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Abstract

A thoroughgoing study on resistance was achieved for the first time in insecticides, later on finding that, this
can be extended also in anthelmintic substances. The resistance to anthelmintics evolved gradually from a simple
medical curiosity, to an important economic problem.

Many factors contribute to the appearance of resistance to anthelmintic substances. After epidemiological
studies on various helmintic populations, it was concluded that there are four essential and distinguish factors that
induce the appearance of parasitic resistance: operational factors, genetic factors, biological and ecological
factors. In the last two decades there were conceived many tests to give emphasis to the phenomenon of
resistance, but very few were accepted and validated at an international level.

The motivation for this phenomenon consist in the fact that every of this methods have a certain sensibility,
feasibility and profitableness. All these tests have positive aspects, and few negative aspects, that make them
hard to be utilized (apparatus and high costs) or there are not enough sensible, so the obtained results are
difficult to be interpreted.

The use of molecular technique for the diagnosis of resistance to anthelmintics does not represent a viable
option in the present, because the data about the intimate molecular mechanisms of resistance to anthelmintics
are very few and there are not confirmed by the clinical reality.

Rezumat

Studiul rezistentei a fost aprofundat pentru prima oara in cazul substantelor insecticide, ulterior constatandu-
se ca aceste poate fi extins si la substantele antihelmintice. Rezistenta la antihelmintice a evoluat treptat de la o
simpla curiozitate medicala veterinara, la o importanta problema economica.

Factorii de aparifie ai chimiorezistentei la medicamentele antihelmintice sunt multipli. Prin studiile
epidemiologice desfasurate pe diverse populatii de helminti, s-a ajuns la concluzia ca exista patru factori esentiali
si distincti care determina aparitia chimorezistentei la paraziti: operationali, genetici, biologici si ecologici. In
ultimele doua decenii au fost concepute mai multe teste de depistare a fenomenului de chimiorezistenta, insa
putine au fost acceptate si validate international.

Motivatia acestui fenomen rezida din faptul ca fiecare dintre aceste metode au un anumit grad de sensibilitate,
fezabilitate si rentabilitate. Toate aceste teste au aspecte pozitive, dar si cateva aspecte negative care le fac greu
de utilizat (aparatura si costuri ridicate) sau nu sunt suficient de sensibile, astfel incat rezultatele obtinute sunt
greu de interpretat.

Utilizarea tehnicii moleculare de diagnosticare a rezistentei la antihelmintice nu reprezinta o optiune viabila in
prezent, deoarece datele despre mecanismele intime moleculare ale rezistentei antihelmintice sunt foarte putine
si nu sunt confirmate de realitatea clinica.

Studiul rezistentei a fost aprofundat O modalitate de cuantificare a rezistentei
pentru prima oard in cazul substantelor unei populati de paraziti la o substanta
insecticide, ulterior constatandu-se ca aceste  antihelmintica o reprezinta determinarea
poate fi extins si la substantele Factorului de Rezistenia (FR) care se
antihelmintice. Conform Organizatiei  calculaza conform formulei:

Mondiale a Sanatatii rezistenta unui parazit FR = DLs, pentru o susa rezistentd / DLs,
la o substantd medicamentoaséa este definita ~ pentru o susa sensibila
ca fiind “capacitatea unui individ parazitar de Daca FR < 1 susa este considerata
a dezvolta tolerantd la o doza toxicd, care sensibila; daca FR > 1 dar < 5 susa
este mortald pentru majoritatea indivizilor ~ mManifesta toleranta; daca FR 2 5 susa este
normali apartindnd aceleiasi specii’ (Le considerata rezistenta.

Jambre si colab., 1976). Aparitia rezistentei Termenul de toleranta si rezistenta, desi
la o substantd medicamentoasd este Nu suntsinonime, nu se deosebesc esential,

datoratd unei mutatii genetice a parazitului, deoarece o substanta medicamentoasa sau

care este transmisd ereditar generatilor este eficace sau nu (Dorchies, 1991).
urmatoare.
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Altfel spus, daca FR este mai mic decat
1, susa parazitara este sensibila, iar daca se
situaza peste 1 este rezistenta.

La Tinceputul anilor ‘70, dupa
introducerea  antihelminticelor cu spectru
larg, s-a constatat scaderea considerabila a
ratei de infestare cu helminti.

Masurile suplimentare de igiena, menite
sa previna reinfestatiile, au contribuit, de
asemenea, la aceasta scadere.

Cu toate acestea, parazitismul joaca
incd un rol important in managementul
modern al cresterii animalelor.

Situatia epidemiologica a parazitozelor
pe plan mondial, releva faptul ca strategiile
de combatere urmaresc reducerea
patogenitatii, a consecintelor economice si
limitarea infestatiilor, nefiind inca posibila
eradicarea lor in totalitate (Bussieras si
Chermette, 1995).

Datorita extinderii si prejudiciilor pe care
le produc aceste afectiuni, este necesara
depistarea invaziilor parazitare, chiar si a
celor cu evolutie subclinica.

Aceasta depistare trebuie urmata de
identificarea exacta a agentului etiologic
implicat si a caracteristicilor sale genetice,
biologice si ecologice, a posibilei rezistente
la medicatia specifica, toate acestea avand
in vedere selectarea unor medicamente
antiparazitare cu eficacitate cat mai mare
(Moore, 2000).

Rezistenta la antihelmintice a evoluat
treptat de la o simpla curiozitate medicala
veterinara, la o importanta problema
economica.

Farmacologia antihleminticelor si cea a
rezisteniei la aceste medicamente a fost
studiata mai mult la nematodele care
paraziteaza la ovine.

Rezistenta la antihelmintice a devenit in
ultimii ani o problema deosebit de serioasa
pe plan mondial, multe specii de nematozi
devenind rezistenti, in special la ovine,
caprine si ecvine (Bauer, 1986; Boersema si
colab., 1991; Amarante si colab., 1997;
Cristina, 1997; Cristina si colab, 1999;
Kaplan, 2002; Cosoroaba, 2002; Cernea,
2007).

Rezistenta medicamentoasa este
definita ca fiind abilitatea parazitilor dintr-o
populatie de a supraravietui tratamentului
medicamentos, care este in general eficace
impotriva aceleiasi specii aflate in acelasi
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stadiu al infestatiei, la un nivel de dozaj
identic. Rezistenta medicamentoasa este
cauzata de o schimbare in frecventa
genelor din populatia parazitara,
determinata de aplicarea unei substante
medicamentoase (Blackhall si colab., 1998).

Pe plan mondial, se considera ca exista
trei tipuri de rezistenta:

1. Rezistentd de familie (side-
resistance) - care reprezinta rezistenta la o
substanta medicamentoasa noua,
determinata de selectia efectuata de o alta
substanta cu structura si mod de actiune
similar; acest tip de rezistentda de familie
este frecvent intalnit la benzimidazoli;

2. Rezistentd incrucisatd (cross-
resistance) - care apare la o substanta
medicamentoasa noua, ca urmare a
selectiei efectuate de o alta substanta cu
structura si mod de actiune diferit;

3. Rezistentd multipla - care se
manifesta fata de mai multe substante
medicamentoase apartinand unor grupe de
medicamente diferite. Acest tip de rezistenta
poate fi rezultatul selectiei fata de fiecare
grup, in mod independent sau a rezistentei
incrucisate.

In toate populatile parazitare (si nu
numai) exista intotdeauna indivizi mai mult
sau mai putin sensibili la o anumita
substanta medicamentoasa.

Acest fenomen se datoreaza
polimorfismului genetic al indivizilor care
apartin aceleiasi specii. In prezent sunt
acceptate, pe plan mondial, doua teorii
pentru a explica mecanismul genetic de
selectie al suselor parazitare rezistente:

1. mutatia indusa - care stipuleaza ca
aparitia unei schimbari a genomului este
datorata presiunii exercitate de catre
substanta medicamentoasa. Astfel, la
nivelul nucleotidelor, in prezenta
medicamentului, se produce o alterare care
se exprima fenotipic prin aparitia si
dezvoltarea de indivizi rezistenti;

2. pre-existenta genomului rezistent -
porneste de la ipoteza conform careia
anumiti indivizi dintr-o populatie parazitara
au capacitatea naturald de a rezista la
actiunea distructiva a substantei
medicamentoase, iar aceasta calitate pre-
existad inca Tnainte de a descoperi substanta
care va scoate in evidenta acest fenomen.
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Factorii de aparitie ai chimiorezistentei la
medicamentele antihelmintice sunt multipli.

Prin studiile epidemiologice desfasurate
pe diverse populatii de helminti, s-a ajuns la
concluzia ca exista patru factori esentiali si
distincti care determina aparitia
chimorezistentei la strongili:

1. Factori operationali - includ frecventa
tratamentelor, antihelminticele cu timp de

injumatatire lung, moleculele
medicamentoase utilizate, alternanta si
asociera  substantelor medicamentoase,

subdozajul si supradozajul medicamentos
(administrare defectoasa, aprecierea gresita
a greutatii animalului, extrapolarea gresita a

dozei de la o specie la alta) si
managementul pasunatului.
Farmacologia unui antihelmintic

constituie un element crucial, atat al seleciiei
rezistentei la acel medicament intr-o
populatie de paraziti, cat si al caractersticilor
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referitoare la farmacocinetica medicametului
in organismul gazda si modul in care
aceasta influenteaza aparitia rezistentei intr-
o populatie de paraziti.

De exemplu, subdozarea, supradozarea
sau remanenta prelungita a
medicamentului, care poate aparea in urma
administrarii necorespunzatoare, dublate de
metabolismul propriu fiecarui animal, pot

contribui la aparitia fenomenelor de
rezistenfa. In cazul in care nu este
respectata doza medicamentoasa,

instalarea fenomenului de rezistenta este
mult mai rapida, existand cazuri in care,
doar dupa o singura administrare, se
inregistreaza populatii parazitare rezistente.

Explicatia acestui fenomen, poate fi
reprezentata grafic sub forma unei grile (de
la 1 la 14) care reprezinta totalul populatiei
parazitare (figura 1) (Conder si Campbell,
1995).

acestui fenomen. Exista multe exemple
DOZA NORMALA

RN 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 JEEEEEZN Sensibilitate
SUPRADOZARE

eyl 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 Sensibilitate
SUBDOZARE

(OO 5 6 7 8 9 HEINEEEEFEEEEEIN sensibilitate

Fig. 1.

Reprezentarea schematica a inducerii fenomenului de chimiorezistenta la populatiile de indivizi parazitari
(Conder si Campbell, 1995)

Schematic representation of parasitic population resistance induction phenomena
(Conder si Campbell, 1995)

Daca asupra unei populatii se intervine
cu un tratament medicamentos,
respectandu-se doza normala, atunci 80-
85% din paraziti sunt distrusi.

Procentul de indivizi parazitari neafectati
(15-20%) de substanta medicamentoasa,
constituie un nucleu suficient de mare pentru
a da nastere unei noi generatii, fara sa
resimta nevoia adaptarii (mutatii genetice) la
noile conditii. In cazul in care se intervine cu
0 supradoza, 98-99,99% din indivizii
parazitari sunt distrusi, iar restul de 0,01-2%
sunt “fortati” sa se adapteze intr-un timp
foarte scurt, aparand astfel o noua generatie,
care este in acest caz o populatie rezistenta
la substanta medicamentoasa utilizata si
care va transmite aceasta modificare si
generatiilor urmatoare.
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La cealaltd extrema, atunci cand se
administreaza o doza mai mica decat cea
recomandata, doar o proportie de 40-60%
din populatia parazitara este distrusa.

Parazitii ramasi, venind in contact cu
substanta medicamentoasa, vor adopta
mecanisme de aparare specifice prin
modificari genetice, care sunt mai lente
decat in cazul supradozarii.

Exista cazuri in care administrarea
produselor antihelmintice, chiar in doze
normale, pot determina fenomene de
supradozaj sau subdozaj induse fiziologic
sau fiziopatologic (Nueleanu si colab., 2005).

Spre exemplu, in cazul benzimidazolilor,
administrarea acestora dupa o dieta cu un
continut ridicat de lipide, determina o
absorbtie mult mai mare, rezultand intr-un
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timp scurt, o concentraiie plasmatica
maxima mai ridicata (supradozare).

Acest fenomen este benefic pentru
organismul gazda, Tn cazul larvelor de
strongili aflate in migratie, dar o absorbtie
rapida din intestin (subdozare) este de evitat
in cazul in care sunt vizate elementele
parazitare aflate in peretele si lumenul
intestinal.

Un alt caz il constituie administrarea
benzimidazolilor dupa o dieta bogata
cantitativ, fapt ce va determina un tranzit
intestinal mai lent, respectiv o prelungire a
timpului de contact dintre paraziti si
medicament.

Acest lucru este benefic pentru animalul
gazda, deoarece pentru a fi eficienti
benzimidazolii trebuie sa ramana in contact
cu helminti un timp destul de lung.
Prelungirea “nejustificata” a acestei
perioade de timp (indigestii), poate favoriza
aparitia fenomenului de supradozaj indus,
chiar daca doza medicamentoasa a fost
respectata.

Un alt factor esential in dozarea corecta
a benzimidazolilor, si Tn special al
probenzimidazolilor, 1l constituie starea
functionala a sistemului hepatic si renal.

Orice afectiune la acest nivel, poate
determina fenomene induse de supradozare
sau subdozare, iar ca o rezultanta indirecta,
instalarea la nivelul populatiei de strongili a
fenomenelor de rezistenta.

2. Factori genetici - desi este unanim
acceptata ideea determinismului genetic al
chimiorezistentei, imposibilitatea multiplicarii
si reproducerii strongililor in vitro face
imposibila orice incercare de a realiza studii
genetice in directia chimiorezistentei.

3. Factori biologici - includ prolificitatea
parazitilor, intervalul dintre generatii, durata
de viata a parazitului adult si conditiile
“oferite” de animalul gazda (statusul
nutritional, expunerea anteriora la infestatie).

4. Factori ecologici - datorita ciclului
biologic al unor paraziti, formele parazitare
libere (ou—L3) prezente Tn mediu sunt
exceptate de la presiunea selectiva
exercitata de tratamentele antihelmintice.

Aceasta localizare a formelor parazitare
libere, la adapost de efectul nociv al
substantelor antihelmintice, este cunoscuta
sub denumirea de refugiu ecologic. In cazul
in care s-a instalat fenomenul de

55

Medicamentul Veterinar / Veterinary Drug

Volume 1, No 1, July 2007

chimiorezistenta, refugiile ecologice sunt
contaminate cu forme infestante rezistente.

Cu cat numarul formelor libere infestante
rezistente este mai mare, cu atat fenomenul
de dezvoltare si raspandire a rezistentei la
parazitii adulti este mai rapid si are o
evolutie exponentiala.

In cazul unui esec terapeutic, care
urmeaza administrarii unui antihelmintic,
este fundamental sa se faca o delimitare
intre rezistenta adevarata si pseudo-
rezistenta. Cazurile de pseudo-rezistenta pot
fi determinate de o diversitate de factori,

dintre care cei mai importanti sunt
reprezentati de:

Diagnosticul  eronat -  persistenta
semnelor clinice (anemie, diaree) dupa
deparazitare impune efectuarea unui
diagnostic diferential;

Reinfestarea  continud -  pascutul
animalelor corect deparazitate pe pajisti
contaminate, nu permite stoparea
parazitismului.

Reinfestarea continua a animalelor

poate explica esecul deparazitarilor si poate
induce crescatorului parerea  gresita,
conform careia produsul utilizat are o
eficienta redusa;

Subdozarea daca subdozarea unui
medicament este repetata, intr-o prima
etapa se traduce printr-o eficienta redusa,
care ulterior poate degenera in selectionarea
unor forme de strongili rezistenti.

Este o eroare de tratament si este
frecvent comisa de catre crescator. Diwel
(1991) a rezolvat opt cazuri de ineficacitate a
tratamentului antihelmintic din 19 turme de oi
suspecte de a manifesta rezistenfa la
benzimidazoli, prin simpla céantarire a
animalelor.

Influenta parazitismului asupra pH-ului
gastric - derivatii benzimidazoli sunt foarte
putin solubili, solubilitatea fiind cu atat mai
redusa cu cat pH-ul intestinal este mai
ridicat.

Prezenta in caieta a Ostertagia
circumcincta provoaca o crestere importanta
a pH-ului: de la 2,5 poate ajunge la 7, fapt ce
determind o solubilitate redusa si in
consecintd o biodisponibilitate scazuta a
benzimidazolului utilizat.

Hipoalbuminemia dupa absorbtie
(rafoxanidul, closantelul si oxiclozanidul) se
leaga de proteinele plasmatice, in special de
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albumina, fiind astfel distribuiti in intreg
organismul.

Aceasta fixare plasmatica limiteaza
toxicitatea si prelungeste actiunea lor in
organism, conferind unora un efect rezidual.

In caz de hipoalbuminemie, timpul de
injumatatire a acestor compusi risca sa fie
prea scurt si in consecinta eficienta lor este
mult diminuata.

La animalele supuse unor factori
stresanti, corticosteroizii prezenti in cantitate
mare in plasma, intrd in competitie pentru
fixarea pe albumina cu substantele
antihelminicele, consecintele
farmacocinetice fiind aceleasi ca si in cazul
hipoalbuminemiei.

Véarsta gi statusul imunitar al animalelor -
Herd si Gabel (1990) au demonstrat ca
eficacitatea antihelminticelor administrate la
tineretul cabalin a fost mai mica decat la
adulti.

La animalele tinere, existenta unei
imunitati reduse permite o acumulare mai
importanta de larve de Cyathostome in
mucoasa cecumului si a colonului, deoarece
reactia inflamatorie formeaza o bariera la
patrunderea medicamentelor, parazitji fiind
astfel protejati de actiunea antihelminticului.

Numeroase organisme, de la bacterii
pana la mamifere, au capacitati de adaptare
fatd de substantele nocive, limitand sau
anihiland efectele acestora. In prezent sunt
cunoscute sase mecanisme principale:

1. Organismul {inta al compusului utilizat
poate evita contactul cu acesta gratie

adaptarilor comportamentale. Acest
mecanism nu este posibil decat la
organismele cu viata libera si relativ

evoluata, fiind bine cunoscut la arthropode si
la anumite rozatoare.

2. Permeabilitatea organismului vis-a-vis
de substanta toxica poate fi diminuata,
reducand astfel cantitatea absorbita.

Acest fenomen este frecvent intélnit la
bacterii, fiind implicat mai ales in rezistenta
dobandita de anumiti germeni la
cloramfenicol si la antibioticele din grupul
aminoglicozidelor.

Anumite insecte, in special Musca
domestica, se apara impotriva pesticidelor,
permitandu-le doar o penetrare redusa, in
anumite cazuri fiind vorba de o veritabila
adaptare  morfologica ce  determina
ingrosarea cuticulei (Tellier si colab., 1991).
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3. Modificarea locului specific de actiune
a compusului toxic poate impiedica fixarea
acestuia.

Acest mecanism exista atat la bacterii
(metilarea  proteinei  ribozomale care
constituie tinta macrolidelor) cat si la
arthropode, constituind principalul mecanism
de chimiorezistenta intalnit la acarieni (o
mutatie a acetilcolinesterazei, diminuandu-
se astfel eficacitatea organofosforicelor sau
o alterare a membranei nervoase astfel
incat efectele nocive ale DDT-ului si
piretroidelor sunt mult diminuate).

4. Organismul tinta poate mari
metabolizarea sau poate dezvolta noi cai de
inactivare a substantei toxice.

Este cazul numeroaselor bacterii care au
dobandit capacitatea de a sintetiza f-
lactamazele.

Aceste enzime, clivand ciclul pB-lactama,
inactiveaza compusii inrudifi cu penicilina.
Detoxifierea pesticidelor sau a metabolitilor

toxici constituie mecanismul principal de
rezistenta intalnit la diptere.
Astfel, Aedes aegzopti, vector al

filariozelor si al arbovirozelor, prezinta un
metabolism crescut al DDT-ului.

5. Cand substanta toxica are ca {inta o
anumita cale metabolica, organismul atacat
poate dezvolta un proces metabolic
alternativ, astfel incat biotransformarea este
mai rapida si in consecinta timpul de
injumatatire este mult diminuat.

6. Compusul toxic poate fi supus unei
eliminari crescute din organism. Acest
mecanism exista la Plasmodium,
medicamentul fiind eliminat rapid din celula
parazitara si astfel nu poate actiona. Acest
tip de mecanism necesitda existenfa unei
gene numite M.D.R. (Multi-Drug-Resistance)
care este analoaga cu cea din celulele
canceroase, care codifica informatia pentru
o fosfoglicoproteina capabila sa asigure
excretia medicamentului in afara celulei.

Indiferent de factorii si mecanismele
care determind aparitia chimiorezistentei la
antihelmintice, este esential ca aceste
fenomene sa fie diagnosticate in fazele
incipiente de dezvoltare ale acesteia, astfel
incat sa poata fi aplicat un program de
control strategic si sa se previna dezvoltarea
ulterioara si raspandirea speciilor de
nematozi rezistenti.
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In acest fel se reduce impactul asupra

sanatati animalelor si costurile asociate
folosirii  unor medicamente ineficiente
(Tandon si Kaplan, 2004).

Managementul prevenirii instalarii
fenomenelor de chimiorezistentd este un
obiectiv realizabil daca sunt respectate
cateva principii de baza.

Insusirea lui trebuie sa fie un act

echilibrat intre controlul efectiv al bolii si
pastrarea eficacitatii antihelminticelor. In
general, un control puternic (tratamente
antihelmintice  frecvente) al parazitilor
determina o instalare mult mai rapida a
fenomenelor de chimiorezistenta.

Folosirea unei singure clase de
medicamente nu este recomandata,
deoarece selectia puternica Tmpotriva

acesteia apare mai usor avand in vedere
faptul ca parazitul este “fortat” sa evolueze
doar intr-o singura directie.

Datorita faptului ca exista relativ putine
medicamente care pot fi folosite prin rotatie,
uzul acestora trebuie sa se faca cu mare
discernamant si doar dupa o analiza
riguroasa, stiintifica a situatiei particulare
dintr-un efectiv de cabaline (Dida si colab.,
2002).
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Un alt deziderat important consta in
reducerea gradului de infestatie a pasunilor
prin folosirea de substanie ovocide si/sau
larvicide, ceea ce determind scaderea
substantiala a riscului de contaminare si
imbolnavire.

Aparitia si dezvoltarea fenomenelor de
chimiorezistenfa necesita reproducerea
strongililor rezistenti, supravietuirea oualor si
larvelor in mediul exterior.

Elaborarea unor tehnici noi, cu
aplicabilitate practica, de estimare a
incarcaturii cu larve de strongili a pasunilor
(si furajelor) sunt strict necesare pentru a
putea recomanda o schema de tratament
antihelmintic eficace.

In ultimele doua decenii au fost
concepute mai multe teste de depistare a
fenomenului de chimiorezistenta, insa putine
au fost acceptate si validate international.

Motivatia acestui fenomen rezida din
faptul ca fiecare dintre aceste metode au un
anumit grad de sensibilitate, fezabilitate si
rentabilitate. In prezent sunt cunoscute si
acceptate doua tipuri de teste: parazitologice
si biologice (tabelul 1).

Tabelul 1.
Table 1.

Testele de depistare a chimiorezistentei la substantele antihelmintice
Resistance tests for antihelmintic substances

TESTE
(TESTS)

ANTIHELMINTICUL
(ANTHELMINTIC DRUGS)

Parazitologice
(Parasitological)

in vivo

Coproscopic — testul de reducere a oualor din fecale
(Faecal Egg Count Reduction Test)
Bilant parazitar
(Parasitic Total Test)
Testul de eclozionare a oualor
(Egg Hatch Assay)

Toate
(Al

Benzimidazoli
(Benzimidazoles)

Biologice Testul de paralizie larvara Levamisol, morantel, pyrantel
(Biologic) (Larval Paralysis Assay)
in vitro Testul de eclozionare in prezenta levamisolului Levamisol
(Levamisole Egg Hatch Assay)
Testul de dezvoltare larvara Toate
(Larval Development Assay) (Al

1. Testul de reducere a oualor din fecale
(fecal egg count reduction test - FECRT) -
instalarea fenomenelor de chimiorezistenta se
verificd pe baza incarcaturii reziduale cu
helmin{i si a numararii oualor din fecale
inainte si dupa un tratament antihelmintic in
doza recomandata.

Din punct de vedere istoric, Drudge si
colab. (1957) a sesizat primul caz de
rezistenta observand o absenta a diminuarii
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eliminarilor coproscopice la ovinele tratate
cu fenotiazina.

Bauer (1983) considera ca o reducere a
numarului de oua sub 90% confirma
rezistenta la benzimidazoli.

2. Bilantul parazitar - consta in formarea
unor loturi multiple de animale parazitate cat
mai uniform. Un prim lot parazitat este
sacrificat in vederea evidentierii si numararii
parazitilor prezenti in tubul digestiv.
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Loturile ramase sunt tratate cu doze
crescande de substante antihelmintice, iar
dupa 6 zile sunt sacrificate pentru a numara
parazitii intestinali. In functie de doza utilizata
si numarul de parazifi intestinali se poate
calcula doza letala 50 (DLsy).

Cu aceasta ocazie, pe linga stabilirea
eficacitatii substantei antihelmintice utilizate
se pot evidentia si eventualele fenomene de
chimiorezistenta.

Aceasta metoda nu este specifica testelor
de chimiorezistenta, fiind utilizata in special
de laboratoarele din cadrul companiilor
farmaceutice in vederea stabilirii dozelor si
eficacitatii noilor produse medicamentoase.

Datoritd  numeroaselor inconveniente
(costuri prohibitive), implicatiilor deontologice
(sacrificarea animalelor) si rezultatelor greu
de interpretat, aceastda metoda este
contestata si controversata.

3. Testul de eclozionare a oualor (egg
hatch assay - EHA) - testul eclozionarii este
un termen colectiv care desemneaza un
anumit numar de metode utilizate pentru a
detecta rezistenta la benzimidazoli.

Toate se bazeaza pe proprietatile ovicide
ale benzimidazolilor si pe capacitatea pe care
0 au ouale suselor rezistente de a embriona si
ecloziona la concentratii ale antihelminticelor
mai ridicate decét oudle depuse de parazitii
sensibili. Principiul acestor teste consta in
incubarea ouadlor in diluti (solutie sau
suspensie) seriate ale unui benzimidazol, apoi
numararea proportiei de oua care nu au putut
sa embrioneze si/sau eclozioneze.

Mecanismul rezistentei a fost explicat prin

afinitatea redusd a tubulinei variantelor
rezistente la benzimidazoli.
Cantitatea de medicament legata de

tubulina rezistenta este mult mai redusa.

Cauza poate fi o scadere a numarului
receptorilor activi de legare la tubulina sau o
stabilitate redusa a complexului benzimidazol-
tubulind.  Benzimidazolii  sunt  inhibitori
puternici ai eclozarii oualor prin inhibarea
proceselor dependente de microtubi care se
petrec in timpul dezvoltarii acestora. Pusa la
punct mai intai de Le Jambre (1976), aceasta
metoda a fost modificatd sau adaptata de
diferiti autori Craven si colab., (1999).

4. Testul de paralizie larvara (larval
paralysis assay - LPA) - acest test conceput
in 1979 de Martin si Le Jambre se bazeaza
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pe procentul larvelor de stadiul trei
paralizate, observate in dilutiile seriate de
antihelmintic.

Larvele L3 obtinute prin coprocultura
sunt puse la incubat timp de 24 ore cu
levamisol, morantel sau pyrantel, in diferite
concentratji.

Dupa acest interval, larvele sunt
clasificate in “normale” (adica mobile) sau
“paralizate” (nici o miscare observata in 5
secunde). Rezultatele obtinute  sunt
prelucrate statistic prin diverse procedee
matematice, obtindndu-se in final o curba
logaritmica Tn functie de care se apreciaza
gradul de rezistenfa la  substania
antihelmintica testata.

5. Testul de eclozionare in prezenta
levamisolului - aceastd metoda cuantifica
efectul paralizant al levamisolului asupra
larvelor, chiar in interiorul oului.

Ouale de Trichostrongylidae sunt
incubate in conditii controlate pana céand
embrionul este perfect format si gata pentru
ecloziune. In acest moment se adauga
antihelminticul, in diferite dilutii. Dupa o
scurtd perioada de incubare, testarea este
oprita (temperatura redusa) si se numara
procentul de ecloziune (Dobson si colab.,
1986).

6. Testul de dezvoltare larvara (larval
development assay -LDA) - aceasta metoda
elaboratda de Coles si colab. (1988), se
bazeaza pe punerea in cultura a larvelor de
Trichostrongilidae pe un mediu nutritiv (/hler
si Bjorn, 1996). Intr-un astfel de mediu,
larvele L1 evolueaza in larve L3 in zece zile.

Adaugarea antihelminticului de diferite
dilutii permite punerea in evidenta a
existentei suselor rezistente, capabile sa se
dezvolte la concentratii antihelmintice letale
pentru o susa de referin{a sensibila.

Rezultatul este exprimat sub forma unei
concentratii minime inhibatoare necesara
pentru impiedicarea dezvoltarii larvare.

Acest model de testare a
chimiorezistentei a fost adaptat prin Testul
DrenchRite®LDA (Pook si colab., 2002),
care s-a dovedit ulterior a fi neconcludent.
Toate aceste teste au aspecte pozitive, dar
si cateva aspecte negative care le fac greu
de utilizat (aparatura si costuri ridicate) sau
nu sunt suficient de sensibile, astfel incat
rezultatele obtinute sunt greu de interpretat.
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Utilizarea tehnicii moleculare de
diagnosticare a rezistentei la antihelmintice nu
reprezintda o optiune viabilda in prezent,
deoarece datele despre mecanismele intime
moleculare ale rezistentei antihelmintice sunt
foarte putine si nu sunt confirmate de
realitatea clinica (Tandon si Kaplan, 2004).

Testele in vitro pentru diagnosticul
chimiorezistentei au avantajul costurilor
reduse, atadt din punct de vedere al

animalelor, cat si al substantelor utilizate, in
mod special atunci cand se testeaza un

numar mare de medicamente, conferind
viteza de lucru si deschizdnd astfel
oportunitati spre standardizare Si
automatizare.
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