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Helmintóza je onemocnění způsobené paraziticky žijícími hlísticemi, mezi které 

patří i vlasovka slezová (Haemonchus contortus – H. contortus), způsobující 

hemonchózu. Jedná se o vážné onemocnění, poškozující chovy malých přežvýkavců, 

neboť způsobuje ztrátu produktivity zvířat, oslabení chovů a v konečném důsledku smrt 

zvířat. V boji s touto nemocí jsou široce využívána anthelmintika, s jejichž častým 

používáním v minulé i současné době došlo k rozvoji helmintorezistence. Rezistence 

na látky s anthelmintickou aktivitou se stává kvůli svému nárůstu celosvětovým 

problémem, a proto je vyvíjena snaha o poznání mechanismů rezistence a přispívajících 

faktorů, díky kterým by bylo možno předcházet vzniku a rozšiřování rezistence. Jednou 

z nejpoužívanějších látek v terapii veterinárních helmintóz zůstává dodnes ivermektin 

(IVE). Jedná se o makrocyklický lakton, jehož mechanismus účinku pravděpodobně 

spočívá v poškození chloridových kanálů glutaminergních synapsí parazita.  

V této práci byl sledován vliv IVE na dospělce H. contortus ze dvou kmenů: 

kmene citlivého, tzv. ISE (Inbred Susceptible Edinburgh) a kmene rezistentního 

na působení léčiv, tzv. WR (White River), kteří byli izolováni ze slezu ovcí. Pomocí 

kvantitativní PCR byla zkoumána exprese vybraných genů, které kódují biotransformační 

enzymy z rodiny cytochromu P450 (CYP) a UDP-glukosyltransferasy (UGT), a to 

po působení 1 µM IVE po dobu 12 či 24 hodin. Exprese těchto genů u ovlivněných červů 

byla porovnána s kontrolní skupinou neovlivněných dospělců. Byly zjištěny některé 

signifikantní změny v expresi vybraných genů. Při porovnání citlivého kmene 

vůči rezistentnímu bylo zjištěno více signifikantních změn po působení IVE u citlivého 

kmene, a to zejména u samců.  
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 Helminthiasis is a disease caused by helminth parasites including barber´s pole 

worm (Haemonchus contortus – H. contortus) that causes haemonchosis. Haemonchosis 

is a serious disease harming small ruminant breeding and causing loss of productivity 

of animals, breeding weakening and ultimately death of the animals. Anthelmintics are 

widely used in struggle against the disease but frequent use in the past and present has led 

to developing drug resistance of the parasites. Increasing resistance against compounds 

with anthelmintic activity is becoming a worldwide problem. The effort is to know 

the resistance mechanisms and contributing factors which would prevent formation 

and expansion of the resistance. One of the most widely used substances of veterinary 

therapy of helminthiasis remains ivermectin (IVE). It is a macrocyclic lactone whose 

mechanism of action is likely damaging the parasite´s chloride channels of glutaminergic 

synapses.  

 This project studies the effect of IVE on adults of two strains of H. contortus: 

the sensitive strain, called ISE (Inbred Susceptible Edinburgh) and the multidrug-resistant 

strain, called WR (White River), both isolated from the abomasum of infected sheep. 

The expression of selected genes that encode biotransformation enzymes of cytochrome 

P450 (CYP) family and UDP-glucosyl transferase (UGT) family after exposure to 1 µM 

IVE for 12 or 24 hours was examined by quantitative PCR. Expression of these genes 

in affected worms was compared with a control group of untreated adults. Several 

significant changes were detected in the gene expression. More significant changes were 

detected in the sensitive strains after the action of IVE in comparison to the resistant 

strains, especially in males. 
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1. ÚVOD 

 

Vlasovka slezová (Haemonchus contortus – H. contortus) je nejrozšířenějším 

gastrointestinálním parazitem ovcí a koz, vedle toho parazituje i na skotu a dalších 

přežvýkavcích. Žije ve slezu těchto zvířat a živí se sáním krve, čímž způsobuje svým 

hostitelům poruchy orgánů a jejich funkcí. Tento parazit proměňuje normální 

fyziologické parametry zvířete v patologické, a tak se toto onemocnění v konečném 

důsledku projeví v ekonomické stránce chovu. Toto onemocnění je nazváno dle svého 

původce jako hemonchóza a je vážnou hrozbou pro chovy menších přežvýkavců, protože 

způsobuje anémii, snižuje přírůstek váhy zvířat, jejich produktivitu a v nejhorším případě 

dochází ke smrti. Vznik a rozšíření hemonchózy je potřeba kontrolovat jak prevencí, 

ta léčbou. V léčbě jsou nejčastěji užívána anthelmintika ze skupiny benzimidazolů, 

imidazothiazolů, makrocyklických laktonů a případně anthelmintik jiných struktur. 

Častým, opakovaným a také nesprávným užíváním anthelmintik však vzniká rezistence. 

Helmintorezistence je vážným problémem, neboť zvyšuje náklady na léčbu těchto 

onemocnění a postupně se rozšiřuje. Je velmi důležité zkoumat mechanismy vzniku 

rezistence a faktory, které k této rezistenci mohou přispívat.  

H. contortus je vhodným parazitárním modelem pro vývoj léčiv a očkovacích 

látek, stejně jako ke zkoumání mechanismů vedoucích ke vzniku helmintorezistence, 

neboť je možné využít mnoha jeho předností, příkladem je možnost mezidruhového 

křížení, které je nezbytným předpokladem pro genetické testování (Gilleard 2013). 

Dále je výhodné, že samička produkuje tisíce vajíček za den, což umožňuje získat velké 

množství potřebného genetického materiálu a provádět křížení (Getachew et al. 2007). 

Relativně velcí dospělci také poskytují dostatek genetického materiálu, připravená DNA 

už z jednoho dospělce může sloužit jako templát pro tisíce PCR s následnou genetickou 

analýzou (Gilleard 2006). Dalším pozitivem je možnost konzervace larev stadia L3 velice 

nízkými teplotami při zachování jejich životaschopnosti a infekčnosti, což nám umožňuje 

uchovat a archivovat potomstvo vzniklé křížením (Laing et al. 2013). Vzhledem k tomu, 

že je H. contortus parazitem ovcí a koz, je možné provést experimentální pokusy přímo 

v jeho přirozeném hostiteli a není potřeba být závislý na pouhé práci in vitro či v uměle 

vytvořených laboratorních hostitelích (Gilleard 2006). Jeho pozoruhodný sklon k vzniku 

rezistence na podávaná léčiva je varovným příkladem vlivu masivního podávání léčiv 

pro kontrolu nemocí způsobovaných parazitickými hlísticemi. H. contortus se zdá být 
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druhem, kterého se nejvíce týkají případy rozvoje anthelmintické rezistence 

(Silvestre et al. 2002).  

Naposledy je dobré zmínit fylogenetickou příbuznost paraziticky žijící hlístice 

H. contortus s hlísticí Caenorhabditis elegans (C. elegans), která je rozsáhle používaným 

modelem volně žijících hlístic bez parazitického působení (Allison 2007, 

Cvilink et al. 2009), oba druhy tedy spolu mohou být s výhodou srovnávány. Také díky 

srovnávacím studiím genomu C. elegans byly u H. contortus identifikovány geny 

zodpovídající za parazitárně specifické procesy jako je sání krve, neurologická funkce 

a metabolismus léčiv. Byly u něho popsány cílové struktury pro nejznámější 

anthelmintika (Laing et al. 2013).  

S rozvojem metod molekulární genetiky a biologie a s postupným odhalením 

genomu parazitárních hlístic jsou zkoumány geny a jejich role v organismu parazita, 

jejich role v případě vystavení parazita xenobiotiku a nakonec případná role 

v mechanismu lékové rezistence. Naší strategií k identifikaci možných genetických změn 

při působení léčiva bylo provést experimentální studii na vybraných genech. To popisuje 

také např. Gilleard (2006). Našimi zkoumanými geny byly vybrané geny kódující 

biotransformační enzymy rodiny CYP (cytochromu P450) a UGT 

(UDP-glukosyltransferasy) vlasovky slezové, a to v jejích dvou kmenech: v kmeni 

citlivém na anthelmintika – Inbred Susceptible Edinburgh (ISE) a v kmeni 

multirezistentním – White River (WR). Byla zkoumána exprese těchto genů 

po 12 a 24hodinovém vystavení dospělců H. contortus anthelmintickému působení 

ivermektinu ze skupiny makrocyklických laktonů.  
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2. TEORETICKÁ ČÁST 

 

2.1 Nematoda (hlístice)  

 

Hlístice jsou velice rozmanitou skupinou živočichů. Mezi zástupce hlístic 

zařazujeme jak druhy volně žijící v přírodních vodách a půdě, tak druhy parazitující 

u rostlin, bezobratlých i obratlovců, včetně člověka (Kořínková 2006). Systematické 

zařazení hlístic, jejich vztahy v rámci fylogeneze a zařazení v rámci podříše 

mnohobuněčných organismů (Metazoa) jsou předmětem dlouhodobé práce mnoha 

biologických výzkumů. Dle dřívějšího taxonomického zařazení tvořily hlístice třídu 

patřící do různých kmenů: Aschelminthes – oblovci (Kratochvíl 1973) 

či Nemathelminthes – hlísti (Horák a Scholz 1998). Přes toto zařazení do samostatné třídy 

však dle Horáka a Scholze (1998) výzkumy ukazovaly, že hlístice jsou velmi 

specializovanou skupinou živočichů, která se výrazně odlišuje prakticky od všech 

mnohobuněčných živočichů. Proto je pro ně dle nejnovějších poznatků vyhrazen 

samostatný kmen Nematoda – hlístice (Laštůvka et al. 2004, Volf et al. 2007).  

Mezi charakteristické znaky hlístic patří oblé válcovité tělo, které má protáhlý, 

vláknitý či vlasovitý tvar a je bilaterálně souměrné. Na obou koncích se tělo zužuje 

do špičky a není patrný rozdíl mezi hřbetní a břišní stranou (Komárek 1952). Ochrannou 

a opornou funkci na povrchu těla zajišťuje vícevrstevná kutikula (tegumentum), která je 

produkována pod ní ležící jednovrstevnou hypodermis. Směrem do nitra těla vytváří 

hypodermis obvykle čtyři podélné lišty, mezi kterými probíhají provazce podélné hladké 

svaloviny (Laštůvka et al. 2004). Tato svalovina umožnuje vlnovitý pohyb hlístic či jejich 

svinutí do tvaru kotouče nebo uzlu (Komárek 1952). Tělo hlístic je možno rozlišit 

na 3 základní části: přední hlavová část nese orgány sloužící k příjmu potravy a smyslové 

orgány. Střední část obsahuje orgány zažívací soustavy, pohlavní orgány samic 

a osmoticko-regulační aparát. V zadní kaudální části se nacházejí samčí pohlavní orgány 

a vyústění zažívací soustavy (Ryšavý et al. 1989). 

Nervová soustava je složena z hlavního hltanového (objícnového) prstence, který 

je tvořen malými párovými hřbetními, břišními a bočními ganglii (Laštůvka et al. 2004). 

Z ganglií se vydělují do zadní části těla podélné větve nervové soustavy, a to vždy dvojice 

bočních, horních a dolních větví a mediální dvojice s hřbetní a břišní větví. Boční větve 

mají senzitivní funkci, ostatní větve zajišťují funkci motorickou. V zadní části těla se 
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jednotlivé větve scházejí do análních okruhů či ganglií, která slouží k ovládání 

kopulačních orgánů (Komárek 1952). 

Trávicí soustava je poměrně dobře vyvinuta nebo je naopak u parazitických druhů 

redukována na minimum a k příjmu potravy pak dochází celým povrchem těla 

(Laštůvka et al. 2004). Trávicí soustava začíná v přední části těla ústní dutinou 

s kutikulárními pysky, které mohou být opatřeny zubem nebo jiným útvarem, který 

pomáhá hlísticím v příjmu potravy. Na dutinu ústní navazuje svalnatý a žlaznatý hltan 

(v parazitologické literatuře také označován jícen), který díky paprsčité svalovině 

vykonává funkci „pumpy“ k sání potravy. Hltan se v zadní části rozšiřuje v svalnatý 

a kulovitý bulbus. Střevo začíná žaludkem a někdy z něho vybíhají slepá střeva. 

Vývodem střeva u samic je anální otvor, u samců střevo končí v kloace, což je společné 

vyústění pohlavní a trávicí soustavy (Komárek 1952, Volf et al. 2007).  

Smyslová soustava je vyvinuta jen velice nedokonale, tvoří ji hmatové a chemické 

receptory v podobě papil, štětin či setů v okolí ústního otvoru. Parazitickým hlísticím 

chybějí oči a statické orgány (Laštůvka et al. 2004).  

Uvnitř těla hlístic se nachází souvislá tělní dutina pseudocoel. Obsahuje tekutinu, 

která se podílí na tělním turgoru a díky spolupráci s kutikulou tak vytváří oblý tvar hlístic, 

ze kterého plyne jejich název oblovci či oblí červi. Tato tekutina má svůj podíl také 

na rozvodu a skladování živin (Volf et al. 2007). Žlaznaté buňky pseudocoelu nebo 

modifikované exkreční buňky hypodermis pak tvoří vylučovací soustavu. Exkreční 

funkci může částečně naplňovat i střevo nebo kutikula. Cévní a dýchací soustava hlísticím 

chybějí (Laštůvka et al. 2004).  

Hlístice jsou gonochoristé, mají tedy oddělené pohlaví a vyskytuje se u nich 

nápadný pohlavní dimorfismus, který je viditelný zejména v kaudální části těla. Samečci 

jsou zpravidla menší než samičky (Ryšavý et al. 1989) a obě pohlaví mají trubicovité 

pohlavní orgány. Samci mají přídatné zevní pářicí orgány v zadní části těla, jedná se 

o pářicí jehlice (spikuly) či gubernakulum. Konec těla může být také rozšířen 

ve vějířovitý útvar vyztužený kutikulárními žebry, tzv. bursu copulatrix (Laštůvka 

et al. 2004). Tvar bursy, počet jejích laloků, výztužné paprsky, tvar a velikost spikul jsou 

znaky, pomocí kterých je možno taxonomicky klasifikovat jednotlivé druhy (Kotrlá 

et al. 1984). Pohlavní orgány samic jsou tvořeny jedním nebo dvěma trubicovitými 

vaječníky s vejcovody a dělohou. Tyto orgány vyúsťují do nepárové pochvy, která je 

často uložena na ventrální straně těla a její umístění je důležitým taxonomickým znakem 

(Laštůvka et al. 2004, Volf et al. 2007). Hlavní části těla hlístic popisuje Obr. 1.  
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Obr. 1 Základní znaky hlístic (Ryšavý et al. 1989).  

A – samec (ventrálně), B – samice (laterálně). Trávicí soustava se skládá z dutiny ústní 

(k – kapsula), hltanu (h), jícnu (j), střeva (s) a u samic vyúsťuje v rektum (rc) s rektálními 

žlázami (rž) a anální otvor (ao). Hlavní strukturou nervové soustavy je nervový prstenec 

(np). Exkrece je umožněna exkrečními póry (p, ep). Samčí vnitřní pohlavní orgány 

sestávají z chámovodu (ch), varlete (v) a semenného váčku (sv), vnější orgány tvoří 

kaudální křídla (kk), gubernakulum (g), spikuly (sp), prekloakální a postkloakální papily 

(pp, pkp). Samičí pohlavní orgány jsou vaječníky (ov – ovarium), vejcovody (vcd), 

děloha (ut – uterus) a vulva (vu). Smyslové orgány jsou chemoreceptory fazmidy (fa). 

 

Dle vývojového cyklu rozlišujeme dva druhy hlístic: geohelminty a biohelminty. 

U geohelmintů probíhá část životního cyklu ve vnějším prostředí a dospělci parazitují. 

Vajíčka se dostávají do vnějšího prostředí s trusem hostitele a následný hostitel se nakazí 

s přijímanou potravou nebo skrz kůži, kterou parazité provrtají (Kotrlá et al. 1984, 

Laštůvka et al. 2004). Parazitismus je úzkým vztahem koexistence dvou různých 

organismů, z nichž parazit získává určité výhody na úkor hostitele a je na něm 
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metabolicky závislý. Hlístice parazitují uvnitř těl svých hostitelů jako endoparazité 

(Horák a Scholz 1998). Biohelminté jsou naopak hlístice s nepřímým vývojovým cyklem 

přes mezihostitele (Kořínková 2006).    

Věda, která se zabývá studiem hlístic, se nazývá helmintologie nebo 

nematodologie (Laštůvka et al. 2004).   

 

2.2 Vlasovka slezová 

 

2.2.1 Obecný přehled 

 

Vlasovka slezová – Haemonchus contortus (H. contortus) je celosvětově 

nejdůležitějším a nejčastějším parazitem malých přežvýkavců, zejména ovcí a koz. 

Současně je parazitem, u kterého bylo oznámeno významné množství zpráv o výskytu 

anthelmintické rezistence. Tento parazit projevuje velkou ekologickou a biologickou 

tvárnost ve schopnosti překonat nepříznivé podmínky vnějšího životního prostředí 

i vnitřního prostředí v hostiteli (Waller a Chandrawathani 2005). Nejnovějším 

taxonomickým zařazením vlasovky je kmen Nematoda, třída Secernentea a nadčeleď 

Trichostrongyloidea dle Laštůvky et al. (2004).   

Identifikace druhu H. contortus od jiných druhů (H. placei či H. similis) je možná 

na základě odlišností některých morfologických znaků, jako je počet a uspořádání 

kutikulárních hřebenů (synlophe), odlišností samčích spikul či měření tvaru a délky 

infekčních larev (Amarante 2011). 

Dospělci H. contortus žijí v žaludku přežvýkavců, konkrétně ve slezu, a živí se 

krví z vlásečnic svých hostitelů (Kotrlá et al. 1953). Mají výrazně odlišené pohlaví 

(Obr. 2). Samci dosahují menších rozměrů a mají jednotné růžovočervené zbarvení. 

V kaudální části těla samců se nachází kopulační orgán bursa copulatrix s dvěma 

asymetrickými laloky, které jsou vyztuženy různě uspořádanými žebry (Kratochvíl 1973, 

Kotrlá et al. 1984). Naproti tomu samičky jsou větší a pohyblivější. Jejich zbarvení 

připomíná červenobílé pruhování, důvodem je existence střeva naplněného krví, které je 

stužkovitě obkružováno bílými vaječníky. Blíže ke koncové části těla se nachází pohlavní 

otvor – vulva, která je kryta nápadným záhybem vybíhající pokožky, tzv. kutikulární 

řasou (Kotrlá et al. 1984). Samička je velice plodná, neboť je schopna klást okolo 5 000 

vajíček denně, které následně odcházejí s trusem hostitele (Silvestre et al. 2002). 
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Obr. 2 Rozdíly mezi pohlavími H. contortus (Kratochvíl 1973). 

 A – samec, B – samice, C – pářicí plachetka samce: bursa copulatrix. 

 

2.2.2 Životní cyklus vlasovky slezové 

 

 H. contortus má přímý a relativně rychlý životní cyklus bez mezihostitele 

(Obr. 3). Dospělci žijí ve slezu hostitelských zvířat a samička vylučuje vajíčka, která 

odcházejí v trusu hostitele. Vajíčka mají kulovitý až oválný tvar a postupně se vyvíjejí, 

svlékají a tím se přeměňují na larvální stadium L1 a L2, což jsou nepatogenní stadia, která 

jsou citlivá na sluneční záření a vysychání a v případě polknutí hostitelem jsou strávena. 

Dalším vývojem vzniká stadium L3, které je již patogenní a invazivní, je tedy schopno se 

jako jediné vyvinout po polknutí hostitelem v dospělého červa. Toto larvální stadium 

cestuje po vlhkých travinách na pastvině a je pozřeno hostitelem. Nejlepšími podmínkami 

pro šíření je teplé a vlhké počasí, nákaza je nejčastější za deštivého počasí a ranní rosy, 

kdy se tyto invazivní larvy mohou snadno pohybovat směrem vzhůru po vlhké trávě 

a rozlézat se do okolí trusu. Larva také svlečené pokožky neodvrhuje, ale zůstává v nich, 

a proto ji chrání před nepříznivými podmínkami. Tyto larvy tak vydrží vyschnutí během 

letních měsíců a odolají i zimnímu období se silnými mrazy (Kotrlá et al. 1984). 

V hostitelském předžaludku bachoru (rumen) se larva zbavuje kutikuly jako pozůstatku 

z předchozího larválního stadia. Putuje dalšími předžaludky – čepcem (reticulum) 

a knihou (omasum) do samotného žaludku, což je slez (abomasum). Zde se rozvíjí 

v poslední larvální stadium L4 a vyvíjí se v dospělce, který je schopen samostatné 

produkce vajíček (Laing et al. 2013). 
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Experimentálně bylo prokázáno, že interval mezi podáním perorální suspenze 

s infekčními larvami L3 (tedy v přírodě srovnatelná přirozená nákaza tímto larválním 

stadiem) a vylučováním vajíček trusem je v rozmezí 12–27 dní, průměrně 21 dní 

(Lochmanová 2010). Larvy stadia L4 a dospělci svým saním krve způsobují 

hemoragickou gastritidu, otok, hypoproteinémii a anémii. Tato akutní infekce může 

vyvolat až smrt hostitele (Kotrlá et al. 1953, Laing et al. 2013).  

 

Obr. 3 Životní cyklus vlasovky slezové (Kotrlá et al. 1953).  

Dospělec parazituje ve slezu hostitele (ovce, kozy, skot, lesní zvěř). Samička produkuje 

vajíčka (1), z nichž se líhnou larvy stadia L1 (2,3), poté L2 (4). Stadium L3 (5), invazivní 

larvy, se dostávají za vlhka na vrcholky trav a jsou na pastvinách spaseny hostitelem.  
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2.3 Hemonchózy 

 

2.3.1 Obecný přehled 

 

Onemocnění způsobená paraziticky žijícími hlísticemi nazýváme helmintózy 

(Vokurka et al. 2007). Druhy jednotlivých onemocnění pak označujeme dle vědeckých 

jmen parazitů (Laštůvka et al. 2004). Vzhledem k tomu, že H. contortus žije ve svých 

hostitelích parazitickým způsobem života, způsobuje onemocnění, která nazýváme 

hemonchózy. Ty jsou problémem zejména v tropických a subtropických oblastech 

s teplým a vlhkým podnebím (Waller a Chandrawathani 2005), nicméně celosvětově 

způsobují značné hospodářské a ekonomické ztráty v živočišné výrobě, snižují přírůstek 

hmotnosti zvířat a zvyšují úmrtnost skotu a malých přežvýkavců (Laing et al. 2013). 

Byly provedeny epidemiologické studie, které zkoumaly podmínky rozvoje 

hemonchózy u ovcí. Jako teplotní ukazatel byla určena průměrná měsíční teplota 18 °C 

a jako ukazatel vlhkosti byly stanoveny průměrné měsíční srážky přibližně 50 mm 

(Waller a Chandrawathani 2005). Zdrojem nákazy jsou často přezimované invazivní 

larvy stadia L3, které jsou schopny přežít pod sněhem nebo v organismu starších zvířat 

(Slanina et al. 1991). K nákaze hostitelů potravou s infekčními larvami nejčastěji dochází 

na mokrých pastvinách nebo na neudržované hluboké podestýlce (Jagoš et al. 1982).    

 

2.3.2 Klinické příznaky a diagnóza  

 

Hlavními klinickými příznaky hemonchózy jsou anémie hemoragického 

charakteru a slabost kvůli neustále drážděným a zraňovaným místům žaludeční sliznice 

přisátými červy (Kotrlá et al. 1953). Díky těmto příznakům je možné diagnostikovat 

napadení stáda parazitem H. contortus i bez dalšího laboratorního testování (Waller 

a Chandrawathani 2005). Dalšími příznaky jsou nechutenství, bledost sliznic a spojivek, 

průjem s vodnatými páchnoucími výkaly, hubnutí a kachexie. Rychlý průběh má toto 

onemocnění u slabých či jiným onemocněním trpících zvířat, neboť ta hynou během 

několika dní (Jagoš et al. 1982). Velice těžce jsou nemocí postižena také jehňata chovaná 

za špatných hygienických podmínek a se špatnou potravou (Slanina et al. 1991).  

Diagnózu hemonchózy je potřeba navrhnout na základě klinického nálezu, 

následuje koprologické vyšetření výskytu vajíček či larev parazitů v trusu. Toto vyšetření 
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je prakticky provedeno odběrem směsného čerstvého vzorku trusu od 5–10 % zvířat 

(Jagoš et al. 1982). Kvalitativní vyšetření na přítomnost či nepřítomnost vajíček 

H. contortus je provedeno např. flotační metodou, jejíž princip je založen na vyplavání 

vajíček na povrch roztoku. Kvantitativní ovoskopická metoda se naopak používá 

ke zjištění počtu vajíček na gram trusu (EPG – Eggs Per Gram) pomocí počítací komůrky 

(Škávová 2013). Dále je možno kultivovat vajíčka a zjistit morfologii invazivních larev 

a stanovit tak diagnózu nákazy konkrétním parazitem (Slanina et al. 1991, 

Coles et al. 2006). Diagnózu je možno potvrdit pitvou uhynulých nebo nutně poražených 

zvířat (Jagoš et al. 1982).  

 

2.3.3 Léčba hemonchóz 

 

Různé přístupy lidské a veterinární medicíny po celém světě se snaží bojovat proti 

helmintózám. Nejčastěji praktikovaným přístupem v posledních 40 letech je podávání 

léčiv ve formě farmakoterapie a farmakoprofylaxe (Cvilink et al. 2009).  

Z důvodu vyskytujících se hemonchóz ve stádech malých přežvýkavců je nutné, 

aby měl každý chovatel připraven účinný odčervovací režim. Dle místních zvyklostí, 

dlouhodobého charakteru počasí a druhového a početního nálezu vajíček parazitů v trusu 

je zvolena doba odčervení, jeho četnost a konkrétní léčivo (Horák et al. 2012). Léčiva 

proti chorobám způsobeným parazitujícími červy nazýváme anthelmintika. Rozdělujeme 

je na anticestoda – léčiva proti tasemnicím (Cestoda), antinematoda – léčiva 

proti hlísticím (Nematoda) a antitrematoda – léčiva proti motolicím (Trematoda), toto 

rozdělení plyne z cíle jejich hlavního působení (Vokurka et al. 2007, Lamka a Ducháček 

2014). Je snahou používat anthelmintika bezpečná, vysoce účinná proti dospělcům i jejich 

nižším vývojovým stadiím, rychle a úplně metabolizovatelná, aplikovatelná různými 

aplikačními formami, ekonomická a také kompatibilní s jinými léčivy 

(Kuchtík et al. 2007).  

Pokud je stanovena diagnóza na základě klinických příznaků, mělo by být 

provedeno kvalitativní a kvantitativní koprologické vyšetření, které slouží ke stanovení 

druhu parazitů a počtu vajíček. Teprve poté je indikováno odčervení pomocí dostupných 

léčiv, vhodný preparát je vybrán na základě zjištěného druhu parazita (Horák et al. 2012).  

Z léčiv s antinematodním účinkem jsou k současné léčbě používány 

3 širokospektré skupiny: benzimidazoly, imidazothiazoly a makrocyklické laktony. 
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Nejnověji objevenou skupinou s antinematodním spektrem jsou deriváty 

aminoacetonitrilu (Lecová et al. 2014).  

 

2.3.3.1 Benzimidazoly 

 

Nejpočetnější a dominantní skupinou antinematod jsou širokospektré 

benzimidazoly. Jsou odvozeny od sloučenin amidinového a guanidinového typu, 

u kterých je amidinová či guanidinová skupina zapojena do aromatického 

heterocyklického uskupení benzimidazolu (Hartl et al. 2012). Jejich spektrum účinku je 

velmi široké, působí proti hlísticím, tasemnicím i motolicím. Účinkují na principu 

inhibice β-tubulinu, což jsou organely parazitárních buněk, které zajišťují tvorbu 

mikrotubulů. Pokud je jejich tvorba inhibována, poškozuje se celá parazitární buňka. 

Díky několikanásobně vyšší afinitě benzimidazolů k buňkám parazitů než k buňkám 

zvířat je možné tato léčiva účinně dávkovat bez vážných vedlejších účinků. 

Anthelmintická účinnost je ovlivněna dobou setrvání dostatečné koncentrace 

anthelmintika v těle léčeného zvířete, avšak pokud jde o polygastrická zvířata jako ovce, 

stačí jediné podání léčiva (Lamka a Ducháček 2014).  

Mezi zástupce této skupiny zařazujeme albendazol, fenbendazol, flubendazol, 

mebendazol, tiabendazol, oxfendazol a triklabendazol (Hartl et al. 2012). 

 

2.3.3.2 Imidazothiazoly 

 

 Imidazothiazoly jsou skupinou léčiv s výhradně antinematodním účinkem a jejich 

heterocyklická struktura je odvozena od amidinové vazby v molekule 2-aminothiazolu 

(Hartl et al. 2012). Působí na neuromuskulární spoje interakcí s nikotinovými 

a muskarinovými receptory a ovlivňují metabolismus hlístic (Lincová et al. 2007). 

Zástupcem této skupiny je racemický tetramisol, jehož účinnost je zcela vázána 

na levotočivý izomer levamisol. Ten se po perorálním podání rychle absorbuje a působí 

na gastrointestinální a plicní parazity přežvýkavců. Dávkování přípravků s levamisolem 

je třeba volit opatrně, neboť zvířata často na podání odpovídají přecitlivělostí 

(Slanina et al. 1991). 
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2.3.3.3 Deriváty aminoacetonitrilu 

 

 Monepantel je nejnovějším objevem mezi léčivy s antinematodním účinkem, byl 

schválen pro veterinární použití v roce 2009. Zasahuje široké spektrum hlístic a je účinný 

i proti kmenům rezistentním na benzimidazoly, imidazothiazoly či makrocyklické 

laktony. Je málo toxický pro savce a ovce ho výborně snášejí. Jeho mechanismus účinku 

spočívá ve vazbě na nikotin-acetylcholinový receptor, což způsobuje spastickou 

kontrakci svalstva hltanu s následnou paralýzou a smrtí parazita (Kaminsky et al. 2008).  

 Dalším léčivem této skupiny se stal o rok později schválený derquantel, který byl 

zformulován do kombinace s makrocyklickým laktonem abamektinem. Tato kombinace 

však není účinná proti larválním stadiím H. contortus, na rozdíl od monepantelu 

(Kaminsky et al. 2011).  

 

2.3.3.4 Makrocyklické laktony 

 

 Makrocyklické laktony jsou léčiva biosyntetického původu, jejichž spektrum 

účinku zasahuje nematoda a ektoparazity, označujeme je tedy jako endektocida. Jsou 

rozdělovány na avermektiny a milbemyciny (Lamka a Ducháček 2014). Mechanismus 

účinku byl dříve chápán jako stimulované uvolnění inhibičního mediátoru – kyseliny 

γ-aminomáselné (GABA) z nervových zakončení excitačních motorických neuronů 

hlístic (Slanina et al. 1991), což bylo později označeno za vedlejší a méně podstatnou část 

účinku. Dnes se předpokládá působení na glutamát-receptorové membránové kanály 

pro chloridové ionty, které jsou hojně exprimovány v nervovém systému a svalových 

buňkách hltanu parazita. Ivermektin ireverzibilně otvírá iontový kanál a vlivem prostupu 

chloridových iontů dochází k hyperpolarizaci a následné paralýze svalů parazita, jeho 

imobilizaci a smrti (Volf et al. 2007, Lespine et al. 2011).  

 Zástupci, které řadíme mezi makrocyklické laktony, jsou ivermektin, abamektin, 

doramektin, selamektin a eprinomektin ze skupiny avermektinů a moxidektin ze skupiny 

milbemycinů. Tyto dvě skupiny se významně liší v několika aspektech: mají odlišné 

substráty, odlišné fyzikálně-chemické vlastnosti, stejně jako farmakokinetiku 

a farmakodynamické působení (Prichard et al. 2012).  
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2.3.3.4.1 Ivermektin 

 

Ivermektin (IVE) je jedním z nejdůležitějších veterinárních léčiv současnosti. 

Toto antibiotikum ze skupiny avermektinů se širokým spektrem účinku bylo izolováno 

jako fermentační produkt půdní aktinomycety Streptomyces avermitilis. Jedná se o směs 

22,23-dihydroderivátů avermektinu B1a a B1b (Obr. 4).  

Obecným farmakoforem – skupinou zodpovědnou za účinek a vázající se 

na cílovou strukturu je u IVE 16členný laktonový kruh spojený s benzofuranem 

a spiroketalem. Cílovou strukturou jsou receptory spojené s membránovými kanály 

pro chloridové ionty v buňkách parazitů. IVE působí systémově, musí tedy procházet 

tkáněmi hostitele, až se dostane na místo účinku v parazitovi (Prichard et al. 2012).  

 

Obr. 4 Molekula ivermektinu (Ministerstvo zdravotnictví ČR 2009).  

Pokud je R = CH2-CH3, jedná se o dihydroderivát avermektinu B1a. 

Pokud je R = CH3, jedná se o dihydroderivát avermektinu B1b. 

 

IVE byl uveden na trh v roce 1981, od té doby se po dlouhý čas neobjevilo žádné 

léčivo s anthelmintickým účinkem, které by bylo uvedeno do praktického užívání, 

s výjimkou monepantelu (Kaplan a Vidyashankar 2012). IVE působí na dospělce 

i larvální stadia mnoha druhů hlístic, které způsobují žaludeční, střevní a plicní 

nematodózy. Je účinný také proti ektoparazitickým členovcům (ÚSKVBL [online]). 

Za hlavní místo účinku IVE se považuje hltan hlístic, jehož funkce jako svalového orgánu 
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a jako „pumpy“ je u dospělců inhibována a u larev dochází k zastavení vývoje 

(Demeler et al. 2013).  

IVE je indikován k léčbě parazitárních onemocnění skotu, ovcí, koz, prasat, koní 

a spárkaté zvěře. Je kontraindikován u laktujících dojnic a bahnic, pokud je mléko určeno 

pro lidskou spotřebu, stejně tak je kontraindikováno jeho intramuskulární a intravenózní 

podání. Nevýhodou jsou dlouhé ochranné lhůty – pro maso ovcí či prasat činí ochranná 

lhůta 28 dní, pro maso skotu 49 dní.  

IVE se podává injekčně přísně subkutánně do volné kůže před nebo za lopatkou 

zvířete a perorálně individuálně či hromadně v dávce 0,2–0,3 mg/kg živé hmotnosti. 

Aby byla zajištěna správná dávka, musí být stanovena hmotnost zvířete co nejpřesněji 

(Lamka a Ducháček 2014, ÚSKVBL [online]).  

 

2.3.4 Prevence hemonchóz a nematodóz 

 

Každé vážné napadení stáda parazity a následné propuknutí nemoci u zvířat je 

spojeno s významnými přímými i nepřímými ztrátami. Mezi přímé ztráty počítáme úhyn 

zvířete či jeho nutné usmrcení a snížení kvality masa. Nepřímé ztráty u stád malých 

přežvýkavců zahrnují snižující se přírůstky váhy, zaostávání mláďat ve vývinu 

a především snížení produkce masa, mléka a vlny. Onemocnění má často vliv 

na reprodukci, neboť se výrazně snižuje plodnost. Zvířata jsou také více vnímavá k jiným 

onemocněním, což může vést k rozvoji infekčních i neinfekčních nemocí a sekundárnímu 

zvýšenému úhynu (Horák et al. 2012). Zvláště postižena jsou mladá zvířata, naopak starší 

ovce mohou být odolnější a stávají se nosiči parazitů (Jagoš et al. 1982).  

Pro zabránění vzniku či šíření parazitárních onemocnění by měla být dodržována 

některá preventivní opatření. Chovatelé by měli zabránit vypuknutí těžkých invazí části 

nebo celého stáda, neboť důsledkem jsou časté úhyny zvířat. Měli by vyvinout snahu 

minimalizovat dopady parazitóz na užitkovost zvířat. Dále je žádoucí snížit kontaminaci 

pastvin vývojovými stadii parazitů. Účinnost odčervení je nutné sledovat pomocí 

koprologických vyšetření (Kuchtík et al. 2007).  

 V případě geohelmintů je nutno zabránit jejich rozšíření v prostředí. 

Nedoporučuje se hnojit fekáliemi přímo, ale až poté, co jsou např. kompostováním 

inaktivována vývojová stadia parazitů (Volf et al. 2007).  
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Výhodné je také hnojit pastviny dusíkatými hnojivy a střídat místa, na kterých 

jsou zvířata pasena. Pokud například po dobu jednoho roku 1/3 pastvin není spásána, 

ale pouze sekána, může na jejich povrchu působit ultrafialové záření a dochází tak 

k přerušení vývojových cyklů parazitů, kteří žijí jako geohelminté. Larvy na této části 

pastviny umírají a tato pastvina je tak v dalším roce vhodná pro mladá jehňata nebo 

pro stádo, které právě prodělalo odčervení (Kuchtík et al. 2007). 

Pozornost by také měla být věnována péči o zdraví ovcí. Chovatelé by měli 

zabezpečit vyrovnanou výživu stáda, oddělený chov jehňat a ideální hygienické 

podmínky v prostředí častého pobytu zvířat, jako jsou prostory pro ustájení zvířat, ovčíny, 

výběhy, napajedla a přístřešky na pastvě. Nutností je aktivní kontrola zdraví a kvalitní 

diagnostika v rámci prevence (Jagoš et al. 1982).  

V současnosti byla připravena a registrována vakcína Barbevax, která se dostává 

do praktického užívání v Austrálii. Jedná se o 4–5 subkutánních injekcí proteinových 

antigenů dospělých červů, které je možno podat jehňatům i dospělým ovcím v ročním 

období největšího rizika nákazy. Od třetí aplikace je zajištěna šestitýdenní protilátková 

ochrana a aplikace je následně v těchto intervalech ještě jednou či dvakrát zopakována. 

Je možné, že se tento nástroj profylaxe hemonchóz rozšíří i do těch oblastí světa, kde je 

v současné době velkým problémem narůstající rezistence na léčiva 

(WormBoss [online]). 

 

2.4 Léková rezistence 

 

Rezistence parazitů na anthelmintika (helmintorezistence) je dnes celosvětovým 

problémem, je rozšířena v chovech hospodářských zvířat a stále narůstá. Rezistence 

komplikuje léčbu parazitárních infekcí, neboť množství dostupných anthelmintických 

prostředků je relativně nízké, léčiva jsou používána už dlouho a jejich účinnost klesá 

(Cvilink et al. 2009). Byla popsána jako situace, při které normální dávka léčiva nezajistí 

důslednou redukci dospělých červů či jejich vylučovaných vajíček (Silvestre et al. 2002). 

Rezistentní populace červů je na rozdíl od normální populace schopna tolerovat 

standardní dávku léčiva a rezistence se dědí do další generace (Coles et al. 2006). Jedná se 

o snížení účinku léčiva z důvodu vyvinutí odolnosti původce nemoci, vůči kterému je 

léčivo namířeno. Rezistence vzniká selektivním rozmnožením jedinců, kteří jsou schopni 

pomocí určitých obranných mechanismů přežít v dané koncentraci léčiva. 
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Protože rezistence významně ohrožuje účinnost léčby, jsou celosvětově zkoumány 

mechanismy vzniku rezistence, tedy způsoby obrany původců onemocnění vůči působení 

léčiv a mechanismy vývoje rezistence, tedy faktory, které usnadní vybraným původcům 

přežít léčbu (Skálová et al. 2011).   

Důležitým rozpoznávacím klinickým příznakem právě probíhající hemonchózy 

hospodářských zvířat je anémie, která se projevuje bledostí sliznic. Pro diagnostiku 

stupně parazitárního napadení a z něho plynoucího anemického utrpení zvířat 

a pro stanovení nutnosti odčervení byl vyvinut systém FAMACHA. Díky barevné kartě 

poukazující na různě bledou sliznici dolního víčka oka mohou být rozlišena zvířata, 

která jsou schopna se s infekcí vyrovnat, na rozdíl od zvířat těžce trpících anémií, která je 

nutno léčit. Praktickým výstupem používání této metody je léčba pouze těch zvířat, která 

léčbu potřebují. Tím se sníží náklady na léčbu a také se zabraňuje selekčnímu tlaku na 

dospělce H. contortus a s ním souvisejícímu rozvoji rezistence (Van Wyk a Bath 2002).  

Rezistence byla dnes prokázána u všech skupin anthelmintik a v některých 

stádech se objevila také multirezistence jednoho kmene parazita na mnoho skupin 

anthelmintik (Lecová et al. 2014). Problém by mohla vyřešit nově objevená léčiva 

s anthelmintickým účinkem. Vývoj léčiva nové struktury je však nesmírně nákladný, 

stejně jako dlouhý proces jeho zavedení do praktického používání. Předpokladem je také 

jeho vyšší cena ve srovnání s léčivy staršími (Kaplan a Vidyashankar 2012).  

Posledním takto objeveným léčivem v návaznosti na nárůst rezistence na běžná 

anthelmintika byl do praktického používání zaveden monepantel. Avšak během méně než 

4 let jeho užívání postupně klesala jeho účinnost a také byla v několika oblastech světa 

zdokumentována rezistence (Lecová et al. 2014).  

Význam lékové rezistence je dnes veliký, přesto ale stále existuje jen částečné 

pochopení molekulárních a genetických mechanismů rezistence. Je nejasné, které mutace 

nejvíce přispívají k fenotypu rezistence a jak vznikají rezistentní alely, které se poté šíří 

mezi parazitickou populací (Gilleard 2006). 

 

2.4.1 Faktory rozvoje rezistence 

 

Hlavním faktorem rozvoje anthelmintické rezistence je selekční tlak vyvíjený 

na původce onemocnění, kterým přežívá rezistentní populace. Tito parazité se významně 

podílejí na složení následující generace. Tento selekční tlak vzniká vysokou frekvencí 
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používání anthelmintik v léčbě, ale není to jediný dostatečný faktor vedoucí k vzniku 

helmintorezistence. Přispívající faktory vzniku helmintorezistence ovcí a koz zkoumá 

např. Silvestre et al. (2002).  

Jedním z faktorů je poddávkování těch anthelmintik, jejichž dávka je závislá 

na tělesné hmotnosti. Poddávkování nastává, pokud hostitel dostane dávku, která se dle 

doporučení výrobce má odvíjet od zjištěné tělesné hmotnosti, ale skutečně podaná dávka 

je menší. Důvodem nižší podané dávky bývá nesprávný odhad tělesné hmotnosti 

hostitele.  

Dalším faktorem je opakované podávání anthelmintik stejné skupiny po dobu 

i několika let. Dochází tak k účinné selekci jedné subpopulace parazitů, která je schopna 

přežít v přítomnosti konkrétního typu léčiva (Silvestre et al. 2002).  

Významným faktorem je také načasování léčby, se kterým souvisí velikost 

populace infekčních stadií larev na pastvinách. Nejčastější provedení odčervení bylo 

v minulosti načasováno do období před vypuštěním stáda na pastvinu. Dřívějším 

doporučením pro farmáře bylo, aby na části pastvin nepásli, pouze je sekali, a tak mohlo 

dojít k vyhubení veškeré populace infekčních larev. Tato pastvina by tak byla vhodná 

pro první pastvu stáda po odčervení (Kuchtík et al. 2007, Horák et al. 2012). 

Tato strategie se zdá být vhodnou k omezení nákazy parazity. Silvestre et al. (2002) však 

upozorňuje, že tak dochází k snadnému selekčnímu tlaku rezistentních dospělců, 

kteří jediní přežili anthelmintickou léčbu. Stávají se tak jedinou populací následné 

generace a snadno produkují rezistentní vajíčka, čímž dochází k rozšiřování rezistence. 

Naopak, kdyby byli hostitelé vypuštěni na pastvinu, kde se nacházejí volně žijící stadia 

parazitů, sice by došlo po provedeném odčervení k jejich opětovné nákaze, ale selekční 

výhoda daná dospělcům, kteří přežili léčbu, by nestačila, aby produkovali velké množství 

vajíček nebo se stali jedinou parazitární populací svého hostitele. 

Nejúčinnější cestou k omezení vzrůstající anthelmintické rezistence je snížení 

selekčního tlaku léčiv a optimální načasování podání léčiv, tak aby se maximalizovala 

jejich účinnost. Také léčba nejpravděpodobněji napadených hostitelů místo celého stáda 

vede ke snížení selekčního tlaku na celou parazitickou populaci (Silvestre et al. 2002). 

Samozřejmostí je také správný výběr anthelmintika a jeho aplikační formy 

(Lecová et al. 2014). 
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2.4.2 Mechanismy vzniku rezistence 

 

U původců onemocnění dochází k vývoji mnoha způsobů, kterými jsou schopni 

přežít kontakt s léčivem. Tyto mechanismy můžeme rozlišit na farmakodynamické 

a farmakokinetické (Skálová et al. 2011).              

Mezi farmakodynamické mechanismy řadíme změny struktur nebo počtu (zvýšení 

počtu) cílových makromolekul, se kterými léčivo interaguje, například proteiny 

nebo receptory.  

            Mezi farmakokinetické mechanismy řadíme ovlivnění koncentrace léčiva 

v konečných buňkách původce, a to například omezením vstupu léčiva do buňky 

(existence efluxních mechanismů), zrychlením metabolismu a deaktivace léčiva 

(zvýšenou aktivitou enzymů, které metabolizují léčivo), nebo zrychlením eliminace 

léčiva (Skálová et al. 2011). 

Enzymy, které metabolizují léčivo, jsou transportní proteiny a biotransformační 

enzymy. Pokud jsou zvýšeně exprimovány z důvodu jejich indukce, dochází 

k dočasnému zvýšení jejich aktivity, tedy rychlejší metabolizaci, deaktivaci či eliminaci 

léčiva. Dochází ke snížení koncentrace léčiva v hostiteli a odolnějším původcům 

onemocnění je tak umožněno přežití a v následující generaci rozmnožení této rezistentní 

části populace. Naopak trvalé zvýšení aktivity metabolizujících enzymů se promítá 

do další generace původců onemocnění a jedná se o amplifikaci genu nebo mutaci v genu 

či regulační oblasti pro daný enzym či transportér. Zvýšená aktivita biotransformačních 

enzymů může být nejen mechanismem lékové rezistence, ale také jedním z determinantů 

usnadňujících vznik rezistence jiným mechanismem. Důsledkem zvýšení aktivit více 

enzymů metabolizujících léčiva může být multirezistence, tedy rezistence vůči léčivům, 

které mají různou strukturu i mechanismus účinku (Skálová et al. 2011). 

Zvýšení aktivity určitého enzymu, která je výsledkem zvýšení syntézy enzymu 

či snížení jeho degradace, označujeme jako indukce. Naopak snížení aktivity určitého 

enzymu označujeme pojmem inhibice.  

Zásadním krokem pro pochopení mechanismů lékové rezistence je studium 

struktury, aktivity a regulace transportních proteinů a biotransformačních enzymů léčiv 

u původců onemocnění. 
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2.4.3 Testování anthelmintické rezistence 

 

Pro detekci anthelmintické rezistence byly vyvinuty některé testy, tím 

nejvýznamnějším ve veterinární oblasti rezistence hlístic je FECRT (The faecal egg count 

reduction test) – test redukce počtu vajíček v trusu, který byl stanoven Světovou asociací 

pro pokrok ve veterinární parazitologii (WAAVP). Může být použit pro všechny skupiny 

anthelmintik. Prakticky je prováděn tak, že po stanovené době, která závisí na použitém 

anthelmintiku, jsou počítána vajíčka v trusu a srovnávána s nálezem před léčbou. 

Například u IVE jsou vajíčka spočítána 14–17 dní po léčbě. U anthelmintika, které je plně 

účinné, nesmí přežít žádný červ, naopak malé procento přeživších červů může znamenat 

problém začínající rezistence. Redukce více než 95 % vajíček v trusu daným 

anthelmintikem naznačuje, že užívání anthelmintika je stále prospěšné, naopak menší 

účinnost naznačuje rozvoj rezistence, která je zcela jistá při redukci méně než 90 % 

vajíček (Coles et al. 2006). 

Pro detekci rezistence na benzimidazolová anthelmintika (např. thiabendazol) byl 

vyvinut EHT (Egg hatch test – test líhnutí vajíček) a LDT (Larval development test – test 

vývoje larev) či jeho obdoba MALDT (Microagar larval development test – test vývoje 

larev na mikroagaru) pro detekci rezistence na benzimidazoly a levamisol. Tyto testy 

sledují vliv anthelmintika na fyziologické funkce parazita – zkoumají líhnutí vajíček 

či vývoj larev L3 z vajíček v určitých koncentracích anthelmintika. Na konci testu mohou 

být vylíhlé larvy použity ke zjištění druhu parazita (Coles et al. 2006).  

Pro testování rezistence na makrocyklické laktony donedávna nebyly žádné 

uspokojivé testy, s výjimkou FECRT (Coles et al. 2006). Dnes však jsou vyvíjeny testy, 

které modifikují výše uvedené testy tak, aby je bylo vhodné použít pro sledování 

rezistence na makrocyklické laktony. Prvním testem je LDA (larval development assay), 

ve kterém se měří inhibiční účinek anthelmintik na vývoj hlístic od vajíčka přes larvální 

vývojová stadia až po infekční stadium L3. Měří se poměr nevyvinutých stadií (vajíčka, 

L1 a L2 larvální stadia) vůči všem stadiím. Druhým testem je LMIA (the larval migration 

inhibition assay), ve kterém je sledován vliv různých koncentrací anthelmintika na svaly 

parazita a související neuromuskulární spoje. Inhibiční vliv se projeví tak, že mrtvé larvy 

nejsou schopny projít nylonovým sítem, na rozdíl od aktivních larev 

(Demeler et al. 2013).  

Velká část ze současné znalosti možných mechanismů anthelmintické rezistence 

je založena na studiu tzv. kandidátních genů, což jsou geny, u kterých je dle určitých 
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hypotéz odhadnuto, zda by mohly být zapojeny v procesu vzniku či rozvoje rezistence. 

Provedením následné experimentální práce je hypotéza testována a hledá se, zda existuje 

příčinná souvislost mezi polymorfismem kandidátních genů a fenotypem rezistentních 

parazitů. Takto je možno postupovat v případě srovnání citlivé a rezistentní populace 

nebo je sledována selekce rezistentních kmenů uměle, prostřednictvím experimentální 

nákazy (Gilleard 2006).  

Další možností je testování molekulárního základu rezistence pomocí PCR, 

což bylo detailně popsáno pro rezistenci na benzimidazoly. Tyto testy se zdají být 

důležitými pro testování rezistence na makrocyklické laktony, u kterých mají různé druhy 

hlístic různé mechanismy, kterými jsou schopny se vyhnout anthelmintickému vlivu 

těchto léčiv (Coles et al. 2006).  

 

2.4.4 Rezistence na makrocyklické laktony, IVE 

 

Nejvíce byla zkoumána rezistence mnoha druhů hlístic na benzimidazolová 

anthelmintika, která jsou v praktickém používání po nejdelší dobu, a je všeobecně 

přijímáno, že hlavní roli hraje mutace v genu pro izotyp 1 β-tubulinu. Tento objev byl 

proveden na základě studia kandidátních genů. Základem se stala silná hypotéza, která se 

odrazila od mechanismu účinku benzimidazolů. β-tubulin byl znám jako hlavní cílové 

místo působení benzimidazolů, bylo zjištěno, že mutace v lokusu tohoto genu dávají 

vzniknout vysokému stupni rezistence. Dnes je však jasné, že mutace v genu β-tubulinu 

není jediným zdrojem rezistence. A pokud bylo zjištěno, že inhibitory P-glykoproteinu 

nebo cytochromu P450 mohou zvýšit citlivost hlístic k benzimidazolům, je zde naznačena 

možnost, že metabolismus léčiv a jejich eflux mohou hrát roli v rezistenci 

na benzimidazoly (Gilleard 2006).  

Zatímco rezistence k benzimidazolům nebo levamisolu je u hlístic založena 

na jednom či dvou mechanismech, rezistence na skupinu makrocyklických laktonů se zdá 

být více komplexní (Gill a Lacey 1998) a založená na mutaci více alel v několika 

lokusech, které tak přispívají k rezistentnímu fenotypu (Gilleard 2006).  

U mnoha genů H. contortus bylo poukazováno možné přispění k vzniku 

rezistence, jejich skutečný význam však není znám. Byl aplikován stejný přístup výběru 

genů považovaných za potenciálně zapojené v mechanismu vzniku rezistence, 

ale výsledky byly nejednoznačné, na rozdíl od výsledků pro rezistenci na benzimidazoly. 
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Byly zkoumány geny pro podjednotky glutamát-receptorových chloridových 

kanálů (GluClα), GABA kanálů či aminokyselinových membránových aniontových 

kanálů. Bylo navrženo mnoho genů u jiných hlístic, např. u Onchocerca volvulus se 

ukázaly být pod selekcí vlivem IVE geny pro P-glykoprotein či ABC (ATP-binding 

cassette) transportéry. Navzdory mnoha nezávislým studiím, které využívaly přístupu 

kandidátních genů, nebyl zatím identifikován jasný hlavní gen, který je zodpovědný 

za rezistenci hlístic na makrocyklické laktony. Důvodem může být, že informací 

pro výběr kandidátních genů studia rezistence na makrocyklické laktony je méně a není 

snadné navrhnout hypotézu, podle které by byl zkoumán některý z nejdůležitějších genů 

pro možný rozvoj rezistence. Klíčové důkazy, na kterých jsou založeny předpovědi, 

pocházejí z pochopení způsobu účinku IVE a znalosti těch genů, které u C. elegans 

mohou vést k vzniku rezistence na IVE (Gilleard 2006).  

Klíčovou prací v procesu poznávání mechanismu rezistence byla studie rezistence 

IVE u C. elegans zveřejněná Dentem et al. (2000). Bylo demonstrováno, že souběžné 

mutace ve 3 genech (avr-14, avr-15 a glc-1) kódujících α-podjednotky 

glutamát-receptorových chloridových kanálů v hltanovém svalu či neuronech 

regulujících faryngeální funkci způsobí vysokou úroveň rezistence k IVE, 

zatímco mutace jen dvou z nich nikoli. Interakce IVE s kteroukoli z těchto podjednotek 

inhibuje hltanovou pumpu, proto každý z těchto genů ponechává IVE citlivost 

a jednotlivá mutace nezpůsobuje rezistenci. Je navrhováno, že je potřeba 

mnohonásobných mutací v nezávislých cílových genech C. elegans, aby se dosáhlo 

vysoké úrovně rezistence.  

Rezistence parazitů na makrocyklické laktony je celosvětově rozšířena, byla 

prokázána u avermektinů i moxidektinu. Existuje určitý stupeň zkřížené rezistence na tyto 

dvě skupiny, nicméně tato rezistence není totožná. Pokud byla zaznamenána rezistence 

na IVE, moxidektin měl často zachovanou účinnost (Prichard et al. 2012). 

Dále byla pozorována snížená citlivost některých druhů hlístic na inhibici vývoje 

larev a jejich motility, což je účinek makrocyklických laktonů (Gill a Lacey 1998). 

V některých studiích byl poukázán vliv MDR (multidrug resistant) ABC transportérů 

ve vzniku rezistence hlístic k makrocyklickým laktonům, především IVE. Pokud jsou 

tyto transportéry zvýšeně exprimovány, dochází k vylučování IVE z buňky, ve které má 

působit, a následně tedy k selhání terapie (Lespine et al. 2011). Mechanismy rezistence 

u IVE tedy zřejmě mohou být spojeny s velkým počtem různých genů (Gilleard 2006). 
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2.5 Biotransformační enzymy xenobiotik u hlístic 

 

 Existuje mnoho mechanismů lékové rezistence helmintů na běžně používaná 

anthelmintika, některé byly pochopeny, některé jsou zkoumány a mnohé další zůstávají 

stále neobjasněné. Nedávno bylo poukázáno na to, že vývoj lékové rezistence může být 

částečně závislý na vzniku některých obranných mechanismů helmintů, které je chrání 

před potenciálně toxickým působením xenobiotik, tedy i anthelmintik. Jedná se o systém 

enzymů a transportérů, pomocí kterých parazité metabolizují xenobiotické sloučeniny 

a přeměňují je tak na polární metabolity, které je jednodušší vyloučit z těla. Tímto 

způsobem se zbavují potenciálně škodlivých látek. Výskyt a aktivita biotransformačních 

enzymů určuje cestu a míru metabolizace xenobiotik v organismu parazita. 

Biotransformační enzymy tak ovlivňují biologický účinek daného léčiva, v případě 

anthelmintik ovlivňují účinnost farmakoterapie helmintózy (Cvilink et al. 2009).  

 Metabolismus xenobiotik je dnes rozdělován do 3 fází. Enzymy, které 

metabolizují xenobiotika, zařazujeme mezi enzymy I. nebo II. fáze biotransformace 

a mezi efluxní transportéry. Tyto enzymy snižují účinek anthelmintik v tělech hlístic tím, 

že je přeměňují na méně účinné metabolity (Matoušková et al. 2016). 

 

2.5.1 I. fáze biotransformace 

 

 První fáze zpracování xenobiotika, které se vyskytne v organismu parazita, 

zahrnuje chemické reakce jako je oxidace, redukce nebo hydrolýza léčiv, tak aby 

výsledkem této reakce bylo odkrytí či vsunutí určité hydrofilní skupiny do struktury 

xenobiotika (Cvilink et al. 2009). 

  Nejdůležitějšími enzymy zapojenými v I. fázi biotransformace exogenních 

i endogenních substrátů jsou ve všech živých organismech přítomné enzymy systému 

cytochromu P450 (CYP), kterých bylo v bakteriích, houbách, rostlinách, hmyzu 

a obratlovcích identifikováno a do rodin a podrodin klasifikováno obrovské množství 

(Lüllmann et al. 2012). Tyto enzymy jsou zapojeny v metabolismu steroidů, retinoidů, 

prostaglandinů a mastných kyselin a umožňují detoxikaci exogenních substrátů včetně 

léčiv (Laing et al. 2015). Mnoho let panovaly domněnky, že jsou parazitické hlístice 

prosty oxidativního metabolismu pomocí CYP. Díky rozvoji genetických analýz však 

byly nakonec geny kódující enzymy rodiny CYP objeveny také v genomu C. elegans, 
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a to dokonce přes 80 genů (Cvilink et al. 2009, Laing et al. 2015). Byly zahrnuty 

do podrodiny CYP35 a byla zjištěna jejich indukovatelnost po vystavení vlivu některých 

xenobiotik (Menzel et al. 2005). V genomu H. contortus bylo objeveno 42 genů 

kódujících CYP. Enzymy rodiny CYP se běžně podílejí na oxidačních reakcích substrátu, 

jako je hydroxylace, dealkylace, epoxidace, dekarboxylace či isomerizace, ale také 

vystupují jako peroxidasy či reduktasy (Matoušková et al. 2016). 

 Dalšími enzymy jsou flavin monooxygenasy (FMOs), které oxidují velké 

množství xenobiotik, zejména pokud substrát obsahuje nukleofilní atom dusíku nebo síry. 

Geny, které kódují tyto enzymy, byly nalezeny v genomu C. elegans (Cvilink et al. 2009).  

Nakonec budou zmíněny peroxidasy jako přídatná skupina oxidačních enzymů. 

Díky těmto enzymům jsou parazité schopni se bránit působení reaktivních forem kyslíku 

(ROS), které jsou produkovány hostitelem jako reakce na přítomnost parazita. Z této 

skupiny byla nalezena protektivní role katalasy a glutathion peroxidasy u dospělců 

H. contortus (Cvilink et al. 2009). 

 Enzymy, které se starají o redukční reakce, patří do proteinových tříd 

dehydrogenas/reduktas: SDRs (short-chain dehydrogenases/reductases) a AKRs 

(aldo-keto reductases). Substráty dehydrogenas/reduktas jsou vedle xenobiotik také 

mnohé endogenní substráty. Reduktivní biotransformací vznikají alkoholy, aldehydy 

a ketony. Na rozdíl od oxidačních enzymů byly redukční enzymy známy u hlístic 

mnohem dříve a také byly hojně studovány – např. redukce sloučenin nesoucích 

karbonylovou skupinu pomocí enzymů vlasovky slezové. Jedná se o hlavní deaktivační 

cestu, která chrání organismus parazita před toxickým vlivem reaktivních aldehydů 

a ketonů, což může také znamenat snížení účinku anthelmintik, které nesou karbonylovou 

skupinu (Cvilink et al. 2009).  

 Enzymy, které zabezpečují hydrolytické reakce, nazýváme hydrolasy. Jejich 

hlavní funkcí je metabolismus endogenních látek, ale mohou také katalyzovat hydrolýzu 

xenobiotik s cyklickou strukturou, strukturou esteru či amidu. Příkladem těchto enzymů 

je acetylcholinesterasa nebo peptidasa. Tato skupina enzymů je u hlístic hojně zastoupena 

(Cvilink et al. 2009). 
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2.5.2 II. fáze biotransformace 

 

 Ve druhé fázi procházejí xenobiotika nebo jejich metabolity vzniklé v I. fázi 

konjugační reakcí s endogenními sloučeninami, jako je glutathion, kyselina glukuronová, 

aminokyseliny nebo sulfát. Zavedením hydrofilní ionizovatelné funkční skupiny 

do molekuly xenobiotika se tak stávají výrazně polárními a snadno ledvinami 

exkretovatelnými (Cvilink et al. 2009).  

 Důležitou skupinu enzymů, které jsou zapojeny v druhé fázi biotransformace 

xenobiotik, představují UDP-glykosyltransferasy (UGT). Tyto enzymy připojují 

k substrátům kovalentní vazbou cukry ve formě aktivovaných uridindifosfátů (UDP), 

např. UDP-glukosu, UDP-glukuronovou kyselinu nebo UDP-N-acetylglukosamin. 

Substráty pro UGT jsou xenobiotika nebo látky tělu vlastní, které nesou alkoholickou, 

fenolickou, thiolovou, aminovou, karbonylovou či karboxylovou funkční skupinu. 

V genomu H. contortus bylo nalezeno 34 genů kódujících UGT (Matoušková et al. 2016). 

U tohoto parazita se nejspíše jedná o UDP-glukosyltransferasy, neboť když byla 

provedena studie metabolizace benzimidazolových anthelmintik flubendazolu 

a albendazolu, byly nalezeny pouze metabolity obsahující navázanou glukosu, 

nikoli kyselinu glukuronovou (Vokřál et al. 2012, Vokřál et al. 2013b).   

 Ve všech živých organismech nalezenými a nejvíce zkoumanými konjugačními 

enzymy jsou glutathion S-transferasy (GST), které do molekuly substrátu zavádějí 

glutathion a tím chrání biomolekuly před škodlivým působením elektrofilů. 

Tyto konjugační enzymy byly nalezeny v genomu C. elegans i H. contortus a byl objeven 

vztah mezi nimi, což dobře dokládá fylogenetickou příbuznost těchto dvou parazitů 

(Cvilink et al. 2009). 

 Mezi další konjugační cesty řadíme konjugaci s aminokyselinami, acetylaci 

pomocí N-acetyltransferasy a sulfataci sulfotransferasou (SULT). Tyto méně významné 

konjugační cesty byly zatím dokumentovány jen u některých hlístic, acetylace byla 

například nalezena u C. elegans, díky jejímuž genomu by také mohla být předpovězena 

přítomnost konjugačních enzymů u ostatních hlístic (Cvilink et al. 2009).   
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2.5.3 III. fáze biotransformace 

 

 Současné prameny uvádějí také třetí fázi metabolismu xenobiotik, ve které se děje 

aktivní transport substrátů, metabolitů či konjugátů skrz membrány, neboť hydrofilní 

molekuly nemohou projít lipidovou membránou. Tento proces zajišťují speciální 

proteinové transportéry, např. ABC transportéry, které zprostředkovávají eflux 

xenobiotik a látek tělu vlastních, příkladem takového transportéru je P-glykoprotein. 

V genomu C. elegans bylo objeveno 60 genů, které kódují proteiny tvořící 

ABC  transportéry. P-glykoprotein jako hlavní efluxní pumpa byl identifikován jak 

u C. elegans, tak u H. contortus, u naposledy zmíněného parazita byly tyto transportéry 

nalezeny ve tkáni podél gastrointestinálního traktu, a to nejvíce v hltanu a přední části 

střeva (Cvilink et al. 2009). 

 

2.5.4 Vliv biotransformačních enzymů na rozvoj rezistence 

 

Pokud dochází ke zvýšenému kontaktu organismu hostitele s xenobiotikem, může 

se organismus hostitele bránit proti chemickému stresu zvýšením aktivity 

biotransformačních enzymů. Děje se to pomocí zvýšené exprese genu pro daný enzym 

a výsledkem je rychlejší metabolizace léčiva a snížení jeho hladiny v organismu hostitele. 

Tato nižší hladina může způsobit selhání farmakoterapie, neboť čím je hladina léčiva 

nižší, tím má parazit vyšší šanci na přežití. Je dobře známo, že již kontakt parazita 

s nízkými dávkami anthelmintika vede k aktivaci obranných mechanismů parazita 

a následné redukci citlivosti parazita na léčivo. Indukce hostitelských biotransformačních 

enzymů tak může nepřímo přispět k rozvoji parazitární lékové rezistence 

(Skálová et al. 2011).  

Druhou cestou pak je zvýšení aktivity biotransformačních enzymů parazita. 

Bylo zjištěno, že zástupce milbemycinů moxidektin je metabolizován 

biotransformačními enzymy CYP u H. contortus, ale byl nalezen pouze jediný metabolit 

(Alvinerie et al. 2001). Metabolismus IVE pomocí biotransformačních enzymů potvrzen 

nebyl (Vokřál et al. 2013a). Hlavní roli v eliminaci makrocyklických laktonů tedy 

u parazita nehraje biotransformace pomocí biotransformačních enzymů I. a II. fáze, 

ale pravděpodobně transport pomocí efluxních proteinů. Byl prokázán vliv 

ABC transportérů, jako je P-glykoprotein (Prichard et al. 2012, Godoy et al. 2016). 
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Vedle toho ale studiem exprese některých genů pro P-glykoprotein u dospělců H. 

contortus rezistentních na působení IVE nebyl pozorován signifikantní rozdíl v expresi 

ve srovnání s populací citlivou na IVE (Williamson a Wolstenholme 2012). 

Proto z důvodu stále nepříliš známého mechanismu rezistence H. contortus na 

anthelmintika skupiny makrocyklických laktonů je studium exprese kandidátních genů 

cestou volby.
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3. CÍLE PRÁCE 
 

 Cílem této práce bylo zjistit, jaký vliv má krátkodobý kontakt anthelmintika IVE 

na dospělce hlístic rodu H. contortus, a to konkrétně na genovou expresi vybraných genů, 

které kódují biotransformační enzymy CYP a UGT. 

Práce zahrnovala tyto dílčí cíle:  

- Zpracovat biologické vzorky H. contortus – rozlišit pohlaví červů a roztřídit 

červy na základě jejich makroskopických znaků. 

- Ovlivnit část vzorků ivermektinem (IVE) po dobu 12 či 24 hodin, 

pro porovnání paralelně kultivovat kontrolní vzorky v médiu bez IVE.  

- Izolovat celkovou RNA z biologických vzorků a přepsat ji do podoby cDNA. 

- Testovat a porovnat u vzorků genovou expresi vybraných genů CYP a UGT 

za pomoci qPCR. 

- Analyzovat výsledky a učinit z nich závěr
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4. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

 

4.1 Biologický materiál, přístrojové vybavení, chemikálie a reagencie 

 

4.1.1 Biologický materiál 

 

Zdravá jehňata stáří asi 2–3 měsíců byla infikována larválním stadiem třetího 

stupně (L3) H. contortus. Každému jehněti byla podána perorální suspenze obsahující asi 

5 000–6 000 larev. Byly použity 2 různé kmeny H. contortus: jedním byl citlivý kmen 

ISE – Inbred Susceptible Edinburgh a druhým byl multirezistentní kmen WR – White 

River. Tato jehňata byla držena v boxech bez možnosti venkovního výběhu, byla tak 

izolována od běžného prostředí, aby byla ochráněna před infekcí jinými 

gastrointestinálními parazity. Jehňata byla po 6 týdnech zabita a transportována 

do laboratoře. Ze slezu jehňat byli získáni dospělci H. contortus.  

Se všemi zvířaty bylo zacházeno v souladu se Zákonem České národní rady 

č. 246/1992 Sb. na ochranu zvířat proti týrání a zásadami pro zacházení a práci 

s laboratorními zvířaty dle Vyhlášky č. 419/2012 Sb. o ochraně pokusných zvířat.  

 

4.1.2 Přístrojové vybavení  

 

Automatické pipety – Research Plus, Eppendorf  

Blokový inkubátor – Thermomixer Comfort 5355, Eppendorf 

Centrifuga – Biofuge Stratos Heraeus, Thermo Scientific 

Hlubokomrazicí box – Vxe Series Jouan, Thermo Scientific 

Kuličkový homogenizér – FastPrep24, M. G. P. 

Inkubátor – Hera Cell, Heraeus  

Laminární box – AURA 2000 M. A. C., BioAir  

Laminární box – UVC/T-AR, BioSan 

Mikroskop – Eclipse TS100, Nikon; B-350 Series, Optika 

Minicentrifuga – Sprout, Heathrow Scientific 

Přístroj pro Real-Time PCR – QuantStudio6, Applied Biosystems 

Spektrofotometr – NanoDrop 2000, Thermo Scientific  
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PCR cykler – MJ mini, Bio-Rad  

Vortex – Vortex V-1 plus, BioSan  

 

4.1.3 Pracovní pomůcky 

 

Laboratorní sklo (kádinky, Petriho misky), pinzeta, plastové zkumavky, mikrozkumavky 

typu Eppendorf, skleněné kuličky, skleněné pasteurovy pipety, stojany na zkumavky 

a mikrozkumavky, sterilní pipetovací špičky, sterilní pipetovací špičky s filtrem, 

PCR stripy, rukavice. 

 

4.1.4 Chemikálie a reagencie 

 

amfotericin B – Sigma-Aldrich 

DEPC (diethylpyrocarbonát) – Sigma-Aldrich  

DNasa I – New England BioLabs 

DTT (dithiotreitol) – Sigma-Aldrich 

EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctová) – Sigma-Aldrich  

ethanol 99% – Sigma-Aldrich 

glukosa – Riedel-de Haen 

chloroform – Sigma-Aldrich 

isopropanol – Sigma-Aldrich 

ivermektin – Sigma-Aldrich 

náhodné hexamery – Generi Biotech 

NaHCO3 – Penta 

PBS (pufrovaný fosfátový fyziologický roztok) – Sigma-Aldrich  

penicilin – Sigma-Aldrich 

primery (GAPDH, FARB, CYPs, UGTs) – Generi Biotech 

qPCR kit: qPCR Core Kit for SYBR Green I – no ROX, Eurogentec 

RT (Reverzní transkriptasa): ProtoScript II – New England BioLabs 

směs dNTP – Eurogentec 

streptomycin – Sigma-Aldrich 

TRI Reagent – Molecular Research Center 

voda redestilovaná 
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4.2 Pracovní postupy 

 

4.2.1 Izolace dospělců H. contortus z biologického materiálu 

 

Dospělci H. contortus byli získáni ze slezu jehňat agarovou metodou 

(Van Wyk et al. 1980). Poté byli tříděni dle pohlaví na základě makroskopických rozdílů 

mezi oběma pohlavími. Třídění probíhalo v Petriho miskách naplněných roztokem 

fosfátového pufru (PBS) oproti černému pozadí, na kterém bylo možno dobře rozlišit 

červenobílé pruhování samic způsobené stočením střeva a vaječníků, vedle toho také 

tzv. vulvární patku (klapku) ve střední či koncové části jejich těla (Obr. 5A). Samce bylo 

možné identifikovat dle kopulační burzy (bursa copulatrix), která zakončovala jejich tělo 

(Obr. 5B). Významným rozdílem mezi oběma pohlavími byla také velikost a pohyblivost, 

neboť samice byly většinou širší, delší a často také pohyblivější než samci. 

Makroskopické morfologické znaky byly vidět pouhým okem, avšak u mladých červů 

a samců, kteří byli menší, bylo pohlaví ověřeno pod mikroskopem. Po roztřídění byli 

dospělci ponecháni v řádu maximálně několika hodin v prostředí PBS v inkubátoru 

při teplotě 37 °C, případně se ihned přistoupilo k jejich inkubaci pro účely další práce 

s nimi. 

 

    

Obr. 5 Mikroskopický snímek morfologických znaků, které odlišují samce a samice 

dospělců H. contortus (foto: Ivana Mertová).  

A – samice, B – samec. 
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4.2.2 Inkubace dospělců H. contortus 

 

Všichni roztřídění červi byli po krátkodobém umístění v PBS při teplotě 37 °C 

připraveni pro inkubaci probíhající následujícím způsobem. V laminárním boxu byly 

nejprve připraveny označené uzavíratelné mikrozkumavky objemu 1,5 ml s dírkou 

ve víčku, do kterých byl pipetován 1 ml 1 µM roztoku IVE v kultivačním médiu RPMI 

1640 (R7388), jehož 500 ml bylo připraveno přidáním 1 g NaHCO3, 4 g glukosy, 

5 ml penicilinu a streptomycinu a 0,5 ml amfotericinu B.  

Byl použit IVE o 1 µM koncentraci, která byla použita také v experimentu 

Vokřála et al. (2013a) při zjišťování metabolitů IVE v dospělcích H. contortus. 

Tato dávka zajistila, že červi nebyli usmrceni, a byla přibližně podobná koncentraci IVE, 

která na červy působí v hostiteli. Velmi podobná koncentrace (1,1 µM IVE) byla použita 

v experimentu Laing et al. (2012), ve kterém byl zkoumán vliv IVE na C. elegans.  

Do každé zkumavky byli pipetou umístěni červi stejného pohlaví a kmene 

po 10 kusech. Byli inkubováni v inkubátoru při teplotě 37 °C po dobu 12 nebo 24 hodin. 

Jednalo se tedy o červy ovlivněné IVE (dále označováni IM – samci nebo IF – samice). 

Schematické znázornění a označení vzorků je patrno na Obr. 6.   

Druhá část červů nebyla ovlivněna IVE, ale byla ponechána v 1 ml čistého 

kultivačního média RPMI 1640. Opět se jednalo o skupiny 10 červů stejného pohlaví 

a kmene. Tito červi byli považováni za kontrolu (dále označováni KM nebo KF), vůči 

které byly později vztahovány výsledky exprese genů červů ovlivněných IVE. 

Každý kmen a pohlaví byly inkubovány a nadále zkoumány ve třech paralelních 

stanoveních (označeny čísly 1–3). 

 

Obr. 6 Schematické znázornění a označení jednotlivých vzorků pro inkubaci. 

IM – samci ovlivněni ivermektinem (IVE), IF – samice ovlivněné IVE, KM – samci 

kontrolní, KF – samice kontrolní.  
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Po uplynutí kultivační doby – po 12 či 24 hodinách – byli červi přeneseni 

do uzavíratelných plastových sterilních zkumavek typu Eppendorf, ve kterých byli spolu 

s 300 µl TRI Reagentu zamraženi při teplotě -70 °C. Zkumavky byly označeny pohlavím 

a kmenem červů a dobou kultivace (např. ISE 12 h, IM1 – jednalo se o samce kmene ISE 

ovlivněné IVE, kteří byli kultivováni po dobu 12 hodin, první biologický vzorek; 

WR 24 h, KF3 – jednalo se o samice kmene WR, kontrolní skupinu bez IVE, tito červi 

byli kultivováni po dobu 24 hodin, jedná se o třetí biologický vzorek). Tyto vzorky byly 

připraveny pro izolaci RNA a následnou molekulárně-genetickou analýzu. 

 

4.2.3 Izolace RNA z dospělců H. contortus  

 

Zmražená tkáň dospělců roztříděných dle pohlaví, v počtu po 10, v prostředí 

300 µl TRI Reagentu byla ve zkumavkách přenesena do laminárního boxu a zde 

rozmražena. Všechny izolace byly provedeny v boxu speciálně určeném pro práci s RNA, 

protože RNA je velice citlivá na všudypřítomné RNasy, které by ji mohly znehodnotit. 

Izolace byla prováděna v rukavicích. Do každé zkumavky bylo doplněno 200 µl TRI 

Reagentu a malé množství skleněných kuliček, pomocných při homogenizačním procesu. 

Vzorky byly homogenizovány pomocí automatického homogenizátoru po dobu 

40 sekund (třepání 6 m/s). Tak došlo k rozrušení tkáně, ale RNA nebyla dezintegrována.  

V závislosti na množství TRI Reagentu (500 µl) bylo přidáno 100 µl chloroformu 

a vzorky byly třepány v ruce po dobu 15 sekund, poté byly odstaveny na 5 minut, 

aby stály při laboratorní teplotě. Následně byly stočeny v centrifuze vychlazené na 4 °C 

po dobu 15 minut při 12 000 g. 

Ve vzorcích došlo procesem centrifugace k oddělení horní vodné fáze od dolní 

organické fáze. RNA byla přítomna pouze v horní vodné fázi, která byla přepipetována 

do nové 1,5 ml zkumavky (jednalo se o objem asi 200 µl). Při pipetování bylo třeba 

postupovat velice opatrně a nedotknout se mezifáze nebo dolní organické fáze, jinak by 

do vzorku byly zaneseny proteiny či genomová DNA. 

K přepipetované vodné fázi obsahující RNA bylo přidáno 250 µl isopropanolu, 

vzorky byly promíchány na vortexu a ponechány 10 minut při laboratorní teplotě. 

Po uplynutí této doby byly vzorky stočeny ve vychlazené centrifuze po dobu 10 minut, 

12 000 g. Bylo důležité, aby byly všechny zkumavky nastaveny stejně – natočeny 
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otvíráním do středu, protože díky tomu bylo možno předpokládat polohu pelety 

(vysrážené RNA) na protilehlé stěně zkumavky (Obr. 7).  

 

 

Obr. 7 Peleta RNA (G-Biosciences, A Geno Technology, Inc. (USA) Brand [online]). 

Ve vodné fázi se po přidání isopropanolu a následné centrifugaci objeví vysrážená RNA, 

která je viditelná pouhým okem.  

 

Skleněnou pipetou byl odstraněn supernatant, což nemuselo být provedeno úplně 

dosucha. Do zkumavky bylo přidáno 0,5 ml 75% ethanolu, který byl připraven čerstvý 

naředěním z absolutního ethanolu vodou ošetřenou DEPC. (Takto ošetřená voda byla 

zajištěna proti působení RNas.) Tím byla peleta ethanolem omyta a pročištěna.   

Vzorky byly promíchány na vortexu a stočeny ve vychlazené centrifuze po dobu 

5 minut, 7 500 g. 

Nakonec byl odstraněn veškerý supernatant silnější a poté tenkou skleněnou 

pipetou s vytaženým koncem. Bylo potřeba dávat pozor na peletu, aby nebyla odsáta, 

protože hůře držela na dně nebo stěně zkumavky. 

Pelety byly ponechány 5–10 minut na vzduchu v otevřených zkumavkách. 

V průběhu této doby došlo k vysychání pelet, což bylo možno poznat dle jejich 

zprůhledňování. 

Nakonec byly pelety rozpuštěny v DEPC vodě. Množství vody bylo určeno dle 

velikosti pelety, a proto k vzorkům obsahujícím RNA ze samců H. contortus bylo přidáno 

20 µl a k vzorkům RNA samic H. contortus 40 µl. Vzorky byly promíchány na vortexu, 

stály 5 minut při laboratorní teplotě, poté byly naposledy promíchány.  

U vzorků byla změřena koncentrace získané RNA pomocí spektrofotometru 

NanoDrop z kapky o objemu 2 µl od každého vzorku. Pro zjištění čistoty vyizolované 
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RNA, tedy jejího případného znečištění proteiny, byl použit poměr absorbancí při vlnové 

délce 260 a 280 nm (tento poměr by měl být vyšší než 1,8) a pro zjištění kontaminace 

fenolem byl použit poměr absorbancí při vlnové délce 260 a 230 nm (tento poměr by se 

měl blížit hodnotě 2,0).  

Poté byly vzorky uloženy do mrazicího boxu, kde zůstaly při teplotě -70 °C. 

Vzorky tak byly připraveny pro následné ošetření DNasou. 

 

4.2.4 Ošetření DNasou 

 

Vzorky RNA mohou obsahovat genomovou DNA, která je kontaminantem. 

Principem metody je proto odstranění této možné kontaminace pomocí ošetření vzorků 

DNasou I, což je enzym, který selektivně štěpí DNA.  

Vychází se ze vzorků obsahujících RNA, která byla získána izolací 

z biologického materiálu. Dle změřené koncentrace RNA jednotlivých vzorků (v ng/µl) 

byl proveden výpočet. Zajímalo nás, kolik µl RNA bylo třeba použít, aby tento objem 

obsahoval množství 5 µg RNA. V Tab. 1 bylo dopočteno množství vody do celkového 

objemu 26 µl. 

 

Tab. 1 Změřená koncentrace RNA a výpočet objemu RNA a vody 

 

vzorek ng/µl RNA (5 μg) [µl] H2O (do 26 μl) [µl] 

KF1 883,4 5,7 20,3 

KF2 756,5 6,6 19,4 

KF3 661,7 7,6 18,4 

KM1 383,7 13,0 13,0 

KM2 468,0 10,7 15,3 

KM3 403,6 12,4 13,6 

IF1 814,1 6,1 19,9 

IF2 877,6 5,7 20,3 

IF3 570,8 8,8 17,2 

IM1 382,6 13,1 12,9 

IM2 278,6 17,9 8,1 

IM3 383,2 13,0 13,0 

 

 

Do zkumavek objemu 0,5 ml byla nejprve dle údajů v Tab. 1 napipetována voda 

(ošetřená DEPC). K ní bylo přidáno 5 µg RNA (v Tab. 1 přepočteno na objem). 
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Dále byla připravena směs enzymu DNasy I + pufru v poměru 1 : 3. 

(Pro 12 vzorků s rezervou 1 µl bylo použito 13 µl DNasy I + 39 µl pufru.) Tato směs byla 

promíchána na vortexu. Z této směsi byly přidány 4 µl do každé zkumavky (obsahující 

RNA + DEPC vodu), tyto zkumavky byly promíchány na vortexu, krátce stočeny 

v minicentrifuze a inkubovány ve stolním inkubátoru po dobu 25 minut, při teplotě 37 °C 

a za třepání 500 rpm. 

Po skončení inkubace byly zkumavky krátce stočeny a do každé z nich bylo 

přidáno 1,5 µl 0,1 M EDTA. Zkumavky bylo dobré v tomto momentu sklepnout v ruce, 

aby se kapka EDTA dostala do směsi. Poté byly zkumavky promíchány na vortexu 

a stočeny v minicentrifuze, nakonec byly inkubovány po dobu 10 minut při teplotě 75 °C 

ve stolním inkubátoru. 

Následně byly zkumavky zchlazeny v ledu, stočeny a do každé z nich bylo přidáno 

8,5 µl DEPC vody. Obsah ve zkumavce byl promíchán a stočen. 

V konečném objemu 40 µl bylo dosaženo koncentrace RNA 125 ng/µl. 

Takto ošetřená RNA byla připravena pro reverzní transkripci. Vzorky byly uchovávány 

v hlubokomrazicím boxu při teplotě -70 °C. 

 

4.2.5 Reverzní transkripce (syntéza cDNA) 

 

Principem této metody je převedení RNA na jednořetězcovou cDNA 

(komplementární DNA) pomocí enzymu reverzní transkriptasy (RT), 

tzv. RNA-dependentní DNA polymerasy. Tento enzym syntetizuje molekulu DNA 

na základě templátového úseku RNA, na který nasedá. Syntéza začíná od krátkého 

oligonukleotidového řetězce (primeru), který se na základě své komplementarity naváže 

na templátový jednořetězcový úsek RNA. V našem případě byly jako primer použity 

náhodné hexanukleotidy (hexamery). Od tohoto počátečního místa pak vzniká hybridní 

molekula DNA-RNA. Nově vzniklý řetězec DNA je označován jako první vlákno cDNA. 

V jednotlivých fázích reverzní transkripce se mění teplota. V první fázi dochází 

při 65 °C k denaturaci RNA. RNA má sice jednořetězcovou strukturu, přesto mohou 

na jejím průběhu být vázány určité sekundární struktury. V druhé fázi nasedá RT 

na vlákno RNA díky hexanukleotidům a syntetizuje první vlákno DNA. Syntéza probíhá 

pomocí dodaných dNTP (deoxyribonukleosid trifosfátů). Vzniká tak hybridní molekula 

DNA-RNA (LABGuide.cz – Průvodce laboratoří [online]). 
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Do této reakce byla použita RNA, která byla ošetřena pomocí enzymu DNasy I 

a zředěna na 125 ng/µl. Bylo použito množství 1 µg RNA (tedy objem 8 µl RNA), 

který byl smíchán s 1 µl náhodných hexamerů. Tato směs byla určena k reverzní 

transkripci. 

Pro každý testovaný vzorek byla také paralelně připravena směs RNA o objemu 

4 µl s 0,5 µl hexamerů, která byla určena pro „noRT“ („RT-„) kontrolu, což znamená, 

že se do této směsi nepřidávala RT. Tato noRT kontrola slouží pro ověření čistoty vzorku 

RNA použitého pro přípravu cDNA. Informuje nás o tom, zda vzorek nebyl 

kontaminován genomovou DNA.  

Obě tyto sady všech vzorků RNA spolu s náhodnými hexamery byly zahřáty 

v PCR cykleru po dobu 5 minut při teplotě 65 °C, následně byly zkumavky rychle 

umístěny na chvíli na led a poté mírně stočeny v minicentrifuze. Tímto zahřátím byla 

denaturována RNA, což umožnilo pozdější nasednutí primerů – náhodných 

hexanukleotidů. 

Do samostatných zkumavek byly mezitím dle Tab. 2 připraveny mastermix 

„RT+“ (obsahující RT) a mastermix „noRT“ (určený pro kontrolu, neobsahující RT), 

které obsahovaly komponenty pro reverzní transkripci v množství dle počtu vzorků 

(12 vzorků + 1 navíc kvůli možné pipetovací chybě). 

 

 Tab. 2 Použité komponenty a jejich množství pro mastermix „RT+“ a „noRT“ 

  mastermix „RT+“ [µl] mastermix „noRT“ [µl] 

reakční pufr 4 2 

0,1 M DTT 2 1 

10 mM dNTPs 2 1 

ProtoScript II RT 0,5  -  

DEPC H2O 2,5 1,5 

dohromady (1 vzorek) 11 5,5 

  pipetováno ze směsi připravené 13x vynásobením 

  každé komponenty (12 vzorků + rezerva) 

reakční pufr 52 26 

0,1 M DTT 26 13 

10 mM dNTPs 26 13 

ProtoScript II RT 6,5  -  

DEPC H2O 32,5 19,5 
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 Poté bylo pipetováno 11 µl mastermixu „RT+“ do vzorků určených pro reverzní 

transkripci (reakční směs tedy měla dohromady objem 20 µl) a 5,5 µl mastermixu „noRT“ 

ke vzorkům určeným pro noRT kontrolu (reakční směs měla objem 10 µl). 

Směs byla zahřáta v PCR cykleru po dobu 10 minut na teplotu 25 °C (při této 

teplotě nasedají náhodné hexamery), poté 50 minut na teplotu 42 °C (při této teplotě 

dochází k syntéze cDNA) a 5 minut na teplotu 85 °C (dojde k denaturaci RT).  

Po reakci bylo do směsi přidáno 80 µl redestilované vody, do noRT kontrolních 

vzorků 40 µl. Takto byla cDNA zředěna v poměru 1 : 4 (na celkový objem 100 µl, u noRT 

vzorků na celkových 50 µl). 

Připravená cDNA byla uchovávána při teplotě -20 °C. Byla použitelná pro PCR 

reakci, ve které dochází ke zmnožení úseku cDNA. Do reakce PCR bylo přidáváno 5 µl 

této cDNA, což odpovídalo 50 ng RNA.  

 

4.2.6 Real-Time PCR (kvantitativní PCR v reálném čase – qPCR) 

 

4.2.6.1 Princip a kinetika qPCR 

 

Real-Time PCR (polymerase chain reaction, polymerázová řetězová reakce) je 

metoda, která se používá pro rychlé a vysoce selektivní zmnožení (amplifikaci) daného 

úseku DNA a stanovení přítomného množství DNA (kvantifikaci). Na obou koncích 

amplifikovaného úseku leží sekvence, na které díky své komplementaritě nasedají 

primery – fragmenty DNA o velikosti oligonukleotidů. Mezi těmito sekvencemi dochází 

k syntéze DNA pomocí enzymu DNA polymerasy, čímž je úsek několikanásobně 

zmnožen.  

V reakci je využíváno cyklických změn teplot, podle kterých rozlišujeme fáze 

qPCR. Řetězce DNA jsou nejprve díky vysoké teplotě separovány od sebe 

(fáze denaturace), následně při nižší teplotě nasedají primery na jednořetězcové 

templátové vlákno DNA díky komplementaritě dusíkatých bází (fáze annealing) 

a nakonec probíhá syntéza komplementárního řetězce DNA pomocí enzymu 

DNA polymerasy (fáze extenze). Jedná se o termostabilní enzym (izolovaný z termofilní 

bakterie Thermus aquaticus), díky tomu si zachovává svou aktivitu i během teplotně 

denaturačního kroku a nemusí se přidávat po každém cyklu. Tento enzym nasedá 

na primery a připojuje volné nukleotidy (dNTP – deoxyribonukleosid trifosfáty) k vláknu 
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DNA opět díky komplementaritě dusíkatých bází. Tyto 3 fáze jsou cyklicky opakovány, 

a tak dochází k postupné syntéze úseku DNA, který byl vybrán a ohraničen navrženými 

primery. V dalších cyklech reakce slouží i nově nasyntetizované molekuly DNA jako 

templáty. Po n cyklech PCR tak je nasyntetizováno 2n molekul DNA. Obvykle se 

pro amplifikaci používá 20–30 cyklů (Alberts et al. 2001, Snustad et al. 2009).  

Metoda qPCR navíc ke klasické PCR využívá speciální cykler, který v průběhu 

každého cyklu PCR zaznamenává množství DNA. Toto množství DNA je detekováno 

díky fluorescenčnímu substrátu, který se naváže na DNA a po jeho navázání je možno 

detekovat fluorescenci, která je přímo úměrná množství DNA (LABGuide.cz – Průvodce 

laboratoří [online]). Jako fluorescenční substrát byl použit SYBR Green, který se váže 

nespecificky na jakoukoli dvouřetězcovou DNA.  

Kvantifikaci PCR je možno provést absolutně z kalibrační křivky, pokud je známa 

koncentrace cDNA. Druhou možností je relativní kvantifikace, kdy je porovnávána 

fluorescence testovaného vzorku s jiným stanoveným vzorkem. V této práci byl použit 

druhý přístup, a to při stanovování exprese jednotlivých genů rodiny CYP či UGT. 

Srovnáním byla exprese konstitutivních genů GAPDH a FARB.  

Kinetika qPCR je patrná na Obr. 8. V první fázi exponenciálně narůstá množství 

syntetizované DNA, ale fluorescence je ještě nízká a nedosahuje úrovně pozadí 

fluorescence. V druhé fázi množství DNA stoupá také exponenciálně a intenzita 

fluorescence již přesáhne úroveň pozadí, což je zachyceno detektorem jako tzv. hodnota 

CT (cycle of threshold, cyklus prahu). Jedná se tedy o číslo toho cyklu, ve kterém dochází 

k nárůstu fluorescence nad práh pozadí. V tuto chvíli množství fluorescence zachycené 

detektorem věrně odráží množství templátové DNA dodané do reakce, a proto je možno 

množství DNA z této hodnoty kvantifikovat. V ideálním případě totiž stoupá množství 

DNA exponenciálně, což lze matematicky zapsat rovnicí 2n – v našem případě tedy 

n znamená pořadí cyklu. Mezi hodnotou CT a množstvím dodané DNA je nepřímá 

úměrnost. Čím je tato hodnota nižší, tím více bylo v reakci templátové DNA a naopak. 

Třetí fáze reakce PCR je lineární (2n + 1, kde n je pořadí cyklu). Poslední čtvrtou fázi 

nazýváme fáze „plateau“, kdy je v reakci přítomno velké množství nasyntetizované DNA, 

ale vzhledem k vyčerpání komponent reakce se kinetika ustaluje (LABGuide.cz – 

Průvodce laboratoří [online]).  
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Obr. 8 Kinetika qPCR (upraveno dle LABGuide.cz – Průvodce laboratoří [online]).  

V exponenciální fázi qPCR narůstá množství syntetizované DNA, až dosáhne prahové 

hodnoty. Dále množství DNA narůstá lineárně a při vyčerpání komponent reakce nastává 

fáze „plateau“. CT – cycle of threshold (cyklus prahu) udává počet cyklů, kde se 

amplifikační křivka protíná s prahovou hodnotou. 

 

Pro relativní kvantifikaci množství DNA je nám nápomocná tzv. vnitřní kontrola, 

která slouží jako srovnání množství vstupního materiálu, který byl použit do reakce. Jako 

vnitřní kontrola byly použity referenční (tzv. housekeeping) geny. Jejich počet je 

v testované DNA všech vzorků stejný a jejich exprese se vlivem vnějších podmínek 

(např. vlivem léčiva) nemění. 

 

4.2.6.2 Ověření funkčnosti primerů 

 

V této práci byly použity referenční geny, které kódují Fatty acid and retinol 

binding protein (FARB) a glyceraldehyd-3-fosfát-dehydrogenasu (GAPDH). 

Tyto referenční geny byly vybrány na základě studie Lecové et al. 2015, ve které byly 

vysledovány spolehlivé referenční geny pro studium exprese pomocí qPCR u dospělců 

H. contortus ovlivněných IVE. Sledovány pak byly geny, které kódují enzymy z rodiny 

cytochromu P450 (CYP) a UDP-glukosyltransferasy (UGT). Na počátku byl proveden 

výběr genů, které by byly vhodné pro analýzu. Takovými se staly CYP 3, CYP 4, CYP 5, 
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CYP 6, UGT 6, UGT 7, UGT 9, UGT 12, UGT 18, UGT 24 a UGT 25. Geny rodiny CYP 

byly vybrány na základě dat získaných kvantitativním stanovením cytochromů P450 

u různých vývojových stadií vlasovky slezové (Laing et al. 2015), vybrané geny jsou 

ukázány na Obr. 9. Geny rodiny UGT byly vybrány na základě studie expozice IVE 

na C. elegans, kde došlo k ovlivnění jednoho genu UGT (Laing et al. 2012).  

 

Obr. 9 Exprese vybraných genů cytochromu P450 u H. contortus (Laing et al. 2015). 

Jednotlivé geny jsou označeny číslem svého lokusu (viz Tab. 5). Je zde vyjádřena exprese 

u vajíček (eggs), larválních stadií L1, larválních stadií obalených kutikulou L3 (sh) 

a naopak stadií L3 bez kutikuly (ex), larválních stadií L4, dále u dospělých samců (male) 

a samic (female) a střeva dospělců (gut). Geny vybrané do této práce jsou označeny. 



48 
 

K referenčním i stanovovaným genům byly Ing. Petrou Matouškovou, Ph.D. 

v programu Primer3 navrženy primery, které umožní nasednutí DNA polymerasy 

a namnožení vybraného úseku. U těchto primerů pro referenční i stanovované geny bylo 

nejprve provedeno jejich ověření pomocí PCR, tak aby se prokázala vhodnost následující 

práce s nimi. 

 Syntetizované primery R (reverse) + F (forward) byly dle návodu od dodavatele 

(Generi Biotech) naředěny vodou do koncentrace 100 µM. Následně byly ředěny 

na pracovní koncentraci 5 µM (5 µl primeru + 95 µl vody). Veškerá práce s primery 

probíhala velice opatrně za použití sterilních pipetovacích špiček s filtry. 

Do jednotlivých uzavíratelných zkumavek byl připraven mastermix, tedy směs 

komponent nutných pro provedení PCR. Dle Tab. 3 byla pipetována nejprve voda, 

nakonec enzym. Jako komponenty pro qPCR byly použity: redestilovaná voda, reakční 

pufr (o složení KCl, Tris-HCl a pH 8,3 – pufr tedy dodává do reakce potřebné soli 

pro specifitu reakce a upravuje pH), směs dNTP (dATP, dCTP, dGTP a dTTP, které 

DNA polymerasa připojuje k templátu), MgCl2 (důležitý pro funkci a přesnost 

DNA polymerasy), SYBR Green I (fluorescenční substrát), F (forward) a R (reverse) 

primery s konečnou koncentrací 100 nM, u nichž probíhalo ověřování jejich funkčnosti 

(ohraničují amplifikovaný úsek DNA a nasedá na ně enzym) a enzym DNA polymerasa 

(syntetizuje DNA). 

 

Tab. 3 Komponenty mastermixu pro qPCR 

komponenty mastermixu množství [µl] 

pro qPCR 1x 

redestilovaná voda 9,30 

pufr 2,00 

50 mM MgCl2 1,40 

5 mM dNTP 0,80 

F (forward) primer (5 µM) 0,40 

R (reverse) primer (5 µM) 0,40 

SYBR Green (ředěný) 0,60 

HotGoldStar enzym (DNA polymerasa) 0,10 

celkem (mastermix) 15,00 

cDNA 5,00 

celkem (mastermix + cDNA) 20,00 
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Do stripů pro PCR bylo pipetováno 15 µl mastermixu a 5 µl cDNA. Pro ověřování 

funkčnosti primerů byla použita směsná cDNA získaná z předchozí izolace RNA 

z biologického materiálu a jejího přepsání do podoby cDNA. Pro každý primer byla PCR 

provedena v duplikátu a pro každý primer byla také stanovena negativní kontrola pomocí 

5 µl redestilované vody namísto cDNA (Obr. 10). 

 

Obr. 10 Schematické znázornění stripů pro PCR při ověřování funkčnosti primerů.  

Stejnou barvou jsou znázorněny duplikáty jednotlivých primerů. NTC – negativní 

kontrola. 

 

Všechny primery byly ve stripech označeny, stripy byly promíchány a krátce 

zcentrifugovány. Byla provedena analýza pomocí přístroje pro Real-Time PCR 

(QuantStudio6) a byl spuštěn program, který je popsán v Tab. 4.  

 

Tab. 4 Jednotlivé kroky při PCR a jejich reakční podmínky. 

 teplota [°C] čas [min] nebo [s] 

Hot Start (aktivace DNA polymerasy) 95 10 min 

denaturace (vznik jednořetězcové DNA) 98 15 s 

annealing (nasedání primerů) 60 20 s 

extenze (syntéze DNA) 72 20 s 

analýza křivky tání 60–95 každých 0,5 °C trvá 5 s 

pozn. fáze denaturace + annealing + extenze probíhají opakovaně ve 40 cyklech 
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Po každém cyklu byla detekována fluorescence. Na proměřené křivce tání jako 

závislosti intenzity fluorescence na teplotě bylo zkontrolováno, zda v průběhu reakce 

nevznikají nespecifické produkty s nižší teplotou tání než produkty specifické nebo 

primer-dimery, které by se projevily jako další vrcholy s rozdílnou teplotou tání. 

Funkčnost primerů byla ověřena jednak podle klasického průběhu amplifikační křivky, 

dále dle nepřítomnosti produktu v NTC kontrole (vyloučí přítomnost primer-dimerů) 

a také podle křivky tání (přítomnost pouze jednoho úzkého píku). Hodnoty CT duplikátů 

byly zprůměrovány, rozdíly v duplikátech byly akceptovatelné do rozdílu 0,5 cyklu 

(přijatelná chyba v pipetování). Všechny testované primery jsou uvedeny v Tab. 5. 

 

Tab. 5 Charakteristiky jednotlivých genů a jejich primerů 

Název 

genu 

GenBank 

IDa Lokusb 

Sekvence F (forward) primeru 

Sekvence R (reverse) primeru bpc 

CYP 3 CDJ83276.1 HCOI_00383700 

F: TCGGTCAATGTACAGCTGGC 

R: CCTGTCATGTATCGGTCCGG 89 

CYP 4 CDJ96396.1 HCOI_02017000 

F: ATCGATCAGTGGGCTTTGCA 

R: ACACATTGCCTTGGACCCAA 140 

CYP 5 CDJ92488.1 HCOI_01579500 

F: AGCTGTGCATACTGTCAACGA 

R: TCTCCTTCACCGAATTTGTTGT 93 

CYP 6 CDJ94176.1 HCOI_01920700 

F: GGTCTTGCCTTGTTGTTCGA 

R: GACAAGATCACCTAGCACTGGA 102 

UGT 6 CDJ91446.1 HCOI_01462200 

F: CTTGGTGGAATCGCGGTCTA 

R: TTTTGAGGTGCCCATGTGGT 269 

UGT 7 CDJ80191.1 HCOI_00058000 

F: GATCTCTGTGGAATCGGCGT 

R: GGTCATGTCAGTGCCTTTGC 237 

UGT 9 CDJ87561.1 HCOI_00868700 

F: TCGGAACACTTGTCGGTGTC 

R: GTTGGCCTTGGGAACTCGTA 271 

UGT 12 CDJ96378.1 HCOI_02015300 

F: GCAGCCTTTGATGAGCACAC 

R: GGCCCACTTGAATGAGACGA 68 

UGT 18 CDJ94115.1 HCOI_01592800 

F: GAGTAGCAGAGACGTTGGCA 

R: TCCCGAAATCATCACCATCGT 59 

UGT 24 CDJ82132.1 HCOI_00538800 

F: AGCGAACTCTGGCCTTCATC 

R: TCCGCGAACAATGGTATGGT 97 

UGT 25 CDJ94501.1 HCOI_01817600 

F: GCCGTGCTGCTGAATTGAAT 

R: CGTCTGGATTATCACGAAGAGAG 69 

GAPDH CDJ92718.1 HCOI_01760600 

F: ACGAGACCTACAATGCAGCC 

R: GCGAGACAGTTGGTGGTACA 67 

FARB CDJ86885.1 HCOI_00909100 

F: TGCCAAGGACTATGCCAAGT 

R: TGAGTGCGTCGATCTTTCCC 128 

 

a – Identifikační číslo genu v databázi genových sekvencí (NCBI [online]). 

b – Identifikátor pozice genu v genomové databázi (WormBase ParaSite [online]). 

c – Délka produktu v párech bází.  
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4.2.6.3 Stanovení účinnosti primerů 

 

Druhým úkolem před použitím primerů pro práci se zkoumanými vzorky bylo 

stanovení jejich účinnosti v procesu amplifikace úseku DNA. Aby bylo možno 

kvantifikovat účinnost, byly primery analyzovány PCR reakcí s cDNA, která byla 

postupně naředěna, a výsledky byly matematicky zpracovány.  

Opět byla použita směsná cDNA, která byla ve čtyřech krocích vždy zředěna 1 : 4 

redestilovanou vodou. Ze směsné cDNA bylo tedy pipetováno 10 µl do zkumavky, k této 

cDNA bylo přidáno 40 µl redestilované vody. Zkumavka byla promíchána na vortexu 

a bylo z ní pipetováno 10 µl naředěné cDNA do další zkumavky, která byla opět naředěna 

40 µl vody. V závěru byly získány 4 ředěné koncentrace cDNA. Takto připravená cDNA 

byla pipetována v duplikátech do stripů pro PCR v objemu 5 µl (Obr. 11). Vedle ředěných 

cDNA byla pipetována i neředěná směsná cDNA, ze které byl odebrán první objem 

pro ředění. K cDNA bylo opět přidáno 15 µl mastermixu dle Tab. 3. Pro každou dvojici 

primerů byla také provedena negativní kontrola s 5 µl vody namísto cDNA.  

 

 

Obr. 11 Schematické znázornění stripů pro PCR pro stanovení účinnosti primerů.  

Stejnou barvou jsou znázorněny duplikáty jednotlivých ředění. NTC – negativní kontrola. 
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Stripy s pipetovanou směsí byly označeny, promíchány, zcentrifugovány 

a analyzovány v přístroji pro Real-Time PCR. 

 

4.2.6.4 Analýza referenčních genů 

 

Metoda qPCR byla vybrána, aby bylo možno studovat kvantitativní rozdíly 

v expresi jednotlivých sledovaných genů. Aby byly získány vhodné a navzájem 

porovnatelné výsledky, byla použita metoda porovnávající CT hodnoty vybraných genů 

s CT hodnotami referenčních genů (Schmittgen a Livak 2008). Byla tedy provedena qPCR 

získané cDNA všech vzorků s mastermixem, který obsahoval dvojici primerů 

pro referenční gen GAPDH a poté pro gen FARB. Postup qPCR byl stejný, jak bylo už 

dříve popsáno – od každého vzorku bylo použito 5 µl cDNA do stripů pro PCR spolu 

s 15 µl mastermixu a byla provedena negativní kontrola s 5 µl redestilované vody namísto 

cDNA.  

 

4.2.6.5 Analýza vybraných genů CYP a UGT 

 

U těch genů, jejichž primery vyhovovaly testu ověření jejich funkčnosti 

a  stanovení účinnosti s použitím směsné cDNA, byly pomocí qPCR testovány vlastní 

vzorky. Použity byly geny CYP 3, CYP 4, CYP 5, CYP 6, UGT 7, UGT 9, UGT 12, 

UGT 18, UGT 24 a UGT 25.   

 Testované vzorky byly rozděleny podle pohlaví červů: M (samci) nebo 

F (samice); kmene: ISE nebo WR a doby ovlivnění: 12 nebo 24 hodin. Vždy byl testován 

vzorek ovlivněný IVE spolu s příslušnou neovlivněnou kontrolou. Každý vzorek byl 

testován ve třech biologických replikátech a pro qPCR byl pipetován v duplikátech. 

Pro každý vzorek byla také provedena qPCR s „noRT“ kontrolou (připravenou reverzní 

transkripcí RNA bez RT), jejíž negativní výsledek měl zaručit, že daný vzorek není 

kontaminován genomovou DNA. Také byla provedena negativní kontrola (NTC), 

ve které byla místo cDNA použita redestilovaná voda. 

Mastermix byl připraven stejným způsobem jako dříve dle Tab. 3, pouze se lišilo 

vypočítané množství mastermixu. Např. pro qPCR 12 vzorků v duplikátech bylo dané 

množství komponent vynásobeno 26× (12 vzorků × 2 + 1 NTC + 1 navíc – rezerva kvůli 

pipetovací chybě). Do stripů pro PCR byly dle pipetovacího schématu na Obr. 12 
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pipetovány obě součásti: 5 µl cDNA (připravené reverzní transkripcí) a 15 µl 

připraveného mastermixu. Stripy byly označeny, promíchány a zcentrifugovány. Analýza 

proběhla v přístroji pro Real-Time PCR za již uvedených podmínek. Po proběhnutí qPCR 

byly zkontrolovány průběhy fluorescenčních křivek, které by měly mít přibližně totožný 

průběh, jen posunutý v čase. Dále byly zkontrolovány křivky tání a následně byla data 

analyzována v počítačovém programu Excel.  

 

Obr. 12 Schematické znázornění stripů pro PCR.  

Toto schéma bylo použito pro sledování kvantifikace exprese jednotlivých genů 

ve zkoumaných vzorcích. Pro každý gen byla provedena qPCR na základě tohoto 

schématu. Stejnou barvou jsou znázorněny pipetované vzorky v třech biologických 

kopiích, vždy v duplikátech pro každý vzorek. Vzorky byly označeny dle znázornění 

složením ze zkratek: I – vzorky ovlivněné IVE, K – kontrola, M – male, F – female, 

NTC – negativní kontrola. 

 

4.2.7 Statistické vyhodnocení dat 

 

 Poté, co byla data z PCR vyhodnocena v Excelu, bylo provedeno statistické 

vyhodnocení dat Ing. Petrou Matouškovou, Ph.D. v programu GraphPad Prism 6.0 

na základě nepárového Studentova t-testu, s hladinami významnosti P < 0,1 a P < 0,05.
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5. VÝSLEDKY  
 

5.1 Ověření funkčnosti primerů 

 

Ověřením primerů bylo sledováno, zda jsou navržené primery vhodné pro 

následující testování. Požadavkem bylo, aby v negativní kontrole (NTC) nebyl detekován 

žádný produkt, který by znamenal vznik primer-dimerů. Pokud by byl prokázán pozitivní 

výsledek u NTC kontroly, kdy křivka tání ukazuje produkt s jinou teplotou tání, jedná se 

právě o primer-dimery (Obr. 13). V případě, kdy by teplota tání v NTC kontrole 

odpovídala teplotě tání specifických produktů, s nejvyšší pravděpodobností by se jednalo 

o kontaminaci. Tolerována by byla hodnota, která by se lišila výslednými CT hodnotami 

alespoň o pět cyklů a křivka tání u NTC vzorku by ukazovala jiný produkt. Druhým 

požadavkem bylo, aby křivka tání u vzorků vykázala pouze jeden pík.  

Byly ověřeny navržené primery pro všechny testované referenční i vybrané geny 

a tímto ověřením byly způsobilé pro další testování všechny navržené primery s výjimkou 

primeru pro UGT 6 (Obr. 13). Tento primer tedy dále nebyl využit.  

    

Obr. 13 Amplification plot (Amplifikační křivka) + Melt curve plot (Křivka tání) 

při ověřování primeru pro gen UGT 6.  

Na ose y amplifikační křivky je hodnota ∆Rn, která udává standardizovanou hodnotu 

či standardizovaný fluorescenční signál. Na ose x je počet cyklů. Červeně vyznačená 

přímka vyznačuje práh pro kvantifikaci cyklu. 2 sigmoidní křivky znázorňují amplifikaci 

vzorku (červeně) a NTC (modře) při analýze primeru pro gen UGT 6. NTC zde vykazuje 

vznik produktu (primer-dimerů), které se však neliší o 5 cyklů. Tento produkt má i svou 

křivku tání, která ukazuje závislost změny fluorescence na teplotě. Jeden pík byl 

detekován pro NTC (šedá barva) a druhý pro vzorek (červená barva).  
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U ostatních navržených primerů pro geny CYP 3, CYP 4, CYP 5, CYP 6, UGT 7, 

UGT 9, UGT 12, UGT 18, UGT 24, UGT 25 byly požadavky na průběh amplifikační 

křivky a křivky tání splněny, proto mohly být tyto primery použity pro stanovení 

účinnosti (Obr. 14, Obr. 15).  

 

Obr. 14 Amplifikační křivka při ověření primeru pro CYP 4.  

Zelenou barvou je znázorněna křivka pro NTC (negativní kontrolu), která nevykazuje 

žádný vznik produktu. Fialovou barvou je znázorněna křivka vzorku.  

 

 

Obr. 15 Křivka tání při ověřování primeru pro CYP 4.  

Šedou barvou je znázorněna NTC (negativní kontrola), která nevykazuje žádný pík, 

červenou barvou je detekován jeden pík vzorku.   
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5.2 Stanovení účinnosti primerů 

 

U všech navržených primerů byla zkoumána jejich účinnost z toho důvodu, 

aby byla zajištěna spolehlivá kvantifikace množství DNA. Bylo potřeba dosáhnout 

optimální účinnosti mezi 90 a 110 %.  

Vyhodnocení účinnosti bylo provedeno na základě CT hodnot, které byly odečteny 

programem (QuantStudio 6 Flex Software). Tyto hodnoty jsou ovlivněny koncentrací 

cílové sekvence v testované cDNA. Bylo důležité, aby byly dosaženy určité hodnoty CT 

(mezní hodnota se pohybovala kolem 35), které zaručily použitelnost daného primeru 

pro testované vzorky a také reprodukovatelnost výsledků. 

CT hodnoty duplikátů byly zprůměrovány a znázorněny ve standardní křivce 

v závislosti na stupni ředění (Obr. 16). Tvar lineární rovnice zobrazuje Rovnice 1. 

 

Rovnice 1  y = kx + q 

V rovnici znamenají: y – CT, k – sklon křivky, x – koncentrace, q – průsečík s osou y.  

 

 

Obr. 16 Standardní křivka pro stanovení účinnosti u navrženého primeru genu UGT 25. 

CT hodnota je práh cyklu, log c je logaritmus koncentrace cDNA. Do grafu jsou zaneseny 

pouze 4 hodnoty z 5, neboť poslední hodnota cDNA byla v nízké neměřitelné 

koncentraci. 

 

Z lineární rovnice bylo možno vypočítat sklon standardní křivky, který byl 

následně použit pro výpočet účinnosti s využitím standardní rovnice (Rovnice 2). 

 

Rovnice 2  % účinnosti = (10− 
1

k − 1) × 100 

V rovnici znamená: k – sklon standardní křivky.  
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Optimální účinnosti bylo dosaženo u všech testovaných primerů (Tab. 6). 

V této práci byla stanovena účinnost pouze u primerů CYP 3, CYP 4 a UGT 25. 

Účinnosti ostatních sad primerů byly už dříve stanoveny Ing. Petrou Matouškovou, Ph.D.  

 

Tab. 6 Účinnosti primerů 

Název genu GenBank ID Účinnost [%] 

CYP 3 CDJ83276.1 109 

CYP 4 CDJ96396.1 106 

CYP 5 CDJ92488.1 100 

CYP 6 CDJ94176.1 102 

UGT 7 CDJ80191.1 94 

UGT 9 CDJ87561.1 100 

UGT 12 CDJ96378.1 100 

UGT 18 CDJ94115.1 99 

UGT 24 CDJ82132.1 103 

UGT 25 CDJ94501.1 97 

GAPDH CDJ92718.1 101 

FARB CDJ86885.1 100 

 

5.3 Sledování exprese vybraných genů CYP a UGT 

 

Pomocí qPCR byla zkoumána exprese vybraných genů. Jednalo se o geny CYP 3, 

CYP 4, CYP 5, CYP 6, UGT 7, UGT 9, UGT 12, UGT 18, UGT 24 a UGT 25. 

Jako referenční geny byly použity geny GAPDH a FARB, u nichž byla ověřena stabilita 

i při působení IVE (Lecová et al. 2015). 

Exprese těchto genů byla sledována u vzorků ovlivněných IVE i u kontrolních 

vzorků. Exprese byla porovnána mezi kmeny H. contortus ISE a WR, dále byly 

posouzeny rozdíly exprese na základě pohlaví H. contortus a doby ovlivnění IVE.  

Po proběhnutí qPCR byla data odečtena programem QuantStudio 6 Flex Software 

a matematicky vyhodnocena v počítačovém programu Excel. Výchozími hodnotami pro 

výpočet genové exprese byly opět hodnoty CT. Tyto hodnoty byly u duplikátů 

zprůměrovány. Pokud se CT hodnoty duplikátů lišily o více než 0,5 cyklu, nebyly hodnoty 

pro výpočet použity. Výpočet byl proveden podle následující rovnice (Rovnice č. 3). 

 

Rovnice 3   2−(∅ 𝐶𝑇 𝑠𝑡𝑎𝑛𝑜𝑣𝑜𝑣𝑎𝑛éℎ𝑜 𝑔𝑒𝑛𝑢−∅ 𝐶𝑇 𝑟𝑒𝑓𝑒𝑟𝑒𝑛č𝑛íℎ𝑜 𝑔𝑒𝑛𝑢) 

V rovnici znamenají: CT – cycle of threshold (cyklus prahu), ∅ – průměr. 
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 Hodnoty CT referenčních genů byly použity jako tzv. vnitřní kontrola. 

Tím, že jejich exprese není závislá na vnějších faktorech a neprojevují se žádné rozdíly 

v expresi po vystavení těmto faktorům, mohly nám pomoci v kvantifikaci skutečného 

množství cDNA, které vstupovalo do hodnocení pomocí qPCR.  

 Hodnota všech kontrolních neovlivněných vzorků pak byla nastavena jako 1,0 

a byly k ní vztaženy hodnoty vzorků ovlivněných IVE. Tak bylo možné analyzovat 

genovou expresi jednotlivých genů kvantitativně. Pokud došlo k vyšší genové expresi 

u ovlivněného vzorku než u vzorku kontrolního, můžeme mluvit o indukci, pokud naopak 

byla genová exprese ovlivněného vzorku nižší, můžeme mluvit o inhibici. Hodnoty 

genové exprese byly znázorněny a srovnávány v grafech pro jednotlivé geny s jejich 

odchylkou. Data byla statisticky vyhodnocena v programu GraphPad Prism 6.0 

a výsledky byly použity pro formulaci závěru. 

 

5.3.1 Srovnání exprese vybraných genů 

 

Hodnoty byly zavedeny do grafu jako srovnání ovlivněných vzorků 

k neovlivněným, dále byly použity směrodatné odchylky, které zaznamenaly rozptyl mezi 

třemi biologickými vzorky, a také byly znázorněny statisticky významné změny. Grafické 

znázornění umožnilo dobré vizuální porovnání změn, které byly nalezeny.  

Na Obr. 17 jsou graficky znázorněny výsledky exprese všech našich vybraných 

genů u samců, v levé polovině grafu jsou výsledky pro kmen ISE, v pravé polovině pro 

kmen WR. Pokud sledujeme statisticky významné změny, je vidět patrný rozdíl mezi 

těmito dvěma kmeny, neboť kmen ISE se ukázal být citlivějším na působení IVE, než 

rezistentní kmen WR. U citlivého kmene bylo nalezeno více inhibičních změn.  

Na Obr. 18 jsou graficky znázorněny výsledky exprese všech našich vybraných 

genů u samic. U mnoha genů byly nalezeny statisticky významné změny, zejména pak 

indukce u kmene WR.
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Obr. 17 Exprese jednotlivých genů u samců H. contortus.  

** jsou označeny výsledky, které vyšly s hladinou statistické významnosti P < 0,05. 

* jsou označeny výsledky, které vyšly s hladinou statistické významnosti P < 0,1.  
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Obr. 18 Exprese jednotlivých genů u samic H. contortus.  

** jsou označeny výsledky, které vyšly s hladinou statistické významnosti P < 0,05.  

* jsou označeny výsledky, které vyšly s hladinou statistické významnosti P < 0,1. 
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Obr. 19 Porovnání změn v expresi genu CYP 3 mezi samci a samicemi. 

* signifikantní změna P < 0,1. ** signifikantní změna P < 0,05. 

U samců nebylo detekováno žádné signifikantní zvýšení či snížení exprese tohoto genu, 

takže exprese ovlivněných červů byla podobna expresi kontrolní skupiny. Stejně tak 

u samic kmene ISE nebyla pozorována žádná změna v expresi, ale u samic kmene WR 

došlo k signifikantnímu snížení exprese genu CYP 3 jak po 12 hodinách (P < 0,1), 

tak po 24 hodinách (P < 0,05). 

 

    

Obr. 20 Porovnání změn v expresi genu CYP 4 mezi samci a samicemi. 

* signifikantní změna P < 0,1. ** signifikantní změna P < 0,05. 

V případě genu CYP 4 došlo k signifikantnímu snížení exprese u samců kmene ISE 

po 12 hodinách (P < 0,05) a také po 24 hodinách (P < 0,1). Ostatní výsledky exprese 

tohoto genu u samců kmene WR a samic obou kmenů byly srovnatelné s kontrolou.  
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Obr. 21 Porovnání změn v expresi genu CYP 5 mezi samci a samicemi. 

* signifikantní změna P < 0,1. ** signifikantní změna P < 0,05. 

U samic došlo k mírné indukci u kmene ISE po 12 hodinách. Naproti tomu u samců došlo 

k signifikantní odpovědi na působení IVE po 12 i 24 hodinách u obou kmenů. 

Po 12 hodinách byla u obou kmenů detekována inhibice, po 24 hodinách se ale výsledky 

lišily: u kmene ISE se jednalo o výraznou indukci, u kmene WR byla nalezena inhibice.  

 

     

Obr. 22 Porovnání změn v expresi genu CYP 6 mezi samci a samicemi. 

* signifikantní změna P < 0,1. ** signifikantní změna P < 0,05. 

U samců byla zjištěna tendence k indukci exprese genu CYP 6. K signifikantnímu 

zvýšení exprese došlo jak u kmene ISE po 24 hodinách (P < 0,1), tak u kmene WR již 

po 12 hodinách (P < 0,1) a také po 24 hodinách (P < 0,05).  

Vedle toho u samic kmene ISE došlo nejprve po 12 hodinách ke statisticky 

významné indukci a poté po 24 hodinách k inhibici (u obou P < 0,05). U samic kmene 

WR bylo po 24 hodinách detekováno statisticky významné zvýšení exprese (P < 0,05).   
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Obr. 23 Porovnání změn v expresi genu UGT 7 mezi samci a samicemi. (Měřítko 

na svislé ose obou grafů se liší z důvodu vhodnosti grafického znázornění.) 

* signifikantní změna P < 0,1. ** signifikantní změna P < 0,05. 

Na obou grafech byl patrný rozdíl mezi expresí tohoto genu u samců a samic. U samic 

nedošlo k signifikantní změně v expresi, byla však pozorována tendence k indukci. 

Naopak tomu bylo u samců: byla zaznamenána výrazná inhibice u obou kmenů. 

Po 24 hodinách byla nalezena u samců kmene ISE signifikantní změna (P < 0,1), u kmene 

WR došlo k inhibici s hladinou statistické významnosti P < 0,05 po 12 i po 24 hodinách.  

 

     

Obr. 24 Porovnání změn v expresi genu UGT 9 mezi samci a samicemi. (Měřítko na 

svislé ose obou grafů se liší z důvodu vhodnosti grafického znázornění.) 

* signifikantní změna P < 0,1. ** signifikantní změna P < 0,05. 

U samců kmene ISE došlo po 12 hodinách k inhibici (P < 0,1), která zůstala patrná 

i po 24 hodinách (P < 0,05). Naopak u samců kmene WR byla spíše tendence k indukci, 

která byla signifikantní po 24 hodinách (P < 0,1). Exprese tohoto genu u samic se 

podobala expresi samců. U samic kmene ISE byla po 12 hodinách pozorována statisticky 

významná inhibice, naopak u kmene WR po 12 hodinách došlo k indukci (obě P < 0,05).  
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Obr. 25 Porovnání změn v expresi genu UGT 12 mezi samci a samicemi.  

* signifikantní změna P < 0,1. ** signifikantní změna P < 0,05. 

Podobná tendence k inhibici u kmene ISE a indukci u kmene WR jako u genu UGT 9 

byla patrná i u genu UGT 12. Signifikantní se ukázala být inhibice u samců kmene ISE 

po 12 hodinách (P < 0,1), statisticky významná pak byla indukce u samic kmene WR 

po 12 hodinách (P < 0,05). 

 

   

Obr. 26 Porovnání změn v expresi genu UGT 18 mezi samci a samicemi.  

* signifikantní změna P < 0,1. ** signifikantní změna P < 0,05. 

U samců kmene ISE byla zjištěna inhibice po 12 i po 24 hodinách. U samců kmene WR 

byla naopak zjištěna statisticky významná indukce (P < 0,05).  

U samic kmene ISE byla po 12 hodinách pozorována statisticky významná indukce 

(P < 0,05), u samic kmene WR došlo ke zvýšení exprese po 24 hodinách (P < 0,1).  
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Obr. 27 Porovnání změn v expresi genu UGT 24 mezi samci a samicemi.  

* signifikantní změna P < 0,1. ** signifikantní změna P < 0,05. 

U genu UGT 24 byly pozorovány všechny výrazné změny v expresi po 24 hodinové 

kultivaci H. contortus v prostředí IVE. U samců kmene ISE došlo k indukci 

po 24 hodinách (P < 0,1), stejně tak došlo ke statisticky významné indukci u samic kmene 

ISE i WR po 24 hodinách (P < 0,05).  

 

    

Obr. 28 Porovnání exprese genu UGT 25 u samic a samců. 

* signifikantní změna P < 0,1. ** signifikantní změna P < 0,05. 

V expresi genu UGT 25 se projevila statisticky významná inhibice u samců kmene ISE 

po 24 hodinách (P < 0,05) a signifikantní snížení exprese u samic kmene ISE 

po 12 hodinách (P < 0,1). V ostatních případech byla exprese tohoto genu u červů 

ovlivněných IVE srovnatelná s kontrolní skupinou.  
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6. DISKUZE 
  

 Bližší poznání mechanismu lékové rezistence vlasovky slezové na látky 

s anthelmintickou aktivitou by mohlo pomoci předcházet rozšiřování této rezistence 

či zpomalit nebo zastavit vývoj rezistence. 

 Zkoumanými cílovými geny, které by mohly být zodpovědné za rozvoj rezistence, 

jsou také geny kódující biotransformační enzymy, které interagují s anthelmintikem 

a přeměňují jej do inaktivní podoby, ve které je anthelmintikum vyloučeno. 

Biotransformační enzymy a transportéry mohou v určitém rozsahu sloužit jako ochrana 

parazita před toxickými účinky anthelmintika a indukce biotransformačních enzymů 

xenobiotik může představovat výhodnou obrannou strategii (Cvilink et al. 2009). 

 Cílem této práce proto bylo sledování vlivu anthelmintika IVE na dospělce 

vlasovky slezové. Byla sledována exprese některých vybraných genů, které kódují 

enzymy rodiny CYP a UGT. Na samý úvod je nutno říci, které zdroje byly použity pro 

výběr samotných genů.  

 V teoretické části byla popsána výhodná fylogenetická příbuznost parazitické 

hlístice H. contortus s volně žijící hlísticí C. elegans a nalezených zachovaných vzorů 

v genomu u obou druhů, proto jsme zvolili jako předlohu studii, která popisovala vliv 

IVE na některé geny u C. elegans (Laing et al. 2012). Hypotézou, ze které autoři 

vycházeli, bylo, že vystavení C. elegans vlivu IVE způsobí indukci biotransformačních 

enzymů této hlístice. Tato teorie nebyla potvrzena, ale byly zjištěny především interakce 

IVE s geny zapojenými do příjmu potravy, které způsobují dysfunkci hltanu a s tím 

spojený snížený příjem potravy. Přesto se mezi ovlivněnými geny vyskytly i geny 

kódující biotransformační enzymy, tedy cyp-37B1 (up-regulován, tedy indukován) 

a ugt-63 (down-regulován, tedy inhibován). Naším předpokladem tedy bylo, že pokud se 

s biotransformačními enzymy hlístice C. elegans udály určité změny, mohlo by 

k podobným změnám dojít i u parazitující vlasovky. Proto jsme se zaměřili na zkoumání 

vlivu IVE na biotransformační enzymy H. contortus.  

 Druhou studií, ze které jsme vycházeli, byla data získaná kvantifikací genů 

kódujících enzymy CYP u H. contortus (Laing et al. 2015), jak již bylo popsáno u Obr. 9.  

Naším přístupem byla studie vybraných genů. Mohli bychom je nazvat podobně, 

jako je nazývá Gilleard (2006), a to kandidátní geny. Gilleard ve své práci navrhoval, aby 

byl každý takto vybraný a poté analýze podrobený gen navrhnut s určitou hypotézou, 
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se „vzdělaným odhadem“. Našimi geny byly geny kódující biotransformační enzymy 

CYP a UGT. Hypotézou pro výběr našich genů by tedy mohlo být, že IVE je 

metabolizován biotransformačními enzymy parazita, a proto se zaměříme na studium, 

jak IVE ovlivňuje tyto molekuly zapojené do metabolismu xenobiotik. Nicméně 

Vokřál et al. (2013a) prokázal, že IVE není metabolizován biotransformačními enzymy 

parazitující hlístice H. contortus. Pro srovnání provedl i studii vlivu IVE 

na biotransformační enzymy hostitele (ovce domácí – Ovis aries), u kterého bylo 

dokázáno zapojení biotransformačních molekul do metabolismu IVE a byly prokázány 

metabolity I. a II. fáze metabolismu xenobiotik. Závěrem tedy bylo navrženo, 

že biotransformační enzymy nemohou být zodpovědné za rozvoj rezistence tohoto 

parazita na anthelmintické působení IVE (Vokřál et al. 2013a). I přes tuto skutečnost, 

která nám byla známa, jsme se rozhodli sledovat vliv IVE na geny, které kódují tyto 

biotransformační enzymy. Prvním předpokladem bylo, že pokud IVE není 

biotransformačními enzymy metabolizován, nebude mít na ně žádný vliv. 

Druhým možným předpokladem bylo, že IVE by mohl tyto biotransformační enzymy 

ovlivňovat, ale ne mechanismem interakce s nimi jako jejich substrát, ale jako 

xenobiotická látka, která se vyskytne v organismu parazita, a na jejíž působení jsou 

připraveny biotransformační enzymy jako první linie obrany, třebaže dané xenobiotikum 

nemetabolizují.  

Náš první předpoklad nebyl potvrzen, neboť byly nalezeny statisticky významné 

změny v expresi jednotlivých genů. Můžeme se tedy pouze domnívat, jakým 

mechanismem tyto změny v expresi genů CYP a UGT nastávají, pokud mechanismem 

není přímá interakce biotransformačních enzymů s IVE. Je možné, že vlivem xenobiotika 

dochází k celkové změně v expresi biotransformačních enzymů jako projev reakce 

na vzniklý oxidační stres. V tom případě by mohla celkově pozměněná exprese genů jako 

odpověď na působení xenobiotika (v našem případě IVE) znamenat, že zejména vyšší 

množství biotransformačních enzymů obecně přispěje k vzniku či rozvoji 

helmintorezistence. 

Metodou pro zkoumání vlivu IVE na vybrané geny byla zvolena kvantitativní 

PCR, která je vysoce citlivou metodou pro kvantitativní detekci vstupního množství 

DNA. Výsledné hodnoty, které kvantitativně hodnotí expresi vybraných genů, byly 

zaneseny do grafů pro vizuální grafické porovnání.  

Na Obr. 17, kde je znázorněna exprese genů u samců, je patrné velké množství 

statisticky významných změn v expresi u samců kmene ISE, u kterých bylo nalezeno 
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zejména množství inhibičních změn. U kmene ISE jako kmene citlivějšího na působení 

anthelmintik, jsme předpokládali, že těchto změn bude více, než u kmene rezistentního.  

 Příkladem vyšší citlivosti a nalezených inhibičních změn u kmene ISE oproti 

kmeni WR (u kterého v následně uvedených genech nenastala žádná změna) může být 

exprese genu CYP 4 u samců, neboť v tomto genu došlo po 12 i 24 hodinách ke statisticky 

významné inhibici, na rozdíl od kmene WR, kde nedošlo k inhibici ani indukci (Obr. 20). 

Podobně nastala inhibice po 12 hodinách u genu UGT 12 (Obr. 25) a po 24 hodinách 

u genu UGT 25 (Obr. 28) s žádnou změnou v těchto genech u kmene WR. 

Druhým příkladem vyšší citlivosti kmene ISE v podobě inhibice oproti indukci 

v kmeni WR je gen UGT 9 u samců, ve kterém byla pozorována inhibice kmene ISE 

po 12 i 24 hodinách, naopak u kmene WR po 24 hodinách indukce (Obr. 24). Podobně 

u genu UGT 18 u samců došlo k inhibici v kmeni ISE, naopak v kmeni WR nastala 

indukce (Obr. 26).  

 Inhibici u samců můžeme pozorovat také u genu UGT 7, ten však jako jediný gen 

z celého souboru vybraných genů poskytuje po 12 i 24 hodinách u obou kmenů shodné 

výsledky, směřující k inhibici (Obr. 23).   

Pokud budeme předpokládat, že indukce genů u parazita znamená jakousi obranu 

proti působení xenobiotika, u samců se tato odpověď projevuje v expresi genů CYP 5 

(Obr. 21), CYP 6 (Obr. 22) a UGT 24 (Obr. 27) u kmene ISE, všechny tyto změny pak 

jsou znatelné až po 24 hodinách. Tím se kmen ISE liší od kmene WR, u kterého dochází 

k aktivaci této odpovědi už po 12 hodinách u genů CYP 6 (Obr. 22) a UGT 18 (Obr. 26), 

stejná indukce je patrná i po 24 hodinách a další indukce je zaznamenána u kmene WR 

u genu UGT 9 po 24 hodinách (Obr. 24). Zde je patrný rozdíl mezi citlivým kmenem ISE 

a rezistentním kmenem WR, neboť samci kmene WR reagují obranou v podobě indukce 

biotransformačních enzymů rychleji (po 12 hodinách), než je tomu u samců citlivého 

kmene ISE, kteří reagují až po 24 hodinách.   

 Když shrneme množství statisticky významných změn v genetické výbavě 

vybraných genů samců H. contortus, bylo nalezeno 6 změn s P < 0,05 a 7 změn s P < 0,1, 

tedy dohromady 13 změn v kmeni ISE. Z toho bylo 10 inhibic a 3 indukce. V kmeni WR 

bylo nalezeno 6 změn s P < 0,05 a 3 změny s P < 0,1, tedy dohromady 9 změn, z nichž 

byly 4 inhibice a 5 indukcí. Z těchto výsledků vyplývá, že mezi samci se ukázal být 

citlivější na ovlivnění IVE kmen ISE a převažovaly inhibice, naopak rezistentní 

kmen WR byl méně ovlivněn a sklon k indukci/inhibici byl téměř vyrovnán, nepatrně 
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převládly indukce. Tyto výsledky dobře dokládají vyšší citlivost kmene ISE na působení 

xenobiotik a na druhou stranu vyšší schopnost obrany v podobě indukcí u kmene WR.  

 Souhrnný pohled na expresi vybraných genů u samic ukazuje Obr. 18 a je možno 

říci, že u samic bylo pozorováno méně signifikantních změn jako odpověď na působení 

IVE a převažovaly indukce. U samic kmene ISE bylo pozorováno 5 statisticky 

významných změn s P < 0,05 a 2 změny s P < 0,1, tedy dohromady 7 změn (z toho byly 

3 inhibice a 4 indukce). U samic rezistentního kmene WR se projevilo 6 statisticky 

významných změn s P < 0,05 a 1 změna s P < 0,1, dohromady 7 změn, z toho 5 indukcí 

a 2 inhibice. 

 Indukce u samic kmene ISE nastala u genů CYP 5 (Obr. 21) a UGT 18 (Obr. 26) 

po 12 hodinách, u genu UGT 24 (Obr. 27) po 24 hodinách. Je otázkou, proč některé geny 

reagují indukcí pouze krátkodobou – např. po 24 hodinách u genu CYP 5 a UGT 18 je 

exprese srovnatelná s kontrolou. Vysvětlením by mohla být prvotní obranná linie 

v podobě indukce těchto genů jako reakce na krátkodobý kontakt s xenobiotikem, která 

je následně nahrazena výraznou indukcí genu UGT 24. U samic kmene WR nastalo ještě 

větší množství statisticky významných indukcí, a to u genu CYP 6 (Obr. 22), UGT 18 

(Obr. 26) a UGT 24 (Obr. 27) po 24 hodinách a u genů UGT 9 (Obr. 24) a UGT 12 

(Obr. 25) po 12 hodinách. Zde je zajímavé, že žádná indukce samic nebyla zaznamenána 

v obou časech, ale nejprve po 12 hodinách u dvou a po 24 hodinách u tří genů. Zde by se 

nabízelo vysvětlení, že různé geny hrají různou roli v odpovědi na působení xenobiotika, 

když zkoumáme časové období následující po podání xenobiotika. 

Za zmínku stojí výrazná inhibice samic kmene WR u genu CYP 3 

po 12 i 24 hodinách (Obr. 19). Mezi inhibicemi u samic vyčnívá dále gen CYP 6 u samic 

kmene ISE po 24 hodinách, což je výrazný rozdíl od 12hodinového působení IVE, 

po kterém nastala indukce (Obr. 22). Můžeme se pouze domnívat, proč po 12 hodinách 

nastává indukce a poté po 24 hodinách inhibice, je možné, že prvotní indukce je odpovědí 

organismu na náhlé působení cizorodé látky, zatímco pozdější inhibice je způsobena tím, 

že jiné geny jsou indukovány jako odpověď nebo již původní odpověď organismu 

v podobě indukce byla dostatečná a mRNA kódující tento gen už není potřeba. Také se 

můžeme domnívat, že různé geny mohou hrát různou roli v aktuální odpovědi organismu 

na toxický vliv anthelmintika, když se díváme na časový průběh exprese genů od začátku 

působení xenobiotické látky.  

 Dále bude pozornost obrácena ke genům, které byly u kmene ISE inhibovány, 

zatímco u kmene WR byly indukovány: v tomto procesu byly shledány jako klíčové 
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2 geny z našeho souboru vybraných genů. Prvním genem je UGT 9 (Obr. 24), který byl 

inhibován u kmene ISE u samců (po 12 i 24 hodinách) a u samic (po 12 hodinách). 

U tohoto genu byla v kmeni WR objevena naopak indukce – u samců po 24 hodinách 

a u samic po 12 hodinách. Druhým genem je kmenem ISE u samců inhibovaný gen 

UGT 18 (Obr. 26), který byl naopak kmenem WR indukován (obě změny byly 

zaznamenány po 12 i 24 hodinách). Tyto dva geny se zdají být jakýmsi posunem 

v citlivosti od inhibice v kmeni citlivém k indukci v kmeni rezistentním. 

 V souboru našich vybraných genů byly také takové geny, u kterých nenastala 

žádná statisticky významná změna: jednalo se o gen CYP 3 u samců (Obr. 19), CYP 4 

u samic (Obr. 20) a UGT 7 u samic (Obr. 23). Takováto „žádná reakce“ se zdá být 

v pořádku, naopak překvapující pro nás bylo množství statisticky významných změn, 

které byly popsány výše. 

 Zkoumání exprese vybraných genů pomocí qPCR bylo provedeno pouze jednou. 

Aby byly naše výsledky potvrzeny, bylo by nutné experimenty zopakovat. Do budoucna 

by se jevilo zajímavé zkoumat vliv jiných koncentrací IVE či jeho kratšího či delšího 

působení na vlasovku slezovou. Tak by bylo možno potvrdit či vyvrátit změny, které byly 

v expresi genů v této práci nalezeny, ať už směřovaly k indukci či inhibici. Otázkou také 

může být, nakolik jsou uvedené změny důležité pro celkovou reakci organismu parazita 

na působení xenobiotika, tím pádem na vznik či vývoj rezistence. Tyto podněty a otázky 

by mohly být předmětem dalšího zkoumání vlivu IVE na parazitující hlístice 

H. contortus. 
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7. ZÁVĚR 
 

 Byla zkoumána exprese vybraných genů CYP a UGT vlasovky slezové 

po vystavení vlivu IVE.  

Výsledky v předložené práci ukázaly, že krátkodobé vystavení dospělců 

H. contortus vlivu 1 µM IVE po dobu 12 či 24 hodin má vliv na expresi vybraných genů, 

které kódují biotransformační enzymy z rodiny CYP a UGT. V mnoha genech u samic 

i samců obou kmenů nastaly inhibice či indukce. Ačkoli se tyto biotransformační enzymy 

neúčastní metabolismu IVE, jsou jím ovlivňovány a bližší mechanismus a důvod tohoto 

ovlivnění bude muset být v případě zájmu blíže studován, neboť nebyl předmětem studia 

a cílem této práce. Zároveň uvedené výsledky bude potřeba ověřit tím, že budou pokusy 

zopakovány.  

Bylo zjištěno, že samci kmene ISE jsou citlivější na působení IVE než samci 

kmene WR a reagují častěji inhibicemi svých genů. Dále bylo zjištěno, že pokud samci 

kmene ISE reagují obranným mechanismem indukce některých svých genů, 

je signifikantní reakce patrná až po 24 hodinách, na rozdíl od samců rezistentního kmene 

WR, kteří reagovali indukcí některých svých genů už po 12 hodinách a tato indukce 

přetrvávala i po 24 hodinách. Naším poznatkem také bylo, že samice obou kmenů častěji 

reagují indukcí, která je výrazná zejména u samic kmene WR. Zatím nám není známo, 

co je příčinou takovéto reakce organismu parazita na působení anthelmintik, ale je 

zřejmé, že odpověď různých genů je různá a liší se v závislosti na konkrétním kmeni 

parazita H. contortus, na jeho pohlaví a době působení xenobiotika, v našem případě 

anthelminticky působícího IVE. 
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8. SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 
 

ABC  ATP-binding cassette 

AKRs  aldo-keto reduktasy 

ATP  adenosine triphosphate – adenosintrifosfát 

C. elegans Caenorhabditis elegans 

cDNA  complementary DNA – komplementární DNA k RNA 

CT  cycle of threshold – cyklus prahu 

CYP  cytochrom P450 

dATP  deoxyadenosin trifosfát 

dCTP  deoxycytidin trifosfát 

DEPC  diethylpyrocarbonate – diethylpyrokarbonát 

dGTP  deoxyguanosin trifosfát 

DNA  deoxyribonucleic acid – deoxyribonukleová kyselina 

dNTP  deoxyribonukleosid trifosfát  

DTT  dithiotreitol  

dTTP  deoxythymidin trifosfát 

EDTA  ethylenediaminetetraacetic acid –  kyselina ethylendiamintetraoctová 

EHT  egg hatch test – test líhnutí vajíček 

EPG  eggs per gram – počet vajíček v gramu trusu 

F  samice H. contortus 

F primer forward primer 

FARB  fatty acid and retinol binding protein 

FECRT faecal egg count reduction test – test redukce vajíček v trusu 

FMO  flavin monooxygenasa 

GABA  gamma-aminobutyric acid – kyselina γ-aminomáselná  

GAPDH glyceraldehyd-3-fosfát dehydrogenasa 

H. contortus Haemonchus contortus 

H2O  voda 

IF  samice H. contortus ovlivněné IVE  

IM  samci H. contortus ovlivnění IVE 

ISE  Inbred Susceptible Edinburgh – citlivý kmen H. contortus 

IVE  ivermektin  
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K  kontrolní kultivace bez IVE 

KCl  chlorid draselný 

KF  samice H. contortus, kontrolní kultivace bez IVE  

KM  samci H. contortus, kontrolní kultivace bez IVE 

L3  larvální stadium H. contortus 3. stupně 

LDA  larval development assay – analýza vývoje larev 

LDT  larval development test – test vývoje larev 

LMIA  larval migration inhibition assay – analýza inhibice migrace larev  

M  samec H. contortus 

MALDT microagar larval development test – test vývoje larev na mikroagaru 

MDR  multidrug resistant – rezistentní na velké množství léčiv 

NaHCO3 hydrogenuhličitan sodný 

NCBI  National Center for Biotechnology Information 

noRT  mastermix pro reverzní transkripci, která proběhne bez enzymu RT 

NTC  no template control – negativní kontrola 

PBS  Phosphate Buffered Saline – pufrovaný fosfátový fyziologický roztok 

PCR  polymerase chain reaction – polymerázová řetězová reakce 

qPCR  kvantitativní PCR 

R primer reverse primer 

RNA  ribonucleic acid – kyselina ribonukleová 

RNasy  ribonukleasy 

ROS  reactive oxygen species – reaktivní formy kyslíku  

RT  reverzní transkriptasa (také RNA dependentní DNA polymerasa) 

RT+  mastermix pro reverzní transkripci, která proběhne s enzymem RT 

RT-  mastermix pro reverzní transkripci, která proběhne bez enzymu RT 

SDRs  dehydrogenasy/reduktasy s krátkým řetězcem  

SULT  sulfotransferasa 

Tris-HCl            hydrochlorid trometamolu (2-amino-2-(hydroxymethyl)propan-1,3-diolu) 

UDP  uridin diphosphate – uridindifosfát  

UGT  UDP-glykosyltransferasa, v této práci UDP-glukosyltransferasa 

WAAVP World Association for the Advancement of Veterinary Parasitology  

WR  White River – multirezistentní kmen H. contortus
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