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1. UVOD

Produkéni akvakultura je v posledni dobé velmi progresivni a tento trend do
budoucna poroste. S rostouci populaci lidi je spojen i rast rybi produkce a jelikoz jsou
dnes volné vody prelovené, svétova produkce ryb je z velké ¢asti zavisla na akvakultute.
Produkce ryb z akvakultury dnes jiz ptevldda nad tlovky z volnych vod (Chu a kol.,
2020). Stejné jako ve volnych vodéch, iv produkénich chovech se mizeme setkat
s parazitarnimi infekcemi, které pfedstavuji pro akvakulturu velké problémy (Bader a
kol., 2019).

Parazité ryb predstavuji velmi pocetnou Zivoc¢isnou skupinu od jednobunécnych
organismi az po koryse, ktefi nejcastéji napadaji kizi, zabry a travici trakt. Vlivem
parazitairniho onemocnéni klize mize byt naruSena jeji hlenova vrstva s naslednym
vznikem drobnych poranéni a naruseni osmotické rovnovahy. Takto napadené ryby jsou
pak také nachylnéjsi ke vzniku onemocnéni, zplisobenych bakteriemi, viry ¢i plisnémi.
Pokud parazité napadnou Zzabry, zpusobi hyperplazii ¢i zvySenou produkci hlenu
a dochazi k obtizim pfi vyméné plynd a iontd mezi rybou a vodnim prostfedim. Taktéz
muze dojit k infekci skrze poruseny povrch Zaber. V ptipad¢ osidleni traviciho traktu ryby
parazitem, dochazi k jeji podvyZzivé vlivem odebirani zivin parazitem anebo k infekci.
Parazit¢ ovSem napadaji i1 jiné organy ryb, napf. metacerkdrie motolice ocni
(Diplostomum pseudospathaceum) zpisobujici tzv. o¢ni motoli¢natost (Kolafova a kol.,
2017; Bader a kol., 2019).

V produkénich chovech je vétSinou vysokd hustota ryb, coz znamena,
7e se parazitarni infekce muze Sifit velmi rychle. Proto je nutné infikované ryby
co nejrychleji a nejefektivnéji 1é¢it a predejit tak vyznamnym ekonomickym ztratdm.
Cilem lécby je tedy minimalizovat parazitarni napadeni infikovaného jedince a zabranit
Sifeni infekce mezi ostatni ryby. Navic, néktefi parazit¢ ryb mohou parazitovat
ina clovéku (napt. motolice psi (Opisthorchis felineus), motolice zlu¢ova (Clonorchis
sinensis) a Nanophyetus salmincola) (Davydov, 1999; Bader a kol., 2019).

Lécba infikovanych ryb se opird o 1é¢ivé ptipravky — antiparazitika. V soucasné dobé
neni v Ceské republice pro ryby registrované 7adné antiparazitikum (USKVBL, 2023).
V soucasnosti je zadouci testovat uc¢innost a bezpecnost antiparazitik, uréenych pro jina
potravinova zvifata. Jako ucinné antiparazitikum se ukéazal byt naptiklad praziquantel,
ktery je v CR registrovany pro jina potravinova zvifata. Praziquantel i¢inkuje zejména
proti motolicim a tasemnicim. Bezpec¢nost ¢i riziko pouZiti praziquantelu pro 1é¢bu ryb

zustava ovSem stale otdzkou. Proto cilem této diplomové prace bylo posoudit vliv



praziquantelu na rand vyvojova stadia amura bilého (Ctenopharyngodon idella) pomoci
embryolarvalniho testu toxicity. Amur bily byl vybran z divodu vysoké ndchylnosti
k nakaze motolicemi, jelikoz se zivi makrofyty, na kterych se vyskytuji mezihostitelé
nékterych druhli motolic — vodni plzi. Béhem testu toxicity byl hodnocen vliv
praziquantelu na mortalitu, rlst, ontogeneticky vyvoj, vyskyt deformaci, biomarkery
oxidativniho stresu a antioxida¢ni enzymy v tkanich. Vysledky této diplomové prace jsou

podkladem pro hodnoceni rizika ¢i bezpecnosti pouziti praziquantelu pro ryby.
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2. OBECNE ZASADY LECBY U RYB

Jak jiz bylo zminéno vySe, parazitarni onemocnéni piedstavuji pro akvakulturu
nezanedbatelné problémy. Povinnosti pro chovatele ryb jsou ukotveny v Zakoné
¢. 166/1999 Sb., o veterinarni péci a o zmeéné nekterych souvisejicich zakond, ve znéni
pozd¢jsich predpisti. Chovatelim ryb ukladéa zakon povinnost sledovat zdravotni stav ryb
a pokud zaznamenaji jakékoliv zhorSeni zdravotniho stavu, jsou chovatelé povinni zajistit
chovanym rybam veterinarni péci. Aplikaci léCivych pfipravkll upravuje Zikon ¢.
378/2007 Sb., o 1é¢ivech, ve znéni pozdéjsich predpist a taktéz Zakon ¢. 166/1999 Sb.,
ve znéni pozd¢jSich predpist. V pripade 1éCby ryb v chovech je tieba rozliSovat, zda se
jedné o chovy potravinovych ryb ¢i zdjmové chovy. Lécebné postupy se totiz vyznamné
1i81 (Zékon €. 166/1999 Sb.; Zakon €. 378/2007).

V chovech potravinovych ryb je tfeba se fidit vySe zminénymi zédkony. Zakony v
Evropské unii (EU) stanovuji, ze ryby, které jsou ureny ke konzumaci se musi 1éc¢it
veterinarnimi piipravky, které maji stanoveny a zarovenl splituji maximalni rezidualni
limit (MRL). MRL je nejvyssi pfipustnd koncentrace farmakologicky ucinnych latek
v potravinaiském vyrobku, ktery byl ziskdn z potravinovych ryb. Na zaklad¢ MRL se
stanovuje i tzv. ochrannd lhita (OL). Po dobu ochranné lhiity nelze ke konzumaci dodavat
potravinové ryby, u kterych byla provadéna 1écba (Natizeni Evropského parlamentu a
Rady (ES) ¢. 470/2009; Natizeni Komise (EU) ¢. 37/2010; Bezpecnost potravin, 2023).

Pokud potiebné 1é¢ivo neni registrované v Ceské republice, ale je registrované
v jinych statech EU, lze jej jednorazové dovézt a pouzit. Toto 1ze ale provést pouze s
udélenim vyjimky od Ustavu pro statni kontrolu veterinarnich biopreparati a 1é¢iv
(USKVBL). Pokud je ale 1é¢ivo registrované pouze v zemich, které nejsou ¢leny EU, je
mozné ho dovézt a pouzit aZ po udéleni vyjimky Statni veterinarni spravou (SVS) CR.
Pokud veterinarni 1ékaf vyhodnoti, Ze k 1é¢bé potravinovych ryb je tfeba zvolit humanni
1é¢ivo, mize toto 1é¢ivo aplikovat na jeho vlastni odpovédnost v souladu s vyhlaskou ¢.
344/2008 Sb. To jisté plati i pro 1é¢iva pro jinou indikaci. V téchto pfipadech se musi
dodrZet ochranna lhita minimaln€ 500 dennich stupni (1 denni stupeii (d°) = 1 den pfi
pramérné teploté 1°C) pfed dodanim ryb ke konzumaci (Vyhlaska ¢. 344/2008 Sb.;
Kolarova, 2019).

V zajmovych chovech ryb se k 1é€bé mohou pouZit IéCiva, jez nemaji stanoven MRL
a ochrannd lhiita se nemusi se dodrzovat, protoze ryby ze zajmovych chovli nejsou uréeny

k lidské konzumaci a MRL neni u pouzivanych 1é¢iv stanoven. Tato 1é¢iva musi byt,
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ale schvalena Ustavem pro statni kontrolu veterinarnich biopreparatd a 1é¢iv. Veterinarni
1¢kat, anebo chovatel sdm po konzultaci s veterinarnim lékafem, mize pouzit také 1éCiva,
ktera jsou dostupnd chovatelské vetejnosti, napt. uréené pro jiny druh zvifete, humanni
lé¢ivo, 1éCivo pro jinou indikaci ¢i 1éCivé piipravky pfipravené v 1ékarné.
M¢l by se ovsem mél vzdy pied aplikaci 1é¢iv poradit s veterinarnim lékafem (Kolarova,

2019).

2. 1. Aplikace 1éCiv u ryb

hmotnost ryby, aby nedoslo k pfedavkovani ¢i poddavkovani. Pfedavkovani by mohlo
zpusobit otravu léCenych ryb. V ptipad¢ poddavkovani by byla 1écba neefektivni, a navic
by mohlo dojit k rezistenci patogenii vici lécivu (Kolarova, 2019).

Pied samotnou aplikaci 1éCiva je vZdy nutné provést tzv. test snasenlivosti. Pii tomto
testu se 1é¢ivo nejprve aplikuje pouze né€kolika rybam. Pokud je vSe v poradku, mize
se nasledn¢ 1é¢ivo aplikovat celé rybi obsadce. Pokud by test snaSenlivosti ukdzal
negativni vliv na testované ryby, bylo by potieba snizit ddvku nebo zvazit jinou moznost
aplikace ¢i pouzit jiné 1é¢ivo. U veterinarnich 1é¢ivych ptipravki je tfeba znat, kolikrat je
vyssi letalni koncentrace pro ryby nez letalni koncentrace pro patogeny. Hodnota rozdilu
letalnich koncentraci se nazyva terapeuticky index (TI) a zjist'uje se pomoci testu toxicity
na rybach. TI by mél u 1éCiv pro ryby byt optimaln¢ 10 (min. vSak 4) (Kolarova a kol.,
2017; Kolarova, 2019).

2.1.1. Lécebné koupele ryb

Pokud se lé¢ivo aplikuje rybam do vodniho prostfedi, hovoiime o tzv. 1écebnych
koupelich. Lécebné koupele jsou schopny efektivné odstranit ektoparazity (parazitujici
na povrchu téla ryb) i endoparazity (parazitujici uvnitf téla ryb). Ektoparazité jsou
potlacovani vlivem plsobeni 1é¢ebné latky na kiizi a povrch Zaber ryb. Lécebna latka se
zaroven skrze klizi a zabry vstiebava do téla ryb a zde plisobi i na dalsi organové soustavy
a potlacuje endoparazity. Vyhodou lé¢ebnych koupeli je snadné zajisténi spravné davky
léciva, které se dostane i k rybam, které jiz nepfijimaji krmivo. Koupele se provadi
v nadrzich o dostate¢ném objemu vody a se vzduchovanim. Cim del3i je trvani koupele,
tim nizsi se voli hustota ryb. Samoziejmosti pro provadéni 1écebnych koupeli je vzdy
kvalitni zdroj vody. Taktéz musi byt pfipraven prostor, do kterého se ryby budou moci

thned presadit v ptipadé, ze 1écebnd koupel vyvola u ryb negativni reakci. Lécebné
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koupele se neprovadi v recirkulacnich systémech s biofiltry, jelikoz 1écebné preparaty
mohou poskodit mikroorganismy v biofiltru (Trewes-Brown, 2000; Kolafova a
Svobodova, 2009).

Lécebné koupele délime z casového hlediska na koupele (Kolafova a Svobodova,

2009):
e ponotovaci, kdy délka koupele nepiesahuje 5 minut,
e kratkodobé, které jsou delsi nez 5 minut, ale neptesahuji 2 hodiny,
e dlouhodobé, které trvaji déle nez 2 hodiny.

Lécebné koupele se likviduji nejprve dostatenym nafedénim a poté se mohou
vypoustét do povrchovych vod v souladu se zdkonem ¢. 254/2001 Sb., o vodéach
a nafizenim vlady ¢. 61/2001 Sb. Lécebné koupele se daji likvidovat také sorpci
na aktivnim uhli, které pak zlikviduje opravnény subjekt a vyc€iSténad voda je vypusténa

do kanalizace (Nafizeni vlady ¢. 61/2001 Sb.; Zakon ¢. 254/2001 Sb.).

2.1.2. Peroralni aplikace 1é¢iv

Peroralni aplikace 1éCiv spocivd u ryb v podavani 1é€iva v krmivu (medikovana
krmiva). Davka medikovaného krmiva je vztaZzena na celkovou hmotnost rybi obsadky.
Nevyhoda medikovanych krmiv spociva hlavné v tom, Ze se lé¢ivo nemusi dostat
rovnomérné ke vSem rybam, jelikoz oslabeni jedinci jiz krmivo nepfijimaji (Kolafova a
Svobodova, 2009). Pokud chceme pfi peroralni aplikaci zajistit potiebnou davku léciva
kazdé ryb¢, je na misté vyuzit aplikaci skrze jicnovou sondu (Obr. €. 1). Pii této metodé
aplikace 1éCiva se 1éCivo nejprve musi rozpustit ve Skrobovém gelu, ktery se pripravuje
povarenim 60 g potravinaiského Skrobu v 1 1 vody. Takto pfipraveny medikovany gel je
pak vpraven ryb€ do jicnu pomoci gumové hadi¢ky a injekéni stiikacky v maximalni
koncentraci 0,5 ml na 100 g zivé hmotnosti ryby. Jicnovou sondu by mél vzdy zavadét

odborny pracovnik znajici anatomii dané¢ho druhu ryby (Koléafova, 2019).
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Obr. ¢. 1. Peroralni aplikace léciva pomoci jicnové sondy

(prevzato z Svobodova a kol., 2007).

2.1.3. Injekéni aplikace 1é¢iv
Injekeni aplikace 1é¢iv (Obr. €. 2) je nejptresnéjsi metoda, kterd zajisti presnou davku
1é¢iva kazdé rybé. Nevyhoda této metody spociva hlavné v nutnosti manipulace s rybami,
coz jim zpusobuje stres. Injekeni aplikaci délime na (Kolatova a Svobodova, 2009):
e Intraperitoneélni — aplikace 1é¢iva do dutiny télni.

e Intramuskularni — aplikace 1é¢iva do hibetni svaloviny.

Obr. ¢. 2: Injekcni aplikace léciva u kapra: A — misto vpichu pro intramuskularni aplikaci; B
— misto vpichu pro intraperitonealni aplikaci; C — sklon injekcni jehly u Supinaté ryby, D —

sklon injekcni jehly u bezsupinaté ryby (prevzato z Svobodova a kol., 2007).
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2.2. Zaklady 1écby parazitoz

V ramci 1éCby parazitdz existuje tzv. kaskdda volby léciva. Ta spociva v tom,
ze prvni volime pfipravek registrovany pro ryby. Pokud neni Zadny 1éCivy piipravek
vCRani EU pro ryby registrovany, pfistupuje se k vyuziti léiva ,,off label”
(registrovaného v CR). Nejprve se uvazuje o 16¢ivu uréeném pro jind potravinova zvifata,
poté pro nepotravinova zvifata a pokud neni dostupna ani jedna z ptedeslych moznosti,
aplikovat se mlize humanni 1é¢ivo. V posledni fad€ je mozné vyuzit také 1¢k ptipraveny
v 1ékarng, predepsany ,,magistraliter. Pokud neni vyuzivané 1é¢ivo v CR registrované
pro ryby, je nutné dodrZet ochrannou lhiitu (500 d°). Z hlediska legislativy CR je mozné
taktéz vyuZzivat pfipravky, které nespadaji pod léc¢iva, majici vSak prokazatelny
antiparazitarni ucinek (napf. chlorid sodny (NaCl) ve formé koupele), a to v souladu
s Nafizenim Komise EU ¢. 37/2010 o farmakologicky ucinnych latkach a jejich
klasifikaci podle maximalnich limiti rezidui v potravindch zivoc¢isného plvodu

(Kolérova a kol., 2017).

2.2.1. Prehled nejdulezitéjSich 1ééebnych latek pouzZivanych klé¢ebnym
antiparazitarnim koupelim ryb v CR

V Ceské republice je v dnesni dob& k antiparazitirnim koupelim vyuZzivana fada
lécebnych preparatl. Pouziti vétSiny téchto latek k 1écebné koupeli je mozné na
doporuceni veterinarniho 1ékate, ktery zaroven stanovi ochrannou lhitu minimélné 500
d°. Pred kazdou koupeli je nutné provést test snasSenlivosti. Nekteré latky pouzivané
k Ié€ebnym koupelim jsou pro vodni organismy vysoce toxické. VétSina lécebnych
ptipravki neni v Ceské republice pro ryby registrovana, ale lze je se souhlasem

pfislusnych instituci dovézt a pouzit (Kolarova a kol., 2017).

2.2.1.1. Kuchyiiska siil (NaCl)

Kuchynska sil se v akvakultufe pouziva za riznymi ucely. Vyuziva se zejména pii
1écbé plisni, bakterii a parazitd, ackoli nespada pod 1é¢iva. Vyuziva se také pii prepraveé
ryb ¢i anestezii, jelikoZ usnadiiuje osmoregulaci a snizuje stres. NaCl je velmi dobie
dostupna a disponuje pfiznivou cenou. Antiparazitarni u¢inky NaCl jsou dobie prokazany
a lze ji vyuzivat k 1écbé vSech potravinovych zvirat. NaCl je pro ryby, a nasledné i
lidského konzumenta, relativné neSkodnd a nemusi se u ni tudiz stanovovat MRL

(Tavares-Dias, 2021). V CR je NaCl vyuzivana k 1é¢ebnym koupelim ranych stadii ryb
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az po ryby trzni velikosti. Lécebna koupel s NaCl se za zddnou cenu nesmi provadét
v pozinkovanych nadrzich, nebot’ by se vlivem NaCl uvoliioval do vody zinek, ktery je
pro ryby toxicky. Davka NaCl na 1 I vody se pohybuje od 10 g do 30 g. Koupel se provadi
15 az 30 minut a je mozné ji opakovat. Teplota by neméla klesat pod 5° C, 1é€ebny ucinek
se pak znacné snizuje. OL se v tomto pifipad¢ nestanovuje (Kolafova a kol., 2017;

PubChem, 2023a).

2.2.1.2. Formaldehyd (HCHO)

Formaldehyd je v akvakultuie celosvétove vyuzivan k antiparazitarnim koupelim. Je
velmi U¢inny, ale na druhou stranu pro ryby nebezpecny. Béhem lécebné koupele
s formaldehydem se u ryb mlize objevit hyperplazie zaber, nekréza ledvin, porucha jaterni
funkce, vakuolizace kize, zmény v chovani a dokonce thyn (Adeyemo a kol., 2012;
Mohammed a kol., 2012; Santos a kol., 2012). Je tedy tfeba postupovat opatrné a volit
bezpecnou koncentraci koupele a dobu jejiho trvani. K tomu patii disledné provedeni
testu sndSenlivosti, ktery se musi v tomto piipad¢ provadét 24 h pied samotnou koupeli.
K formalinové koupeli se pouziva pouze ¢iry 37% vodny roztok formaldehydu. Vzdy je
tieba odstranit z roztoku bilou usazeninu na dné¢, jde totiz o paraformaldehyd, ktery je pro
ryby vysoce toxicky. Formaldehyd je tfeba skladovat v temnu pfi teploté nad 4° C (Pahor-
Filho a kol., 2014; Kolarova a kol., 2017; Bader a kol., 2019; PubChem, 2023b).

2.2.1.3. Kyselina peroctova (KPO, CH3CO3H)

KPO je 1écebna latka, kterd ma dezinfekcni, baktericidni, fungicidni, sporocidni a
antiparazitarni u¢inky. Kromé veterinarni mediciny se vyuziva v mnoha jinych odvétvich
(napt. humanni medicina, potravinafstvi, zeméd¢lstvi). Lécebné koupele s KPO mohou
byt pro ryby velmi nebezpecné, jelikoz KPO je vysoce toxickd pro vodni organismy a
lécebna koncentrace KPO se blizi letalni koncentraci pro ryby. Test snaSenlivosti je tudiz
nutny pfed kazdou lécebnou koupeli. Je taktéz dilezité dbat na bezpecnost prace vSech
pracovnikdl, ktefi provadgji 1é¢ebnou koupel, jelikoz KPO zptisobuje poleptani. V CR je
pouzivan biocidni ptipravek Persteril s hlavni u¢innou latkou KPO. Dale Persteril
obsahuje peroxid vodiku a kyselinu octovou. Persteril je k dostani ve dvou koncentracich,
a to 4% a 15% roztok (podle obsahu KPO). Tento 1é¢ivy piipravek je snadno biologicky
odbouratelny a nezanechdva rezidua v télech ryb ani ve vodnim prostiedi (Zuskova a kol.,

2011).
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2.2.1.4. Peroxid vodiku (H203)

Peroxid vodiku je dezinfekcni piipravek a alternativni antiparazitikum, ucinkujici
proti zastupcim fiSe protozoa a tfidy monogenea. K lé¢ebnym koupelim se pouziva
ptipravek BioCare SPC ve formé granuli od vyrobce BioMar, z n¢hoz se H>O> uvoliiyje.
V CR se k 16¢bé vyuziva davka 60 mg-1"! pii délce koupele 25 minut. Mozné je také pouzit
3% H20». Peroxid vodiku se ve vodnim prostiedi pomérné rychle rozklada na vodu a
kyslik, tudiz neni chronicky nebezpecny pro vodni organismy a navic zvySuje obsah

kysliku ve vodé¢ (Kolarova a kol., 2017; PubChem, 2023c).

2.2.1.5. Manganistan draselny (KMnQy4)

Manganistan draselny se v chovech ryb vyuziva piedev§im jako antiseptikum.
Vyuziti nasla tato latka i jako antiparazitikum. V praxi se koupele v roztoku KMnO4
pouzivaji k 1écbé protozoarnich infekcei a eudiplozoonodzy. Koncentrace KMnOy4 je zavisla
na délce 1écebné koupele (¢im del$i koupel, tim niz$i koncentrace). Pii ponotfovaci
koupeli se vyuziva koncentrace 1 g-1"!. Do roztoku KMnOjs se taktéz mohou umistovat
ryby po vytéru, aby se predeslo ptipadné infekci. Toxicita KMnO4 se musi zohlednit i pti
likvidaci koupele. MRL neni stanoven (Kolarova a kol., 2017; PubChem, 2023d).

2.2.1.6. Modra skalice (CuSQOs4 - 5H>0)

Modré skalice je schopna efektivné potlaovat plisn€, fasy a nékteré parazity ryb.
Modré skalice byla diive plosn€ aplikovana na rybniky k potlaceni sinic, od tohoto se ale
kvili stale ptisngjsi legislativé upousti. Dnes se modréd skalice vyuziva k 1é¢ebnym
koupelim hlavné v akvaristice k 1écbé piscinoodiniozy. Modra skalice je pro vodni
organismy vysoce toxickd. K 1é¢bé piscinoodinidzy se osvédcCila koncentrace modré

skalice 1,5 mg-1"! pii délce koupele 12 hodin (Kolafova a kol., 2017; PubChem, 2023¢).

2.2.1.7. Akriflavin (C14H14CIN3)

Akriflavin je jednim z prvnich uznanych antibakterialnich 1é¢iv. Jako 1é€ivo je hojné
vyuzivan v humanni medicin€. Co se tyce akvakultury, akriflavin je vyuzivan jako 1é¢ivo
vétSinou u akvarijnich ryb. Pouziva se ke koupelim jiker i dospé€lych ryb proti plisnim.
Akriflavin je pro lécené ryby bezpecny, jelikoz letalni koncentrace je oproti koncentraci

koupele vysoka. Akriflavinova koupel o koncentraci 5 az 10 mg-1I'! a délce koupele 10
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hodin efektivné potlacuje u akvarijnich ryb parazity z fiSe protozoa (Kolafova a kol.,

2017; Piorecka a kol., 2022; PubChem, 2023f).

2.2.1.8. Azamethiphos (CoH9oCIN20sPS)

Azamethiphos patii do skupiny organofosfatl a jedna se o insekticid. Je pouzivany
v akvakultufe jako antiparazitikum, ale vyuziva se taktéz jako insekticid proti moucham
napt. v zemédélskych objektech. V akvakultuie se pouziva ptipravek Salmosan plv. 50%.
Salmosan plv. je registrovany v nékterych zemich EU a vyuziva se k 1écb¢ ektoparazitozy

u losost, zpiisobené¢ korySem Lepeophtheirus salmonis (Koladtova a kol.,, 2017;

Benchmark Animal Health Limited, 2022).

2.2.1.9. Pyrethroidy

Pyrethroidy jsou syntetické insekticidy vyuzivané pfedevsim v zemé&délstvi. Nékteré
pyrethroidy nasly uplatnéni i v akvakultufe k potlaceni ektoparazitéz. V chovech losost
se hojné pouzivaji 1é¢iva na bazi cypermethrinu (C22Hi9Cl2NO3) a deltamethrinu
(C22H19BraNO3) k potladeni parazita Lepeophtheirus salmonis. V CR neni pro ryby
registrovan zadny 1é¢ivy pripravek na bazi cypermethrinu ani deltamethrinu, tudiz se
vyuzivaji lé€iva urcend pro jina zvifata (Kolarova a kol., 2017; Matsuo, 2019; PubChem,

2023g; PubChem, 2023h).

2.2.1.10. Benzimidazoly

Benzimidazoly jsou heterocyklické aromatické slouceniny, které jsou vyuzivané
v medicing jako 1é¢iva ¢i v zeméd¢lstvi jako fungicidy. Nékteré benzimidazoly vykazuji
antiparazitarni u¢inky a jsou vyuzivany v chovech ryb k potlaceni parazit6z. V praxi jsou
v 1é¢be ryb vyuzivany latky fenbendazol (CisHi13N30.S) a mebendazol (CisHi3N303).

Léciva na bazi téchto latek jsou v CR registrovana pouze pro jind potravinova zvitata nez

ryby.

2.2.1.11. Levamisol (C11Hi2N2S)

V CR ani vEU neni pro ryby registrovany zadny piipravek s uéinnou latkou
levamisol. V CR jsou ale 1é&iva s u¢innou latkou levamisol registrovana k 16¢bé prasat
(Levamisole hydrochloride 80 %, Chemisole 300 mg-g'') a brojleri a krit (Chemisole
200 mg-ml ). V praxi se u¢inna latka levamisol osvéd¢ila jako antiparazitikum, fungujici

pfi 1écbé gyrodaktylozy a anguilikolozy u tthott (Kolédfova a kol., 2017).
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2.2.1.12. Ivermectin (C4sH74014)

Ivermectin je Sirokospektralni antiparazitikum, které je vyuzivané ve veterinarni i
humanni medicing. Pro 1é¢bu potravinovych ryb miize veterinarni lékai v CR pouzit nap.
ptipravky Biomectin, Noromectin &i Cermix, které jsou na bazi ivermectinu a v CR jsou

registrované pro jina potravinova zvirata (Kolafova a kol., 2017; PubChem, 20231).

2.2.1.13. Praziquantel (C19H24N20>)
Praziquantel je derivat cholinu a Sirokospektralni antiparazitikum. Tato latka

je podrobnéji popsana v kapitole 2.3. (PubChem, 2023j).

2.2.1.14. Akvaristické pripravky

V akvaristice jsou velmi oblibené piipravky s ucinnou latkou malachitova zelen.
Tase vzadném piipadé nesmi pouzit pro 1écbu potravinovych ryb. Pfi pouziti
v akvaristice je vZzdy nutné provést test snaSenlivosti. Odpadni voda z 1é¢ebnych koupeli
na bazi malachitové zelen¢ musi pied vypusténim do recipientu projit ¢ist€énim (Kolafova

a kol., 2017).

2.2.1.15. Lécba ryb bez 1écebnych preparati

Jednou z metod této 1écby je prechodné zvySeni teploty vody (na 31 az 32°C).
Vysledkem je zbaveni se infekce a ziskani imunity. Tato 1é¢ba je uc¢inna hlavné v piipadé
ichtyoftiridzy, cozZ je zdvazné parazitarni onemocnéni, jez zpusobuje ektoparazit koZovec
rybi (Ichtyophthirius multifiliis). Dalsi metodou je ptelovovani. Vlivem pielovovani se
prerusi vyvojovy cyklus parazita a tim se vyléc¢i i parazitdoza. Dal§i moznost 1écby je

pfechodné drzeni ryb v silném pratoku vody (Kolafova a kol., 2017).

2.2.2. Prehled nejdilezitéjSich 1é¢ebnych liatek pouZivanych Kk peroralni
antiparazitarni 16¢bé ryb v CR

Pouziti 1é¢ebnych preparati k peroralni aplikaci potravinovym rybam ve vétSiné
ptipadtl indikuje veterinarni l1ékaf se souasnym stanovenim ochranné lhity minimalné
500 d°. Légiva, ktera nejsou v Ceské republice pro ryby registrovana lze po udéleni

ptislusné vyjimky dovézt a pouzit (Kolafova a kol., 2017).
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2.2.2.1. Lécebné latky vyuzivané Kk peroralni aplikaci i Kk antiparazitirnim
koupelim ryb v CR
Pii peroralni antiparazitarni 1é¢b¢ ryb se pouzivaji n€které 1é¢ebné latky a ptipravky,
které jsou vyuzivany i pii antiparazitarnich koupelich. Témito latkami jsou (Kolafova
a kol., 2017):
e Levamisol — Levamisole hydrochloride v davce 2,5 az 10 mg na kg zivé
hmotnosti ryb, ktery se rybam podava 7 dni (OL 500 d°).
e Fenbendazol — davka 25 mg na kg zivé vahy a krmit 3 dny, nebo davka 50 mg
na kg zivé hmotnosti a krmit jednou tydné po dobu 2 tydnti (OL 500 d°).
e Mebendazol — davka 20 mg na kg zivé hmotnosti ryb a krmit jednou tydné
po dobu 3 tydni (OL 500 d°).
e Ivermectin —déavka 50 ug na kg zivé hmotnosti ryb a krmit jednou tydné po dobu
2 tydna (OL 500 d°).

e Praziquantel — davka 50 mg na kg zivé hmotnosti ryb a podavat pouze jednou.

2.2.2.2. Emamectin (C4H75NO13)

Emamectin je insekticid a antiparazitikum, které G¢inkuje proti ektoparazitim. Ve
svete se 1éCivé pripravky na bazi emamectinu pouzivaji k potlaceni ektoparazita lososti —
Lepeophtheirus salmonis. V EU jsou registrovany ptipravky SLICE premix pro lososa a
SLICE premix pro pstruha duhového (2 mg emamectinu v 1 g premixu). Emamectin je

podavan v davce 50 g na kg zivé hmotnosti ryb po dobu 7 dnti (Kolafova a Svobodova,

2009).

2.2.2.3. Diflubenzuron (C14HoCIF;N>03)

Diflubenzuron je insekticid a antiparazitikum, které se vyuziva pii ndkaze korySem
L. salmonis. Diflubenzuron je ucinnou latkou ptipravku Releeze pelety (0,6 g
diflubenzronu v 1 kg pelet), ktery je registrovany v n¢kterych zemich EU. Podava se
v davce 5 az 10 g Releeze pelet na 1 kg zivé hmotnosti ryb a takto krmit 14 dni (Kolarova
a kol., 2017).

2.2.2.4. Teflubenzuron (C14HCl2F4sN20>)

Lécivé pripravky na bazi teflubenzuronu se taktéz osvédCily pii 1écbe ryb,

napadenych korySem L. salmonis. V EU je registrovano n¢kolik 1é¢ivych ptipravkl na
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bati teflubenzuronu. Léciva davka teflubenzuronu je 10 mg na kg zivé hmotnosti ryb a

délka krmeni je 7 dni (Kolafova a kol., 2017).

2.3. Praziquantel

Praziquantel (2-(cyklohexankarbonyl)-1,2,3,6,7,11b-hexanhydro-4H-pyrazino[1,2-
aJisochinolin-4-on); Ci9H24N202) (Obr. €. 3) je Sirokospektralni anthelmintikum, které
pusobi hlavné proti tasemnicim a motolicim (Sudova a kol., 2010), ale i proti
parazitickym Zzabrohlistim. Toto 1é¢ivo ze skupiny cholinovych derivati se ve svéte
vyrabi pro veterinarni a huménni pouziti (PubChem, 2023j). Mechanismus ucinku
praziquantelu proti parazitickym helmintim spoc¢ivd v naruSeni neuromuskularniho

systému parazita, inhibici pfichyceni a zméné propustnosti kiize (Treves-Brown, 2000).

O

O

Obr. ¢. 3: Strukturni vzorec praziquantelu (prevzato a upraveno z Mehlhorn, 2021).

V Ceské republice neni pro ryby, ani pro zadn4 jina potravinova zvifata, registrovan
zadny 1é¢ivy ptipravek na bazi praziquantelu. Stejné tak je tomu i v celé EU. Veterinarni
l¢kai mlize, na vlastni odpoveédnost, rozhodnout o aplikaci praziquantelu rybam, a to jak
ve formé koupele, tak i formou perordlniho podani. Pro praziquantel byl stanoven MRL
20 gkg! (EMA, 2022). Lécivé davky praziquantelu pro ryby jsou uvedeny v

Tabulce ¢. 1.

21



Tabulka ¢. 1. Lécebné davky praziquantelu pro antiparazitarni koupele a aplikaci v krmivu pro

ryby (Kolarova a kol., 2017).

Délka
Zpusob . .
Dévka b koupele/pocet U¢inek proti MRL
é¢
Y krmeni
1 mg " koupel 90 h metacerkarie motolice 20 gkg'!
Diplostomum pseudosphataceum
1 mg1! koupel 24h tasemnice 20 gkg!
Bothriocephalus acheilognathi
2 mg-1! koupel 24h metacerkarie motolic 20 g'kg!
2 mg-1! koupel 1-3h tasemnice 20 g'kg!
10 mgI*! koupel 48 h monogenea 20 g'kg!
50 mg-kg! peroralni )
o krmit 1x tasemnice, diplostoméza 20 gkg'!
Z.hm. ryb podani

V ramci testi toxicity a efektivity 1é¢by bylo zjisténo, ze klic¢ovou roli pfi lécebnych
koupelich nehraje koncentrace praziquantelu, ale délka koupele. Co se tyce lécby
prostfednictvim peroralniho podani praziquantelu, ddvka 50 mg na kg zivé hmotnosti ryb

je dostacujici k uplné eliminaci tasemnic (Sudova a kol., 2010; Maciel a Affonso, 2021).

2.3.1. Toxicita praziquantelu
2.3.1.1. Toxicita pro savce véetné ¢lovéka

Bylo zjisténo, Zze po peroralnim podani je praziquantel rychle absorbovan a nasledné
metabolizovan a vylucovan. Akutni toxicita praziquantelu pro savce byla testovana
hlavné na hlodavcich a psech. Potkaniim byl praziquantel podavan v dévce
1000 mg-kg™!, jednou denn& po dobu 4 tydnd. Potkani tuto davku tolerovali bez obtizi.
U psii nebyly poskozeny organy pii davee 180 mg-kg!, poddvané jednou denné po dobu
13 tydnt, pficemz lécebna davka pro psy, proti riiznym pazatitdrnim helmintim, je nizsi
(Frohberg, 1984; Vercruysse a Claerebout, 2014). Lécebné davky praziquantelu, na rtizné
parazitarni infekce, jsou pro ¢lovéka bezpecné. Bylo napiiklad testovano, zda je davka
praziquantelu 60 mg na kg zivé hmotnosti clovéka, poddvana trikrat, efektivni
na potlaceni parazita krevni¢ky mocové (Schistosoma haematobium) a zaroven bezpena

pro ¢lovéka (Darko a kol., 2020).
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2.3.1.2. Toxicita pro ryby a jiné vodni organismy

Akutni toxicita praziquantelu pro ryby je samoziejmé zavisld na druhu, véku
a zdravotnim stavu ryby. Rand vyvojova stadia byvaji obecné citlivéjsi. Akutni toxicita
praziquantelu pro ryby byla jiz pro nékteré¢ druhy stanovena — 24hLC50 je pro amura
bilého 49,7 mg-1"! (Mitchell a Hobbs, 2007), hodnota 96hLC50 pro juvenilni parmy
obecné (Barbus barbus) byla 28,6 mg-1"! (Zuskova a kol., 2018) a pro kefickovce
Cervenolemého (Clarias gariepinus) 53,52 mg-1'! (Nwani a kol., 2014). Tyto koncentrace
jsou nasobné vyssi, nez je potieba pro tspésnou 1écbu. Bylo naptiklad zjisténo, ze letalni
koncentrace pro 2 mésice staré ryby dania pruhovan¢ho (Danio rerio) (24h a 96hLC50
byly 39,9 a 30,4 mg-1"!) je ndsobné vyssi nez davky praziuantelu pii 1é¢ebnych koupelich
(viz Tab. ¢. 1) (Zuskova a kol., 2022).

U ranych vyvojovych stadii kapra obecného (Cyprinus carpio) bylo prokazano
snizeni rstu a aktivity nékterych antioxidativnich enzymu (katalazy a superoxid
dismutazy) po 28 dnech expozice 3 mg-I'! praziquantelu (Velisek a kol., 2022).

Dle dostupnych studii by praziquantel, v 1écebnych davkach pro ryby, nemél
predstavovat nebezpeci ani pro zooplankton. Vypocitana hodnota 48hECS50 pro hrotnatku

velkou (Daphnia magna) byla v ramci testu toxicity 42,7 mg-1I"' (Zuskova a kol., 2022).
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2.4. Motolice Diplostomum pseudospathaceum

Motolice (Trematoda) jsou paraziticti plosténci, vétSinou parazitujici
na sladkovodnich a motskych rybach. V dnesni dobé je popséano vice nez 20 tisic druhti
téchto organismll. Motolice jsou mali, dorsoventralné zplosteli plosténci, nepiesahujici
délku 25 mm. VétSina motolic ma na téle 2 prisavky, a to Ustni a bfisni. Motolice jsou ve
vétsSiné pripadi hermafrodité a jejich vyvojovy cyklus probihd pies mezihostitele
(neptimy vyvoj). Pocet mezihostitell motolic je vétSinou 2, miizeme se ale setkat s druhy
motolic, jejichZ vyvoj probiha ptes 1 nebo i 3 mezihostitele. Ryby mohou piisobit jako
findlni hostitelé, kdy parazituje dospély jedinec motolice nebo mohou pisobit jako
mezihostitelé. V tomto pfipad¢ na rybé parazituje pouze 1 vyvojové stadium motolice,
tzv. metacerkdrie. Motolice u ryb parazituji v podstaté ve vSech organovych soustavach,
nejCasteji vSak parazituji v travicim traktu ryb (Volf a kol., 2007; Zuskova a Scholz,
2019).

Metacerkarie motolice o¢ni (Diplostomum pseudospathaceum) parazituji u ryb
v ocich a zplsobuji takzvanou diplostomozu neboli o¢ni motolicnatost (Obr. €. 4).
V oc¢ich jedné ryby miizou parazitovat i stovky metacerkarii, diky nimz dochazi
ke zhorSenému vidéni a nasledné¢ se objevuji zmény v chovani ryb. Vyvojovy cyklus
motolice o¢ni probihd ptes 2 mezihostitele — vodniho plze a sladkovodni rybu. Finalnim
hostitelem je ptak celedi Laridae (rackoviti). Ve stfevech téchto ptaki se dospéli jedinci
motolice ofni pohlavné rozmnozi a vajicka se v trusu ptakli dostavaji do vodniho
prostiedi. Z téchto vajicek se pak ve vodé lihnou obrvené larvy tzv. miracidia

(Voutilainen a kol., 2008).

Obr. ¢. 4: Metacerkarie motolice ocni (Diplostomum pseudospathaceum)

(prevzato z Palikova a kol., 2019).
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Miracidia nepfijimaji potravu, diky brvdm jsou schopny aktivniho pohybu a
vyhledavaji svého prvniho mezihostitele (vodni plze rodu Lymnea ¢i Radix). Miracidia
musi najit mezihostitele nejpozdéji do 48 hodin, poté hynou. Jakmile miracidium najde
vhodného mezihostitele, pies pokozku se dostane do jeho hepatopankreatu a tam se z n¢j
vytvoii matei'ska sporocysta. Ta pak produkuje dcefiné sporocysty, které ndsledné tvori
velké mnozstvi cerkarii, které opousti t€lo plze. Diky rozvétvenému ocasku jsou cerkarie
schopny aktivniho pohybu a vyhledavaji druhého mezihostitele, kterého musi nalézt do
48 hodin. Druhym mezihostitelem motolice o¢ni je sladkovodni ryba (Vyhlidalova a
Soldanova, 2020). Kdyz cerkarie proniknou povrchem téla do téla ryby, ztraci ocések a
krvi jsou zaneseny do oci. Cerkarie se poté v o¢ich méni na metacerkarie, které postupné
rostou. Ryba ma pak vlivem nakazy zhorSené vidéni a pohybuje se u hladiny. Je tedy
snadnou kofisti pro rybozravé ptaky napft. racka, ktery rybu ulovi a po pozfeni dochazi

k dokonceni vyvojového cyklu (Obr. €. 5) (Zuskova a Scholz, 2019).

| Finalni hostitel |

ﬂ
\\
A

| Dospéla motolice

)

|Sporoc_\sta & \é*
) Miracidium
W4
Druhy
mezihostitel
Prvni
Cerkarie mezihostitel

Obr. ¢. 5: Vyvojovy cyklus motolice ocni (Diplostomum pseudospathaceum)

(prevzato a upraveno z Palikova a kol., 2019).
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Vyskyt onemocnéni je tedy podmitiovan vyskytem mezihostitele — vodniho plze rodu
Lymnea ¢i Radix a teplotou vody. Aby cerkarie opustily télo vodniho plze, musi byt
teplota vodniho prostfedi vyssi nez 10°C. Nejvetsi mnozstvi uvolnénych cerkarii do
vodniho prostfedi a jejich nejvyssi aktivita byla pozorovana pfi teplotnim rozmezi 18 az
22 °C (Lyholt a Buchmann, 1996; Zuskova a Scholz, 2019).

Motolice ocni jsou tedy parazité, ktefi ovliviiuji chovani svého mezihostitele,
aby zvysily pravdépodobnost, ze se dostanou do téla findlniho hostitele. Napadena ryba
ztraci Unikové reflexy a pohybuje se u hladiny, tudiZ je snadnou kofisti. Existuji 1 studie,
které objevily, Ze ryby napadené timto parazitem maji zvysenou frekvenci dychani, ¢imz
se usnadnuje prostup cerkarii z vodniho prostiedi do téla ryby (Mikheev, 2023). Toto
chovani parazitl se obecné¢ nazyva anglickym vyrazem ,,parasite-increased trophic
transmission (PITT). Tento parazit ohrozuje ryby v chovech i ve volnych vodach.
Negativni vliv tohoto onemocnéni je v posledni dob¢€ nejvice pozorovan v chovech amura
bilého (Zuskovd a Scholz, 2019). Diplostom6za miva vétSinou chronicky pribéh,
vyznacujici se vyskytem vétSiho mnozstvi metacerkarii v o¢ni ¢occe. K thyntim dochézi
pouze ojedinéle (Karvonen a Seppélé, 2008).

Mezi klinické ptiznaky patii hlavné zmény chovani ryb, jako je naptiklad zhorSend
koordinace v prostoru, snizeni piijmu potravy, zmény antipreda¢niho chovani (plavani
u hladiny) a snizeni Unikové rychlosti (Zuskovéa a Scholz, 2019). Dale se miize projevit
tzv. Diplostomoéza, ktera u ryb vyvolava patologické zmény, jako je zarudnuti kiize
a drobné krvaceniny okolo mist priniku cerkarii do téla ryby ale i zmény na o¢ni cocce
(Zuskova a Scholz, 2019).

Diagnoza se stanovuje po usmrceni ryby na zaklad¢ vySetfeni ocni cocky obou oci
a zjiSténi pritomnosti a poctu metacerkarii motolice. Oko se nejprve vysetii pohledem
apot¢ je vyjmuta ofni coCka. Ta se nasledné¢ zkoumd pod mikroskopem

a je zaznamenavan pocet metacerkarii (Obr. €. 6) (Kolafova a kol., 2017).
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Obr. ¢. 6. Vysetreni ocni cocky (prevzato z Kolarova a kol., 2016).

Jako preventivni opatfeni proti ndkaze diplostomozou, je tieba pravidelné sledovat
zdravotni stav ryb a pokud se v rybochovném zafizeni motolice o¢ni objevi, je tfeba
prerusit jeji vyvojovy cyklus, to znamené eliminovat vodni plze. Toho lze dosahnout
bud’to pravidelnym odstrafiovanim plzii z rybochovnych objekt (sita, filtry), nebo
vysazenim moluskofagnich druhil ryb, napt. amura ¢erného (Mylopharyngodon piceus)
ve staii 3 az 5 let, nasady kapra K> (nad 500 g) ¢i lina L3 (500 az 600 ks-ha'!) (Zuskova
a Scholz, 2019).

K 1é¢be diplostomozy se vyuziva 1é€ivo praziquantel bud'to v krmivu nebo ve formé

koupeli (Zuskova a Scholz, 2019).
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2.5. Amur bily (Ctenopharyngodon idella)

Amur bily (C. idella) (Obr. €. 7) je sladkovodni ryba z ¢eledi kaproviti (Cyprinidae),
puvodné pochazejici z fek vychodni Asie. Odtud se nejprve rozsitil do Ruskych vod
a poté do celé Evropy. Import do Ceské republiky byl realizovan z Ruska v roce 1961
ve formé& vackového plidku na Vyzkumny ustav rybaisky a hydrobiologicky (VURH)
ve Vodnanech (Krupauer, 1974). Dnes se amur bily vyskytuje i v Africe a Spojenych
Statech Americkych (USA) (Bogudskaya a kol., 2017). Zatimco plidek amura bilého
se po straveni zloutkového vacku zivi drobnym zooplanktonem, dospéli jedinci se Zivi

pfevazné makrofyty (Pavlov a kol., 1994).

Obr. ¢. 7: Amur bily (Ctenopharyngodon idella) (prevzato z Alamy Stock Photo, 2013).

Samci pohlavné¢ dospivaji ve véku 5 let a samice ve véku 7 let, pfi¢emz délka zivota
se u amura bilého pohybuje kolem 15 let. Tyto aspekty ovSem zavisi na podminkach
prostiedi (Schofield a kol., 2005; Bogudskaya a kol., 2017). Amur bily je teplomilny druh
ryby, to znamend, Ze k vytéru dochazi, kdyz teplota vody dosdhne 23 °C. Amur
je pelagofilni druh ryby, k vytéru tudiz dochazi ve vodnim sloupci. Jikry jsou silné
bobtnavé a mohou se zvétsit z 1 mm az na 5 mm. Amur bily se taktéZ vyznacuje
tzv. porcovym vytérem, to znamend, Ze vytér probihd v nékolika etapach/davkach
(Rykova, 1972; Bogudskaya a kol., 2017). Ke kuleni plidku dochézi po 30 d°, kdy amur
bily dosahuje délky 5 mm a ihned plave. Nésleduje straveni zloutkového vacku, kdy amur
prechazi na exogenni vyzivu a méii 7 mm (Koblitskaya, 1981; Chapman, 2006).

Vzhledem k tomu, Ze je amur bily pivodem z Ciny, je v této zemi realizovan jeho

hlavni komer¢ni chov (Chen a kol., 2012). V Evropé je chov amura bilého jiz dobie
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zvladnuty a tento neptivodni duh zde neptisobi vétsi problémy. V USA ovSem panuji
obavy z nepfiznivého G¢inku neptivodnich amurt bilych na tamé&jsi vodni biotu. Naproti
tomu se amur bily osvéd¢il v likvidaci pfemnozené makrovegetace. Z tohoto diivodu jsou
do vod USA vysazovani triploidni amufi, ktefi jsou neplodni, aby nedoslo k pfemnoZeni
amurt, a ndslednému negativnimu vlivu na vodni ekosystém (Enennaam, 1990).

Nejvyznamnéj§i produkce amura bilého tvoii v Ciné az 20 % produkce viech
sladkovodnich ryb. Amur se obvykle chova v intenzifika¢nich/polointenzifika¢nich
rybniccich v obsadce 1000 az 3000 kg-ha'. OsvédcCily se ale také klecové chovy
(intenzivni zpiisob chovu), pfi nichZ je mozné vyprodukovat 30 az 50 kg-m=. Chov amura
bilého ma déle také velky vyznam v Indii a Vietnamu (FAO, 2024). V CR, je amur bily
chovan v polykultufe skaprem sniz§i vyslednou produkci v porovnani s Cinou.
V CR byla produkce amura bilého v roce 2018 515 tun, v roce 2019 536 tun, v roce 2020
611 tun, v roce 2021 695 tun a v roce 2022 548 tun (Mze, 2023).

Migrace amura byla studovéana v fece Amur (Cina), kde je amur ptivodnim druhem.
Bylo zjisténo, ze amuii migruji za tfenim do horni ¢asti toku, migrace je pomald a trva
nékolik let. Béhem prvnich 2 let dokazi jedinci urazit az 500 km (Gorbach a Krykhtin,
1988; Chilton a Muoneke, 1992). Na uzemi USA byla pozorovdna migrace amurl
souvisejici s tfenim, potravou a pfezimovanim. Amur je schopen migrovat az tisice

kilometrt, to znamend, ze potencial sifeni tohoto druhu je vysoky (Moyle, 1986).
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3. MATERIAL A METODIKA

3.1. Embryolarvalni test toxicity

Embryolarvalni test toxicity praziquantelu na amura bilého byl proveden dle metody
OECD, konkrétné OECD test ¢. 210 (OECD, 2013). Pfi provadéni embryolarvalniho testu
toxicity byl dodrzovan zakon ¢. 246/1992 Sb., na ochranu zvifat proti tyrani a taktéz
vyhlaska Mze CR ¢&. 207/2006 Sb., o ochrang, chovu a vyuziti pokusnych zvifat.
Testovani bylo provedeno v laboratofi vodni toxikologie a ichtyopatologie, Vyzkumného

Gistavu rybaiského a hydrobiologického (VURH) ve Vodiianech.

3.1.1. Princip a podminky testu

Embryolarvalni testy toxicity slouzi k definovani letalnich a subletalnich ucinki
riznych chemickych latek na testované organismy, v tomto ptipad¢ rand vyvojova stadia
ryb. Princip tohoto druhu testovani je zaloZen na vystaveni ranych stadii ryb riznym
koncentracim chemickych latek, rozpusSténych ve vodé. Podminky testu by mély byt
nejlépe pritoéné nebo piipadné semistatické. Embryolarvalni test toxicity vzdy zacina
umisténim oplodnénych jiker do testovacich sklenénych nadob az do juvenilniho stadia
ryb. V pribéhu testu se u ryb sleduje mortalita, rst, chovani a vznik morfologickych
malformaci, a zaznamenavaji se fyzikalné-chemické parametry vody (pfedevsim teplota,
pH, koncentrace rozpusténého kysliku a koncentrace testované latky). Po ukonceni testu
mohou byt rybi tkdn¢ podrobeny biochemickym a chemickym analyzdm. Vysledkem
testu je stanoveni hodnoty LOEC (z angl. Lowest Observed Effect Concentration),
stanoveni hodnoty NOEC (z angl. No Observed Effect Concentration), coz je nejvyssi

koncentrace testované latky, pii niz jesté nepozorujeme zadny ucinek (OECD, 2013).

3.1.2.Experimentalni material
Celkem 1800 kust jiker amura bilého 10 hodin po oplodnéni bylo pouzito jako
experimentalni materidl. Jikry byly ziskané zlihn€ JihoCeské univerzity, Fakulty

rybaftstvi a ochrany vod (FROV JU) ve Vodnanech.
3.1.3.Priibéh testu

Test byl nasazen 6. 6. 2023 a oplozené jikry byly rozdéleny do 6 skupin po 3
opakovanich. Do 18 sklenénych misek byly umistény oplodnéné jikry amurti bilych 10
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hodin po oplodnéni. Do kazdé misky bylo umisténo 100 jiker. Jelikoz byla kazdé skupina
nasazena po 3 opakovanich, bylo celkem vyuzito 1800 kusii jiker. Celkem byly 4 skupiny
s roztokem praziquantelu a 2 kontrolni skupiny, ztoho 1 setanolem (pouzit jako
rozpoustédlo). Testovany byly 4 rtizné koncentrace praziquantelu, a to konkrétné
1 mg1!, 2 mg-1"! (bézn& vyuzivana 1écebna davka), 4 mg-1'! a 6 mg-1"!. Praziquantel byl
ziskan od firmy Ecological Laboratories Inc., USA.

Praziquantel byl nejprve rozpustén v etanolu a poté byl smichanim s destilovanou
vodou vytvofen roztok o pozadované koncentraci praziquantelu. Schéma piipravy
testovacich roztokli je znazornéno v tabulce ¢. 2. Etanol byl jako rozpoustédlo vyuzit
z ditvodu nizké rozpustnosti praziquantelu ve vod€. Kontrolni skupina © obsahovala
pouze dechlorovanou vodu, jejiz parametry byly nasledujici: teplota 22,1 £ 0,6 °C;
nasyceni vody kyslikem nad 95 %; pH v rozmezi 7,82 az 8,01; KNK4s 0,57 mmol-1";
CHSKwn 0,81 mg-1''; celkovy amoniak 0,011 mg-1"!. Kontrolni skupina s etanolem (E-C)
obsahovala etanol v koncentraci 0,5 ml-1". Tato koncentrace byla pouZita pro skupinu P4

(6 mg-1'h).
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Tabulka ¢. 2. Priprava testovacich roztokii.

Latka Skupina Koncentrace | Davka do Objem pfislusnych Roztok ¢.
(mg 1) 11 roztoki
roztoku | Dol | Do2 | Do3
(mg) | | 1
Redici voda C 0 0 0 0 0
Etanol E-C Kontrola s rozpoustédlem 6ml | 12ml | 18 ml I
Praziquantel P1 50 % 1 1 Iml | 2ml | 3ml II
lécebné
davky
Praziquantel P2 Lécebna 2 2 2ml | 4ml | 6ml II
davka
Praziquantel P3 2x 4 4 4ml | 8ml | 12ml II
lécebna
davka
Praziquantel P4 3x 6 6 6ml | 12ml | 18 ml II
lécebna
davka

Poznamka: Roztok I: 20 ml etanol + 80 ml vody.

Roztok II: 100 mg praziquantelu rozpusténo ve 20 ml etanolu + 80 ml vody — 1 ml roztoku I1

obsahuje 1 mg praziquantelu.

Na zacatku testu byly misky umistény do boxu v laboratoti (Obr. €. 8). Vzduchovani

bylo zajisténo prostfednictvim vzduchovacich kaminki a svételny rezim byl pfirozeny.

Test mél semistaticky charakter, tudiz byly roztoky ve vSech miskdch ménény kazdych

24 hodin (Obr. ¢. 9, 10, 11). Pfi vyméné roztoki byl kladen diiraz na opatrnost,

aby se zabranilo pfipadnému poskozeni ¢i thynu amurii. Fyzikélné-chemické parametry

vody byly denné sledovany. Kazdy den byla taktéz sledovana mortalita a uhynuli jedinci

byli pravidelné odstrafiovani.
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Obr. ¢. 9: Priprava testovacich roztokii  pred vymenou lazné.
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Obr. ¢. 10 a 11: Vyména testovaci lazné.

Od 4. dne byl plidek amura krmen nauplii zdbronozky solné (Artemia salina)
(Obr. ¢&. 12). Krmeni probihalo dvakrat denné ad libitum. Zabronozky se lihly v zazemi
laboratofe vodni toxikologie a ichtyopatologie VURH. Nejprve byl pfipraven solny
roztok s obsahem soli 90 g na 3 1 vody. Solny roztok byl pfeveden do vhodné nadoby
se zajisténim stalého pohybu roztoku vzduchovanim. Do solného roztoku bylo nasledné
pfiddino 6 g vajicek zabronozky solné. Pti teploté 25°C se zabronozky vylihnou

za 48 hodin. Cim je teplota vy3§i, tim kratsi je doba lihnuti.

Obr. ¢. 12: Odstredeni zabronozky solné (Artemia salina).
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3.2. Odbér vzorkiu

Ve dnech 8, 15, 22 a 29 probihaly odbéry vzorkii amuri ke stanoveni
ontogenetického vyvoje a riistu (Obr. €. 13, 14, 15). Pii odbérech bylo z kazdé skupiny
odebirano 6 jedinct. 29. den expozice, tedy 4. 7. 2023 byl test ukon¢en. Amufi byli
usmrceni pomoci anestetika MS222 (Tricain methanesulfonat v davece 250 mg do 1 1
vody). Usmrceni amufi byli dale zvazeni a poté premisténi do zkumavek, které byly
umistény do hlubokomraziciho boxu a pfechovavany pfi teploté -80°C do doby, nez byly

provedeny biochemické analyzy.

Obr. ¢. 13: Odber amuri 8. den testu.

Obr. ¢. 14: Odber amuru 29. den testu.
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Obr. ¢. 15: Odebrané vzorky.

3.3. Ontogeneticky vyvoj

Ve dnech 8, 15, 22 a 29 bylo odebrano 6 amurti v kazdé prezivsi experimentalni
skupiny pro vyhodnoceni ontogenetického vyvoje. U amura je popsano 30 embryonalnich
stadii (E1-E30; Obr. €. 6), 18 stadii po vykuleni (P1-P18; Obr. €. 17) a 1 juvenilni stadium
(J1; Obr. €.18) (Yi a kol., 2006).
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Obr. ¢. 17: Ontogeneticky vyvoj amura bilého (stadia po vykuleni)
(prevzato a upraveno z Yi a kol., 2006)
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Obr. ¢. 18: Ontogeneticky vyvoj amura bilého (juvenilni stadium) (prevzato a upraveno z Yi a

kol., 2006)

3.4. Riist

Za ucelem zhodnoceni riistu bylo 8, 15, 22 a 29 den odebrano 6 amurii z kazdé
prezivsi skupiny. Celkova délka (TL) byla méfena stereomikroskopem za pouziti
mikrometru. Hmotnost byla méfena pomoci analytickych vah Mettler-Toledo

(Obr. &. 19).

Obr. ¢. 19: Vazeni odebranych amurii (odbér z 22. dne expozice).
Primérné specifické rychlosti ristu (SGR) experimentalnich skupin byly vypocteny

pro obdobi od prvniho odbér vzorkl (8. den) do konce expozice (29. den). Exponované

skupiny byly srovnavany s kontrolou pomoci metody OECD (2000).
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Primérnd specifickd rychlost rastu byla pro kazdou skupinu vypoctena podle
nasledujiciho vzorce:
ln W2 - ln Wl
SGR = ———-100
t2 - tl

kde: SGR = priimérna specificka rychlost ristu ve skupin¢; w,, w, = hmotnosti jedné ryby

v Caset, at,[g]; t, = Cas zaCatku expozice a t, = Cas konce expozice [dny].

Inhibice specifické rychlosti ristu (I) v kazdé experimentalni skupiné€ byla vypoctena
nasledovné:

SGR, (kontrola) — SGRy(skupina) 1

00
SGR, (kontrola)

I [%] =

kde: Ix = inhibice specifického rlistu ve vybrané experimentalni skupiné po x dnech

expozice; SGR(kontrola) = priméma specifickd rychlost ristu v kontrolni skuping;

SGR(skupina) = pramérna specificka rychlost ristu ve vybrané experimentalni skuping.

Fultontiv koeficient hmotnostni kondice (FWC) byl vypoc¢ten pomoci nésledujiciho

VZOrce:

kde: FWC = Fultonliv koeficient hmotnostni kondice; W = hmotnost ve vybrané
experimentalni skupiné [g]; TL = celkova délka ve vybrané experimentdlni skupiné

[mm].

3.5. Analyza antioxidativnich biomarkeri a oxidativniho stresu
Biomarkery oxidativniho stresu a antioxidantii byly po ukonceni testu analyzovany
pouze u amuril ze skupin C, E-C, P1 a P2, jelikoz amufi ze skupin P3 a P4 v prub¢hu
testu uhynuli. Vzorky byly ihned po odebrani zmrazeny v tekutém dusiku a poté
pfemistény do hlubokomraziciho boxu s teplotou -80 °C. Pted vlastni analyzou byly
vzorky zvézeny na analytickych vahdch Mettler-Toledo. K navdzenému vzorku byl
nasledné pfidan homogenizac¢ni PBS pufr v mnozstvi 1 ml pufru na 100 mg tkéné. Takto
pfipravené vzorky byly nasledné zhomogenizovany v homogenizatoru TissueLyser II

QIAGEN® (Obr. €. 20). Aby se zabranilo degradaci vzorkd, byly stale umistény na ledu
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(Obr. ¢. 21). Zhomogenizované vzorky byly ndsledné rozpipetovany do eppendorf

zkumavek a uchovavany pfi teploté -80 °C az do provedeni jednotlivych analyz.

Obr. ¢. 20: Homogenizace vzorkii pomoci homogenizatoru TissueLyser Il QIAGEN®.

Obr. ¢. 21: Umisténi vzorkit na ledu.

Veskeré analyzy byly provedeny spektrofotometricky prosttednictvim pfistroje
TECAN Infinite M200 (TECAN Austria GmbH) v mikrodestickovém provedeni (Obr. €.
22,23).
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Obr. ¢. 22: Spektrofotometricka analyza prostrednictvim pristroje TECAN Infinite M200
(TECAN Austria GmbH).
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Obr. ¢. 23: Mikrotitracni desticka s napipetovanymi vzorky, urcenymi ke spektrofotometrické

analyze.

3.5.1. Stanoveni koncentrace proteinii metodou BCA

Princip metody

Podle metody Lowryho a kol. (1951) je tato metoda zalozena na redukci Cu®* na Cu*,
na niz se podili hlavné peptidova vazba. Kyselina bicinchoninovd (BCA) tvofi
s redukovanymi ionty médi za alkalickych podminek modrofialovy barevny komplex.
Pro reakci mezi roztokem BCA a peptidovymi vazbami je pottebna teplota 37°C. Analyza

probiha spektrofotometricky pii vlnové délce 562 nm.
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Material a reagencie

e (0,1 M roztok NaOH,

e BSA standard — Sigma Aldrich (P-0914),
roztok kyseliny bicinchoninové (BCA) — Sigma Aldrich (B-9643),
roztok siranu méd’natého (CuSO4) — Sigma Aldrich (C-2284).

Postup stanoveni

Den pted samotnou analyzou bylo ke 30 ul zhomogenizované tkané ptidano 570 pl
0,1 M roztoku NaOH. Nasledn¢ byly vzorky ponechény pti pokojové teploté do druhého
dne.

Druhy den bylo 10 pl vzorku napipetovano do mikrotitracni desti¢ky. Nésledné bylo
ptfidano 200 pl roztoku kyseliny bicinchoninové a siranu méd’natého. Tento roztok vznikl
smichanim 19,6 ml BCA a 0,4 ml CuSOa.

Nasledné byla mikrotitracni desti¢ka piekryta folii a vzorky byly inkubovany
v termoboxu pfi teplot¢ 37°C. Tato teplota je potfebnd pro reakci mezi BCA a
peptidovymi vazbami. Po inkubaci byla odstranéna foélie a vzorky byly

spektrofotometricky zméfeny pfti vinové délce 562 nm.

Kalibraéni fada

K sestaveni kalibra¢ni fady byl pouzit standard BSA (1 mg BSA na 1 ml + 0,1 M
NaOH). Jako blank byl pouzit 0,1 M roztok NaOH. Kalibra¢ni fada byla stanovena
v rozsahu 12,5 az 1000 mg-ml'.

Vyhodnoceni

Koncentrace proteinii byla vypocitdna podle sestavené kalibracni kiivky se

standardem BSA. Vysledné hodnoty byly vyjadieny v jednotkach mg-ml'.

3.5.2. Stanoveni stimulované lipidni peroxidace pomoci TBARS testu

Princip metody

Princip stanoveni stimulované lipidni peroxidace je zhodnoceni potencialu
zhomogenizovan¢ho vzorku podstoupit lipidni peroxidaci. Lipidni peroxidace (LPO) se
stanovuje pomoci TBARS (z angl. thiobarbituric acid reactive substances — latky

reaktivni s kyselinou thiobarbiturovou) testu, ktery je zaloZen na stanoveni barevnych
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aduktl. Tyto barevné adukty vznikaji reakci produktti LPO s kyselinou thiobarbiturovou
(TBA). Produktem LPO je malondialdehyd (MDA), ktery vznikd reakci reaktivnich
forem kysliku s nenasycenymi mastnymi kyselinami. Reakci MDA a TBA vznika
barevny komplex, ktery je spektrofotometricky méfen pii vinové délce 532 nm (Surai a

kol., 1996).

Materidl a reagencie

e TCA-BHT (20 % kyselina trichloroctova + 2 % butylovany hydrotoluen v poméru
200:1),

e 0,6M HCI,

e TRIS-TBA (25 mM TRIS + 10 mM TBA),

e standard MDA (22 % 1,1,3,3-tetracthoxypropan v 1 % H>SOy),

e PBS homogenizac¢ni puft,

e 2 mM FeSO4 v PBS pufru.

Postup stanoveni

Pied samotnou analyzou bylo k 250 pl zhomogenizovaného vzorku ptfidano 12,5 pl
2 mM FeSOs a vzorek byl nasledné 30 minut inkubovan pfi teploté 37 °C.

K preinkubovanému vzorku bylo nasledné pfidano 75 pl roztoku TCA-BHT. Vzorek
byl poté zvortexovan a nésledné centrifugovan pti 4000 rpm a 4 °C.

Do mikrozkumavky bylo napipetovano 250 ul supernatantu vzorku, 50 pl 0,6 M HCl
a 200 pl TRIS-TBA. Takto pfipraveny vzorek byl pfemistén na termoblok, na 45 minut
pfi teplote 90 °C.

Povareny vzorek byl napipetovan v mnozstvi 250 pl do mikrotitracni desticky a byl

spektrofotometricky zméfen pti vinovych délkach 550 a 590 nm.

Kalibraéni fada

Kalibra¢ni fada byla sestavena v rozsahu 0,5 az 8§ nmol MDA. Standard MDA —
10 mM zasobni roztok MDA (11,02 mg tetraethoxypropanu v 5 ml 1 % H2SO4) nafedény

na 100 M roztok MDA. Koncentra¢ni fada je uvedena v tabulce €. 3.
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Tab. ¢. 3. Koncentracni fada pro kalibraci MDA.

nmol - reakce™! 100M roztok MDA (ul) PBS (ul)
0 0 750
0,5 15 735
1 30 720
2 60 690
3 90 660
4 120 630
5 150 600
6 180 570
7 210 540
8 240 510

Vyhodnoceni
Lipidni peroxidace (LPO) byla vypocitana podle kalibra¢ni kiivky. Vysledné
hodnoty byly vyjadfeny jako nmol TBARS na mg proteinti.

3.5.3. Stanoveni enzymatické aktivity katalazy (CAT)

Princip metody

Metoda je zaloZzena na schopnosti katalaz rozkladat peroxid vodiku (H202) na vodu
a kyslik. Rozklad H>O: je sledovdn méfenim poklesu absorbance vzorku s H>O»

pii 240 nm (Aebi, 1984).

Materidl a reagencie

e PBS homogenizac¢ni puft,
e TRIS EDTA pufr (50 mM TRIS pufr + 0,1 mM EDTA),
e 0,09 % H>O, v TRIS EDTA pufru.

Postup stanoveni

Zhomogenizovany vzorek byl nejprve 30 minut centrifugovan pii 15000 rpm a 4 °C

a nasledné vyfedén. Redéni bylo zvoleno 50:450, tedy 50 ul supernatantu a 450 pul PBS.
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Do mikrotitra¢ni desticky bylo napipetovano 50 pl vyfedéného vzorku a 250 pl
0,09 % H202 v TRIS EDTA pufru. U vzorkl byla pomoci spektrofotometru métena

kinetika reakce po dobu 1 minuty s Svtefinovymi intervaly pfi vinové délce 240 nm.

Vyhodnoceni
Vysledné hodnoty aktivity kataldz byly vypocteny podle nasledujiciho vzorce.

Pro vypocet bylo potieba znit molarni extinkéni koeficient H,O> pii 240 nm, coz

je 39,4 M-cm'!. Vysledna hodnota byla vyjadfena v pumol H,Oz-min!-mg proteint-!.

o smérnice krivky
CAT aktivita =

39,4-1-mg- ml~'proteinu- 103

3.5.4. Stanoveni redukovaného glutathionu (GSH)

Princip metody

Metoda je zaloZena na reakci DTNB (2,2,-dinitro-5,5-dithiobenzenova kyselina)
s volnymi -SH skupinami. Touto reakci vznika barevny produkt. Vzorek je podroben

spektrofotometrické analyze pti vinové délce 420 nm (Ellman, 1959).

Materidl a reagencie

e PBS homogenizac¢ni puft,

e TRIS pufr (0,8 M TRIS a 0,02 M EDTA),
e (0,02M DTNB v metanolu,

e GSH (1 mg:ml! PBS),

e TCA (25 % kyselina trichloroctova).

Postup stanoveni

Zhomogenizovany vzorek byl nejprve 15 minut centrifugovan pii 10000 rpm a 4 °C.
Nasledn¢ se 180 pl supernatantu vzorku spolu s 18 upl TCA napipetovalo
do mikrozkumavek. Poté byly vSechny vzorky v mikrozkumavkach promichiany na
vortexu a 15 minut se nechaly stat pii pokojové teploté. Nasledné byly vSechny vzorky
10 minut centrifugovany pii 8000 rpm a 4 °C. Diky tomuto procesu doslo k odstranéni

proteinti ze vzorkd.
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Do mikrotitra¢nich desticek bylo pipetovano 50 pul vzorku bez proteinti, 190 ul TRIS
pufru a 10 pl 0,02 M DTNB. Jako blank byl pouzit TRIS pufr (240 pul) a 0,02 M DTNB
(10 pl). Vzorky se ponechaly v destickdch inkubovat 5 minut pii pokojové teplote.

Nésledné byly vzorky spektrofotometricky méfeny pii vinové délce 420 nm.

Kalibracni fada

Kalibra¢ni fada byla sestavena v rozsahu 0,0025 az 0,075 mg-ml' GSH. Standard
GSH vytedény v PP pufru — 1 mg-ml! nafedény na 0,1 mg-ml! roztok v PP pufru.
Koncentraéni fada je uvedena v tabulce €. 4.

K 500 pl GSH standardu/vzorku bylo ptidano 50 ul TCA. Standard/vzorek byl
nasledné promichan na vortexu a ponechan 15 minut pii pokojové teploté. Nasledné se
50 pl standardu/vzorku s TCA pipetovalo spolecné s 190 ul TRIS a 10 pl 0,02M DTNB
do mikrotena¢ni desticky. Absorbance vzorkii byla spektrofotometricky métena

pfi vinové délce 420 nm.

Tab. ¢. 4: Koncentracni fada pro kalibraci GSH.

GSH GSH (mg-ml™) Objem zasobniho roztoku PBS (ul)
(uD

244 0,075 375 125
162,85 0,05 250 250
81,42 0,025 125 375
48,85 0,015 75 425
32,57 0,01 50 450
24,42 0,0075 37,5 462,2
16,28 0,005 25 475

8,14 0,0025 12,5 487,5

Vyhodnoceni

Koncentrace glutathionu byla vypoctena na zakladé kalibra¢ni kiivky. Vysledné

hodnoty byly vyjadieny v nmol GSH-mg proteint!.
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3.5.5. Stanoveni enzymatické aktivity glutathion-S-transferazy (GST)

Princip metody

Metoda stanoveni je zaloZzena na spektrofotometrické detekci konjugatu mezi
redukovanym glutathionem a CDNB (1-chloro-2,4-dinitrobenzen). CDNB je bézny
substrat pro vSechny isoformy GST (Habig a kol., 1974).

Materidl a reagencie

e PBS homogenizac¢ni puft,
e 10 mM roztok redukovaného GSH,
e 50 mM CDNB v etanolu.

Postup stanoveni

Zhomogenizovany vzorek byl nejprve 15 minut centrifugovan pii 10000 rpm a 4 °C.
Nasledné k nému byl ptidan PBS pufr v poméru 1:1 (250 pl a 250 pl). Do mikrotitra¢nich
desticek bylo napipetovano 20 pl vzorku, 170 pl PBS pufru a 10 pl 50 mM CDNB
v etanolu. M¢éteni bylo provedeno ihned po ptidani 50 pul 10 mM redukovaného GSH.

Meéfeni trvalo 5 minut pti vinové délce 340 nm. Méteni bylo provedeno ve 3 opakovanich.

Vyhodnoceni
Hodnota aktivity GST byla vypoctena podle nasledujiciho vzorce. Pro vypocet bylo

potieba znat molarni extinkéni koeficient konjugované CDNB (9600 M-cm™!) a vysku
hladiny v jamce desticky (0,6791 cm). Vyslednd hodnota byla vyjadfena v nmol
CDNB-min'!-mg proteint!.

smérnice kfivky - min~?!

T aktivita =
GST aktivita = 56,6791 - (mg - ml-"proteint) - 106

3.5.6. Stanoveni enzymatické aktivity superoxid dismutazy (SOD)

Princip metody

Princip metody spociva ve schopnosti superoxid dismutiazy (SOD) inhibovat
reakce zplisobené superoxidy. Pro produkci superoxidi je vyuzit systtm NADH (-
nikotinamid adenin dinukleotid) a PMS (phenazin methosulfonat). Superoxidy jsou

stanovovany pomoci ¢inidla NBT (nitrotetrazoliovd modf). Ten se po reakci se

48



superoxidy méni na stabilni barevny produkt, ktery je spektrofotometricky méten. SOD
reaguje se vzniklymi superoxidy a tim inhibuje pfeménu NBT, stanovovan je tedy pokles

pfemény NBT pii vinové délce 560 nm (Ewing a Janero, 1995).

Materidl a reagencie

e PBS homogenizac¢ni puft,

e 50 mM PP pufr s 0,1 mM EDTA (pH 7,4),

e 60 uM NBT,

e 100 uM NADH v 60 uM NBT (ptechovavat ve tm¢ — alobal),
e 35 uM PMS (pfechovavat ve tm¢ — alobal).

Postup stanoveni

Zhomogenizovany vzorek byl nejprve 30 minut centrifugovan pii 15000 rpm a 4 °C.
Do mikrotitracnich desticek bylo napipetovano 25 pl vzorku ¢i blanku (PBS), k nému
bylo pfidano 200 ul PP pufru s NADH a NBT. Poté bylo provedeno prvni
spektrofotometrické métfeni pii 560 nm ke stanoveni interni pfemény NBT vzorkem. Po
prvnim méteni bylo do vzorku v mikrotitra¢ni desti¢ce pfidano 25 ul PMS a odstartovala
hlavni reakce. Reakce byla méfena spektrofotometricky po Ssekundovém tfepani, taktéz

pii 560 nm.

Vyhodnoceni
Hodnota aktivity SOD byla vypoctena podle nésledujiciho vzorce. Pro vypocet bylo

potieba znat molarni extinkéni koeficient NBT (15000 M-cm!) a vy$ku hladiny v jamce
desticky (0,6791 cm). Vysledna hodnota byla vyjadiena vnmol NBT-min!-mg

proteint!,

(smérnice kiivky blanku + smérnice kfivky vzorku - min™1)
—smérnice kfivky PMS se vzorkem  min~!

SOD aktivita =
axtivita 0,6791 - 15000 - mg~proteind - 106
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3.5.7. Stanoveni aktivity acetylcholinesterazy (AChE)

Princip metody

Metoda je zaloZena na reakci DTNB (2,2,-dinitro-5,5-dithiobenzenova kyselina)
s ATC (acetylthiocholin). Pfi této reakci vznikd barevny produkt, ktery
je spektrofotometricky méten v Casech to a ts (5 minut) pfi vinové délce 405 nm (Ellman
a kol., 1961).

Materidl a reagencie

e PBS homogenizac¢ni puft,
e 0,75mM DTNB v PBS,
e 3mM ATC.

Postup stanoveni

Zhomogenizovany vzorek byl nejprve 30 minut centrifugovan pii 12000 rpm a 4 °C.
25 pl supernatantu bylo napipetovano do mikrodesticky spole¢né se 100 ul DTNB
a pfi pokojové teploté se vzorek inkuboval 5 minut. Nésledné bylo ke vzorku ptidano
25 ul ATC a pii pokojové teploté se inkuboval 10 minut. Takto pfipraveny vzorek
po inkubaci byl spektrofotometricky poprvé meétfen pii 405 nm (to). Nasledovala
Sminutova inkubace a druhé méfenti (ts). Blank byl 100 ul DTNB, 25 ul destilované vody
a25 ul ATC.

Vyhodnoceni
Hodnota aktivity AChE byla vypoctena podle nasledujiciho vzorce. Pro vypocet bylo

potieba znat mikrodeskovy faktor fedéni (0,49) Vyslednd hodnota byla vyjadiena

v nmol-min!-mg proteinti!.

absorbance t; - 1000 — absorbance t, - 1000
5

mg - ml~1proteind

- 0,49
AChE aktivita =
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3.6. Statistické vyhodnoceni testu

Rozdily v kumulativni mortalit¢ mezi jednotlivymi testovanymi skupinami byly
hodnoceny pomoci kontingenénich tabulek ()?). Pied analyzou byly vSechny méfené
proménné zkontrolovany na normalitu (Kolmogorov-Smirnoviv test) a homoskedasticitu
rozptylu (Bartlettiiv test). Poté byla pouzita jednocestnd ANOVA. Tento test ur€il, zda
existuji vyznamné rozdily v méfenych proménnych mezi experimentalnimi skupinami.
Kdyz byl zjistén rozdil (P < 0,05), byl aplikovan Tukeyliv nerovnomérny N HSD test.
Pokud nebyly splnény podminky pro ANOVA, byl pouzit neparametricky test (Kruskal-
Wallis).
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4. VYSLEDKY
4.1. Kuleni

Vsechen pladek se vykulil do 2. dne expozice a nebyl pozorovan zadny statisticky

vyznamny vliv praziquantelu na kuleni amurt.

4.2. Kumulativni mortalita
U skupin vystavenych koncentracim 2 mg-1", 4 mg-I''a 6 mg-I'! praziquantelu byly

zjiStény signifikantni (P < 0,01) rozdily v celkové kumulované mortalité¢ ve srovnani
s kontrolami (Graf ¢. 1). VSichni amufi ze skupiny P4 vystavené koncentraci 6 mg-I'!
praziquantelu uhynuli do 21 dni expozice. Amufi ze skupiny P3 vystavené koncentraci
4 mg-I"! praziquantelu do 24 dnl expozice taktéz vSichni uhynuli. Kumulativni mortalita
byla na konci testu pro jednotlivé skupiny néasledujici:

e C-10,5%,

e E-C-12%,

e PI(1mglh)-9%,

e P2(2mgl!)-29 %,

e P3(4mglh)-100 %,

e P4 (6 mgl!)—100 %.
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Graf ¢. 1: Kumulativni mortalita amura bilého behem embryolarvalniho testu toxicity

s praziquantelem.

4.3. Ontogeneticky vyvoj

Od 8. dne expozice bylo ve skupindch, vystavenych koncentracim praziquantelu 4
mg-1"! (P3)a 6 mg-1I"! (P4), pozorovano signifikantni (P<0,01) opozdéni ontogenetického
vyvoje (Graf €. 2).
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Graf ¢. 2: Ontogeneticky vyvoj amura bileho behem embryolarvalniho testu toxicity
s praziquantelem.
4.4. Riist

Od 8. dne expozice byla ve skupiné amuril, exponovanych koncentraci praziquantelu
6 mg-1"! (skupina P4), zaznamenéna signifikantné (P < 0,01) niz$i délka t€la a hmotnost.
Od 15. dne expozice byla signifikantné (P < 0,01) nizsi délka téla (Graf ¢. 3) a hmotnost
(Graf ¢. 4) zaznamenana i u skupiny amurd, exponovanych koncentracim praziquantelu

4 mg-1t a2 mg-I'! (skupiny P3 a P2).
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Graf ¢. 3: Celkova délka ranych vyvojovych stadii amura bilého behem embryolarvalniho

testu toxicity s praziquantelem.
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Graf ¢. 4: Hmotnost ranych vyvojovych stadii amura bilého behem embryolarvalniho testu

toxicity s praziquantelem.
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Hodnoty FWC (Fultontv koeficient hmotnostni kondice) byly na konci testu u amurti
ze skupiny P2 (2 mg-1") signifikantné (P < 0,01) niz§i v porovnani s kontrolami. Inhibice
riistu amura bilého byla na konci testu pro skupinu P1 (1 mg-1") 2,39 % a pro skupinu P2
(2 mg-1'") 22,45 %. Inhibice rastu amura bilého na konci testu ve skupinich P3 a P4 nebyla

stanovena z diivodu thynu obou skupin béhem testu (Tab. €. 5).

Tab. ¢. 5: Riistovy ukazatele amura bilého béhem embryolarvalniho testu toxicity.

Praziquantel

Skupina c E-C P1 P2 P3 P4

(1 mgl?) (2 mg1?) (4 mg-1) (6 mg-1")
ms 1,43 0,19 1,28 + 0,42 1,30+ 0,21 1,18+ 0,20 1,13+£027 | 1,10£0,15
moo 139,60 + 16,26 101,09 + 26,11 129,40 + 20,81 55,55 +£10,75* T T
FWC 1,10+ 0,09 0,91 £0,13 0,97 0,10 0,86 + 0,08* i T
SGR 21,76 19,90 2124 16,86 T T
I (%) - 8,55 2,39 22,45 i T

Poznamka: mg, myy = primérna hmotnost amura ve skupiné po 8 a 29 dnech expozice (pramer
+ standardni odchylka, mg); FWC = primérny Fultontiv koeficient hmotnostni kondice
po 29 dnech expozice; SGR = specificka rychlost ristu ve skupin€ po 29 dnech expozice;
[ =inhibice specifick¢ho rhstu ve vybrané skupiné; *signifikantni (P < 0,01) rozdil
v experimentalni skupiné oproti kontrolni skupiné; thodnoty nejsou uvedeny z diivodu tthynu

vSech ryb ve skuping v priubehu testu.

4.5. Oxidativni stres a antioxida¢ni enzymy

Po 29 dnech expozice praziquantelem byla analyzovana hladina oxidativniho stresu
a aktivita antioxidacnich biomarkeri v celotélnim homogendtu amurG u skupin
P1 (1 mgl!) a P2 (2 mgl!). Skupiny P3 a P4 nemohly byt podrobeny analyze,
jelikoz vSichni amuii z téchto dvou skupin uhynuli béhem testu. U amurti ze skupiny
P2 (2 mgl1!) byla zjisténa signifikantng (P < 0,01) vyssi aktivita GST ve srovnani
s kontrolami (Graf ¢. 5). Po 29denni expozici praziguantelu nebyly pozorovéany
statisticky vyznamné rozdily v aktivitich CAT (Graf. ¢. 6), SOD (Graf. ¢. 7), TBARS
(Graf. ¢. 8), GSH (Graf. €. 9) a AChE (Graf. ¢. 10) v celotélnim homogenétu amurt bilych

v porovnani s kontrolami.
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Graf ¢. 5: Aktivita glutathion-S-transferazy v celotélnim homogendtu amura bilého po 29denni
expozici praziquantelu. Hodnoty v grafu uvadeji primer = S. D., Indexy a,b charakterizuji

statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami (P < 0,01).
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Graf ¢. 6: Aktivita katalazy v celotélnim homogenatu amura bilého po 29denni expozici
praziquantelu. Hodnoty v grafu uvadeji prumer £ S. D. Indexy a,b charakterizuji statisticky

vyznamné rozdily mezi skupinami (P < 0,01).
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Graf ¢. 7: Aktivita superoxid dismutdzy v celotélnim homogendtu amura bilého po 29denni
expozici praziquantelu. Hodnoty v grafu uvadéji priumeér £ S. D. Indexy a,b charakterizuji

statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami (P < 0,01).
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Graf ¢. 8: Lipidni peroxidace v celotelnim homogenatu amura bilého po 29denni expozici
praziquantelu. Hodnoty v grafu uvadeji prumer £ S. D. Indexy a,b charakterizuji statisticky

vyznamné rozdily mezi skupinami (P < 0,01).
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Graf ¢. 9: Koncentrace glutathionu v celotélnim homogendatu amura bilého po 29denni
expozici praziquantelu. Hodnoty v grafu uvadéji primeér £ S. D. Indexy a,b charakterizuji

statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami (P < 0,01).
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Graf ¢. 10: Aktivita acetylcholinestarazy v celotélnim homogendatu amura bileho po 29denni
expozici praziquantelu. Hodnoty v grafu uvadeji primer £ S. D. Indexy a,b charakterizuji

statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami (P < 0,01).




S. DISKUSE

Cilem této studie bylo posouzeni vlivu praziquantelu na rana vyvojova stadia amura
bilého. Posuzovany byl predevsim vliv na pfeziti, kuleni, riist, ontogeneticky vyvoj a na
biomarkery oxida¢niho stresu a antioxidativni biomarkery. Pro posouzeni vlivu
praziquantelu na tyto parametry byl pouzit embryolarvani test toxicity na rybach
dle metody OECD (test ¢. 210). Pro test byly pouzity 4 rizné koncentrace praziquantelu
(I mgI!, 2 mg1!, 4 mg-1ta 6 mg1).

Rand vyvojova stadia ryb jsou v porovnani s ostatnimi vyvojovymi stadii obecné
povazovana za citlivéjsi vii¢i vnéjsim negativnim vliviim vcetné znec€isténi ekosystému.
O negativnim vlivu praziquantelu na juvenilni a dospélé ryby jiz existuje n€kolik studii
(Nwani a kol., 2014; Zuskova a kol., 2018). Vliv praziquantelu na rana vyvojova stadia
ryb je ovSem prozkoumén jen malo a u amura bilého v souc¢asné dob¢ neni provedena
zadna studie, ktera by hodnotila jeho vliv na ranna vyvojova stadia. Vysledky této studie
poskytuji cenné idaje o pusobeni praziquantelu na ranad vyvojova stadia ryb. Pro tuto
studii byl jako testovany organismus vybran amur bily, ktery je diky svym potravnim
navykiim obzvlast’ nachylny k nédkaze parazitickymi trematodami, které je potieba 1é¢it
vhodnymi antiparazitiky, jako je naptiklad praziquantel.

Kuleni je klicovy milnik ve vyvoji ryb. Tento proces mize byt narusen negativnimi
zménami prostiedi, naptiklad znecisténim vodniho prostiedi xenobiotiky napf. 1é¢ivy ¢i
pesticidy (Velisek a kol., 2018). Negativni vliv praziquantelu na kuleni plidku amura
bilého nebyl v tomto testu pozorovan. Vsechen plidek se bez problému vykulil do 2. dne.
Vysledky jsou v souladu se studii Velisek a kol. (2022), kde také nebyl pozorovan vliv
praziquantelu na kuleni plidku kapra obecného (Cyprinus carpio).

Praziquantel je pro ryby toxicky. Hodnota 24hLC50 je pro amura bilého 49,7 mg-1'!
a 96hLC50 pro parmu obecnou je 28,6 mg-1'' (Mitchell a Hobbs, 2007; Zuskova a kol.,
2018). Cim delsi je doba expozice, tim niz§i koncentrace miize zptisobit Gthyn ryb. V této
studii byly statisticky signifikantni rozdily v celkové kumulativni mortalité¢ oproti
kontroldm zaznamendny u skupin amurG vystavenych koncentracim praziquantelu
2 mgl!, 4 mg1! a 6 mgl!. VSichni amuii ze skupiny vystavené koncentraci 6 mg-1'!
praziquantelu uhynuli do 21 dnl expozice. Amufi ze skupiny vystavené koncentraci 4
mg-1"! praziquantelu do 24 dni expozice taktéZ vSichni uhynuli. Kumulativni mortalita ve
skupiné vystavené koncentraci praziquantelu 2 mg-1"! byla na konci testu 29 %. Pii

dlouhodobéjsi expozici mize byt za bezpecnou koncentraci praziquantelu pro rana
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vyvojova stadia amura bilého povazovana koncentrace niz$i nez 2 mg-1"!. Tyto vysledky
se lisi od vysledkt publikovanych ve studii Velisek a kol. (2022). V této studii nebyly u
ranych vyvojovych stadii kapra obecného zjistény signifikantni rozdily v celkové
kumulované mortalité v porovnani s kontrolou p¥i koncentracich praziquantelu 1 mg-1-,
2 mg-1', 3 mgI'! a4 mg-1"l. To miZe naznacovat vyssi citlivost ranych vyvojovych stadii
amura bilého v porovnani s ranymi vyvojovymi stadii kapra obecného.

Rand vyvojova stadia ryb jsou velmi citliva na piisobeni toxickych latek a opozdéni
rané¢ho ontogenetického vyvoje je béZznou reakei na chronické ptsobeni toxické latky.
Opozdéni raného ontogenetického vyvoje byva pozorovano zejména po expozici 1é¢ivim
a pesticidim (Velisek a kol., 2018). Opozdéni ontogenetického vyvoje muze vést
k pozd€jsi pohlavni dospélosti a také k vyssi nachylnosti ranych vyvojovych stadii ryb
k predaci (gtépénové a kol., 2012; Velisek a Stara, 2018; Islam a kol., 2019; VeliSek
a kol., 2022). Signifikantni opozdéni ontogenetického vyvoje bylo pozorovano od 8. dne
testu ve skupinach vystavenych koncentracim praziquantelu 4 mg-1"! a 6 mg-1'!. Naopak
Velisek a kol. (2022) ve své studii vyznamné opozdéni ontogenetického vyvoje kapra
obecného po expozici praziquantelem nezaznamenal.

Tato prace se zamétovala také na rastové schopnosti amurt bilych, vystavenych
praziquantelu. Rychlost rlstu je pro ryby klicova, nebot' se od ni odviji kondice
a konkurenceschopnost jedince. Jedinci, majici oproti ostatnim zpomaleny riist jsou
znevyhodnéni v kompetici o potravu, stanovist¢ a mohou se hiife uplatinovat
pfi rozmnozovani. TaktéZ mohou byt nachylnéjsi k riznym onemocnénim a k vyssi
predaci (Woltering, 1984). Od 8. dne testu byla ve skupiné¢ amurii, exponovanych
koncentraci praziquantelu 6 mg-l"!, zaznamenana signifikantné nizsi délka téla a
hmotnost. Od 15. dne expozice byla vyznamné nizsi délka a hmotnost zaznamenéna i u
skupiny amurt, exponovanych koncentracim praziquantelu 4 mg-I'! a 2 mg-1"!. Inhibice
ristu amura bilého byla na konci testu pro skupinu, jez byla vystavena koncentraci
praziquantelu 1 mgl?!, 2,39 % a pro skupinu, jeZ byla vystavena koncentraci
praziquantelu 2 mg-11, 22,45 %. Velisek a kol. (2022) ve své studii uvadi, Ze koncentrace
praziquantelu 2 mg-1'! vyznamné neovlivnila riist kapra obecného. Ve stejné studii je také
délku a hmotnost u ranych vyvojovych stadii kapra obecného. Inhibice rastu kaprti byly

pii koncentracich praziquantelu 3 mg-1"' a 4 mg-1"! 12,4 % a 16,9 %.
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Oxidac¢ni stres je definovan jako nerovnovéha mezi reaktivnimi formami kysliku
(ROS) a antioxidanty, které jsou schopny odbouravat reaktivni meziprodukty (Sies,
2000). Pokud neni kyslik v téle béhem metabolickych premén zcela redukovan, za¢nou
vznikat superoxidovy anion (Oz"), peroxid vodiku (H203), hydroxylovy radikal (OH) ¢i
jiné formy ROS. Tyto radikaly mohou poté poskodit tkan¢ i1 buniky (Kelly a kol., 1998;
Halliwell, 2007). Nejcastéji dochazi vlivem oxida¢niho stresu k peroxidaci lipidi (LPO).
Jde o fetézovou reakci, pfi které dochazi k poskozeni polynenasycenych mastnych
kyselin volnymi radikdly a nasledkem toho vznikaji pro organismus toxické
hydroperoxidy. Sekundarnimi produkty mohou byt také pro organismus toxické aldehydy
(Lushchak, 2011). Schopnost regulovat hladiny volnych radikalt, a tim bojovat proti
oxidativnimu stresu, maji antioxidacni enzymy. Zakladnimi antioxida¢nimi enzymy jsou
superoxid dismutdza, kataldza, glutathion-S-transferdza, glutathion peroxidaza a
glutathion (de Zwart a kol., 1999). K hodnoceni oxidacniho stresu se vyuZzivaji
molekulové biomarkery (Valavanidis a kol., 2006). V piipad¢ této studie byla sledovana
aktivita antioxidacnich systéml a oxidativni stres. Proto pro ucely této studie byla
analyzovana  aktivita katalazy, superoxiddismutdzy, glutathion-S-transferazy,
redukovaného glutathionu, acetylcholinesterazy a byla stanovena LPO pomoci TBARS
testu. Po 29 dnech expozice byly analyzovany pouze skupiny, vystavené koncentracim
1 mg1It a 2 mg1! a kontroly, nebot’ amufi ze skupiny P3 a P4 vystavené nejvyssim
koncentracim uhynuly béhem testu. U amurti ze skupiny P2, kterd byla vystavena
koncentraci prazigantelu 2 mg-1"! byla zjisténa signifikantné vyssi aktivita GST ve
srovnani s kontrolami. GST slouzi jako metabolicky enzym druhé faze detoxikace a
katalyzuje konjugaci GSH s ROS. Vyznamné rozdily v aktivitich CAT, SOD, GSH,
AChHE a hladiné¢ LPO oproti kontroldm nebyly napii¢ skupinami pozorovany. VeliSek
a kol. (2022) ve své studii zjistil, Ze pii koncentraci praziquantelu 3 mg-1"! a4 mg-I'! doslo
k vyznamnému snizZeni aktivity SOD a CAT u ranych vyvojovych stadii kapra obecného.
Studie Zuskové a kol. (2018) uvadi, ze u juvenilii parmy obecné doSlo po expozici
praziquantelu ke zméndm v aktivité antioxidac¢nich enzymti — CAT, SOD, GR, GST a
hladiny GSH v jatrech a ve svalu. Znamy je i vliv jinych antiparazitik, jako je ivermectin,
levamisol a fenbendazol na aktivitu antioxidac¢nich enzymt kapra obecného (Kolafova a

kol., 2022).
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6. ZAVER

V této praci byl posuzovan vliv antiparazitdlniho pfipravku praziquantelu na rana
vyvojova stadia amura bilého (Ctenopharyngodon idella). Pro testovani toxicity této latky
byla pouzita metoda embryolarvalniho testu toxicity pro ryby dle metody OECD (test
¢. 210). Experimentalni organismy byly rozdéleny do 6 skupin, z ¢ehoz 2 skupiny byly
kontroly. Kazda ze zbyvajicich 4 experimentilnich skupin byla vystavena rtzné
koncentraci praziquantelu po dobu 29 dnli. Experimentalni skupina P1 byla vystavena
koncentraci praziquantelu 1 mg-1"!, skupina P2 koncentraci 2 mg-1"! (béZzn& pouzivana
1é¢ebna koncentrace), skupina P3 koncentraci 4 mg-1"! a skupina P4 koncentraci 6 mg-1".

Skupina P1 (I mgl1!) nevykazovala v prib&hu, ani po skonéeni testu Zzadné
signifikantni rozdily v kuleni, mortalité, ontogenetickém vyvoji, rGstu a ani v aktivité
antioxida¢nich biomarkert a nezpisobila oxidativni stres ve srovnani s kontrolami. Je
tedy mozné fici, ze tato koncentrace je pro rana vyvojova stadia ryb bezpetna
i pti dlouhodobéjsi expozici.

Skupina P2 (2 mg-1"!) vykazovala v priibéhu testu signifikantni rozdily v mortalité,
rastu, a i v aktivité glutathion-S-transferazy ve srovnani s kontrolami. Tato koncentrace
tudiz nemiiZze byt pro rand vyvojova stddia amura bilého povazovana za bezpecnou.

Amufi ze skupin P3 (4 mgl!) a P4 (6 mgl!') uhynuli jiz v pribéhu testu.
Pfed thynem vykazovali signifikantni rozdily v mortalité, ontogenetickém vyvoji a riistu
ve srovnani s kontrolami. Tyto koncentrace praziquantelu tudiz taktéZ nemohou byt
pro rana vyvojova stadia amura bilého povazovany za bezpecné.

Tato studie pfispéla k rozsifeni informaci o toxicité praziquantelu pro rana vyvojova

stadia ryb.
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8. ABSTRAKT

Praziquantel patii do skupiny léCiv, nazyvanych anthelmintika, kterd se vyuzivaji
k potlaceni parazitarnich infekci. Cilem této studie bylo posoudit vliv praziquantelu
na kuleni, mortalitu, ontogeneticky vyvoj, rist, oxidativni stres a aktivitu antioxida¢nich
biomarkerti ranych vyvojovych stadii amura bilého (Ctenopharyngodon idella).
Pro posouzeni toxicity praziquantelu pro rana vyvojova stadia amura bilého byl pouzit
embryolarvalni test toxicity na rybach (OECD test ¢. 210). Toxické u€inky praziquantelu
byly zkoumany pfi expozici 4 koncentracim (1 mg-1"%, 2 mg-1'!, 4 mg-1'1, 6 mg-1'") po dobu
29 dnl. Negativni vliv na kuleni nebyl pozorovan v Zadné experimentdlni skupiné.
Negativni vliv na mortalitu a rist byl pozorovan ve skupinach, vystavenych koncentracim
praziquantelu 2 mg-1"!, 4 mgI'! a 6 mg-I''. Skupiny, vystavené koncentracim 4 mg-1’!
a 6 mg-1"! uhynuly bé&hem testu. Negativni vliv na ontogeneticky vyvoj byl pozorovan
ve skupinach, vystavenych koncentracim praziquantelu 4 mg-1"! a 6 mg-1"!. Negativni vliv
praziquantelu na aktivitu glutathion-S-transferdzy byl pozorovan ve skuping, vystavené
koncentraci praziquantelu 2 mg-1'!. Jako bezpeéna koncentrace pro rana vyvojova stadia

amura bilého se da se v piipadé dlouhodobé&jsi expozice povazovat koncentrace 1 mg-1-!.

Klicova slova: praziquantel, ryby, ranad vyvojova stadia, embryolarvalni test toxicity,

amur bily
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9. ABSTRACT

Praziquantel belongs to a group of medicines called anthelmintics, which are used
to control parasitic infections. The aim of this study was to assess the effect
of praziquantel on hatching, mortality, ontogenetic development, growth, oxidative stress
and antioxidant enzyme activity in the early life stages of grass carp (Ctenopharyngodon
idella). To assess the toxicity of praziquantel for the early life stages of grass carp,
an embryo-larval fish toxicity test (OECD test no. 210) was used. The toxic
effects of praziquantel were investigated when exposed to four concentrations (1 mg-1"!,
2 mg-l!, 4 mg-1"!, 6 mg-1"!) for 29 days. A negative effect on curling was not observed
inany group. A negative effect on mortality was observed in fish exposed
to the concentrations of praziquantel 2 mg-1"!, 4 mg1! and 6 mg-I"'. Groups exposed
to praziquantel concentrations of 4 mg-1! and 6 mg-1"! died during the test period.
A negative effect on ontogenetic development was observed in fish exposed
to praziquantel concentrations of 4 mg-1"! and 6 mg-1"!. A negative effect of praziquantel
on the activity of glutathione-S-transpherase was observed in the group exposed
to a praziquantel concentration of 2 mg-1"!. A concentration of 1 mg-I'! praziquantel can
be considered as a safe concentration for the early life stages of grass carp in the case

of long-term exposure.

Keywords: praziquantel, fish, early life stages, embryo-larval toxicity test, grass carp
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