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Souhrn

Tato bakaléi'ska prace mapuje problematiku rezistence viici anthelmintikim, ktera jsou
v dnesni dob¢ komeréné dostupna a Siroce vyuzivana.

Schopnost helminti odolavat u€inktim 1€¢iv je dnes rozsifenym jevem, ktery se nadale
rozrusta. Nejveétsi problémy zpusobuje v oblastech s rozvinutym chovem ovci, zejména
v Australii, Africe, na Novém Z¢landu a v Jizni Americe.

Rezistence je ireverzibilni, proto je nutné zaméfit se na alternativni metody kontroly
parazitli, snizeni frekvence oSetfeni, zmenSeni zéavislosti na chemoterapeutikach. Aby bylo
mozné s rezistenci ucinn¢ bojovat, je nezbytna jeji spolehlivd detekce. Proto se ¢ast prace
zabyva metodami, které jsou pro tyto ucely vyuzivané v laboratornich 1 terénnich
podminkach. Pro chovatele je dilezité¢, aby mohli vyuzivat jednoduchou metodu, ktera by
svoji dostupnosti neumérné nezvysovala naklady na chov.

Rezistence je spojena nejen se snizenim zdravotni urovné chovu, ale také s poklesem
uzitkovosti a sniZzenim pi{jmid chovatell. V extrémnich pfipadech museli chovatelé
pro vysokou miru rezistence svoji ¢innost ukoncit. Je proto nezbytné, aby se v této oblasti

pokracovalo ve vyzkumech, jejichz aktudlni zavéry byly shrnuty v této praci.
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Summary

The aim of this bachelor thesis is to survey the issue of resistence to commercially
available and widely used anthelmintic.

Nowadays, the ability of helminths to resist the effect of drugs is widespread
phenomenon, which continues to grow. The biggest problems are caused in areas
with developed sheep breeding, especially in Australia, Africa, New Zealand and South
America.

Resistance is non-reversible, therefore it is necessary to focus on alternative methods
of controlling parasites, reduce the frequency of treatment and reduce dependence
on chemotherapeutics. The reliable detection is necessary in order to fight with resistence
effectively. Therefore, part of the thesis deals with methods that are used for these purposes
in the laboratory and field conditions. For farmes it is important to be able to use a simple,
accessible method in order to prevent farming costs from disproportionate increase.

Resistance is not only associated with a reduction in health standards of breeding, but
also with a decrease in performance and reducing the income of farmers. In extreme cases,
farmers are forced to end their businesses due to high degree of resistence in their breedings.
It is therefore essential to continue research in this field, the current findings are summerized

in this thesis.
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1. Uvod

Rezistence vac¢i lé¢ivim se stava rozSifenym  fenoménem, ktery byl
zaznamenan u mnoha organismi. MuizZeme jej pozorovat, mimo helmint, také u wvird,
bakterii, ¢lenovcii, protozoia rakovinnych bunék. Pfestoze je tato problematika obecné
spojovana s rezistenci bakterii na antibiotika, mira rozSifeni u helmintd je taktéz
nezanedbatelna. Navic ma vzrastajici tendenci.

Onemocnéni zplisobend parazity mohou mit za nasledek nejen pokles uzitkovosti,
ale pfedevsim sniZeni kvality Zivota postizenych zvitat, v horSich pfipadech nezifidka zplsobi
1 smrt. Kontrola vhodnymi terapeutiky je proto nezbytnd. V piipad¢ rezistence je vSak nutné
1éEbu opakovat, coz zvySuje naklady chovatele za soucasné¢ho snizeni uzitkovosti. Problém
rezistence vuci 1é¢iviim ma tedy 1 znacny ekonomicky dopad.

Rezistence u skotu neni zatim pfili§ Casta, presto jiz byly ve svété uvadény piipady
pritomnosti rezistentnich kmenti. Nejcastéji onemocnéni zpusobuji druhy Trichostrongylus
axei, Haemonchus placei, Cooperia spp., Oesophagostomum radiatum. Nejzavaznéjsi situace
je u ovei a koz, kde jsou puvodci parazitoz druhy Haemonchus contortus, Teladorsagia
circumcincta, Trichostrongylus colubriformis a Nematodirus battus. Tyto druhy maji nejvyssi
prevalenci v ramci Evropy a casto se mezi nimi vyskytuji rezistentni populace. Podobné¢ se
s rezistentnimi jedinci mizeme setkat u zastupcti Equidae. Zde se jedna o tzv. malé a a velké
strongylidy, ktefi mohou zplisobit vazné poskozeni tkani hostitele. U pst a kocek se nejcasté;ji
setkdvame se Skrkavkami rodu Toxocara, v rdmci rezistence jsou ale mnohem vyznamnéjsi
zéastupci Ancylostoma caninum a Dirofilaria immitis, u kterych jiz byla odolnost
vuci pouzitym léCiviim detekovéna.

Vzhledem k tomu, ze Cloveék je také hostitelem mnoha druhli endoparazitii, je
dilezité zaméfit pozornost a vyzkum i na situaci v humanni medicin€. Zaroveil je mozné
pfevzit nékteré poznatky z veterinarni oblasti a s ohledem na zavaznost nastalého stavu
arychlému nastupu rozvoje rezistence, zejména u hospodarskych zvifat, se zni poucit.
Ptestoze rezistence na anthelmintika zplisobuje nejvétsi problémy v chovu ovci a koz, neméné
dilezity je monitoring u jinych druht chovanych pro produkci, ¢i zdbavu. Nebot’ i u téchto
druhii (skot, prasata, psy) miizeme ocekdvat zvySeni vyskytu rezistentnich populaci. Pes,
jakozto zvife tizce spjaté s Clovekem a zijici v jeho tésném kontaktu, je také moznym zdrojem
pro pienos zoondz, rozsifeni rezistence u populaci zplsobujicich tato onemocnéni by tedy

mélo zna¢ny dopad v humanni medicing.



2. Cil prace

Cilem této prace bylo zaméfit se na nejnovéjsi poznatky ziskané v oblasti rezistence
helmintd vaci 1éciviim, kterd jsou v soucasné dobé komercné dostupna. Piestoze je tento
problém rozsifen zejména u malych piezvykavcl a koni, prace se zaméfuje také na ostatni

druhy, a to skot, prasata a psy.



3. Literarni reSerse
3.1 Anthelmintika

Anthelmintika 1ze rozd¢€lit na vermifuga, kterd pisobi paralyzu a nasledné vypuzeni
parazita ze stfeva, a vermicida, kterd parazity usmrcuji (Lingala a kol., 2011). Lécba
parazitarnich onemocnéni mé velmi dlouhou tradici, jeji historie spadd do dob pfted tisici lety,
kdy tyto choroby byly objeveny. Priméarné se vSak zabyvala parazity plisobicimi onemocnéni
lidi, terapie hospodaiskych zvifat pfisla na fadu mnohem pozdéji. Jako prvni lécebné
pripravky poslouzily rtizné nespecifické jedy, napft. slouceniny arzénu. Z rostlinnych produktt
byly vyuzivany druhy obsahujici nikotin. Mechanismus ucinku, ¢i aktivni slozky terapeutik

byly vSak neznamé a nebyly podrobovany Zadnym testliim (Bennet-Jenkins a Bryant, 1996).

Dal$im rostlinnym pfipravkem je esencidlni olej ziskdvany z Chenopodium
ambrosioides. Ten byl vyuzivany zejména v Americe jako prostiedek proti stievnim
parazitarnim infekcim. Uginnou slozku tvoii ascaridol, ktery ma silné nematocidni G&inky.
Pro svoji toxicitu ma vSak na svédomi také mnozstvi lidskych obéti (MacDonald a kol.,

2004). Mnoho prosttedki rostlinného piivodu je vyuzivano v chemoterapii dodnes.

farmaceutickymi spole¢nostmi mnohem pozdé&ji, v 50. letech 20. stol. Stale vSak musela byt
podavana po nékolik dni a méla omezené spektrum ucinku (Horton, 2003). Po pocatecni
identifikaci potencialnich anthelmintik smétovaly studie k optimalizaci jejich ¢innosti. Lepsi
ucinnosti se obvykle dosdhlo zménou ve farmakokinetice. Béhem let 1960 az 1970 se
uspésnost farmaceutickych spole¢nosti ve vyvoji ponékud zpomalila. Ve stejnou dobu vsak
doslo k pfiznivému pokroku pti vyzkumu zdkladni biologie, biochemie a fyziologie
parazitarnich organismti. Toto rozSifeni znalosti vyznamné zvySuje potencial vyuziti

dostupnych anthelmintik (Bennet-Jenkins a Bryant, 1996).

3.1.1 Hlavni skupiny anthelmintik
3.1.1.1 Makrolidy

Makrocyklické laktony se sklddaji ze dvou podskupin — avermectintl, které zahrnuji
abamectin, doramectin, ivermectin, eprinomectin a selamectin, a milbemyciny (zastupce
moxidectin). Tyto dvé skupiny se 1is$i v molekularni struktufe, avemectiny maji napf.
sacharidové substituenty na pozici C13 a milbemyciny sacharidové substituenty nemaji
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(Durden, 2007). Tyto rozdily vedou k odlisné farmakokinetice a u¢innosti (Parker a kol.,
1999), biologicka aktivita je vSak podobna (Shoop a kol., 1995). Avermectiny byly ptivodné
izolovany z kultur pladniho organismu Streptomyces avermitilis a milbemyciny byly
izolovany z druht S. cyanogrise a S. hygroscopicus. Ob¢ skupiny maji silné insekticidni

vlastnosti (Durden, 2007).

Milbemycin objevili japonsti védci vroce 1973 jako slou€eninu s akaricidnimi
a insekticidnimi ucinky vyuzivanou v zeméd¢€lstvi pro ochranu plodi. Avermectiny byly
objeveny v roce 1975, o 6 let pozdéji byl polysynteticky ivermectin (IVM) poprvé predstaven
pro komeréni vyuziti u zvifat. Od roku 1981 byl IVM uveden ve vice nez 60 zemi svéta
pro pouziti nejen u skotu, ale i dalsich ptezvykavcet, koni, prasat, psii a také lidi (Shoop a kol.,

1995; Ikeda a kol., 2001).

IVM je smés dvou chemicky modifikovanych avermectint, které obsahuji minimalné
80 % z22,23-dihydroavermectin-Bla a 20 % 22,23-dihydroavermectinu-B1b. Je to vysoce
lipofilni latka, kterd se rozpousti ve vétSin€ organickych rozpoustédel, ale je prakticky
nerozpustna ve vodé. Ma vynikajici i€innost proti endo (hlistice) i ektoparazitim v extrémné
nizkych davkach, ale neptlisobi proti tasemnicim a motolicim (Yates a kol.,, 2003).
Doporucené davky jsou vyjadieny jako pg/kg), tento fakt také prispiva k jeho bezpecnosti.
IVM je vysoce ucinny proti Sirokému spektru druhti hlistic, véetné vétSiny larev a adultnich
jedinct, dale u¢inkuje proti mnoha ¢lenovelim parazitujicim u domacich zvirat. U pst je IVM
ucinny 1 proti larvam Dirofilaria immitis a je pouzivan v profylaxi srdeCnich cervii. Lék miize
byt podan oraln¢, intramuskularn¢ (IM), subkutanné (SC) nebo lokalné (formou pour-on),

v zavislosti na druhu.

Zpusob podani silné ovliviiuje farmakokinetiku 1€ku. Nejvétsi biologicka vyuzitelnost
je dosazena SC podéanim, nésledovano je perordlni formou. Nejniz§i hodnoty jsou naopak
dosazeny metodou pour-on. Vzhledem k lipofilni povaze IVM inklinuje k hromadéni v tukové
tkani, kterd ptsobi jako jeho rezervoar. Nejvyssi hladina IVM se nachdzi v jatrech a tuku,
nejniz8i naopak v mozkové tkani. IVM je vyluCovan pievazné stolici u vSech druht

bez ohledu na zptisob podani, mensi mnozstvi je vylucovadno moci (Canga a kol., 2009).

Moxidectin (MOX) je sloucenina ulinkujici pii extrémné nizkych davkéach
proti mnoha zastupctim hlistic a parazitujicim ¢lenovciim (Parker a kol., 1999). V soucasné

dobé¢ je komercné dostupny v fadé ptipravkl pro pouziti u skotu, ovci, koni a pst (Yazwinski
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a kol., 1999). U domacich zvifat je pouzivan ve formé pour-on, u skotu je vyuzivana injekcni
aplikace, uovei oralni. V neddvné dobé byl také registrovan pro prevenci a 1écbu ovci
aplikaci, snizeni stresu pro zvifata, zaroveil nejsou nutnd specidlni manipulacni zafizeni.
Dal8im nezanedbatelnym faktem je moznost pouziti u bfezich bahnic (Parker a kol., 1999).

Lipofilita MOX je mnohonasobn¢ vyssi nez u avermectinti (Dupuy a kol., 2007).

IVM je pouzivan vdavce 200 pg/kg (SC nebo ordln€) u skotu proti druhu
Haemonchus spp., dale 500 pg/kg lokaln¢ proti Ostertagia spp., Cooperia spp.,
Trichostrongylus spp., Strongyloides papillosus, Bunostomum spp., Nematodirus spp.,
Trichuris spp., Oesophagostomum spp.

U ovci je cileni IVM velmi podobné, je vSak podavan v davce 200 pg/kg SC, ato
u druhit Haemonchus spp., Chabertia ovina, Ostertagia spp., Cooperia spp., Trichostrongylus
spp., Strongyloides papillosus, Bunostomum spp., Nematodirus spp., Trichuris ovis,

Oesophagostomum spp.

U prasat je IVM ucinny proti Strongylus spp., Parascaris equorum, Oxyuris equi,
Draschia spp., Habronema spp., Trichostrongylus axei, Parascaris equorum, Strongyloides
westeri, Dictyocaulus amfieldi, Onchocerca spp. U pst zejména u druhu Dirofilaria immitis
(mikrofilarie a ctvrté larvalni stadium) v davce 6 pg/kg ordlné, Toxocara canis, Toxascaris

leonine, Ancylostoma caninum, Uncinaria stenocephala, Trichuris vulpis (Canga a kol.,

2009).
3.1.1.2 Benzimidazoly

Anthelmintika na bazi benzimidazolu se zdaji byt nejSife pouzivanym dostupnym
l1é¢ivem parazitarnich onemocnéni hospodaiskych zvirat (Gilleard, 2006).

Thiabendazol, 4-(2-bezimidazolyl)thiazol, derivat této fady, se stal Siroce piijimany
proti riznym druhlim gastrointestinalnich hlistic parazitujicich u lidi a zvitat. Dalsi zavedené
slouceniny BZ jsou mebendazol, albendazol, fenbendazol. Thiabendazol je G€inny proti Siroké
Skale hlistic, zvlasté vSak proti infekcim zptsobenych druhem Strongylides stercoralis, ktery
je odolny vici jinym anthelmintikim. Mebendazol je Sirokospektralni anthelmintikum

efektivni proti smiSené infekci Ascaris, Enterobius a Trichiuria a méchovcim.
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Antiparazitarni spektrum benzimidazoli je Siroké a zahrnuje i n€které druhy tasemnic
a motolic (Mansour a kol., 2002). MBZ (methyl-5-benzoyl-2-benzimidazol-karbamat) byl
uveden na trh vroce 1972 (Canete a kol.,, 2009). BZ ucinkuji také u Teladorsagia

circumcincta, druhu s vysokou prevalenci u koz a ovci (Elard a kol., 1996).
3.1.1.3 Syntetické pyrazinové derivaty

Praziquantel patfi mezi mlad$i anthelmintika, byl zaveden v roce 1970
jako 1é¢ivo s schistosomicidnim a cestodoznim uc¢inkem. V dneSni dobé se pouziva
ve veterindrni a humanni medicin€é, kde je dilezitou slozkou pro 1écbu schistosomiazy
(Martin, 1997). Uzce zaméfené anthelmintikum, triklabendazol, je vyznamny svym G¢inkem
proti Siroké Skale vyvojovych stadii Fascioloides v rdmci obratlovct jako hostitelich (Kohler,

2001). PZQ a epsiprantel jsou vyuzitelné pro terapii echinokokdzy.

Jsou ucinné také vaci Dipylidium caninum, obvykle jsou dostupné v kombinaci
s nematocidnimi slouceninami, ve formé tablet pro oralni podéani, ¢i ve formé& spot-on
a mohou byt pouzity také jako soucast Sirokospektralniho parazitarniho programu (Canga
a kol., 2009). Pipezarin je GABA (y-aminomaselna kyselina) agonista receptorti ve svalstvu

hlistic zptsobujici ochrnuti parazita (Martin, 1997).
3.1.1.4 Levamisol

Levamisol ((S)-2,3,5,6-tetrahydro-6-phenylimidazo-[2,1-b]thiazol) a pyrantel ((E)-
1,4,5,6-tetrahydro-1-methyl-2-[2-(2thienyl)ethenyl]pirimidin) jsou dv€ Siroce pouzivana
anthelmintika. Patii do skupiny nikotinovych agonisti, tyto slouceniny se vazi na nikotinové

acetylcholinové receptory lokalizované ve svalstvu parazitii. Tim zpusobi spastickou paralyzu

helminta (Robertson a kol., 2000).
3.1.2 Mechanismus uc¢inku anthelmintik

Pouziti anthelmintik je nutno pfizptsobit specifickym fazim Zivotniho cyklu paraziti
(Wood a kol., 1995). Cilovd mista anthelmintik jsou pfedev§im formace mikrotubull
(benzimidazoly), nervovy systém (nikotinovi agonisté), glutamato-chloridové kanaly

ve svaloviné helminti (makrocyklické laktony) (Jones a George, 2005).

Mikrotubuly jsou zékladni soucasti cytoskeletu a podileji se na bunééné motilité,

transportu, udrzovani tvaru bunky. Hraji také klicovou roli pii tvorbé déliciho vieténka
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pii mitdze, které umoznuje oddélit chromozémy béhem bunécného déleni (Berrieman a kol.,

2004).

Mnoho anthelmintik aktudlné pouzivanych pfi terapii parazitdrnich onemocnéni
plisobi na nervovy systém helminti (Wolstenholme a Rogers, 2005). Makrocyklické laktony
se vazi v mist¢ glutamat-chloridovych kanalt, a to bud’ pfimo aktivuji kanal, nebo zvysuji
ucinek bézného agonisty, glutamatu. Helminti oplyvaji mnoha rtiznymi typy nikotinovych
receptorti, coz predstavuje vyznamnou rozmanitost, kterd do budoucna zarucuje mnoZzstvi

dualezitych cilt.

Nervovy systém obsahuje také mnoho dalSich iontovych kanald a receptord, které
doposud nebyly vyuzivany v managementu kontroly helmintli, proto je tfeba jejich dalSich
vyzkumu pro vyvoj novych ucéinnych sloucenin Cil iontovych kanali méa nékolik vyhod.
Jednou z nich je rychlé plisobeni a tedy i rychlé potlaceni infekci. Obvykle parazity ochromuji
a jejich zjevné ucinky pisobeni jsou vhodné pro pouziti u schopnych, rychlych a vysoce

vykonnych testi (Wolstenholme, 2011).

Levamisol ptisobi jako agonista nikotinového acetylcholinového receptoru.
Makrocyklické laktony, mezi néz patfi ivermectin, abamectin, doramectin, eprinomectin,
selamectin, plisobi na glutamato-chloridové kanaly (Gilleard, 2006), inhibuji (faryngalni)
cerpani a piijimani potravy, dale snizuji motilitu, plodnost u citlivych hlistic a zpiisobuji

paralyzu (Yates a kol., 2003).

Milbemyciny plsobi podobné¢ jako AVM — aktivatory chloridovych kanali
ve svalovych membréanéach hlistic, které jsou aktivovany endogennim glutamatem (Sangster,

1999).
3.1.3  Zdravotni rizika pii pouziti anthelmintik u hostitelti, vedlejsi u¢inky a toxicita

Piestoze jsou moderni anthelmintika povazovana ze relativné bezpefnd, oSetieni
pomoci téchto 1é¢iv (napt. albendazol nebo mebendazol) miize byt doprovdzeno raznymi
vedlejSimi ptiznaky. Nejcastéji se jedna o gastrointestinalni potize (bolest zaludku, prijem,
nevolnost, zvraceni), neurologické ptiznaky (bolesti hlavy, zavrat€) a alergické jevy (otoky,

vyrazky, kopfivka) (Lingala a kol., 2011).

Ptestoze je toxicita u IVM vzacna v ramci vSech zivoc¢iSnych druhti, neurotoxicita mize
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vyvstat u citlivych pst ovcackych plemen (kolie, australsky ovcak, Seltie, border kolie,

bearded kolie) (Baars a kol., 2008).

Gen mdrl (multirezistence na 1éCiva) koduje velky transmembranovy protein,
P-glykoprotein, ktery je nedilnou soucésti hematoencefalitické bariéry (Mealey a kol., 2001).
Jednim z mechanismi, ktery vede k multirezistenci na 1éCiva, je zvySeni Cinnosti systému
efluxe cizorodych latek v disledku nadmérné transmembranové exprese P-glykoproteinu
kodovaného mdrl genem. Chemoterapeutika a ATP se vazi na P-glykoprotein (Webster-
Leveille a Arias, 1995). P-glykoprotein funguje jako pumpa pro transport 1é¢iv z mozku
zpatky do krve. Vzhledem ktomu, Zze ivermectin je substratem pro P-glykoprotein,
predpoklada se, Ze citlivi psi maji zménény exprese genu mdrl ve srovndni s nepostizenymi
jedinci. (Mealey a kol., 2001). Pii vyzkumu piisobeni IVM u geneticky modifikovanych mysi,
jimz chybél P-glykoprotein, se IVM hromadil v mozku a zptsoboval neurotoxicitu (Roulet

a kol., 2003).

Mezi projevy toxikozy patii rozSifeni zfitelnic, ataxie, ulehnuti, miiZze nasledovat smrt.
Vyzkumy vsak bylo zjisténo, Ze citliva plemena toleruji i davku 50 pg/kg, coz je témet 10krat
vyssi davka nez doporucena terapeutickd (Canga a kol., 2009). V ramci profylaxe srdecnich
cervi psu je tedy mozné podavat ivermectin i jedincim, ktefi jsou z genetickych linii,

definovanych jako IMV citlivé, kdy se podava oralné 6 pg kg™ (Shoop a kol., 1995).
3.2 Rezistence na anthelmintika

V soucasné dobé¢ jsou v profylaxi a lécbé parazitarnich infekci hospodatskych zvirat
pouzivana moderni Sirokospektra anthelmintika. Plivodci téchto infekénich chorob, kteti jsou
pravidelné¢ vystavovani terapeutickym davkam, maji tendenci postupné rozvijet odolnost
proti ttmto  1é¢ivim. Rezistence je definovana jako schopnost paraziti pfezit
1écbu doporu¢enymi  davkami anthelmintik a vyhnout se toxickym ucinkim 1¢kt
po opakovaném podani, oproti jinym jedinciim, ktefi vii¢i terapeutikiim zGstavaji citlivi. Tato
schopnost je zalozena geneticky. Jak je mozno pozorovat u antibiotik, mize naduZzivani
anthelmintik vést k podobnému vyvoji rezistence u cilovych organismli (Varady a kol.,

2011).

Rezistenci je mozné pozorovat u virii, bakterii, ¢lenovci, protozoi, rakovinnych bunék

a helmintd (Sangster, 2001). Odolnost vic¢i chemoterapeutickym [é¢iviim se postupné
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rozrostla z jeho ponékud sporadického vyskytu na pocatku 60. let do soucasného stavu, kdy

rezistence ohrozuje udrZitelnost mnoha intenzivnich systému chovu.

V soucasné dobé se problém rezistence vyskytuje u nékolika skupin helminth
a hrozbou se stala predev§im u malych prezvykavcil infikovanych gastrointestindlnimi hlisty
celedi Trichostrongylidae. Haemonchus contortus, parazitujici ve slezu malych piezvykavci,
byl prvnim druhem, u n¢hoz byla detekovana rezistence na anthelmintika (Varady a kol.,

2011).

Rezistentni jedinci o tuto schopnost béhem svého zivota jiz nepiijdou (Sangster,
2001), naopak ji pfedavaji pomoci genti svym potomkim. Pro dal$i vyuziti dnes dostupnych
anthelmintik je nezbytné vytvofit U¢inné strategie, které by pomohly minimalizovat vliv
rezistence. PfedevSim je nutné jesté 1épe porozumét podstaté biologie paraziti a systému,
jakym rezistence vznika. Dale je tieba zaméfit se na alternativni moznosti kontroly v chovech,
zejména u nejvice postizenych chovli malych prezvykavcl. Dnes je rezistence znama u vSech
hlavnich skupin Sirokospektralnich anthelmintik, mezi néz spadaji benzimidazoly, levamisol,
avermectiny (ivermectin, doramectin) a milbemyciny (moxidectin). Rezistence byla vsak
detekovana i1uuzce zaméfenych anthelmintik, napi. closantelu. Tento fakt je alarmujici
zejména pro zemédélce, kterym snizuje piijmy, nebot’ odolnost je spojena se zvySenymi
naklady na opakovanou lécbu, snizenim produktivity zvifat a urovné jejich Zivotnich

podminek (Wolstenholme a kol., 2004).

Rezistence va¢i modernim Sirokospektralnim anthelmintikim byla evidovana
nedlouho po jejich zavedeni, vyvijela se prakticky ve stejném potadi, v jakém byly léky
vyvinuty a uvedeny na trh.  V pfipadé prvniho Siroce rozSifen¢ho anthelmintika
phenothiazinu, které bylo zavedeno v roce 1940, byla rezistence detekovana v roce 1957.
U thiabendazolu to bylo dokonce 3 roky po jeho zavedeni, tedy v roce 1964. Stejna situace
nastala u levamisolu (vznik 1970, vyskyt rezistence 1979), ivermectinu (1981, rezistence

1985) a moxidectinu (1991, rezistence 1995) (James a kol. 2009; Le Jambre a kol., 1995).
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3.2.1 Mechanismus rezistence

Poznatky o mechanismu rezistence na anthelmintika jsou k dispozici
pro antimikrotubulové latky, nikotinové agonisty, makrocyklické¢ laktony a oxamniquine
(Kohler, 2001). Intenzivni vyuzivani téchto anthelmintik vedlo k selekci na rezistenci

v cilovych populacich a omezuje dalsi pouzivani 1€k (Demeler a kol., 2010).

U dvou ze tfi hlavnich skupin anthelmintik, avermectinii pisobicich na glutamato-
chloridové kandly a levamisolu patficimu mezi nikotinové agonisty, jejichz terapeuticky
ucinek je zaméfen na ligandem fizené membranové iontové kandly helminti, je vzhledem
k vlastnostem jejich plisobeni mozno pouzit elektrofyziologické metody k prozkoumani
vlastnosti kanaldi, vlivu anthelmintik a zmény v receptorech spojenych s rezistenci

na anthelmintika (Martin a kol., 1998).

Podstatnym faktorem pro rozvoj rezistence je genetickd rozmanitost selektované
populace helminti. Samotné vystaveni 1é¢iviim nevytvaii odolné organismy, ale selektuje
pro pieziti jednotlivce nesouci alelu genu nebo genti, kterd snizuje citlivost vici 1éCivu.
Rezistence se tedy muze rozvinout pouze v piipadé, Ze je dana alela pfitomna v lécené
populaci. U druhti, které jsou geneticky rozmanitéjsi, tedy existuje vyssi pravdépodobnost
vzniku rezistence, nebot’ mizeme piedpokladat, ze potiebnd alela pro vznik rezistence je

pfitomna v 1é¢ené populaci. (Geary a kol., 1999).

Za ptedpokladu, ze genetické predispozice krozvoji rezistence se vyskytuji
v populaci, existuji dalsi dvé podminky, které jsou nezbytné pro to, aby se rezistence
rozvijela. Prvni z nich je selekce na rezistenci 1éCivy a druhd je schopnost rezistentnich

parazitl ispé$né se mnozit, najit hostitele a dokoncit sviij vyvoj (Sangster, 2001).

Dnesni vyzkum v oblasti parazitologie se zaméfuje primarn¢ na odhaleni a vyzkum
genll zapojenych aktivné do systému rezistence a provadéni experimentdlnich praci
pro testovani hypotézy. VétSina této experimentalni prace se tykala hledani spojitosti fenotypu
rezistence a polymorfismu v uvedenych genech. To se provadi bud’ porovnanim rezistentni

a citlivé populace nebo umélou selekei rezistence béhem experimentalni infekce.

Nejpozoruhodnéjsim pocinem této metody byla identifikace izotypu 1b tubulinového

lokusu jako hlavni pfi¢ina rezistence na BZ u Haemonchus contortus (Gilleard, 2006).
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Toto vedlo k mnoha dal$im studiim, které potvrdily tento lokus jako hlavni pfic¢inu rezistence

na BZ u jinych parazitujicich hlistic.

Fenotypové se odolni helminté se vyznacuji ztratou vysoké afinity vazebného mista
pro tyto léky na bilkovin¢ podjednotky mikrotubula (Lacey, 1988). Molekularni podstata
rezistence BZ se tyka zmény v genu B-tubulinu, ktery je cilovym mistem pro BZ (Elard a kol.,
1996). Elard a Humbert (1999) ve svém vyzkumu prokazali, ze rezistence u Teladorsagia
circumcincta, helminta parazitujiciho u malych piezvykavci, je spojena se selekci jedinci,
ktefi se vyznacuji piitomnosti tyrozinu (Tyr) na aminokyseliné 200 isotypu 1b-tubulinu. Tato
mutace se zda byt recesivni, protoZze pouze homozygotni jedinci (Tyr/Tyr) ptezili 1é¢bu BZ
dvou rezistentnich populaci, ve které byly plvodné ptfitomny tfi genotypy (Rr, rs, ss).
Homozygoti (Phe/Phe) a heterozygoti (Phe/Tyr) 1écbu nepiezili. Vyvoj rezistence na BZ
znamend minimalné dva kroky na samostatnych lokusech B-tubulinu, pocate¢ni ztrata
citlivosti na izotopu lokusu 1 (nizka az stfedni uroven rezistence), nasleduje selekce jedinct,

ztrata na izotypu lokusu 2 (vysoka hladina rezistence) (Roos a kol., 1996).

Mezi faktory, které vyznamné ovliviiuji rozvoj rezistence patii pocet helminti
v refugiu, frekvence genli zodpovédnych za rezistenci v nelécené populaci, skutenost, zda je
rezistence dominantni nebo recesivni, biologicka fitness rezistentnich helmintii v porovnéni

s vnimavymi populacemi (Coles, 2005).

Nejvice prostudovana je rezistence trichostrongyloidi (H. contortus) u ovci, kde doslo
k rozvoji odolnosti vii¢i vSem hlavnim tfiddm anthelmintik. Prevalence rezistence se postupné
zvySuje a nyni ma 90 % farem zabyvajicich se chovem ovci problém s pfitomnosti rezistence.
Léciva, kterd méla kdysi témet 100 % spolehlivost u€inku v 1é¢be, nyni vykazuji Gspésnost
v rozmezi 0 — 70 %. Tento problém je tak zdvazny, Ze v n€kterych €astech jizni Afriky, kde
jsou endemické regiony H. contortus, bylo pro dalsi neudrzitelnost nutno skoncit s chovem.
Ptesto, existuji parazité a 1éCiva, u kterych je rezistence dosud vzacnd. Naptiklad, levamisol
(LEV) zlstava ucinny vaci H. contorus a také IVM ziistava ucinny vaci Trichostrongylus
ve vétSing regiond. Na druhé strané, rezistence u populaci se tézko vrati k citlivosti, takze

situace se jen tézko muize zlepsit (Sangster, 2001).

Velkou komplikaci je tzv. zktizena rezistence, ktera vznika v ptipad¢, Ze mechanismus

rezistence na nékolik 1éCiv je stejny. Toto je zplsobeno shodnymi genetickymi mutacemi.
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V kazdém ptipad€ se zkiiZena rezistence objevi za pusobeni jednoho Iéku a mize generovat

odolnost proti jednomu dalSimu ¢i vice Iékim, kterym vSak patogen nebyl plivodné vystaven.

Dal$imi mechanismy, které jsou nékdy oznaCovany jako nespecifické, jsou tzv.
bezreceptorové  mechanismy. Zahrnuji pozménéné hladiny enzyma zapojenych
do metabolismu 1éc¢iv, transportniho mechanismu, jenz upravuje naslednou koncentraci 1é€iva,
kterd dosahne efektorového mista na receptoru. Mlze se jednat o eflux léciva z bunék,
obsahujici receptory, zhorSenou absorpci, zvySeny metabolismus 1€kt a jejich inaktivace.
Tyto mechanismy mohou ovlivnit farmaceutika z jiné chemické skupiny nebo dokonce lé¢iv

jiného zptisobu ucinku (Lespine a kol., 2011)
3.2.2 Rezistence na hlavni skupiny anthelmintik
3.2.2.1 Benzimidazoly

Benzimidazoly jsou ucinnd a Sirokospektra anthelmintika, ktera se selektivné vazi
na mikrotubuly, jeZ rozruSuji. Odolnost vi¢i BZ se vSak rychle vyvinula do dnesSnich
rozméri. Je zplisobena genetickymi zménami v genech koédujicich B-tubulin, podjednotky
mikrotubuld. (Blackhall a kol., 2008). B-tubulin se li§i ve své reakci na tubulinové inhibitory,
parazitarni tubulin vaze BZ vice nez sav¢i. Zda se, Ze ztrata vazebné afinity tubulinu vede

v populaci paraziti k vytvoieni rezistence. (Sangster, 2002).

Rezistence BZ u Haemonchus contortus je spojena piedev§im s mutaci genu izotypu
podjednotky B-tubulinu, kdy fenylalanin (Phe) nahrazuje tyrosin (Tyr) na kodonu 200 genu
(Tiwari a kol., 2006).

3.2.2.2 Makrocyklické laktony

Od svého uvedeni v roce 1981 IVM ziskal Siroké piijeti a vyuziti jako silné a 0¢inné
anthelmintikum pro kontrolu hlistic. Rezistence viici IVM byla poprvé potvrzena v populaci
Haemonchus contortus u ovci chovanych v jizni Africe, a to jiz vroce 1985 (Le Jambre
a kol., 1995). Odolnost Haemonchus contortus vii¢i AVM korelovala s genetickymi zménami
v genu kodujicim P-glykoprotein, transportni protein v bunééné membrang, ktery ma vysokou

afinitu k IVM.
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Substratova specifita P-glykoproteinu je velmi Siroka a odolnost viici BZM mitize byt
ptizptisobena lektiny specifickymi pro P-glykoprotein (Blackhall a kol., 2008). Hlavnim cilem
anthelmintik AM skupiny jsou glutamat-chloridové kanaly bezobratlych. Mutace v téchto
kanalech a receptorech jsou spojeny s rezistenci vici IVM, kterou miizeme pozorovat u voln¢

cey

zijictho druhu Caenorhabditis elegans a parazitujici hlistice Cooperia oncophora (Tandon

a kol., 20006).
3.2.2.3 Levamisol

Martin a McKenzie (1990) pti vyzkumech dédicnosti rezistence na anthelmintika
zjistili, ze odolné kmeny F1 generace Trichostrongylus colubriformis (vyvinuté recipro¢nim
kfizenim mezi citlivymi a rezistentnimi kmeny) dédi schopnost rezistence jako recesivni
znak vazany na pohlavi. Vyskyt rezistence potomkid po zpétném kiiZeni tuto hypotézu
potvrdil. Ze zavéru vyplyva, Ze rezistence je ovladéna jedinym genem nebo tésné propojenou
skupinou gend, a zaroven naznacuje, ze jiné autozomalni lokusy maji zanedbatelny vliv. U H.
contortus je rezistence autozomalné recesivni azdd se, Ze je vni zapojeno vice gend.
Odolnost vi¢i LEV je pravdépodobné zalozena na ztraté¢ -cholinergniho receptoru.
Acetylcholinové  receptory jsou obvykle uspofadany jako  heteropentamericky
transmembranovy receptor. Dva Clenové pentameru jsou a-podjednotky, kde kazdd z nich
obsahuje vazebné¢ misto pro acetylcholin. Dalsi tfi z nich tvofi iontovy kanal, ktery
pii navazani agonistl jako je LEV nebo acetylcholin otevie kanal a umozni priachod kationtt.

Rezistence ma pravdépodobné svoji podstatu praveé v téchto mistech (Sangster, 2002).

3.2.3  Vznik rezistence

cey

Predpoklada se, ze helminté, kteti ptreziji pribeh 1éCby, jsou nejvice odolnou casti
populace. Tito jedinci poté kontaminuji okolni prostiedi vétSinou rezistentnich larev pro dalsi
generace, coz vede k dalsimu selekénimu tlaku na rezistenci. Tato selekce je zavisla
na zastoupeni rezistentnich jedincti v dal$i generaci mezi ostatnimi helminty a dalSich, ktefi
nebyli vystaveni U¢inkim 1éc¢iv (refugium). Genetickd vlastnost, ktera podporuje rozvoj
rezistence, se stavd vyznamnou po celém svété a omezuje produkcei zejména v chovu malych
prezvykavcu. Vyvoj rezistence piedstavuje velkou hrozbu predevSim pro budoucnost

a vyuzitelnost dostupnych anthelmintik.

Vyvoj rizného stupné rezistence helmintli byl hlaSen pro vSechny hlavni skupiny

terapeutik. Proto je dulezitd spolehlivd detekce, aby bylo mozné navrhnout vhodny
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management kontroly helminti a oddélit rozvoj rezistence. Zachovani parazitl v refugiu
(neoSetiend cast populace), ktefi nebyli vystaveni anthelmintikiim, se zdd byt kli¢ovym
bodem v boji srezistenci, protoze tito jedinci jsou geneticky citlivi. BohuZzel, Zadna
z nechemickych metod pro kontrolu paraziti, napf. vyziva, vakciny, plemena rezistentni
vuci ur€itym druhlim parazitd, neni natolik G¢innd, aby mohla nahradit chemoterapii

anthelmintiky (Papadoupolos, 2008).
3.2.4 Rezistence u jednotlivych druhii hostitelti
3.2.4.1 Prezvykavci

Rezistence na anthelmintika je nejvice rozsifenym problémem u malych piezvykavci,
zejména ovci. Rezistence ovliviiuje regulaci onemocnéni zptisobené trichostrongylidy u ovci
(Sangster, 1998). V Brazilii, kde je vysokd prevalence rezistence v chovech ovci, je
behem letnich mésici, dalsi nejcastéjsi druhy Trichostrongylus a Teladorsagia circumcincta
naopak dominuji v zimnich a jarnich mésicich (Echevarria a kol., 1996). U skotu byla

detekovana rezistence u Haemonchus a Cooperia v Brazilii (Anziani a kol., 2004).

Prestoze se zdda, ze rezistence u skotu se vyviji pomaleji nez u hlistic malych

prezvykavcu, z vyzkumi poslednich let vyplyva, Ze ma stupiiujici se tendenci.

Rezistence byla v poslednich letech hlaSena u vSech tii skupin Sirokospektralnich
anthelmintik a nejméné deseti druhi nematod. Toto mize znamenat vzestup vyskytu

rezistence po celém svété, zvysSeni testovani pifitomnosti rezistence nebo obou téchto faktort.

V nekterych oblastech se prevalence rezistence ukazala byt velmi vysoka. Nejvice
pripadii bylo hlaSeno v Jizni Americe (Argentina, Brazilie), Nového Zélandu, nékolik ptipada
se také vyskytlo v Evropé (UK, Belgie, Svédsko), ale také v USA nebo Indii. Zastoupeny byly
vSechny tfi hlavni zplisoby podéani (injekéni, oralni, pour-on forma). U druhu Cooperia spp.
byla detekovana rezistence viici ML ataké BZ. Je zajimavé, ze i ptes relativné fidce se
vyskytujici rezistentni populace u skotu, existuji Cetné piipady, které zahrnuji druhy

rezistentni vici vice nez jedné skupin anthelmintik (Sutherland a Leathwick, 2011).

3.2.4.2 Koné
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Cyathostomy jsou v soucasné dobé kontrolovany pomoci 1éCiv spadajicich do tii
riznych skupin — BZ, tetrahydropyrimidiny, avermektiny/milbemyciny (Matthews
akol., 2011). Avermectiny a milbemyciny jsou silné latky proti vS§em hlavnim hlisticim, ale
jejich trvalé pouziti vedlo k vyvoji rozsifené rezistence, nejprve u piezvykavcu a parazitd
koni, svyjimkou cyathostom, u nichz byla rezistence zaznamenana teprve nedavno,
po desetiletich pouzivani. Udaje o vyvinuti rezistence u cyathostom pochazeji z brazilské
studie, dalsi zpravy o vyskytu rezistence pochazeji z USA a Némecka. Mnozstvi informaci
o rozsahu tohoto problému je vSak malé¢ (Molento a kol. 2012). ZkiiZzena rezistence nebyla
ukoni hldsena (Wescott, 1987). U koni je rozsifend rezistence vuci benzimidazolim

a pyrantelu, zejména v USA (Coles a kol., 2006).

Velci strongylidé zplsobuji u koni velké problémy, infekce mtze mit ¢ast fatalni
nasledky. Zastupci S. vulgaris, S. equinus a S. edentatus mohou migraci v hostiteli zptsobit
ucpani cév a tim jej zahubit. Vzhledem k zdvaznosti tohoto onemocnéni je dilezité zaméfit se
na vyzkum problému rezistence, kterd je u koni velmi rozsifend (Brady a Wade, 2009)
a vyvinout inovativni kontrolni programy, které¢ budou méné zavislé na léCivech (Lyons

a kol., 1999).
3.2.4.3 Psi

Kopp a kol. (2007) identifikovali rezistenci méchovce Ancylostoma caninum
vuci pyrantelu v Australii, kdy ucinnost proti tomuto parazitu byla pouhych 25,7 %.
Vznikajici rezistence tohoto druhu je rozvijejici se problém veterindrni praxe. HlaSena byla
také rezistence vici ML u Dirofilaria immitis (Prichard, 2005). Terapeutika pouzitelna
v profylaxi srdec¢nich cervii se dostala na trh v roce 1977, kdy se zacal pouzivat
diethylcarbamazin na denni bézi. O desetileti pozdéji jiz byla dostupnd anthelmintika

ze skupiny ML.

Prvni zndmky o nelG¢innosti se zacaly objevovat v roce 1998. Zpocatku se
predpokladalo, Zze je to zplUsobeno pouze Spatnym pouzitim IléCiva anedodrzenim
doporucenych postupti chovatelem (Hampshire, 2005). Problém rezistence pfitahuje zna¢nou
pozornost. Rezistentni populace D. immitis se vyznacuje nukleotidovou polymorfii genu
kodujicim P-glykoprotein, slozeny z homozygotnich rezidui guanosinu na 2 mistech (GG-GG

genotyp) (Geary a kol., 2011).

3.2.4.4 Prasata
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Kontrola paraziti u prasat je provadéna Castym pouzivanim anthelmintik, pfesto
rezistence neni tak rozsifena jako u jinych druhii hospodaiskych zvitat. Doposud byly hlaseny
piipady vyskytu AR v chovech v Déansku a v Némecku u populaci Ascaris suum

(Theodoropoulos a kol., 2001).
3.2.5 Vyskyt rezistence

Rezistence je prakticky vSudypfitomnd, pficemZ nejvySsi prevalence je v oblastech
s rozvinutym extenzivnim chovem hospodaiskych zvifat, nejcastéji ovci, tedy v Australii,
Jizni Americe, Africe a na Novém Z¢landu (Sangster a kol., 2002). Rezistence u ovci, koz
a koni byla hlaSena ze vSech kontinentli. Piestoze situace u skotu neni tak kriticka jako u vyse
uvedenych druht, je tfeba mit se na pozoru, nebot’ jiz n¢kolik ptipadl bylo hlaseno z n€kolika
zemi. U prasat byly zaznamenany piipady v Dansku a Némecku. V nékterych zemich se
stavaji ekonomické disledky AR mnohem vyrazngjsi, nebot’ ziskové zemédé€lstvi jiz neni
mozné. Mimo vrozené odolnosti danych helmintd vyrazné pfispélo krozvoji AR
nekontrolované pouzivani anthelmintik, zejména u ovci, koz a koni (Borgsteede, 1998).
Zavery vyzkumu Echevarria a kol. (1996) prokazuji prevalenci rezistence vici ttem hlavnim

skupindm anthelmintik (BZ, LEV, IVM) v Brazilii v chovech ovci od 20 % do 90 %.

Vyskyt rezistence na anthelmintika 27 ov¢ich farem na Slovensku byl zkouman v roce
2003 a 2004 (Cernanska a kol., 2006) pomoci testu FECRT podle pokynit WAAVP. Odolnost
proti albendazolu byla zjisténa na jedné farmé, rezistence vici ivermectinu byla testovana
na 26 farmach. U Sesti farem vysledky poukazovaly na pfitomnost rezistence. Prvni zdznamy
o rezistenci v CR pochazi z vyzkumu ve vybranych chovech ovci, koni a skotu (Chroust,
1998). K detekci byl pouzit test FECRT a EHA v ptipad¢ benzimidazolu. V ptipad¢ ovci byla
rezistence potvrzena u levamisolu a fenbendazolu s ucinnosti 67,8 % a 83,7 %. Rezistentni
helminti byli definovani jako druhy Ostertagia spp. a Trichostrongylus spp. V chovech koni
byla rezistence zjiSténa u malych strongylidii viici mebendazolu a fenbendazolu s hodnotami

61,5 % a 84,1 %. U skotu nebyla rezistence zjisténa.
3.2.6  Metody detekce rezistence

Vznik a S§ifeni rezistence na anthelmintika po celém svété vedly k nutnosti vyvoje
n¢kolika in vitro a in vivo metod pro detekci rezistence. Obecné plati, ze in vivo techniky jsou

pomérné casove a finanéné narocné a Casto se vyznacuji nizkou reprodukovatelnosti vysledka
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(pfesnost a interpretace), které mohou byt zplisobeny farmakodynamikou 1é¢iv u léenych

zvitat (Varady, 2011).

Pro stanoveni rozsahu problému rezistence jsou tfeba spolehlivé testy. Podrobny
piehled testi a doporuceny zptisob jejich provedeni piinesl Coles (1992) v metodach
WAAVP. Nejvice vyuzivanym je test FECRT (Coles, 1995). Nicménég, naklady spojené
s touto metodou vedly k rozvoji in vitro testii (Douch a Morum, 1994). Dva z nich, které jsou
(LDT - Larval Development Test). U testu EHT je zkoumano procentudlni mnozstvi vaji¢ek
vyvijejicich se v roztoku thiabendazolu. V testu LDT je pozorovan vyvoj vajic¢ek do tietiho
infekéniho vyvojového stadia. Na rozdil od testu EHT, LDT muzZe probihat s riznymi
skupinami anthelmintik. K vyraznému zlepSeni citlivosti dochazi u pouziti polymerazové
fetézové reakce (Polymerase chain reaction — PCR), kterd je nyni posuzovana pro detekci

rezistence na benzimidazoly (Coles, 1995)

Dal8imi metodami in vitro jsou testy LMIT (Larval Migration Inhibition Test — test
inhibice larvalni migrace) a MMT test (Micromotility metr test), které byly upraveny

k detekci rezistence u nematod skotu (Demeler a kol., 2010).

In vitro testy lze rozdé¢lit do dvou skupin dle jejich pisobeni na farmakologické
a biochemické. Farmakologické testy plsobi piimo na fyziologické funkce parasitti (napf.
produkce vaji¢ek nebo larev), zatimco biochemické ovliviiuji biochemické procesy helminth

(vazba na larvalni tubulin nebo receptory eserinu) (Varady a kol., 2011).
3.2.6.1 Test in vivo (FECRT)

Test FECRT je nejvice vyuzivanym in vivo technikou (Varady a kol., 2007), ale je
ponékud ndro¢ny na praci chovatelil, nebot’ je zalozen na opakovaném sbéru vzorkl vykali
a provadéni pocitani vajicek (Tandon a Kaplan, 2004). Jako dal$i negativum lze uvést nizkou
citlivost a finan¢ni nakladnost (Tiwari a kol., 2006 ; Kenyon a kol., 2009). Naopak, velkou
vyhodou je vyuzitelnost u vSech skupin anthelmintik a jednoduchost provedeni. V tomto bodé
je pozadovana pouze schopnost testujici osoby provadét pocitani vajicek, ¢i pracovat

McMasterovou technikou.

K tomuto testu by méla byt pouZzita neoSetiend kontrolni skupina, aby bylo mozné

sledovat pfirozeny vyvoj poctu vajicek béhem celého testu. Tato podminka vSak nebyva vzdy
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splnitelnd v rdmci provozu bé€zné farmy. V pfipadé pouZiti této metody u ovci a koz jsou
na zacatku testu nejprve vybrana zvifata ve ve€ku 3 - 6 mésicl. U zvifat starSich se pouziji
jedinci s hodnotou EPG (pocet vajicek na gram faeces) vyssi nez 150. Ideadlni hodnota EPG je
vice nez 200. Dovoluji-li to podminky farmy, pracuje se s 10 zvitaty ve skupiné. Pii prvnim
odbéru se odebere z rekta vzorek 3 - 5 g vykali, ktery je peclivé ulozen do samostatnych
nadob. Samotné pocitani se provede pomoci McMasterovy techniky, a to co nejdiive
po odbéru vzorki. Neni-li mozné se vzorkem ihned pracovat a je nutné jej uchovat, ulozi se

pii 4 °C nejvyse 24 hodin.

Po prvnim pocitani nasleduje vazeni zvifat, které je dtilezité pro podani spravné davky
l1é¢iva doporucené vyrobcem. LéCivo se podava ordlné nejlépe pomoci stiikacky, aby bylo
mozné zajistit pfesné davkovani. V piipadé, ze anthelmintikum funguje efektivné, neméli by
zadni parazité ptezit dobu potfebnou pro vyprazdnéni stfev, coz trva piiblizn¢ 48 hodin.
Avsak, dal$i odbér trusu pro druhé pocitani se provadi az po lhité, kterd je individualni
pro kazdou skupinu anthelmintik a zavisi tedy na tom, jaky druh jsme pii oSetfeni pouzili.
Casové rozmezi je tedy del$i neZ uvedena lhita 48 hodin, nebot v piipadé, Ze by bylo
anthelmintikum z¢asti efektivni, doslo by k docasné sterilizaci samicek a potlaceni produkce

vajicek. Vysledek by byl tedy zkresleny a daval by nam faleSnou informaci o G¢innosti 1é¢iva.

Nejkratsi lhata je u levamisolu (3 - 7 dni), nasledovan benzimidazoly (8 - 10 dni)
a makrocyklickymi laktony, kde je potieba 14 - 17 dni. Uvadi se také zjednodusena varianta
tohoto pozadavku — 1 tyden pro skupinu levamisol (tetrahydropyrimidiny a imidazothiazoly),
1,5 tydne pro benzimidazoly a 2,5 tydne pro makrocyklické laktony (Coles, 2005). V piipadé
vyuziti vice skupin 1éCiv je tfeba kompromisu. Po této dobé by, v pfipadé funkcnosti
anthelmintika, neméla byt ve vykalech pfitomna zadna vajicka. Jsou-li pfitomna vajicka,
rezistentni jedinci jsou pravdépodobné ptitomni. I nepatrné mnozstvi vajicek muze svédcit
o problému rezistence, coz by pii nezménéném managementu a dalSim pouzivanim stejného
1é¢iva podpofilo vzrist zastoupeni odolnych jedincii. Proto by i v tomto ptipadé mél byt dalsi

vyvoj peclivé monitorovan (Coles a kol., 2006).

U tohoto testu nesmime opomenout fakt, ze pro nizkou citlivost je pozadovano
alespoil 25 % zastoupeni rezistentnich jedinct pro spolehlivy a pravdivy zavér (Martin, 1989).
Rezistence nemusi byt také detekovana v pfipadé nizkého mnozstvi mnoZzstvi helminti
ovlivnéného pfirozenym vyskytem v zavislosti na roénim obdobi. Toto se miize ptihodit

napiiklad u rodu Cooperia parazitujicim u skotu, ktery se vyskytuje nejCastéji na jate
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a pocatkem léta, pfipadné¢ urodu Ostertagia, ktery, naopak, je zalezitosti pozdniho léta

a podzimu.

U skotu probiha test FECRT obdobné, avSak vzhledem k nedostatecnému mnoZzstvi
poznatkii a zkuSenosti je tfeba 1épe definovat podminky provedeni, aby test byl skutecné

spolehlivy.

Mnohem problematictéjsi je standardizace skupin u koni. S ohledem na jejich Castéjsi
presuny mezi riznymi stady snadno dojde k situaci, ze test u dané skupiny naznacuje absenci
rezistence, avSak dojde-li k selhani 1écby u jednoho, ¢i dvou jedinct, tato skute¢nost mize mit
znaCny dopad na cely chov. V pfipadé potieby je mozné provést test pocitani vajicek

u jednoho jedince, i1 kdyz je doporucovéno alespoii 6 koni pro provedeni testu.

U koni je doporucovana podobd metoda pocitani vajicek FECPAK. V tomto testu
se pouzije 15 — 20 g vykalt, ktery se v uzavieném plastikovém sacku smiché se ¢tyfmi dilky
vody. Poté se odebere 45 ml vzorku do vhodné nadoby a ptida se 185 ml nasyceného solného
roztoku. Obsah se prolije pfes 1 mm sito, poté se dikladnym misenim vyplni ob& strany
sklicka FECPAK. Hodnoti se pocet pfitomnych vajicek, 1 vajicko znaci hodnotu 25 EPG
(Coles a kol., 2006).

3.2.6.2 Testy in vitro

Mezi testy in vitro patii test lihnuti vaji¢ek (EHT Eggs hatch test), testy larvalniho
vyvoje (LDT Larval development test, MALDT Microagar larval development test), paralyzy

(Larval paralysis test) a motility (Larval migration inhibition test).

Test zaloZeny na pozorovani paralyzy a motility larev je efektivni pouze u 1€k, které
ovlivituji svalovou c¢innost helminta. V pfipad¢ parazith trdvicitho ustroji, ma paralyza
za nasledek jejich rychlé odstranéni ztéla hostitele. Kromé toho, je monitoring pohybu
a vysledné posouzeni zda je parazit zivy nebo mrtvy (mnoho druhli se pohybuje neustale)

snadnou metodou hodnotici u¢innost anthelmintika (Wolstenholme, 2011).

Schopnost nizkych koncentraci Sirokospektralnich anthelmintik plisobit na lihnuti
a motilitu je jiz dlouho zndma (Geary a kol., 1999). Test EHT pracuje pouze s nevyvinutymi
vajicky a je vhodny jen u benzimidazolli (Tandon a Kaplan, 2004), které zabranuji lihnuti

vajic¢ek (Taylor a kol., 2002).
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Testy larvalniho vyvoje a lihnuti vaji¢ek mohou poskytnout spolehlivou alternativu
k jinym testim detekce za pfijatelnych ndkladli a uSetfeni lidské prace s opakovanym
odbérem vzorkt, ktery neni pozadovan. Vyhodou je moznost soucasného testovani nékolika
1é¢iv za minimalniho omezeni tykajici se mechanismu pusobeni 1éCiva. Stafi vaji¢ek neni
podstatné. Test larvalni paralyzy, migrace a motility DrenchRite®, ktery byl vyvinut

v Australii, pouziva mikrotitracni desti¢ku s jamkami obsahujici anthelmintikum.

Tento test je vyuzivan pro detekci rezistence u Ctyt riznych skupin anthelmintik — BZ,
LEV, kombinace BZ/LEV a AVM (Tandon a Kaplan, 2004). Jamky mikrotitra¢ni desticky se
naplni deionizovanou vodou s neutralnim pH a poté je dodan thiabendazol, urovei rezistence
je ur¢ovana dle pouzitého mnozstvi anthelmintika (0,05, 0,1, 0,2, 0,3 a 0,5 ug/ml), ptipadné je
mozné pouzit jednu koncentraci (v pifipadé stanoveni diskrimina¢ni davky). Do jamek se
umisti Cerstva vajicka (ne starsi nez 3 hodiny, pfipadné uloZena v anaerobnich podminkach),
kterd jsou inkubovédna pii 25 °C po 48 hodin. Do kazdé zjamek se ptidaji dvé kapky
Lugolova roztoku. Poté se pocitd alespont 100 zbyvajicich vaji¢ek a vylihnutych larev. Pocita
se za pomoci inverzniho mikroskopu nebo se vajicka a larvy pocitaji na mikroskopickém

sklicku, ¢i Petriho misce.

Testy larvalniho vyvoje (Microagar larval development test, larval development test),
podobné komeréné vyuzivanému DrenchRite®, jsou pouzitelné pro BZ a LEV, u ML
a salicylanilidit byly pozorovany urcité problémy (Waller, 1997). U tohoto testu neni staii
vajicek rozhodujici. Podstatou téchto testi je sledovani vyvoje vajicek do tietiho larvalniho
stadia L3. Pfi tomto testu je mozné urcit druh testovanych helminti. Diskriminaéni davky,
jejichz pouziti zvysuje citlivost testu, jsou stanoveny pro hlistice ovci a koni, piipadné¢ mohou

byt pouZzity hodnoty LDsy a LDgs (koncentrace brani 50 %/95 % vajicek) (Coles a kol., 2006).

Test larvalni paralyzy (Larval paralysis test), ktery byl jako prvni zaveden pro detekci
rezistence LEV a morantel-tartdtu, urcuje procento ochrnutych larev L3 stadia vystavenych
in vitro roztokim anthelmintik. Dal§im testem zaméfenym na pohyblivost larev je test

inhibice migrace larev (Migration-Inhibition Assay) (Waller, 1997).
3.2.6.3 PCR test

Pouziti molekularnich metod pro detekci rezistence neni bohuzel v souc¢asné dobé
moznou alternativou pro ostatni testy, nebot” znalosti o molekularnich mechanismech

rezistence jsou stadle omezené, a to zejména u BZ. Biochemické testy také nejsou k dispozici
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pro vétsinu 1éki a nejsou prakticky snadno proveditelné pro bézné podminky, jelikoz vyzaduji

velké mnozstvi vzorkll helmintti (Tandon a Kaplan, 2004).

PCR (Polymerase Chain Reaction) test ma vyhodu nad ostatnimi testy zejména
ve specificnosti, citlivosti, rychlym vysledkim a mensim nékladim. Urcuje stav rezistence
na zéklad¢ jejich genotypa (rr, rS a SS), zatimco in vivo a in vitro testy pouze poskytuji

informaci, zda je parazit rezistentni, ¢i nikoliv (Tiwari a kol., 2007)

Test na bazi PCR mitize byt pouzit k detekci BZ rezistentnich hlistic ovci, ale pokud se
jedna o jinou mutaci, neZ na pozici 200 v B-tubulinu, aktudlni testy nezjisti rezistenci.
Pro rutinni pouziti PCR testu jsou nezbytné jesté dalSi vyzkumy v této oblasti (Coles a kol.,

2006).
3.2.7 Prevence rezistence

Rada obtizi spojend s vyvinem a zavadénim nechemickych prostiedkil pro kontrolu
parazitii ptispéla k nadmérné zavislosti na chemoterapii a tuto situaci jesté stéZzuje rozvoj
rezistence na zavedena léciva (Sangster, 2001). Se Sifenim rezistence vic¢i vSem hlavnim
skupindm Sirokospektralnich anthelmintik roste poptavka po novych ucinnych lécivech.
Schopnost vyvoje novych 1éCiv farmaceutickym primyslem je vSak oproti minulosti pon¢kud
omezena. Vyrazné se snizil pocet spolecnosti, které se vénuji vyzkumu novych 1é¢iv. Prodej
veterinarnich 1€kti a ockovacich latek tvoii pouze malé procento oproti humannim lé€iviim
a s vyjimkou piipadid v zajmovych chovech se pouziti 1é¢iv fidi otdzkou nakladl a vynost

(Coles, 2001).

Zavedeni pfistupti, které by byly méné zéavislé na chemickych anthelmintikdch je
strategii kontroly parazitl na urovni farem jsou rozdily vregiondlni a mistni rozSifeni
parazit, mistni klima, epidemiologie parazitl, velikost stdda, management chovu (Kaplan

a Vidyashankar, 2012).

Zkusenosti s rezistenci ukazaly, ze se vyviji nejprve pozvolna a postupem c¢asu stoupa
relativné rychle. Toto je dano akumulaci genti zplsobujici rezistenci, kdy dojde k selhdni
1écby. Je pravdépodobné, Ze geny pro rezistenci jsou pfitomny v mnoha populacich helminti
nebo proces je zpiisoben jednoduchou mutaci genu zodpovédného za rezistenci. Protoze geny

rezistence jsou snadno selektovany pii oSetfeni, je diilezité toto zohlednit pfi managementu
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snizeni rezistence. K tomu patii sniZzeni selekce citlivych jedinct, ktefi v dal$i generaci
rozmélni geny rezistence ve prospéch zachovani citlivosti na anthelmintika v rdmci populace

parazita (Sangster, 1999).

Casté osetieni, poddavkovani, pouzivani jednoho typu anthelmintika zptisobuje, Ze
jsou vyselektovany populace s genotypem, které vyjadiuji rezistenci k u¢inku 1éciva (Elard
akol., 1996). Je diilezit¢ nepodceniovat vyznam detekce rezistence a sdileni dat mezi staty
aregiony vyskytu. Ve vyvoji detekénich testi byl, od jejich prvni publikace v roce 1992
(Coles, 1992) uskute¢nén pouze maly pokrok. Dosud neexistuji platné testy, bézn¢ pouzivané
u nematod, které by bylo Ize pouzit u motolic a tasemnic (Coles a kol., 2006). Management
rezistence vyzaduje zejména citlivé testy ke spolehlivé detekci rezistence. S timto souvisi také

znalost molekuldrni podstaty rezistence (Coles, 2001).

V ramci profylaxe helmintd u ovci se pouzivd metoda kombinace anthelmintik
s podobnym spektrem uUc¢innosti a rdznymi mechanismy akce a rezistence. Tato metoda
zajistuje ucinnou kontrolu v pfipad¢é jednoduché rezistence nebo multirezistence, pfipadné

zpomaluje jeji rozvoj k ur€itym skupinam (Bartram a kol., in press).

Mira rozvoje rezistence uzce souvisi s urovni refugia v populaci parazita v dobé
provadéni 1écby. Refugia jsou Cast populace helmintd, kterd v minulosti nepfisla do styku
s Iécivem a je tedy vuci nému citliva. V ptipad¢ velkého zastoupeni refugia dojde ke snizeni
selek¢éniho tlaku pro rezistenci a v dalsi generaci k natfedéni genti zptsobujicich odolnost, coz
muze zvysit dals$i uspeésnost 1écby. Refugia zahrnuji neoSetfené parazity, stadia parazith
v hostiteli, kterd nebyla ovlivnéna 1é€bou a volné Zijici stadia ve vnéjSim prostredi. Vyuziti
refugia v managementu rezistence je proto povazovano za podstatné ke sniZzeni miry
prevalence a zachovani uc¢innosti 1é¢iv po dlouhou dobu. Nicméné, aplikace konceptu refugia
pro praktické vyuziti vyzaduje zmény stavajicich rezimid chovu, nutnost povédomi
o faktorech, které maji vliv na pouzitelnost jednotlivych pfistupii. Pro zavedeni této strategie
jsou dtlezité podminky chovu, vliv prostedi, druh parazita, vyrobni cile a finan¢ni zdroje

daného chovatele.

Strategie na bazi refugia obvykle zahrnuje zmény v pastevnim rezimu nebo zavedeni
selektivni péce, kdy nekterd zvifata ziistanou neoSetiend. V ptipad¢ preziti velkého mnozstvi
jedinct je vSak dulezit¢ dosdhnout rovnovéhy mezi uspéSnosti této strategie a moznych

nepfiznivych dopadii z nadmérného zamofeni parazity, zejména u neoSetfenych jedinci.
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Velky problém by mohl byt v podnicich Gzce zaméfenych na maximalni produkci, kde je
kladen zvlastni diraz na efektivni kontrolu parazitii. Tento pfistup vSak opét zvysuje riziko
vzniku rezistence (Knox a kol., 2012, Besier, 2012). Strategie kontroly paraziti vyzaduje
nacasovani oSetieni na zéklad¢ aktudlniho rozSifeni parazita podle rocniho obdobi a také

pfedchazet kontaminaci pastvy dal§imi vaji¢ky a larvami paraziti (Besier, 2012).

V ramci chovu koni a obrany proti rezistenci je velky diiraz kladen na management
chovu. V prvé tad¢ je doporucovano zamezit kontaminaci pastvin a vody hnojem, ktery je
primarnim zdrojem infekce. Dal§i doporucovanou metodou je rotace pastvin, kdy jsou
pastviny po urCitou ¢ast roku nevyZzivané (alespoil nékolik mésici), aby larvy nepftezily,
pfipadné se na nich koné¢ sttidaji s jinymi druhy. Vyhodné je stiidani s pfezvykavci, protoze
pii pozieni larvalnich paraziti jiné hostitelské kategorie (skot x kon¢), nedojde k rozvinuti
infekce, ale zahubeni parazita. Tento systém funguje dobie, s vyjimkou pfitomnosti parazita
Trichostrongylus axei, ktery je hostitelsky nespecificky a tudiz by mohlo dojit k ndkaze koni
vysokym poctem larev, ktery pochéazi z ptezvykavci, zejména skotu. (Lyons a kol., 1999).
Rotace na pastvinach byla vzdy zélezitosti produkéniho chovu ovci, ktery se pouzival
k minimalizaci napadeni helminty po vice jak 40 let. Pfestoze je tento systém vyznamnou
zbrani proti helmintim, jeho vyuziti je omezeno pozadavkem na znalost podminek

hospodafstvi a tamnim vyskytu helmintd.

Chovatelé¢ se také mohou zaméfit na jedince, ktefi jsou odolni vii¢i parazitarnim
infekcim a jsou schopni vchovu geneticky upeviiovat uc¢innou imunitni odpoveéd
proti helmintim. V nékolika zemich je jiz mozné vybirat jedince dle plemennych hodnot
zahrnujicich tidaje na zdkladé FECRT testt (Jackson a kol., 2009). V Brazilii, kde je extrémni
vyskyt rezistence, je pouzivana metoda FAMACHA" slouzici k identifikaci jedinct, kte¥i jsou

odolni nebo citlivi k Haemonchus contortus (Molento a kol., 2009).

V ramci chemoterapie se pii rezistenci pouziva kombinace anthelmintik, coz muize
zvysit jejich uc¢innost. Tuto hypotézu potvrdili Leathwick a kol. (in press) v testech
provedenych u ovci. Kombinace IVM a LEV v testu vykazovala vyssi Gi€innost, neZ pouZiti

samotného ivermectinu.

Obecné je proti rozvoji rezistence doporucovano nékolik zasad (Borgsteede, 1998,
Lyons a kol., 1999). V prvé tad¢ je dilezité snizit frekvenci oSeteni anthelmintiky. Pastviny

je tfeba udrzovat v optimalni Cistoté, zajiStovat pravidelny odkliz vykalt (nejméné 1 krat
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za dva dny), také je mozné vlacet pastviny, coz napomaha rozrusitv vykaly a vajicka jsou tak
vystavena nepiiznivym podminkdm a vyschnuti. V ptipadé vlhkého pocasi vSak dosahneme

opaku, kdy budou vajicka pravidelné rozdistribuovana po celé pastving.

Nova zvitata je tieba nejprve drzet oddélené v karanténé a provést u nich G¢innou
dehelmintizaci vhodnymi piipravky (dalezité zejména u koni, vzhledem k jejich castym
pfesunim mezi stidjemi). Stanoveni spravné davky léCiv je nutné piizpiisobit vaze zvifete,
za soucasné¢ho dodrzeni doporuceni vyrobce, je Iépe mirné predavkovat IéCivem,
nez poddavkovat. Nedostatecnou davkou se pouze docili toho, Ze néktefi jedinci preziji
a vznikne nova rezistentni populace. U velkych zvifat miize nastat problém se stanovenim
hmotnosti, neni-li dostupna vhodna vaha. Toto Ize orientacné nahradit pouzitim riiznych

pasek (napf. u koni) s odhadem hmotnosti. LéCiva se musi pouzivat pouze ze spolehlivého

ptivodu, zatizeni pouzivana k 1é¢b¢ je nutné udrzovat v optimalnim stavu a Cistote.

V chovu koz je tieba dbat faktu, ze je tfeba uzit vyssi davky nez u ovci, také je
doporuceno vyvarovat se smisené pastvy ovci a koz. Je-li to technicky mozné, je vhodné

provést alespon jednou ro¢né test na detekci AR (FECRT).
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4, Zaveér

Rezistence vic¢i 1€civiim je velkym problémem, ktery naznacuje silné vzristajici
tendenci. Také rezistence vici anthelmintikim se zna¢né $ifi, a to jiz od pocatku zavedeni
modernich anthelmintik. Aby chov hospodaiskych zvifat byl i naddle udrzitelny na pfijatelné
urovni produkce a zejména byly dodrZzeny podminky welfare zvifat, je nezbytné pokracovat

v pruzkumech této oblasti.

Proces rozvoje rezistence je nevratny, piesto je mozné dosahnout dalSiho pokroku
v rozvoji metod detekce, u nichZ je kladen diiraz piredevsim na jejich jednoduchost a cenovou
dostupnost, aby je snadno mohli pouzivat ptimo chovatelé. Spolehliva detekce je klicovym
momentem, od n¢hoz se vyvijeji dalsi postupy v boji s rezistenci. Nezbytnym bodem je také
vyvoj alternativnich prostiedki a strategii v boji proti parazitim bez zavislosti

na chemoterapii.

Prestoze rezistence u pst neni piili§ rozSifend, je tfeba, s ohledem na poznatky
a zkuSenosti ujinych druhii zvifat (zejména malych prezvykavcli, kde je problém
lidi, nebot’ psi jsou Castymi pienaseci plivodct helmintodz u lidi. Predstavime-li si provdzany
zivot lidské populace s domacimi zvifaty, mohl by se rozvoj rezistence vice dotknout

humanni mediciny.

V oblasti problematiky rezistence vici helmintim byl u¢inén zna¢ny pokrok, avsak
vzhledem k rychlému rozvoji odolnosti parazitli jsou nezbytné dalsi vyzkumy, aby produkéni

chovy zvirat v rizikovych oblastech byly i nadale udrzitelné.
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6. Piilohy

Obrazek ¢. 1

[vermectin OH

HO.,

Darameactin

Chemicka struktura ivermectinu a doramectinu (Gokbulut a kol., 2006)
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Obrazek ¢. 2

Chemicka struktura moxidectinu (Cardamone a kol., 1998)
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Obrazek ¢. 3

R" FF—EJ_
\praziquantel H | H H
[trans-4*-hydroxypraziquantel |[H  'OH |H
Gis-4'-hydroxypraziquantel ©OH H |H |
8-hydroxypraziguantel H [H [OH

Chemicka struktura praziquantelu a jeho metabolitii (Schepmann a Gottfried, 2001)
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Obrazek ¢. 4

3

CH NHCH(CH
2 CHj

*

NH

NO,
CH,OH

Chemicka struktura Oxamniquinu (Cioli a kol., 1995)

Obrazek ¢. 5

CHa

CH
HoC” CH,

Fig. 2. Ascaridol.

Chemicka struktura ascaridolu (Bennet-Jenkins a Bryant, 1996)

44



Obrazek ¢. 6

Butamisole Levamisole
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Chemicka struktura nikotinovych agonisti (Martin, 1997)



Obrazek ¢. 7

o

Oxibendazole: R = CH3CH,CH,0—
Albendazote: R = CH;CH,CH,S5—

Fenbendazole: R = ’S —

Oxfendazole: R =

Mebendazole: R =

0

|

C N
Flubendazole: R = F *

Chemicka struktura benzimidazoli (Martin, 1997)
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