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1 Úvod
Anthelmintická rezistence představuje rostouci problem pro chov hospodářských zviřat, 

zejmena v odvětvi malých přezvýkavcu. V poslednim desetileti byl v Evropě pozorován 

významný pokles populace hospodářských zviřat, předevsim u ovci a koz, který koreluje s 

nárustem rezistence vuci anthelmintikum (Eurostat 2023). 

Čtyři hlavni siroce pouzivane skupiny anthelmintik – benzimidazoly (BZ), 

imidazothiazoly, makrocyklicke laktony (ML) a aminoacetonitrilove deriváty – celi tomuto 

problemu. Odolnost proti anthelmintikum byla zaznamenána u ruzných rodu hlistic. Mezi 

hlavnimi rody vyskytujici se v Evropě patři Teladorsagia, Haemonchus a Trichostrongylus 

(Papadopoulos 2012). 

I kdyz rezistence u hlistic koni a skotu jestě nedosáhla úrovně pozorovane jako u 

malých přezvýkavcu, docházi u nich take k jejimu postupnemu zvysováni (Kaplan 2004). 

Cilem teto resersni práce je poskytnout shrnuti dostupných informaci o anthelminticke 

rezistenci, vcetně mechanismu jejiho vzniku a zpusobu jejiho zkoumáni. Výsledky mohou tak 

přispět k lepsimu pochopeni teto problematiky. Rozsáhlá cást práce je věnována strategiim 

boje proti rozsiřeni rezistence, ktere mohou být klicem k udrzitelnosti chovu hospodářských 

zviřat a zachováni úcinnosti stávajicich skupin anthelmintik. 

Obr. 1. Ekonomicke údaje z 18 zemi Evropy ukazujici vycisleni financnich ztrát zpusobene helmintorezistenci ve spojeni 
s veterinárni peci (Phys.org 2020).
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2 Rezistence 
Prichard a kol. (1980) definovali rezistenci jako jev, který se vyskytuje, pokud je v populaci 

parazitu přitomen vyssi podil jedincu, kteři jsou schopni tolerovat urcite dávky leciv nez v 

bězne populaci stejneho druhu, která je vuci dane dávce leciva vnimavá.

2.1 Vývoj rezistence 

2.1.1 Rezistence jako před-adaptivni jev a selekcni tlak

Fenomen anthelminticke rezistence jako před-adaptivniho jevu lze vysvětlit tim, ze změny 

v genech propujcujici rezistenci jiz existuji v urcitých fenotypech daneho druhu (Jackson 

1993). 

Selekcni tlak je postupný proces a probihá ve třech fázich. Pocátecni fáze znamená 

nizkou frekvenci rezistentnich jedincu v populaci. Při pokracujici expozici leku následuje 

prostředni fáze, ve ktere se zvysuje frekvence heterozygotnich rezistentnich jedincu v 

populaci. Dalsi vývoj rezistence závisi na tom, zda se z teto fáze stane převázně homozygotni 

populace rezistentnich jedincu (Jackson 1993). K tomu muze přispivat i vysoká plodnost 

gastrointestinálnich hlistic, která umozňuje malým populacim rezistentnich cervu rychle 

narust během krátke doby, zvlástě v přiznivých klimatických podminkách (Craig 1993).

Rezistence vuci BZ poskytuje konkretni přiklad, kdy uz několik let po zavedeni teto 

třidy leciv na zacátku 60. let byla hlásena rezistence u malých přezvýkavcu, coz naznacuje, ze 

změny v genech propujcujici rezistenci pravděpodobně existovaly v populaci H. contortus jiz 

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

2.1.2 Frekvence a hromadne podáváni anthelmintik

Mezi nejběznějsi faktory, jak ukazuji mnohe studie, patři frekvence podáváni anthelmintik, 

ktere je spise preventivni. Patři sem i podáváni leciva hromadně pro cele stádo nebo pouziváni 

jednoho typu leciva, ktere stejně tak muze přispivat k rozvoji anthelminticke rezistence 

(Falzon a kol. 2014, Jackson & Coop 2000, Papadopoulos 2008).

Jako přiklad muzeme uvest relativně novou třidu anthelmintik – aminoacetonitrilove 

deriváty (monepantel). Puvodně byl monepantel (MPTL) povazován za úcinný proti mnoha 

rezistentnim parazitum, avsak rezistence byla potvrzena jiz po třech letech od jeho zavedeni 
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na trh. Rezistence na MPTL se objevila na ovci farmě v Nizozemsku v relativně krátkem 

casovem úseku. Bylo zjistěno, ze tato farma měla relativně vysokou frekvenci pouziváni 

MPTL, která přesahovala doporucenou praxi v holandských podminkách (Van den Brom a 

kol. 2015).

2.1.3 Poddávkováni 

Poddávkováni muze vest k podobným dusledkum. Podáváni nizsi dávky, nez je potřebná, 

zvysuje přeziti rezistentnich parazitu (Craig 1993).

Kromě toho se nesmi přehlizet ani rozdilná biologická dostupnost mezi jednotlivými 

hostitelskými druhy zviřat. Např. kozy, s rychlejsim metabolismem a potřebou 1,5-2krát vyssi 

dávky nez ovce, jsou casto spolecně chovány s ovcemi a dostávaji stejnou dávku, coz vytváři 

situaci ekvivalentniho poddávkováni, ktere tak přispivá k rozvoji rezistence (Jackson & Coop 

2000, Papadopoulos 2008). 

2.2 Role enzymu metabolizujici xenobiotika

V organismu docházi k transportu a biotransformaci vsech cizorodých látek, vcetně leku. 

Enzymy, ktere metabolizuji xenobiotika (XME), hraji klicovou roli v úcinnosti leciv, neboť 

mohou přeměnit leky na neaktivni slouceniny. U helmintu mohou XME fungovat jako 

ochranný mechanismus, chránici parazity před toxickými úcinky anthelmintik, coz muze 

přispět k rozvoji rezistence (Matousková a kol. 2016). 

Existuji vsak výrazne mezidruhove rozdily v metabolismu xenobiotik mezi ruznými 

helminty. Studie provedene na ruzných helmintech ukazuji na rozmanitost těchto enzymu a 

 jejich potenciálni roli v lekove rezistenci. Nejvice vyvinutý biotransformacni system maji 

hlistice, coz muze vysvětlit rychlý rozvoj rezistence. Výzkum v oblasti metabolických 

procesu muze přinest cenne poznatky o rezistenci vuci anthelmintikum (Matousková a kol. 

2016). 

2.2.1 XME I. fáze 

Biotransformacni enzymy prvni fáze zvysuji hydrofilnost látky vlozenim nebo odhalenim 

hydrofilnich skupin. Hlavnimi enzymy jsou cytochromy P450 (CYPs), ktere metabolizuji 
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ruznorodou skálu endogennich a exogennich substrátu pomoci oxidázove, peroxidázove 

a reduktázove aktivity. U helmintu je výrazná genetická variabilita genu CYP, přicemz H. 

contortus má dokonce vice genu teto rodiny. Oxidace anthelmintik, jako je albendazol, muze 

přispivat k rozvoji lekove rezistence. Studie rovněz naznacuji spojitost mezi zvýsenou expresi 

těchto enzymu a rezistenci u H. contortus (Matousková a kol. 2016). 

Meně castá cesta biotransformace je redukce, která je hlavni cestou pro anthelmintika 

obsahujici karbonylove skupiny – flubendazol a mebendazol. U helmintu je zaznamenán 

významný pocet genu kódujicich enzymy reduktáz a dehydrogenáz, zejmena patřicich do 

skupin dehydrogenáz/reduktáz krátkeho řetězce a aldo-ketoreduktáz, ktere jsou zodpovědne 

za metabolizaci aldehydu a ketonu. U rezistentnich kmenu H. contortus byly zaznamenány 

vyssi aktivity karbonylreduktáz ve srovnáni s citlivými kmeny (Matousková a kol. 2016). 

2.2.2 XME II. fáze

Biotransformacni enzymy druhe fáze jsou zodpovědne za konjugacni reakce s endogennimi 

látkami. Nejrozsiřenějsi superrodinou těchto enzymu jsou glutathion S-transferázy (GSTs). 

Tyto enzymy jsou multifunkcni a hlavni cást jejich aktivity spocivá v konjugaci sloucenin 

s elektrofilnimi centry na tripeptid glutathion. Hraji významnou roli v detoxikaci látek. 

U helmintu se podileji na detoxikaci lipidových hydroperoxidu a karbonylových sloucenin, 

ktere vznikaji v dusledku oxidacniho stresu. Dosud vsak neni jasný mechanismus regulace 

GSTs v souvislosti s lekovou rezistenci (Matousková a kol. 2016). Během biochemicke 

analýzy cytosolicke formy glutathion S-transferázy z Echinococcus granulosus (EgGST), 

která byla úspěsně produkována jako rekombinantni protein (rEgGST), byla odhalena citlivost 

enzymu na urcite třidy anthelmintik, konkretně hexachlorofen a rafoxanid. To naznacuje, ze 

rEgGST by mohl hrát roli v mechanismech rezistence parazita vuci těmto anthelmintikum 

(Harispe a kol. 2010). 

UDP-glykosyltransferázy (UGTs) představuji dalsi skupinu enzymu zapojenou do 

metabolismu xenobiotik ve druhe fázi biotransformace. Tyto enzymy katalyzuji reakce 

glukuronidace a glykosylace, cimz zvysuji hydrofilitu lipofilnich sloucenin a zlepsuji 

dostupnost pro efluxni transportery. U organismu C. elegans a H. contortus byla glykosylace 

identifikována jako hlavni deaktivacni cesta pro benzimidazolová anthelmintika. Několik 

studii prokázalo význam UGTs v lekove rezistenci, zejmena u H. contortus, kde byly 

identifikovány zvýsene hladiny těchto konjugátu s anthelmintiky, zejmena s BZ, u 

rezistentnich kmenu. Zapojeni do metabolismu xenobiotik ukazuje i studie genomu H. 

8



contortus, kde bylo zjistěno, ze některe geny jsou vysoce homologni a nacházeji se ve 

shlucich v male oblasti genomu, coz naznacuje mozný vznik opakovanými genovými 

duplikacemi. UGT geny mohou být specificke pro urcite skupiny helmintu a jejich role muze 

být spojena s zivotnim stylem a interakci s hostitelským prostředim (Matousková a kol. 

2016).

2.3 Role efluxnich transporteru

Membránove efluxni transportery, jako jsou ABC (ATP-binding cassette) transportery, 

napřiklad multirezistentni P-glykoproteiny (PGP), snizuji koncentraci leciv na cilových 

mistech, coz vede ke snizeni úcinnosti leku a potenciálnimu selháni terapie (Matousková a 

kol. 2016, Lespine a kol. 2011).

Hlistice vyuzivaji genovou regulaci jako mechanismus vuci toxickemu úcinku 

anthelmintik. Tyto transportery jsou nadměrně exprimovány jako odpověď na lecbu, coz vede 

k rozvoji rezistence na ruzná anthelmintika, vcetně ML, jako je ivermektin (IVM). Výzkum 

provedený Ardelli a Prichard (2013) prokázal, ze C. elegans reaguje na anthelmintika 

prostřednictvim regulace PGP. Nadměrná exprese PGP byla pozorována jak u citlivých, tak 

take u rezistentnich kmenu vystavených IVM. Delece specifických PGP genu vedla ke 

zvýsene citlivosti na IVM, coz ovlivnilo motilitu cervu. Výzkum naznacuje, ze PGP hraje roli 

při ochraně C. elegans před toxicitou IVM a inhibice PGP zvysuje náchylnost k IVM. 

Inhibice těchto efluxnich pump muze zvýsit úcinnost lecby proti parazitum a zvrátit rezistenci 

(Lespine a kol. 2011).

2.4 Role geneticke variability

Nematoda vykazuji výraznou genetickou rozmanitost jak mezi ruznými populacemi, tak 

i v rámci jedne populace. Jejich geneticke slozeni zahrnuje jak jadernou, tak mitochondriálni 

DNA. Mitochondriálni DNA u nematod podlehá vysoke miře mutaci, a i jaderná DNA je 

ruznorodá. Nematoda vyuzivaji posttranslacni modifikace, konkretně alternativniho sestřihu 

mitochondriálni DNA, k dosazeni fyziologicke diverzity a produkci ruznorodých proteinu 

z jednoho genu (Prichard 2001). 

Vyssi genetická diverzita v populacich nematod znamená větsi variabilitu v genotypu 

mezi jedinci, coz vede k rozmanitějsi odpovědi na anthelmintika. Z toho vyplývá, ze 
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rezistentni alely mohou být přitomny v populaci ve větsi miře. Při lecbě anthelmintiky jsou 

usmrceny paraziti s citlivým genotypem, avsak jedinci s rezistentnimi alelami přeziji a mohou 

tyto alely předat svým potomkum. Timto zpusobem muze vyssi genetická diverzita urychlit 

nárust rezistence na anthelmintika v dane populaci (Prichard 2001).

2.4.1 Genetický puvod rezistence u H. contortus 

Rezistence u H. contortus má slozitý genetický puvod. Napřiklad Levamisol (LEV), který 

patři mezi nikotin acetylcholinová anthelmintika, pusobi zvýsenim vodivosti membrány 

a depolarizaci otevřenim neselektivnich iontových kanálu propustných pro Na+ a K+ (Martin 

1997). Pro rezistenci vuci LEV jsou klicove geny, ktere kóduji kationtove kanály ovládane 

acetylcholinem. Tato rezistence je recesivni charakteristikou vázanou na pohlavi, 

pravděpodobně ovlivněnou jediným genem nebo skupinou genu (Craig 1993). 

BZ patři mezi anthelmintika, která blokuji tvorbu mikrotubulu prostřednictvim 

inhibice β-tubulinu. Úcinky těchto leku se projevuji pomaleji nez u látek, ktere funguji jako 

agoniste neurotransmiteru, a zahrnuji postupne vyhladověni hlistic v dusledku poruch 

střevnich buněk a snizene produkce vajicek. BZ rezistence je spojena s mutacemi v izotypu I 

a izotypu II β-tubulinu (Martin 1997, Prichard 2001).

ML, jako napřiklad IVM, ovlivňuji neurotransmiter glutamát, zejmena zvysovánim 

vodivosti membrány. Při tomto procesu docházi ke zvýsenemu pruniku chloridových iontu 

přes glutamátem řizene chloridove kanály (GluCls), přicemz ruzne podjednotky GluCl 

vykazuji odlisnou citlivost vuci ML. Tim postupně docházi k paralýze a následne smrti 

parazita. ML rezistence zahrnuje geny, jako jsou PGP, podjednotky GluCl a podjednotky 

aniontových kanálu s řizenými aminokyselinami, coz naznacuje multigenni základ pro 

rezistenci (Martin 1997, Prichard 2001). 

Nejnovějsi třida anthelmintik – deriváty aminoacetonitrilu, mezi něz patři MPTL, má 

take komplexni genetický puvod. Zpusob úcinku MPTL zahrnuje cileni na nikotin 

acetylcholinove receptory, konkretně na nematodově specifickou podrodinu degenerinových 

sodikových kanálu (DEG-3), jako je napřiklad Hco-MPTL-1 u H. contortus. Slozitost puvodu 

rezistence vycházi z přitomnosti mnozstvi mutaci v genu Hco-MPTL-1 u rezistentnich 

izolátu, ktere zpusobuji defekty v sestřihu a tim retenci intronu a předcasne stop kodony, coz 

vede k nefunkcnim receptorum a zpusobuje, ze larvy nejsou citlive na lecivo (Bagnall a kol. 

2017).  Studie rovněz prokázaly změny v expresi vsech clenu rodiny DEG-3 u rezistentnich 
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parazitu a ukázaly, ze existuji alespoň 2 mechanismy rezistence na MPTL u H. contortus 

(Turnbull a kol. 2019).

2.5 Jine mechanismy vzniku rezistence

Hlavnimi mutacnimi mechanismy muze být nejen jednonukleotidový polymorfismus (SNP), 

ale i delece v kódujicich oblastech cilových genu. V genomu hlistic byl zaznamenán i výskyt 

ruzných typu transpozonu, ktere potenciálně mohou mit vliv na rezistenci a siřit se migraci od 

puvodniho zdroje. Transpozony mohou ovlivnit expresi genu spojených s rezistenci napřiklad 

změnou ve vzorci exprese genu v dusledku naruseni enhancerových a supresorových 

elementu, odstraněnim regulacnich elementu transpozici jinde v genomu nebo vlozenim 

transpozonu do netranslatovaných oblasti, coz muze ovlivnit stabilitu mRNA (Gilleard 2006). 
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3 Kontrola rezistence
S narustajicim problemem rezistence vuci soucasným třidám anthelmintik u malých 

přezvýkavcu a s omezeným vývojem nových sloucenin z duvodu vysokých nákladu je 

nezbytne hledat alternativni přistupy k řeseni helmintorezistence. Hlavnim cilem 

integrovaneho řizeni parazitu (IPM) je vývoj preventivnich strategii, ktere maji za cil oddálit 

vznik rezistence a prodlouzit úcinnost existujicich skupin anthelmintik. Žádný samotný 

přistup pravděpodobně nedosáhne plne úcinnosti, a proto je nejlepsim řesenim kombinovat 

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

3.1 Kombinace anthelmintik 

Je dulezite, aby osetřeni poskytovalo maximálni úcinnost a odstraňovalo heterozygotni 

rezistentni genotypy, cimz se zajisti recesivita rezistentnich alel. Zavedeni kombinaci 

anthelmintik muze přispět k dosazeni teto maximálni úcinnosti (Jackson & Coop 2000). 

Lecba kombinaci anthelmintik se doporucuje při dodrzováni karantennich opatřeni, 

aby se předeslo neúmyslnemu zavedeni populace parazitu s vyssim stupněm rezistence, 

spolecně s nově přivezenými zviřaty (Besier a kol. 2016).

Vyuziti kombinace anthelmintik je dlouhodobě praktikováno a v některých zemich 

jsou k dispozici připravky obsahujici az ctyři aktivni slozky. Nicmeně problemem spojeným 

s pravidelným uzivánim těchto kombinovaných leciv je riziko zhorseni rezistence vuci vsem 

slozkám. Z tohoto duvodu se tato praxe vnimá spise jako preventivni přistup, který by měl být 

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

3.2 Snizeni frekvence osetřeni a redukce podáváni anthelmintik

Jednim z mozných přistupu k řeseni problemu rezistence je oddáleni jejiho vzniku. Tato 

strategie vyzaduje modernizaci tradicnich přistupu s cilem minimalizovat selekcni tlak na 

parazity. Snizeni selekcniho tlaku pomuze udrzet náchylne alely v populaci (Craig 1993, 

Jackson & Coop 2000). 

Toho je mozne dosáhnout snizenim frekvence osetřeni. Snizeni potřeby caste 

chemoprofylaxe muze být dosazena take napřiklad efektivnim řizenim pastvin. To mimo jine 
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zahrnuje odstraněni výkalu z pastvin, cimz se snizi výskyt infekcnich larev, nebo pastviny 

mezi jednotlivými obdobimi střidat (Craig 1993, Jackson & Coop 2000). 

3.3 Cilená lecba 

Dalsi moznosti je cilená lecba jednotlivých nakazených zviřat, coz minimalizuje nadměrne 

pouziváni anthelmintik. Lecena jsou pouze zviřata s viditelnými klinickými přiznaky nakazeni 

a nikoli cele stádo (Besier a kol. 2016).

3.4 Dlouhodobě pusobici anthelmintika

Tyto leky zahrnuji slouceniny s trvalým úcinkem diky svým farmakokinetickým vlastnostem 

a take ty, ktere vykazuji dlouhodobý úcinek zpusobený specifickým zpusobem podáni, jako 

jsou tobolky s pomalým uvolňovánim nebo injekce. Timto zpusobem přispivaji k oddáleni 

reinfekce (Falzon a kol. 2014, Besier a kol. 2016).

Z jedne strany vyuziváni dlouhodobě pusobicich anthelmintik se snizuje cetnost 

podáváni leku, coz je zároveň ekonomicky výhodnějsi. Na druhou stranu to vsak muze 

přispivat k rozvoji rezistence. Pokud koncentrace leku klesne na subletálni úroveň, muze dojit 

k přeziváni jak homozygotnich, tak heterozygotnich rezistentnich parazitu u hostitele (Falzon 

a kol. 2014).

Proto je klicovým pozadavkem vysoká úcinnost takoveho připravku. Soucasně by jeho 

pouziti mělo být podminěno zajistěnim větsiho podilu vnimavých parazitu prostřednictvim 

přistupu „in refugia” (viz 3.6) a mělo by být vyhrazeno předevsim pro citlivějsi zviřata, např. 

pro samice během peripartálniho obdobi (Falzon a kol. 2014, Besier a kol. 2016).

3.5 Epidemiologická taktika proti infekcnim larvám 

Strategie vyhýbáni se infekcnim larvám je zalozena na epidemiologických údajich o zónách, 

ktere naznacuji obdobi, po ktere musi být pasouci se zviřata vyloucena z pastvy. Pro majitele 

farem muze být take praktictějsim řesenim střidáni ovci s dobytkem, který má odlisnou 

vnimavost k H. contortus (Besier a kol. 2016). 
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Soucasný výzkum je zaměřen na biologicke technologie, ktere by mohly doplnit 

tradicni metody kontroly a tim snizit pouziti anthelmintik. Studie naznacuji, ze některe druhy 

hub, jako napřiklad Duddingtonia flagrans, maji schopnost nicit larvy nematod, coz efektivně 

snizuje kontaminaci pastvin. Pravidelne podáváni těchto hub zviřatum prostřednictvim 

krmných doplňku by take potenciálně mohlo vest k redukci nakazeni (Besier a kol. 2016). 

V některých pastevnich rostlinách jsou obsazeny bioaktivni látky, zejmena 

kondenzovane fenolicke slouceniny taninu. Ty mohou přispivat ke snizeni populace nematod 

buď přimým farmaceutickým úcinkem na ruzne fáze zivotniho cyklu, nebo nepřimým 

efektem posileni imunitni odpovědi hostitele prostřednictvim schopnosti taninu vázat 

proteiny. Zatim vsak neni uplatněni těchto technologii v terenu realizováno (Besier a kol. 

2016).

Dalsim úcinným prostředkem ke zvýseni odolnosti u zviřat muze být kvalitni výziva 

doplněna o nutricni aditiva, cimz se muze redukovat frekvence pouziti anthelmintik (Koski & 

Scott 2003). 

3.6 In refugia koncept

Přistup je zaměřen na udrzeni rezervoáru citlivých genu, coz vede k ředěni vsech přitomných 

rezistentnich parazitu. Cilem je zajistit, aby rezistentni paraziti zustávali v mensině. Tento cil 

je dosazen zavedenim strategie selektivniho osetřeni na úrovni jednotlivých vnimavých 

jedincu nebo na úrovni jednotlivých stád, spise nez prostřednictvim rutinni lecby vsech 

soucasně. Rozhodnuti o potřebě selektivni cilene lecby lze provádět na základě rychlých 

diagnostických testu podle klinických přiznaku (Falzon a kol. 2014, Besier a kol. 2016).

3.7 Breeding jako strategie kontroly GINs

Některá plemena zviřat prokazuji větsi odolnost vuci gastrointestinálnim hlisticim (GINs) nez 

jiná, coz otevirá moznosti geneticke selekce jako strategie pro kontrolu GINs. Tento přistup 

hraje v IPM klicovou roli (Besier a kol. 2016). Zvýseni podilu odolných jedincu 

prostřednictvim křizeni mezi odolnými a náchylnými plemeny zároveň řesi problem nizsi 

produkce vlny a přirustku váhy u výsledných plemen (Saddiqi a kol. 2011). Pravděpodobně je 

nizsi produkce zpusobena hypersenzitivni reakci hostitele, která se spousti ve snaze vypudit 

larvy, coz muze vest ke gastrointestinálnim potizim a ztrátě produkce (Beh & Maddox 1996).
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3.8 Vakciny 

3.8.1 Imunitni odpověď ovci na hemonchózu

Vrozená imunita, představuje prvni obranný mechanismus organismu, který umozňuje 

eozinofilum vykonávat cytotoxickou funkci proti larvám v raných stádiich infekce, i kdyz 

chybi specificke protilátky. Tato reakce zahrnuje aktivaci alternativni dráhy komplementu, 

coz vede k navázáni slozek C3a a C5a na povrch helmintu. Tyto slozky funguji jako 

chemoatraktanty a přilákaji eozinofily a neutrofily k mistu infekce ve tkáni (Alba-Hurtado & 

Muñoz-Guzmán 2013, Meeusen a kol. 2005).

U přezvýkavcu obvykle nedocházi k úcinne eliminaci larev cervu během prvni 

infekce, a je třeba opakovaných infekci k dosazeni tohoto efektu. Studie take ukázaly, ze 

senzibilizovane ovce mohou vykazovat ruzne reakce na infekci, coz se projevuje buď 

rychlým, nebo zpozděným vypuzenim parazitu (Meeusen & Balic 2000, Alba-Hurtado & 

Muñoz-Guzmán 2013).

„Zpozděne odmitnuti" muze nastat, kdyz se larvy dostanou do svých cilových mist 

v tkánich, a to je spojeno s výraznými změnami v poctu lymfocytu. Klicovou roli v teto reakci 

hraji CD4+ lymfocyty aktivovane v lymfatických uzlinách. Tyto CD4+ lymfocyty následně 

prostřednictvim cytokinu stimuluji B lymfocyty k proliferaci a tvorbě specifických protilátek 

(IgA, IgE). Diky tomu se urychli reakce eozinofilu a dalsich slozek imunitniho systemu na 

opakovanou infekci, zejmena cytokinu typu 2. Za vhodných podminek mohou eozinofily tyto 

larvy eliminovat prostřednictvim protilátkou zprostředkovaneho lokálniho uvolňováni 

toxických látek, jako jsou granulovane proteiny a dalsi cytotoxicke molekuly (Meeusen & 

Balic 2000, Balic a kol. 2002).

Naopak u některých citlivých ovci dojde k „rychlemu odmitnuti” larvy parazitu jestě 

před tim, nez se dostanou do svých cilových mist v tkánich. Tato reakce je podminěna 

nahromaděnim specificky citlivých intraepiteliálnich zirných buněk, ktere jsou známe jako 

globulárni leukocyty. Tyto buňky jsou aktivovány prostřednictvim IgE protilátek vázaných na 

jejich povrchu přes vysoko afinitni receptory. Aktivace nastává, kdyz paraziticke antigeny 

interaguji s IgE protilátkami na povrchu těchto buněk (Alba-Hurtado & Muñoz-Guzmán 

2013, Balic a kol. 2002). 
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„Rychle vypuzeni" parazitu je dále podporováno zvýsenou sekreci leukotrienu 

a faktoru, ktere bráni migraci larev. Tyto faktory jsou aktivovány větsim poctem zirných 

buněk a globulárnich leukocytu, ktere se nacházeji ve zvýsenem mnozstvi ve střevni sliznici 

imunizovaných ovci. Tyto ovce take vykazuji vysoke koncentrace histaminu ve střevni 

sliznici, coz napomáhá vypuzeni parazita tim, ze podporuje střevni hypersekreci a 

hypermotilitu. Histamin dále usnadňuje translokaci plazmatických proteinu, vcetně 

humorálnich protilátek, do lumen střeva (Alba-Hurtado & Muñoz-Guzmán 2013).

3.8.2 Odolnost a vnimavost hostitele vuci H. contortus

Role adaptivní imunitní odpovědi k H. contortus u ovcí

Pro urceni odolnosti nebo vnimavosti vuci H. contortus hraje klicovou roli typ adaptivni 

imunitni odpovědi, která závisi na subtypu pomocných T-lymfocytu a cytokinech, ktere tyto 

lymfocyty vylucuji (Alba-Hurtado & Muñoz-Guzmán 2013). 

Studie Gill a kol. (2000) naznacuji, ze rezistentni ovce vykazuji zvýsenou produkci 

cytokinu Interleukinu-5 (IL-5) v regionálnich lymfatických uzlinách gastrointestinálniho 

traktu, zatimco citlive ovce produkuji vice Interferonu-gamma (IFNγ) a maji snizene 

mnozstvi krevnich eozinofilu a eozinofilu v tkánich. Z těchto výsledku lze usoudit, ze 

náchylnost k infekci je spojena s odpovědi typu aktivaci a diferenciaci pomocných T-

lymfocytu typu 1 (Th1), která je charakterizována zvýsenou produkci IFNγ a je spojena s 

ochranou proti intracelulárnim parazitum. Naopak ochrana proti H. contortus pravděpodobně 

souvisi s odpovědi aktivaci a diferenciaci pomocných T-lymfocytu typu 2 (Th2), která 

zahrnuje produkci cytokinu Interleukinu 4, 5 a 10 (IL-4, IL-5, IL-10) a je spojena s ochranou 

proti helmintum a degranulaci zirných buněk prostřednictvim navázaných IgE protilátek 

(Berger 2000). 

Dalsi výzkum provedený Adronicos a kol. (2010) analyzoval genovou expresi u ovci 

s ruznou náchylnosti k infekci parazity, zejmena T. colubriformis a H. contortus. Tato analýza 

potvrdila rozdilne vzory genove exprese u rezistentnich a citlivých zviřat. Mezi klicove geny 

spojene s náchylnosti k infekci patřil cxcl10, který je asociován s Th1 imunitni reakci a byl  

výrazněji exprimován u citlivých zviřat. Dulezite je, ze po primárni infekci nebyly významne 

rozdily v expresi genu cxcl10 (který reguluje produkci IFNγ) ve sliznici slezu mezi citlivými 

a rezistentnimi jehňaty. Nicmeně, při následných infekcich se u citlivých jehňat objevila 

nadměrná exprese tohoto genu, coz pravděpodobně narusilo jejich schopnost vytvořit 
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ochrannou Th2 imunitni odpověď. To naznacuje, ze chronická infekce u citlivých zviřat muze 

narusit imunitni reakci a přesměrovat ji směrem k Th1 odpovědi, která je meně úcinná proti 

parazitum.

Věk a reprodukční období ovcí 

Podstatným faktorem ovlivňujicim povahu imunitni odpovědi je take věk v době infekce. 

U jehňat ve věku mladsim nez sest měsicu bylo pozorováno, ze maji nizsi pocet CD4+ 

lymfocytu a mastocytu ve stěně slezu. Naopak u starsich zviřat byl zaznamenán vyssi pocet 

perifernich krevnich eozinofilu. Mladsi zviřata pravděpodobně jestě nemaji plně vyvinutou 

Th2 imunitni reakci, coz vede k oslabeni imunitni odpovědi proti H. contortus (Alba-Hurtado 

& Muñoz-Guzmán 2013, Saddiqi a kol. 2011, Bethony a kol. 2006).

Během obdobi kolem porodu jsou samice vice náchylne k infekcim v dusledku 

oslabeni imunitniho systemu, coz je známo jako 'peripartálni relaxace imunity'. Tento 

adaptivni jev je zodpovědný za následně vyssi kontaminaci pastvin, coz vystavuje novorozená 

jehňata infekci (Saddiqi a kol. 2011).

Vliv pohlavních hormonů

Pokud jde o pohlavi, samci projevuji vyssi náchylnost k infekcim GIN nez samice. Tato 

skutecnost je ovlivněna pohlavnimi steroidnimi hormony, ktere zpusobuji pohlavni rozdily 

v přitomnosti antigenu. Estrogeny zvysuji expresi genu hlavniho histokompatibilniho 

komplexu (MHC) třidy II na buňkách prezentujicich antigen, zatimco androgeny ji snizuji. 

Estradiol take muze modifikovat geny receptoru T-lymfocytu (TCR), zejmena zvýsenim 

diverzity V-genu, který je spolu s J-genem odpovědný za variabilni domenu TCR, jez se váze 

na peptidy prezentovane molekulou MHC. Tyto hormony ovlivňuji nejen imunitni reakce, ale 

take mohou modulovat expresi genu specifických pro urcite nemoci. V dusledku tak samci 

přispivaji k větsi kontaminaci pastvin (Klein 2000, Saddiqi a kol. 2011).

Vliv výživy a suplementace

Odpověď imunitniho systemu je ovlivněna i kvalitou výzivy. Ovce v dobře výzivove kondici 

projevuji vyssi odolnost vuci infekcim (Besier a kol. 2016).

Stopove prvky, jako je zelezo, zinek a molybden, mohou podporovat efektivitu 

imunitniho systemu, při jejich nedostatku byly pozorovány defekty. Např. při nedostatku 

zinku byla zaznamenána snizená schopnost T-lymfocytu proliferovat, produkovat IL-4, a take 

snizená schopnost buněk prezentujicich antigen indukovat tyto procesy (Koski & Scott 2003). 
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3.8.3 Vývoj vakciny 

Ideálni vakcina by měla splňovat několik podminek, vcetně schopnosti být úcinnou i u 

mladých zviřat. Mláďata jsou náchylnějsi k infekcim kvuli nedostatecne imunitni reakci, 

zejmena pokud jde o neúplně vyvinutou Th2 odpověď, která je klicová pro jejich odolnost 

vuci infekcim. Cilem vakcin proti nematodám u přezvýkavcu je ochránit mladá zviřata před 

stresy spojenými s odstavenim, vcetně nutricniho stresu zpusobeneho nizkou tělesnou 

hmotnosti a rychlým rustem. Stres spojený s odstavenim vede ke zvýseným hladinám 

kortikosteroidu, coz muze nepřiznivě ovlivnit jejich imunitni reakce (Bethony a kol. 2006, 

Emery a kol. 1993).

Vakcina by měla zpusobit aktivaci zirných buněk, zvýsit mnozstvi T-buněk v lamina 

propria a zvýsit pocet dendritických buněk, ktere prezentuji antigen. Je vsak dulezite si 

uvědomit, ze vakcina, která by indukovala imunitni reakci zprostředkovanou IgE, by mohla 

vyvolat nezádouci hypersenzitivni reakce (Bethony a kol. 2006, Emery a kol. 1993).

Cilem ockováni neni nutně dosazeni úplne kontroly a sterilni imunity, ale spise 

významne snizeni zátěze helminty, aby se snizila celková mira infekce na úrovni hejna/stáda 

a zabránilo se klinickým onemocněnim a produkcnim ztrátám. Klasicke vakciny obsahujici 

antigeny, na ktere imunita reaguje během přirozene infekce, jsou preferovány. Předpokládá 

se, ze zviřata na pastvinách si postupně vyvijeji přirozenou imunitu při opakovaných 

infekcich. Sterilni imunita muze být z dlouhodobeho hlediska nezádouci, zatimco vakcina, 

která snizuje závaznost a dopady infekce, umozňuje postupne vytvářeni přirozene imunity, 

coz muze být pro hostitele prospěsne (Bethony a kol. 2006).

3.8.4 Vakciny proti helmintum 

„Ozářené“ vakcíny

Tyto vakciny jsou uz dlouho dostupne a primárně se pouzivaly k řizeni parazitárni bronchitidy 

u skotu a ovci zpusobene Dictyocaulus spp. V puvodni vakcině proti plicnim cervum u skotu 

bylo pouzito rentgenoveho zářeni, ale bylo zjistěno, ze gama zářeni je vhodnějsi diky sve 

rychlosti. Studovalo se take vyuziti ultrafialoveho světla k oslabeni ruzných druhu parazitu. 

V připadě vakciny proti H. contortus se vsak nepodařilo dosáhnout dostatecne úrovně 

ochrany, zejmena u zviřat mladsich nez 7 měsicu. To znamená, ze nejohrozenějsi populace, 
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tedy jehňata mladsi jednoho roku, nelze efektivně chránit v oblastech s výskytem 

hemonchózy, kde by byla vakcina potenciálně prospěsná. Mezi dalsi nevýhody těchto vakcin 

patři potřeba velkeho mnozstvi larev, coz muze být technicky a ekonomicky nárocne (Bain 

1999).

Rekombinantní vakcína

Rekombinantni vakcina patři mezi synteticke vakciny. Tyto vakciny vznikaji vlozenim genu 

kódujiciho potřebný antigen daneho patogenniho organismu do geneticke informace 

nepatogenniho organismu. Timto zpusobem je nepatogenni organismus schopen produkovat 

tento antigen (Snizková 2015). 

Vývoj rekombinantnich vakcin je zalozený na identifikovaných antigenových 

molekulách parazitu (Bethony a kol. 2006). Předpokládá se, ze zejmena skryte antigeny 

exprimovane ve střevě krev sajicich cervu maji potenciál vysoke úcinnosti, protoze parazit 

přijimá protilátky hostitele přes krev, kterou se vyzivuje. Dále se předpokládá, ze helmint 

nemá zádne únikove mechanismy proti protilátkám vytvořeným hostitelem, ktere by mohly 

modulovat imunitni reakce hostitele, neboť přirozeně se imunitni system hostitele se skrytými 

antigeny nesetkává (Snizková 2015).

Pozdni larválni stadia H. contortus konzumuji hostitelskou krev a exprimuji urcite 

slozky na povrchu střeva, ktere stimuluji protilátkovou odpověď. Stupeň vakcinacni imunity 

koreluje s titrem protilátek a muze být pasivně přenesen na „naivni“ ovce pomoci sera. 

Střevni antigeny, ktere vyvolávaji nejúcinnějsi ochrannou imunitu, jsou enzymy podilejici se 

na tráveni krve. Ty mohou být inhibovány protilátkami a zároveň vytvářet komplex antigen-

protilátka, který akumuluje na střevnim povrchu a slouzi jako bariera pro absorpci zivin. Oba 

mechanismy vedou k hladověni cerva, coz vede ke snizeni produkce vajicek a k oslabeni 

(Knox a kol. 2003). 

Výsledky naznacuji, ze zádná rekombinantni verze antigenu H. contortus dosud 

neposkytla úcinnost srovnatelnou s nativnimi proteiny. Rozdil spocivá v tom, ze  

u imunizovaných ovci nedocházi k zabráněni usazováni nových larev, coz je hlavnim 

obranným mechanismem přirozene infekce. Nicmeně docházi ke snizeni produkce vajicek a 

ztrátě dospělých samic. Studie ukazuji, ze antigenová ochrana neinterferuje s rozvojem 

přirozene imunity, a proto muze přetrvávat několik týdnu, dokud ovce nevyvinou přirozenou 

imunitu (Bethony a kol. 2006, Knox a kol. 2003). 
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Ruzná vývojová stádia parazitu komplikuji vývoj vakciny, protoze kazde stádium nese 

specificke antigeny a má odlisne mRNA a proteiny. Proto je nezbytne kombinovat antigenni 

slozky z ruzných stádii (Bethony a kol. 2006). 

Povrchové střevní antigeny H. contortus

Hlavnim identifikovaným antigenem H. contortus je H11, coz je integrovaný membránový 

glykoproteinový komplex o velikosti 110 kDa. Tento komplex je exprimován ve střevnich 

mikroklcich parazitických stádii a vyskytuje se v ruzných izoformách. Je velmi úcinným 

imunogenem u mladých jehňat, ruzných plemen ovci a rezistentnich cervu (Knox a kol. 

2003). H11 protein pusobi jako mikrozomálni aminopeptidáza, která je neutralizována po 

setkáni s protilátkou vytvořenou hostitelem, cimz následně bráni rozstěpeni bilkovin a 

zastavuje výzivu. Zatimco rekombinantni vakcina s timto antigenem nikdy nebyla 

komercializovaná (Snizková 2015).

 Dalsim významným antigenem je H-gal-GP (Haemonchus galactose-containing 

glycoprotein complex), pravděpodobně se podilejici i na tráveni krve. Tento antigen tvoři 

komplex s aspartátovými, cysteinovými a metalo proteázami (Knox a kol. 2003).

Kromě těchto dvou úcinných antigenu byly na povrchu mikroklku střevnich buněk 

identifikovány Thiol Sepharose binding proteins (TSBP) s aktivitou cysteinových proteáz. Po 

vakcinaci pomoci těchto proteinu ochrana korelovala s cirkulujicimi hladinami IgG a IgG1, 

a bylo pozorováno mirne zvýseni sliznicnich zirných buněk a eozinofilu (Knox a kol. 2003).

Role glykosylací u rekombinantních vakcín

Helminti maji specificke sacharidy, ktere mohou přispivat k protektivni imunitě stimulovane 

střevnimi proteiny. V glykoproteinech H. contortus byly identifikovány tři rodiny N-vázaných 

glykanu ruzne slozitosti. Konformacni epitopy obsahujici tyto glykany pravděpodobně 

ovlivňuji imunogenicitu (Knox a kol. 2003).

Je dulezite vybrat vhodný expresni system, protoze napřiklad během bakteriálni 

exprese protein neni glykosylován a muze být nesprávně slozen. Alternativni systemy, 

napřiklad zalozene na hmyzich buňkách a kvasinkách, umozňuji glykosylaci. Avsak 

glykosylace v těchto systemech muze být odlisná, a reakce organismu jsou indukovány jinými 

protilátkami nez při přirozene infekci. Pouziti C. elegans má výhodu v tom, ze posttranslacni 

modifikace jsou velmi podobne parazitickým hlisticim, avsak úroveň exprese je nizsi (Knox a 

kol. 2003).
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Paraziti nesající krev

U některých druhu helmintu, kteři nesaji krev, neni cileni na proteiny na povrchu střeva tak 

efektivni. Teladorsagia circumcincta a Ostertagia ostertagi nejsou obligátnimi konzumenty 

krve. I kdyz maji ekvivalenty H11, H-gal-GP a TSBP, jejich závislost na aktivitách těchto 

proteinu muze být mensi nez u H. contortus (Knox a kol. 2003). Přirozene antigeny, tj. látky 

vylucovane a sekretovane z těla helmintu a jejich povrchove antigeny mohou vyvolat imunitni 

reakci i proti helmintum, ktere se nezivi krvi (Snizková 2015). 

3.8.5 Perspektivy ve vakcinaci (Peptidove epitopove vakciny) 

Peptidove epitopove vakciny jsou synteticke vakciny, ktere obsahuji 20-30 aminokyselin 

identifikovaných z efektivnich a vhodných epitopu antigenu. Tyto vakciny byly vyvinuty 

k překonáni nedostatku klasických vakcin, jako je např. nákladná kultivace patogenu. Na 

rozdil peptidove vakciny maji nizsi náklady, jsou snadno syntetizovatelne, vysoce 

standardizovane a maji vysokou stabilitu a bezpecnost, protoze minimalizuji vedlejsi úcinky 

tim, ze umozňuji výběr epitopu bez vysoce reaktogenni slozky (Yang & Kim 2015, Moisa & 

Kolesanova 2010). 

Pro kompenzaci jejich nizke molekulove hmotnosti a ochranu před proteázami 

hostitele potřebuji peptidove vakciny adjuvanty, jako jsou napřiklad micely, lipozomy nebo 

polymerni cástice. Tyto adjuvanty zároveň funguji jako zesilovace imunitni odpovědi tim, ze 

mohou nespecificky nebo specificky aktivovat urcitá stádia imunitni odpovědi na peptidy. K 

vývoji takove vakciny jsou nezbytne znalosti struktury antigenu a mechanismu odpovědi 

hostitele na tento antigen (Yang & Kim 2015, Moisa & Kolesanova 2010).

U helmintu poskytuji peptidove vakciny moznost konjugace ruzných peptidu z 

ruzných antigenu na jeden nosic, coz muze vyřesit problem specifických antigenu v ruzných 

vývojových stadiich (Snizková, 2015, Bethony a kol. 2006). 

Podle dostupných informaci stále probihá výzkum vakcin proti helmintum, vcetně 

vakcin zalozených na peptidech. Často se výzkum soustředi na identifikaci antigennich 

determinant krevsajicich cervu, zejmena na jejich trávici enzymy (Snizková, 2015).  
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4 Metody detekce rezistence
Pravidelne monitorováni a vcasne odhaleni zátěze timto parazitem představuje úcinný přistup 

k úspěsnemu zvládnuti hemonchózy a prevenci vzniku rezistence. Diky sledováni  

hemonchózy ziskáváme informace o úrovni zátěze parazitem a úcinnosti pouzivaných 

anthelmintik. Na základě těchto údaju lze optimalizovat lecebný rezim tak, aby se 

minimalizovalo riziko vzniku rezistence. Timto přistupem přispiváme k udrzeni úcinnosti 

lecby parazitických infekci u hospodářských zviřat.

H. contortus jako modelový organismus 

H. contortus slouzi jako experimentálni modelový organismus, protoze jeho významný sklon 

vyvijet rezistenci na anthelmintika je rychlejsi nez u mnoho jiných parazitu (Gilleard 2013). 

Jeho vysoká genetická diverzita populace je předevsim dusledkem vysoke plodnosti. 

Dospěle samicky v hostitelskem organismu denně produkuji několik tisic vajicek, coz 

zpusobuje neustálý přisun obrovskeho mnozstvi genotypu do pastvin. Tato skutecnost 

zajisťuje základ pro geneticke křizeni a umozňuje zkoumáni reakci na leciva u ruzných 

genotypu, protoze nelze předpokládat přitomnost stejných mutaci ve vsech populacich 

rezistentnich parazitu na ruzných mistech (Gilleard 2013, Gilleard 2006). To nám umozňuje 

lepe porozumět dynamice rezistence v ruzných populacich a geografických oblastech, coz je 

klicove pro vývoj strategii kontroly rezistence a udrzeni úcinnosti anthelmintik v chovu 

hospodářských zviřat (Gillerad 2013). Avsak vysoká úroveň variace uvnitř kmenu komplikuje 

interpretaci vztahu mezi genotypy a fenotypy a ztězuje vytvářeni stabilnich kmenu pro 

genetická křizeni, kde je pozadován pevný genotyp (Gilleard 2006).

Výhoda pouziti tohoto organismu jako modelu spocivá take v jednoduchem provedeni 

experimentu přimo v hostiteli. Mimo jine larválni stádia L3 se mohou take dlouhodobě 

uchovávat v lednicce pro navazujici studie. Navic z jednoho usmrceneho hostitele je mozne 

ziskat velke mnozstvi materiálu dospělých jedincu pro dalsi studium (Gilleard 2013, Gilleard 

2006). 

Pro molekulárně-geneticke studie je výhodou relativně velká velikost dospělce, coz 

umozňuje izolaci DNA z jednoho jedince. Tato DNA lze následně vyuzit jako templát pro 

provedeni rozsáhleho spektra genotypizacnich testu zalozených na polymerázove řetězove 

reakci (PCR) (Gilleard 2006).
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Blizký fylogenetický vztah s Caenorhabditis elegans umozňuje vyuziti 

experimentálnich dat ze studii při zkoumáni H. contortus. Kvuli slozitosti parazitickeho 

zivotniho cyklu jsou nástroje pro studium funkci genu velmi omezene. Z toho duvodu se C. 

elegans stává úspěsným heterolognim systemem pro analýzu funkcni exprese genu H. 

contortus (Gilleard 2006).

4.1 Test snizeni poctu vajicek 

Metoda testu snizeni poctu vajicek (FECRT) je aplikovatelná na vsechny skupiny 

anthelmintik, poskytujici odhad úcinnosti anthelmintika prostřednictvim srovnáni poctu 

vajicek ve stolici zviřat před a po lecbě; delka testovaciho obdobi závisi na pouzite 

anthelminticke skupině leciv. Produkce vajicek nemusi vzdy spolehlivě korelovat s reálným 

mnozstvim parazitu a muze být specifická pro druh parazita (Taylor a kol. 2002, Coles a kol. 

2006).

Přilis krátký interval mezi osetřenimi muze vsak vest k falesně pozitivnim výsledkum 

v úcinnosti leku. Proto se doporucuje odebirat vzorky stolice 10-14 dni po provedene lecbě. 

Odběr vzorku je prováděn u skupin s minimálně 10 zviřat. Pocty vajicek pro kazdou skupinu 

jsou převedeny logaritmicky a vyjádřeny jako geometrický pruměr (Taylor a kol. 2002). 

Metoda FECRT je siroce vyuzivaná v terenu diky sve relativni dostupnosti 

a univerzálnosti. Nicmeně muze mit nizkou citlivost. Tento test poskytuje spolehlive výsledky 

pouze v připadě, ze je vice nez 25 % cervu odolných (Taylor a kol. 2002). Má vsak nevýhodu 

v detekci rezistence u druhu, ktere kladou málo vajicek (Papadopoulos a kol. 2012). 

4.2 Test lihnuti vajicek 

Test lihnuti vajicek (EHT) se vyuzivá k identifikaci rezistence vuci BZ. Princip spocivá 

v pusobeni na vývojove stádium vajicek v přitomnosti ruzných koncentraci BZ. Urcuje se 

procento vajicek, ze kterých se nevylihnou larvy L1 při testovaných koncentracich (Taylor 

a kol. 2002). 

Kvuli klesajici citlivosti na thiabendazol, by měla být vajicka pouzita do 3 hodin od 

odběru. Proto muze být velkým problemem ziskáni falesně pozitivnich výsledku v dusledku 

vývoje larev z vajicek během transportu do laboratoře. Z tohoto duvodu byly vyvinuty 

speciálni metody uchováváni vajicek, vcetně anaerobnich podminek (Taylor a kol. 2002, 

Coles a kol. 2006).
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4.3 Test larválniho vývoje

Dalsi dostupne testy umozňuji detekci anthelminticke rezistence sledovánim úcinku leku na 

rust parazita. Test larválniho vývoje (LDT) spocivá v kultivaci larválnich stadii prvniho 

stupně az na larvy třetiho stupně v přitomnosti tepelně osetřene lyofilizovane Escherichia coli 

jako zdroje potravy a testovaneho anthelmintika. Tento test byl úspěsný při detekci rezistence 

vuci BZ a LEV u H. contortus (Coles a kol. 2006).

 Jako alternativni zivná matrice byl pouzitý agar s anthelmintikem, coz je princip, 

který se uplatňuje u MALDT – mikroagaroveho testu larválniho vývoje, coz je modifikace 

LDT. Tento test je spolehlivý pro BZ a LEV a vyuzivá mikrotitracni desticku, do ktere jsou 

přidána vajicka nematod, přicemz stáři vajicek neni dulezitým faktorem (Taylor a kol. 2002, 

Coles a kol. 2006).

Vyhodnoceni MALDT probihá sledovánim reakce na ruzne koncentrace anthelmintik, 

coz se projevuje změnami v larválnim vývoji. K posouzeni rezistence lze vyuzit diskriminacni 

dávky nebo tradicnějsich metod, jako je stanoveni LD50 nebo LD95 (Coles a kol. 2006).

K dispozici je take komercně dostupný kit pro pruzkum anthelminticke rezistence u 

koni (Coles a kol. 2006).

4.4 Molekulárně diagnosticke metody 

Molekulárni metody jsou výrazně citlivějsi nez tradicni FECRT a nabizeji moznost překonat 

dalsi nevýhody testu detekce rezistence zalozených na fenotypových charakteristikách 

(Papadopoulos a kol. 2012).  

Existuje několik metod identifikace genu spojených s rezistenci na anthelmintika u H. 

contortus. Jednim z přistupu je hledáni polymorfismu delky restrikcnich fragmentu (RFLP), 

který poskytuje informace o rozdilech v lokusech mezi vnimavými a rezistentnimi 

populacemi, vzniklými selekci lecbou anthelmintikem (Prichard 2001).

Candidate gene studies

Přistup „kandidátniho genu" se opirá o odhad, který gen muze být zodpovědný za rezistenci, 

a následne experimentálni ověřeni pomoci hledáni polymorfismu v potenciálnich genech. 

Tento proces zahrnuje porovnáni citlivých a rezistentnich populaci nebo umělou selekci 

rezistentnich kmenu při experimentálni infekci (Gilleard 2006). 

Přistup „kandidátniho genu“ vedl k identifikaci několika mutaci ve dvou ruzných 

genech β-tubulinu, ktere přispivaji k rezistenci vuci BZ (Gilleard 2006). 
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Hlavnim faktorem rezistence byl objeven izotyp-1 β-tubulinoveho lokusu, konkretně 

substituce fenylalaninu za tyrosin v pozici P200. To vedlo k vytvořeni prvniho přikladu 

molekulárně diagnostických testu rezistence na anthelmintika, zaměřených na detekci tohoto 

polymorfismu (Gilleard 2006).

Je vsak dulezite podotknout, ze tato metoda neukazuje kvantitativni vliv těchto mutaci 

a je předevsim vhodná pro zkoumáni rezistence zalozene na jednoznacně identifikovatelnem 

klicovem genu, na rozdil od přistupu, ktere se zabývaji komplexnějsimi mechanismy 

rezistence, jako v připadě ML (IVM, moxidektin), kde přistup „kandidátskeho genu“ nenalezl 

dominantni gen rezistence (Gilleard 2006). 

Napřiklad, u C. elegans rezistence na IVM je spojená s vice geny a lokusy na ruzne 

úrovni. Soucasne mutace genu exprimujicich podjednotky GluCl, přitom kazdá z těchto 

receptorových podjednotek je zapojena do paralelnich drah – avr-15 je aktivni v hltanovem 

svalu, zatimco avr-14 a glc-1 jsou aktivni v neuronech regulujicich hltanove funkce – vedou 

k extremně vysoke rezistenci k IVM. Byly take identifikovány dalsi mutace genu 

nekódujicich cile leku, ktere přispivaji k rezistenci na nizke úrovni (Gilleard 2006). 

Z výse uvedeneho vyplývá, ze tato metoda má omezeni při analýze komplexnich 

mechanismu rezistence. Mohou vzniknout potize při výběru „kandidátnich genu“. Dalsim 

nedostatkem je, ze v připadě, kdy rezistence zpusobuje neocekávaný gen, metoda nedokáze 

identifikovat nove geny. Při zkoumáni nesprávných „kandidátnich genu“ nepřispivaji 

poskytnutá data k lepsimu porozuměni genetiky rezistence, zejmena pokud jde o pocet genu 

a jejich vzájemne vazby (Gilleard 2006).

Nové přístupy

Kombinace dopředne genetiky a funkcni genomiky umozňuje identifikovat hlavni geneticke 

faktory i bez detailni znalosti molekulárni identity těchto genu. Nejdřive se provádi 

identifikace lokusu, který zpusobil rezistenci, a následně specifikace konkretnich genu 

prostřednictvim genetickeho mapováni. Tento přistup je vsak závislý na dostupnosti 

kompletni genomove sekvence a přislusných bioinformatických a genetických zdroju. Jeho 

velkou výhodou je, ze neni nutne spolehat se na předchozi předpoklady. Vyzývá k rozvoji 

soucasných genetických přistupu pro studium rezistence parazitických hlistic, tj. k vytvořeni 

postupu pro geneticke mapováni a dopředne geneticke analýzy, zahrnujici urceni poctu 

zapojených lokusu, jejich stupně dominance a přispěvek k fenotypu rezistence (Gilleard 

2006).
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Znalost genomu by výrazně přispěla k porozuměni mechanismu rezistence 

u komplexnich jevu, vcetně vlozeni transpozonu (Gilleard 2006).
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Závěr
Ve sve bakalářske práci jsem se zaměřila na dulezitou problematiku rezistence na 

anthelmintika, která představuje celosvětově významný problem, zejmena ve veterinárni 

medicině. Take jsem věnovala pozornost nejrozsiřenějsim faktorum, ktere se podileji na jejim 

vzniku.

V dnesni době se snazime vyvinout efektivni strategie kontroly rezistence, která se 

nezaměřuje na vývoj nových třid anthelmintik, ale spise na nechemicke strategie. A to 

předevsim proto, ze je nutne snizit pouziti anthelmintik a tim prodlouzit úcinnost jiz 

existujicich skupin. V tomto kontextu má vývoj syntetických vakcin, zejmena peptidových 

epitopových, potenciál nahradit soucasně pouzivaná anthelmintika. Ackoliv zatim nejsou 

komercně dostupne, mnoho vědeckých týmu se zaměřuje právě na tuto problematiku.

 Soucasně se aktivně uplatňuji přistupy jako redukce podáváni anthelmintik, cilená 

lecba a epidemiologická taktika řizeni pastvin. Jedna z hlavnich strategii IPM spocivá v 

posilováni odolnosti zviřat prostřednictvim zlepsováni jejich zdravotniho stavu a selekce 

kmenu s vyssi genetickou rezistenci vuci parazitárnim infekcim.

Nezbytnou soucásti strategii kontroly rezistence na anthelmintika jsou spolehlive 

a prakticke diagnosticke metody – pravidelne sledováni parazitárnich infekci a rychle 

odhaleni rezistence. V soucasnosti se kladou velke naděje na molekulárni metody vyuzivajici 

znalosti celeho genomu pro přesnějsi a objektivnějsi identifikaci genu, odkud rezistence 

pocházi. Nicmeně pravděpodobně v terenu se i nadále budou pouzivat spolehlive, dostupnějsi 

a levnějsi metody, jako je FECRT, i kdyz má sve limity, jako je napřiklad citlivost.
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Seznam zkratek

BZ Benzimidazoly
CYPs Cytochromy P450
DEG-3 Rodina degenerinových sodikových kanálu specifická pro nematody
EgGST Glutathion S-transferázy z Echinococcus granulosus
EHA Test lihnuti vajicek
FECRT Test snizeni poctu vajicek
GINs Gastrointestinálni nematody
GluCls Glutamátem řizene chloridove kanály
GSTs Glutathion S-transferázy
H-gal-GP Haemonchus galactose-containing glycoprotein complex
H11 Integrovaný membránový glykoproteinový komplex o velikosti 110 

kDa
IFNγ Interferon-gamma
IL-4 Interleukin-4
IL-5 Interleukin-5
IL10 Interleukin-10
IPM Integrovane řizeni parazitu
IVM Ivermektin
LD50 Středni letálni dávka
LDT Test larválniho vývoje
LEV Levamizol
MALDT Mikroagarový test larválniho vývoje
MHC Hlavni histokompatibilni komplex
ML Makrocyklicke laktony
MPTL Monepantel
PCR Polymerázová řetězová reakce
PGP P-glykoproteiny
rEgGST.          Rekombinantni EgCST
RFLP Hledáni polymorfismu delky restrikcnich fragmentu
SNP Jednonukleotidový polymorfismus
TCR Receptor T-lymfocytu
Th1 Typ imunitni odpovědi asociován s aktivaci a diferenciaci pomocných 

T lymfocytu typu 1
Th2 Typ imunitni odpovědi asociován s aktivaci a diferenciaci pomocných 

T lymfocytu typu 2
TSBP Thiol Sepharose binding proteins
UGTs UDP-glukosyltransferázy
XME Enzymy metabolizujici xenobiotika
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