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Souhrn

Tato disertacni prace se zabyvala diagnostikou a terapeutickymi postupy pii 1é¢bé
parazitarnich onemocnéni u lichokopytniki a sudokopytniki vybranymi anthelmintiky.
V letech 2020 — 2023 bylo v ramci Ceské republiky mikroskopicky vySetfeno na piitomnost
nematod, trematod nebo cestod ve vzorcich vykald 5359 sudokopytniki a 819
lichokopytniki, konkrétné — skotu, ovci, koz, praturi, muflonti, jelenti, zubrti, bizoni, koni,
osli a ponikd. Molekularné bylo na pfitomnost trematod vySetfeno 76 vzorkd skotu, 26
vzorktl zubri a 52 vzorki bizond, kde byla prokdzana piitomnost C. daubneyi. Parazitarni
infekce byly sledovany u pfirozené infikovanych jedincti a béhem studie nebyly u zadného
monitorovaného jedince zpozorovany klinické piiznaky prokazujici parazitarni infekci.
Nejvice parazitarnich infekci bylo vyhodnoceno pro H. contortus, O. ostertagi, M. benedeni,
C. daubneyi a A. perfoliata. V ramci diserta¢ni prace bylo zvoleno celkem deset anthelmintik
dostupnych v Ceské republice se zamé&fenim na jednotlivé kategorie parazitarnich infekci u
riznych druhti zvifat. Na zaklad¢ laboratornich analyz testit LDA byl uréen druh nematody
dle vyvojového stadia larev, ktery pii terapeutické 1é¢bé pomohl zvolit vhodné
anthelmintikum. Zavérem lze konstatovat, ze U terapeuticky 1écenych jedincl hospodaiskych

zvitat byla prokézéna ucinnost témét u vSech anthelmintik.

Klicova slova: prevalence; sudokopytnici; lichokopytnici; parazitarni infekce; nematoda;

trematoda; cestoda; anthelmintika.



Summary

This dissertation dealt with the diagnosis and therapeutic procedures for the treatment of
parasitic diseases in odd-toed and even-toed ungulates with selected anthelmintics. Between
2020 — 2023, 5.359 artiodactyls and 819 solipeds, namely cattle, sheep, goats, aurochs,
mouflon, deer, bison, bison bonasus, horses, donkeys and ponies, were microscopically
examined for the presence of nematodes, trematodes or cestodes in faecal samples in the
Czech Republic. Molecularly, 76 cattle samples, 26 bison bonasus samples and 52 bison
samples were examined for the presence of trematodes and C. daubneyi was detected.
Parasitic infections were monitored in naturally infected individuals, and during the study no
clinical signs suggestive of parasitemia were observed in any of the monitored individuals.
The most parasitic infections were evaluated for H. contortus, O. ostertagi, M. benedeni, C.
daubneyi and A. perfoliata. As part of the dissertation, a total of ten anthelmintics available in
the Czech Republic were chosen, focusing on individual categories of parasitic infections in
various animal species. Based on laboratory analyzes of LDA tests, the species of nematode
was determined according to the developmental stage of the larvae, which helped to choose
the appropriate anthelmintic during treatment. In conclusion, it can be stated that almost all

anthelmintics have been shown to be effective in therapeutically treated farm animals.

Key words: prevalence; artiodactyls; solipeds; parasitic infections; nematodes; trematodes;

cestodes; anthelmintics.
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1 UvoD

Hospodaiska zvifata (HZ) jsou nezbytnd pro zivociSnou vyrobu a predstavuji tak
nepostradatelny zdroj obzivy téméf ve vSech regionech a zemich svéta (Silvestre et al. 2002;
Gotherstrom et al., 2005; Cameron et McAllister 2016; Hall et Bunce 2019; Barelli et al.,
2021).

Prvnim krokem k diagnostikovani problému infekci ve stadé je vzdy pochopeni tcinku,
ktery souvisi s vyrobnimi parametry. Infekce helmintem jsou hlavnim omezenim efektivni
zivocisné vyroby. Variabilitu mezi dopady produkce 1ze pfisuzovat riznym trovnim infekce,
vyvojovému stadiu parazita, genetickému pozadi hostitele, managementu vyzivy a dosud
neznamym faktorim (Mason et al., 2012; Gonzalez-Warleta et al., 2013). Dale je nezbytné
sledovat druhovou odolnost chovanych plemen. Neékteti jedinci mohou piedstavovat
vyznamnou parazitdrni zatéz, i kdyz neni ovlivnéna jejich produkce a nevykazuji klinické
ptfiznaky. Parazitarni infekce se povazuji za hlavni prekazky az tehdy, je-li ovlivnéna
produkce HZ (Gunathilaka et al., 2018; Kotze et al., 2020). Pro kontrolu a diagnostiku
nematod v praxi jsou nejvice vyuzivané koprologické metody (Barda et al., 2014), protoze
rychld imunologickd metoda, kterd by vedla i1 k odhaleni infekce v rané fazi, zatim neni
dostupnd. Projevy ndkaz jsou spolecné pro tadu parazitdrnich, bakterialnich a virovych
infekci. Vajicka obsazena ve vykalech béhem patentni periody mohou byt u nékterych druhti
paraziti detekovatelnd pouze v urcité ro¢ni dobé. Morfologickd podobnost vaji¢ek helmintt
mize mit za nasledek pouZiti net€inné lécby. Z tohoto divodu je nezbytné rozSifovat
molekularni metody k identifikaci druhi. U pfezvykavceu Ize k detekci hlistic aplikovat systém
FAMACHA ("FAfa MAlan CHATrt"; van Wyk et Bath, 2002). Nejspolehlivéjsi a nejpiesnéjsi
metodou nicméné zUstava detekce parazitarnich druhi pomoci PCR (Polymerase Chain
Reaction; Roeber et al., 2012; Martinez-Pérez et al., 2012). Bohuzel tato metoda vyzaduje
specifické vybaveni a je Casove i finanén€ narocnd, oproti béznym koprologickym testim
(Eysker et al., 2000). Aby byly uspokojeny pozadavky rostouci a ménici se svétové populace
(Herrero et al., 2013), musi byt kontrola helminti integrovana do ekonomického kontextu
celého zemédélského podniku (Charlier et al., 2012). Kli¢ovym bodem je zkombinovat
informace specifické pro farmu potykajici se s infekci helminti a s ekonomickymi
informacemi individualni pro konkrétni farmu. Vzhledem k tomu, Ze zeméd¢€lec je primarnim
rozhodovatelem v péci o HZ, je pravdépodobné, Ze pro uUroven farmy bude nejvhodnéjsi
omezit prave parazitarni infekce na minimum. Infekce parazitickymi had’atky predstavuji sice

dlouhodobou ekonomickou zatéz pro chov prezvykavci a omezuji tak zivociSnou produkci
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(White et al., 2001; Verschave et al., 2016; Decker et al., 2014; Bader et al. 2017; Pitt et al.
2019; Genes et al., 2019; Vineer et al., 2020), nicmén¢ dynamika §ifeni je ovlivnéna fadou
faktort, kde zistava faremni management a zejména nastaveni lécebnych programt hlavni
pri¢inou Sifeni populaci paraziti, které zplsobuji zatéz v chovech sudokopytnikd ¢i
lichokopytnikii (Ajmone-Marsan et al., 2010; Westers et al., 2016; Bader et al., 2017).

Cilem strategie kontroly parazitarnich infekci by nemélo byt jen snizeni trovné infekce,
ale i vyuziti dostupnych zdroji a vstupi (krmivo, pastviny, léky) S ohledem na mozné
ovlivnéni infekce a dopadem na ekonomickou vykonnost. Identifikace a kontrola prevalence
ve stad¢ by méla byt zohlediiovana do ekonomického kontextu celého hospodafstvi a zadné
hospodaiské zvite by nemélo byt 1éceno profylakticky, ale cilené¢ na zaklad¢ vysledki
laboratorni diagnostiky parazitarnich infekci. Velmi obtizny ukol je posoudit vSechny
negativni u¢inky v ekonomickém hledisku pro konkrétni farmu. VéEtSina poznatki je zalozena
na oc¢ekdvanych dopadech, nikoliv na pozorovani, proto tyto data ¢asto neposkytuji dostatek
informaci z hlediska u¢inku infekce hlistic a dopadem na ekonomickou vykonnost celého
zemédélského podniku.

Vznikajici fenomén anthelmintické rezistence vyzaduje naléhavou tUpravu lécebnych
programi s cilem zachovat u¢innost dostupnych anthelmintik v dlouhodobém horizontu.
Navrat populace parazitii do stavu, kdy je vétSina jedincu citliva k acinkiim anthelmintik, je
teoreticky mozna, avSak z praxe prozatim neexistuji zadné zpravy o pln¢€ uspésné reverzi. Je
tieba zdlraznit, Ze pro zajiSténi Uspéchu neni totalni eradikace populaci paraziti Zadouci,
nebot’ zvifatim by nemél byt zcela odepten piistup k pfirozené infekci, a to nejen pro vyvoj
ziskané imunity, ale i z divodua fedéni rezistentni genti v populaci paraziti. Dulezita je véasna
diagnostika parazitdrniho onemocnéni a nasledna l1écba, dale pravidelnd zoohygiena pastvin a
staje.

Vzhledem k souc¢asnému stavu této problematiky je hlavnim pfinosem této prace zhodnotit
uspésnost terapeutickych postupti u vybranych aplikovanych veterinarnich 1é¢ivych ptipravki
(VLP) a zhodnotit parazitarni prevalenci v chovech HZ v Ceské republice (CR), dale
vyhodnotit G¢innost jednotlivych pouzivanych 1é¢iv. Prace prisp&je k prohloubeni této

problematiky.
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2 LITERARNI PREHLED

2.1 Hostitel a parazit

Sudokopytnici a lichokopytnici jSou parazitovani raznymi druhy helminti, vcetné
gastrointestinalnich hlistic (GIH; Martinez-Valladares et al. 2015), plicnich cervi
(Avramenko et al., 2017) a jaternich motolic (Huson et al. 2017). Tyto patogeny mohou
zpusobovat zdvazna onemocnéni, ovliviiovat produktivitu u vSech tfid HZ a patii mezi
nejvyznamngj$i puvodce chorob omezujicich rentabilitu farem a celkovou zivocisnou
produkci na celém svété (Doyle et Cotton, 2019; Havrdova et al., 2023).

Zakladnim aspektem zivocisné vyroby je chov. Velmi vyznamné se podili na celkovych
trzbach zemédélskych podnikt. Hlavnim tkolem chovu je produkce kvalitnich zivoc¢iSnych
produkta (Nielsen, 2015; Chen et al., 2022). Maso, mléko a dal§i vystupy jsou
nepostradatelné pro vyzivu lidi i zvitat, ale i jako zdroj surovin pro zpracovatelsky primysl.
Pti zvySovani produkce ZivociSnych produkti, rostou i naroky na polnohospodaiskou vyrobu
a potieba primarnich zdroja potravin (Botto et al., 1984; Cameron et McAllister 2016; Hall et
Bunce 2019).

Hlodavci ptedstavuji v mnoha ekosystémech jeden z hlavnich zdroji potravy pro
predatory, rychle se mnozi a mohou fungovat i1 jako vektor mnoha chorob. Jejich
vSudypfiitomnost ve volné pifirod¢ a synantropni zplsob zZivota pfedstavuje vyznamny zdroj
infek&nich agens pro hospodatska zviata (Condlova et al., 2019). Primarnim cilem chovu HZ
je zdravé zvite, které je ekonomicky rentabilni a schopné reprodukce, nicméné aby tato
zvifata byla drZzena soustavné¢ v dobrém zdravotnim stavu a dobré kondici, musi chovatel
dodrzovat fadu zoohygienickych pravidel a zohlednovat kritéria hodnoceni zdravi (Hoste et
Torres-Acosta 2011; Silvestre et al., 2002; Charlier et al., 2022).

Helmintl existuje na svét¢ mnoha druhti (nematoda (hlistice); trematoda (motolice);
cestoda (tasemnice)) a z vétSiny piipadi pasobi negativné na zdravi napadenych jedinct
(Barelli et al., 2021). Helminti jsou z hlediska ontogenetického vyvoje velmi variabilni
skupinou. Krom¢ dospélych jedincli a vajicek maji pomérné velky pocet morfologicky
odlisnych larvalnich stadii a béhem ontogenetického vyvoje vyuzivaji vice hostitelti (Volf et
al., 2007). Témer vSechna hospodaiska zvifata jsou béhem svého zivota napadena riznymi
druhy paraziti, ktefi poskozuji jejich zdravi (Clarke et al., 2019; Charlier et al., 2022),
v disledku mlize dochdzet k vyznamnym ztratdm jejich produkce. Paraziti provazi chov

hospodaiskych zvifat od pocatku jejich domestikace a predstavuji vazné riziko zejména u
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jedinc chovanych pastevnim zptisobem (Papadopoulos, 2012; Martinez-Valladares et al.,
2015a).

Parazit je men$i nez jeho hostitel a z hlediska svého vyvoje vykazuje urditou miru
specializace na svého hostitele, obvykle je s nim v dlouhodobém kontaktu, mohou zit i
v symbioze (Su et al., 2007; Rondelaud et al., 2013, 2015). RozmnoZuje se rychleji nez
hostitel (Hampl, 2010). Hostitel slouzi jako médium pro vyvoj parazita a bez prosperujiciho
hostitele nemohou parazité existovat, mohou ale zpusobit onemocnéni (Nielsen, 2010).
Prostiedi, ve kterém Ziji parazité, se zasadn¢ 1isi od Zivotniho prostedi hostitele (Rose et al.,
2015; Benavides et al., 2016; Martinez-Valladares et al., 2015a).

K nejCastéjSim  zpasobim infekce dochédzi pozienim infek¢énich vajicek/larev
v kontaminované pitné nebo rekreac¢ni vodé, kde jsou vajicka/larvy schopny za vhodnych
klimatickych podminek zachovat svoji infekénost az po nékolik mésict (Flores et al., 2003;
Martinez-Valladares et al., 2015, 2015a) a odolavaji i béznym dezinfekénim ptipravkim
pouzivanym pii Gpravé vody véetné chlorovani (Dolinska et al., 2014; Playford et al., 2014).
Dalsi moznosti pienosu je kontaminovana potrava — pastvina (Nath et al., 2011; Geurden et
al., 2015; Zhang et al., 2020). K mén¢ ¢astym zpusobum infekce miize dochazet i pfenosem
ze zvifete na ¢loveka (Condlova et al., 2019), respektive ze zvifete na zviie (Lee et Greig
2010; Wheeler, 2018a, 2018b).

2.2 Helminti

Zastupci helmintl jsou z hlediska ontogenetického vyvoje velmi variabilni skupinou
(Barelli et al., 2021) a zpravidla se déli na nematody (hlistice; Cooper et al., 2013; Nutman,
2017), trematody (motolice; Cerda et al., 2019) a cestody (tasemnice; Scholz, 2018).

Na zakladé morfologicky odliSnych stadii béhem ontogenetického vyvoje je mozné zatadit

zastupce do samostatnych podkment (Pandi, 2021; Scholz et al., 2022).

2.2.1 Nematoda

Nematody patii mezi nejrozsifengjsi skupinu helmint, vyskytuji se v pudé, vodnim
prostfedi, rostlinach nebo HZ a vyznamné tak ovliviiuji rovnovahu zivotniho prostiedi
s dopadem na zdravi lidi a zvitat i rostlinnou produkci (Nicol et al., 2017).

Dospéli jedinci nematod parazitujici v HZ jsou lokalizovany nejcastéji v travicim traktu
(Hoglund et al., 2013; Benavides et al., 2016), krevnim a lymfatickém ob&hu (Taylor et al.,
2007), nervové a dychaci soustavé (Benavides et al., 2016) a urogenitalnim traktu
(Swellengrebel et Sterman, 1961) nejen sudokopytniki (Qurratul-Saadah et al., 2023), ale i

lichokopytnikti (Vineer et al., 2020). Abomasalni infekce jsou zpravidla vyvolané smiSenou
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parazitarni infekci, naptiklad Haemonchus contortus (Liu et al., 2023), Ostertagia ostertagi
(Li et al.,, 2021), Trichostrongylus spp. a dalsi (Jira, 1998). Infekce se mohou dostat do
chronické faze a jsou casto spojeny s produkénimi ztratami, jako je sniZzeny piirtstek
hmotnosti, dojivost a reprodukéni vykonnost (Bennema et al., 2010; Charlier et al., 2018).
Hostitel se nematody nejcastéji infikuje pozienim vajicka (kontaminovana potrava nebo voda)
nebo piimo Lz larvou (obrazek 1), ktera se za ptiznivych podminek, optimalni teploty a
vlhkosti, vylihne za 6 — 7 dni z vajicka (Besier et al., 2016; Mendez et al., 2018). Vyvojové
cykly nematod jsou velmi rozmanité, liSici se dle druhu a rozliSujici se na cykly

piimé/neptimé (Hasegawa et al., 2016; Barelli et al., 2021).

Obrazek 1. Vyvojovy cyklus nematod, H. contortus (Palevich et al., 2022, upraveno)

L; larva se vyvijinalsals -\'
stadium (dospélec) s &

L; larva poziena hostitelem

Dospélé larvy produkujici vajicka

&

Vyvojové stadium Ls larva migruje na Vajicka na pastvé vyloucené vykaly

pastvu (3 tydny)

Vyvojové stadium L l Vajicko s larvou ve vykalech
larvy ve vykalech (1 tyden)

\ Vyvojové stadium Ly

larvy ve vykalech

Zpisob infekce nematodami lze rozdélit na dvé formy, a to v zavislosti na ro¢ni dob¢
(Mavrot et al., 2015; Fayisa et al., 2019). Prvni typ je Cast&jsi a parazitarni infekce zpravidla
nastane jiz pii prvni pastevni sezoné, kde se HZ infikuje pfezimovanymi larvami na
pastvinach. Jakmile se v hostiteli vyvine dospélec (Ls), zaéne produkovat vajicka a dojde ke
kontaminaci pastviny, jedinec se reinfikuje a tUroven kontaminace pastviny se zvysi.

Onemocnéni je mozné pozorovat jiz po 4 — 6 tydnech (Fayisa et al., 2019; Martins et al.,
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2022; Yan et al., 2023). Druhy typ se vyskytuje na konci zimy nebo na jafe a propukne u
jedincu s vysokym poctem encystovanych larev pozienych hostitelem z pastviny na podzim.
Poziena larva se v zalude¢ni mukoze vyvine do stadia Ls. Po tomto stadiu mize dojit k tzv.
hypobioze (stav, kdy dojde k zastaveni vyvoje jedince; Charlier et al., 2018). Hypobioza je
dana riznymi faktory, vnéj$imi podminkami, ale i kondici daného hostitele a nastava
zpravidla v zim¢&. Béhem zlepSeni zivotnich podminek se vyvin larvy obnovi, larva tak opusti
zalude¢ni mukozu, svlékne kutikulu a pfeméni se na dospélého jedince, ktery je schopny
rozmnozovani (Angulo-Cubilan et al., 2005). Po ukonéeni hypobidzy se vyvojovy cyklus
obnovi a muze dojit ke znacnému pomnozeni paraziti. Disledkem je poSkozeni abomasalni
stény. U takto oslabenych jedinct miize nastat anafylakticky Sok, v krajnim piipad¢ i smrt
(Thedford, 2019; Yan et al., 2023). Pro prvni a druhé stadium vyvoje tvoii obzivu bakterie,
treti stadium je jiz infekéni a nepfijimaji potravu a jsou velmi odolné vici nepfiznivym
podminkam. Vaji¢ko obsahuje larvu zpravidla ve stadiu vyvoje Ly, po vylouceni z hostitele
roste a vyviji se na Ls larvu, kterou pozie jiny hostitel (van Wyk et al., 2004).

Haemonchus contortus (vlasovka slezova) je nejéastéj$i nematodou gastrointestinalniho
traktu (GIT) u HZ (Lu et al., 2020; Liu et al., 2023). Je vysoce patogenni a zivi se krvi
velkych i malych piezvykavcu (Besier et al., 2016). Haemoncho6za, onemocnéni zptsobené H.
contortus, je vyznamnou hrozbou pro HZ v kazdém véku a to jak v tropickych, subtropickych
tak i teplych oblastech mirného pasma, kde teplé a vlhké podminky uptednostiuji volné zijici
stadia. Parazit ohrozi zdravotni stav hostitele napadenim slezu, ¢imz omezi vstiebavani zivin
a zivoci$nou produkei (Muchiut et al., 2018). Haemonchodza se vyskytuje ve vétsi mife béhem
obdobi jara — 1éta (Ma et al., 2019). Klinicka diagnéza hemonchdzy je zalozena predevsim na
prikazu anémie ve spojeni s charakteristickym epidemiologickym obrazem a potvrzena
postmortalné nalezem velkého poctu H. contortus ve slezu (Besier et al., 2016). Dospélec H.
contortus dosahuje velikosti v rozmezi 14 — 16 mm a produkuje vajicka o velikosti 85 x 45
um (van Wyk et al., 2004; Muchiut et al., 2018). Vyvojovy cyklus H. contortus je tedy pfimy
(bez ucasti sekundarniho hostitele) a trva bez hypobiozy 21 dni. Dospéla samice H. contortus
je schopna vyprodukovat 5.000 — 10.000 vajicek v prub&hu dne. Hostitel mtze ztratit az 250
ml krve za den (Khattak et al., 2018; Wang et al., 2021a).

Ostertagia ostertagi je spolu s vlasovkou slezovou (Liu et al., 2023) druhou nejcastéjsi
nematodou vyskytujici se v chovu skotu v oblasti mirného pasma (Verschave et al., 2012),
ovei a koz (Yan et al., 2023) a v nekterych ptipadech i lichokopytnikd (Lichtenfels et al.,
2008). Ostertagia ostertagi je povazovana za zna¢nou ekonomickou zatéz zivoc¢isné vyroby.

Infekce se bézné vyskytuje v prvnim a druhém roce pastevni sezény u mladych zvirat (Fox,
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1993; Li et al, 2021). Ostertagioza muze zpusobit vazné patologické stavy
Vv gastrointestinalnim traktu hostitele, snizit tak pfiristek nebo ubytek hmotnosti a konverzi
zivin. Snizeni pfirtstkti nebo dokonce tbytek hmotnosti zpisobi zhorSeni celkové zivocisné
produkce (Martins et al., 2022). Je znamo, ze O. ostertagi konkrétné L, stadium, v hostiteli
potlacuje imunitni reakce uvolfiovanim vlastnich sekre¢nich produktt, které napodobuji
hostitelské imunitni modulatory rozpoznavajici komplementarni bunéény receptor (Sharma et
al., 2017; Yan et al.,, 2023). Vzniknout extracelularni pasti pro neutrofily v rané fazi
infek¢niho procesu, ¢imz se narusi obranné reakce hostitele. Ostertagia ostertagi si tak zajisti
vlastni preziti (Mihi et al., 2014; Mendez et al., 2018). Ostertagia ostertagi ma piimy
vyvojovy cyklus shodny s H. contortus (viz obrazek 1), bez mezihostitelli a mize ovlivnit
produk¢ni parametry u HZ. Vaji¢ko O. ostertagi je elipsovitého tvaru o velikosti 90 — 120 x
30 — 42 pum, dospélci maji Cervenohnédou barvu a je zde znatelny pohlavni dimorfismus
(samci doristaji velikosti 6 — 8 mm a samice 8 — 9 mm; Ritchie, 1966; Mendez et al., 2018).
Lécba ostertagiézy by méla byt zaméfena na mladsi jedince béhem prvni a druhé pastevni
sezony (Thedford, 2019). V minulosti bylo vyvinuto nékolik mechanistickych modelt
zalozenych na zivotnim cyklu O. ostertagi (Gettinby et al., 1979; Gettinby et Paton, 1981;
Smith, 1994), nicméné i kdyz jsou tyto pfistupy ucelné, jsou citlivé na ménici se podminky,
takze vztahy, které byly zdkladem inference za konkrétnich podminek, jiz zpravidla nemohou
platit v jiné lokaci (Bakshi et al., 2021). Produkce vaji¢ek O. ostertagi béhem parazitarni faze
je ovlivnéna funkcemi Ctyt hlavnich ryst zivotni historie 1) usazenim larev, ii) hypobidzou,
ii1) umrtnosti dospélych jedincii a iv) plodnosti samic (Verschave et al., 2014).

Dalsi parazitarni infekce u HZ mohou zpusobit zastupci Trichostrongylus spp. (Cable,
1943). U dospélych jedinch tohoto parazita je pohlavni dimorfismus téZ patrny. Vajicka
dosahuji velikosti 86 % 39 um a parazituji zejména u piezvykavci, bizont, lam, koni a oslt
(Jira, 1998). Dospély samec dosahuje velikosti 3 — 5 mm a samice 5 — 8§ mm, ob¢ pohlavi
jsou hnédocervené zbarveni (Marchiondo et al., 2019a). Zastupci rodu Cooperia spp. maji
vajicka ovalna a tenkosténna o velikosti 70 — 80 x 25 — 35 um stejného zbarveni jako
zastupci Trichostrongylus spp. (Dunn, 1969). U sudokopytnikii byva infekce vyvolana
spolec¢né s nematodou Chabertia ovina, ktera napada povrch stieva hostitele. Samec parazita
doriistd délky 13 — 14 mm x 330 um a samicka 17 — 20 mm %500 um na Sitku s 200 —
230 um dlouhym ocasem (Marchiondo et al., 2013).

Pro lichokopytniky je hrozbou Parascaris equorum (Skrkavka koniska). Jedna se o
nejvetsiho vnitiniho parazita koni, ktery je kosmopolitné rozsifen (Flota-Burgos et al., 2023).

Patogenita dospélcti spociva hlavné v moznosti obstrukce tenkého stieva s naslednou rupturou
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vedouci k terapeuticky nezvladnutelné peritonitidé (Lyons et al., 2000; Clayton, 1986).
Samicky P. equorum dosahuji délky az 40 cm, samci 18 — 25 cm. Vyvojovy cyklus skrkavek
je téz ptimy (Flota-Burgos et al., 2023). Ve vajicku se v prubéhu 10 dni (v zavislosti na
podminkach venkovniho prostiedi), vyvine infek¢éni stddium Ls. Pozfenim tohoto infekéniho
stadia dojde v tenkém stievé k aktivaci a poté k enterohepatopulmonalni migraci pii které
larvy dozravaji do dalsiho stadia (Baranova et al., 2022; Flota-Burgos et al., 2023; Zhou et al.,
2023). Krevnim fecistém se dostavaji z jater do plic. Nasledujici trachealni migraci jsou larvy
vykaslavany a znovu spolknuty. Pfiblizné¢ po mésici extraintestindlni migrace se dostavaji
opét do tenkého stfeva, kde v pritbéhu 75 — 80 dni od infekce plné¢ dozraji. Ve stieveé se
Skrkavky rozmnozuji a samicka vylucuje desetitisice vaji¢ek denné€. Dospélé skrkavky ziji ve
stfevé az nékolik mésict (Baranova et al., 2022). Velci strongylidé jsou nejvice patogenni
parazité lichokopytnikli z diivodu dlouhého vyvojového cyklu a migrace larev mimo travici
soustavu. Naptiklad larvy Strongylus vulgaris poskozuji endotel cév, pficemz dochazi k
rozvoji arteritid, vzniku trombli a vermindznich aneuryzmat, coz je spojovano s nartstem
rizika vzniku ischemickych kolik (Abbas et al., 2023; Osterman-Lind et al., 2023). Mize dojit
k ruptufe cév poSkozenych aneuryzmaty, silnému krvaceni az thynu jedince. Ptiznaky u
kolikovych stavii se pohybuji od slabych intermitentnich kolikovych bolesti az k silnym
kolikam kon¢icich thynem (Osterman-Lind et al., 2023). Larvy Strongylus equinus mohou
byt pfi¢inou zanétu slepého stieva, peritonitidy, zanétu jater a pankreatu. Larvy Strongylus
edentatus mohou tvofit hematomy az hnisavé uzliky v peritoneu. Téméf vzdy se jedna o
smiSenou infekci nékolika rodii a parazitarni infekei spojenou s malymi strongylidy (Abbas et
al., 2023; Martins et al., 2023). Velikost dospélcii malych strongylidd se pohybuje v rozmezi
0,5 — 2 cm (Abbas et al., 2023). Prepatentni perioda, ktera piedstavuje obdobi od infekce do
zacatku vylucovani vajicek, trva 6 az 12 tydni a patentni perioda je zastoupena dospélci, kteti
ve stfeve prezivaji az 2,5 roku. Jednotlivé druhy malych strongylid preferuji urCité useky
tlustého stieva. Zivotni cyklus jedné generace malych strongylidi trvd 14 az 48 tydnd v
zavislosti na klimatu, v optimalnich podminkéach se v pribéhu roku mohou vyvinout az 3
generace (Lichtenfels et al., 2008). V tlustém stfeveé v misté Lieberkiinovych krypt provrtavaji
larvy sliznici, vazivo a opouzdiuji se (Lichtenfels et al., 2008; Abbas et al., 2021, 2023). Po 6
az 12 dnech se svlékaji na larvy L4 a déle se vyvijeji ve sliznici tlustého stfeva v prubéhu 1 —
2 meésicti (obdobi histiotropni faze) a nasledné migruji do lumenu slepého stteva, dorzalniho a
ventralniho kolonu, kde dospivaji. Samicky po kopulaci zacnou produkovat vajicka (Abbas et

al., 2023).
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Znalost taxonomie a biologie je kli¢ova pro feSeni onemocnéni zpusobenych témito
organismy. V soucasné dob¢ zlstdva vétSina taxonomie hlistic nezndméd nebo nejasna
(Bardou-Valette et al., 2016; Seesao et al., 2017). Pro identifikaci parazitt je ale k dispozici
fada postupti, od tradicnich technik zaloZzenych na morfologii az po sofistikované vysoce
vykonné sekvenacéni technologie (Gonzalez-Garduiio et al., 2014). VSechny tyto techniky maji
své vyhody nebo nevyhody v zavislosti na pivodu vzorku a poctu zpracovavanych hlistic
(Hasegawa et al., 2016; Marchiondo et al., 2019b). Obtiznost identifikace nematod je
ovlivnéna piesnosti metody a dale parametry, které mohou ovlivnit vyslednou identifikaci —
vyvojova stadia, velikost, diverzita nematod ve vzorku a/nebo nepiitomnost specifickych
morfologickych znaki (Roeber et Kahn, 2014; Seesao et al., 2017). Piesto, ze je mozné
zatadit nematody do pftislusného rodu (Gasser et al., 2008; Wymann et al. 2008), vyzaduji
metody identifikace podrobnou znalost morfologie vyvojovych stadii a taxonomie (Roeber et
al., 2013). Morfologie vaji¢ek (velikost, barva, vzhled) separovanych z vykalt spolu s
klinickymi pfiznaky jedince obvykle postacuje k diagnostice parazitarnich infekci a zahéjeni
nasledné 1é¢by, nicméné K identifikaci larev prvniho stadia (L;) nebo infekénich larev tietiho
stadia (L), je nezbytna fekalni kultivace po dobu alespon 1 tydne, aby bylo mozné odlisné
diagnostikovat parazitarni hlistice infikujici HZ a zvolit tak vhodngjsi terapeutickou 1é¢bu

zavislou na vyvojovych stadiich (Marchiondo et al., 2019a, 2019b).

2.2.2 Trematoda

Ttida trematoda (motolice) jsou kosmopolitn€ rozsiteny (Hordk a Scholz, 1998), infikuji
prezvykavce a zahrnuji fadu ruznych druhd z ¢eledi Paramphistomidae (Gunathilaka et al.,
2018; Havrdova et al., 2023).

Do c&eledi Paramphistomidae patii napiiklad rod Paramphistomum, Calicophoron,
Cotylophoron, Ceylonocotyle, Gastrothylax, Fischoederius, Carmyerius, Gastrodiscus a
Pseudodiscus (Zhao et al., 2017; Kotze et al., 2020), nicméné nejcastéjs§imi zastupci jsou
Fasciola hepatica a Calicophoron daubneyi (Volf et al., 2007; Torres-Acosta et al., 2012;
Havrdova et al., 2023).

Trematody maji sloZzity, casto nepiimy vyvojovy cyklus a u vétSiny jsou mezihostiteli
vodni plzi (obrazek 2; Volf et al., 2007). Trematody infikuji zlu¢ovody, gastrointestinalni
trakt ¢i jatra hostitele (Swellengrebel et Sterman, 1961). Zijem o paramfistomy byl
vV minulosti omezen na tropy a subtropy, protoZe tato skupina byla povaZzovéana za relativné
nepatogenni a v mirnych oblastech nediilezitd, nicméné trematody maji obrovsky dopad na

produktivitu HZ tim, ze ovliviiuji rychlost ristu, plodnost, kvalitu masa, produkci viny nebo
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mléka a v nékterych ptipadech jsou zodpovédné i za smrt jedince (Spence et al., 1992, 1996).
V subtropickych a tropickych oblastech vede infekce k ekonomickym ztratdm souvisejicim s
umrtnosti a nizkou produktivitou (Rieu et al., 2007; Gunathilaka et al., 2018). Obecné jsou
trematody povazovany za klinicky vyznamné pouze tehdy, kdyz jsou pfezvykavci pii pastve

vystaveni masivni zatézi infekénich stadii (de Waal et al., 2010; Mason et al., 2012).

Obrazek 2. Vyvojovy cyklus trematod, C. daubneyi (Tandon et al., 2019, upraveno)

metacerkarie encystuje na rostlinach
@ /j“:elilli motolice se pf‘b

\ sliznici, rostou a migrujido bachoru uvolnéné vajicko z
2 .,1 definitivnich hostiteli ) hostitele ve vikalech
¥ ©
( A =sporocysta
B =redie
C = cercarie e ey
cerkirie opousti mékkyse a embryonalnivajicko
encystuje na metacerkarii ve vodnim prostiedi

vyvoj larvalnich stadiiv
hostiteli mékky3ua

/

rasnaté miracidium uvolnéné ve
vodnim prostiedi

Pohyblivé fasnaté miracidie, které se lihnou z vaji¢ek pochazejicich z vykald infikovaného
hostitele, dale infikuji obojzivelniky nebo vodni plze (Mason et al., 2012). Zde se rozmnoZzuji
nepohlavné a vyvinou se v cerkarie. Ty jsou vyluCovany nepietrzité az jeden rok a ve vegetaci
se vyvinou do encystovanych metacerkarii. Encystované metacerkarie vstupuji do
definitivniho hostitele pozitim infikované potravy (de Waal, 2010). V juvenilnim stadiu se
paraziti nejprve dostanou do tenkého stieva a Zivi se stfevni sliznici. Jak rostou, migruji
vzhiru do retikula a bachoru, kde Ziji v dospélosti a vylucuji vajicka do prosttedi spolu s

vykaly hostitele (Gonzalez-Warleta et al., 2013). V hostiteli dochazi k pohlavnimu
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rozmnozovani jedinct (Charlier et al., 2014). Trematody maji dobie vyvinutou travici
soustavou s ptisavnymi organy a jejich potravou je stfevni obsah hostitele, krev nebo tkanova
tekutina (Charlier et al., 2014; Stankova, 2011). Vajicka trematod dosahuji riznych velikosti
v rozmezi 130 - 150 x 60 - 90 pum, jsou ovalného tvaru a vyplnény granulovanym
zlutohnédym (F. hepatica; Taylor et al., 2007) pruhlednym (C. daubneyi; Rieu et al., 2007) az
zlatavym obsahem (S. mansoni; Attwood et al., 2002). Dospélci maji zplostélé listovité télo 0
velikosti 20 — 30 mm na délku a 13 mm na $itku (Morgan et Hawkins, 1951). Na téle
trematod Ize rozeznat viditelné rozvétveni stieva a délohy. Na kutikule motolic se nachézeji
trny, které pii parazitické infekci hostiteli zpisobuji poskozeni organa (Taylor et al., 2007;
Stanikova, 2011).

Ve vétsiné evropskych zemi jsou vyznamné letni nakazy a narGst metacerkarii je
zaznamenavan kazdoro¢né od srpna do fijna (Kotrla et al. 1984; Taylor et al., 2005). Nartst je
pak nejvyssi v letech, kdy jsou vysoké letni srazky. Zimni infekce jsou méné vyznamné, ale
obcas mohou vést k vyskytu velkého poctu metacerkarii koncem jara a pocatkem Iéta,
zejména pokud predchozi mésice byly destivé. V teplejSich oblastech, jako je naptiklad jih
USA nebo Australie, ma pribéh Zivotniho cyklu odliSnou sezénnost, ale epidemiologické
principy zustavaji stejné (Taylor et al., 2005; Phiri et al., 2007).

Patogenita trematod ma dvé faze. V prvni fazi dochéazi k migraci jedinci do jaterniho
parenchymu, to je spojeno s poskozenim jater a krvacenim. V druhé fazi se parazit nachazi ve
zlu¢ovodech, které nasledné poSkozuje. Diky trnim dokdZe rozkladat hemoglobin hostitele
(Taylor et al., 2005). Patogenita je do zna¢né miry ovlivnéna poctem metacerkarii, stadiem
vyvoje parazita, vékem a stavem imunitniho systému hostitele (Taylor et al., 2005; de Waal,
2010). Je prokazano, ze ovce jsou velice citlivé na infekci zptisobenou motolici F. hepatica, a
to i kdyz je infekéni davka velmi nizka (Chauvin et al., 2001).

Fasciola hepatica muze infikovat celou fadu savct, veetné koni, osli, jelend, prasat a
kralikd a zubri (Samuel et al., 2001). Piestoze fascioldza je relativné dobie prostudovana,
chybi studie o interakcich mezi hostiteli na molekularni urovni (Phiri et al., 2007). Fasciolozu
1ze rozd¢lit na akutni, subakutni a chronickou. Akutni faze tohoto onemocnéni je typické pro
infekce je méné Casta a nastane, pokud dojde k pozieni velkého mnozstvi (alesponi 2000)
metacerkarii. Celkovy pribéh infekce trva 1 — 6 tydna (Dow et al., 1968) a vede k tézkému
poSkozeni jaterniho parenchymu a masivnimu krvaceni, Vv disledku migrace nezralych
motolic v jatrech a rupturou cév (Taylor et al., 2005). Morfologicky Ize v pribéhu prvnich

dvou tydnt po infekci na jatrech zpozorovat krvavé stopy v parenchymu, a to zejména v
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levém laloku. Ve ¢tvrtém az patém tydnu po infekci dochazi ke krvaceni (Behm et Sangster,
1999; Bowman, 2009). V pripad¢ subakutni infekce jsou metacerkarie hostitelem ptijimany
kontinualn¢, nékteré dospéji a proniknou do zlucovodu a dojde k zanétu, dal§i migruji v
jatrech, kde poskozuji parenchym, ale ne tak zavazné jako pii akutni infekci (Dargie et Berry,
1979). Jatra jsou zvé€tSena a na povrchu i uvnitf jsou znatelné ¢etné nekrotické a hemoragické
plochy. Krvaceni je ve tkani viditelné, nicméné k ruptufe tkané vétsinou nedochazi (Samuel et
al., 2001; Phiri et al., 2007). Subakutni infekce probiha 6 az 10 tydnt po pozieni 500 — 1500
ks metacerkarii a vétSinou se vyskytuje na podzim a v zimnim obdobi. Pokud neni infekce
1éCena, muze vést i k uhynu jedince a je doprovazena priznaky — tibytek hmotnosti, bledost
sliznic, zvétsena jatra a Casto je viditelny podéelistni otok (znamy jako ,,bottle jaw*) a ascites
(hromadéni tekutiny v dutiné btisni; Taylor et al., 2005; Kotrla et al., 1984). Chronicka
fascioloza je nejcastéjsi a vétsinou se vyskytuje na prelomu zimy a jara (Kozat et Denizhan,
2010). Prubeh infekce trva 4 — 5 mésicu po pozieni mirného poctu metacerkarii (200 — 500).
Hlavnim patologickym projevem je anémie a hypoalbuminémie. Zvife mize ztratit vice nez
0,5 ml krve na jednoho dospélce F. hepatica ve zlucovodu za den. Dochazi tak k uniku
plazmatickych proteini skrz poni¢enou sténu zlu¢ovodu (Taylor et al., 2005). Po zrani ve
zlu¢ovodu zde dospélci mohou pretrvavat i neékolik let. Rozvine se fibroza a sklerdzu tkané
(opét vyraznéj$i u skotu nez u ovci; Roberts, 1986). U infikovaného jedince se snizuje
produktivita, zhorSuje kondice (Behm a Sangster, 1999), jedinec je anemicky (Galtier et
Alvinerie, 1996; Roberts 1986), a muze trpét také hypoalbuminémii nebo hypoglykémii
(Chauvin et al., 2001; Phiri et al. 2007).

Rostouci prevalence C. daubneyi a sporadické klinické ptipady paramfistomézy jsou
hlasené po celém svété, Ceskou republiku nevyjimaje (Mage et al., 2002; Foster et al., 2007;
Havrdova et al., 2023). Lze ptedpokladat, ze C. daubneyi je nyni dominantnim druhem
motolice bachorové v celé Evropé (Murphy et al., 2008; Gordon et al., 2013; Zintl et al.,
2014; O’Shaughnessy et al., 2017) s vyznamnym klinickym vyznamem u piezvykavcl
(Szmidt-Adjidé et al., 2000). Narust vyskytu tohoto parazitarniho onemocnéni mize byt
podpotfen nékolika faktory, jako jsou naptiklad klimatické zmény, zvySend informovanost o
diagnéze tohoto onemocnéni a dalsi (lglesias-Pifieiro et al., 2016). Vyvojovy cyklus C.
daubneyi je nepfimy a velmi podobny zivotnimu cyklu F. hepatica, ale s vyjimkou
napadeného organu (Havrdova et al.,, 2023). Juvenilni formy C. daubneyi kolonizuji
duodenum po dobu nékolika tydni nebo mésicti a vyvojova stadia se nachazeji ptichycené na
sliznici pomoci svych zadnich piisavek (Gonzalez-Warleta et al., 2013; Iglesias-Pifeiro et al.,

2016). Po dosazeni velikosti 1 — 3 mm migruji do bachoru, kde se dospivaji (Deplazes et al.,
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2016). Morfologicky rozdil mezi vajicky C. daubneyi a F. hepatica spoc¢iva v tom, Ze C.
daubneyi ma vajicka bezbarva a dozravaji ve vné&j$im prostiedi za teploty 25 — 27 °C (Jones et
al., 2017). Ztohoto divodu dochazi mezi témito dvéma parazity ke konkurenci, jakmile
vstoupi do téla mezihostitele (Sindic¢i¢ et al., 2017; Wenzel et al., 2019). Dospélci C. daubneyi
jsou hruskovitého tvaru, bilé (poptipad¢ riizové) barvy a dosahuji velikosti 0,5 — 1,0 cm na
délku. V bachorové sténé hostitele jsou prichycené zadnim svalovym acetabulem, jejich
stievo je rozdvojené a maji ustni otvor, ktery vy¢niva do bachoru. Nezralé formy jsou jasné
Cervené o velikosti 2 — 3 mm dlouhé (Jones et al., 2017; Sirbu et al., 2020; Morariu et al.,
2023).

2.2.3 Cestoda

Cestody (tasemnice) jsou znamé svym kosmopolitnim rozsifenim a napadaji stfevni trakt
sudokopytnikt (Jyoti et Juyal, 2014; Ribeiro et al., 2023) i lichokopytnikti (Burcakova et al.,
2023; Mesafint et al, 2023).

Moniezidza je onemocnéni zpusobené cestody z rodu Moniezia sp. a pro pirezvykavce v
ramci rodu je nejvyznamnéjsi druh M. expansa (lacob et al., 2020; Kelly et al., 2021;
Mohamed et al., 2023) a M. benedeni (lacob et al., 2020; Ribeiro et al., 2023). Infekce mohou
zpusobit vazné poskozeni tenkého stfeva, zacpu, stfevni nepriichodnost a smrt jedinci
(Ribeiro et al., 2023). U lichokopytniki je parazit ptichycen ve slepém nebo tlusém stieve
(Mesafint et al, 2023) a nejcastéjsi cestodou je Anoplocephala perfoliata (tasemnice konska)
nebo A. magna (Burcakova et al., 2023; Tli¢ et al., 2023). Cestody V téle hostitele nemigruji,
jsou prichyceny na povrchu sliznice stfeva a pii siln€jsi infekci se mohou shlukovat do trst
(Adeba et al., 2022). Oproti rodu Taenia sp., kde v gastrointestinalnim traktu hostitele je
pfichycen jen jeden jedinec (Arrabal et al., 2023), u rodu Monezia sp. (Mohamed et al., 2023)
muze byt ve stfevni sliznici neomezeny pocet jedincli. Predilekéni misto je ileocékalni
chlopen, kde vznikaji loziskova poskozeni, kterd mohou vést k perforaci stfevni stény a az k
uhynu hostitele. V nékterych ptipadech dochazi k poskozeni stény a naslednému ovlivnéni
motoriky stfeva v oblasti ileocékalni chlopné (Diop et al., 2015; Nagarajan et al., 2022).
Vysledkem jsou stfevni intususcepce, intramuralni hematom, intestindlni obturace a jiné
sttevni komplikace. U koni Casto dochazi k progresivnimu hubnuti a vétSina jedinch trpi
anémii (Engell-Serensen et al., 2018; Kelly et al., 2021).

Morfologicky lze dospélce cestod rozdélit na ¢lankovité télo s hlavou (skolex). Clanky
(proglotidy/segmenty) vyrustaji t€sné¢ za skolexem a mohou obsahovat az 30 000 vajicek a

vytvareji fetézec zvany strobila, ktery roste po cely zivot jedince (David et Ap, 2006). U
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Cestod je patrny pohlavni dimorfizmus (Scholz et al., 2018, 2022; Mohamed et al., 2023).
Pohlavni Gstroji maji podobné trematodam, nicméné velikosti vitalnich zlaz jsou u cestod
vyrazné¢ mensi a déloha konéi ve spolecné genitalni sini (Kassai, 1999). Kazdy dozraly
segment poté obsahuje jednu nebo dvé sady samcich i samiCich pohlavnich organt. Na
skolexu lze detekovat piisavky/ptisavné S$térbiny nebo rostellum (chobotek, valcovitého ¢i
kuzelovitého tvaru) vybavené hacky (Jira, 1998). Ve vajicku se vyviji larva (onkosféra,
koracidium, lycophora), ktera i) opousti vajicko ve vodé¢ a je schopna pohybu nebo ii) opousti
vajicko az v travici soustavé mezihostitele (RySavy et al., 1988).

Zastupci tiidy cestoda maji velmi slozité a nepfimé vyvojové cykly (Ribeiro et al., 2023) a
dle potravniho fetézce se lisi i mezihostitelé (obrazek 3; Scholz et al., 2018, 2022).

Obrazek 3. Vyvojovy cyklus M. benedeni (lacob et al., 2020; upraveno)

dospélec ve stievé
hostitele

proglotidy obsahujici vajicka
ve vykalech hostitele

definitivni hostitel

rozto¢ pozieny hostitelem;
cysticerkoid v téle hostitele
dozrava v dospélce

vajicka uvolnéna
z proglotid

o vajicka poziena

vajicka v roztoci v
roztocem

dozravaji v cysticerkoid

mezihostitel

Definitivni hostitel se nejcastéji infikuje kontaminovanou potravou (Scholz et al., 2022;
Nagarajan et al., 2022). V ptipad¢ infekce A. perfoliata jsou ¢astymi mezihostiteli roztoCi tzv.
pancifnici, ktefi jsou dilezitou soucasti pastevniho ekosystému a ptidniho potravniho fetézce.
K infekci lichokopytnika dojde zpravidla spolknutim panciinika spolu s cysticerkoidem nebo
pozienim kontaminované potravy (seno, trava) obsahujici vajicka A. perfoliata (Morgan et al.,

2005). Vajicka A. perfoliata ve vykalech dosahuji velikosti 65 — 80 um. V mezihostiteli se z

28



vaji¢ka uvolni onkosféra, ktera se v télni dutiné vyviji 1 — 4 mésice do infekéniho stadia —
cysticerkoid. V rozmezi 6 — 8 tydnt se v téle lichokopytnika z vajicka vyvine dospély jedinec
(Nielsen et al., 2022). Dospéla A. perfoliata ma na délku 3 — 8 cm a 1,5 — 2 cm na Sitku,
kulovity skolex je vybaven ¢tyfmi kruhovymi piisavkami, za kterymi jsou kaudalni laliacky,
oznacované jako lapety, které predstavuji charakteristicky morfologicky znak (Nielsen et al.,
2022; Ribeiro et al., 2023).

Moniezia expansa dosahuje délky az 6 m (RySavy et al., 1988; Hurisa et al., 2021) a
infikuje stieva piezvykavcu (Hurisa et al., 2021). Mezihostitelé jsou zemni rozto¢i. Vajicka
jsou o velikosti 50 — 60 um (Morgan et Hawkins, 1951). Monieziéza u HZ muze byt
zpusobena podobnym druhem, konkrétné M. benedeni, lisici se morfologii vaji¢ek, ktera u
tohoto druhu maji ¢tyithelnikovy tvar o velikosti 80 — 90 um a skolex neni opatien hacky,

ale prisavkou (Nagarajan et al., 2022).

2.3 Metody detekce helminti wu hospodaiskych zvirat, diagnostika

parazitarnich onemocnéni

Sledovani zdravotniho stavu HZ v oblasti parazitarnich infekci pfispiva ke zdravému
chovu, ktery by mél prosperovat hlavné z hlediska zdravi a welfare zvifat ve vSech chovech
(Kuemmerle et al., 2010; Sueur et al., 2011; Benecke, 2015; Hall, 2018).

Pro kontrolu a diagnostiku helmintli je nezbytnd znalost vyvojovych cykll u sledovanych
jedinct a v praxi stale zustavaji nejvice vyuzivané koprologické metody (Barda et al., 2014),
jako je flotace (Barda et al., 2014) nebo sedimentace (Zintl et al., 2014). Vajicka jsou
vylu¢ovana dospélymi jedinci z organismu hostitele spoleéné s vykaly (Barda et al., 2014).

Flotace je metoda zalozena na detekci lehkych vaji¢ek hlistic a prvoki (Modry et al.,
2015). Sedimentaci je mozné detekovat té¢zka vajicka trematod, protoze metoda je zalozena na
gravitaci a hustoté roztoku (Zintl et al., 2014). Nicméné v praxi lze pro detekci nematod
ucinné aplikovat syst¢tm FAMACHA ("FAfa MAlan CHArt"; Malan et al. 2001; van Wyk et
Bath, 2002). Syst¢tm FAMACHA vychazi z barevné tabulky, kterd se pouZziva k posouzeni
anémie zvifete ve srovnani s barvou spojivky jedince a poskytuje tak hodnoceni relativni
anémie jakékoli pficiny. Kazdy chovatel si takto mize diagnostikovat parazitarni napadeni
jedinct ve stadé samostatné (Olah et al., 2015). Metodika tedy v zakladu nevyzaduje zZadné
specifikované odbéry vzorkl a byla specidln¢ vyvinuta pro individualni identifikaci zvitat
vyzadujicich 1écbu, aby snizila selek¢éni tlak na antihelmintickou rezistenci zpisobenou
obvyklou, ¢astou profylaktickou 1écbou vSech zvifat ve skupiné (van Wyk et Bath, 2002;
Tandon et Kaplan, 2004; Walker et al., 2013). Tato metoda ale vyzaduje ¢asté hodnoceni s
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doporuc¢enym rozvrhem kontrol v 7 — 10 dennich intervalech. Jakmile je anémie zjiSténa v
malé monitorovaci skupin¢, méla by byt neprodlené¢ zahajena 1é¢ba (van Wyk et Bath, 2002).
Pro pravidelnou kontrolu a aplikaci této metodiky v praxi, je ale vyzadovan vyznamny vstup
pracovni sily, systém funguje efektivné, pokud je pocet zvifat maly nebo je k dispozici
dostatek pracovnich sil. FAMACHA je vyuzivana v chovu skotu, ovci a koz za situace, kdy
lze tyto podminky splnit. Kromé& dramatického snizeni podilu poddvanych anthelmintickych
oSetfeni lze identifikovat a utratit zvifata "recidivisty", protoze existuje vysokd dédicnost
skore FAMACHA (Riley et van Wyk, 2009; Mahieu et al., 2020).

Pro piesné€jsi diagnozu jsou nicméné dopliujici koprologické metody nezbytné a chovatel
je v této fazi ¢asto odkézan na odbornou pomoc a laboratorni metody, kde je naptiklad mozno
vyuzit 1 kvantitativni metodu dle McMaster (Wymann et al.,, 2008), LDA (Larval
Development Assay; Carnea et al., 2007), EHA (Egg Hatch Assay; Coles et al., 2006), anebo
metodu FECRT (Fecal Egg Count Reduction test; Torgerson et al., 2005). Pomoci metody
FECRT lze vyjadrit redukci poctu parazitickych vyvojovych stadii po pouziti VLP (Mooney
et al. 2009; Zintl et al. 2014; de Souza Rodrigues et al. 2017).

Laboratorné, 1ze kultivovat larvy jiz zminénou metodou pomoci LDA testu (Cernea et al.
2007), ale cetné rody a druhy téchto hlistic postradaji vyrazné morfologické znaky a v
n¢kterych ptipadech neni mozné smiSené populace udrzovat spolecné v kultuie kvili riznym
pozadavkim na podminky kultivace (Roeber et Kahn, 2014, Roeber et al., 2013). Metoda
LDA je bez piedchozich zku$enosti komplikovana a ¢asové naro¢na (Lind et al., 2005).

Pro laboratorni kultivace larev je ¢asto vyuzivana metoda EHA nebo také EHT (Egg Hatch
Test; Coles et al., 2006). Tato metoda patii do skupiny in vitro a ma nejvétsi vyuziti praveé pti
sledovani rezistence na konkrétni VLP (Kotze et al., 2004). Jedna se o test, ktery zjistuje
ucinnost anthelmintik na vajicka. Vajicka by méla byt zpracovana do 3 hodin po odbéru nebo
anaerobné konzervovana, jelikoZz s narUstajicim Casem Se jejich citlivost k 1é¢ivu snizuje.
Vajicka se inkubuji v roztoku anthelmintika. Po uplynuti 48 h se pfidava Lugoliv roztok,
ktery zastavi dalsi lihnuti, a test se hodnoti pod mikroskopem. Sleduje se, jaké mnozstvi
vajicek se vyvinulo v larvu a kolik vajicek zustalo nevylihnutych (Coles et al., 2006, Kotze et
al., 2004).

Milk Ostertagia ostertagi (MOO ELISA; Weller et al., 1996; Mavrot et al., 2015; Baptista,
2015) je uziteCnym testem k diagnostice O. ostertagi u stad mlé¢nych zvitat. Tento test stada
hodnoti Groven vystaveni jedince O. ostertagi kvantifikaci mnozstvi protilatek v hromadném

vzorku mléka. Pokud je uroven expozice stanovena jako vysoka, O. ostertagi bude mit
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pravdépodobné vyznamny dopad na produktivitu celého stada (Verschave et al., 2014,
Charlier et al., 2018).

Na konci 90. let nékolik studii poukazalo na to, Ze morfologickd identifikace nebyla
dostate¢né¢ uCinna pii uréovani druhu nematod (Blaxter, 1998; Mullis et al., 1986;
Saiki et al., 1985), trematod (O’Shaughnessy et al., 2017) a cestod (Mohamed et al., 2023) a
jako nejspolehlivéjsi metodu pro detekci parazitarnich helminti byla vyhodnocena
molekularni metoda — Polymerase Chain Reaction (PCR). Studie Gasser et al., (2008) apeluje
na fakt, ze pro piesnou identifikaci nematody je nezbytny vybér vhodné oblasti DNA
(genetického markeru nebo lokusu). Pro identifikaci nematod tak bylo vyvinuto nékolik
specifickych geni - mitochondridlni lokus cytochromu b (mtDNAcytb; Mattiucci et al.,
2003), gen kodujici mitochondridlni cytochromoxidazu 2 (COX2; Valentini et al., 2006) a
mitochondridlni cytochromoxidazu 1 (COXI; Blouin, 2002), ribozomalni RNA malé
(sstrRNA) a velké podjednotky (IstRNA; Hu et al., 2001). Dale byly vybrany dalsi geny, jako
je interni transkribovany spacer 1 (ITS1) rDNA k identifikaci Strongilidae a Anisakidae
(Roeber et al., 2013), ITS2 rDNA (Chen et al., 2008, Nadler et al., 2000, Zhu et al., 1998).
Vsechny tyto metody zaloZené na PCR se béZné pouZzivaji 1 pfesto, Ze je k dispozici jen malo
automatizovanych procest. Studie Ahmed et al., (2011) zaméfena na identifikaci parazitd
GIH takovy proces popsala a porovnala nékolik postupti PCR. Navic techniky zalozené na
PCR umoziuji pouze nizkou propustnost identifikace a jsou tedy Casové naro¢né (Seesao et
al., 2017). S rozvojem molekularnich postupt byly zvefejnény studie, které sdilely databaze
nematod online (Elsworth et al., 2011; Parkinson et al., 2004). Webové databaze pro analyzu
transkriptomu nematod 1ze také vyuzit jako zdroj informaci ¢i vyzkumny nastroj pro biologii
hlistic, objevovani 1éka a navrh vakcin, naptiklad ,,WWormBase* (www.wormbase.org; Seesao
et al., 2017; Marchiondo et al., 2019) je mezinarodni konsorcium biolog a védcu, ktefi se
vénuji vyzkumné komunité a poskytuji presné, aktudlni a dostupné informace tykajici se
genetiky, genomiky a biologie. Vedle téchto hlavnich webovych stranek databaze nematod je
k dispozici i mnoho menSich databazi vénovanych specifi¢téj§imu pouziti, nebo spise jako
pruvodce vykladem taxonomické literatury, jako je napiiklad databaze WoRMS (World
Register of Marine Species, www.marinespecies.org; Seesao et al., 2017; Marchiondo et al.,
2019). V budoucnu budou data vydavana vykonnymi nové vznikajicimi technologiemi
vyzadovat dalsi a dal$i vyvoj databazi. Proto by mél byt stale vice podporovan sdileny ptistup
k databazim a bioinformativnim kanalim analyzy (Marchiondo et al., 2019). Pro trematody a
cestody tvoii PCR identifikace téz podstatnou ¢ast laboratornich vyzkumi (Nagarajan et al.,

2022; Havrdova et al., 2023).
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2.4 Terapeuticka 1é¢ba a prevence

V ramci terapeutické 1éCby je ovlivnéna patogenita jednotlivym onemocnénim, které je
zavislé na druhu a poétu paraziti, dale na jejich virulenci a lokalizaci v hostiteli a
Vv neposledni fadé na celkovém zdravotnim stavu hostitele (Novak et Mala, 2019).

Vyskyt helmintd je ovlivnén lokalitou a dynamikou vyvojovych cykli v prubéhu ro¢niho
obdobi, nicmén¢ nejvice vnimava jsou mlad’ata HZ (Tittl et al Novak, 2009; Davies et Wales,
2019). Dospély jedinec je odolnéjsi a parazitarni infekce ma zpravidla subklinicky prabéh a
jedinec se tak stane infekénim pro ostatni Cleny stada (Jori et al., 2021), tim jsou Casto
zpusobeny velké ekonomické Skody na chovech HZ (Huber et al., 2022). Aby bylo sniZzeno
riziko ndkazy, méla by byt dodrzovana zoohygienicka pravidla (Skladanka et al., 2010;
Maruta et al., 2023). Jednim z feSeni je odstranovani vykali z pastvin, popfipadé rotace
pastevni plochy (Hu et al., 2016). Rotace pastvin je nejvhodnéjsi u stad HZ, ktera nejsou
vnimava na stejné druhy paraziti a je zde moznost na pastviné v prabéhu roku stiidat
sudokopytniky a lichokopytniky (Hennessy et Rault 2023; Westers et al., 2016; Bader et al.,
2017). Nejvice kontaminovana je pastvina v prvnim tydnu paseni, nicméné v kazdém chovu
neni mozné z hlediska geografickych, socialnich ¢i ekonomickych podminek metodu rotace
vyuzit (Skladanka et al., 2010; Jori et al., 2021; Hennessy et Rault 2023). Vyznamnou roli zde
hraje i vyziva HZ. Jedinci, ktefi nejsou spravné krmeni, nemaji dostate¢né schopnosti se
parazitarni infekci ubranit (Jori et al., 2021). Anthelmintika se nepouzivaji jen pro 1é¢bu jiz
infikovanych kusi, ale také jako profylaxe pfed moznou parazitarni infekci HZ, nicméné
z hlediska vyvoje imunity HZ a vzniku mozné rezistence na VLP (viz kapitola 2.5), je mozné
profylaxi rozdélit na dva typy. Prvni forma profylaxe je feSena pievazné¢ VLP, druhou
moznosti jsou zoohygienicka opatieni (Tittl et Novak, 2009; Hennessy et Rault 2023).

Utinné preventivni programy se li§i v zavislosti na prostiedi a typu konkrétniho podniku a
dale na epidemiologii infekci (Jori et al., 2021). Vhodna strategie zahrnuje programy fizeni
HZ a monitoring zdravotniho stavu jedincl ve stad€. Alternativni metody z hlediska cilené
1écby anthelmintiky mohou byt ucinné za dodrzeni kontrolniho programu — koprologické
vySetteni, FAMACHA, kontrola vykali a zdravotniho stavu ¢i kondice jedince (Riley et al.,
2009; Olah et al., 2015) a vzhledem k moznosti vyznamnych ekonomickych ztratat,
zpusobenych umrtnosti jedinct ve stadé je primarni vhodna a vcasna 1écba anthelmintiky
(Novak et Mala 2019). Lécba helmintéz doposud zavisi predev§im na pouziti anthelmintik,
ktera jsou specificka pro konkrétni druhy parazitarnich infekci (Huber et al., 2022; Hennessy
et Rault 2023).
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2.4.1 Anthelmintika

Anthelmintika jsou syntetického ¢i biosyntetického ptivodu a tvofi skupinu 1é¢iv uréenych
pro 1é¢bu helmint6z (Lamka et Duchacek, 2008; Clarke et al., 2019).

I kdyZ je vyznam anthelmintik v humanni i veterinarni medicin€ ziejmy, predstavuji nové
kontaminanty zivotniho prostfedi (Nixon et al., 2020; Martin et al., 2021). V prostiedi jsou
anthelmintika distribuovana ve vod¢ a pid¢€ v zavislosti na jejich struktufe a vlastnostech (Epe
et Kaminsky, 2013; Arnold et al., 2013). Anthelmintika mohou putisobit toxicky na necilové
druhy, nicmén¢ maji stale nezastupitelnou roli v humanni a veterinarni mediciné (Bartikova et
al., 2016; Lindrose et al., 2022; Vokial et al., 2023).

Z hlediska ucinnosti se anthelmintika déli na antinematoda, antitrematoda a anicestoda.
V zavislosti na mechanismu u¢inku, Ize anthelmintika rozdé€lit dle chemické struktury (Abbott
et al., 2004; Clarke et al., 2019) na benzimidazoly, makrocyklické laktony, imidazothiazoly,
tetrahydropyrimidiny, aceto-aminonitrilové derivaty a nékolik dalSich tfid (Vokral et al.,
2023). V poslednich deseti letech byly vyvinuty nové tfi tiidy anthelmintik, a to cyklické
oktadepsipeptidy, derivaty aminoacetonitrilu a spiroindoly (Epe a Kaminsky, 2013; Prchal et
al., 2016; Nixon et al., 2020). Je dtlezité poznamenat, Ze anthelmintika z rtiznych tiid jsou
Casto kombinovana, pfedev§im ve veterinarni medicing€, pro zvySeni U€innosti a rozsifeni

cilového anthelmintického spektra (Nixon et al., 2020; de Souza et Guimaraes, 2022).
2.4.1.1 Benzimidazoly

Benzimidazoly (BZ) patfi mezi nejvice zastoupenou skupinu cilenou na nematody,
nicméné mohou byt aplikovany i proti trematodam ¢i cestodam (Babi¢ et al., 2018; Porto et
al., 2019).

Z hlediska ucinnosti lze BZ aplikovat na vSechna vyvojova stadia vcetné vajicek i
dospélych jedinci nematod (Pavlovié¢ et al., 2018; Venancio et al., 2021). Benzimidazoly
nezaté€zuji organismus jedince a jsou hostitelem malo metabolizovany, nicméné n€které formy
neni mozné aplikovat lakujicim/jateénym jedincim uréenym pro lidskou spotiebu (Babic¢ et
al., 2018; Pavlovi¢ et al., 2018).

Mechanismus UCinku je zaloZen na schopnosti zabrdnit polymeraci a prodluZovani
mikrotubuli navazanim na B-tubulin nematody. Tim je narusena tvorba mitotického vieténka
(nelze dokoncit bunécné deleni) a funkce cytoplazmatickych mikrotubulli, slouzicich pro
ptijem potravy parazita (Wagil et al., 2015). Odcerpanim energetické zasoby parazita
(glykogenu) a nedostatku glukdzy, dojde k thynu organismu, a protoze BZ se vaZou pfevazné

na mikrotubuly parazita, nejsou ¢asto pfitomny nezddouci Ucinky zplisobené aplikaci 1é¢iv
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(Navratilova et al., 2021; Vokial et al., 2023). Nejvice vyuzivané v ramci terapeutické 1é¢by
jsou BZ stucinnou slozkou albendazol (Albex®, Phramed s.r.o., Ceska republika),
flubendazol (Flumixan®, Ceva phylaxia, Mad’arsko), mebendazol (Wermox®, Janssen-Cilag
s.r.o., Ceska republika), fenbendazol (Helmigal®, Pharmagal spol. s r.o0., Slovensko; Abbott
et al., 2004; Wagil et al., 2015; Babic¢ et al., 2018; Lindrose et al., 2022).

2.4.1.2 Makrocyklické laktony

Druhou zakladni tfidou anthelmintik jsou makrocyklické laktony, zastupci jsou Géinné
proti nematodim a nékterym ektoparazitim, ale nejsou ucinné v terapii na trematody a
cestody (Crump et Omura, 2011; Martin et al., 2021).

Makrocyklické laktony patii mezi biosyntetické latky, které vznikaji kvaSenim
aktinomycety rodu Streptomyces avermitilis a lze je rozdélit do dvou podskupin —
avermektiny a milbemyciny (Prichard et al., 2012; Martin et al., 2021). Makrocyklické
laktony mohou pfejit do mléka a metabolizuji se v jatrech (Lifschitz et al., 2017).
Makrocyklické laktony diky své vysoké lipofilité pretrvavaji v hostitelské tkani déle nez
benzimidazoly (Cobb et Boeckh, 2009; Vokial et al., 2019).

Mechanismus U¢inku je spojovan se zvySenym prinikem chloridovych iontl do neuronu a
to ma za nasledek hyperpolarizaci membran a tim je sniZena transmise nervovych impulzi.
Inhibici neurotransmise dojde k paralyze parazita a jeho naslednému thynu (Vokial et al.,
2019). Makrocyklické laktony pusobi jako alosterické modulatory glutamatovych
chloridovych kandli, z nichz kazdy otevird tyto kanaly v riznych tkanich parazita.
Nematodam jsou zasazeny faryngalni svaly, motorické nervy, reprodukéni trakt a
vylucovaci/sekre¢ni pory. U hmyzu a korysi jsou postizeny svaly a nervy (Martin et al.,
2021). Protoze se u savcl nevyskytuji glutamatové receptory, byva ¢asto mechanismus t¢inku
pfipisovan pravé glutamatovym receptorum (Lifschitz et al., 2017; de Souza et Guimaraes,
2022). Nejznamgjsim zastupcem makrocyklickych laktont je Ivermectin (IVM; Ivomec®,
Merial, Francie) z fady avermektind, ktery byl poprvé uveden na trh v roce 1981 a stale
predstavuje zakladni anthelmintickou terapii u HZ po celém svété (Crump et Omura, 2011).
Dale se do této skupiny fadi z hlediska anthelmintik pro HZ doramektin (Dectomax®, Eli
Lilly Benelux S.A., Belgie) a eprinomektin (Eprizero®, Norbrook Laboratories Limited,
Irsko; de Souza et Guimardes, 2022). Mezi milbemyciny se fadi moxidetin vyuzivany pfi
1écbe parazitdoz napiiklad pst a kocek (Prichard et al., 2012). Milbemyciny jsou oproti
avermektiniim lipofiln&jsi a ptetrvavaji tak delsi dobu v organismu (Vokial et al., 2019; Babic
etal., 2022).
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2.4.1.3 Imidazothiazoly a tetrahydropyrimidiny

Imidazothiazoly, tetrahydropyrimidiny jsou ucinné pouze proti nematodim u HZ a jsou
dostupné Vv raznych aplikacnich formach s a¢innosti na vyvojova stadia larev a dospélce
(McKellar, 1997; Harder, 2002; Clarke et al., 2019; Vokial et al., 2023).

Imidazothiazoly se rychle vstiebavaji (do 72 hod; Lumaret et Errouissi, 2002) a jsou
vyluCovany moc¢i ve form¢ metaboliti (Adams, 1978; Paulson et Feil, 1996;), nicmén¢
metabolismus probiha v jatrech (Fernandez et al., 1998; Myers et al., 2021).

Principem mechanismu ucinku je navdzani na nikotinové receptory parazita.
Imidazothiazoly jsou agonisty nikotinovych receptori, zvySuji vodivost membrany a tim
pronikaji do kationtovych kandlii a zpisobuji tak paralyzu parazita, ktery je nasledné
Z hostitele vylou¢en (Myers et al.,, 2021). Levamisol (Codiverm®, Kela NV, Belgie),
predstaveny v roce 1965 a je v soucasné dob¢ na trhu, je zastupcem fady imidazothiazold.
Selektivné se zamétuje na nikotinovy acetylcholinovy receptor ve svalech nematoda, coz vede
ke kontrakci a spastické paralyze (Martin, 1997; Vokial et al., 2023).

Tetrahydropyrimidiny jsou blizce piibuzné imidazothiazolim a jejich aplikace je
nejbéznéjsi u pst a kocek. Skupiny zahrnuji tfi zastupce, pro tetrahydropyrimidiny — pyrantel,
morantel, oxantel (Nixon et al., 2020). Tito zastupci maji princip mechanismus G¢inku shodny
s levamisolem (Martin, 1997), zptsobuji depolarizaci nervové ploténky a naslednou paralyzu
parazita. Tetrahydropyrimidiny jsou dostupné v peroralni aplikaci jako embonatova,
pamodatova a tartratova sil pouzivana k 1é€bé helmint6z u psi, kocek, HZ anebo lidi (Clarke
et al., 2019; Nixon et al., 2020; Qian et al., 2022). V neposledni fad¢ sem patii tribendimidin,
ktery ma stejny mechanismus u¢inku jako imidazothiazoly a tetrahydropyrimidiny, nicméné
tribendimidin se v Cing pouziva i k 1é¢b¢€ nematod a trematod u lidi (Hu et al., 2009; Qian et
al., 2022).

2.4.1.4 Aceto-aminonitrilové derivaty

Aceto-aminonitrilovych derivaty byly poprvé pouzity v roce 2010 ve Velké Britanii a jsou
urcené na lécbu nematodo6z (Clarke et al., 2019).

Tyto derivaty piisobi jako specificky alostericky moduléator acetylcholinového receptoru
MPTL-1 a zpusobuji tak depolarizaci a paralyzu svalovych bunék parazita (Epe et Kaminsky,
2013) a mechanismus ucinku je tedy podobny jako v pfipadé imidazothiazolti. Menepantel je
komercné€ dostupny zastupce této tfidy anthelmintik, ktery byl poprvé distribuovan v roce

2010 ve Velké Britanii a v soucasnosti ho Ize aplikovat pouze k 1é¢bé nematod u ovci (Epe et
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Kaminsky, 2013; Lifschitz et al., 2017). Béhem 3 — 4 dni je vyloucen spolu s vykaly hostitele
ve formé metabolitt (Karadzovska et al., 2009).

V soucasné dob¢ je vyvijen 1ék Derquantel jako kompetitivni antagonista na nikotinové
acetylcholinové receptory B-subtypu, ktery téZ zptsobuje paralyzu, nicméné stejné jako zadna
jina nejnovéjsi anthelmintika z této kategorie, neni prozatim schalen pro humanni medicinu a

dostupnost je omezena pouze pro testacni/laboratorni tcely (Vokital et al., 2023).
2.4.1.5 Pyrazinoisochinoliny

Kromé¢ jiz zminénych tfid anthelmintik bylo pfed rokem 2000 vyuZzito v praxi nékolik
dalsich skupin, konkrétné¢ — pyrazinoisochinoliny, salicylanilidy, sulfonamidy, organofosfaty
a hexahydropyraziny (Nixon et al., 2020; Waechtler et al., 2023), nicméné nejdulezitéjsi z
téchto skupin jsou pyrazinoisochinoliny, které byly poprvé dostupné v roce 1975 (Waechtler
etal., 2023).

V praxi HZ 1ze aplikovat dva zastupce praziquantel a epsiprantel s u¢innosti na cestody a
trematody, nicméné nejsou ucinné proti nematodum. Aplikace epsiprantelu je omezena
prevazné na psy a kocky, ale paraziquantel je mozné aplikovaz i HZ. Principem mechanismu
ucéinku je navazani se na kanal TRPMPZQ Cay. a jeho homology tak zpisobi zvySeni vstupu
Cay+ a naruseni homeostazy Cay:. V konec¢né fazi tedy dojde ke svalové kontrakci a narusSeni
tegumentalnich casti (Waechtler et al., 2023). Pyrazinoisochinoliny jsou v hostiteli rychle

metabolizovany na hydroxyderivaty a nasledn¢ vylu¢ovany moci (Andrews et al., 1983).
2.4.1.6 Halogenované salicylanilidy a organofosfaty

Halogenové salicylanilidy jsou G€inné pti 1écbé helmintdz (v riizném rozsahu plisobnosti) a
ektoparazitim (Martin, 1997).

Zastupci maji proménlivou aktivitu proti helmintim a ektoparazitim ptfevazné¢ u HZ, u
kterych selektivné plisobi na parazita tak, Zze rozpojuji oxidativni fosforylaci (Martin, 1997;
Vokial et al., 2019). Nejvétsi vyuziti ma closantel, rafoxanid, oxyklozanid a niklosamid.
Halogenované salicylanilidy maji nejvyssi G¢innost u prezvykaveu a closantel nebo rafoxanid
jsou ucinné hlavné proti nematodim a trematodam, popfipad¢ ektoparazitim, zatimco
oxyklozanid je G¢inny pouze proti trematodam (Voktal et al., 2023). Niclosamid se aplikuje
béhem parazitarnich infekei cestod, ale byla zaznamenana t¢innost i proti trematodam (Swan,
1999). S vyjimkou niklosamidu, se salicylanilidy rozsahle vazou na plazmatické proteiny
(Mohammed-Ali et Bogan, 1987; Swan, 1999). Salicylanilidy klosantel, rafoxanid a
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oxyklozanid jsou jen malo metabolizovany a vyluCovany pfevazné nezménéné, a to
predevsim vykaly hostitele (Swan, 1999).

Organofosfaty nejsou z toxikologického hlediska pro chovatele HZ dostupné. Uginek je
omezeny (Voktal et al., 2023). Pisobi na helminty a ektoparazity blokovanim enzymu
acetylcholinesterazy, coz vede ke zvyseni koncentrace acetylcholinu (Mehlhorn, 2008). Tyto
latky ztfid anthelmintik maji 0zké bezpecnostni rozpéti ve srovnani S ostatnimi
anthelmintiky. Vzhledem k nizké selektivit¢ k parazitickému enzymu mohou tyto léky

[ 24

Mehlhorn, 2007, 2008; Voktal et al., 2023).

2.5 Rezistence

Nadmérna aplikace anthelmintickych 1€kt vede Kk rezistenci. Tato skute¢nost spolu
s klimatickymi a environmentalnimi zménami je divodem zvySeni vyskytu parazitdrnich
onemocnéni (Kotze et al., 2020; Zhao et al., 2023; Havrdova et al., 2023).

Rezistence GIH na anthelmintika dnes pifedstavuje celosvétovy a do budoucna zavazny
problém tykajici se nejen vyspélych statu (Nelson, 1962; Preston et Webbe, 1974; Christie et
al., 1978; Sutherland et al., 2008; Sutherland et Scott, 2010; Sutherland et Leathwick, 2011,
Martinez-lbeas et al., 2016; Leathwick et al., 2017; Lifschitz et al., 2017). V dutsledku
aktualnich rozséhlych probléma s anthelmintickou rezistenci po celém svété, byla
uskute¢néna fada vyzkumu (Playford et al., 2014; Rose et al., 2015; Benavides et al., 2016;
Martinez-Valladares et al., 2015). Ve srovnani s jinymi zemémi se v Ceské republice (CR)
vénuje rezistenci pouze omezené mnozstvi studii, nicméné za poslednich 5 let (Havrdova et
al.,, 2023) zajem o problematiku z hlediska vyskytu populaci GIH rezistentnich na
benzimidazolové preparaty vzrostl. Na rezistenci upozornil jiz Chroust, (1996, 2000) pied
vice nez 20 lety a jako dalsi Varady et al., (2007). Vadlejch et al., v roce 2014, sepsal
podrobnou studii zabyvajici se G¢innosti tfi rdznych antiparazitik na bazi benzimidazolu,
ivermektinu a moxidektinu na vybranych ovéich farmach na uzemi CR. Vysledky téchto a
dal§ich pozorovani provadénych v posledni dekad€ ukazuji na alarmujici kazdorocni
zvySovani vyskytu populaci parazitl rezistentnich na jednu i1 vice u¢innych latek pouzivanych
anthelmintik (Sutherland et Scott, 2010; Falzon et al., 2014; Vadlejch, 2015; Novobilsky et
al., 2016; de Souza Rodrigues et al., 2017). Za jednu ze zasadnich pii¢in nezajmu o tuto
problematiku zejména ze strany chovatell 1ze spafovat v tom, ze klinické pfiznaky infekci se
ve vetSin€ chovi diky plos$né aplikaci 1é€iv zatim témét nevyskytuji, prestoze GIH patii mezi

nejvice rozsifené parazity u pasenych zvifat (Coles et al., 2006; Kumar et Selvakkumar,
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2020). Metoda profylaxe se uziva Casto a anthelmintika se v konven¢nich chovech HZ
aplikuji minimaln¢ jedenkrat za rok (Muchiut et al., 2018). K preventivnimu oSetieni se
pouzivaji prevazné benzimidazoly (Porto et al., 2019). Problém profylaktické 1écby casto
nastane 1 diky dlouhodobému uzivani stejného anthelmintika nebo nedodrzenim aplika¢niho
postupu napiiklad neplnohodnotnou davkou lé¢iva (Bundy et al., 2020) a z tohoto duvodu je
snahou od preventivniho podavani anthelmintik odstoupit a hledat nové zptisoby ochrany pied
nakazou (Ili¢ et al., 2023; Zhao et al., 2023).

Vzhledem k tomu, Ze parazitarni infekce a vyrobni ztraty ¢asto pfimo nemuseji souviset se
zatézi parazitd, je vhodné stanovit pfimou korelaci mezi prevalenci helminti a celkovou
produktivitou stada (Kaplan, 2004; Mabhieu et al., 2020).

Specifické strategie pro fizeni antihelmintické rezistence se soustfedi na vhodné pouziti
ucinnych anthelmintik a léebné rezimy zaloZené na refugiich. Naptiklad, aby se zabranilo
nadmérnému rozmnozovani rezistentnich jedinci H. contortus v populaci, je infekce
monitorovana na individualnim stadé/jedinci (Niciura et al., 2019; Mabhieu et al., 2020; Kumar
et Selvakkumar, 2020; Kaplan et al., 2020; Charlier et al., 2022). Bez ohledu na parazitarni
infekci je dulezité zhodnotit celkovou prevalenci stada (pokud existuje podezieni na infekci),
protoze nékteré klinické ptiznaky nemusi byt specifické, zejména nahlé¢ uhyny HZ v
endemickych zonadch mohou byt mylné pfipisovany parazitdrnim infekcim, zatimco skute¢na
primarni pfi¢ina obvykle souvisi s jinymi problémy (bakterialni a virové onemocnéni;
Martinez-lbeas et al. 2016; Muchiut et al., 2018). Za téchto okolnosti muze byt néktera 1é¢ba
nepiiméfena skuteénému stavu a riskuji se tak dals$i ztraty HZ ve stad¢, dokud nebude
stanovena presna diagndza. Pokud se neléc¢i, umrti obvykle pokracuji a mira ztrat se b&hem
nc¢kolika dni zvySuje (Silvestre et al., 2002). Mezi jednotlivci je vSak obvykld vyrazna
odchylka ve vnimavosti K parazitarni infekci, ktera se odrazi na celkové rezistenci
(Papadopoulos et al., 2012; Martinez-Valladares et al., 2015a). Neni tedy obvyklé ani
nevyhnutelné, aby vsichni jedinci ve stadé vykazovali stejny rozsah klinickych piiznakd,

pokud by nebyli 1éeni (Zhao et al., 2023; Mesafint et al., 2023).

2.6 Asanace pastvin

U vétSiny HZ tvoti primarni zdroj potravy pastvina. Vyuziti pastvin a jejich udrzba je z
hlediska zdravotniho stavu HZ jednim ze zakladnich cilt biosekurity (Hennessy et Rault,
2023).

Hygiena pastvin ma dopad na vyskyt choroboplodnych zarodkti nejen z pohledu vyskytu

paraziti (Tittl et Novak, 2009). Vyznamnou roli pro rozvoj parazitarnich infekci je dileZzita 1
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uroven prostredi, ktera je ovlivnéna abiotickymi 1 biotickymi faktory, jako jsou napiiklad
tepelné a vlhkostni podminky nebo ptitomnost kysliku v pidé (Novak et al., 2001; Hu et al.,
2016). U vétsiny vajicek a larev se pfi teplotaich mezi 10 — 30 °C setkame s vysokou
odolnosti, nicmén¢ jejich aktivita se signifikantné€ snizi s poklesem teplot prostfedi pod 0 °C
(Skladanka et al., 2010). Této skuteCnosti lze vyuzit pii hygienizaci hnoje a vykald
z infikovanych jedincti (Novak et al., 2001; Davies et Wales, 2019). Pii hygienizaci pastvin
dochazi casto k samovolné asana¢ni ¢innosti vlivem ucinku ultrafialového zareni na bilkoviny
bunééné protoplasmy. Vlivem absorpce UV paprskii dochazi k denaturaci a koagulaci
bilkovin (Danilova et al., 2019; Clauss, 2020). Vyznamny je i destrukéni vliv UV zafeni na
DNA, piipadné jeho mutagenniho ucinku. Popsané mechanismy jsou mozné pouze pii
povrchovém pisobeni UV paprski, proto je dilezité v ptipadé asanace pastvin umoznit jejich
pfistup k jednotlivym organismim piedev§im smykovanim, urovnanim pastviny, ¢i

pokosenim tzv. nedopaskt (Novak et al., 2011; Jori et al., 2021).
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3 CILE PRACE

Cilem prace je studium, detekce a diagnostika parazitarnich populaci jednotlivych druht

helmintd u HZ v CR.

Nasledujici dil¢i postupuy ptedstavuji jednotlivé kroky vyzkumu nezbytné pro dosazeni

hlavniho cile:

1.

Zdokumentovat prevalenci a vyskyt parazitd, dale diagnostikovat parazitarni
onemocnéni ve vybranych chovech HZ v CR.

Charakterizovat vyvoj a prab¢h infekce pred a béhem podani VLP a vyhodnotit tak
jeho uc¢innost v zavislosti na diagnostice parazitarniho onemocnéni.

Zhodnotit zdravotni a ekonomické dopady ve vybranych chovech HZ pied a po podéani
VLP.

Porovnat aplikovand anthelmintika mezi sebou a jejich ti¢innost na sledované druhy
helmintt.

Navrhnout opatieni popiipadé feSeni pro zpomaleni rezistence z hlediska snizujicich
se u¢innosti VLP registrovanych v CR.

V ptipadé vysoké prevalence charakterizovat pritbéhy infekci detekovanych helminta.

Ziskané vysledky porovnat se zahrani¢nimi zdroji a navrhnout mozna feseni.
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Material
V pritbéhu studie byly v CR v konvenénich i ekologickych chovech HZ odebrany vykaly

od zastupct sudokopytnikii — skot, ovce, koza, pratur, muflon, jelen, zubr a bizon a od
lichokopytnika — kiin, osel, pony.

Vzorky vykala (20 g) byly individudlné odebirany z rekta nebo bezprosttedné po vykaleni
jedince a laboratorné zpracovany nejpozdéji do 24 hodin. Vykaly byly opakované odebrany
pted zahajenim 1écby od kazdého jedince ve stad¢ a laboratorné vysetfeny na ptitomnost
nematod, cestod nebo trematod. Nasledné byla dle vysledk laboratornich testd, historie
aplikace 1é¢iv ve stadé a managementu podniku, navrzena 1é¢ebna terapie jedincd. Cilené
zvolena anthelmintika byla aplikovana dle doporuc¢en¢ho davkovani vyrobce (viz kapitola

4.1.2).

4.1.1 Charakteristika vybranych chovii hospodaiskych zvirat

Diserta¢ni prace byla zamétena na jedince bez trzni produkce mléka. Hospodarska zvirata
ve sledovanych chovech byla chovéana dvéma zplsoby. S vyjimkou lichokopytnikii byli
jedinci chovani celoro¢né na pastviné s moznosti piistfeSku. V piipadé lichokopytnik byl
kazdy jedinec ustdjen na noc v individuadlnim boxu a ptes den mél volny pohyb na spole¢né
pastving s ostatnimi jedinci v rdmci jedné farmy.

V pribéhu let 2021 — 2023 byly vzorky vykali odebrany ve &tyfech krajich v ramei CR.
Celkem bylo sledovano 118 stad sudokopytnikii a 28 stad lichokopytnikii (obrazek 4).
Detailni prehled stad HZ v jednotlivych krajich je znazornén v tabulce 1.

V této disertacni praci nebyla sledovana druhova odolnost sudokopytnikt, ani
lichokopytnikii vii¢i parazitarnim infekcim ani nebyl hodnocen vliv zptisobu chovu jedinct
Vv rdmci farmy (konvenéni/ekologicky chov).

V pribéhu kazdého roku byly vykaly od kazdého jedince vySetfeny minimalné
8 x (2 x pted zahajenim terapie, 2 x po aplikaci anthelmintika a 4 x kontrolné v pribéhu
roku).
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Obrazek 4. Schéma odbéri vzorki dle jednotlivych kraji v ramci CR (D = Némecko;

PL = Polsko; A = Rakousko; SK = Slovensko; S = sudokopytnici; L = lichokopytnici)

D PL

S

Zdroj: Havrdova, N.

Tabulka 1. Detailni p¥ehled chovii jednotlivych zviFat v ramci kraji v CR
(PK = plzensky kraj; JK = jihoCesky kraj; KV = kraj vyso¢ina; JHK = jihomoravsky; kraj;

n = pocet chovii u jednotlivého zastupce HZ celkem; x = nehodnoceno)

PK JK KV JHK n=
SUDOKOPYTNICI
Skot 19 25 3 2 49
Ovce 3 8 4 14 29
Koza 9 5 3 13 30
Pratur X 1 X X 1
Muflon 1 1 X 1 3
Jelen 1 1 X 1 3
Zubr X 1 X X 1
Bizon X 2 X X 2
LICHOKOPYTNICI
Kun 6 2 2 3 13
Osel 2 1 1 2 6
Pony 3 1 1 4 9
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4.1.2 Aplikace a charakteristika vybranych anthelmintik

V kazdém chovu byla podrobné pied terapeutickou léCbou zjiSténa aplikace léciv
Vv minulych letech a pfi volbé anthelmintika byl zohlednén management a ekonomicka uroven
chovu, zdravotni stav, kondice a v&k jedince. Z hlediska ochranné lhiuty kazdého
anthelmintika bylo ptfihlédnuto k celkové produkci jedinct ve stadé. U jedincti, kteti byly na
zéklad¢ laboratornich metod vyhodnoceny jako negativni na pfitomnost parazitarnich infekci,
nebylo anthelmintikum aplikovano a tito jedinci slouzili jako kontrola.

Aplikace anthelmintika byla v kazdém chovu diskutovana s veterinarnim pracovnikem a
zvolena na zdklad¢ laboratornich testii a dostupnosti léCiva. Aplikaci anthelmintik vzdy
provedl veterindrni pracovnik, poptipad¢ chovatel.

Odbér vzorkl vykalil pro detekci parazitarnich stadii, probehl vzdy v den aplikace 1é¢iva a
nasledné pro hodnoceni ucinnosti byl nasledny odbér stanoven na 14. den po aplikaci 1éCiva.
Odbérovy den po aplikaci vychazel ze studie Kochapakdee et al., (1995) a Mooney et al.,
(2009), podle niz byla zohlednéna délka ti¢innosti jednotlivého anthelmintika.

V piipadé aplikace 1éciva byly vzdy terapeuticky léCeni jedinci chovény oddélené od
nelécenych. U pieZzvykavcl chovanych celorocné na pastvinach byla pro ucely terapeutické
1é¢by pastvina rozdélena na tzv. ,,infekéni plochu,, kde se jedinci mohli voln€ pohybovat ve
vyhrazeném prostoru. Na zaklad¢ dehelmintizace a vylucovani vajicek byly odstranovany
vykaly v castéjSich intervalech i nékolikrat za den po dobu 14 dnt, tedy do odbéru pro
vyhodnoceni U¢innosti metodou FECRT. Po 14 dnech byl jedincim umoznén pohyb po celé
pastviné mimo tuto infek¢éni plochu, kde probéhlo odstranéni vykalil, pfevapnéni nebo byla
plocha upravena branovanim. Lichokopytnici byli ustajeni v individualnich boxech.
Spole¢nou pastvinu v plrbéhu 1é€by vzdy sdileli pouze ti jedinci, ktefi byli 1é¢eni stejnym
anthelmintikem.

Zvoleny byly dvé aplikace stejného léku za rok (jaro — podzim) pro sudokopytniky.
Pro lichokopytniky byla aplikace provedena v pribchu roku dle vyskytu parazitarnich stadii
nematod nebo cestod nezavisle na ro¢nim obdobi. Tento postup terapeutické 1écby byl
navrzen z divodu pastevnich podminek jednotlivych zastupci HZ. Piezvykavci byly po celou
dobu studie chovany na pastviné s moznosti pfistieSku a rotace pastvin s odklizem vykalt
Vv pravidelnych intervalech. V piipad¢ lichokopytnikli se jednalo o individudlni ustdjeni a
z hlediska zoohygieny a pfenosu parazitarnich infekci mezi jedinci byla terapeuticka l1écba

anthelmintiky veterindrnim pracovnikem navrzena v podobé nepravidelnych aplikaci
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anthelmintik, nicméné¢ u vSech jedinct bylo stejné anthelmintikum aplikovdno maximalné
dvakrat za sledovany rok.

Zvoleného anthelmintikum bylo aplikovano vzdy na zakladé hmotnosti jedince (tabulka 2).
Doporucéené davkovani bylo striktné dodrzeno na zaklad¢ piibalového letaku od distributora a
vzhledem k tomu, Ze u kazdého jedince byla znama individualni hmotnost, Zadna davka

nebyla podhodnocena.
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Tabulka 2. Design aplikace anthelmintik ve sledovanych chovech HZ v jednotlivych letech za obdobi 2021 — 2023

NEMATODA
JEDINEC SKOT OVCE KOZA PRATUR MUFLON JELEN ZUBR BI1ZON KUN OSEL PONY
— N ™ — N ™ — N [sg] - N ™ - N ™ - N ™ — N ™ - N ™ — N ™ — N ™ — N ™
Closamectin 180 175 103 14 27 28 x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x
Ivomec super 437 406 307 84 73 56 92 85 77 x x X X X X X X X XXX XXX XX XX XXX X%
Helmigal x 116 259 x x x x o x x x x x 48 80 78 119 134 113 84 70 70 64 64 64 x x x x X X x x X
Biomec x 85 36 36 x 13 23 7 x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x
Verm-x X XX XXX x X X xoxx X ox ox x x x x x x x x x 16 28 12 61 61 61 39 13 27
Noromectin X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X 38 19 47 X X X 14 37 16
Aldifal 218 99 114 40 56 22 16 46 8 x x x x x x x ox ox ox x x 15 21 28 x x x X x X x x  x
Albex 89 62 125 20 X 30 5 22 X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
Ecomectin x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x x 36 24 31 x x x x x x
CESTODA
Panacur x x x 24 32 3 10 30 31 x x x 10 8 x 17 x 21 x x x x x x 26 22 28 x x x X x X
Verm-x X X ox XX XX X xx ox x x x x x x x x x x x x x 24 37 13 10 10 10 25 8 23
TREMATODA
C|Osamectin 48 16 9 X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
Aldifal 46 20 5 x x % x x % x x x x x x x x x x 14 14 13 7 x x x x x x x x x x

VLP = Veterinarni 1é¢ivy pFipravek (aplikované anthelmintikum); x nehodnoceno
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4.1.2.1 Closamectin

Closamectin je injekéni roztok urceny pro skot/ovce a obsahuje 5 mg/ml lvermectinum a
125 mg/ml Closantelum (Norbrook Laboratories Limited, Severni Irsko).

Closamectin se aplikuje pfi 1écbé smiSenych invazi trematody, nematody nebo ¢lenovcei u
skotu a ovci vyvolanych gastrointestinalnimi hlisticemi, plicnimi cervy, o¢nimi cervy,
stiecky, zakozkami a veSmi.

Aplikace probihd subkutanné do stfedni ¢asti krku za aseptickych podminek v davce 200
pg ivermectinu a 5 mg closantelu na 1 kg zivé hmotnosti. Maximalni objem na jedno misto
injek¢niho podani je vyrobcem stanoven na 10 ml (zbyvajici mnozstvi je tieba aplikovat do
jiného mista na krku Ié¢eného jedince). Prvni ddvka by méla byt podana do pravé strany krku
a zbyvajici objem aplikovan na oddélena mista na levé a pravé strané krku.

Nezadouci ucinky byly pozorovany pouze pii subkutanni aplikaci. Jednalo se o svédéni v
misté injekéniho podani a zatvrdnuti pii palpaci do 7 dnti po aplikaci.

Ochrannd lhtta ¢ini 49 dnti a 1é¢ivo se nesmi aplikovat jedinctim, u nichz je mléko uréeno
pro lidskou spottebu a u jedinci v dobé zaprahnuti v¢etné brezich jalovic nebo bahnic, jejichz

mléko bude uréeno pro lidsky konzum béhem 60 dnii pted pfedpokladanym porodem.
4.1.2.2 Panacur

Panacur je urcen pro cilové zvifata — kin, skot a ovce ve formé tablet, pasty nebo emulze
obsahujici u¢innou slozkou Fenbendazolum 0,22 g/g. (Intervet InternationalB.V.,
Nizozemsko).

Aplikuje se peroralné v davce 7,5 mg fenbendazolu na 1 kg Zivé hmotnosti Vv piipadé
napadeni dospé€lci 1 nezralymi stadii nematodi gastrointestindlniho a respiratorniho traktu
koni, skotu a ovci a pusobi i ovicidné s Gi¢inkem na vaji¢ka oblych Cervi, cestod.

NeZadouci U€inky nejsou znamé a anthelmintikum je velmi dobie snaSeno. Ochranna lhita

je vyrobcem stanovena pro skotu 9 dnii, maso koni 5 dnt a mléko 4 dny.
4.1.2.3 Ivomec super

Anthelmintikum Ivomec super je ur¢eno pro skot a ovce s G¢innou latkou Ivermectinum
10,0 mg a Clorsulonum 100,0 mg (Merial SAS, Francie).
Indikace je zaméfena na 1écbu gastrointestindlnich nematod, o¢nich helmintl, plicnivek,

mikrofilérii, stfeck, v§i, pivodce koznich myaz, zékozek, klist'at a trematod.
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Ivomec Super je dostupny ve formé injekéniho roztoku aplikovaného v doporuc¢ené davce
1 ml/50 kg zivé hmotnosti. Injekéni roztok je aplikovan subkutanné do kozni fasy na krku
jedince a tato davka odpovida hladin€ 0,2 mg ivermektinu a 2,0 mg clorsulonu na kg zivé
hmotnosti. Davky vyssi nez 10 ml je doporuceno aplikovat na dvé rlizna mista.

Ochranna lhiita je vyrobcem stanovena na 66 dnli pro maso. Anthelmintikum se
nedoporucuje aplikovat jedincim béhem laktace nebo 28 dni pied porodem, pokud je mléko

urceno pro lidskou spotiebu. Nezddouci uc¢inky nejsou znamy.
4.1.2.4 Helmigal

Helmigal je dostupny ve form¢ peroralniho prasku s ti¢innou slozkou Fenbendazolum 25
mg. Je ur¢en pro skot, kon¢ a sparkatou zvef (Pharmagal spol. s r.o., Nitra).

Anthelmintikum je doporuéeno aplikovat v piipadé parazitarnich onemocnéni vyvolanych
vyvojovymi stadii a dospélci parazith nematod a trematod. Pfi aplikace je vhodné
anthelmintikum zamichat do krmiva. Lé¢ivo je mozné aplikovat i béhem biezosti a laktace.
Pro tispésnou 1é¢bu je dale distributorem doporuceno sledovat stav vyvojovych stadii a 1écbu
opakovat dle vyvojovych cykll danych druhii parazitl. Obecna davka je 5 mg fenbendazolu
na jeden kg zivé hmotnosti tj. 0,2 g piipravku/kg z. hm. Dale je pro zvySenou G¢innost mozna
aplikace podanim nizsi davky 3 mg fenbendazolu na jeden kg z. hm., (0,12 g pfipravku / kg z.
hm.) v intervalech 24 hodin po dobu 3 -5 dni.

Nezadouci Uc¢inky nejsou hlaSeny. Ochranné lhity jsou stanoveny na 14 dni pro maso a
120 dni pro mléko. Dale je zakazano aplikovat anthelmintikum u koni, jejichz maso je ur¢eno

pro lidskou spotiebu.
4.1.2.5 Biomec

Biomec je doporucen pro cilovou skupinu ovci a skotu pro subkutanni aplikaci s u¢innou
slozkou Ivermectinum 10,0 mg v 1 ml (Bioveta, a.s., Ceska republika).

Veterinarni 1é¢ivy piipravek je indikovan pro ucinnou 1écbu a zamezeni Sifeni
nasledujicich parazitdrnich onemocnéni — gastrointestinalni oblé ¢ervy (dospélci i vyvojova
stadia), plicnivky, o¢ni helminté, stiecci, zakozky, v§i, gastrointestinalni hlistice a svrab.

Je stanovena doporucena inokula¢ni davka 0,2 mg ivermektinu na kg zivé hmotnosti
(odpovida 1 ml ptipravku/50 kg zivé hmotnosti). Aplikace se provadi subkutanné do volné

kiize pted nebo za lopatkou.
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Ochranna lhuta je stanovena pro maso 28 dnu (ovce) a 49 dnu (skot). V ptipadé mléka se
nedoporucuje u zvifat produkujicich mléko pro lidsky konzum aplikovat anthelmintikum v
laktaci a 28 dni pted porodem.

Nezadouci ucinky se mohou objevit po subkutannim podéni, kde mize byt u nckterych
jedinci pozorovan ptrechodny nepokoj a obCasny vyskyt otokit mékkych tkéni v misté

injek¢éniho podani. Nicméné tyto reakce samovolné odezni.
4.1.2.6 Verm-x

Verm-x je ur€en pro koné¢ a poniky s infekci stfevnich paraziti, kde Gc¢inna slozka je
slozena ze smési bylinnych piisad, které obsahuji komplex aktivnich castic. Ptipravek je
dostupny ve formé granuli (Johnson & Johnson, s.r.0., Slovensko).

Doporucené davkovani je 50 g denné po dobu péti po sobé nésledujicich dnit a 1écbu

opakovat pravidelné po 12ti tydnech.
4.1.2.7 Noromectin

Noromectin je peroralni pasta urena pro kon¢ s Gi¢innou slozkou Ivermectinum 140 mg
(Norbrook Laboratories Limited, Severni Irsko).

Anthelmintikum je uréené pro 1éCbu a prevenci parazitarnich onemocnéni zptsobenych
dospélci a vyvojovymi stadii malych strongilidi. Nezddouci U¢inky jsou zndmy pouze v
ptipadech masivnich infekci, kdy miize dojit po aplikaci ptipravku k reakei (svédéni, otoky)
zapticinéné velkym mnozstvim odumfelych paraziti. Piiznaky mizi spontanné¢ v nékolika
dnech, ptipadné se doporucuje symptomaticka 1écba.

Aplikace celé davky pasty pfipravku Noromectin je moznéa i béhem gravidity a laktace u

klisen.
4.1.2.8 Aldifal

Veterinarni 1é¢ivy ptipravek Aldifal je ureny pro lécbu smiSenych helmintéz u skotu a
ovci s t¢innou slozkou Albendazolum 100 mg (Mikrochem spol. s r.0., Slovensko).

Aldifal je aplikovan perordlné a je doporucené jednorazové davkovani pii parazitarni
infekci nematody a cestody 7,5 ml ptipravku na 100 kg zZivé hmotnosti (7,5 mg na jeden kg
zivé hmotnosti) a pfi infekci trematody jednorazové 10 ml ptipravku na 100 kg zivé
hmotnosti (10 mg na jeden kg Zivé hmotnosti).

Ochranné lhity jsou u hospodaiskych zvirat stanoveny na 14 dnli pro maso a pro mlé¢ko 72

hodin. Nezadouci G¢inky nejsou znamé.
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4.1.2.9 Albex

Albex je anthelmintikum urcéené pro skot a ovce pii 1é¢bé helmintoz, dostupny je ve formée
pasty s uc¢innou slozkou Albendazolum 10 mg (ECO Animal Health Ltd., Velka Britanie).

Indikacné je urcen pro lécbu parazitarnich infekci vyvolanych dospélci a vyvojovymi stadii
gastrointestinalnich a plicnich nematod, cestod a dospélct F. hepatica u skotu a ovci.

Doporucené davkovani Ize stanovit na 0,5 ml 1é¢iva na 10 kg zivé hmotnosti pro 1écbu
trematod a 0,75 ml na 10 kg zivé hmotnosti pro 1é€bu cestod/nematod.

Ochrannd lhiita je stanovena na 14 dnti pro maso a 60 hodin pro mléko.
41210  Ecomectin

Ecomectin je perordlni pasta uréend pro koné. Obsahuje ti¢innou slozkou Ivermectinum
18,7 mg (ECO Animal Health Ltd., Velka Britanie).

Indikace anthelmintika je doporucena pro lécbu velkych a malych strongilidl, roupd,
Skrkavek a stfeckd.

Davkovani je vyrobcem stanovené pro jedince o 600 — 700 kg zivé hmotnosti (jedno
baleni). Ochrannd lhlita je pro maso stanovena na 34 dnd a anthelmintikum by se nemélo
pouzivat u klisen, jejichz mléko je uréeno pro lidsky konzum. Nezadouci u¢inky nejsou u

tohoto anthelmintika hlaSeny.

4.2 Metodika

4.2.1 Identifikace a kvantifikace paraziti

Identifikace paraziti byla provedena mikroskopicky dle morfometrie a morfologie vaji¢ek
(flotace, McMaster; Wymann et al., 2008), nebo in vitro test EHA (Demeler et al., 2012),
LDA (Coles et al., 2006) a na zaklad¢ identifikace vyvojovych stadii larev (Ls.s) dle studie
van Wyk et al., (2004).

4.2.1.1 Flotace a McMaster

Pro detekci vajicek nematod byla zvolena laboratorni metoda flotace pomoci cukerného
roztoku a nasledné byla kvantifikace vajicek nematod vyhodnocena upravenou metodou
McMaster dle ptivodni metodiky Wymann et al., (2008).

Pro piipravu cukerného roztoku o hustoté 1,158 g/cm® bylo smichano 518 ml destilované
vody s 810 g krystalového cukru. Roztok byl 2 hodiny homogenizovan pii teploté¢ 37 °C a
Vv kone¢né fazi bylo ptidano 14,58 g fenolu a roztok byl znovu promichan. Vysledny cukerny

roztok byl pfed laboratornim zpracovdnim uchovan pii 4 °C.
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Pii zpracovani vzorkti byly navazeny a zhomogenizovany tfi gramy vykala s 15 ml
destilované vody a pomoci sitka byla suspenze piefiltrovana do zkumavky o objemu 10 ml.
Vzorek byl centrifugovan pii 2500 rpm po dobu 5 min. Supernatant byl odstranén a
k sedimentu byl ptidan po okraj zkumavky cukerny roztok, zkumavka byla zakryta podloznim
sklickem a vzorek byl centrifugovan o 500 rpm po dobu 30 sec a nasledné mikroskopicky
hodnocen pii zvétseni 100 — 400 x na pritomnost vajicek nematod a cestod.

Metoda McMaster k vyhodnoceni EPG, byla upravena dle pivodni metodiky Wymann et
al., (2008). V uzaviratelné zkumavce byly smichany a zhomogenizovany 4 gramy vykala s 3
ml flotaéniho roztoku. Po 5 min bylo pipetou pieneseno 1,5 ml supernatantu do pocitaci
komurky na McMasterové sklicku a pocet vajicek nematod byl vynasoben koeficientem 50

dle ptivodni metodiky ((EPG/OPG) =y x 50; Wymann et al., 2008).
4.2.1.2 Egg hatch assay test a Larval development assay test

Pro identifikaci larev v riznych fazich vyvojového stadia (Ls.s) byla vajicka nematod
izolovana z Cerstvych vzorkd vykali dle upravenych ptvodnich metodik Demeler et al.,
(2012) a Coles et al., (2006). Metodiky byly z divodu ziskani pouze dospélych jedinct
upraveny. V testu nebyla hodnocena rezistence larev na jednotlivé anthelmintika.

Pro kultivaci larev byly vzorky vykalii zpracovany do 12 hodin po odbéru a identifikace
vajicek ve vzorku byla provedena dle metody McMaster.

Vajicka nematod byla separovana pomoci flotace v cukerném roztoku a dale po dobu 7
min centrifugovana na sacharozovém gradientu 40% nasycené¢ho roztoku. Déle byla vajicka
promyta Vv destilované vodé¢ a mikroskopicky zhodnocena, aby byla vyloucena embryonace
larev. Vajicka nematod byla ziedéna v 500 pl destilované vody, seltena, rozdélena a
presunuta do mikrotitraéni desticky v rovnomérném zastoupeni vaji¢ek v objemu 10 pl na
jamku. Do kazdé jamky bylo nasledné pfidano 150 pl 2% Bacto Agaru (Merck Life Science
spol. s r.o., Praha) o teploté 45 °C a 10 ul kvasnicového extraktu (P-LAB a.s., Praha; 1 g
destilovanou vodou, aby bylo zastaveno vysychani testovacich jamek.

Nasledovala inkubace vajicek po dobu 48 hodin o teploté 33 °C. Po této dob¢ byly jiz
vylihlé larvy morfologicky hodnoceny a bylo mozné urcit druh nematoda dle metodiky van
Wyk et al., (2004)
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4.2.1.3 Sedimentace

Metodika sedimentace (pouze pro detekci vajicek trematod) dle Thienpont et al., (1986),
byla v této studii téz upravena.

Metoda sedimentace je zaloZena na gravitaci tézkych vajicek trematod a hustoté roztoku.
Ve sklenéné kadince o objemu 150 ml byly zhomogenizovany 4 ¢ vykali a intenzivné
promichany s destilovanou vodou. Suspenze byla piefiltrovana pies jemné sito (100 um).
Vysledny filtrat byl na 20 minut odstaven, aby byl supernatant dekantovan. Sedimentace a
dekantace se opakovaly 4x (v prvni fazi byla odsata 1/3 horni poloviny roztoku, ve druhé a
tieti fazi byla odsata 1/2 roztoku a ve ¢tvrté fazi byl roztok odebran az na sediment). Sediment

byl nasledné hodnocen mikroskopicky pii zvétseni od 10x do 40x.
4.2.1.4 Fecal egg count reduction test

Utinnost veterinarnich 16¢ivych ptipravke byla hodnocena pomoci testu sniZeni poétu
vajicek dle metodiky Kochapakdee et al., (1995) a Mooney et al., (2009).

Individualni vzorky vykali byly béhem transportu a zpracovani (do 24 hodin) uchovéavany
v odbérovych zkumavkach pii 4°C. Stanoveni testu poskytlo odhad anthelmintické uc¢innosti.
To bylo provedeno porovnanim poctu vajicek u oSetfenych a neoSetfenych hostiteli.
Principem testu bylo vyhodnotit sniZeni/ndrlst parazitd ve vykalech ptfed a po 1écbé

veterinarnimi 1é¢ivymi ptipravky. Pro uc¢innost anthelmintik byl vybran matematicky vzorec:

Ez
FECRT =100 x (1 — (—)
Eq

E1 = EPG pted lécbou (den 0), E; = EPG po 1écbé (den 14)
4.2.1.5 Molekularni charakteristika

V této disertacni praci byly metodou PCR ovéfeny pouze pozivitni vzorky trematod.
Nematody zde nebyly molekularné vyhodnoceny.

Pozitivni vzorky trematod (C. daubneyi) v této studii byly pouzity pro extrakci genomové
DNA z 300 mg fekalii pomoci DNeasy Blood & Tissue Kit (QIAGEN, Hilden, Némecko) a
dale zpracovany podle doporuceni vyrobce s vyjimkou pouziti 0,5 mm sklenénych kulicek.

Purifikovana DNA byla pfed PCR amplifikaci skladovana pii -20 °C. K amplifikaci
parcialni oblasti genti kddujicich gen pro malou ribozomalni podjednotku rRNA 5.8S byl
pouzit pfistup PCR podle plivodni metodiky Rinaldiho et al., (2005). U porazenych
pozitivnich zvifat byly provedeny pitvy.
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4.2.2 Statisticka analyza

Sumarizace dat byla piipravena v programu Excel (Microsoft Corporation, Redmond, WA,
USA).

Analyzy byly vyhodnoceny na zdkladé vysledki FECRT. Vzdy byly hodnoceny dvé
skupiny, a to v den podani 1éku (den 0) a po podani léku (den 14). U¢innost veterinarnich
1é¢ivych piipravku byla hodnocena podle metodiky Kochapakdee et al., (1995) a Mooney et
al., (2009). Vsechny analyzy byly provedeny v softwaru Statistica 6.0 (StatSoft CR, Praha,
Ceska republika). Uinnost byla stanovena vypoétem snizeni poétu vaji¢ek ve stolici a byla
povazovana za G¢innou, kdyz hodnota FECRT dosahla hranice > 95 % a 95 % spodni hranice

spolehlivosti. Procentualni snizeni FECRT bylo vypoéteno pro kazdé 1é¢ivo individualné.
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5 VYSLEDKY

5.1 Parazitarni onemocnéni a prevalence

V pribéhu studie bylo v CR odebrano 5 359 vzorkd vykalt od sudokopytnikti a 819
vzorkl vykalt od lichokopytnika (tabulka 3).

Tabulka 3. Piehled odebranych vzorki vykali za obdobi 2021 — 2023 v ramci CR dle
jednotlivych kraji a zastupci sudokopytniki a lichokopytniki

KRAJ PLZENSKY JIHOCESKY VYSOCINA JIHOMORAVSKY POéETc
ROK 2021 2022 2023 2021 2022 2023 2021 2022 2023 2021 2022 2023 Ziﬁ&ﬁ
Skot 382 340 320 456 460 458 112 113 120 68 66 60 2955
Ovce 28 32 36 76 64 56 36 22 24 78 70 72 594
Koza 32 48 46 22 36 32 16 28 36 76 78 80 530
Pratur 0 0 0 42 42 42 0 0 0 0 0 0 126
Muflon 0 16 18 0 8 6 0 0 0 58 62 54 222
Jelen 16 32 30 38 26 36 O 0 0 8 76 68 404
Zubr 0 0 0O 8 8 8 0 0 0 0 0 0 252
Bizon 0 0 0 92 92 92 0 0 0 0 0 0 276
PocetvzorkGi 458 468 450 810 812 806 164 163 180 362 352 334 5359
Kaii 8 71 77 14 23 16 14 9 12 28 27 26 401
Osel 24 16 0 18 0 32 16 26 18 13 27 26 216
Pony 46 37 34 7 4 6 8 4 0 17 13 26 202
pocetvzorkGi 154 124 111 39 27 54 38 39 30 58 67 78 819

Z celkového poctu odebranych vzorki vykalt v jednotlivych letech dle lokality kraje, byla

pro piehlednost prevalence parazitarnich infekei pro jednotlivé roky v ramci kraji shrnuta

v tabulce 4.

Tabulka 4. Prevalence parazitarnich infekci za sledované obdobi 2021 — 2023

PREVALENCE V % (PRED/PO TERAPII)

KRAJ PLZENSKY JIHOCESKY VYSOCINA JIHOMORAVSKY
2021 2022 2023 2021 2022 2023 2021 2022 2023 2021 2022 2023
Parazitarni infekce SUDOKOPYTNICI

Nematoda 92/13 86/11 65/9 98/26 86/22 84/18 79/36 75/35 82/25 89/32 92/26 94/14

Trematoda 75/5 15/0 0/0 89/18 75/14 65/7 48/15 36/16 39/15 74/6 0/0  0/0

Cestoda 46/18 75/5 0/0 48/6 0/0 75/18 90/45 36/19 0/0 0/0 14/0 0/0
LICHOKOPYTNICI

PLZENSKY JIHOCESKY VYSOCINA JIHOMORAVSKY

Parazitarni infekce 2021 2022 2023 2021 2022 2023 2021 2022 2023 2021 2022 2023

Nematoda 37/15 0/0 0/0 69/13 0/0 00 ©0/0 00 0/0 00 0/0 0/0

Cestoda 85/16 76/23 85/25 95/40 96/31 48/6 0/0 0/0 0/0 46/13 56/16 75/23

KRAJ
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Z vysledku vyplyvajicich ztabulky 4 lze konstatovat, Zze nejvySsi prevalence u
sudokopytnikt z hlediska vyskytu nematod byla v roce 2021 zaznamenéna V jiho¢eském kraji,
a to 98 % pred cilenou aplikaci anthelmintika, zatimco nejnizsi prevalence pted terapeutickou
1écbou ve stejném roce byla pro nematody detekovana v plzeiiském kraji (13 %). U
lichokopytnikll byla zaznamenana prevalence u parazitarnich infekci zptisobenych nematody
Vv jihoCeském kraji 69 % pted terapeutickou 1écbou a po 1é€be anthelmintiky byl zjistén pokles
prevalence na 13 % rovnéz v jihoCeském kraji.

Nejvyssi prevalence byla zaznamenana v piipad¢ parazitarnich infekci zpiisobenych
nematody, kde bylo prokazano, ze nejvice zastoupenym druhem byl H. contortus a O.
ostertagi pro sudokopytniky. Pro lichokopytniky byly nejvice zastoupenym druhem nematod
mali strongylidy z podceledi Cyathostominae. U lichokopytnikii byla detekce druhu nematody
specifikovana dle jednotlivych larvalnich stadii z vylihlych larev dle metodiky (Coles et al.,
2006).

U trematod byl zaznamenan nejvyssi nartst v jarnim obdobi ve vSech tiech letech u skotu a
bizont. Dle PCR byl detekovan druh C. daubneyi.

U malych pfezvykavci byla dle morfologie laboratornich testd ve vzorcich vykall
detekovana tasemnice M. benedeni. V piipadé¢ lichokopytnikii byla nejvice v chovech
zastoupena tasemnice A. perfoliata.

U vSech sledovanych jedincti byla prokézéna smiSena infekce helmintéz. V ramci této
studie byla proto stanovena orienta¢ni hodnota EPG (pted vynasobenim koeficientem 50x)
pro kazdého parazita na zéklad¢ ohroZeni zdravotniho stavu jedince (s vyjimkou parazitarni
infekce cestodami), ktera slouzila jako orientaéni mira infekce a dle niz byla stanovena
celkova prevalence v jednotlivych chovech sudokopytnikii i lichokopytnikta (tabulka 5). U
cestod byla intenzita infekce hodnocena pouze jako pozitivni/negativni a to z divodu vysoké

produkce vajicek od jediného jedince pfitomného v gastrointestinalnim traktu hostitele.
Tabulka 5. Intenzita infekce EPG =y (pi‘ed vynasobenim koeficientem 50x)

Parazitarni infekce  Slaba  Stfedni Vysoka

O. ostertagi <20 50 >51
H. contortus <10 30 > 31
Mali strongilidi <30 60 >61
C. daubneyi <15 30 > 46
M. benedeni
) >1
A. perfoliata
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5.1.1 Terapeuticka lé¢ba vybranymi anthelmintiky

Na zédklad¢ vysledkti laboratornich testi a hodnoty EPG, stanovené pro vysledky této
prace, byl z hlediska celkové prevalence navrzen terapeuticky postup pro kazdy chov zvlast’ a
behem 1écby byl kazdy jedinec individualné vysetfovan na pfitomnost parazitarnich infekci
obsazenych ve vzorcich vykala.

V tabulce 6 jsou shrnuta anthelmintika aplikovana jednotlivym zastpctim zvifat s uc¢innosti

na jednotlivé parazitarni infekce — nematoda, trematoda, cestoda.

Tabulka 6. Terapeuticka lé¢ba vybranymi anthelmintiky

PARAZITARNI INDIKACE DLE UCINNOSTI ANTHELMINTIKA

VLP NEMATODA TREMATODA CESTODA CIiLOVY DRUH ZVIRAT
Closamectin X X x skot, ovce
Panacur x - x kan, ovee, koza, muflon, jelen
Ivomec super X X - skot, ovce, koza
Helmigal X - - skot, muflon, jelen, zubr, bizon
Biomec X - - skot, ovce, koza
Verm-x X - - kun, osel, pony
Noromectin X - - Kun, pony
Aldifal x x x skot, ovce, koza, bizon
Albex x x x skot, ovce, koza
Ecomectin X X x kun

,»VLP* veterinarni 1é¢ivy ptipravek; ,,x“ anthelmintikum je ur¢eno k 1é¢b¢ parazitarnich infekci; ,,—
anthelmintikum neni uréeno pro 1é¢bu parazitarnich infekci

U vsech jedinct byla terapeuticka 1éCba stanovena az po odbéru kontrolnich vzorkd.
Aplikace lé¢iva byla pro vSechny jedince vZdy stanovena na zakladé hodnoty EPG a dle
sezonnosti vyskytu parazitarnich infekci byl terapeuticky postup konzultovéan s veterinarnim
pracovnikem.

V chovu praturi nebylo aplikovdno Zadné anthelminitkum. U jedinci ve stadé nebyla
béhem let 2021 — 2023 pozorovana Zadna parazitarni infekce.

Utinnost anthelmintik nebyla sledovana samostatné pro jednotlivé kraje, ale pouze pro
jednotlivé zastupce HZ zvifat, a to vzhledem K individualité kazdého chovu. Piehled G¢innosti
pro jednotliva anthelmintika je znazornén v tabulce 7.

Celkova ucinnost vybranych terapeutickych postupt pro 1écbu nematod, trematod a cestod
byla statisticky dle vysledkit FECRT vyhodnocena a zndzornéna za celé obdobi 2021 — 2023
jako celek pro jednotliva anthelmintika (viz grafy 1 — 10).
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Tabulka 7. Piehled primérnych ucinnosti jednotlivych anthelmintik ve sledovanych chovech HZ v pribéhu let 2021 — 2023

NEMATODA

VLP /JEDINEC

SKOT OVCE KOZA PRATUR MUFLON JELEN ZUBR BIZON KUN OSEL PONY

Closamectin 95 95 X x x X X X x X x
Ilvomec super 100 100 98 X X x X X X X X
Helmigal 99 X X X 84 85 92 81 x x X
Biomec 100 100 100 X X x X X X X x
Verm-x x X X x x X x x 98 95 99
Noromectin x X X x x X x x 100 x 100
Aldifal 96 98 99 x x X x 99 X x x
Albex 100 100 100 X X X X X X X x
Ecomectin X X X X X x x x 100 X X
CESTODA
Panacur X 100 X x 100 100 x x 100 x X
Verm-x x x X x x X x x 99 99 99
TREMATODA
Closamectin 80 X x x X X X x X X X
Aldifal 41 X X X X x 53 49 X x x

VLP = Veterinarni 1é¢ivy pripravek (aplikované anthelmintikum); x nehodnoceno
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Graf 1. U¢innost anthelmintika Closamectin za obdobi 2021 — 2023
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Terapeuticka 1é¢ba Closamectinu byla u sudokopytnikli aplikovéna v péti chovech skotu a
tfi stdd ovci v ramci jednoho chovu.

Utinnost anthelmintika byla vyhodnocena na 95 % (nematody) a 80 % (trematody) v
chovech skotu a v chovu ovci byla u¢innost anthelmintika na nematody 95 %.

Teoreticky lze ptredpokladat, Ze je zde moZné riziko vzniklé rezistence. LéCivo mélo
prokazatelné snizenou ucinnost pievdzné u starSich jedincii, kterym bylo stejné
anthelmintikum aplikovano jiz v minulosti. U mladych jedinci, ktefi v piredchozich letech
nebyli Closamectinem 1éCeni profylakticky, ale cilené, byla 1é¢ba ucinna v 95 % jak v chovu

skotu, tak i v chovu ovci.
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Graf 2. U¢innost anthelmintika Panacur za obdobi 2021 — 2023
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V piipad¢ parazitarnich infekci u ovci a koz zpusobenych M. benedeni bylo aplikované
anthelmintikum Panacur testovano v osmi chovech ovci, deseti chovech koz a tiech chovech
muflont a jelend. Pro parazitarni infekci A. perfoliata u koni bylo anthelmintikum testovano
Vv Sesti chovech koni.

Z grafu 2 je patrné, Ze terapeuticka 1é¢ba byla z hlediska eradikace M. benedeni ispésna ve
vsech chovech piezvykaveu a v ptipadé A. perfoliata téZ u koni. Potencionalni riziko
rezistence v tomto ptipadé nebylo potvrzeno.

Utinnost pii terapeutické 16¢bé anthelmintikem Ivomec super (graf 3), byla v zavislosti na
parazitarnich infekci zpisobenych nematody u dvaceti chovi skotu, péti chovii ovei a sedmi
chovu koz vyhodnocena veterinarnim 1é¢ivym piipravkem jako G¢inna. Lze tedy shodné jako
Vv ptipadé¢ 1écby Panacurem vyloucit vznik rezistence u sledovanych jedinct HZ.

V nejvys§im zastoupeni byly detekovany zastupci nematod H. contortus a O. ostertagi u

skotu, jelent,, muflond, ovci i koz.
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Graf 3. Utinnost anthelmintika Ivomec super za obdobi 2021 - 2023
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Graf 4. U¢innost anthelmintika Helmigal za obdobi 2021 - 2023
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Terapeuticka 1écba Helmigalem probéhla u jelenti, bizont, zubrti, muflonii a skotu celkem
v 19 chovech v ramci Ceské republiky.

Z hlediska indikace tohoto anthelmintika jsou vysledky uvedené v grafu 4 pouze pro
nematody, nebot” ze vzorka vykali a vySe zminénych jedincti nebyla molekularn¢ ani
mikroskopicky prokdzéna ze vzorkt vykali pfitomnost trematod. Prestoze, u nékterych
jedinct nedoslo k iplnému vyléceni, 1ze Helmigal povazovat za relativné ucinny. Intenzita
infekce se v kontrolnich vzorcich vySetfenych 14 dni po aplikaci anthelmintika pohybovala
v rozmezi EPG 10 — 18. Ve sledovanych chovech s vyjimkou chovu skotu byla zaznamenana
piitomnost volné Zijici zvéte, ktera byla v kontaktu s monitorovanymi zvitaty v ramci jedné
pastviny. Lze tedy pfedpokladat, ze zde ucCinnost Helmigalu byla ovlivnéna kontaminaci

pastviny neosetienych jedinct sparkaté zvére mimo sledovana stada.

Graf 5. U¢innost anthelmintika Biomec za obdobi 2021 — 2023
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Utinnost terapeutické 1é6¢by anthelmintikem Biomec byla sledovéna v chovech skotu, ovci
a koz u 22 stad v ramci 3 farem. Vysledky jsou zobrazeny v grafu 5.

Prestoze ve vSech chovech v minulych letech probéhala profylaktickd 1écba rGznymi
anthelmintiky se stejnou U¢innou slozkou jako v pfipad¢ veterinarniho 1é¢ivého piipravku
Biomec, byla zvolena terapeutickd lécba pro parazitarni infekce nematod, konkrétne¢ H.

contortus vyhodnocena jako tc¢inna (graf 5). Hodnota EPG byla po cilené aplikaci nulova.
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Graf 6. U¢innost anthelmintika \Verm-x za obdobi 2021 - 2023
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Parazitarni infekce malymi strongylidy u koni, oslii a ponikd byly terapeuticky léceny
anthelmintikem Verm-x celkem na 6 farmach (graf 6).

Vysledky prokazaly G¢innost v 98%, nicméné v jednom chovu oslt byl tento veterinarni
1écivy piipravek z hlediska hodnoty EPG vyhodnocen jako neucinny — konkrétni jedinci méli
hodnotu EPG pied a po aplikaci ptipravku Verm-Xx beze zmény. Vzhledem ale K pozitivnim
vysledkim v ostatnich chovech koni, osli a ponikl 1ze tento 1€k povazovat za Gi¢inny proti
nematodam.

U veterinarniho 1é¢ivého piipravku Noromectin v 1é¢bé malych strongilidii u koni a ponik
byla pozorovana 100% U¢innost, a to ve vSech sledovanych chovech koni (6 farem) a ponikil

(3 farmy; graf 7).
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Graf 7. U&innost anthelmintika Noromectin za obdobi 2021 — 2023
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Graf 8. U¢innost anthelmintika Aldifal za obdobi 2021 — 2023
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Terapeuticka 1écba anthelmintikem Aldifal byla hodnocena pro parazitarni infekce
nematod a trematod u skotu, bizonli a zubrti a pro parazitarnich infekci nematod u ovci a koz
(graf 8).

Aldifal byl sice dle vysledkiit FECRT vyobrazenych v grafu 8, vyhodnocen jako u¢inny,
nicmén¢ u neékterych jedincti doslo pouze k castecné eradikaci nematod, I1ze tedy predpokladat
rezistenci paraziti na tento veterinarni 1é¢ivy pripravek. SniZzena ucinnost byla pozorovana i
Vv pfipad¢ infekce trematody, vzhledem k tomu, ze tento veterinarni 1é¢ivy ptipravek neni
uréen k 1écbé C. daubneyi, ale k 1é¢bé F. hepatica, je neucinnost v piipadé C. daubneyi

o¢ekavana. Fasciola hepatica nebyla ve sledovanych chovech detekovana.

Graf 9. Uéinnost anthelmintika Albex za obdobi 2021 — 2023
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Veterinarni 1écivy piipravek Albex (graf 9) byl testovan na osmi chovech skotu a péti
chovech ovci a koz zhlediska parazitarnich infekci nematod, konkrétn€ H. contortus.
Utinnost anthelmintika Albex proti této parazitarni infekci byla vyhodnocena ve 100 % chovii
HZ.

Terapeuticka 1é¢ba parazitarnich infekci malych strongylidd u koni anthelmintikem

Ecomectin byla vyhodnocena v 7 chovech koni jako u¢inna (graf 10).
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Vznik anthelmintické rezistence u anthelmintik Albex a Ecomectin byl tedy v téchto

ptipadech vyloucen.

Graf 10. U¢innost anthelmintika Ecomectin za obdobi 2021 - 2023
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5.2 Molekularni determinace

Pro molekularni analyzu detekce C. daubneyi byly primery modifikovany podle ptivodni
metodiky Rinaldi et al., (2005). Byla pouzita oblast amplifikace genu 5.8S se sekvenci
primeru (5°-3") F: TAGGCAATGTGGTGGTGTT a R: TTGCACGTCAGAATCGCT,
teplota nasedani 55,2 °C, délka 1 156 bp. Data byla pouZita spolu s né¢kolika dal$imi helminty
z GenBank ke genetické identifikaci. Nukleotidové sekvence byly porovnany pomoci
vicenasobného zarovnani sekvenci nukleotidii pomoci Clustal X2 a jejich vztahu. Na obrazku
5 je zobrazen Kladogram fylogenetickych vztahti izolatl trematod porovnanych s jinymi druhy
a genotypy trematod na zakladé¢ sekvenci genu 5.8S vytvofenych metodou Maximum
vérohodnosti model Hasegawa — Kishino — Yano G + I. Ciselné hodnoty piedstavuji

procentudlni hodnoty bootstrapti s podporou pro vice nez 50 %, bootstrap 1000x%.
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Obrazek 5. Kladogram fylogenetickych vztahi izolati C. daubneyi

Calicophoron microbothrium (KP639638)

Calicophoron clavula (MK416145)

Calicophoron daubneyi (AB973394)

Calicophoron daubneyi (LN610457)

Calicophoron daubneyi (AY790883)

93| Calicophoron daubneyi (MN044947)

Calicophoron sp. (LN610458 )

NH_2019T9

79 NH_2019T19

NH_2020T013B

- Paramphistomum leydeni (MN045232)

- Paramphistomum cervi (MH558675)

| Haemonchus contortus (KM586649)

92 ’__ Paramphistomum cervi (KT 198987)
89 =Paramphistomum leydeni (KP341657)

Orthocoelium sp. (JX678222)

91

Taenia multiceps (KX377798)
0.2

Na zékladé¢ fylogenetickych analyz byly v§echny sekvenované vzorky identické, proto byla
v kladogramu pouzita pouze sada 3 nahodnych reprezentativnich vzorki (NH 2019T9;
NH_2019T19; NH_2020T013B), které na kladogramu ukazaly, ze DNA vzorktl byla shodna s
DNA Calicophoronu sp. ulozeno v GenBank (KP639638; MK416145; AB973394,
LN610457; AY790883; MNO044947, LN610458; MNO045232; MH558675; KM5869249;
JX4KP7152849; JX4KT7152849; JX4KT7152838; KX377798). Celkem bylo provedeno
molekularni vySetfeni ze vzorkd vykall 76 riznych vzorkd skotu, 26 vzorkt zubrd a 52
vzorki bizonti pozitivnich na Paramphistomatidae.

U porazenych jedinci byla provedena pitva (obrazek 6). Vzorky trematod byly
molekularné zpracovany a poté byly pouzity jako pozitivni kontroly pii detekci C. daubneyi

pfi zpracovani PCR.
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Obrazek 6. Pitevni nalez C. daubneyi ve slezu u porazeného bizona (vzorky
NH_202013F a NH_202013A; méritko = 200 pm; zdroj Havrdova)
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6 DISKUZE

6.1 Vyskyt a prevalence parazitarnich infekci u sledovanych jedinci

Parazitarni infekce byly koprologicky nebo molekularné detekovany ve vSech sledovanych
chovech/stadech HZ a casto se jednalo o smiSené infekce nematod/cestod/trematod, jak
potvrzuji studie (Dolinska et al., 2014; Davies et Wales, 2019; Sauermann et al., 2023).

Pfed zahajenim studie byli vSichni jedinci 1éCeni profylakticky bez ptfedchozich
laboratornich testd. Prevalence ve stdd¢ se u sudokopytnikii i lichokopytniki pohybovala
v roce 2020 v rozmezi 78 — 99 %.

Parazitarni infekce zptisobené trematody, konkrétné C. daubneyi byly zaznamenany pouze
u sudokopytnikt, konkrétné v chovech skotu, zubri a bizonu. Prevalence po terapeutické
1é¢be signifikantné klesla, coz je v rozporu se studiemi Kaplan (2004, 2020). Zajimavosti je,
7e v CR neexistuje z4dné anthelmintikum uréené k cilené 16¢b& C. daubneyi a piesto bylo ve
studii Havrdova et al., (2023) prokdzano, Ze anthelmintika, kterd nejsou urcena pro cilenou
l1é¢bu tohoto parazita, byla z ¢asti u¢inna. Prevalence u sledovanych parazitarnich infekci
zpusobenych cestody u lichokopytnikti ve studii Ili¢ et al., (2020) byly vyrazné vyssi ve
srovnani s vysledky této disertacni prace. U sudokopytnikt byly infekce tasemnicemi v
chovech detekovany rovné€Zz v minimalnim zastoupeni a to ve srovnani s infekci nematody.
Nejvyssi prevalence byla pro M. benedeni vyhodnocena v roce 2021 pied terapeutickou
1é¢bou v jihocCeském kraji na 90 %, ale po terapeutické 16Ebé doslo k poklesu prevalence na 45
%. Vzhledem k vyvojovému cyklu u cestod je velmi komplikované stanovit prevalenci
Z hlediska poctu jedinct v zazivacim traktu hostitele (Ili¢ et al., 2020). U lichokopytnikt byla
detekovana A. perfoliata v nejvys$sim zastoupeni v chovech v jihoceském kraji. Stejné jako
v piipadé sudokopytniki je velmi obtizné urit u parazitdrnich infekci zptusobenych
tasemnicemi skute¢nou intenzitu infekce (lacob et al., 2020). Protoze vysoka prevalence mtize

byt zplisobena jedinym jedincem v hostiteli a to diky vysoké produkei vaji¢ek do prostiedi.

6.2 Terapeuticka lécba a u¢innost/rezistence anthelmintik

Anthelmintika jsou navrzena tak, aby byla toxickd pro parazitarni zastupce, nicméné lze
konstatovat, ze vykazuji toxicitu i vici jinym bezobratlym. To je vazny problém, zejména pro
druhy, které travi ¢ast svého zivotniho cyklu ve vykalech. Mouchy a brouci jsou v uzké
interakci s mikroorganismy, podileji se na rozkladu trusu, protoZze hmyz se Zivi organickym
materidlem a pomaha uvoliovat Ziviny do puady. Z hlediska snizeni degradace vykali a
omezenim kvality a druhové bohatosti ptidy v CR, jak bylo prokazano studii Ambrozova et

al., (2021) nebo Brazilii (Correa et al., 2022), mize byt ovlivnéna rezistentni skupina parazitd
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kontaminujici pastvinu z divodu profylaktické 1é¢by. Vzhledem Kk tomu, Ze hranice mezi
ucinnosti anthelmintik a rezistenci je velmi tenkd a z hlediska vhodné¢ zvolené anthelmintické
1é¢by je procento uspésnosti vyssi (Coles et al., 2006; Mavrot et al., 2015). Nedilnou soucasti
zvysené prevalence ve stad¢ Casto byva mj. nedostate¢na identifikace a kontrola parazitarnich
infekci, které jsou léCeny pievazné profylakticky bez piedchozich laboratornich testa
potvrzujicich pfitomnost parazitarnich druhG. Ztohoto divodu je celkova wcinnost
anthelmintika snizena a rezistence se tak zvySuje. Vysledky této studie potvrdily, ze
Vv ptipadech kdy byli jedinci 1éc¢eni profylakticky, byla prevalence ve stad¢/chovu vyssi, ale po
cilené 1écbe¢ konkrétnim anthelmintikem prevalence klesla.

Pro sudokopytniky byla Vvtéto studii navrzena terapeuticka 1écba nasledujicimi
anthelmintiky — Albex, Aldifal, Biomec, Closamectin, Helmigal, Ivomec super a Panacur. U
lichokopytnikti byly b&hem terapeutické 1é¢by aplikovany anthelmintika — Ecomectin,
Noromectin a Verm-x.

Vzhledem Kk tomu, Ze G&innosti anthelmintik u HZ v CR se vénuje omezené mnoZstvi
studii, lze sledovanou uspéSnost/netuspesnost terapeutické 1éEby porovnat pouze s vysledky
zahraniénich studii. Mimo CR jsou dostupné i anthelmintika s u¢innou slozkou, ktera v CR
neni povolena/registrovana (Keyyu et al., 2006; Huson et al., 2017; Voktal et al., 2023).

Nejvice vyuzivanou skupinou anthelmintik jsou benzimidazoly. Benzimidazoly maji Sir$i
spektrum tucinku a nizkou toxicitu pro hostitele a poskozuji pouze buiky parazita, nikoli
hostitele (Muchiut et al., 2018; Li et al., 2021). Metabolismus savcti dokaze benzimidazoly
odbourat 1épe nez metabolismus parazitii. U aplikovanych anthelmintik této kategorie byla v
této disertaéni praci prokazana 60 — 86 % ucinnost. Nejvice zastoupenym parazitarnim
drunem z kmene nematoda byl H. contortus, popiipadé O. ostertagi. Mimo laboratorni
vysetieni 1ze H. contortus detekovat sledovanim anémie, napiiklad pomoci indexu barvy
spojivek FAMACHA (Olah et al., 2015), bézné vyuzivaného v chovech ovci. Nespolehlivéjsi
a ucinnou metodou je vSak urCeni poctu vajicek/larev ve vykalech stanovenych pomoci
laboratornich metod (koprologie, PCR; Devaney et al., 2019; Hodgkinson et al., 2019). V
parazitologickych studiich se proto vétSina analyz zaméfuje pravé na biologické vlastnosti
vajicek nebo dospélcii (Wang et al., 2020; Li et al., 2021; Wang et al., 2021; Di Maggio et al.,
2022). K 1é¢b& H. contortus je k dispozici v ramci CR i Evropy fada anthelmintik a uginné
preventivni programy se liSi v zavislosti na prostiedi a typech podnikti a podle rozsahu rizika
hemonchézy a mistni epidemiologie infekci, jak potvrzuji vysledky této studie. Piestoze
nejcastejsi moznosti 1éCby nematodoz jsou praveé benzimidazoly (Floyd et al., 2002; Muchiut

et al., 2018; Kaplan et al., 2020), je trendem poslednich desitek let 1écbu presto omezit z
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hlediska endemické situace rezistence na konkrétni anthelmintika (Niciura et al., 2019;
Kaplan et al., 2020; Charlier et al., 2022). Vysledky v této studie potvrdily, Ze G¢innost
benzimidazolti u HZ neni vzdy 100% a riziko rezistence se zvysSuje.

Dal§im feenim je z hlediska anthelmintik mozna aplikace Clorsulonu, nicméné v CR neni
dostupny. V Evropé se pouziva v kombinované terapii s ivermectiny pro skot v doporucené
davce 2,0 mg/kg. Clorsulon je také Gi¢inny proti trematodam (Vokial et al., 2023).

Studie TIli¢ et al., (2023) potvrzuje rezistentni kmeny parazitG na ivermektiny
benzimidazoly, nicméné v CR se studie touto problematikou zabyvaji velmi ziidka a
informace nejsou aktualni (Vadlejch et al., 2014, 2015). V této praci nebyla pomoci LDA
testli rezistence sledovéana, nicméné z hlediska snizenych ucinnosti anthelmintik lze tuto
variantu do budoucna zvazovat.

Parazitarni infekce zpisobené M. benedeni v chovech ovci, koz, jelenti a muflond uvedené
Vtéto studii byli zpisobeny kromé potenciondlniho pfenosu mezi volné zijici zveéfi,
nedostate¢nou hygienou pastvin, kdy vykaly obsahujici vajicka tasemnic nebyla v minulych
letech pti profylaktické 1é€b¢ z pastviny odstranéna a doslo tak ke kontaminaci potravy. Tim
byla sniZena G¢innost anthelmintika a mohla tak byt vyvinuta rezistence parazitii. Protoze na
zékladé¢ cilené 1écby a dodrzeni zoohygienickych postupt, doslo u jedinct infikovanych M.
benedeni k vyléCeni a nasledna opakovana infekce byla detekovana v kontrolnich vzorcich
vykali az po péti mésicich, Ize konstatovat, Zze infekce byla zpisobena volné zijici zveri.
Bohuzel v rdmci chovu pasenych HZ neni mozné zcela omezit pfistup téchto jedinci ke stadu.

Vysledky evropskych studii (Davies et Wales, 2019; Devaney et al., 2019) jsou
srovnatelné s vysledky uvedenymi v této praci, nicméné identifikace a kontrola prevalence ve
stadé by méla byt zohlediiovana do ekonomického kontextu celého hospodaistvi a zadny
jedinec by nemél byt léCen profylakticky, ale cilené¢ na zaklad€ laboratorni diagnostiky
parazitarnich infekci. Zaroven bylo v této studii prokdzano, ze cilena 1écba je z hlediska
zdravotniho stavu jedince, welfare, ekonomiky a managementu chovu nejefektivnéjsi volbou,
jak je ovéfeno u zahrani¢nich studii s obdobnym zaméfenim (Benavides et al., 2016; Vokial
etal., 2019, 2023).

Vznik rezistence na anthelmintika, ale i jinda 1éCiva, je mozny na zaklade
farmakokinetického a farmakodynamického pulisobeni. Farmakokineticky mechanismus
snizuje koncentraci aktivni formy 1é¢iva v bunice, ¢imz nemize dojit k zamySlenému Gcinku.
Toto mize byt zpusobeno snizenim absorpce latky, jejim zrychlenym vylu¢ovanim nebo
aktivaci enzymt metabolizujicich 1é¢iva (Hodgkinson et al., 2019). Farmakodynamika se tyka

strukturalnich zmén cilovych makromolekul pro 1é¢iva. Jestlize je latka neschopna se navazat,
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nema moznost pienést svij ucinek dale. Neziidka se rezistence vyviji jak na zakladé
farmakodynamického, tak i farmakokinetického mechanismu. Tim se feSeni rezistence stava
jesté vice slozitym. Déle k Sifeni rezistentnich populaci helminti vede neznalost jejich
biologie a neodborna a nevhodna aplikace 1éCiv vytvarejici pozitivni selekéni tlak na jedince
nesouci geny rezistence (Chroust, 2000; Vadlejch 2015). O neodborném pouzivani 1é¢iv
sveéd¢i i prvni zachyty rezistenci kratce po uvedeni ptipravku na trh, naptiklad thiabendazol
byl uveden na trh v roce 1961 a prvni rezistentni populace byly popsany v roce 1964, obdobné
tomu bylo i u ivermektinu (uveden - 1981, rezistence - 1988) nebo menopentelu (uveden -
2006, resistence - 2009). Taktéz bézné vysledky laboratorni metody urcené k detekci
endoparaziti (flotace a sedimentace), jsou bez hlubsich analyz a navaznosti na moderni
veédecké metody jako je molekularni biologie a sofistikované laboratorni vySeteni vykald z
hlediska vyvoje rezistenci je téméf nevyznamné (Hoste et Torres-Acosta 2011; Charlier et al.,
2014; Rondelaud et al., 2015; Lifschitz et al., 2017).

Studie zabyvajici se LDA testy (Lind et al., 2005) sleduji rezistenci dle vyvojovych stadii
larev, nicméné v této praci byla metoda LDA vyuzita pouze pro ziskani dospélych jedincii pro
naslednou specifikaci a uréeni druhu nematody. Laboratorni detekce vyvojovych stadii a
dospé€lci paraziti byla detekovana pievazné na zakladé¢ — flotace a sedimentace jako ve
studiich (Cernea et al., 2007; Mooney et al., 2009; Falzon et al., 2014).

6.3 Utinnost terapeutické 1é¢by sudokopytnikii u parazitarnich infekei C.

daubneyi

Vzhledem k faktu, ze v CR neexistuji zadné studie zabyvajici se uginnosti 1é&by
benzmidazolem proti C. daubneyi a v CR neni registrované zadné anthelmintikum, které by
bylo cilené na tuto trematodu, lze ucinnost anthelmintik srovnavat pouze na urovni
zahrani¢nich zdrojt, a proto nebyla neregistrovana anthelmintika zafazena do piehledu vyse.
Utinna latka oxyklozanid se ve veterindrnich 1é¢ivych piipraveich dostupnych v CR
nenachézi a je aplikovana piedeviim mimo CR (Keyyu et al., 2006; Mavenyengwa et al.,
2010; Huson et al., 2017) Anthelmintikum Closamectin neni primarné uréené pro parazitarni
infekci C. daubneyi a ti¢innost Closamectinu prokazana v studii vSak nepotvrzuje vysledky ve
srovnani se studii Nzalawahe et al., (2018), kde byla zjisténa neucinnost Closamectinu
z dvodu neucinnosti anthelmintika na cilovou skupinu Paramphistomatidae. Po druhé
aplikaci anthelmintik byla hodnota EPG vyssi (EPG 11,7 - 26,1) nez hodnota EPG po prvni
aplikaci (EPG 8,1 - 12,4).
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V této studii byla sledovana uc¢innost anthelmintik 14 dni po podani 1éku v souladu se
studii Flanagana et al., (2011) ktery doporucuje stanovit G¢innost 1éku pomoci FECRT 14.
den po oSetfeni u domacich prezvykavct infikovanych motolicemi, protoze tato doba odbéru
umoziuje Uplné odstranéni vaji¢ek vyvojovych stadii z hostitele. Vyvojovy cyklus trematod
je vSak mnohem delSi, excystovani trematody trva déle nez mésic, nez se dostane do bachoru
(Moazeni et Ahmadi, 2016). Ptesto byly vzorky vykali odebrany 14. den podle metodiky
Flanagana et al., (2011). K podobnym zavéram dospéli Brockwell et al., (2014), kteti uvedli,
ze podle vysledkiit FECRT je Gc¢innost anthelmintika prokazatelna jiz 7. den po 1é¢b¢ u skotu
infikovaného trematodou.

Studie Cabaret et Berrag (2004) a Holm et al., (2014) potvrdily, ze vysledky FECRT
mohou byt ovlivnény riznymi faktory, jako jsou podminky prostiedi, uroven infekce ve stadé
a anthelminticka u¢innost. Uinnost 1é¢by dale potvrzuji studie Vadlejcha et al., (2015) a
Martinez-Valladares et al., (2015). Studie Vadlejcha et al., (2015), Gunathilaka et al., (2018) a
Vineer et al., (2020) upozornuji, Ze na kazdé farmé je nutné dodrzovat podminky biologické
bezpecnosti, aby se zabranilo $ifeni infek¢énich chorob mimo farmu.

Podrobnéjsi piiblizeni tohoto vyzkumu zabyvajiciho se infekci a ucinnosti anthelmintik C.

daubneyi je shrnuto v publikaci 1.

6.4 Biosekurita a zoohygiena ovliviiujici parazitairni infekce u
hospodarskych zvirat

Parazitarni infekce zplisobené helminty jsou hlavnim omezenim efektivni Zivo¢isné vyroby
ve vSech chovech HZ. V souvislosti s rostoucim problémem anthelmintické rezistence (Doyle
et Cotton, 2019) v poslednich desetiletich byl kladen vétsi diraz na identifikaci stad nebo
zvitat s produk¢nimi ztratami vyvolanymi helmintem a zacilenim anthelmintické 1é¢by na tyto
podskupiny, aby se zachovala anthelmintickd Uc¢innost a zaroven se zabranilo ztratdm
produkce.

Cilem strategie kontroly parazitarnich infekci v chovech HZ by nemélo byt primarnim
cilem jen snizeni roven infekce, ale hlavné vyuziti dostupnych zdroji a vstupl (krmivo,
pastviny, 1€éky). Tuto domnénku potvrzuji zahrani¢ni studie zabyvajici se managementem
chovu HZ s vyuzitim dostupnych a sobéstaénych zdrojii v ramci konkrétni farmy (Skladanka
et al., 2010; Jori et al., 2021; Hennessy et Rault 2023). V ramci studie u zadného jedince
nebyly zpozorovany klinické pfiznaky parazitarnich infekci a nebyl ohroZen zdravotni stav
jedinct ve stadé stejné jako ve studii Havrdova et al., (2023, 2023a). Pravé klinické piiznaky

jsou jednou ze zasadnich pfiCin nezajmu o tuto problematiku ze strany chovatelt a snizeny
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z4jem o laboratorni metody lze spafovat v tom, Ze klinické piiznaky infekci se ve vétSiné
chovti diky plosné aplikaci 1é¢iv zatim témét nevyskytuji, pestoze jak bylo potvrzeno v této
studii, GIH patii mezi nejvice rozsifené parazity u pasenych zvifat.

Vznikajici fenomén anthelmintické rezistence za posledni roky ale vyzaduje naléhavou
upravu lécebnych programt, které pii omezeni ztrat pii vyrobé zachovavaji ucinnosti
dostupnych anthelmintickych tc¢innych latek v dlouhodobém horizontu. Navrat populace
paraziti do stavu, kdy je vétSina jedinct citliva k u¢inkiim anthelmintik, je teoreticky mozny,
avSak z praxe prozatim neexistuji zadné zpravy o plné uspésné reverzi. V této studii byla
teoretickd rezistence na vybrana anthelmintika zpozorovdna pouze v piipad¢é snizené
ucinnosti, nicméné samotnd rezistence zde nebyla hodnocena. Oproti studii Kaplan (2020)

nebo Correa et al., (2022) pfedstavuje rezistence zavazny problém.
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7 ZAVER

V prvni fadé je nutné si uvédomit, ze ne vsSechny lécebné postupy jsou vhodné pro
jednotliva zvifata. V kazdém chovu je nutné volit individualni pfistup (dle typu chovu, jeho
struktury, managementu, zvifat). Lze konstatovat, ze v podstaté neexistuje zadna univerzalni
metoda ani obecny program terapeutické 1éCby a je nutné se do problematiky kazdého
chovu/stada ponoftit podrobné. Prevalence ve stad¢ je tedy kromé intenzity parazitarni infekce
ovlivnéna hlavné zoohygienou a celkovym zdravotnim stavem jedinct zavislym pfevazné na
VYZive.

Vétsina soucasnych diagnostickych testii specifikovanych na parazitarni infekce helmintii
neinformuje o dopadu vyroby. Se souCasnymi vyzvami k dalsi udrzitelné intenzifikaci
zivo€i$né vyroby, aby byly uspokojeny pozadavky rostouci a ménici se svétové populace,
musi byt kontrola nematod integrovana do ekonomického kontextu celého zemédélského
podniku a samoziejmé¢ by kazda parazitarni infekce méla byt feSena individualné v ramci
kazdého chovu ¢i stdda HZ. Vzhledem k tomu, Ze nelze posoudit v§echny negativni G¢inky v
ckonomickém hledisku pro konkrétni farmu, je vétSina poznatki zalozena spiSe na
ocekavanych dopadech, nikoliv na pozorovani.

Je tieba zdlraznit, Ze pro uspésSny reverzni proces neni totalni eradikace populaci paraziti
zadouci, nebot’ zvifatim by nemél byt zcela odeptfen piistup k pfirozené infekci, a to nejen
pro vyvoj ziskané imunity, ale i z divodi fedéni rezistentni genti v populaci parazitu.
Z vysledkli uvedenych v této praci je mozné vyvodit nasledujici dil¢i vyzkumné poznatky,
které pfedstavuji nezbytné primarni kroky k dosazeni pozitivniho efektu ve stad€ s relevantni
hladinou parazitarnich infekei:

a) zdokumentovat prevalenci a druhovou rezistenci parazitii u sledovanych HZ a nasledné
posoudit potencialni miru pfenosu parazitarniho onemocnéni mezi jednotlivymi stady zvitat.

b) porovnat ucinnost lokalni aplikace veterinarnich 1é¢ivych anthelmintickych ptipravki a
vyhodnotit uc¢innost v zavislosti na druhové rezistenci zvifat a na jednotlivych druzich/rodech
parazitl vyskytujicich se v gastrointestindlnim traktu zvirat.

C) snizit/omezit spotiebu anthelmintik volbou vhodného individualniho 1é¢ebného postupu
zalozeného na laboratornim vysSetteni.

Kam by mél vyzkum dale sméfovat? V soucasnosti jiz bylo vynaloZzeno znacné usili a
védecky vyzkum se stale posouva vpied, a to zejména u novych technologii zaloZenych na
DNA nebo multiplexnich technologiich je zapotiebi vice poznatkd. V poslednim kroku se

kombinuje specificka diagnostika stada a dopad produkce se situaci transformace vstupt a

73



vystupti specifickou pro stddo. To povede k optimalizovanym rozhodnutim o zdravi zvitat s
ohledem na dostupné zdroje na kazdé¢ farmy.

Biosekurita tak tvofi nedilnou soucast kazdého podniku/chovu. Striktni dodrzovani
zékladnich zoohygienickych pravidel povede k prosperité podniku.

Dalsim cilem by z hlediska farmakologie mélo byt kromé vyvoje anthelmintik na jiz
rezistentni kmeny, vénovano vice pozornosti antiparazitikiim ur¢enym cilené pro kozy, nebot’
pro tyto zastupce HZ v podstaté neexistuje zadné registrované anthelmintikum.

Déle by se vyzkum m¢l téz zabivat druhovou odolnosti sudokopytnikii z hlediska vyskytu

parazitarnich infekci u jednotlivych plemen.
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ABSTRACT

The effectiveness of anthelmintics in the treatment of paramphistomosis in farm animals in the Czech Republic has
not been sufficiently investigated. This study was focused on selected breeds of beef cattle. Identification of Calicophoron
daubneyi was performed by sedimentation and verified by PCR using the 5.85 rRNA gene. Animals were treated
specifically for C. daubneyi infection only. Totally 400 positive animals were included in the study. The anthelmintic
Closamectin (Closantel/Ivermectin) was evaluated as the most effective veterinary medicinal product with an efficiency
of 80%, followed by Distocur (Oxyclozanid) with an efficiency of 78%, Aldifal (Albendazol) with an efficiency of 71% and
Levatum Plus (lvermectin/Clorsulon) with an efficiency of 62%.

Keywords: anthelmintics, Calicophoron daubneyi, coprology, parasite, cattle

ABSTRAKT

Uc¢innost anthelmintik pfi lé¢bé paramfistozy u hospodafskych zvitat v Ceské republice neni dostate¢né prozkoumana.
Tato studie byla zamérena na vybrana plemena masného skotu. Identifikace Calicophoron daubneyi byla provedena
sedimentaci a ovérena pomoci PCR s vyuzitim genu 5,8S rRNA. Zvifata byla |é¢ena specificky pouze na infekci C. daubneyi.
Do studie bylo zarazeno celkem 400 pozitivnich zvifat. Jako nejucinné;jsi veterinarni 1éCivy pripravek bylo vyhodnoceno
anthelmintikum Closamectin (Closantel/lvermectin) s G¢innosti 80 %, nasledované Distocurem (Oxyclozanid) s G¢innosti
78 %, Aldifalem (Albendazol) s tc¢innosti 71 % a Levatum Plus (lvermectin/Clorsulon) s G¢innosti 62 %.

Klicova slova: Anthelmintika, Calicophoron daubneyi, koprologie, parazit, farmova zvirata
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INTRODUCTION
Paramphistomosis is a gastrointestinal parasitic
disease caused by digenetic trematodes of the

Paramphistomidae family. Rumen flukes infect ruminants
and consist of a number of different species of the
Paramphistomidae family (Gunathilaka et al., 2018). This
family includes, for example, the genus Paramphistomum,
Calicophoron, Cotylophoron, Ceylonocotyle, Gastrothylax,
Fischoederius, Carmyerius, Gastrodiscus and Pseudodiscus
(Torres-Acosta et al., 2012; Zhao et al., 2017; Kotze et al.,
2020). Rumen fluke parasites impact hugely on livestock
productivity by affecting growth rates, fertility, meat
quality, wool or milk production, and they sometimes
cause mortality. In subtropical and tropical areas, the
infection leads to economic losses related to mortality
and low productivity (Spence et al., 1992; Spence et al.,
1996; Rieu et al., 2007). In general, rumen fluke is only
considered to be of clinical relevance when ruminants
are exposed to massive burdens of infective stages while
grazing. Immature stages that migrate in the duodenum
can cause clinical symptoms like weakness, diarrhoea and
mortality (Spence et al., 1996; Rieu et al., 2007; Mason
et al,, 2012).

The developmental cycle of Paramphistomidae is
indirect and includes mollusks. The life cycle is very similar
to the life cycle of liver fluke Fasciola hepatica. Movable
ciliated miracidia, which hatch from eggs coming from
the faeces of an infected host, next infect amphibians
or aquatic snails (Moazeni and Ahmadi, 2016; Hotessa
and Kanko, 2020). In this environment, they reproduce
asexually and develop into cercariae. These are excreted
continuously for up to one year and develop into encysted
metacercariae in the vegetation. Encysted metacercariae
enter to definitive host by ingestion of infected grass or
hay (Moazeni and Ahmadi, 2016; Hotessa and Kanko,
2020). At the juvenile stage, parasites excystation in the
small intestine and feed on the intestinal mucosa. As
they grow, they migrate upward into the reticulum and
rumen, where they live at the adult stage excretion eggs
into the environment together with the faeces of the
host (Mavenyengwa et al., 2010; Gonzalez-Warleta et al.,
2013).

Paramphistomatidae are the best-known trematodes
of the rumen and reticulum in ruminants (Horak, 1971;
Rolfe and Boray, 1987). For many years, interest in
paramphistomes was limited to the tropics and sub-
tropics, as the group was considered relatively non-
pathogenic and unimportant in temperate regions
(Gonzélez-Warleta et al., 2013). Currently, sharp increases
in rumen fluke infections have been recorded throughout
Europe (Sangster et al., 1991; Arias et al., 2011; Malrait et

al,, 2015; Cervena et al., 2022).

Despite their ubiquitous presence, our current

knowledge of the fundamental molecular and

developmental biology of rumen flukes is limited,
particularly in comparison to other trematodes of
veterinary significance such as the liver fluke, Fasciola
hepatica. Immunological methods and detection of serum
antibodies have not been sufficiently studied. As a result,
the diagnosis of paramphistomosis in live animals still
depends on the detection of eggs in the faeces (Spence
et al., 1996; Torres-Acosta and Hoste, 2008; Liu et al.,
2014). Since the infection caused by trematodes leads
to economic losses, it is necessary to apply anthelmintics
to the animals. Anthelmintics are drugs of synthetic or
biosynthetic origin and their effectiveness is affected
by the mechanism of their action (Torres-Acosta et al.,
2012). Benzimidazoles are the broadest group of drugs
used in trematode therapy. Substances of this chemical
group act not only against adult forms, but also against
all developmental stages. The mechanism of action
first leads to disruption of the formation of the mitotic
spindle, without which cell division cannot be completed.
After that, also the function of cytoplasmic microtubules
is broken. These are responsible for the parasite's food
intake. If parasite does not get glucose, its energy
reserve (in the form of glycogen) is slowly depleted and
it dies. Benzimidazoles have the ability to bind better
to microtubules of parasites than hosts. This chemical
group includes, for example, oxyclozanide, albendazole,
closantel and others (Sangster et al., 1991; Elard et al.,
1999; Humbert et al., 2001; Coles and Stafford, 2001;
Dorny et al., 2011).
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Perhaps due to their lack of recognition and poorly
understood pathogenicity, no anthelmintic drugs (asides
from a single formulation of oxyclozanide licensed only
in France: Douvistome) are currently available with a
label claim for rumen fluke control in Europe. Numerous
studies, both in vitro and in vivo, have attempted to verify
the efficacy of existing anthelmintics against a range
of rumen fluke species (Rolfe and Boray, 1987; Paraud
et al., 2009; Arias et al., 2011). Currently, oxyclozanide
(normally marketed as a treatment for liver fluke) is the
drug of choice to control both immature and mature
paramphistome infections, although this drug does not
appear to have been tested against immature C. daubneyi
specifically (Selemetas et al., 2015). Additionally, research
into diagnostic tools for paramphistomosis has been very
limited (Anuracpreeda et al., 2013; Huson et al. 2017) and
currently no diagnostic test has been developed for the
identification of prepatent infections Huson et al. 2017).

The aim of this article was (1) to improve awareness of
the effectiveness of drugs against C. daubneyi in cattle and
(2) to compare the effectiveness of the most commonly
used anthelmintics based on the results of the faecal egg
count reduction test (FECRT) against C. daubneyi in cattle.

MATERIALS AND METHODS

All study procedures were approved in accordance
with the "Act on the protection of animals used for
scientific purposes" of the Czech Republic. This act is in
accordance with the EU Directive (No. 2010/63 / EU)
on the protection of animals used for scientific purposes
and with the decision of the Ministry of Agriculture
of the Czech Republic No. 22036/2019-MZE-18134.
Permission to collect study samples was granted by
participating farms.

The study took place in 2022. Four hundred heifers at
the age of 13-16 months, naturally infected and positive
for Calicophoron daubneyi were included in the study. In
all heifers, the presence of C. daubneyi in the faeces was
verified molecularly already before the start of treatment.
Genomic DNA extraction was performed from 300 mg
of feces using the DNeasy Blood & Tissue Kit (QIAGEN,

Hilden, Germany) and further processed according to the
manufacturer's recommendations except for the use of
0.5 mm glass beads. For molecular analysis, primers were
modified according to the original methodology of Rinaldi
et al. (2005) and Itagaki et al. (2003). The amplification
region of the 5.85 gene was used with the primer
sequence (5" - 37) F: TAGGCAATGTGGTGGTGTT and R:
TTGCACGTCAGAATCGCT, annealing temperature 55.2
°C, length 1,156 bp. Before starting the treatment, the
feces of all animals in the study were examined molecularly
and by sedimentation for the presence C. daubneyi. After
the start of the treatment, the effectiveness of individual
anthelmintics was monitored and animal feces were
examined only by sedimentation (Cabaret and Berrag,
2004).

The following breeds of beef cattle were observed in
this study: Charolaise, Aberdeen Angus (red and black
variants), Hereford and Salers. The cattle sampled in
this study had never received anthelmintic treatment
before. The pasture on which the individuals were
stabled at the time of the study was previously used as a
temporary paddock for horses, and thus the transmission
of C. daubneyi infection from the pasture environment is
minimized. During the entire study period, the animals
were on pasture with the possibility of a shelter, drinking
water and ad libitum access to hay and haylage.

Cattle were divided into four experimental groups of
100 individuals, stratified according to the number of
faecal eggs, to ensure that each group included animals
with the same range of egg numbers (eggs per gram
(EPG) < 50.4) and the same representation of breeds.
The control group of animals consisted of 40 untreated
individuals that were kept out of contact with the treated
animals throughout the study. The intensity of infection
in the control group was in the range of EPG 49.1 - 83.7
throughout the study period (summer 2022 EPG 49.1
— 76.2; autumn 2022 EPG 53.1 — 83.7). These animals
were not treated with any anthelmintics during the
entire study period. There was no movement of animals
between these experimental groups during the course
of the study, or contact of individuals from other groups.
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Each group was given the same anthelmintic with an
effect on flukes twice a year (spring/autumn), according
to the veterinarian's recommendation. The first group
was administered the anthelmintic Aldifal (Albendazol;
Mikrochem s.r.o., Slovakia), the second group was
administered Closamectin (Ivermectin/Closantel;
Norbrook Ltd., Czech Republic), the third group was
administered Distocur (Oxyclozanid; Merial SAS, Belgium),
and the fourth group of cattle was administered Levatum
Plus (Ivermectin/Clorsulon; Zoetis Italia Slr., Roma; Table
1). The assignment of anthelmintics to the experimental
groups was completely random. All experimental groups
were balanced (breed, EPG). Individual anthelmintic
application was performed by a veterinarian. The
samples of faeces were collected from the anus of each
individual always on the day of treatment and 14 days
after anthelmintic application in accordance with the
methodology of Nzalawah et al. (2018) and Rinaldi et al.
(2005). They were examined by sedimentation for the

presence of C. daubneyi.

In this study, the species variability of the selected
cattle breeds for natural infection was not monitored.
The efficacy of veterinary medicinal products has been
studied for the benefit of cattle. The study evaluated the
overall effectiveness of individual drugs against natural C.
daubneyi infection in cattle. The effectiveness of the drug
depending on the method of application (inject or oral)
was not evaluated either, this is a topic for another study,
as well as the susceptibility of cattle to reinfection with
C. daubneyi, which was also not monitored in this study.

Table 1. Design of drug application

Sedimentation

In a 150 ml glass beaker, 4 g of fresh faeces was
intensively mixed with distilled water using a spatula. The
suspension was filtered through a fine sieve (100 um).
The resulting filtrate was allowed to stand for 20 minutes
in order to decant the supernatant. Sedimentation and
decantation were repeated 4 times (in the first phase 1/3
of the upper half of the solution was aspirated, in the
second and third phase 1/2 of the solution was aspirated
and in the fourth phase the solution was removed
up to the sediment). The sediment was evaluated
microscopically on a slide at a low magnification from 10x
to 40x (Thienpont et al., 1986, modified).

FECRT

Individually collected faecal samples were stored in
collection tubes at 4 °C during transport and processing
(within 24 hours). The efficacy of the veterinary
medicinal products was assessed using the faecal egg
count reduction test according to the methodology of
Kochapakdee et al. (1995) and Mooney et al. (2009). The
test determination provided an estimate of anthelmintic
efficacy. This was done by comparing the number of
eggs in treated and untreated hosts. The principle of
the test was to evaluate the reduction/increase of
parasites in the faeces before and after the treatment
with veterinary medicinal products. The efficacy of the
drug was calculated by using a mathematical formula and
was further expressed as the percentage of reduction of
parasites in the faeces. The methodology was adopted

Drug (active substance) Application Dosage (ml/50 kg)
Aldifal (Albendazol) Oral 3.7
Closamectin (lvermectin and Closantel) Injected 2.0
Distocur (Oxyclozanid) Oral 1.0
Levatum Plus (lvermectin and Clorsulon) Injected 1.5
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according to the studies of Kochapakdee et al. (1995) and
Mejia et al. (2003).

FECRT before and afterindividual treatment evaluation

E1 is the pre-treatment EPG (day 0), and E2 is the
post-treatment EPG (day 14). Each host serves as its own

control.
FECRT = 100 x (1 - (E,/E,))

Arithmetic means EPG (Kochapakdee et al.,1995).

Veterinary medicinal products have been administered
as recommended by the manufacturer (Table 1). It was
always done separately for each individual drug.

Statistical methods

Analyzes were evaluated based on FECRT results.
Each time, two groups were evaluated, namely on
the day of drug administration (day 0) and after drug
administration (day 14). The effectiveness of veterinary
medicinal products was evaluated according to the
methodology of Kochapakdee et al. (1995) and Mooney
et al. (2009). All analyzes were performed in Statistica 6.0
software (StatSoft CR, Prague, Czech Republic). Efficacy
was determined by calculating the faecal egg count
reduction (FECRT) and was considered effective when
the calculated FECRT was 2 95% and the 95% lower
confidence limit (Humbert et al., 2001; Kochapakdee et
al., 1995; Keyyu et al., 2008; Sanabria et al., 2013; Keyyu
et al., 2006). The percentage reduction in FECRT was
calculated for each drug individually.

RESULTS

In the course of this study, a decrease of C. daubneyi
eggs in the feces was recorded in all animals already after
the first application by 43.7% (spring 2022), during the
second application (autumn 2022) the number of eggs in
the feces and the number of infected animals decreased
by only 36.7%. There were no significant differences in
the number of eggs in feces (EPG < 50.4) between the
experimental treatment groups at day O (spring 2022

and autumn 2022). All animals in the group excreted C.
daubneyi eggs in their feces throughout the study period.
However, the frequency of faecal excretion decreased
slightly after treatment (EPG < 26.1 there was no
significant decrease or increase in infection in the control
group, which was not treated with any drugs. At the
second anthelmintic application, the intensity of infection
was without a significant difference in the number
of eggs in the feces (EPG < 50.3). Individuals in whom
the presence of C. daubneyi in the feces was proven by
sedimentation (with = 1 egg/g) were considered positive.
During the whole study, no cattle were sold, moved or
died. The occurrence of intermediate hosts in the pasture
was not recorded during the study. The pasture was not
waterlogged in any part in the monitored year. Individuals
in the control group were positive for the presence of C.
daubneyi eggs in their feces throughout the study.

Closamectin (Closantel/Ivermectin) was evaluated as a
highly effective anthelmintic against C. daubneyi according
to the results of FECRT at the first application with an
efficiency of 84%, followed by Distocur (Oxyclozanid)
with an efficiency of 81%, then Aldifal (Albendazol) 76%
and Levatum Plus (lvermectin/Clorsulon) 75%. After the
second application, Closamectin (Closantel/lvermectin)
was 77% effective, followed by Distocur (Oxyclozanid)
with 75% effectiveness, then Aldifal (Albendazol; 65%)
and Levatum Plus (lvermectin/Clorsulon; 48%). The
resulting values are shown in Table 2. After the second
application of anthelmintics, the efficacy decreased
slightly, but no statistically significant difference was
proven (P > 0.05). Further studies to verify the resistance
of parasites to anthelmintics will be required.

None of the monitored individuals was treated
prophylactically in the past, so the risk of resistance is
less likely. Cattle were grazed during the study on pasture
primarily used for horses. When applying the drugs, the
application dose was strictly observed according to the

manufacturer's recommendations (Table 1).
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Table 2. Efficacy of tested drugs (%) according to test results of the faecal egg count re-duction test

The commercial name of the drug

Closamectin Distocur Aldifal Levatum Elus Control group Therapy
(Closantel/ (Oxyclozanid) (Albendazol) (lvermectin/
Ivermectin) Y Clorsulon)
Day O (n=) 100 100 100 100 40
EPG 50.2 504 50.1 50.2 50.3
(49.4-51.0) (49.6-51.2) (49.3-50.9) (49.4-51.1) (49.1-51.8)
Day 14 (n=) 53 46 68 58 40 Spring 2022
EPG 8.1 9.6 12.1 12.4 68.2
(3.2-13.0) (4.7-14.5) (7.2-17.0) (7.5-17.3) (53.1-83.7)
84 81 76 75
)
FECRT (%) (781-89.6)  (747-87.2)  (69.7-82.2)  (68.7-81.2) x
Day 0 (n=) 100 100 100 100 40
EPG 50.1 50.2 50.3 50.1 59.3
(49.3-50.9) (49.4-51.0) (49.5-51.1) (49.3-50.9) (53.1-66.2)
Day 14 (n=) 65 56 69 63 40 Autumn 2022
EPG 11.7 12.5 17.3 26.1 68,3
(7.8-17.6) (7.6-17.4) (12.4-22.2) (21.2-31.0) (53.1-83.7)
o 77 75 66 48
FECRT (%) (70.9-83.4) (69.0-81.5) (59.7-72.2) (42.1-54.6) X
Average effectiveness (%) 80 78 71 62 X

N = the number of positive animals; “(+ 95.0 %)” confidence interval; P > 0,05; "x” = not rated.

DISCUSSION

The results of this study (FECRT) clearly show that the
effectiveness of veterinary medicinal products ranged
from 62 to 80%. Specifically, it was the anthelmintic
Closamectin  (Closantel/Ivermectin; 80%), Distocur
(Oxyclozanid; 78%), Aldifal (Albendazol; 71%)
Levatum Plus (lvermectin/Clorsulon; 62%). In the Czech

and

Repubilic, there are no equivalent findings on the inefficacy
of benzmidazole treatment against C. daubneyi. These are
the only preparations registered in the Czech Repubilic.
The effectiveness of drugs can only be compared at
the level of foreign sources. The active ingredient
oxyclozanide is almost never found in veterinary medicinal
products available in the Czech Republic and is mainly
applied outside the Czech Republic (Huson et al., 2017;
Avramenko et al., 2017).

In older studies, oxyclozanide was found to be highly
effective against adult flukes when its dose was increased
one and a half times from the standard dose of 1 ml per
50 kg (Spence et al., 1996). Recent studies, however,
do not confirm this (Rolfe and Boray, 1987; Doyle and
Cotton, 2019). In this study, standard dosage was
followed for all applied anthelmintics (Table 1). Arias et al.
(2013) found a high anthelmintic effect of oxyclozanide
in dairy cattle (99% FECRT) using a standard dose.
However, the effectiveness of Closamectin (Closantel/
Ivermectin) in this study does not confirm the results
compared to the study by Nzalawah et al. (2018), where
the ineffectiveness of closantel was found at the standard
dose. Other studies assess the effectiveness of Fasciola
hepatica and paramphistome mixed infection in cattle
(Ico-Gomez et al., 2021).
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This fact can be influenced by the environment,
resistance, or other factors such as cattle breed or age.
It is known that underdosing is a factor that can lead to
reduced drug effectiveness (Spence et al., 1996; Rolfe
and Boray, 1987). A study by Huson et al. (2017) and
Babjak et al. (2018) shows that it is not always necessary
to choose a treatment. According to them, it is more
effective to keep parasites at a relevant level (Huson et al.,
2017; Babjak et al., 2018). After the second application of
anthelmintics, the EPG value was higher (EPG 11.7 - 26.1)
than the EPG value after the first application (EPG 8.1 -
12.4). However, the EPG value before the application of
the drugs varied from 50.1 to 50.4 the entire time. The
EPG value in the herds was unified at the beginning of the
study to minimize differences on day O (control).

This fact indicates a theoretical reduction in the
effectiveness of the selected anthelmintic and a further
study is needed, where the resistance of the parasite to
the applied anthelmintic will be evaluated. In this study,
the effectiveness of anthelmintics was monitored 14 days
after drug administration in accordance with the study by
Flanagan et al. (2011), who recommends to determine
the drug effectiveness by FECRT on the 14t day after the
treatment in domestic ruminants infected with flukes, as
this sampling time allows complete removal of eggs from
the host.

However, the development cycle of flukes is much
longer, for excysting the trematode takes more than a
month to reach the rumen (Moazeni and Ahmadi, 2016).
Yet Feces samples were collected on the 14th day,
according to the methodology (Flanagan et al., 2011).
Similar findings were observed by Brockwell et al. (2014),
who stated that, according to the FECRT results, the
effectiveness of the anthelmintic is already demonstrable
on the 7t day after the treatment in fluke-infected cattle.

Studies by Cabaret and Berrag (2004) and Holm et al.
(2014) confirmed that FECRT results can be affected by
various factors such as environmental conditions, level of
infection in the herd and anthelmintic effectiveness. The
effectiveness of the treatment is further confirmed by
studies by Vadlejch et al. (2014) and Martinez-Valladares

et al. (2015). The study by Vadlejch et al. (2014),
Gunathilaka et al. 2018 and Vineer et al. (2020) point out
that biosecurity conditions must be observed on each
farm to prevent the spread of infectious diseases outside
the farm.Although our study did not show a change in the
condition of the animal before and after treatment, the
study by Cerda et al. (2019) shows a completely opposite
case for fluke infection in a herd.

Identification of the fluke C. daubneyi was performed
according to Swart (1954), Ferreras et al. (2014), and
Jones et al. (2015). Morphological and morphometric
features confirming C. daubneyi infection were identified
by microscopic imaging and DNA was verified by
PCR sequencing (Rinaldi et al. 2005; Thienpont et al.,
1986; Lotfy et al,, 2010). The sequence was identical
to studies of this kind (Martinez-lbeas et al., 2013).
Calicophoron daubneyi is the most common fluke of the
genus Paramphistomatidae in farm animals. This fact is
also confirmed by studies by Gordon et al. (2013) and
Atcheson et al. (2020).

In this study, only natural C. daubneyi infection was
monitored in animals. Apart from the study on nematode
infection Babjak et al. (2018), the effectiveness of
medicaments for natural paramphistomosis infection in
farm animals was not monitored in the Czech Republic.
In New Zealand and South America, there are nematodes
infecting cattle that are resistant to multiple anthelmintic
groups (active ingredients contained in veterinary
medicinal products) (Mejia et al., 2003; Atcheson et al.,
2020; Ziotkowska et al., 2012). A better understanding of
the extent of resistance is needed in Europe to develop
and support more sustainable approaches to parasite

control.

However, in this study, only the effectiveness of the
most commonly applied anthelmintics against C. daubneyi
was monitored, resistance was not monitored here. A
database of European published and unpublished research
on resistance to gastrointestinal helminths (GIN) and
liver fluke (Fasciola hepatica) was collected by members
of the European COST action "COMBAR" (Combating
anthelmintic resistance in ruminants) and combined with
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data from a previous systematic review of resistance
in GIN. A total of 197 publications on GIN resistance
were available for analysis. There are 535 studies in 22
European countries covering the period from 1980 to
2020 (Vineer et al., 2020; Jones et al. 2015), but no similar
studies have been conducted in Paramphistomatidae.
As medications are often used at doses higher than the
minimum required to kill most parasites in terrain, this
dosage could induce a high frequency of resistance alleles
(Doyle and Cotton, 2019; Wolstenholme et al., 2004).
Parasite resistance is now widespread across Europe and
there are still gaps in our knowledge in some regions and
countries. The risk of resistance is a major threat to the
sustainability of modern ruminant animal production.
It causes reduced productivity and threats to animal
health (Vineer et al., 2020; Jones et al. 2015; Atcheson
et al., 2020; Ziotkowska et al., 2012). The establishment
of resistance is difficult to assess on the sole measure
of FECR since it depends strongly on the experimental
procedure (with or without controls) and the evaluation
of the reduction (Cabaret and Berrag, 2004).

CONCLUSIONS

The incidence of flukes in the Czech Republic has
increased significantly in recent years. Waterlogged
pastures and the problem with medicines are the main
factors. In the Czech Republic, there are no registered
medicines with the active substance oxyclozanide for
the treatment of flukes, their application in the herd is
only possible with an exceptional permit. In the event of
a strong infection, it is necessary that every breeder take
this measure. The results are useful in designing further
studies on the seasonality of infection, intermediate
host environments, interactions with other flukes and
appropriate control strategies for paramphistomiasis. The
results of this study are beneficial to any cattle breeder
where natural paramphistomatidae infection is a problem.
The dynamics of the occurrence of C. daubneyi during
the year, and the associated design of the most suitable
time for the application of drugs and their frequency, is a
subject for further study.
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