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Monitoring vyskytu a miry rezistence Parascaris spp. na
pyrantel u hribat v Ceské republice

Souhrn

Cilem této diplomové prace bylo poskytnout informace tématu anthelmintické rezistence.
Tato prace byla zalozena na experimentalni Cinnosti, kterd cilila na ovéfeni anthelmintické
ucinnosti zvolené¢ho 1é¢iva pyrantel embonat proti koniskym Skrkavkam (Parascaris spp.) na
celém tzemi Ceské republiky v letech 2023 az 2024.

Parascaris sp. se postupné stava celosvétové se vyskytujicim parazitem u koni.
Cyathostominy a Parascaris spp. patii do skupin parazitti ovlivitujicich zdravotni stav a kondici
hiibat a mladych koni. Celosvétovym problémem cyathostomin je vysoka rezistence na
anthelmintika, kterd poukazuje na dnes$ni trend nevhodného pouzivani anthelmintik a nutnost
zahajeni prevence proti vzniku rezistence na dana 1é¢iva i u jinych paraziti jako jsou Parascaris
spp.

Celkova rezistence vyrazné¢ komplikuje kontrolu infekci zpisobenych témito parazity,
Z tohoto divodu je klicové v€asné rozpoznani anthelmintické rezistence a prevence jejiho
dalsiho Sifeni.

V této studii bylo ziskano celkem 292 pozitivnich vzorki hiibat z celé Ceské republiky
ke koprologickému vysetieni. Koprologické vysSetfeni za vyuziti metody Mini-FLOTAC
probihalo od roku 2023 do roku 2024. VSechna vySetfeni se uskute€nila v parazitologické
laboratofi FAPPZ CZU v Praze. Determinované vajicka paraziti byla nasledné vyhodnocena
pomoci zakladni popisné statistiky. Nasledn¢ se selektovaly vzorky s ndlezem Skrkavek
K vyhodnoceni jejich rezistence na lé¢ivo pyrantel embonat, které bylo podano
k dehelmintizaci. Pro vyhodnoceni Géinnosti 1é¢iva byl pouzit test redukce poétu vaji¢ek ve
vykalech (FECRT), ktery je zaloZen na vySetfeni zvifat pfed 1écbou a po 1é€bé. Byla stanovena
hranice u¢innosti a vyhodnocena rezistence za pomoci Bayesovskych hierarchickych modeli.

Utinnost 1é¢iva pyrantel byla u 84,3 % vzork® zjisténa jako dostate¢nd (vice nez 95%
hranice ucinnosti), 15,7 % vzorkli pak tvofilo nedostate¢nou ucinnost testovaného
anthelmintika.

Na zéklad¢ vysledkl Ize konstatovat, Ze u€innost pyrantel embonatu je dostacujici, ale
vzhledem k soucasnému a Casto nespravnému vyuziti anthelmintik, které souvisi se vznikem
anthelmintické rezistence, je nutno brat zietel na spravny celkovy managementem staji véetné
vhodného antiparazitarniho programu.

Klic¢ova slova: kon¢, skrkavky, Mini-FLOTAC, rezistence, pyrantel



Monitoring of incidence and level of resistance of
Parascaris spp. to pyrantel in foals in the Czech Republic

Summary

The aim of this thesis is to provide information for the anthelmintic resistance. This thesis
was based on experimental work, which goal was to verify the anthelmintic efficacy of the
selected medication — pyrantel embonate against horse roundworms (Parascaris spp.)
throughout the Czech Republic between 2023 and 2024.

Parascaris spp. is gradually becoming a worldwide parasite in horses. Cyathistomines
and parascaris spp. belong to the group of parasites affecting the health and condition of foals
and young horses. A worldwide problem of cyathostomin is a high resistance to anthelmintics.
This problem is pointing towards the current trend of inappropriate usage of anthelmintics and
also towards the necessity to begin with prevention against medication resistance in other
parasites as well such as Parascaris spp.

The overall resistance significantly complicates the control over infections caused by
these parasites, therefore early recognition of anthelmintic resistance and prevention of its
further spread is crucial.

In this study, a total of 292 positive foal samples from the entire Czech Republic were
obtained for coprological examination. The coprological examination using the Mini-FLOTAC
method took place from 2023 to 2024. All examinations were carried out in the parasitological
laboratory FAPPZ CZU in Prague. Determined parasite eggs were evaluated afterwards using
basic descriptive statistics. The samples with roundworm findings were then selected for
evaluation of their resistance to the pyrantel embonate medicament, which was given for
dehelmintization. To evaluate the efficacy of the medication, the fecal egg count reduction test
(FECRT) was used. The test is based on the examination of the animals before and after the
treatment. An efficacy threshold was determined and resistance was evaluated using the
Bayesian hierarchical models.

The efficacy of the medication pyrantel was found to be sufficient in 84,3 % of the
samples (more than 95 % of the efficacy threshold), while 15, 7 % of the samples were found
to be insufficiently effective for the tested anthelmintic.

Based on the results, it can be concluded that the efficacy of the pyrantel embonate is
sufficient, but due the current and often incorrect use of anthelmintics, which is associated with
the emergence of the anthelmintic resistance, it is necessary to be cautious about overall
management of the stables including an appropriate antiparasitic program.

Keywords: horses, Parascaris spp., Mini-FLOTAC, anthelmintic resistence, pyrantel
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1 Uvod

Endoparazitdzy koni jsou €asto podceniovanym problémem v chovech koni a vénuje se
jim pouze mald pozornost, pfestoze jsou spojeny s vysokou mirou anthelmintické rezistence.
Parazité mohou potrapit nejen kong, ale také jejich majitele, kteii fesi s tim spojené komplikace
nejen z hlediska obtizné dehelmintizace, ale i snahy udrzet pastvy co nejméné infekéni pro
zdravé jedince. Paraziti mohou zpisobit zdvazna onemocnéni koni a ovlivnit jejich vykonnost
snizenim kondice (Lyons et al. 2000). U koni jsou infekce gastrointestinalnimi hlisticemi bézné
a mohou Casto probihat i bez ptiznaki. To miZze vést k nedostatecné pozornosti chovateli pfi
prevenci a dodrzovani vhodnych anthelmintickych programi. Z tohoto diivodu bychom se méli
vice soustfedit na zajiSténi chovatelskych opatieni, hygieny, managementu pastvin a
preventivniho vysetfeni koni

Pyrantel embonat, ktery je fazen mezi tetrahydropyrimidiny, je jednim z Ccasto
pouzivanych Sirokospektralnich anthelmintik k tlumeni helmint6z v podobé& pasty Equistrong.
Z tohoto diivodu byl v této praci vybran k testovani Gi¢innosti u koni v CR.

Pro chovatele ma velky vyznam mit povédomi o rizicich spojenych s rezistenci parazitl
na dostupna 1éciva a zakladnich chybach, jako je naptiklad poddavkovani ¢i ¢asté podavani
stejného 1é¢iva nebo nevyuziti preventivniho koprologického vysetfeni. Na zaklade
koprologického vysetieni se sestavi anthelminticky program, ktery miize vyrazné napomoci ke
zpomaleni rezistence.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Cilem zavérecné prace bylo zhodnoceni vyskytu anthelmintické rezistence Skrkavky
kotiské (Parascaris sp.) na izemi Ceské republiky. Zpracovani pfehledu literatury na téma
Skrkavky konské, obecné anthelmintické rezistence a aktudlniho stavu rezistence ve svéte i u
nas. Experimentalni ¢innosti vyhodnotit soucasny stav vyskytu anthelmintické rezistence
skrkavek viéi 1é¢ivu pyrantel embonat v Ceské republice. Mezi hodnocené ukazatele bude
zahrnut 1 v€k koni. Na zaklad¢ vysledkil bude posouzen stav rezistence Skrkavky konské na
1é&ivo pyrantel embonat u hiibat v Ceské republice a budou navrzena doporuéeni ke zpomaleni
vzniku rezistence.

Hypotéza 1: Pyrantel embonat mé dostate¢nou Gc¢innost pii 1é¢bé infekei Skrkavkami.

Hypotéza 2: Pocet nalezenych vajicek Skrkavek s vékem koné klesa.
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3 Literarni reSerse

Skrkavka kotiska (Parascaris sp.) je klinicky podstatnym vnitinim parazitem koni.
Charakteristika hlistice rodu Parascaris

Rod skrkavky, Parascaris spp. jsou vyznamnymi hlisticemi hiibat (Zhou et al. 2023) a
mladych koni (Martin et al. 2018). Rod Parascaris spp. jsou velmi velké, tuhé, statné a bélavé
hlistice zijici v tenkém stfeveé konovitych (Taylor et al. 2016).

Parascaris spp. jsou morfologicky identické (Martin et al. 2018). Dle karyotypu se
rozliSuje Parascaris equorum a Parascaris univalens (Zhou et al. 2023). Parascaris equorum
ma dva pary chromozomii, zatimco Parascaris univalens ma jeden par (Goday a Pimpinelli,
1986 In Martin et al. 2018).

Zajimavosti je, Ze v minulosti byly vyuzivany jako modelové organismy v oblasti
buné¢né biologie (Zhou et al. 2023) a Parascaris sp. je prvnim ¢lovékem identifikovanym
parazitem (Bodecek et al. 2017).

3.1.1. Klasifikace

Parascaris spp. (Goeze, 1782) patii do kmene hlistice (Nematoda), tfidy Secernentea,
radu Skrkavice (Ascaridida), Celedi Skrkavkoviti (Ascarididae), ozna¢ované také jako askarideé,
rodu Parascaris (BioLib, 2024).

3.1.2. Morfologie a vyvojovy cyklus

Parascaris sp. je nejvétsim vnitinim parazitem koni (Bodecek et al. 2017). Délka
dospélce je u samice 60 az 380 mm (Mehlhorn 2016) ¢i 400 mm (Bodecek et al. 2017) nebo
dokonce je uvadéno i 500 mm (Taylor et al. 2016). Samci dortstaji délky 150 az 250 mm
(Mehlhorn 2016). Pti tézkych infekcich vSak mohou byt paraziti mensi (Taylor et al. 2016).
Parascaris spp. se podobaji Ascaris suum epidemiologicky, ale také cestou, kterou jeji larvy
migruji ptes tkané (Bowman 2014).

Jedna se o dlouhého Cerva se statnou hlavou, na které jsou tf1 hlavni pysky oddé€leny tremi
mensimi interlabidlnimi pysky a rozdéleny na pfedni a zadni ¢ast vodorovnymi ryhami (Taylor
et al. 2016). (Obrazek 1)

Samec ma na ocase malé bo¢ni alae. Jsou zde tfi jednoduché pary a dva dvojité pary
postkloakalnich papil a je pfitomno velké mnozstvi prekloakalnich papil s jednou stiedni
papilou na pifednim okraji kloaky (Taylor et al. 2016).
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Obrazek 1 Parascaris sp. — dospélec a hlava samice s charakteristickymi pysky
Zdroj: Bowman 2014

Vajicko je kulovité, hnédozlutavé a je pokryto vrascitou a bilkovitou (stahujici se) vrstvou
(Mehlhorn 2016). Obaly maji drsny povrch. Vajicka obsahuji jednu bunku. Vajicka mayji
proteinovou vrstvou ¢aste¢né nebo uplné oddélenou. Odkryté ¢asti takovych obalil jsou hladké
a ¢iré (Bowman 2014). (Obrazek 2)

Parascaris equorum Parascaris equorum by LR R e

Corticated Decorticated 2 s

Obrazek 2 Parascaris sp. — vajicko s obalem, vajicko bez obalu, mikroskopicky zaznam vzorku
Zdroj: Bowman 2014, Foreyt 2001

Larva mé rozméry 90—-120 x 60 pm (Mehlhorn 2016).

3.1.3. Vyvojovy cyklus

Zivotni cyklus Parascaris sp. je piimy a migraéni a zahrnuje hepatopulmonalni cestu
(Taylor et al. 2016), respektive hepatotrachedlni migraci ptes jatra a plice (Fabiani et al. 2016).
(Obrazek 3)
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Obrazek 3 Parascaris sp. — vyvojovy cyklus

Zdroj: Foreyt 2001

K infekci Parascaris spp. dochazi neimyslnym pozienim vaji¢ek (Reinemeyer 2009), ve
kterych se vyvijeji larvy (Zajac & Conboy 2012). Pfi spolknuti infekénich vajicek Parascaris
spp. se nasledné vylihnou larvy (Bowman 2014). Larvy opousti vaji¢ko v travicim traktu koné
(Reinemeyer 2009) a zavrtavaji se do stény tenkého stieva (Bowman 2014).

Ze stény tenkého stfeva jsou larvy portalni zilou zaneseny do jater (Bowman 2014). Do
jater se dostavaji do 48 hodin po poZziti (Taylor et al. 2016). V jatrech larvy migruji ve tkanich,
az se dostanou do jaterni zily. Z jaterni Zily jsou larvy neseny kaudélni dutou Zilou a dostavaji
se do srdce (Bowman 2014).

Ze srdce larvy putuji plicni tepnou do plic, kde vstoupi do alveolu (Bowman 2014). Do
plic se dostavaji do 2 tydn (Taylor et al. 2016). V plicich larvy dokonc¢uji svlékani (Bowman
2014). Migruji vzhiru praduskami a priudusnici (Taylor et al. 2016). Z plic larvy stoupaji v
expektoracnim hlenu tracheobronchialniho stromu (Bowman 2014). Migraci pies jatra a plice
stravi asi 14—17 dni (Nicholls et al. 1978 In Fabiani et al. 2016). Existuje vSak diivod se
domnivat, ze mnoho larev, které se dostanou do plic, se dale nevyvinou do dospélosti, zlistavaji
Vv plicich a zpisobuji patologii souvisejici s eozinofily (Bowman 2014).

Poté jsou vykaslavany (Fabiani et al. 2016) a spolknuty (Taylor et al. 2016) a vraci se
pfes lumen jicnu a Zaludku do tenkého stieva, kde dokoncu ji kone¢né svlékani (Bowman 2014)
a dospivaji (Zajac & Conboy 2012).

Taylor et al. (2016) uvadi, Ze misto vyskytu a nacasovani lihnuti larev Parascaris spp.
neni pfesné znamo, ale zda se, Ze vyvoj z L2 do L3 probihd mezi stfevni sliznici a jatry a dva
nasledujici zmeny parazita se vyskytuji v tenkém stieve.

Larvy migruji jatry a plicemi, neZ se vrati do tenkého stfeva piiblizné o mésic pozdéji
jako larvy &tvrtého stadia (L4). Skrkavky dozravaji progresivné v tenkém stfevé asi 75 az 80
dnti po infekci (Reinemeyer 2009) ¢i 90—110 dni po infekei, jak uvadéji jini (Lyons et al. 1976;
Clayton a Duncan, 1978 In Fabiani et al. 2016).
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V tenkém stievé se Skrkavky rozmnozuji (Bodecek et al. 2017). Dospé€lé samice zde
kladou vajicka (Reinemeyer 2009), kterych je az desetitisice denné¢ (Bodecek et al. 2017). Na
konci vyvojového cyklu Ziji dospélci v tenkém stfevé (Mehlhorn 2016) az nékolik mésict
(Bodecek et al. 2017).

Vajicka prochazi koniskymi vykaly a vyvijeji se v nich infek¢ni larvy (Zajac & Conboy
2012). Infek¢niho stadia obsahujiciho L2 mohou dosahnout jiz za 10—14 dni, 1 kdyz pfi nizkych
teplotach muze byt vyvoj zpozdén (Taylor et al. 2016). S koniskymi vykaly vajicka prechazeji
do prostiedi (Reinemeyer 2009).

Minimalni prepatentni obdobi Skrkavky konské je 10 tydnl. Neexistuje zddny dikaz
prenatdlni infekce (Taylor et al. 2016). Doba mezi pozitim zarodecného vajicka parazita a
vyskytem zivotaschopnych vaji¢ek dalsi generace v exkrementech (prepatentni perioda) je 2
1/2 mésice (Bowman 2014).

3.1.4. Rozsireni, hostitelé, klinicky vyznam

Infekce Parascaris spp. je velmi bézna u hiibat koni po celém svéte (Fabiani et al. 2016),
velmi ziidka vSak u dospélych koni (Zajac & Conboy 2012). Hostiteli Parascaris spp. jsou
krom¢ koni také zebry a osli (Taylor et al. 2016).

Prevalence prokdzanych infekci u hiibat, odstavenych a ro¢nich mlédd’at mladSich jednoho
roku, se pohybuje mezi 0 a 80 % (Laugier et al. 2012; Relf et al. 2013; Armstrong et al. 2014;
Lyons a Tolliver, 2014 In Fabiani et al. 2016).

K infekci Parascaris spp. dochazi u hi'ibat mezi 3 a 18 mésici véku (Radostits et al. 2006).
Prvni vlny invaznich larev zpusobuji predev§im mechanickd poranéni a lze pozorovat
petechidlni krvaceni (Bowman 2014). U téchto mladsich koni (tj. mladSich nez 2 roky) muze
byt Parascaris sp. zna¢nym rizikem (Cribb et al. 2006 In Matthews 2014).

Bylo popséano, ze migrujici larvy Skrkavek zplsobuji patologii jater (Brown a Clayton,
1979 In Fabiani et al. 2016).

Infekce se mlze projevovat také parazitarni pneumonii (Radostits et al. 2006). Migrujici
larvy Skrkavek zpusobuji zanét dychacich cest (Clayton a Duncan, 1978 In Fabiani et al. 2016).

Tézké infekce mohou zplisobit také Spatné prospivani, koliku, prijjem a stfevni obstrukci
(Zajac & Conboy 2012). V tenkém stievé hiibéte je mozné nalézt stovky az tisice Parascaris
spp., coz je uz dostate¢né velké mnozstvi paraziti, aby soutézili s hostitelem o ziviny (Bowman
2014). ()

Jakmile se vSak hostitel stane senzibilizovanym na antigeny Parascaris spp., tkané
reaguji na piitomnost larev infiltraci eozinofilnich leukocytli a dalSich zanétlivych bunék
(Bowman 2014).

Dusledky infekce jsou kratkodobé i trvalé. PoSkozeni jater a plic se sice nakonec zahoji,
ale chronické snizeni funk¢ni kapacity, kterym hiib& trpélo béhem obdobi rychlého rlstu,
zanechava trvalé stopy (Bowman 2014).
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Obrazek 4 Parascaris spp. — dospélci v tenkém stieve
Zdroj: Taylor et al. 2016

Infekce dospélymi Skrkavkami ma za nasledek enteritidu a zpomaluje rist tim, ze
ovlivituje trdveni a vstfebdvani zivin (Bowman 2014). Vysledkem je podvyziveny,
podmérecny, nemocny kliii s malou vydrzi a snizenou odolnosti vii¢i nemocem. Ma matnou srst
a jeho kize je sucha a kozovita. Bficho ma piili§ velké vici postavé (Bowman 2014).

Tézké infekce mohou byt 1 smrtelné (Zajac & Conboy 2012). Nejvétsim problémem u
infekce Skrkavkami je totiz zachytavani parazitl ve stfevé a ruptura tenkého streva. K ruptuie
tenkého stfeva mize dojit spontanné (Fabiani et al. 2016). Dospélec Parascaris sp. perforuje
sténu stfeva a zplsobi fatalni peritonitidu (Bowman 2014).

Podavani anthelmintik, kterd maji tendenci paralyzovat Skrkavky (napt. pyrantel emboat,
piperazin a ivermektin), hiibéti s vysokou infekci, mize ptilezitostné zpiisobit impakci nebo
uplnou neprichodnost stieva (Cribb et al, 2006; Schusser, Kopf, a Prosl, 1988 In Bowman
2014). Anthelmintickd 1écba byla proto identifikovana jako rizikovy faktor pro rupturu tenkého
stteva (Southwood et al. 1996; Cribb et al. 2006 In Fabiani et al. 2016). Skrkavky maji totiz
tendenci se shlukovat (), ¢imz pravdépodobné spousti silné peristaltické viny, které nékdy
zpisobuji trhlinu podél mezenterického tiponu (Drudge a Lyons, 1983 In Fabiani et al. 2016).
Obstrukce se miiZe objevit do 24 hodin po 1é¢bé€ a je zplisobena tim, jak mrtvi nebo paralyzovani
paraziti se pohybuji dolli tenkym stfevem (Cribb et al. 2006 In Fabiani et al. 2016). Nedavny
ptehled 37 publikovanych piipadii podstoupeni chirurgického zakroku z divodu impakce
Skrkavek v tenkém stieve, ukazal, ze 21 hiibat (57 %) ptezilo az do propusténi a pouze 11 hiibat
(30 %) ptezilo déle nez jeden rok po incidentu (Nielsen, 2016 In Fabiani et al. 2016).

Parascaris sp. je vSak jednim ze vzacnych piipada hlistic, které navozuji absolutni
ziskanou imunitu. VétSina koni se tak stdvd imunni béhem prvniho roku zivota. Patentni
Skrkavkové infekce jsou tak ziidka diagnostikovany u koni starSich dvou let (Reinemeyer
2009).

Ze epidemiologického hlediska jsou u tohoto parazita klicové dva faktory: vysoka
reprodukéni schopnost dospélych jedincii, coZ umoziuje uvoliiovani milionti vajicek denné
vykaly, a vysoka odolnost téchto vajicek (Taylor et al., 2016).
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3.1.5. Vliv vnéjSich podminek na vyvoj larev na pastviné

Vajicka Parascaris spp. jsou mimoiadné odolna (Taylor et al. 2016). Maji silny obal,
ktery je chrani pied teplotnimi extrémy a ultrafialovym zafenim. Vajicko je diky nému také
velice odolné vici vysychani a vétSin€ chemickych dezinfekEnich prostiedki (Bowman 2014).
Mimotadna odolnost umoziuje vajickiim perzistenci v prostiedi po nékolik let (Taylor et al.
2016). Larvovana vajicka piezivaji v prostfedi az pet nebo i deset let (Reinemeyer 2009).
Trvanlivost vaji¢ka je kliCovym prvkem v epidemiologii infekce Parascaris sp. (Bowman
2014).

Sifeni pomaha také lepkavost vnéjsiho obalu vajicka. Vajitka tak snadno piilnou
K vemeni a strukiim bfezi klisny. Na severni polokouli jsou v 1été takové teploty, ze mnoho
vajicek se stane infekénim v dob¢, kdy je pfitomna populace nachylnych htibat (Taylor et al.
2016). Infekeni stadium je larva, které obsahuje tieti stadium (Lz3). Jeji vyvoj vyzaduje ptiblizné
10 dni pfi teplotach 25 °C az 35 °C (Reinemeyer 2009). Parazit poté, co projde ustrojim koné,
se s konskymi vykaly dostava zpét na pastvinu. U téZce infikovaych hiibat se miiZze jednat denné
az o miliony vajic¢ek parazitl (Clayton a Duncan, 1979 In Martin et al. 2018).

Pastvina je poté kontaminovana vajicky, kterd mohou ptezivat n€kolik nasledujicich
sezon (Taylor et al. 2016). Vajicka se ve znecisténych pudach 1éta hromadi a vytvarii tak
rostouci rezervoar infekce (Bowman 2014).

Dospéli koné mohou byt také hostiteli. Obvykle jsou hostiteli jen n€kolika dospélcti
Parascaris spp., ¢imz se ale stavaji také prenasedi. Sifiteli jsou ale pfevazné roéni hiibata, ktera
se nakazi zhruba od prvniho mésice Zivota. Infekce je v chovu udrZzovana predevsim sezonnim
pfenosem mezi skupinami mladych zvitat. U hiibat exponovanych infekci se Casto vyvine
imunita, v jejimz dusledku se ¢aste¢né nebo Gplné zbavi parazita (Taylor et al. 2016).

Epidemiologie infekce Parascaris sp. se z divodu vysoké odolnosti vajicek lisi od
epidemiologie strongylidi s jejich voln¢ zijicimi infekénimi larvami. Pro u¢innou sanitaci staji
se doporucuje kazdy tyden odstraiiovat veSkery hnilj a podestylku a peclivé Cistit povrchy
vysokotlakym ¢isticem nebo parnim Cisticem. VéEtSina chovatelil to obvykle povazuje za ptilis
pracné a spoléhaji na anthelmintika. Diky mimotadné Zivotnosti a odolnosti vaji¢ek Skrkavek
vede ale postupnd kontaminace vaji¢ky k jejich kumulaci. Dulezité je proto diikladné vyc¢iSténi
alespoti staje pro hiib¢ a ocisténi vemene a strukii klisny (Bowman 2014).

Anthelmintika

Anthelmintika jsou lé¢iva ur¢end k 1écbé helmint6z a preventivnimu tlumeni populace
parazitti (Bodecek et al. 2017). Jsou na n¢€ kladeny nasledujici naroky. V prvé fadé¢ museji byt
bezpecna (Taylor et al. 2016). VétSina modernich anthelmintik je dle Bodecka et al. (2017)
bezpecna a vedlejsi ucinky se téméf nevyskytuji.

Anthelmintika by méla byt také snadno davkovateln4 a aplikovatelna (Taylor et al. 2016)
se Sirokym spektrem ucinku. V minulosti tyto pozadavky spliiovaly benzimidazoly. Byly ale
plos$né pouzivané bez stéidani s jinymi skupinami, coz vyustilo v rezistenci cyathostomint vici
anthelmintiktim. Dtlezitym pozadavkem je proto absence rezistence paraziti. Dale je uvadén
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larvicidni efekt, aby anthelminitikum nezlikvidovalo pouze dospélce a larvy se nezavlékaly
dale do chovi (Bodecek et al. 2017). Dle Bodecka et al. (2017) dnes bohuzel na trhu neni zadny
ptipravek, ktery by naprosto spolehlivé eliminoval larvy po jednom pouZziti.

3.2.1. Rozdéleni anthelmintik

Anthelmintika se c¢leni do tfid na: makrocyklické laktony, benzimidazoly,
imidazothiazoly, tetrahydropyrimidiny, cyklické depsipeptidy, piperazin, organofosfaty,
isochinolony, arseniky, rizné Sirokospektralni kombinace (Bowman 2014).

Pro hubeni hlistic (nematoda) koni jsou v sou¢asnosti registrovany v Ceské republice tii
Sirokospektralni 1é¢ivé latky:

— benzimidazoly (fenbendazol),
— makrocyklické laktony (ivermektin, moxidektin),
— tetrahydropyrimidiny (pyrantel) (Matthews 2014).

U koni se také ale pouZivaji nebo pouZzivaly naptiklad organofosfity a fenothiazin
(Bodecek et al. 2017), imidazothiazoly a piperazin (Foreyt 2001).

Piperazin ma velmi omezené piisobeni. Primarné plsobi proti skrkavkam (Papich, 2007;
Reinemeyer a Courtney, 2001 In Bowman, 2014). Z divodu svého tzkého zaméfeni neni
Vv soucasnosti nabizen k od¢erveni koni na &eském trhu (Svehlova, 2011), ale ani v USA
(Bowman, 2014).

3.2.1.1. Benzimidazoly

Benzimidazoly jsou Sirokospektralni 1é¢iva. Prvnim lécivem ztéto skupiny byl
thiabendazol, zavedeny pied vice nez 40 lety. V dobé svého uvedeni na trh byl thiabendazol
skute¢né Sirokospektralni produkt, ktery byl pro hostitelské zvife velmi bezpecny. Za dobu
svého uzivani se vSak u n¢kolika druhti paraziti rozvinula rezistence.

Vysledkem plisobeni benzimidazolil je pomalé destrukce parazita (Bodecek et al. 2017).
Na trhu je ptipravek nabizen ve formé& napft. suspenze, pasty, pelet, prasku aj. (Bodecek et al.
2017). Benzimidazoly jsou S$patné€ rozpustné ve vodé¢, z toho diivodu se obvykle podavaji
peroraln€. Maji tendenci byt U€innéjsi u koni a piezvykavcu kvili rychlému metabolismu na
aktivni metabolity gastrointestinalnimi mikroby (Lancusse et al, 2009 In Bowman, 2014).

Benzimidazoly jsou Uc¢inné proti dospélcim Skrkavek v tenkém stieve, dospélcim
malych a velkych strongylidii a také proti roupim v tlustém stfevé. Opakované podavani
vysSich davek ma larvicidni G€inek na larvy malych strongylida (cyathostominll) ovSem tyto
vlastnosti benzimidazold vedly v minulosti k jejich ¢astému uzivani (Bodecek et al. 2017).

Vyhodou tohoto endoparazitika je, Ze ma nizkou toxicitu, nizké ddvkovani a §irsi t€innost
proti sttevnim parazitim. V soucasné dobé€ jsou benzimidazoly anthelmintikem vhodnym pro
terapii Skrkavek a roupl rezistentnich na ivermektin. Benzimidazoly lze také bezpecné
kombinovat s jinymi anthelmintiky (napft. piperazin) (Bodecek et al. 2017).

Nevyhodou benzimidazoli je snadno vytvofitelna rezistence, a to nejen na konkrétni druh
benzimidazolu, ale i ostatni zastupce této skupiny (Bodecek et al. 2017).
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Ptikladem benzimidazold urenych pro kon¢ na ¢eském trhu jsou fenbendazol (Panacur,
Helmigal) (USKVBL 2021).

3.2.1.2. Makrocyklické laktony

v

D¢li se na avermektiny a milbemyciny. Ivermektin je nejznaméjsi latkou v této t¥id€. Jsou
obecné povazovany za dosud nejucinngjsi a nejméné toxické paraziticidy. VSechny tyto
produkty jsou podobné v tom, ze jde o latky produkované mikroorganismy streptomycet a maji
velké makrocyklické struktury (Bowman 2014).

Mechanismus ucinku makrocyklickych laktonii spociva vtom, Zze se vaZou na
glutamatové chloridové kandly (Arena et al, 1991; Martin, 1993; Martin, 1997b; Shoop et al,
1995; Vercruysse and Rew, 2002; Wolstenholme and Rogers, 2005 In Bowman 2014)
svalovych membran u bezobratlych. Vysledkem je ochrnuti hltanu, svaloviny celého téla i
délohy, ¢imz parazité ztraci schopnost pohybu a kladeni vaji¢ek (Bodecek et al. 2017).
Makrocyklické laktony navazuji na glutamatové receptory, coz vyvolava piisun chloridd, coz
zpisobuje hyperpolarizaci neuronu parazita a brani vzniku nebo Sifeni normalnich akénich
potencialt.. V dusledku toho dochazi k paralyze a smrti cilového parazita (Bowman 2014).

Avermektiny ucinkuji na dospélce velkych 1 malych strongylidd, Skrkavky, roupy,
onchocerky, trichostrongyly i1 plicnivky. Také vykazuji efekt i proti migrujicim larvam
Skrkavek a velkych strongylidi, ale jsou téméf neti¢inné u encystovanych larev cyathostomint
(Bodecek et al. 2017). AvSak na avermektiny je u Skrkavek celosvétové rozsifena rezistence.
Tomuto tématu je blize vénovana kapitola 3.3.2.

Vyhodou makrocyklickych lakton byvalo, Ze byly obecné vysoce ucinné v nizkych
davkach, velmi bezpecné a Sirokospektralni proti hlisticim a ¢Elenovelim. Dvoji ochrana
makrolidd, jako je ivermektin a selamektin, proti endoparazitim (jako jsou helminti) a
ektoparazitim (jako jsou blechy), dala vzniknout terminu endektocid (Bowman 2014).
Vyhodou nejmladsiho milbecinu moxidektinu je, Ze je nejmladsi a je tudiZz nejefektivnéjsi
anthelmintikum.

Z tohoto diivodu je vhodnéjsi pouzivat moxidektin spiSe jako terapeutikum nez jej pravidelné
zarazovat do anthelmintického programu stada (Bodecek et al. 2017).

Nevyhodou makrocyklickych laktontl je jejich ekotoxicita (ptisobi proti fad¢ druhil
hmyzu vyvijejiciho se ve vykalech) (Bodecek et al. 2017). Nevyhodou je vSak také rozvoj
rezistence makrocyklickych laktont v 1é¢bé Skrkavky koniské u infikovanych koni, popsany po
celém svéte¢ (von Samson-Himmelstjerna, 2012 In Bowman 2014). Pokud se staly
makrocyklické laktony neucinnymi, bylo nutné pouzit pyrantel embonat nebo fenbendazol
(Bowman 2014). Osvédcila se 2x davka pyrantel emboatu (Craig, Diamond, a Ferwerda, 2007
In Bowman 2014). Je tedy pomérné jasné dolozeno, Ze si Skrkavka konska vyvinula rezistenci
vuci ivermektinu a moxidektinu. Pokud je v chovu pfitomna rezistence, miize to mit pro hiibata
vazné dusledky, pokud se infekce nezbavi (Bowman 2014).

Ptikladem avermektint ur¢enych pro kon¢€ na ¢eském trhu jsou ivermectiny (Noromectin,
Ecomectin, Equimax, Equiverm, Noromectin Praziquantel duo a pifikladem milbemycini
moxidectiny (Equest, Equimoxin, Equest Pramox) (USKVBL 2021).
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3.2.1.3. Tetrahydropyrimidiny

Mezi tetrahydropyrimidiny patii ¢etné soli pyrantelu, morantelu a oxantelu (Bowman,
2014). Mechanismus uc¢inku tetrahydropyrimidiny je zaloZen na tom, Ze vSechny ptisobi jako
agonisté nikotinovych receptorti, kteti interferuji s nervosvalovym systémem, vyvolavaji
kontrakci a naslednou tonickou paralyzu tim, Ze pisobi na nikotinové receptory (nAChR) jak
na synaptickych, tak na extrasynaptickych mistech na svalovych bunkach hlistic (Aubry et al,
1970; Eyre, 1970; Lanusse et al, 2009; Martin, 1993; Martin, 1997 In Bowman, 2014).

3.2.2. Mechanismus ucinku lé¢iva pyrantel

Pyrantel byl piedstaven v roce 1966 a jedna se o nejrozsifenéjsi ze vSech
tetrahydropyrimidinovych anthelmintik (Lanusse et al, 2009 In Bowman 2014). Pyrantel-
embonat je Sirokospektralni anthelmintikum (Bioveta, 2016). Je urCen k 1écbé a potlaceni
infekce nejen Skrkavkou konskou, ale také dospélci malych a velkych strongylidl, roupt a
tasemnic (Bioveta, 2016). Cilovymi druhy jsou nejen koné, ale také ostatni prezvykavci, prasata
a dalsi. (Bowman 2014).

Mechanismus ucinku tohoto 1é¢iva spociva ve vyvoldni spastické paralyzy. Pyrantel je
cholinergni agonista, ktery pisobi jako excitacni neurotransmiter na nikotinergnich receptorech
ve svalovych bunkach parazita, coz vede k depolarizaci neuromuskularnich spoji a nasledné
kontrakci muskulatury, podobn¢ jako po plsobeni acetylcholinu (Bioveta, 2016). V dtsledku
podani léciva tedy nedochédzi k Uhynu parazita, ale k jeho ochromeni a z téla hostitele je
vylouc€en v Zivém stavu.

Pyrantel je pro kon¢ dostupny jako tartarat nebo emboat. Tartaratova stl pyrantelu je bily
prasek, rozpustny ve vodé¢. Tartaratova stl pyrantelu se vstiebava 1épe nez embodtova sil
pyrantelu. Plazmatické hladiny dosahuji vrcholu za 2 az 3 hodiny, nésleduje rychly
metabolismus a eliminace moc¢i (Bowman 2014). Tartaratova stl se pouziva u koni, ale i u
prasat (Lanusse et al, 2009 In Bowman 2014). UZiva se ke omezeni dospélych a L4 stadii
Skrkavky konské a je bezpecny pro vSechny koné, véetné hiibat a bfezich kobyl. Plodnost
hrebce také neni pouZitim pyrantel tartaratu ovlivnéna. L€k 1ze podavat soucasné s insekticidy,
trankvilizéry, svalovymi relaxanty a léky ovlivitujicimi centralni nervovy systém. (Bowman
2014). Nevyhodou kazdodenni 1écby pyrantelem je vSak rozvoj rezistence paraziti na pyrantel
a také, Ze hiibata odchovand na dennim pyrantelu neziskaji rezistenci vici strongylidim
(Monahan etal, 1997 In Bowman 2014). NerozliSujici pouziti anthelmintika v celém stade, aniz
by bylo zaméfeno na konkrétni koné, ktefi ho potiebuji, ma negativni dopad na udrzeni
zdravého refugia. Tento pfistup nakonec pfispiva k vysS8i odolnosti parazith vici
anthelmintiktim. Je tedy dtlezité zvazit individudlni potieby zvifat a cilen€ pouzivat 1éCiva, aby
se minimalizoval negativni vliv na refugia (Bowman 2014).

Emboatova stl pyrantelu je zluty prasek a je nerozpustna ve vod¢. Jako 1€¢ivo pro koné
muZe mit formu pasty. PouzZiva se také k omezeni infekce Skrkavkou koniskou. Tato stl se
Spatn¢ vsttebava z gastrointestinalniho traktu a je primarné eliminovan stolici, pficemz mén¢
nez 15 % se vyluéuje mocovym traktem (USP, 2005 In Bowman 2014). Spatné vstiebavani ze
stiev prispiva k jeho bezpecnosti u velmi mladych nebo slabych zvirat.
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Pyrantelové soli jsou stabilni v pevné formé, avsak fotodegraduji. Poté, co se rozpusti ve
vodg, snizuje se jejich ucinnost (Bowman 2014). Pyrantel je ve svété dostupny pod Sirokou
fadou obchodnich nazvli a v mnoha formach jako jsou pasty (Foreyt 2001), tablety, zvykaci
tablety (North American Compendiums, 2012 In Bowman 2014). Tablety a zvykaci tablety
nejsou ale dostupné v Ceské republice.

Ptikladem vyrobku na Ceském trhu je pasta pro koné Equistrong. Lécivou latkou je
Pyranteli embonat a pomocnou Butylhydroxytoluen. LéCivo nemda byt pouzivano u hiibat
mladsich nez 4 tydny a u vyrazné oslabenych zvifat, téz pti precitlivélosti na 1é€ivou latku nebo
na ne¢kterou z pomocnych latek. Vyrobce doporucuje, aby bylo 1é¢ivo podavano obezietné a
aby se predeslo nadmérnému a opakovanému uzivani anthelmintik ze stejné skupiny. Je
dilezité dodrzovat spravnou délku 1écby, davkovani a vyhybat se podavani nedostate¢nych
davek, coz miize byt zptisobeno nespravnym stanovenim hmotnosti zvitat, chybnym zptisobem
podani piipravku nebo Spatnym nastavenim davkovaciho zatfizeni. Tato opatieni jsou dilezitd
pro minimalizaci rizika vyvoje rezistence na l1é¢ivo. Dale doporucuje provedeni testii napft.
Testu redukce poctu vajicek FECRT (Fecal Egg Count Reduction Test) k vySetteni ptipada,
kde existuje podezieni na rezistenci k anthelmintikiim. Pokud se rezistence vic¢i urCitému
anthelmintiku potvrdi, vyrobce doporucuje pouzit anthelmintikum zjiné skupiny IéCiv a
s jinym u¢inkem (Bioveta, 2016).

Vzhledem k tomu, ze se pyrantel a piperzin jevi byt farmakologickymi antagonisty,
nem¢ly by se podavat souCasné. Pyrantel by se také nemél podavat soucasné s levamisolem
nebo morantelem kvili podobnému mechanismu uG¢inku. Pfi kombinaci pyrantelu
s organofosfaty hrozi riziko nezadoucich G¢inkt (Plumb, 2011 In Bowman 2014).

Anthelminticka rezistence

Anthelminticka rezistence predstavuje rozsifeny a rychle rostouci problém (Roepstorff &
Nansen, 1998). Lze ji charakterizovat jako vyznamné zlepSeni tolerance jedincti v populaci
paraziti vii¢i ddvkam slouceniny, které by normalné vedly k imrti vétSiny jedincii toho samého
druhu v populaci (Roepstorff & Nansen, 1998).

Mechanismus vzniku rezistence na anthelmintika je zalozen na vybéru odolnych jedinct.
Zadné 1éky nejsou schopny odstranit veskeré parazity. N&kolik jich vzdy preZije. Kdyz takto
stale pokracuje selekce odolnych jedinct, ptedavaji se v populaci geny rezistence a 1ék tak
ztraci postupné sviij ucinek. Bylo prokéazéano, ze obecna zdatnost populaci odolnych paraziti je
vysokéd a tak, jakmile si vyvinou solidni anthelmintickou rezistenci, pfetrvdva u nich a
pravdépodobnost navratu k citlivosti je nizka. Populace parazitl zlistdvaji rezistentni po mnoho
let, 1 bez dalsi selekce (Roepstorff & Nansen, 1998).

Kromé rezistence na urcité 1é¢ivo mlize vzniknout také tzv. vedlejsi rezistence. Vedlejsi
rezistence je rezistenci i1 k dal§im pfipravkiim se stejnym mechanismem u¢inku. Tento efekt je
typicky napftiklad pro benzimidazoly. Dalsi formou rezistence je tzv. zkiizena rezistence, ktera
zahrnuje odolnost vi¢i dvéma riznym chemickym skupindm 1é¢iv s odlisSnym mechanismem
ucinku. Existuje také jev nazyvany polyrezistence, kde parazit vykazuje odolnost vii¢i dvéma
nebo vice skupinam latek s odlisSnym mechanismem u¢inku (Bodecek et al. 2017).
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Od rezistence je tfeba odliSit toleranci. Tolerance je dédicné ziskand odolnost bez
kontaktu s danou latkou. Navrat k citlivosti na latku u ptvodné rezistentnich paraziti se
oznacuje jako reverze. Termin ,refugia“ pak popisuje Cast populace parazita, kterd neni
vystavena pusobeni anthelmintika v okamziku probé¢hlé terapie. Tyto populace maji alely
citlivé na pouzivané latky a jsou dulezit¢ pro zmirnéni rezistence v parazitni populaci.
Nejvyznamnéjsimi slozkami refugia jsou volné zijici parazitarni stadia na pastving, neléceni
koné ve skupiné a encystovana stadia parazitli,, véetné vyvojovych stadii mimo travici trakt
(Bodecek et al. 2017).

Rezistence Skrkavky komiské u koni byla prokdzdna na makrocyklické laktony,
benzimidazoly a imidazothiazoly (Caffrey 2012). Vysledky shrnul Kaplan (2004) a Reinemeyer
(2009). Dalsim dulezitym poznatkem je, ze anthelmintika pro koné definovana jako
,»sirokospektra® a tedy ptisobici proti vice druhtim parazitti, nejsou jednotné ti¢inna na vSechny
druhy parazitii. Existuji vzdy druhy, proti kterym zabird az vys$si davka latky a Skrkavka kotiska
je takovym parazitem u vétSiny koniskych anthelmintik (Reinemeyer 2009).

Je tfeba brat v potaz, ze 1éky, na které jsou Skrkavky rezistentni, si mohou zachovat
podstatnou U€innost proti jinym dalezitym kofiskym parazitiim, jako jsou velci strongylidé nebo
cyathostominy (Reinemeyer 2009).

Pro kontrolu rezistence jsou dulezité spolehlivé diagnostické informace. Dulezité je
peclivé monitorovat pfitomnost a mnozstvi parazit Parascaris spp. u mladych koni, aby bylo
zajisténo, ze budou vybrana vhodna anthelmintika a ze 1é¢ba bude ucinna dle planu (Fabiani et
al. 2016).

3.3.1. Rezistence Skrkavky koniské u koni na benzimidazoly

Rezistence Skrkavky koniské u koni na benzimidazoly byla popsdna na farméch v Saudskeé
Arabii. Prevalence Parascaris spp. infekce byla 53 % (179/341 koni). Anthelminticka
rezistence k Parascaris spp. byla nejvyssi po fenbendazolu (55 % farem a 65 % htibat) (a v
mensi mife po ivermectinu nebo kombinaci abamektinu a praziquantelu, coZ zahrnovalo 27 %
farem (a 46 % hiibat) a 18 % farem (a 10 % htibat) (Alanazi et al. 2017). Matthews (2014)
uvadi také pozorovanou rezistenci v hiebéinech ve Spojeném kralovstvi. Rezistence skrkavky
koniské na fenbendazol byla prokazana téz Australii (Armstrong et al. 2014 In Martin et al.
2018).

Skrkavka kofiska u koni vyzaduje vy$§i davku fenbendazolu neZ ostatni parazité
(Reinemeyer 2009). Dle Bodecka et al. (2017) se k zabranéni rozvoje rezistence v budoucnosti
doporucuje nizsi davkovani pro strongylidy a roupy a pouze pro Skrkavky dvojndsobné.

3.3.2. Rezistence Skrkavky kornské na makrocyklicky laktony

Rezistence Skrkavky komiské u koni na makrocyklické laktony byla poprvé popsana
v Nizozemsku roce 2002 (Boersema et al. 2002) a v Kanadé v roce 2003 (Hearn & Peregrine,
2003). Poté také v USA (Craig et al. 2007, Lyons et al. 2007), v Dansku (Schougaard &
Nielsen, 2007), Némecku (Von Samson-Himmelstjerna et al. 2007), v Brazilii (Molento et al.
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2008) a v Italii (Veronesi et al. 2009). V roce 2008 byla ve Svédsku hlasena rezistence viiéi
ivermektinu a pozd&ji jeji rozsiteni v hieb&inech ve Svédsku (Lindgren et al. 2008, Osterman
Lind & Christensson, 2009 In Martin et al. 2018). V soucasnosti je uz hlaSena Siroce po celém
svéte (Peregrine et al. 2014).

PocateCnim klinickym ditkazem rezistence Skrkavky konské na makrocyklicky lakton
bylo selhdavani ivermektinu nebo moxidektinu pfi snizovani poc¢tu vajicek skrkavek po 1€¢bé
(Kaplan et al. 2006). Taylor et al. (2016) uvadéji, ze je rezistence u této skupiny ¢im dal
roz§itené;si.

S rozvojem rezistence Skrkavky konské u koni na makrocyklické laktony souvisi fakt, ze
tyto latky jsou nejperzistentnéj$imi anthelmintiky, které se podavaji konim a ucinné hladiny
1é¢iva tak mohou po jednordzovém oSetieni pietrvavat v plazmé dny az tydny, béhem této doby
koncentrace 1é¢iva klesa a nové ziskani parazité jsou potom vystaveni velmi malym neucinnym
hladinam, které mohou vést pravé k rozvoji rezistence (Sangster, 1999 In Reinemeyer 2009),
zatimco latky ze skupiny pyrimidint a benzimidazoli jsou neperzistentni (avSak ani u nich to
nebrani rozvoji rezistence) (Reinemeyer 2009).

Makrocyklické laktony jsou larvicidni proti Skrkavce koniské, a tak mé na tvorbu refugii
a potazmo tak na rozvoj rezistence vliv délka obdobi mezi 1é€bami (Kaplan, 2004 In
Reinemeyer 2009). Pii kratSich intervalech tak dochazi k postupné selekci odolnych jedinct.

Tradi¢né se doporucuje interval 60 dnii, ale ten nemusi zamezit produkci vajicek ve
vykalech. Piedevs§im pravé u makrocyklickych laktonti mize byt vhodnéjsi ponechat urcitou
kontaminaci vajicek v prostfedi, aby se selekci nevytvarela populace parazita odolné 1écivu.
Dikazem je velka odolnost skrkavky konské na tato 1é¢iva na nékterych farmach v Nizozemsku
(van Doorn et al, 2007 In Reinemeyer 2009).

Zavleceni populace Skrkavky kofiské rezistentni vici makrocyklickym laktonlim je
obtizn¢ zvladnutelna, nebot’ neni mozné zachytit infekci a ovétit u€innost. Navic anthelmintika
kromé& makrocyklickych laktond nemaji zadnou u¢innost proti migrujicim stadiim Skrkavky
V prvnim meésici po infekei a poté pouze ¢aste¢nou ucinnost, dokud populace pln€ nedospéje
(Vandermyde et al. 1987 In Reinemeyer 2009).

Kromeé rezistence na anthelmintika miiZe teoreticky byt disledkem jejich podavani také
vyvoj parazita. Mohly by se vyvinout populace s nizkou imunogenicitou a rozsifit se na koné
vsSech vékovych kategorii, nejen na htibata, jako je tomu u Oxyuris equi (roup konsky), kde
byly pozorovany odchylky od typického veékového spektra hostitele vysvétlované
pravdépodobnym vyvojem v imunité (Reinemeyer et al. 2006 In Reinemeyer 2009). DalSim
mozZnym vyvojem je zkraceni prepatentniho obdobi neboli obdobi opétovného objeveni se
vajicek. Tento jev nebyl zatim zkouman u Skrkavek, ale u cyathostomin jiz bylo
zdokumentovano zkraceni doby znovuobjeveni vajiCek v duasledku anthelmintického
selekéniho tlaku (Lyons et al. 2008, Von Samson-Himmelstjerna et al. 2007, Herd & Gabel,
1990, Woods et al. 1998, Tarigo-Martinie et al. 2001, Little et al. 2003 In Reinemeyer 2009).
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3.3.3. Rezistence Skrkavky koiiské na tetrahydropyrimidiny

Rezistence populace Parascaris spp. u koni byla prokazana vuéi pyrimidinovym léktim
Vv USA (Texasa a Kentucky) (Reinemeyer 2009). Rezistence Skrkavky konské u koni konkrétné
vuci pyrantelu byla prokazana v USA (Taylor et al. 2016). Rezistence na pyrantel byla hlasena
ale nejen v USA, ale i v Australii (Armstrong et al. 2014; Lyons et al. 2008 In Martin et al.
2018).

V Evropé byla ve §védskych hieb¢inech prokazana rezistence na pyrantel embonat
u Parascaris univalens (Martin et al. 2018). Martin et al. (2018) zkoumali rezistenci pfimo u
karyotypu Parascaris univalens. Respektive, cilem studie bylo urcit druh Parascaris ptitomny
u hifbat ve Svédsku a zjistit, zda je ve §védskych hieb&inech ptitomna anthelmintické rezistence
vii¢i pyrantelu a fenbendazolu. Vajitka krkavek odebrana v riznych oblastech ve Svédsku
byla karyotypizovana a vSechna byla identifikovana jako Parascaris univalens. Testy redukce
poctu vajicek ve vykalech byly provedeny u celkem 142 htibat na 9 farmach v obdobi od zati
2016 do kvétna 2017. Do studie byla zahrnuta zdrava hiibata s minimaln€ 150 vajicky na gram
vykalt (EPG) a 1éCena peroralnimi pastami s pyrantelem embondt popt. fenbendazolem podle
pokynil vyrobce. Uginnost 1éki byla vypoétena Bayesovskym modelem s pouzitim R bali¢ku
»eggCounts”“. V souladu s American Association of Equine Practitioners byli paraziti
klasifikovani jako rezistentni vici pyrantelu, pokud bylo snizeni EPG < 85 %, a vici
fenbendazolu, pokud byla pozorovana G¢innost < 90 %. Ctyii z jedenacti skupin lé¢enych
pyrantelem mély pozorovanou ucinnost < 85 % a az 43 % hiibat 1éenych pyrantelem
vylu¢ovalo vajicka 10-16 dni po lécb&. Naproti tomu jedna ze Sesti skupin 1éCenych
fenbendazolem méla pozorovanou G¢innost < 90 % a pouze 6 % vSech hiibat vylu¢ovalo vajicka
10-16 dni po 1écbeé. Vzhledem k tomu, ze se jiz diive ukazalo, ze rezistence na ivermektin je
ve Svédsku rozsifena u Parascaris sp. bylo pravdépodobné, Ze ve §védskych hiebéinech jsou
pfitomny multirezistentni populace. Studie Martina et al. (2018) je prvni studii prokazujici
existenci pyrantel-rezistentnich Parascaris spp. v Evropé.

3.3.4. Prevence vzniku anthelmintické rezistence

Pravdépodobnost, ze v blizké budoucnosti budou licencovany dal$i nové skupiny
anthelmintik pro pouZiti u koni, je nizké. Tento trend je ¢astecné zplisoben néklady a ¢astecné,
alespoii co se tyce ovciho prumyslu, velikosti globéalniho trhu (Taylor et al. 2016), nebot’ mezi
uvedenim novych anthelmintickych skupin na trh uplynuly tfi desetileti (Taylor et al. 2016).
Existuje tak naléhava potieba strategii k zabranéni rozvoje rezistence parazitl na anthelmintika
(Roepstorff & Nansen, 1998). Je nutné, aby odvétvi zivoc¢isné vyroby pfijalo strategie cilici na
zachovani cinnosti soucasnych skupin léciv. Studie totiZ prokazaly minimalni navrat k
citlivosti u vysoce vybranych homozygotnich izolatl po vysazeni selekéniho 1éku. Jakmile jsou
rezistentni jedinci pfitomni v chovu zvifat, mohou byt povazovani za trvalé. Z toho divodu je
velmi diilezité byt schopen zaznamenat vznik novych rezistentnich izolatl hned na zacatku
(Taylor et al. 2016). Pozitivnim zjisténim je, ze modelovani naznacilo, Ze v situacich, kdy starsi
anthelmintika stale vykazuji dostatecné vysokou miru u¢innosti, muze pfidani nové tiidy
anthelmintik pomoci zpomalit vyvoj rezistence vici témto starSim Iéktim (Taylor et al. 2016).
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K vyvoji preventivnich programt proti rozvoji rezistence na anthelmintika pomaha
znalost rizikovych faktorti (Roepstorff & Nansen, 1998).

3.3.4.1.Rizikové faktory pro rozvoj rezistence

Teoreticky byla rozpozndna fada rizikovych faktori pro rozvoj rezistence na
patii frekvence anthelmintické 16¢by. Cim &astgji jsou zvifata 1é¢ena anthelmintiky, tim vyssi
je riziko rozvoje rezistence na anthelmintika. Vyvoj rezistence muze byt rychly, jestlize se
obdobi mezi podanim Ié¢iv blizi prepatentnimu obdobi, nebot’ se spafi pouze jedinci, ktefi
ptezili kontakt s 1écivem 2%. Toto je zfejmé& hlavni dlivod, proc je rezistence na anthelmintika
rozsitfena predevsim u druhti osetfovanych 5 az 12x ro¢né jako jsou kon¢, ovce a kozy. U prasat
se tato 1éCiva pouzivaji obvykle 2 az 4x rocné ¢i méné (Roepstorff & Nansen, 1998).

Dalsim rizikovym faktorem je uzivani stejné skupiny 1é¢iv delsi dobu, kdy se poté vytvari
tzv. ,,vedlejsi rezistence* na lécCiva ze stejné skupiny (Roepstorff & Nansen, 1998). Faktorem
ovliviiujicim rozvoj rezistence na anthelmintika je také doba 1é¢by ptipravkem. Jestli-ze jsou
zvirata 1écena jen represivné a ziji v kontaminovaném prostiedi, parazité, kteti 1é€bu preziji,
maji sice rezistentni potomstvo, to je ale geneticky ,,nafedéno‘ spafenim s jedinci v prostiedi,
ktefi rezistentni nejsou. VéEtSinou se od¢erveni provadi pted presunem nového zvifete na pastvu.
Zvite se tam tak dostava uz s rezistentnimi jedinci parazitti (Roepstorff & Nansen, 1998).

Velikost davky 1éciva je také diilezita. Proto, aby byl pfipravek uznan jako ucinny, staéilo
diive, kdyz znic¢il 80 az 90 % populace paraziti. Tim, Ze se pravidla zptisnila na ,,vSechny
jedince®, téch par, ktefi pieziji jsou zakladem pro rozvoj rezistence (Roepstorff & Nansen,
1998).

Rizikovym faktorem je také podavani nedostatecnych davek, tzn. poddavkovani, obvykle
z divodu neznalosti vahy zvifete a kalkulovani s primérnou véhou zvifete ve stadu ¢i
hromadnym pfimichanim léku do krmiva ¢i vody (Roepstorff & Nansen, 1998), coz se ale
neaplikuje v malochovech u koni.

Farmakokinetické vlastnosti 1é¢iva maji rovn€z vliv na vyvoj rezistence. Ruzné latky
dosahuji riznych koncentraci v téle hostitele v pribéhu 1écby, coz ovliviiuje, jak dlouho jsou
tyto koncentrace nad terapeutickou Urovni a jak dlouho ptetrvavaji subterapeutické, avSak stale
selektivni koncentrace. Navic neni dosazeno stejné vysokych koncentraci 1éCiva ve vSech
castech té€la hostitele, coZ méd za nasledek rozdilny selekéni tlak na vznik anthelmintické
rezistence u ruznych druhi parazitt (Roepstorff & Nansen, 1998).

Sifeni rezistentnich kmenti probiha transportem zvifat s rezistentnimi parazity
(Roepstorff & Nansen, 1998). Z poznatkti o faktorech ptsobicich na rozvoj rezistence vuci
anthelmintikiim byly vyvinuty nésledujici preventivni programy a strategie.

Jednim z dalezitych ryst biologie Skrkavek, které je tfeba vzit v ivahu pfi planovani 1écby
Skrkavky konské je to, Ze anthelminticka i¢innost se zjevné zvySuje s tim, jak cilova populace
starne. Napiiklad oxibendazol (10 mg/kg) byl 94 % (Lyons et al. 2007) az 100 % (Drudge e al.
1979 In Reinemeyer 2009) G¢inny proti patentnim (tj. zralym) infekcim Skrkavkami, méteno
FECRT. Stejné davka vSak odstranila pouze 44,5 % nezralych Skrkavek, kdyz byla podéna 28
dni po infekci (Austin et al. 1991 In Reinemeyer 2009). Z toho plyne, Ze 1é€ba by byla G€inné&;jsi
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proti skrkavce koniské, pokud by byla podavana tésné pred odchodem vaji¢ek ve vykalech z téla
ven, tj. 70 az 75 dnl po infekci. Tyto znalosti jsou vSak prakticky Spatné¢ vyuzitelné, nebot
k infekci dochazi postupné, kazdy den a parazité se v téle hiibéte nachazeji v rizném stadiu
vyvoje (Reinemeyer 2009). Pokud je ale zifejmé, kdy k infekci doslo, je mozné 1écbu takto
planovat.

3.3.4.2.Frekvence, spravné davkovani, cileni, zajisténi ti¢innosti

Zékladem je snizeni frekvence pouziti 1éCiv, spravné davkovani a pouziti 1éCiv pouze
Vv ptipad¢ potieby. Po pouziti by méla byt zjistovana kontrola u¢innosti (Roepstorff & Nansen,
1998). Mluvi se o testu redukce poctu vajicek (Nielsen & Reinemeyer 2018).

Je tfeba se vyhnout poddavkovani. K vyhnuti se poddavkovani béhem oSetfeni stada se
Nansen, 1998). U koni, pokud nemame k dispozici vahu, je lepsi zvolit odhadem vys$si davku
odcerveni.

Zajisténi ucinnosti 1éciva ma byt také zajiSténo nakupem registrovanych 1ékl
Z autorizovanych zdroji. K udrZeni u¢innosti latky je doporucovano stiidani skupin 1é€iv napft.
v rotacnim schématu na ro¢ni bazi (tzn. kazdy rok jind skupina 1é¢iv). Déle je tfeba se vyhybat
zavle€eni infekce do stada zvitat karanténou novych zvifat. Karanténa se doporucuje v délce 3
az 7 dnq, pti¢emz se zvitata osetii hned po piijezdu a nasledné jesté nékolik dni poté (Roepstorff
& Nansen, 1998) a pocatecni 1écba infekce skrkavkou konskou u hi'ibat by neméla zacinat diive
nez ve véku 60 az 70 dntli. Poté by se 1écba méla opakovat s co nejdel$imi intervaly, aby se
minimalizovalo vylu€ovani vaji¢ek Skrkavek do prostiedi (Reinemeyer 2009).

3.3.4.3.Preventivni programy

Cilen¢ davkovani (angl. targeted dosing) znamena davkovéani léc¢iv na zéklade
pravidelného stanoveni poctu vajicek parazitti ve vykalech jednotlivych zvirat (Bodecek et al.
2017).

Strategické davkovani (angl. strategic dosing) vychéazi z klimatickych podminek na
pastvinach a jejich dopadu na vyvoj parazitl. Léciva jsou vhodné poddvana vSem konim
v obdobi pastvy a je bran v potaz opétovny vyskyt vajicek parazitti po aplikaci. Obvykle jsou
1é¢iva podavana na zacatku a konci pastevniho obdobi (jaro/podzim). Smyslem je zamezeni
znecisténi pastvin infekEnimi stadii paraziti (Bodecek et al. 2017).

Synchronni davkovani 1é¢iv z riznych skupin v pravidelnych 6 aZ 8tydennich intervalech
(angl. interval dosing) vS§em konim po cely rok. Tento postup je vhodny pro oteviené chovy
s ¢astou obménou koni véetné hiibat (Bodecek et al. 2017).

Poslednim antiparazitarnim programem je kontinualni podavani anthelmintika (pyrantel,
2,6 mg/kg 7. hm.) v krmivu, ktery se vyuZzival v USA, ale v Evrop¢€ neni povolen (Bodecek et
al. 2017).

Medikace by méla byt v kombinaci s dal§imi opatfenimi, jako je fizeni pastvy, s hygienou
boxt a dalsi. tak, aby se snizil pocet oSetfeni 1éCivy (Roepstorff & Nansen, 1998). Dale existuji
tedy 1 programy, které cili na sniZzeni intenzity infekce v prostiedi a méné spoléhaji na
medikamenty. Jednd se napf. o zlepSené fizeni pastvy spolecné s cilenym podavanim
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anthelmintik. Tento program zahrnuje 1é¢bu odvijejici se od poctu vaji¢ek ve vykalech (FEC).
Je pro né¢j potfebné, aby dostupné podplirné diagnostické testy byly robustni a dobie
aplikovatelné (Matthews 2014).

Pravé cilené podavani medikace na zdklad¢ sledovani konkrétnich druhii paraziti
U konkrétnich zvifat nyni nahrazuji diive Casta profylaktickd oSetieni podavana s pevnymi
intervaly po cely rok. Soucasti je nasledné hodnoceni u¢innosti 1é¢by (Fabiani et al. 2016).

3.3.4.4.Strategie ponechani dostateného mnozstvi parazitii v prostiedi

Strategie ponechani dostate¢ného mnozstvi parazitii v prostiedi, které nejsou vystaveny
anthelmintické 1écb¢ (princip refugia) se t€si v poslednich letech velké pozornosti. Principem
této strategie je nafedéni genll rezistentnich parazitl s nerezistentnimi v prostiedi. Zvifata po
osetfeni je mozné vyvést na tzv. ,,Spinavou‘ pastvu na urcitou dobu tak aby se nafedila v§echna
vajicka parazitl, ktera oSetfeni ptezila s ostatnimi vajicky, kterd jiz na pastvé jsou. Toho lze
nejucinnéji dosdhnout piesunem odolngjsich dospélych oSetfenych zvifat na ,Spinavé™
pastviny, coz je vhodnéjsi, nez tam vyvadét nachylnéjsi mladsi zvirata (Taylor et al. 2016).
Tento postup je uvadény také jako vhodny pro oSetieni celého stada.

3.3.4.5.Cilend 1écba pfi oSetieni celého stdda na zdklad¢é dosazené Grovné parazitismu

Pti oSetfeni stada mize byt pouzita i cilend 1écba, kterd je v tomto pripadé zalozena na
indikaci urovné parazitismu ve stadu. Uroven parazitismu je sledovana pii pravidelném
monitorovani vajicek parazitl ve vykalech. Stado je celé oSetfeno ve chvili, kdy je dosaZena
pfedem stanovena Uroven. Takto je sniZzena frekvence 1é€by. Zvirata jsou neustale napadana
parazity z pastvy a je snizen rozvoj refugii. Dal$i vyhodou je ziskani informaci o jednotlivych
druzich parazitt (Taylor et al. 2016).

3.3.4.6.08etfeni Casti stdda na zdklad¢ identifikace jedincii majicich uzitek z cilené 1€¢by

Jedna se o piistup, kdy jsou pouzity indexy k identifikaci téch zvitat ve stadé, kterd by
méla veétsi prospéch z individualni 1é¢by nez z 1€€by celého stada. Cilem je co nejvice zvysit
pocet parazitii nevystavenych 1ékiim a udrzovat populaci parazitt citlivych na dany 1ék, tim se
zpomaluje rozvoj rezistence (Taylor et al. 2016). Pti tomto piistupu jsou oSetiena pouze zvifata,
ktera 1é€bu nejvice potiebuji. Ostatni jsou ponechana bez 1éCby.

3.3.4.7 Nechemicka kontrola

Nechemicka kontrola pfedstavuje strategie zalozené na zvyseni pfirozené ¢inné imunitni
odpovédi, jako je vakcinace, selekce odolnéjsich hospodaiskych zvitat nebo zavedeni doplikt
vyzivy. Snizuje celkovou zavislost na anthelmintikdch (Taylor et al. 2016). Patii sem
nasledujici mozné postupy:

1. Chov zvirat, kterd jsou schopna vzdorovat nebo tolerovat infekci.

2. Krmeni nematofagnimi hubami schopnymi zachytit larvy ve vykalech a tim snizit
kontaminaci pastvin.

3. Periodické spasani pastvin obsahujici krmné druhy s anthelmintickymi vlastnostmi.
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4. Aplikace médénych ¢astic z oxidu médi.

5. Vyuziti fyzikalnich pfistupii: Zahrnuje upravu stanovist' s cilem snizit populace hmyzich
Skiideti a prenasect (napiiklad odstraniovani hnizdist, jako jsou hromady hnoje, pouziti
bariér a pasti)" (Taylor et al. 2016).

.Metody diagnostiky anthelmintické rezistence

Diagnostiku anthelmintické rezistence lze realizovat in vivo nebo in vitro metodami, tzn.
na zivych zvitatech nebo v laboratornich podminkéch.

3.4.1. Invivo metody - FECRT

Nejcastéji publikovanou metodou k hodnoceni rezistence paraziti na léCiva je Test
redukce poctu vajicek ve vykalech zvitat (angl. Fecal Egg Count Reduction Test — FECRT).
Tato metoda je velmi doporucovana The World Association for the Advancement of Veterinary
Parasitology (WAAVP; Coles et al. 1992 Inn Matthews 2014). Metoda vypocitava uc¢innost na
zaklad¢ aritmetického pruméru snizeni FEC (Fecal eggs count) pozorovaného mezi dnem
0 neboli pied 1é¢bou FECpre @ 14—17 dni po 1é€bé FECpost (Matthews 2014). Podle Zajace a
Conboye (2012) existuje nékolik technik pro posouzeni ti¢innosti anthelmintik, ale jedina, ktera
je v soucasnosti prakticka pro pouziti v terénu u vSech druhti, je FECRT.

Jeho principem je hodnoceni G¢innosti 1é¢iva z pohledu poklesu mnozstvi vajicek ve
vykalech (Zajac & Conboy 2012) a je vhodny pro vSechny typy anthelmintik a v§echny druhy
helmintd, u kterych se vaji¢ka vylucuji ve vykalech (Roepstorff & Nansen, 1998).

Tento test se pouziva také u Skrkavek (Zajac & Conboy 2012), ackoliv je standardni
metodou pro detekci rezistence u strongylidnich hlistic koni a pro skrkavky tento postup nebyl
validovan. Nicméné FECRT je jedinym aktudlné dostupnym testem pro kvantifikaci
anthelmintického odstranéni reprodukujicich se dospélych samic Parascaris spp. (Reinemeyer
2009).

V protokolech pro provadéni FECRT existuji urcité odchylky specifické pro hostitelské
druhy (Zajac & Conboy 2012), avSak obecné l1ze postup shrnout do nasledujicich kroki:

3.4.1.1.Naplanovani testovani a pocet vybranych zvifat

Doporucuje se provadét FECRT v obdobi roku, kdy je nejvétsi vyskyt vajicek ve
vykalech, coz Ize zjistit na zdklad¢ epidemiologickych dat o parazitech v dané oblasti (Zajac &
Conboy, 2012). Ptesny FECRT vyzaduje odpovidajici poCty zvifat, av§ak u velmi velkych stad
naopak staci testovat cca 10 % zvitat z celkové populace (Zajac & Conboy 2012).

World Association of the Advancement of Veterinary Parasitology (WAAVP)
doporucuje do testovani zahrnutou kontrolni skupinu neléenych zvifat. Tato neoSetfena
skupina umoznuje sledovat zmény v poctu vajicek ve stadé, které nejsou ovlivnény lécbou
(naptiklad kvali zméndm v populaci parazitii). V ptipad¢ nedostatku moznosti zahrnout dalsi
skupinu lze FECRT provést i bez kontrolniho srovnani (Zajac & Conboy, 2012).

Pro skupinu, u které se posuzuje ucinek lécby, je nezbytné ziskat pocatecni vzorky vykal( od
zvitat, kterd nebyla Ié¢ena po dobu minimalné 2—3 mésica. U Parascaris spp. nebo jinych
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hlistd s dlouhou prepatentni dobou by méla byt zvifata ponechdna bez I1éCby podstatné déle
(Roepstorff & Nansen, 1998).

3.4.1.2. Kvantifikace poctu vaji¢ek

Po vybéru zvitat k testovani jsou v laboratofi vzorky vykalt podrobeny kvantifikaci
vajicek (Reinemeyer 2009). Kvantifikace vaji¢ek je relativné snadna metoda, pii které lze
odhadnout pocet vajic¢ek Skrkavky konské ve vzorku v urcitém ¢asovém okamziku (Matthews
2014). Pro detekci parazitii se pouzije fekalni flotace, coz je jednoduchy, malo nakladny a
obecné dostupny postup pro detekci Skrkavek u koni (Reinemeyer 2009). Poté nasleduje
samotna kvantifikace parazitii. Tradi¢ni metoda je McMaster (Roepstorff & Nansen, 1998).
Dal8imi metodami jsou Modified Stoll, Centrifugace sachar6zy (Reinemeyer 2009).

K dispozici je jesté n¢kolik metod kvantifikace vajicek, které se 1isi v citlivosti, rychlosti
ziskavani vysledki a rovni odbornosti pozadované k provedeni testu (Matthews 2014). Velmi
piesnou a citlivou metodou detekce helmintd je metoda Mini-FLOTAC (Cringoli et al. 2017).

U vsech technik je tfeba dodrzovat spravné postupy, tzn. od odbéru vzorkl az po jejich
zpracovani a analyzu v laboratofi. Z tady studii vyplynula nejriznéjsi doporuceni pro provadéni
testll. Nékolik jich upozornilo na faktory, které ovliviuji presnost kvantifikace ve vykalech
u koni a jak tyto faktory mohou ovlivnit vysledek testovani G¢innosti (Nielsen a kol., 2010;
Vidyashankar a kol., 2012; Lester a Matthews, 2014 In Matthews 2014). Obecné je vystup testu
FECRT ovlivnén:

— rozdily ve vyluCovani vajicek na individudlni trovni (Denwood et al. 2012 In
Matthews 2014),

— nadmérmym rozptylenim vajicek hlistic ve vykalech (Lester et al. 2012 In
Matthews 2014),

— nerovnomérnym rozloZenim vaji¢ek hlistic v suspenzi (Vidyashankar et al. 2012
In Matthews 2014),

— typem pouzité metody (Lester a Matthews, 2014 In Matthews 2014),

— postupem odbéru vzorki a skladovanim (Nielsen et al. 2010 In Matthews 2014).

Ze studii vyplynula nésledujici doporuceni:

— Vzorky by mély byt odebirany co nejcerstvéjsi, tj. maximalné do 12 hodin a poté
chlazeny na 4° (Nielsen et al. 2010 In Matthews 2014).

— Je tfeba odebirat vice vzorkl vykalt z rznych ¢astivykald, vzorky dostate¢né
promichat, nebot’ vajicka hlistic jsou ve vykalech rozmisténa nerovnomeérné
(Denwood et al. 2012 Lester a Matthews, 2014 In Matthews 2014).

— Pokud je tteba vzorky skladovat po n¢jakou dobu, doporucuje se anaerobni
skladovani (Nielsen et al. 2010).

— Vzhledem Kk tomu, Ze kon¢ mivaji nizsi hodnoty vaji¢ek na gram nez jiné druhy,
jako jsou napf. ovce, mély by se pouzivat metody kvantifikace vaji¢ek ve vzorku
s vys8i citlivosti. Napiiklad pii pouziti modifikované metody McMaster
s multiplikacnim faktorem 25 nebo 50 mohou byt limity detekce vajec vyssi.
V takovém piipadé test nemusi byt dostatecné citlivy na drobné zmény v mnozstvi
vajicek pod nebo kolem detekéniho limitu, coz mize zvysit pravdépodobnost
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falesn¢ negativnich vysledki (Lester a Matthews, 2014 In Matthews 2014).
Matthews (2014) uvadi, ze to je dulezité, protoze po 1é¢b¢ jsou pocty obvykle
jesté nizsi. Doporucuje se pouzit test s nizkym limitem detekce vajicek, tj. test
S niz§im nebo zadnym multiplika¢nim faktorem pro pievod poctu vajicek, ktery
je citlivéjsi a poskytne piesnéjsi odhad vajicek na gram. Takovym testem je Mini-
FLOTAC.

Pii spravném provedeni testu by vySetfeni reprezentativnich vzorkii mélo poskytnout

priméteny odhad trovné vyluovani vajicek u kazdého jedince (Matthews 2014).

3.4.1.3. Mini-FLOTAC metoda

Tato metoda vychazi z metody FLOTAC, coZ je citliva a pfesna technika pro diagnostiku
prvokit a helmintovych infekei. Je koncipovana k provadéni multivalentni, kvalitativni a
kvantitativni diagnostiky hlistovych a prvokovych infekci v lidskych a zvifecich vykalech a
moci. Jeji nevyhodou vsak je, ze je pii ni nutna centrifugace, diky které je potom nedostupna
Vv prostfedi s omezenymi moznostmi (Cringoli etal. 2017). Metoda Mini-FLOTAC je logickym
vyvojem metody FLOTAC a je ur¢ena do terénu.

Pro poutZiti v terénu jsou na trhu nabizeny sady Fill-FLOTAC (Cringoli et al. 2017). Fill-FLOTAC
Ize vidét na obrdzku 5.

Fill-Flotac 2 a Fill-Flotac 5:

(i) Fill-Flotac 2;

(11) Viko Fill-Flotac 2 (se sbéraéem/homogenizatorem a
filtrem);

(111) maly Sroubovaci uzaver;

(iv) velky Sroubovaci uzaver;

(v) $pi¢kou k pInéni Mini-Flotac; (vi) Fill-Flotac 5;

(vii) viko Fill-Flotac 5 (se sbéra¢em/homogenizatorem a
filtrem);

(viii) zatizeni pouzivané k rozebrani Fill-Flotac

St o) (i), J

Obrazek 5 Piiklad sady Fill-Flotac
Zdroj: Cringoli et al. 2017

Podstatou diagnostické metody Mini-FLOTAC je vyuziti stejnojmenného zatfizeni ,,Mini-
FLOTAC®. Mini-FLOTAC je zafizeni ur¢ené k analyze vzorku, vyrobené z polykarbonatového
amorfniho termoplastu. Tento material byl vybran pro svou vynikajici propustnost svétla,
vysokou odolnost vii€i teplu, robustnost, stabilitu rozmérti a dobré izola¢ni vlastnosti. Zatizeni
Mini-FLOTAC se sklada ze dvou ¢asti — zakladny a ¢teciho disku — a dvou dopliku - klice a
adaptéru mikroskopu. Obsahuje dvé flotaéni komirky o objemu 1 ml, které jsou navrzeny pro
optimalni mikroskopické vySetieni suspenzi fekalnich vzork® uvnitt komurek (celkovy objem:
2 ml) pomoci dvou fadkovanych mftizek na povrchu ¢teciho disku, které rozdé€luji kazdou
komirku na 12 oddélenych sekci. (Cringoli et al. 2017). () Postupnad montaz komponenti je
zobrazena na dal$im obrazku. ()
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Komponenty Mini-FLOTAC. (i) zakladna;
(11) ¢teci disk se dvéma fadkovanymi
miizkami; (iii) kli¢; a (iv) adaptér
mikroskopu.

Obrdzek 6 Mini-FLOTAC — komponenty
Zdroj: Cringoli et al. 2017

N 1. Umistéte spodni stranu ¢teciho disku na horni stranu zakladny
{ [ ;\-‘ / tak, aby maly knoflik ¢teciho disku zapadl do slotu zékladny.

2. Drzte zékladnu a otacejte ¢tecim diskem ve sméru hodinovych
rucic¢ek, dokud knoflik ¢teciho disku nezastavi dalsi pohyb z (a) do (b).

3. Umistéte kli¢ na sestavu tak, aby dva knofliky na spodni stran¢
kli¢e zapadly do dvou otvori na ¢tecim disku.

4. Kli¢ se pouziva k otaceni cteciho disku proti sméru hodinovych
rucicek (asi 90°), dokud se cteci disk neposune z (b) do (a).

Obrazek 7 Mini-FLOTAC — montaz komponentii
Zdroj: Cringoli et al. 2017

Obrazek 8 Mini-FLOTAC — disk pod mikroskopem
Zdroj: Cringoli et al. 2017
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Metoda Mini-FLOTAC umoziuje soucasnou diagnostiku vaji¢ek 1 larev helmintt
maximalni zvétSeni 400%), coz je jeji vyhoda oproti kopromikroskopickym technikam jako je
Kato-Katz metoda, ktera je pro larvalni diagnostiku nevhodna, nebo jako je McMaster technika,
ktera neumozinuje identifikaci stfevnich larev. Nejdulezitéjsi rozdil mezi Mini-FLOTAC a
FLOTAC je v jejich analytické citlivosti. Zatimco citlivost Flotac je 1 vaji¢ko na gram stolice
(EPG/LPG/OPG/CPG), piislusna citlivost Mini-FLOTAC je 5 EPG/LPG/OPG/CPG, coz je
zpusobeno 5x niz§im objemem vzorku v komiirkach Mini-FLOTAC ve srovnani s objemem
FLOTAC (2 ml fekalni suspenze uchovavané v zafizeni Mini-FLOTAC oproti 10 ml ve Flotac)
(Cringoli et al. 2017).

Hlavni vyhodou této metody je, Ze ji 1ze provadét na Cerstvych nebo fixovanych vzorcich
stolice, coz nabizi moznost zpracovat vzorky dny nebo tydny po pienosu do laboratoie. Ve
skutecnosti pouziti uzavieného systému Fill-FLOTAC umoziiuje uchovani vzorku stolice a
umoznuje uzivateli pokrocovat v diagnoze, aniz by byl vyzadovan pienos vzorku do jiné
nadoby, ¢imz se minimalizuje vystaveni lidi potencidln¢ infekénimu fekalnimu materidlu a
fixa¢nim prostiedkim (Barda et al. 2014).

~~~~~~

v

spolehlivéjsi technika jak pro diagnostiku parazitt, tak pro stanoveni EPG (Alowanou et al.,
2021, Lozano et al., 2021, Class et al. 2023).

Vyhodou je také moznost pouzivani fixativ, coz u nékterych jinych technik jako je napf.
Kato-Katzova technika neni mozné. Metoda Mini-Flotac navic umoziuje zpracovani
shromazdénych vzorku stolice. Vyhodou také je, ze jak Mini-Flotac, tak Fill-Flotac, jsou po
umyti znovu pouzitelné (Cringoli et al. 2017).

3.4.1.4. Podani 1é¢iva

Zvitata, u kterych se zkouma efekt 1é¢iva, by méla byt peclivé zvazena a podle hmotnosti
jim podan 1€k, u kterého je podezieni na rezistenci (Roepstorff & Nansen, 1998). Kazdy jedinec
se oSetii podle pokynt na Stitku anthelmintikem, které ma byt testovano. (Reinemeyer 2009).
Léky maji byt podany v peroralni formé&, nebot’ pouZiti injekénich nebo topickych forem miize
zkomplikovat hodnoceni u¢innosti z divodu pretrvavajiciho ptisobeni (Zajac & Conboy 2012).

U velkych stad, kde nelze vazit jednotlivd zvitata, 1ze podat davku odhadovanou pro

A4

Zvitata z kontrolni skupiny zlstavaji nelécena.

3.4.1.5. Odbér vzorkl a jejich vyhodnoceni

Po osetfeni 1é¢ivem se od stejnych jedinct odeberou nové vzorky po 10-14 dnech
(Roepstorff & Nansen, 1998) ¢i 14-21 dnech (Reinemeyer 2009). Idedlni Casovy odstup se lisi
dle testovaného 1éku z divodu riznych Uc¢inkti na larvélni stadia a z divodu docasnych
sterilizacnim u¢inklim na dosp€lé parazity. Pro ptezvykavce se doporucuji nasledujici intervaly:

— levamisol 3-7 dni,
— benzimidazoly 8-10 dni,
— makrolidy 14—17 dni. (Zajac & Conboy 2012)
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U prezvykavcl i u koni se ¢asto doporucuje pro jistotu standardni obdobi 14 dn( (Zajac &
Conboy 2012).

3.4.1.6.Detekce antehlmintické rezistence

Pti pouziti kontrolni a 1écené skupiny se % FECR vypocitd pomoci aritmetickych
priméra skupin v nasledujicim vzorci (Zajac & Conboy 2012):

% FECR = ([FEC kontrolni skupina — FEC oSetfena skupina]/ FEC kontrolni skupina)*
100

Pokud se misto kontrolni skupiny pouziji vysledky pted oSetfenim a po oSetteni pro kazdé
zvite, vzorec se odpovidajicim zptisobem zméni pomoci aritmetickych priméri pied oSetfenim
a po osetieni:

% FECR = ([FEC pfted oSetfednim — FEC po oSetieni]/ FEC pted oSetfenim)* 100

Anthelmintikum je povazovano za u¢inné, pokud FECR > 95 %. Rezistence je piitomna,
pokud je FECR < 95 % a hladina spolehlivosti 95 % je nizsi nez 90 %. Pokud je splnéno pouze
jedno z téchto dvou kritérii, existuje podezieni na rezistenci (Roepstorff & Nansen, 1998).

Tyto rozsahy piedstavuji pouze hrubé pokyny, které vSak museji byt pouzity, dokud
nebude FECRT ovéiena i pro Parascaris (Reinemeyer 2009).

Smérnice WAAVP byly plivodné vytvoteny pro malé prezvykavce. Limity pro stanoveni
rezistence paraziti u koni u jednotlivych skupin Anthelmintik neexistuji a v jednotlivych
publikovanych zpravach se lisi. Celkové chybi metodika pro koné. Z toho divodu je obtizné
porovnavat vysledky rtiznych studii (Matthews 2014). Kromé toho mize inherentni variabilita
pozorovana v souborech tidaji FEC u koni zkomplikovat vysledek testu (Denwood a kol., 2010;
Lester a kol., 2013; Stratford a kol., 2014 In Matthews 2014).

Rada studii se pokusila definovat piesng&jsi metody pro vypoéet anthelmintické u¢innosti
u koni (Vidyashankar et al. 2007; Kaplan a Nielsen, 2010; Vidyashankar et al. 2012; Lester et
al. 2013; Relf et al. 2014; Stratford et al. 2014 In Matthews 2014). Pro kon¢ byly minimalni
mezni hodnoty pro u¢innost léciva ve FECRT navrzeny jako 95 % pro macrolidy a 90 % az
95% pro benzimidazoly a pyrantel (Zajac & Conboy 2012).

V téchto studiich byly vypocteny 95% dolni meze spolehlivosti (LCL) (Vidyashankar et
al. 2007; Lester et al. 2013; Relf et al. 2014 In Matthews 2014). Pokud jde o dolni hranice
spolehlivosti 95 %, které¢ byly vybrany pro klasifikaci rezistence, ty se liSily v zavislosti na
skupiné¢ [éCiv. Procentualni redukéni prdh pouzity pro klasifikaci rezistence vici
makrocyklickym laktonim byl nastaven na 90 %, zatimco pro benzimidazoly a
tetrahydropyrimidiny byl nastaven na 80 %. Autofi zvolili mezni hodnoty tak, aby reflektovaly
pivodni trovné ucinnosti, které byly hlaseny u populaci strongylidu citlivych na anthelmintika,
brzy poté, co byly produkty zaregistrovany pro pouziti u koni. (Cornwell & Jones, 1969;
Colglazier a kol., 1977; Xiao a kol., 1994 (Vidyashankar et al. 2007; Lester et al. 2013; Relf et
al. 2014 In Matthews 2014).

Dale byly vytvofeny modely maximalni vérohodnosti zalozené na zaporném binomickém
rozdéleni pro odhadovani snizeni FEC (Torgerson et al. 2005 In Matthews 2014). Metody
Markov Chain Monte Carlo (Denwood et al. 2010 In Matthews 2014) byly také navrzeny tak,
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aby zohlednily vysoce agregované rozdéleni, které je vlastni pro tidaje FEC koni (Matthews
2014). Upravy v téchto metodologiich vychézeji z toho, Ze hodnoceni rezistence vyzaduje
vyuziti pokrocilych statistickych programi jako je R. Existuje také webové rozhrani umoziujici
zadavat datové soubory FEC online, spolu s detekénim limitem pouzit¢ metody FEC a
generovat vypoCty. Toto rozhrani odhaduje procento snizeni FEC pomoci bayesovskych
hierarchickych modeli prostfednictvim vzorkovani Markov Chain Monte Carlo
(http://www.math.uzh.ch/as/index.php?id=calc) (Torgerson et al. 2014 In Matthews 2014) a
zptistupniuje i laikiim vyuZiti robustnich statistickych metod (Matthews 2014).

Pokud je naptiklad o 10 % sniZeni, je pravdépodobné, Ze velka ¢ast hlisti u zvifat je
rezistentnich. Pfi sniZzeni o 80 % je podil rezistentnich parazith mnohem mensi, ale stale
vyznamny (Zajac & Conboy 2012). Mnozstvi dospélych jedinci Skrkavky konské nelze odvodit
z poctu vajicek ve vykalech. Nedokézala se prokéazat souvislost mezi mnozstvim vajicek (EPG
— pocet vaji¢ek na gram) a infestaci parazity, coz znamena, ze piedpoklad, ze koné s vysokym
poctem vajicek maji vice dospélych ascaridii, neni opodstatnény. (Reinemeyer 2009), coz je
dulezitd informace pro hodnoceni rezistence. Velké mnozZstvi vaji¢ek neznamend jednoznacné
velké mnozstvi dospélci. Test FECRT sleduje vliv 1é€iva na dospélce parazita, ale vzhledem
K tomu, ze neni znam pocet jedincl parazita ve stieve, ani jejich reprodukce, neni mozné urcit
efektivnost 1éCiva, jen vliv na pocet vyloucenych vajicek.

3.4.1.7. Identifikace dospélych paraziti

Parazity mtize byt obtizné&jsi identifikovat.

U koni je mozné ve vykalech detekovat kromé Skrkavky konské (Parascaris equorum)
mensi hlistice, tj. velké a malé strongylidy nebo Oxyuris). Hlistice je mozné vidét ve vykalech
praveé po 1écbé (Zajac & Conboy 2012). Identifikace dospélych nematodi je obvykle zaloZena
na morfologickych variacich vng$i vrstvy nebo kutikuly parazith. Mize byt nutné
mikroskopické vySetieni ustnich casti a pfidatnych pohlavnich struktur. Parazit mlzZe byt
umistén do specidlnich roztokd pro lepsi vizualizaci. V nékterych ptipadech nestaci
k identifikaci veterinaf a je tieba vzorek predlozit k vySetieni parazitologovi (Zajac & Conboy
2012).

3.4.2. Invitro metody

Mezi in vitro neboli laboratorni postupy patii experimenty provadéné mimo Zivy
organismus. Princip fungovani metody in vitro spociva v izolaci paraziti nebo parazitickych
struktur, jako jsou vajicka, larvy nebo dospélci, a jejich naslednému studiu ve specidlnich
laboratornich podminkéach. Timto zplisobem lze sledovat riist, vyvoj, chovani nebo reakce
parazitl na razné podnéty, vcetné léCivych latek (Craven et al. 1999). Pro odhaleni
anthelmintické rezistence patii predevs§im testy lihnuti vajicek a vyvoje larev. Vajicka jsou
v kontaktu s koncentrovanymi 1éky a méfi se jejich lihnuti nebo pieziti (Roepstorff & Nansen
1998). Tyto testy jsou vSak Casoveé narocné a nejsou dostatecné citlivé, nebot’ rezistentni paraziti
se detekuji pouze tehdy, pokud tvoti asi 25 % celkové populace. Citlivost se miize zvysit vyssi
davkou léku. Nové sondy na molekuldrni bazi, které jsou citlivéjsi, jsou vSak dostupné pouze
pro benzimidazoly a pouzivaji se ptedevsim ve vyzkumu (Taylor et al. 2016).
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4 Metodika

Béhem obdobi od roku 2023 do roku 2024 bylo v ramci celé Ceské republiky piijato
celkem 292 vzorkt vykali hiibat ke koprologickému vySetieni. Do studie byla zafazena hiibata
piiblizné¢ od dvou mésici véku az do dvou let véku. Zpracovani vzorkd a dat probihalo
v laboratoti Katedry zoologie a rybatstvi na Fakulté potravinovych a piirodnich zdroji Ceské
zeméd€lské univerzity v Praze.

Vsechny vzorky byly vySetfeny kvantitativni vysetifovaci metodou Mini-FLOTAC
identifikovany a precizné kvantifikovany vajicka Skrkavek. Vzorky od hiibat byly vySetfovany
pted a po aplikaci anthelmintika. V programu STATISTICA 14 byly zhodnoceny zakladni
parametry. Nésledné byla stanovena mira rezistence prostiednictvim vyhodnoceni redukce
poctu vaji¢ek (FECRT; Fecal egg count reduction test) a Bayesovskych hierarchickych modela
pro 1écivo pyrantel embonat.

Vysledky byly vyhodnoceny a graficky znazornény pomoci tabulek a grafi vytvorenych
v programu MS excel (Microsoft Windows 2023), STATISTICA 14 (TIBCO software 2016) a
online SHINY MATH calculator (SHYNY R 2012).

4.1. Popis postupu vySetieni vzorku

Vzorek byl pievzat na zéklad¢ informaci poskytnutych majitelem zvifete a nasledné
koprologicky vySetien.

Pouzité vybaveni: vaha, tfeci miska, tloucek, sitko, hustomér, odmérny valec, kadinky,
klikr, MiniFlotac, pipeta, pinzeta, nasyceny flota¢ni roztok (NaCl+glukoza: 1,28g.cm-3).

Pro samotné vySetieni byla vyuzita metoda Mini-FLOTAC, ktera zajistila co nejpiesné;si
zhodnoceni intenzity infekce, tedy stanoveni poctu vaji¢ek na gram vykalu EPG (eggs per
gramm). V prvni fadé¢ byl pfipraven nasyceny flota¢ni roztok o hustoté 1200 kg/m3. Ze vzorku
vykalii bylo navazeno 5 gramt a vlozeno do tfeci misky (obrazek 9 a 10).

Do tfeci misky se postupné pfilévalo 45 ml
nasycen¢ho roztoku NaCl+glukoza: 1,28g.cm-3.
Navazené vykaly s flotanim roztokem  se
homogenizovaly do uplného rozmichani. Po
rozmichéni se smés procedila ptes sitko do kadinky viz
obrazek 12. Z kadinky se co nejdiive pipetou odebrala
homogenni tekutina, kterd se aplikovala do kazdé
z komurek disku Mini-FLOTAC o0 objemu 2 ml tak,
aby tekutina lehce ptecnivala pfes okraj komurky dle
doporuceného navodu (Cringoli et al. 2017). Poté jsme
nechali tekutinu flotovat po dobu deseti minut.
Naplnény Mini-FLOTAC disk  pfipraveny
mikroskopovani lze vidét na obrazku 11.

Obrazek 9 vzorek ptipraveny ke zvazeni
Zdroj: Eliska Zikmundova
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Do nastaveného mikroskopu Olympus, ktery je
znazornén na obrazku 13, se nasadila redukce a do ni
nasledné¢ Mini-FLOTAC disk. ZvétSeni pouZivané na
mikroskopu bylo 100x. Vajicka byla morfologicky
identifikovana a spocitdna pomoci klikru. (Obrazek 14)
Pocet nalezenych vaji¢ek v levé a pravé komirce byl secten
a vynasoben Cislem 5 (citlivost metody), vysledek udava
hodnotu intenzity infekce EPG (pocet vajicek na gram
vykalu).

Obrazek 10 vzorek a NaCl + glukoza
Zdroj: Eliska Zikmundova

Obrazek 11 Mini-FLOTAC naplnény tekutinou
Zdroj: Eliska Zikmundova

Komentat k obrazku 12

Ptfecedéna tekutina se ithned nabrala do kapatka za
pomoci krouzivych pohybt z diivodu
rovnomérného  zachyceni pfipadnych vajicek
Vv tekuting.

Obrazek 12 precedénd tekutina
Zdroj: Eliska Zikmundova
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Obrazek 13 Vysetfovaci mikroskop Olympus a klikr
Zdroj: Eliska Zikmundova

Obrazek 14 Identifikace nalezenych vajicek

Na obrazku 1ze pozorovat vajicko Parascaris sp. v levém rohu fotografie.
V pravé ¢asti pak vidime 3 vajicka strongylidnich hlistic.

Zdroj: Eliska Zikmundova
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4.2. Statistické vyhodnoceni dat pomoci FECRT a Bayesovskych modelu

K zdznamu a vyhodnoceni vysledkl byl vyuzit program MS Excel. Pro zhodnoceni vlivu
veéku na intenzitu infekce a druhové spektrum parazitti byla pouzita zékladni popisna statistika
a test jednofaktorovdi ANOVA v programu STATISTICA 14 (Tibco). Zakladni popisnou
statistikou jsme ziskali pocet vzorki, primérnou, minimalni a maximalni hodnotu FECRT a
miru variability. Pomoci metody ANOVA byl vyhodnocen statisticky vyznamny vliv véku
mladych koni na intenzitu infekce a druhové spektrum parazitti. Do statistického programu byla
vlozena data s hodnotami EPG u vsech tfi skupin sledovanych paraziti (zévisla proménnd) a
vek koni (nezavisla proménnd). Jako statisticky vyznamna hladina pro zhodnoceni vlivu véku
koni na druhové spektrum parazitii byla urcena hladina p=0,005.

Ke stanoveni rezistence byla vyuZita metoda FECRT (Fecal egg count reduction test) dle
Zajac & Conboy 2012. Tato analyza anthelmintické rezistence se provedla za pomoci FECRT
vzorce za jednotlivce na zéklad€ vysledkii kazdého jednotlivého zvitete zvlast' pred 1é€bou a
po 1é¢bé, tj. po aplikaci pyrantel embonat.

Vzorec:
% FECR = ([FEC pfted osetfenim — FEC po o$etfeni]/ FEC pted oSetienim)* 100

V dal§$im kroku byly pouzity pokrocilé statistické programy dostupné online
prostfednictvim  webovych  stranek https://shiny.math.uzh.ch/user/furrer/shinyas/shiny-
eggCounts/ SHINY MATH calculatoru umoznujicim zadavat datové soubory FEC (fecal egg
count) online, spolu s detekénim hranici ti€innosti pouZzité metody FEC. Tato hranice Gi¢innosti
odhaduje procento snizeni FEC pomoci Bayesovskych hierarchickych modelt (Torgerson et al.
2014 In Matthews 2014).

Analyza dat byla nastavena na spodni hranici uCinnosti 95 %, v tomto ptipad¢ pro 1é¢ivo
pyrantel embonat. Znacime tim tedy vérohodny interval s 95% pravdépodobnosti pro odhad
prevalence rezistence na 1é¢ivo pyrantel embonat.

1 Popis grafického znazornéni

Vysledky byly analyzovany a vizualizovany pomoci standardnich tabulek a grafa
vytvotfenych ve vySe zminénych programech.
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5 Vysledky

V této studii bylo koprologicky vysetfeno celkem 292 vzorki vykald hiibat. Koné se
pohybovali ve véku od 3 mésicti do 2 let a 2 mésicti. Hifbata byla z celého tizemi Ceské
republiky. Ze vzorkl byly ziskany hodnoty FECpre — pocet nalezenych vajicek pted oSetfenim
zvitete a FECpost— pocet nalezenych vaji¢ek po oSeteni. FECpost data byla ziskana ptiblizné 14
az 16 dni po podani anthelmintika pyrantel embonatu.

Studie se v prvni fadé¢ zamétuje na vyskyt vaji¢ek Parascaris spp., ktery byl prokazan,
ovsem dale byla ze vzorki identifikovana i vajicka Anoplocephala a strongylidnich hlistic.

Pocet vysettenych vzorkl vykald pro kazdého parazita vcetné celkového vyskytu (%)
pozitivnich nalezl je znazornén v tabulce 1.

Tabulka 1 Pocet vzorkii a vyskyt vajicek pro jednotlive parazity za sledované obdobi

Identifikace parazita | Celkem vySetteno | Celkem pozitivnich Vyskyt %
Strogylidni hlistice | 292 264 90,0
Parascaris spp. 292 75 25,7
Anoplocephala spp. | 292 6 2,1

V tabulce 1 Ize pozorovat nejvyssi pocet pozitivnich vzorkl u strongylidnich hlistic, pro
ktery udavame 90% (264 pozitivnich) podil pozitivnich vzorkd z celkového pocétu 292
vySetfenych. U Anoplocephala lze pozorovat opak, tedy nejnizs$i pocet pozitivnich vzork,
pouhych 2,1 % (6 pozitivnich) z celkem 292 vzorka.

Z celkem 292 vzorka pak bylo 75 pozitivnich na Skrkavky (parascaris spp.), coz je
25,7% vyskyt a je to oproti rozsifeni tohoto parazita relativné nizké procento.

Tabulka 2 Zdkladni popisna statistickd analyza FECRT %, dat po podani léciva pyrantel

Variable Valid N Mean Minimum Maximum|(Std.Dev
FECRT (%) Strongylida 123 88,21 -12 100 15,29
FECRT (%) Parascaris spp. 83 92,14 60 100 9,27

V tabulce 2 je k vidéni zakladni popisna statistika dat vypoétu FECRT (%), jako je
prumérna hodnota jednotlivych FECR testii, minimalni hodnota a maximalni. Valid N udava
pocet vySetfenych vzorku pied a po 1€¢bé pyrantel embonatem. Pro zajimavost a porovnani
byly vloZeny 1 primérné hodnoty FECRT (%) u strongylidnich hlistic.

Primérna hodnota FECRT u Parascaris spp. je 92,14 %, maximalni 100 % a minimalni
vSak pouhych 60 %. Minusova hodnota -12 % u minimalnich FECRT vysledkl strongylida
znaci vyssi vyskyt vajicek po odCerveni nez pred aplikaci léciva pyrantel. Std.Dev. = standartni
odchylka hodnoti miru variability hodnot v datovém souboru.
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5.1. Statistica ANOVA

Graf 1 Anova analyza k porovnani vlivu véku hiibat na vyskyt a intenzitu infekce u vSech
nalezenych druhti parazitt

Vék; LS Means
Wilks lambda=,88085, F(6, 574)=6,2649, p=,00000
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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V grafu 1 je znazornén statisticky test ANOVA pro porovnani statistické vyznamnosti
véku na intenzitu infekce u kazdého nalezené¢ho druhu parazita. Minimalni vék vySetfenych
hiibat byl 3 mésice, maximalni 2 roky a 2 mésice.

Do statistického programu byla vlozena data s hodnotami EPG u vSech tfi skupin
sledovanych paraziti (zavisla proménnd) a vék koni (nezdvisla proménnd). Jako statisticky
vyznamna hladina pro zhodnoceni vlivu vé€ku koni na vyskyt poc¢tu vaji¢ek EPG u druhového
spektra paraziti byla ur€ena hladina p=0,005.

Z grafu 1 lze pozorovat znacny rozdil v kolisani intenzity infekce u daného parazita
v zavislosti na ve&ku zvifete. V pfipadé modré kiivky, znacici intenzitu infekce EPG
u strongylidnich hlistic, miizeme potvrdit, Zze se pocet nalezenych vajicek zvySuje
se vzristajicim vékem. Cervena kfivka znazorfuje intenzitu infekce EPG u Parascaris spp. a
poukazuje opacny vyskyt vajicek, oproti strongylidnim hlisticim zde pozorujeme snizeni poc¢tu
nalezenych vajicek se stoupajicim vékem. V piipadé zelené kiivky, znacici vyskyt vajicek
Anoplocephala nevidime vyznamné rozdily v poctu vajicek v souvislosti se stafim zvirete.

P=0.0000, hladina vyznamnosti je < nez 0.05. Jedna se tedy o statisticky vyznamny vliv
mezi vékem a intenzitou infekce.
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5.2. Analyza dle Bayesovskych hierarchickych modelii

Graf 2 Vyhodnocené grafy pomoci analyzy Bayesovskych hierarchickych modeli ve Shiny
kalkulatoru
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Graf 2 byl byl sestaven za pomoci analyzy Shiny Modelling Fecal Egg Couts online
kalkulatoru s vyuZzitim Bayesovskych hierarchickych modela.

Graf 2 uvadi celkem 3 moznosti grafického porovnani:

MeanEPGuntreated/FECpre — horni graf ukazuje pramérné hodnoty EPG nalezenych
vajicek Parascaris spp. ziskanych pted 1écbou zvitat pyrantelem

MeanEPG.treated/FECpost — prostiedni graf zna¢i primérné hodnoty EPG nalezenych
vaji¢ek Parascaris spp. ziskané po 1€cb¢ zvirat pyrantelem

FECR — posledni udéavé grafické zndzornéni, kdy byla pro jednotlivd data vypoctena
procentudlni hranice u¢innosti. V tomto piipad¢€ byla hranice G¢innosti nastavena na primérnou
hodnotu 95 %. Tomuto grafu se budeme dale vénovat v dal$im grafickém zobrazeni niZe na
stran¢ 43.
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Graf 3 Znazornéné posouzeni hranice G€innosti 1é¢iva pyrantel embonat
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Posterior Distribution of Reduction je graficky znazornény vysledek Bayesovské
statistiky, jakym popisujeme pravdépodobné zmény ve vyskytu parazitii po 1é¢bé (FECpost).
Pomaha nam pochopit, jak G¢inné 1é¢ba snizuje pocet parazitii a také umoznuje sledovat, zda
se parazité stdvaji rezistentnimi na 1éciva.

V piipadé grafu 3 nam vertikalni osa, S nazvem Density (denzita), udava po¢et FECR
testl. Horizontalni osa, Reduction (redukce), udava redukci pocétu vajicek v procentech.
Hodnoty od 0.985 do 1.00 jsou procenta redukce poc¢tu Skrkavek, tedy 98,5 %, 99 %, 99,5 %,
100%. Cela linie ukazuje jednotlivé testy, které jsou sefazené za sebe.

V grafu 3 jsou obvykle k vidéni dvé rozdélené oblasti dle barev, Seda a bila ¢ast. Bila cast
odpovid4d hodnotam, které nespliiuji minimalni hranici G¢innosti, tedy prokazuji rezistenci
parazita na 1é¢ivo. Sed& vybarvena &ast, vtomto piipadé prakticky cela ¢ast grafu, ndm
znézornuje dostateCnou Ucinnost 1é¢iva pyrantel. Hodnota 1,00 = 100% a znaci nejvice u¢inny
test, kde se prokazala nulova rezistence.

Ktivka se ptiblizné¢ od hodnoty 0,985 do hodnoty 0,990 vyskytuje v nizkych hodnotach
testd redukce poctu vajicek, zde byla nizka ucinnost. Ptiblizn€¢ u hodnoty 0,990 az 0,995
postupné vidime vzestup kiivky. V ramci této studie byla stanovena hranice uc¢innosti
95% FECRT pro pyrantel na zakladé jinych studii viz diskuze. Nastavena hranice ucinnosti je
jiz u hodnoty 0,950 a je rozhodujici, tvofi dé€lici ¢ast. V tomto grafu neni mozné tuto hranici
zaznamenat, protoZe se rezistence Skrkavek prokézala jako minimalni.

Cetnost i¢innosti FECRT zde hodnotime jako nejvy3si mezi 99,3 % az 99,7 %. Celkem
84,3 % ze vSech provedenych FECRT bylo nad hranici G€innosti, zbylych 15,7 % je snizenych
FECRT pod hranici t¢innosti a potvrzuje vyskyt rezistence Parascaris spp. na 1é¢ivo pyrantel.
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6 Diskuze

Tato diplomové prace se zabyvala vznikem anthelmintické rezistenice a jeji mirou u
zvoleného lé¢iva pyrantel embonat. Nedilnou soucésti této praci byl prehled o anthlemintické
rezistenci ve svété a porovnani s vysledky monitoringu rezistence u Skrkavek (Parascaris spp.)
na pyrantel embonat v Ceské republice.

Do vyzkumu bylo zafazeno celkem 292 hiibat z chovii z celé Ceské republiky. Odebrané
vzorky vykalt kazdého hiibéte byly koprologicky vySetfeny za pomoci Mini-FLOTAC metody
pro ziskani co nejpresnéjsich hodnot EPG dle Cringoli et al. 2017. Went et al. (2018) oznacuje

V prvni fadé¢ byly stanoveny vysledky popisné statistiky na zaklad¢ identifikace vaji¢ek
paraziti. Ve vySetfenych vzorcich jsme dohledali tyto parazity: Parascaris spp., Anoplocephala
spp. a strongylidni hlistice. Strongylidni hlistice se vyskytly v 90,04 % vzorki, cemuZ odpovida
fakt, Ze strongylidy fadime mezi nejrozsitfencjsi a nejvice patogenni parazity koni (Lyons et al.
1999; Corning 2009). V Némecku se vyskytli az v 98,4 % ze vSech vySetfenych koni, a to
dokonce i s vysokou intenzitou infekce (Hinney 2009) a v Polsku je fadi mezi nejvice nalezené
helminty u koni (Korna$ et al. 2010). Vyskyt Parascaris spp. byl o par desitek procent mensi,
celkem 75 % ze viech vysetienych vzorkd koni v CR. Pires et al. (2024) ve své studii uvadi, Ze
Parascaris sp. za¢ina byt rozsifena po celém svété a ohrozuje pievazné podvyzivend hiibata ¢i
mladé koné s oslabenou imunitou.

Harvey (2019) ve svém vyzkumu potvrdil, Zze imunita hostitele hraje slozitou tlohu
v §ifeni a vyvoji parazitarnich infekei a je také ovlivnéna dal$imi faktory, jako je vék. Z tohoto
divodu jsme se v tomto projektu zaméfili také na statisticky test ANOVA pro porovnani
statistické vyznamnosti véku na intenzitu infekce u kazdého nalezeného druhu parazita. OvSem
jednalo se zde pievdzné o hiibata a mladé koné. I ptes to se vliv véku na intenzitu infekce
prokézal. Ve studii od Elghryani et al. (2023) bylo také potvrzeno, Ze dospéli koné mayji
schopnost odolat témto parazitlim, ale u htibat a koni mladsich péti let jsou tyto infekce bézné.
S touto skute¢nosti se spojuje i Fabiani, ktery ve svém vyzkumu uvedl Ze vék ma vyrazny vliv
V této véci a pocty vajicek Skrkavek jsou na vrcholu kolem ¢tvrtého mésice véku hiibéte. U koni
mladsich 10 let bylo zjiSténo vyznamné vyS$$i procento parazitdrni infekce, které potvrdil
Rosenthal (2009) a tvrdi také, Ze pfirozend imunita proti malym strongylidim se s vékem
pomalu vyviji, avSak zlstava neliplnd. Toto by mohlo vysvétlit zjiSténou negativni korelaci
mezi vékem a infekei strongylidy.

V soucasné dob¢ je test snizeni poctu fekalnich vajicek jedinou dostupnou metodou pro
posouzeni u¢innosti anthelmintické 1écby (Nielsen et al., 2019). Tato metoda byla nésledné
vyuZita k vyhodnoceni test.

V tomto experimentalni projektu byla nastavena hranice ti¢innosti FECR na primérnou
hrani¢ni hodnotu ucinnosti 95 % a na jejim zadkladé byla provedena analyza za pomoci
Bayesovského hierarchického modelu. Pro koné¢ byly dle Zajac & Conboy (2012) minimalni
mezni hodnoty pro u¢innost 1é¢iva u strongylidnich hlistic ve FECRT navrzeny jako 95% pro
macrolidy, 90% pro benzimidazoly a 94% pro pyrantel. Matthews (2014) poznamenal, Ze limity
pro identifikaci rezistence parazitl u koni v rdmci jednotlivych skupin anthelmintik jsou $patné
standardizované, 1isi se v riznych publikacich a chybi metodologie pro hodnoceni rezistence
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Parascaris spp. na pyrantel. Tento nedostatek metodiky komplikuje porovnani vysledkti mezi
riznymi studiemi.

Vysledky FECRT u vSech 292 vySetienych hiibat, kteti byli 1é¢eni pyrantelem v této
studii, vykazuji nizkou uroven rezistence Skrkavek na pyrantel a tim potvrzuji vysokou u¢innost
tohoto 1éCiva. Armtrong et al. v roce 2014 provedl FEC analyzu u 252 hiibat na osmi farmach.
Ve 147 z nich byla nalezena vajicka Parascaris spp., coz znamenalo prevalenci infekce
Parascaris 58,3 %. V jejich studii byl pyrantel U¢inny proti Parascaris spp. na tfech ze Ctyt
(2014) provedenymi v Australii.

V této studii se pyrantel z hlediska U¢innosti proti Parascaris spp. prokazal jako velice
ucinny. Celkem 84,3 % FECRT se prokézalo nad hranici u¢innosti (stanovena na 95 %) a zbyla
procenta, 15,7 % FECRT tvorila ¢ast pod hranici G¢innosti.

I pfestoze je v Evropé rozsifeni rezistence proti anthelmintikiim vyrazné (Nielsen, 2022),
v Ceské republice bylo prozatim provedeno malo studii o rezistenci $krkavek na pyrantel na
rozdil od rezistence cyathostomin na pyrantel, se kterou se zde jiz potykame déle a vénuje se ji
vys$8i pozornost (Bodecek et al., 2018).

V roce 2008 provedli Traversa et al. prizkum tykajici se ucinnosti anthelmintik na
cyathostominy na riiznych konich v evropskych chovech. Testovani pyrantelu, ivermektinu a
moxidektinu probéhlo na vice jak stovce konskych farem, ptficemz u 25 % z nich byla
zaznamenana nizka rezistence na pyrantel. Redukovana u¢innost pyrantelu mimo Evropu byla
zkoumana napiiklad ve studii Ricarda et al. (2013). Cilem jejich vyzkumu bylo posoudit
ucéinnost hlavnich tfid anthelmintik dostupnych na trhu. Vyzkum probihal v Brazilii a zahrnoval
498 koni z 11 rliznych farem. Snizend Gc¢innost pyrantelu byla zaznamenana u 5 z 11 stji.
V roce 2014 provedl testovani anthelmintické rezistence Bodecek et al. (2018) ve které bylo
zahrnuto 186 koni, z toho 54 infikovanych Skrkavkami. Redukce poctu vajicek ve vykalech
u Parascaris spp. byla v rozmezi 87,9 % do 100 %. V Kentucky od roku 2009 do roku 2010
byla pii podobném vyzkumu vyhodnocena priimérna ucinnost 71 % z celkem 316 vySetienych
hiibat Zanet et al. (2021). Naopak z vyzkumu ve Finsku pak uvedli Nareaho et al. (2011) opak
tvrzeni k rezistenci na pyrantel embonat, kdy bylo vySetfeno 112 hiibat a vysledky poukézaly
silné€ rezistentni jedince, ktefi méli 1 po 1écb€ z vétSiny vysoky nalez poctu vaji¢ek Parascaris
spp. Je toba brat v potaz, ze v tomto vyzkumu se testovali pouze jediny s velmi silnou intenzitou
infekce.
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Zavér

e Téma nevhodného pouzivani anthelmintik u koni a rezistence paraziti na né je
Vv soucasné dob¢ vyznamné a velmi diskutovany ndmét zndm na globalni trovni. I ptes
mnoho provedenych vyzkumi jsou stale potfebna nova data k vyhodnoceni rezistence.
Jsem si védoma, ze tento experimentdlni projekt bude ndpomocny k novym
informacim o u¢innosti Parascaris spp. vii¢i pyrantel embonatu. Ulohou této prace
bylo zhodnotit miru vyskytu anthelmintické rezistence Skrkavek (Parascaris spp.) na
1é&ivo pyrantel u hifbat na tzemi Ceské republiky.

e C(ile této diplomové prace, tak jak byly definovany, byly splnény.

e Zvysledki této studie se da fici, ze doslo k potvrzeni hypotézy 1. Vyskyt rezistence
Parascaris spp. na pyrantel embonat se udrzuje ve velmi nizkych hodnotach a
prokazuje dostatecnou Géinnost pii 1é¢b¢ infekei Parascaris spp.

e Vzhledem k dnesnimu celkovému vyskytu rezistence paraziti na anthelmintika je
klicové zvazit, jak bychom mohli byt ndpomocni k tomu ji ptedejit. Z tohoto diivodu
doporucuji chovatelim, aby nepodceniovali prevenci, spravny management staje a
pastvin a dodrzovali antiparazitarni programy s cilem zachovat zdravi svych koni. Je
vhodné zatadit pravidelné koprologické vySetieni jako preventivni opatfeni s cilem
snizit kontaminaci pastvin infekénimi stadii. Tim se zaroven piedejde vzniku
rezistence na anthelmintika, protoze 1é€ba bude zaloZena na presné determinaci
parazita z provedeného koprologického vysetieni.

e Vlivu v€ku na intenzitu infekce u kazdého nalezené¢ho druhu parazita byl prokazan
jako statisticky vyznamny. Je znamo, Ze se Skrkavky nachazi pfevazné u hiibat a
mladych koni. V této studii bylo prokazani, Ze s vysSim v€kem koné se snizuje pocet
vyskytu vajicek u daného jedince.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symboli

EPG- pocet vajicek na gram vykalu

PYR- pyrantel

FECpost- vysledek odbéru po dehelmintizaci

FECpre- vysledek odbéru pied dehelmintizaci

FECR (%0)- redukce poctu vaji¢ek - procentualni vysledek FECRT
FECRT- test redukce poctu fekalnich vajicek

L1- prvni faze larvalniho vyvoje

L>- druha faze larvalniho vyvoje

Ls- tfeti faze larvalniho vyvoje

Ls- ¢tvrta faze larvalniho vyvoje

WAAVP- Svétova asociace pro rozvoj veterinarni parazitologie
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10 Samostatné prilohy

Porfadi: |[vék |Strongylida pre|Strongylida post| FECR (%) STR |Parascaris pre|Parascaris post|FECR (%) PAR |Anoplocephala prd Anoplocephala post
PYR 2 2680 10 99,63 45 0 100,00 0 0
PYR 0 1665 5 99,70 280 0 100,00 0 0
PYR 1 1860 0 100,00 105 0 100,00 0 0
PYR 1 680 0 100,00 50 0 100,00 0 0
PYR 1 1285 5 99,61 35 0 100,00 0 0
PYR 1 2060 5 99,76 60 0 100,00 0 0
PYR 2 675 0 100,00 45 0 100,00 0 0
PYR 2 370 0 100,00 5 0 100,00 0 0|
PYR 0 415 0 100,00 105 0 100,00 0 0
PYR 0 150 5 96,67 320 0 100,00 0 0
PYR 0 225 0 100,00 150 0 100,00 0 0
PYR 1 1270 0 100,00 20 0 100,00 0 0
PYR 0 350 20 94,25 640 [4] 100,00 0 0
PYR 1 2330 10 99,57 95 0 100,00 0 0
PYR 1 1995 0 100,00 o 0 100,00 0 0
PYR 1 765 0 100,00 215 0 100,00 0 0
PYR 2 175 0 100,00 70 0 100,00 0 0
PYR 2 150 0 100,00 75 0 100,00 0 0
PYR 1 1305 3 99,62 15 0 100,00 0 0
PYR 1 300 0 100,00 45 0 100,00 0 0
PYR 1 355 0 100,00 715 0 100,00 0 0
PYR 1 2630 5 99,81 45 0 100,00 0 0
PYR 1 215 0 100,00 0 0 0 0
PYR 1 2065 0 100,00 825 [4] 100,00 0 0
PYR 1 250 0 100,00 30 0 100,00 0 0
PYR 0 25 0 100,00 105 0 100,00 0 0
PYR 1 215 0 100,00 35 1] 100,00 0 0
PYR 0 0 0 520 0 100,00 0 0
PYR 1 1140 0 100,00 30 0 100,00 0 0
PYR 0 680 0 100,00 20 0 100,00 0 0
PYR 0 330 0 100,00 220 0 100,00 0 0
PYR 0 702 25 96,44 2845 0 100,00 0 0
PYR 0 330 0 100,00 860 0 100,00 0 0
PYR 1 655 0 100,00 0 100,00 3 0
PYR 2 1360 0 100,00 60 0 100,00 0 0
PYR 1 1640 5 99,70 80 0 100,00 0 0
PYR 1 1965 0 100,00 5 0 100,00 3 0
PYR 1 415 0 100,00 75 0 100,00 0 0
PYR 1 680 0 100,00 110 0 100,00 0 0
PYR 1 960 0 100,00 10 0 100,00 0 0
PYR 1 1285 0 100,00 310 0 100,00 0 0
PYR 0 35 10 71,43 10 0 100,00 0 0
PYR 1 470 0 100,00 295 0 100,00 0 0
PYR 0 325 0 100,00 80 0 100,00 0 0
PYR 1 70 0 100,00 1225 0 100,00 0 0
PYR 0 470 5 98,94 655 0 100,00 0 0
PYR 2 570 0 100,00 260 0 100,00 0 0
PYR 1 455 0 100,00 315 0 100,00 0 0
PYR 1 320 0 100,00 155 0 100,00 0 0
PYR 0 225 110 51,11 0 0 0 0
PYR 0 380 130 52,63 15 0 100,00 0 0
PYR 1 50 0 100,00 0 0 0 0
PYR 0 14580 15 98,99 5 0 100,00 0 0
PYR 1 1600 0 100,00 0 0 0 0
PYR 0 435 50 89,90 0 0 0 0




FYR 1 2065 0 100,00 825 0 100,00 0 0|
PYR 1 250 0 100,00 30 0 100,00 0 0|
PYR 0 25 0 100,00 105 0 100,00 0 0|
PYR 1 215 0 100,00 35 0 100,00 0 0|
PYR 0 1720 3 99,71 625 0 100,00 0 0|
PYR 1 1275 220 82,75 25 10 60,00 0 0]
PYR 1 1315 0 100,00 220 0 100,00 0 0]
PYR 1 185 0 100,00 220 0 100,00 0 0|
PYR 2 180 0 100,00 90 0 100,00 0 0|
PYR 1 1550 5 99,68 230 0 100,00 0 0|
PYR 1 485 0 100,00 215 0 100,00 0 0|
PYR 1 970 0 100,00 10 0 100,00 5 0|
PYR 1 210 0 100,00 75 0 100,00 0 0|
PYR 1 780 0 100,00 1365 0 100,00 0 0|
PYR 2 650 0 100,00 510 0 100,00 0 0|
PYR 2 260 0 100,00 a0 0 100,00 0 0|
PYR 2 715 5 99,30 65 0 100,00 0 0|
PYR 1 810 0 100,00 445 0 100,00 0 0|
PYR 1 1710 0 100,00 10 0 100,00 0 0|
PYR 1 955 0 100,00 240 0 100,00 0 0|
FYR 0 5 0 100,00 60 0 100,00 0 0|
FYR 1 2235 10 99,55 30 0 100,00 0 0|
PYR 0 1615 0 100,00 95 0 100,00 0 0|
PYR 1 1245 0 100,00 60 0 100,00 0 0|
PYR 0 40 0 100,00 75 0 100,00 0 0|
PYR 0 205 0 100,00 130 0 100,00 0 0|
PYR 0 1710 3 93,71 630 0 100,00 0 0]
PYR 0 0 0 220 0 100,00 0 0|
PYR 1 475 0 100,00 970 70 92,78 0 0|
PYR 1 685 15 97,81 0 0 0 0|
PYR 0 580 20 96,55 0 0 0 0]
PYR 0 1330 62 95,34 110 5 95,45 0 0]

V tabulce Ize vidét jednotlivé vysledky vSech paraziti pied a po 1écbé pyrantelem, vek
(roky) zvifete a také vyhodnocené FECRT testi u parascaris spp. a strongylidnich hlistic.



