-14 dni po provedené 1écbe.
Odbér vzorkt je provadén u skupin s minimaln€ 10 zvitat. PoCty vaji¢ek pro kazdou skupinu
jsou prevedeny logaritmicky a vyjadieny jako geometricky pramér (Taylor a kol. 2002).

Metoda FECRT je Siroce vyuzivana v terénu diky své relativni dostupnosti
a univerzalnosti. Nicméné muze mit nizkou citlivost. Tento test poskytuje spolehlivé vysledky
pouze v ptipad¢, ze je vice nez 25 % Cervi odolnych (Taylor a kol. 2002). M4 vsak nevyhodu

v detekci rezistence u druh, které kladou malo vaji¢ek (Papadopoulos a kol. 2012).

4.2 Test lihnuti vajicek

Test lihnuti vajicek (EHT) se vyuZiva k identifikaci rezistence vi¢i BZ. Princip spociva
v piisobeni na vyvojové stadium vajicek v pfitomnosti riznych koncentraci BZ. Urcuje se
procento vajicek, ze kterych se nevylihnou larvy L1 pfi testovanych koncentracich (Taylor
a kol. 2002).

Kwvli klesajici citlivosti na thiabendazol, by méla byt vajicka pouzita do 3 hodin od
odbéru. Proto mtize byt velkym problémem ziskani falesn¢€ pozitivnich vysledka v disledku
vyvoje larev z vajicek béhem transportu do laboratofe. Z tohoto diivodu byly vyvinuty
specialni metody uchovavani vaji¢ek, vcetné¢ anaerobnich podminek (Taylor a kol. 2002,

Coles a kol. 2006).
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4.3 Test larvalniho vyvoje

Dalsi dostupné testy umoznuji detekci anthelmintické rezistence sledovanim ucinku 1éku na
rist parazita. Test larvalniho vyvoje (LDT) spociva v kultivaci larvalnich stadii prvniho
stupné€ az na larvy tfetiho stupné v ptitomnosti tepelné oSettené lyofilizované Escherichia coli
jako zdroje potravy a testovan¢ho anthelmintika. Tento test byl uspésny pti detekci rezistence
vuci BZ a LEV u H. contortus (Coles a kol. 2006).

Jako alternativni Zivna matrice byl pouzity agar s anthelmintikem, coz je princip,
ktery se uplatiuje u MALDT — mikroagarového testu larvalniho vyvoje, coz je modifikace
LDT. Tento test je spolehlivy pro BZ a LEV a vyuziva mikrotitra¢ni desticku, do které jsou
pfiddna vajicka nematod, pfi¢emz stari vajicek neni dulezitym faktorem (Taylor a kol. 2002,
Coles a kol. 2006).

Vyhodnoceni MALDT probihé sledovanim reakce na rtizné koncentrace anthelmintik,

coz se projevuje zménami v larvalnim vyvoji. K posouzeni rezistence 1ze vyuzit diskriminacni

K dispozici je také komeréné dostupny kit pro prizkum anthelmintické rezistence u

koni (Coles a kol. 2006).

4.4 Molekularné diagnostické metody
Molekularni metody jsou vyrazné citlivéjsi nez tradicni FECRT a nabizeji moznost piekonat
dalsi nevyhody testli detekce rezistence zaloZenych na fenotypovych charakteristikdch
(Papadopoulos a kol. 2012).

Existuje né€kolik metod identifikace genli spojenych s rezistenci na anthelmintika u H.
contortus. Jednim z ptistupt je hledani polymorfismu délky restrikénich fragmentii (RFLP),
ktery poskytuje informace o rozdilech v lokusech mezi vnimavymi a rezistentnimi

populacemi, vzniklymi selekci 1écbou anthelmintikem (Prichard 2001).

Candidate gene studies
Ptistup ,,kandidatniho genu" se opird o odhad, ktery gen mtze byt zodpovédny za rezistenci,
anasledné experimentalni ovéfeni pomoci hledani polymorfismu v potencidlnich genech.
Tento proces zahrnuje porovnani citlivych a rezistentnich populaci nebo umélou selekci
rezistentnich kment pfi experimentalni infekci (Gilleard 2006).

Pristup ,.kandidatniho genu“ vedl k identifikaci nékolika mutaci ve dvou riiznych

genech B-tubulinu, které ptispivaji k rezistenci vici BZ (Gilleard 2006).
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Hlavnim faktorem rezistence byl objeven izotyp-1 B-tubulinového lokusu, konkrétné
substituce fenylalaninu za tyrosin v pozici P200. To vedlo k vytvotfeni prvniho ptikladu
molekularné diagnostickych testii rezistence na anthelmintika, zamétenych na detekci tohoto
polymorfismu (Gilleard 2006).

Je vsak dilezité podotknout, Ze tato metoda neukazuje kvantitativni vliv téchto mutaci
a je predev$im vhodna pro zkoumani rezistence zalozené na jednoznacné identifikovatelném
klicovém genu, na rozdil od pfistupd, které se zabyvaji komplexnéjSimi mechanismy
rezistence, jako v ptipadé¢ ML (IVM, moxidektin), kde ptistup ,,kandidatského genu* nenalezl
dominantni gen rezistence (Gilleard 2006).

Naptiklad, u C. elegans rezistence na IVM je spojend s vice geny a lokusy na rizné
urovni. Soucasné mutace genli exprimujicich podjednotky GIuCl, pfitom kazda z téchto
receptorovych podjednotek je zapojena do paralelnich drah — avr-15 je aktivni v hltanovém
svalu, zatimco avr-14 a glc-1 jsou aktivni v neuronech regulujicich hltanové funkce — vedou
k extrémné vysoké rezistenci k IVM. Byly také identifikovany dal$i mutace gent
nekddujicich cile 1€ka, které pirispivaji k rezistenci na nizké urovni (Gilleard 2006).

Z vyse uvedené¢ho vyplyva, Ze tato metoda ma omezeni pii analyze komplexnich
mechanismi rezistence. Mohou vzniknout potiZze pfi vybéru ,kandidatnich gend®. Dal§im
nedostatkem je, ze v piipad¢, kdy rezistence zptisobuje neo¢ekdvany gen, metoda nedokaze
identifikovat nové geny. Pii zkoumani nespravnych ,kandidatnich gent“ nepfispivaji
poskytnutad data k lepSimu porozuméni genetiky rezistence, zejména pokud jde o pocet genil

a jejich vzajemné vazby (Gilleard 2006).

Nové pristupy

Kombinace dopfedné genetiky a funkéni genomiky umoziuje identifikovat hlavni genetické
faktory i bez detailni znalosti molekuldrni identity téchto genll. Nejdiive se provadi
identifikace lokusu, ktery zpusobil rezistenci, a nasledné specifikace konkrétnich geni
prostiednictvim genetického mapovani. Tento piistup je vSak zavisly na dostupnosti
kompletni genomové sekvence a piisluSnych bioinformatickych a genetickych zdroji. Jeho
velkou vyhodou je, Ze neni nutné spoléhat se na ptedchozi predpoklady. Vyzyva k rozvoji
soucCasnych genetickych ptistupl pro studium rezistence parazitickych hlistic, tj. k vytvofeni
postupit pro genetické mapovani a dopfedné genetické analyzy, zahrnujici uréeni poctu
zapojenych lokust, jejich stupné dominance a prispévek k fenotypu rezistence (Gilleard

2006).
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Znalost genomu by vyrazné piispéla k porozuméni mechanismu rezistence

u komplexnich jevi, v€etné vlozeni transpozonu (Gilleard 2006).
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Zaver

Ve své bakalafské praci jsem se zaméfila na dulezitou problematiku rezistence na
anthelmintika, ktera pfedstavuje celosvétové vyznamny problém, zejména ve veterinarni
medicing. Také jsem vénovala pozornost nejrozsifenéjSim faktoriim, které se podileji na jejim
vzniku.

V dnes$ni dobé se snazime vyvinout efektivni strategie kontroly rezistence, ktera se
nezaméfuje na vyvoj novych tiid anthelmintik, ale spiSe na nechemické strategie. A to
pfedev§im proto, Ze je nutné snizit pouziti anthelmintik a tim prodlouzit G¢innost jiz
existujicich skupin. V tomto kontextu ma vyvoj syntetickych vakcin, zejména peptidovych
epitopovych, potencidl nahradit soucasné pouzZivana anthelmintika. Ackoliv zatim nejsou
komer¢né dostupné, mnoho védeckych tymil se zaméefuje praveé na tuto problematiku.

Soucasné se aktivné uplatituji pfistupy jako redukce podavéani anthelmintik, cilend
lécba a epidemiologicka taktika fizeni pastvin. Jedna z hlavnich strategii IPM spociva v
posilovani odolnosti zvifat prostfednictvim zlepSovani jejich zdravotniho stavu a selekce
kmenti s vyssi genetickou rezistenci vii¢i parazitarnim infekcim.

Nezbytnou soucasti strategii kontroly rezistence na anthelmintika jsou spolehlivé
a praktické¢ diagnostické metody — pravidelné sledovani parazitarnich infekci a rychlé
odhaleni rezistence. V soucasnosti se kladou velké nad¢je na molekuldrni metody vyuZivajici
znalosti celého genomu pro piesnéjsi a objektivnéjsi identifikaci gent, odkud rezistence
pochazi. Nicméné pravdépodobné v terénu se i nadale budou pouzivat spolehlivé, dostupnéjsi

a levnéjsi metody, jako je FECRT, i kdyZ ma sv¢ limity, jako je napiiklad citlivost.
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Seznam zkratek

BZ
CYPs
DEG-3
EgGST
EHA
FECRT
GINs
GluCls
GSTs
H-gal-GP
H11

IFNy
IL-4
IL-5
IL10
IPM
IVM
LD50
LDT
LEV
MALDT
MHC
ML
MPTL
PCR
PGP
rEgGST.
RFLP
SNP
TCR
Thl

Th2
TSBP

UGTs
XME

Benzimidazoly

Cytochromy P450

Rodina degenerinovych sodikovych kanala specifickd pro nematody
Glutathion S-transferazy z Echinococcus granulosus

Test lihnuti vaji¢ek

Test snizeni poctu vajicek

Gastrointestinalni nematody

Glutamatem tizené chloridové kanaly

Glutathion S-transferazy

Haemonchus galactose-containing glycoprotein complex
Integrovany membréanovy glykoproteinovy komplex o velikosti 110
kDa

Interferon-gamma

Interleukin-4

Interleukin-5

Interleukin-10

Integrované fizeni paraziti

Ivermektin

Stfedni letalni davka

Test larvalniho vyvoje

Levamizol

Mikroagarovy test larvalniho vyvoje

Hlavni histokompatibilni komplex

Makrocyklické laktony

Monepantel

Polymerazova fetézova reakce

P-glykoproteiny

Rekombinantni EgCST

Hledéani polymorfismu délky restrikénich fragmentt
Jednonukleotidovy polymorfismus

Receptor T-lymfocytu

Typ imunitni odpovédi asociovan s aktivaci a diferenciaci pomocnych
T lymfocyta typu 1

Typ imunitni odpovédi asociovan s aktivaci a diferenciaci pomocnych
T lymfocytt typu 2

Thiol Sepharose binding proteins

UDP-glukosyltransferazy

Enzymy metabolizujici xenobiotika
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