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pornos$¢ na $rodki przeciwrobacze to zdolno$¢

pasozytéw do przetrwania w obecnos$ci dawki
leku, ktéra w normalnych warunkach zabija pasozyty
tego gatunku na r6znych etapach rozwoju larwalnego
iw formie dojrzatej (1). Lekoopornos$¢ pasozytow jest
réwniez definiowana jako wieksza czestotliwo$¢ wy-
stepowania w populacji osobnikéw zdolnych do to-
lerowania okreslonych dawek leku niz w normalnej
populacji tego samego gatunku i jest cecha dziedzi-
czona (2). Opornosc¢ na kazda grupe lekéw przeciwro-
baczych jest regulowana przez rézne geny, co oznacza,
ze rozwija sie na kazda grupe lekéw indywidualnie.

Lekoopornos¢ powstaje, gdy w populacji pasozytow

pojawig sie rdznice genetyczne i jednoczesnie za-

chodzi selekcja w kierunku genotypdéw decydujacych

o lekoopornosci. Istnieje kilka réznych poje¢ charak-

teryzujacych opornos¢ na srodki przeciwrobacze (2):

- opornos$¢ réwnolegla — wystepuje, gdy nicienie sg
oporne na jedna grupe lekéw przeciwrobaczych lub
leki o tym samym mechanizmie dziatania; jest to
obserwowane w grupie zwigzkéw benzimidazo-
lowych, chociaz poziom opornoSci na rézne leki
z tej grupy moze by¢ inny;

- oporno$¢ krzyzowa — wystepuje, gdy nicienie sg
oporne na $rodki przeciwrobacze, ktore sg rézne
pod wzgledem budowy chemicznej, np. nicienie
oporne na lewamizol moga wykazywac opornos¢
krzyzowa na morantel ze wzgledu na podobien-
stwo mechanizméw dziatania;

- opornos$¢ wielolekowa — wystepuje, gdy nicie-
nie sg oporne na co najmniej dwie gtéwne grupy
srodkéw przeciwrobaczych o ré6znych mechani-
zmach dziatania;

- oporno$c wielogatunkowa — wystepuje, gdy rézne
gatunki nicieni stajq sie oporne na jedna lub wie-
cej grup lekéw przeciwrobaczych.

W skrajnych przypadkach moze wystgpi¢ jedno-
cze$nie opornosé wielogatunkowa i wielolekowa.
Wszystkie te pojecia nie opisujg oczywiscie w petni
skomplikowanej natury opornosci. Sg stale zmieniane
i uzupelniane w oparciu o najnowsze wyniki badan,
w tym z zakresu biologii molekularnej i genomiki (3).

Historia rozwoju lekoopornos¢ nicieni
zotadkowo-jelitowych matych przezuwaczy

Pierwsze doniesienia o opornosci na $rodki przeciw-
robacze dotyczyty stosowania u owiec leku fenotiazy-

ny w p6éznych latach 50. i wczesnych 60. XX wieku (4).
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Parasitic infections, especially those caused by gastrointestinal nematodes,
are one of the main factors responsible for economic losses in small ruminant
farming around the world, including Poland. Their control is based on the
use of anthelmintics belonging to three chemical groups: benzimidazoles,
imidazothiazoles/tetrahydroxypyrimidines (especially levamisole) and macrocyclic
lactones (avermectins/milbemycins). The downside of the widespread use of
medicinal products is the emergence of drug-resistant parasite strains. Emerging
anthelmintic resistance is currently one of the most important issues in both
human and veterinary medicine. Therefore, treatment of parasitic diseases
is very difficult or almost impossible and contributes to substantial financial
losses in small ruminant farming. The currently available methods for detection
of anthelmintic resistance can be grouped into three categories: a) in vivo
methods, mainly represented by the faecal egg count reduction test (FECRT) or
the controlled efficacy test; b) in vitro methods, particularly the egg hatch test
(EHT) and the larval development test (LDT) and ¢) molecular biology techniques.
The establishment of parasite control measures based on pasture and farm
management with reduction of exclusive reliance upon chemical treatment and
prophylaxis will be essential for on farm anthelmintic resistance handling in the
future. Veterinarians in Poland ought to realize that the multidrug resistance to
anthelmintics in goats poses a real threat and individualised treatment schemes
should be developed.

Keywords: anthelmintics resistance, benzimidazoles, gastrointestinal nematodes,
goats, macrocyclic lactones, levamisole.

W 1961 r. wprowadzono tiabendazol jako pierwszy
srodek przeciwko pasozytom, ktéry tgczyt skutecz-
ne dziatanie nicieniobdjcze o szerokim spektrum
dziatania z niska toksycznoscig. Szybka akcepta-
cja i powszechne stosowanie tiabendazolu, a na-
stepnie innych §rodkéw przeciwrobaczych z gru-
py benzimidazoli, zapoczatkowato stosowanie
tych srodkow na szeroka skale. Jednak w ciggu kil-
ku kolejnych lat wykryto oporno$¢ na tiabenda-
zol, po raz pierwszy u owiec u nicieni Haemonchus
contortus (5, 6). Nastepnie pojawily sie doniesie-
nia o opornosci na benzimidazole u innych gatun-
kéw nicieni zotagdkowo-jelitowych wystepujgcych
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Ryc. 1.
Lekoopornosé nicieni
zotagdkowo-jelitowych
w stadach kéz

w Polsce (59)

W opornos$é na benzimidazole

M oporno$¢ na makrocykliczne laktony
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u matych przezuwaczy, takich jak Teladorsagia cir-
cumcincta i Trichostrongylus colubriformis. Liczne pu-
blikacje dotyczace pojawiania sie opornosci nicieni
zotadkowo-jelitowych doprowadzity do badan nad
rozpowszechnieniem tego zjawiska. Wykazaty one,
ze do potowy lat 70. XX wieku opornos¢ wielu ga-
tunkéw nicieni na leki z grupy benzimidazoli stata
sie powszechna zaréwno u owiec, k6z, jak i koni na
catym Swiecie. Ten sam mechanizm powtorzyt sie
w pdznych latach 70. i 80. XX wieku po wprowadze-
niu nowszych klas lekow przeciwrobaczych, takich
jak imidazotiazole/tetrahydropirymidyny i awer-
mektyny/milbemycyny. Na poczatku lat 80. po raz
pierwszy pojawity sie doniesienia o nicieniach wie-
lolekoopornych (2, 7, 8, 9, 10, 11). Pierwsze publikacje
o wystapieniu opornosci nicieni T. circumcinctaiT. co-
lubriformis na monepantel u k6z i owiec pojawity sie
juz w2013 r. w Nowej Zelandii, zaledwie trzy lata po
wprowadzeniu leku na rynek (12).

Obecnie opornos¢ wielolekowa (dla wszystkich
trzech gtéwnych klas srodkéw przeciwrobaczych)
nicieni H. contortus, T. circumcincta i T. colubrifor-
mis zostata udokumentowana na catym $wiecie. Po-
wszechnos$¢ opornosci w przypadku nicienia H. con-
tortus stanowi teraz zagrozenie dla chowu i hodowli
matych przezuwaczy szczegdlnie w Ameryce Potu-
dniowej (13, 14, 15), Republice Potudniowej Afryki (16),
Azji (17, 18), potudniowo-wschodnich regionach Sta-
néw Zjednoczonych (19, 20, 21, 22) oraz Australii i No-
wej Zelandii (23, 24, 25). Niedawne analizy przepro-
wadzone w Europie wskazuja, ze problem opornosci
na $rodki przeciwrobacze, cho¢ powazny, nie osig-
gnatjeszcze poziomu kryzysowego obserwowanego
w niektérych tropikalnych rejonach swiata (26, 27).

Epidemiologia lekoopornosci nicieni
zotadkowo-jelitowych u koz

Powszechnie uwaza sig, ze lekooporno$¢ na catym
Swiecie wystepuje czesciej u pasozytow kdz niz owiec
(28). W wiekszosci krajow europejskich ostatnie do-
niesienia o opornosci na $rodki przeciwrobacze do-
tycza gtéwnie przypadkéw opornosci na benzimida-
zole lub lewamizol oraz rosnacej liczby przypadkow
opornosci na makrocykliczne laktony, gtéwnie iwer-
mektyne (27). Czesto$¢ wystepowania lekoopornosci,

%

M opornosé na lewamizol

W opornos¢ wielolekowa

zwlaszcza na leki z grupy benzimidazoli, wydaje sie
by¢ bardzo wysoka w niektdérych krajach europejskich
(26, 27). We Francji badania wykazaty, ze czesto$¢ wy-
stepowania oporno$ci nabenzimidazole waha sie od
70 do 100% (29, 30). Bardzo podobne wyniki uzyska-
no niedawno w badaniach stad k6z na Stowacji (28).
We Wtoszech oporno$¢ na leki z grupy benzimidazoli
potwierdzono w 40% badanych stad kéz (31).

Dane dotyczace czesto$ci wystepowania opornosci
na lewamizol u k6z w Europie sg ograniczone. Opi-
sy przypadkoéw takiej lekoopornosci opublikowano
w Danii (32), Francji (29, 30) i Wielkiej Brytanii (33).

Czesto$¢ wystepowania opornosci na leki z grupy
makrocyklicznych laktonéw u kéz rézni sie w po-
szczegblnych krajach europejskich od 0% w Norwe-
gii (34), przez 20% we Wtoszech (31) do 100% w nie-
ktérych regionach Szwajcarii (35).

Oporno$c¢ wielolekowa u nicieni zotagdkowo-jeli-
towych u k6z w Europie nie jest rozpowszechniona
(26, 27). Jak dotad odnotowano tylko kilka przypad-
kéw w Danii (32), Francji (29), Szwajcarii (36) i Wiel-
kiej Brytanii (37).

Wiele badan wykazato istnienie lekoopornosci na
wszystkie trzy grupy lekéw przeciwrobaczych w sta-
dach kdz w krajach pozaeuropejskich, takich jak Sta-
ny Zjednoczone (21, 22), Brazylia (38), Kuba (39), Ke-
nia (40), Republika Potudniowej Afryki (41), Uganda
(42), Etiopia (43), Malezja (44, 45), Indie (46, 47, 48),
Pakistan (49), Australia (50) i Nowa Zelandia (51, 52).

Dane dotyczace lekoopornosci nicieni zotadkowo-
-jelitowych w polskiej populacji matych przezuwaczy
sa tylko fragmentaryczne. W ciggu ostatnich dwéch
dekad odnotowano sporadyczne przypadki oporno-
$cinaleki z grupy benzimidazoli u owiec, bydta, koni
i swin (53, 54, 55). Wyniki badan przeprowadzonych
przez Samodzielny Zaktad Epidemiologii i Ekonomiki
Weterynaryjnej SGGW w latach 2017-2018 wykazaty
wystepowanie opornosci na leki z grupy benzimida-
zoli (56), makrocyklicznych laktonéw (57), imidazo-
tiazoli (lewamizol) oraz opornosci wielolekowej u koz
w Polsce (58). Nastepnie obszerne badania przegla-
dowe przeprowadzone przez Samodzielny Zaktad
Epidemiologii i Ekonomiki Weterynaryjnej SGGW
w 42 stadach kéz w Polsce w 2019 r. wykazaty wysoka
prewalencje opornosci nicieni zotadkowo-jelitowych
na leki z grupy benzimidazoli (88% stad kdz) i ma-
krocyklicznych laktonéw (95% stad kéz) oraz spo-
radycznie wystepujacg opornosé na lewamizol (12%
stad k6z). Opornos¢ wielolekowg obejmujaca wszyst-
kie trzy grupy lekow przeciwrobaczych stwierdzono
w 12% przebadanych stad (59; ryc. 1).

Czynniki sprzyjajace rozwojowi lekoopornosci
nicieni zotadkowo-jelitowych u koz

Wood i Bishop (61, 62) sklasyfikowali cztery czyn-

niki, ktdre wptywajg na tempo rozwoju i rozprze-

strzeniania sie opornosci na insektycydy w popula-

cjach stawonogow:

a) genetyczne, w tym wspotczynnik mutacji i wzgled-
na dominacja cechy,

b) reprodukcyjne, w tym liczba pokolen rocznie i wa-
hania wielko$ci populacji,
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c) behawioralne i ekologiczne, w tym migracja ga-
tunkow szkodnikow i ich zdolnos¢ do unikania pe-
stycydow,

d) funkcjonalne, w tym odsetek narazonej populacji
i trwato$¢ Srodka chemicznego.

W przypadku rozwoju opornoSci nicieni zotad-
kowo-jelitowych na $rodki przeciwrobacze czynni-
ki a, bid sabardzo istotne i zostaty doktadnie zba-
dane (61, 62).

Wielokrotne poddawanie populacji pasozytow kon-
taktowi z tymi samymi lekami przeciwrobaczymi
powoduje selekcje osobnikow, ktore majg wrodzo-
ng lub nabytg opornos¢ na te leki (63). Lekoopornosé
na dang substancje czynna lub catg grupe chemicz-
na jest dziedziczona przez przekazywanie opornych
alleli kolejnym pokoleniom nicieni. Nawet mutacje
punktowe moga zmieni¢ strukture biatek, co moze
prowadzi¢ do zmniejszenia wrazliwo$ci na okreslo-
na substancje i moze to umozliwi¢ przezycie opor-
nej czesci populacji pasozytow (64). Leczenie staje sie
nieskuteczne, gdy zwieksza sie odsetek genéw opor-
nych, a tym samym zmniejsza sie czestotliwos¢ wy-
stepowania w populacji alleli genéw warunkujacych
wrazliwo$¢ na dany lek (2, 65). Rozwojowi opornosci
na $rodki przeciwrobacze sprzyja zbyt czeste stoso-
wanie tych samych substancji i stosowanie ich w za-
nizonych dawkach (29, 66). Ponadto moze wystapi¢
opornos$¢ rdwnolegta na inne zwigzki z tej samej grupy
chemicznej o podobnym mechanizmie dziatania (2).

Mechanizmy warunkujace lekoopornosé
u nicieni zotadkowo-jelitowych

Oporno$¢ na srodki przeciwrobacze pojawia sie, gdy
w trakcie ciggtego stosowania leku zmniejsza sie
wrazliwoSci populacji nicieni. Przy pierwszym kon-
takcie z lekiem gen lub geny opornosci moga juz ist-
nie¢ w populacjach poszczegélnych gatunkéw nicieni.
Dziedziczenie wptywa na tempo rozwoju opornosci,
przy czym oporno$¢ kodowana przez geny dominu-
jace rozwija sie szybciej niz ta kodowana przez geny
recesywne (67). Geny opornosci moga wystepowac
z niska czestotliwos$cia w populacji (przedadapta-
cyjnie) nawet przed pierwszym kontaktem z lekiem
lub powstaé p6zniej w wyniku mutacji i mogg réw-
niez przedostac sie do populacji z nowymi osobnika-
mi poprzez migracje lub przeptyw genéw (68). Wraz
z dalszym rozwojem opornosci w populacji pasozy-
tow w kolejnych pokoleniach dominujacy genotyp
zmienia sie z podatnej populacji z rzadkimi hetero-
zygotami poprzez faze posrednia do fazy koricowej,
w ktorej opornos¢ utrwala sie w populacji. Jesli geny
opornosci sa dominujace, heterozygoty i homozygo-
ty przetrwaja leczenie przeciwrobacze, co moze spo-
wodowac¢ szybkie rozprzestrzenianie si¢ opornosci
w danej populacji nicieni (2, 62).

Mechanizm opornosci na leki
z grupy benzimidazoli

Benzimidazole to grupa substancji przeciwroba-
czych o szerokim spektrum aktywnos$ci przeciw-

robaczej, ktére maja ten sam mechanizm dziatania.
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Wiadomo, Ze hamuja one polimeryzacje dimeréw o-
ip-tubuliny do mikrotubul (69), co prowadzi do zakl6-
cen w tworzeniu cytoszkieletu, wrzeciona mitotycz-
nego i transportu wewnatrzkomoérkowego. Skutkuje
to zaburzeniem metabolizmu pasozyta, a zwtasz-
cza zahamowaniem wychwytu glukozy i transpor-
tu wewnatrzkomoérkowego, prowadzac do $mier-
ci pasozyta (70).

Sposrdd obecnie dostepnych lekow przeciwroba-
czych mechanizm opornos$ci na benzimidazole byt
intensywnie badany w ostatnich dziesiecioleciach.
Najpierw zidentyfikowano w teScie przesiewowym
in vitro z uzyciem nicieni Caenorhabditis elegans mu-
tacje polegajaca na utracie funkcji przez gen ben-1.
Wszystkim mutantom, ktdre pomys$lnie rozwijaty
sie w obecnos$ci benomylu, brakowato funkcjonal-
nego genu ben-1, ktéry koduje p-tubuline u C. ele-
gans (71). Pierwszy polimorfizm pojedynczego nu-
kleotydu korelujacy z opornoscia na benzimidazole
stwierdzono w kodonie F200Y (TTC do TAC) izoty-
pulp-tubuliny u H. contortus. Prowadzi to do ekspre-
sji tyrozyny zamiast fenyloalaniny (72, 73). Ponadto
stwierdzono, Ze dwa dodatkowe kodony, kodon F167Y
(TTC do TAC; 74) i kodon E198A (GAA do GCA; 75) sa
zwigzane z opornoScig na benzimidazole. Jak dotad
te trzy mutacje w genie B-tubuliny izotypu 1 zosta-
ty opisane dla réznych nicieni pasozytniczych wy-
stepujacych u przezuwaczy, takich jak H. contortus,
T. circumcincta, T. colubriformis, Ostertagia ostertagi
i Cooperia oncophora (76).

Mechanizm opornosci na lewamizol

Tempo rozwoju opornosci na lewamizol wydaje sie
by¢ zwykle wolniejsze u nicieni z gatunku H. contor-
tus, w przypadku, ktdrego lek ten pozostaje skutecz-
ny nawet wobec izolatéw opornych na benzimidazo-
le i makrocykliczne laktony. Wczesne prace w latach
80. sugerowaty, ze oporno$¢ T. colubriformis na lewa-
mizol moze by¢ warunkowany przez pojedynczy gen
dominujacy (77). Dalsze badania wykazaty, ze opor-
no$¢ T. colubriformis na lewamizol byta powodowana
przez pojedynczy gen recesywny zwigzany z picig (78).
Z kolei inne badania wykazaty, ze oporno$¢ H. contor-
tus nalewamizol wynika z recesywnej, autosomalne;j
cechy niezwigzanej z plcig (79). Sangster i wsp. (1998)
zasugerowali, ze oporno$¢ H. contortus na lewamizol
nie jest cecha catkowicie recesywna i jest prawdopo-
dobne, ze obejmuje wiecej niz jeden gen. Wezesniej-
sze badania nad rozwojem opornosci na lewamizol
u nicieni z gatunku H. contortus rowniez sugerowa-
ty dziedziczenie wielogenowe (81). Lewamizol wigze
sie z nikotynowymi receptorami acetylocholiny, ale
jak dotad fizjologiczne i farmakologiczne podstawy
opornosci pozostaja niejasne.

Mechanizm opornosci na makrocykliczne laktony

W kilku badaniach wykazano, ze oporno$¢ na iwer-
mektyne u H. contortus jest dziedziczona jako cecha
autosomalna dominujaca. Jednakze zaobserwowa-
no réznice miedzy larwami i dorostymi osobnikami,
poniewaz u dorostych pasozytéw na oporno$¢ miata
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réwniez wptyw ptec¢ (79, 82). Wyniki nowszych ba-
dan genetycznych sugeruja jednak, ze oporno$¢ na
makrocykliczne laktony ma charakter wielogeno-
wy. Badania terenowe prowadzone w populacji T. co-
lubriformis u k6z wykazaty, ze dziedziczenie oporno-
$ci na iwermektyne byto czesciowo dominujacg cechg
i prawdopodobnie nie byto warunkowane przez po-
jedynczy gen (83, 84). Molekularne badania gene-
tyczne szczepow H. contortus opornych na makro-
cykliczne laktony wykazaty réznice w transporcie
transbtonowym przebiegajacym przy udziale gli-
koproteiny P (85). Dzialanie glikoproteiny P polega
na zmniejszaniu stezenia toksycznych zwigzkow,
takich jak leki z grupy makrocyklicznych laktonéw
w tkankach nicieni. Drogemuller i wsp. (2004) poda-
li, ze powtarzane leczenie iwermektyng prowadzito
do selekcji okreslonych alleli kodujacych glikoprote-
ine P u nicieni H. contortus i Onchocerca volvulus. Po-
nadto zasugerowano, Ze dziatanie makrocyklicznych
lakton6w moze selekcjonowaé polimorfizm pojedyn-
czego nukleotydu w kodonach B-tubuliny 1 zwigza-
nych z opornoscia na benzimidazole (87, 88). W kon-
sekwencji opornos¢ na te dwie grupy lekéw wydaje sie
by¢ wzajemnie powigzana, a czeste stosowanie ma-
krocyklicznych laktonéw moze stymulowac rozwoj
opornosci na benzimidazole (89).

Wykrywanie lekoopornosci nicieni
zotadkowo-jelitowych u koz

Podejrzenie wystepowania lekooporno$c¢ u pasozy-
tow zwierzat gospodarskich pojawia sie w przypad-
ku, gdy stan kliniczny zwierzecia nie ulegnie popra-
wie po leczeniu $rodkami przeciwrobaczymi. Czesto
jednak wynika to z btedéw w stosowaniu leku, np.
zbyt niskiej dawki, niedoktadnej ocena masy cia-
ta, wadliwego sprzetu do podawania lekéw lub jego
nieprawidtowego uzywania. Te czynniki nalezy naj-
pierw wzia¢ pod uwage przed rozwazeniem wyste-
powania lekoopornosci.

Dostepne obecnie metody wykrywania lekoopor-
nosci nicieni zotagdkowo-jelitowych mozna podzie-
li¢ na trzy kategorie:

a) metody in vivo, reprezentowane giéwnie przez
test redukcji liczby jaj w kale lub test skuteczno-
$ci z grupa kontrolna,

b) metody in vitro, w szczegélnosci test wykluwania
jaj i test rozwoju larw,

¢) technikibiologii molekularnej, w tym gtéwnie PCR
i pirosekwencjonowanie.

Ryc. 2. Metoda McMastera uzywana w celu oszacowania zmiany w liczbie jaj
wytwarzanych przez pasozyty przed i po leczeniu
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Metody in vivo

Teoretycznym ,,ztotym standardem” w diagnosty-
ce opornos$ci na srodki przeciwrobacze jest test sku-
teczno$ci z grupa kontrolng. Metoda polega na poli-
czeniu catkowitej liczby zywych i zabitych robakow
obecnych w kazdym zwierzeciu po leczeniu, jednak
jest to mozliwe tylko poprzez uSmiercenie zwierzat.
W warunkach terenowych wykonanie tego testu jest
nierealne ze wzgledu na dobrostan zwierzat, jak row-
niez ze wzgledoéw ekonomicznych (90).

Bardziej praktyczng metoda, zalecang réwniez jako
,,Zloty standard” przez World Association for the Ad-
vancement of Veterinary Parasitology (WAAVP), jest
test redukcji liczby jaj w kale (fecal egg count reduction
test, FECRT; 91, 92). Test ten statl sie podstawowym
sposobem diagnozowania opornosci na $rodki prze-
ciwrobacze w warunkach terenowych. Nie wymaga
uSmiercania zwierzat doswiadczalnych ani stosowa-
nia skomplikowanego sprzetu. Metoda ta oszacowu-
je zmiany w liczbie jaj wytwarzanych przez pasozy-
ty przed- i po leczeniu (ryc. 2) oraz dostarcza danych
na temat procentowego zmniejszenia skutecznosci
danego srodka przeciwrobacze (93). Wytyczne WA-
AVP zalecajg uzycie minimum 10 zwierzat w kazdej
grupie leczonej, ale istnieja dowody, ze grupa licza-
ca co najmniej sze$¢ zwierzat jest wystarczajaca (90).
W metodzie tej zaleca sie wykorzystanie nieleczonej
grupy kontrolnej do monitorowania zmian w licz-
bie jaj nicieni, ktdre moga wystapi¢ w okresie bada-
nia, a ktére nie wynikajq z zastosowanego leczenia.
Opornos¢ jest definiowana jako obecna, gdy redukcja
liczby jaj w kale wynosi <95% i dolna granica prze-
dziatu ufnosci dla tej wielko$ci wynosi <90% (91, 92).

Okreslenie liczby i wygladu jaj nicieni z rodziny
Trichostrongylidae nie pozwala na identyfikacje ga-
tunkow pasozytéw. Do tego niezbedne jest przepro-
wadzenie hodowli larw z prébek katu pochodzacych
zar6wno od grupy leczonej, jak i kontrolnej. Daje to
mozliwo$¢ okreslenia gatunkow nicieni opornych na
badane $rodki przeciwrobacze (92, 94).

W tescie redukcji liczby jaj w kale wazny jest czas,
wktérym pobierana jest probka katu po leczeniu. Je-
$li probki zostang pobrane zbyt p6zno, pasozyty po-
Ikniete po zastosowaniu leczenia mogg miec¢ czas na
dojrzewanie i moga same zacza¢ produkowac jaja. Jest
to szczegolnie istotne w przypadku pasozytow z krot-
kimi okresami prepatentnymi, np. nicieni z rodzaju
Cooperia. Probki katu, nalezy pobrac nie pdzniej niz
14—17 dni po zastosowaniu leczenia (91, 92). Odwrot-
nie, jesli prébki sg pobierane zbyt szybko po podaniu
leku, wéwczas zjawisko zahamowania wytwarzania
jaj moze prowadzi¢ do przeszacowania skutecznosci
leku. Dzieje sie tak, gdy sSrodek hamuje wytwarzania
jaj przez samice nicieni, ale ich nie zabija. To zaha-
mowanie produkcji jaj jest zwykle tymczasowe (95).

Zaleznie od badanego leku czas pobrania prébek
po leczeniu wynosi:

- lewamizol — 3-7 dni,

- benzimidazole — 8—10 dni,

- makrocykliczne laktony — 14-17 dni,

- wszystkie grupy leké6w badane w tym samym mo-
mencie i wtym samym stadzie — 14 dni.
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Wstepne wykrycie lekoopornosci na Srodki prze-
ciwrobacze w warunkach terenowych moze obej-
mowac wykonanie zaréwno testu redukcji liczby jaj
wkale, jak i testu skutecznos$ci z grupg kontrolng (96,
97,98). W celu potwierdzenia wystepowania i oszaco-
wania stopnia opornos$ci przeprowadzane sg oba te-
sty, poniewaz sam test redukcji liczby jaj w kale moze
nie by¢ wystarczajacy. Test redukcji liczby jaj w kale
ma szereg ograniczen. Probki katu pobranego od tego
samego zwierzecia nawet w niewielkim odstepie cza-
su moga sie znacznie réznic¢ zawartoscia jaj, a co sie
z tym wigze, liczba jaj nie odzwierciedla wprost licz-
by obecnych w przewodzie pokarmowym dorostych
pasozytéw. Rowniez gatunki nicieni rozwijaja sie
w niejednakowy sposéb podczas hodowli. Wszystko to
wplywa na trafnos$¢ tego testu (28, 98). Wyniki ostat-
nich badan wskazujg réwniez, ze test redukcji liczby
jaj w kale moze nie by¢ w stanie wykry¢ w stadzie le-
koopornos$ci na wezesnych etapach jej rozwoju (99).

Metody in vitro

Na przestrzeni lat opracowano kilka testéw in vitro
stuzacych do wykrywania lekoopornosci nicieni zo-
tadkowo-jelitowych, ale tylko dwa z nich — test wy-
kluwania jaj i test rozwoju larw (w ptynie albo agarze)
sg szeroko stosowane w diagnostyce parazytologicz-
nej i badaniach naukowych (91, 92, 100, 101). Oba te-
sty majq zalety i wady w stosowaniu do badan tere-
nowych lekoopornosci nicieni zotagdkowo-jelitowych.

Test wykluwania jaj (egg hatch test, EHT; ryc. 3) byt
stosowany w licznych badaniach terenowych opor-
nosci nicieni zotgdkowo-jelitowych na benzimida-
zole u owiec i koz (28, 102, 103). Jest zalecany przez
WAAVP jako test in vitro do wykrywania oporno-
$ci nicieni zotagdkowo-jelitowych na benzimidazo-
le u przezuwaczy (92).

W teScie wykluwania jaj nierozwiniete jaja sg uzy-
skiwane ze $wiezych lub przechowywanych w warun-
kach beztlenowych prébek katu, ktdre sg inkubowane
w kolejno rosnacych stezeniach $rodkow przeciwro-
baczych. Wszystkie jajailarwy liczy sie w kazdym ste-
zeniu i uznaje za martwe, niewyklute lub wyklute lar-
wy stadium pierwszego (L1; ryc. 4i 5). Na tej podstawie
oblicza sie odsetek wyklutych jaj, korygujac go o na-
turalng $miertelnos¢, ktéra ma miejsce w probkach
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Ryc. 3. Test wykluwania jaj

kontrolnych (inkubowanych bez §rodka przeciwroba-
czego). Analize statystyczna wykonuje sie z zastoso-
waniem regresji logistycznej lub metoda logarytmicz-
no-probitowa (104). W ten sposdb okresla sie stezenie
leku wymagane do zahamowania wyklucia 50% jaj ni-
cieni (ED,,, dawka wywotujaca pozadany efekt tera-
peutyczny w polowie badanej populaciji; 91, 92). Stosu-
ja test wykluwania jaj u owiec i k6z, lewamizol nalezy
doda¢ na krétki czas (na godzineg) przed rozpoczeciem
procesu wykluwania larw. Wymaga to subiektywnej
oceny, kiedy wykluwanie sie zaczyna (jaja staja sie
przezroczyste i larwy mozna zobaczy¢ aktywnie po-
ruszajace sie w otoczce jaja). Precyzyjne wyznaczenie
tego momentu w praktyce jest trudne (105, 106). Zaleta
testu wykluwania jaj jest mozliwo$¢ stosowania, na-
wet jesli liczba jaj w kale jest niska. Jaja musza by¢ jed-
nak nierozwiniete. W przesztosci podkreslano proble-
my techniczne w wykonaniu testu i jego standaryzacji
(sposéb przechowywania prébek katu po pobraniu,
kolejnos¢ ich przygotowania, sposéb przygotowa-
nia roztwordw leku), co prowadzito do obnizenia od-
twarzalno$ci testu (107). W ostatnim czasie von Sam-
son-Himmelstjerna i wsp. (108) opracowali wspdlny
protokét przygotowania probek i wykonania testu, co
przyczynito si¢ do wyeliminowania tych problemow.

Test rozwoju larw (larval development test, LDT;
ryc. 6) zostat po raz pierwszy opisany we wczesnych

Ryc. 4. Zahamowane w rozwoju jaja wrazliwe na tiabendazol i obecne larwy

stadium L1 w tescie wykluwania jaj (pow. 5x)
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stadium L1 w tescie wykluwania jaj (pow. 10x)

Ryc. 5. Zahamowane w rozwoju jaja wrazliwe na tiabendazol i obecne larwy
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Ryc. 6. Test rozwoju larw

latach 80. (109, 110), a nastepnie ulepszony (92, 111, 112).
Obecnie jest powszechnie stosowany do wykrywania
opornosci nicieni zotagdkowo-jelitowych (H. contortus,
T. colubriformis i T. circumcincta) u owiec i k6z na ben-
zimidazole, lewamizol i makrocykliczne laktony (92).

Test rozwoju larw jest wykonywany w dwdch wer-
sjach. R6znig sie one formg wykorzystywanej do in-
kubacji pozywki. Moze ona by¢ ptynna (112) lub sta-
ta (agarozowa; 111). Zasada, na ktérej opiera sie test,
jest w obu wersjach identyczna. Jaja nicieni uzysku-
je sie ze zbiorczej probki katu i umieszcza w dot-
kach zawierajacych pozywke (w agarze lub wodzie
destylowanej) z seryjnie wzrastajacymi stezeniami
leku. Jaja inkubuje sie w cieplarce przez siedem dni
do larw stadium L3. Nastepnie pod mikroskopem
zlicza sie jaja i larwy wszystkich stadiow (L1/L2/L3;
ryc. 7 i 8) obecne w dotkach zawierajacych lek (gru-
pa doswiadczalna) oraz bez leku (grupa kontrolna)
ina podstawie tych danych wylicza sie wartos$¢ ste-
zenia $rodka przeciwrobaczego, przy ktérym rozwéj
larw stadium L3 jest zahamowany u 50% osobnikow
(LC,,; stezenie §miertelne) oraz wykre$la sie krzywa
zalezno$ci pomiedzy dawka a obserwowanym efek-
tem (113). Rozwdj larw inwazyjnych stadium trzecie-
go (L3) w stezeniach leku, ktére powinny by¢ dla nich
bobjcze, $wiadczy o obecnosci osobnikéw opornych.
Larwy stadium L3 we wszystkich dotkach identyfikuje

i

sie do poziomu gatunku lub rodzaju za pomocg cha-
rakterystycznych cech morfologicznych, zgodnie
z procedurg opisang przez van Wyk i Mayhew (2013).

Metoda ta jest odpowiednia do badania lekoopor-
no$cinabenzimidazole i lewamizol, ale nie potwier-
dzita trafnosci w badaniach makrocyklicznych lak-
tonéw (112). W przypadku opornosci na iwermektyne
test ten okazat sie nieprzydatny, zwtaszcza u nicieni
z gatunku T. circumcincta. Po modyfikacjach metodyki,
a szczegoblnie zastosowaniu iwermektyny w postaci
aglikonu, uwaza sie obecnie, ze moze by¢ stosowany
takze do wykrywania opornosci na makrocykliczne
laktony (111, 114, 115).

Test rozwoju larw stanowi alternatywe dla praco-
chtonnych testéw in vivo i umozliwia badanie opor-
no$ci na wszystkie grupy lekéw przeciwrobaczych
jednoczesnie, niezaleznie od wielkos$ci stada (21).
W wersji z pozywka zloZona z agaru jest jedynym te-
stem diagnostycznym in vitro do wykrywania leko-
opornosci, ktory zostat skomercjalizowany i jest do-
stepny na rynku jako DrenchRite® (116).

Zaréwno test wykluwania jaj, jak i rozwoju larw,
maja jednak ograniczenia. Ich czuto$¢ jest czesto nie-
wystarczajaca. Ma to miejsce w przypadku, gdy opor-
no$¢ dotyczy mniej niz 25% populacji pasozytéw (117).
Na czuto$¢ wptywa takze zaobserwowane zjawisko
dobowego wahania wartos$ci dawki skutecznej (ED, )
oraz stezenia $miertelnego (LC,,) w okresie prepa-
tentnym (118, 119). Te wady testow mozna przezwy-
ciezy¢ wyznaczajac dawke réznicujgca (dawka, ktora
zabija lub hamuje rozw6j 99% populacji pasozytow;
92). To dziatanie pozwala na zwiekszenie czutosci te-
stuiwykazanie obecnosci nawet niewielkiego odset-
ka opornych pasozytéw w populacji, co ma miejsce
na wczesnym etapie rozwoju opornosci. Stosowanie
dawki réznicujacej jest mniej czasochtonne i pozwala
nawiarygodne oszacowanie czesto$ci wystepowania
alleli odpowiedzialnych za lekoopornosci, nawet jesli
ich prewalencja jest ponizej 10%. Jest to metoda, ktéra
sprawdzita sie takze wwarunkach terenowych (99, 120).

Metody biologii molekularnej
Najczesciej stosowane techniki biologii molekular-

nej stuzace do wykrywania lekoopornosci obejmuja
konwencjonalng metode PCR (96, 121), PCR w czasie

k) : <\ B f A

Ryc. 7. Zahamowane w rozwoju jaja oraz larwy stadium L1-L3 w tescie
rozwoju larw (pow. 5x)
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Ryc. 8. Zahamowane w rozwoju jaja oraz larwy stadium L1-L3 w tescie
rozwoju larw (pow. 10x)
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rzeczywistym (real-time PCR; 64) oraz pirosekwen-
cjonowanie (108, 122, 123). Wszystkie wymienione
metody opierajg sie na wykrywaniu polimorfizmu
pojedynczego nukleotydu w pozycji F167Y (od TTC
do TAC), E198A (od GAA do GCA) i F200Y (od TTC do
TAC) w genie B-tubuliny izotypu 1u nicieni H. contor-
tus, T. colubriformis i T. circumcincta (68, 73, 75). Opisa-
no kilka sekwencji haplotyp6w genu g-tubuliny izo-
typu 1u H. contortus, T. colubriformis i T. circumcincta
(np. GeneBank numer dostepu M76493; M76491). Zale-
ta pirosekwencjonowania jest mozliwos$¢ oszacowa-
nia czesto$ci wystepowania okres$lonych alleli w DNA
wyizolowanym z prdobek. Jesli jest to zbiorcza préb-
ka katu, to uzyskane wyniki dobrze odzwierciedla-
ja sytuacje panujaca w rzeczywisto$ci w danym sta-
dzie (124). Najwieksza przeszkoda w powszechnym
stosowaniu metod biologii molekularnej w bada-
niach naukowych i diagnostyce lekoopornosci nicie-
ni zotagdkowo-jelitowych jest niedostateczna wiedza
dotyczaca molekularnych podstaw mechanizméw
opornosci na lewamizol oraz makrocykliczne lak-
tony. Sposrdd obecnie dostepnych lek6w przeciwro-
baczych jedynie mechanizm opornosci na benzimi-
dazole zostat doktadnie poznany, w zwigzku z czym
mozliwe byto opracowanie testéw wykorzystujacych
technikibiologii molekularnej do wykrywania opor-
nosci jedynie na te grupe lekéw (125).

Zwalczanie oraz zapobieganie lekoopornosci
nicieni zotagdkowo-jelitowych

Opornos$¢ na leki z grupy benzimidazoli wydaje sie
by¢ nieodwracalnym procesem. Liczne badania prze-
prowadzone w réznych osrodkach naukowych wie-
lokrotnie wykazaty, Ze oporno$c¢ fenotypowa na leki
z grupy benzimidazoli pozostaje na wysokim pozio-
mie przez wiele lat po zaprzestaniu ich stosowania
(126,127, 128). Wyniki ostatnich badan przeprowadzo-
nych w Nowej Zelandii wskazujg natomiast, ze istnie-
je mozliwo$¢ czesciowego powrotu do stanu wrazli-
wosci, ale jedynie na lewamizol i iwermektyne (129).

Leki przeciwrobacze sg nadal najbardziej po-
wszechnym srodkiem stosowanym w zwalczaniu
nicieni zotgdkowo-jelitowych u kéz i owiec. Jednak
powinny by¢ stosowane wtasciwie i jedynie jako je-
den z elementéw szerokiego planu zwalczania i za-
pobiegania szerzeniu sie inwazji pasozytniczych
(130). Podajac leki, wykorzystuje sie dwie strategie:
leczenie celowe i ukierunkowane leczenie wybior-
cze (selektywne).

Leczenie celowe polega na podawaniu lekéw catej
grupie zwierzat w najbardziej odpowiednim okresie.
Jest to najpopularniejszych strategii zwalczania pa-
sozytéw u koz w Europie. Leki podaje sie zwierzetom
przed rozpoczeciem sezonu pastwiskowego i po jego
zakonczeniu. Stosujac ten schemat, wtasciciele stad
unikaja zanieczyszczenia pastwisk wiosng i proble-
moéw zdrowotnych spowodowanych przez nicienie
zoltadkowo-jelitowe zima (131).

Ukierunkowane leczenie wybidrcze stosowane jest
jedynie w grupie wybranych zwierzat. Sg to zwierze-
tawykazujace objawy kliniczne choroby lub charak-
teryzujgce sie zmniejszong wydajnoscia (132, 133).
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Strategia ta wymaga umiejetnosci identyfikacji w sta-
dzie zwierzat, ktore wymagaja leczenia. W tym celu
wykorzystuje sie zaréwno wskazniki parazytolo-
giczne (liczbe jaj wydalanych w kale), patofizjolo-
giczne (ocena kondycji, obecnosé biegunki lub nie-
dokrwistosci), jak i produkcyjne (przyrost masy ciata,
produkcja mleka). Wartosci tych wskaznikow decy-
duja o koniecznoS$ci wdrozenia leczenia przeciwro-
baczego (134).

Najbardziej obiecujaca wydaja sie by¢ strategia
leczenia, oparta na koncepcji ,,refugium” (ostoja).
Strategia ta zdecydowanie spowalnia szerzenie sie
lekoopornoSci w stadzie (130). Tempo narastania leko-
opornosci jest Scisle zwigzane z odsetkiem populacji
pasozytow, ktdre sg narazone na dziatanie srodkéw
przeciwrobaczych. Aby je spowolni¢, trzeba odpo-
wiedni odsetek populacji pasozytéw utrzymywac
wwarunkach braku kontaktu z lekiem. Takie subpo-
pulacje pasozytow okreslane sg mianem ,,0stoi” (135).
Pojecie ,,0stoi” zostato po raz pierwszy zdefiniowane
przez ekologéw jako lokalne Srodowisko, ktére unik-
neto regionalnych zmian ekologicznych, a tym samym
zapewnia siedlisko zagrozonym gatunkom. Utrzyma-
nie w catej populacji pasozytéw ,,ostoi” sktadajacych
sie z robakéw niemajacych kontaktu z lekami decyduje
o utrzymaniu w populacji alleli warunkujacych wraz-
liwo$¢ na dany lek. Pasozyty pozostajgce w ,,0sto-
jach” moga w okresie pastwiskowym krzyzowac sie
z osobnikami opornymi i w ten sposéb powodowaé
nie tylko zachowanie, ale takze szerzenie sie w popu-
lacji pasozytow genotypow lekowrazliwych (130, 133).

Podsumowanie

W naszej strefie klimatycznej inwazje powodowa-
ne przez nicienie Zotgdkowo-jelitowe z rodziny Tri-
chostrongylidae s3 jednym z najwazniejszych pro-
bleméw zdrowotnych w stadach kdz. Ich zwalczanie
opiera sie gléwnie na stosowaniu lekéw przeciwro-
baczych nalezacych do trzech grup chemicznych:
benzimidazoli, imidazotiazoli/tetrahydroksypi-
rymidyn oraz makrocyklicznych laktonéw (awer-
mektyny/milbemycyny). Minusem powszechnego
stosowania produktéw leczniczych jest pojawienie
sie lekoopornych szczepow pasozytdw. Pojawiajgca
sie lekoopornosci jest obecnie jednym z najwazniej-
szych probleméw zaréwno w medycynie, jak i we-
terynarii. Z tego powodu skuteczne leczenie choréb
pasozytniczych staje sie coraz trudniejsze lub pra-
wie niemozliwe i przyczynia sie do znacznych strat
finansowych w hodowli matych przezuwaczy na ca-
tym $wiecie. Badania przegladowe przeprowadzone
przez Samodzielny Zaktad Epidemiologii i Ekonomiki
Weterynaryjnej SGGW w stadach kdz w Polsce wyka-
zaly, ze lekoopornos¢ nicieni zotagdkowo-jelitowych
jest waznym problemem klinicznym takze w Polsce.
Wyniki badan wskazuja, Ze lekoopornos¢ nicieni-zo-
tadkowych na leki z grupy benzimidazoli i makro-
cyklicznych laktonéw wystepuje powszechnie u kdz
w Polsce. Natomiast oporno$¢ nalewamizol jest spo-
radyczna. Wdrozenie Srodkéw kontroli inwazji paso-
zytniczych opartych na zarzadzaniu stadem oraz pa-
stwiskiem, z ograniczeniem wytacznej zaleznosci od
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leczenia chemicznego, bedzie miato zasadnicze zna-
czenie w zwalczaniu narastania opornosci w stadach
koz. Lekarze weterynarii w swojej codziennej prak-
tyce powinni stosowac leki przeciwrobacze $wiado-
mie, uwzgledniajac réznice gatunkowe w dawkowa-
niu pomiedzy bydtem, owcami i kozami oraz jedynie
zgodnie w wynikami wczes$niej przeprowadzonych
badan parazytologicznych.
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