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1. Uvod

Motolice zptisobuji celou fadu zavaznych onemocnéni u cloveéka, domaécich,
hospodatskych i volné zijicich zvifat véetn¢ ryb (Galaktionov et Dobrovolsky, 2003;
Volf et Horak, 2007; Noga, 2010). Velmi zavaznou trematodézou u ryb je
diplostoméza, zpuisobena motolici o¢ni (Diplostomum spathaceum) ve stadiu
metacerkarie, ktera napada ocni Cocku a zplsobuje poskozeni rybi obsadky a s tim
spojené velké ekonomické ztraty chovatelim (Svobodova et al., 2007). Preventivni
opatieni u této infekce je ztizené vlivem slozitého vyvojového cyklu, v némz ryba
figuruje pouze jako mezihostitel (Chappell et al.,, 1994). Aplikace antiparazitik

v prubéhu 1é¢by tedy hraje kli¢ovou roli v ekonomice chovu ryb.

V soucasnosti vSak nejsou k dispozici zadnéd registrovand antiparazitika specialné
zacilena proti motolicim u ryb v Ceské republice. Velmi Casto tak chovatelé k 1écbé ryb
pouzivaji necilend endoparazitika uréena primarné pro jiné druhy zvirat, ktera nejsou

dostatecné ovétena na rybach (Kolafova et Nepejchalova, 2015; Zuskova et al., 2015).

Z tohoto diivodu jsme se rozhodli ovétit Gcinnost dvou vybranych antiparazitik
(praziquantelu a mebendazolu). Praziquantel byl vybran pro svou téinnost prokazanou
Vv celé fad¢ studii zabyvajicich se 1é¢bou helmintdz u ryb (Williams et al., 2007; lles
etal., 2012; Shirakashi et al., 2012). Mebendazol, jako benzimidazolovy derivat, byl
zvolen pro svou ucinnost na hlistice zazivaciho traktu a vybrané motolice

hospodatskych zvirat (Martins et al., 2001; Dayan, 2003; Chagas et al., 2016).

Prace ma tedy za cil posoudit u¢innost vybranych antiparazitik — praziquantelu (PQ)
a mebendazolu (MB) na amury bilé (Ctenopharyngodon idella) infikované
metacerkariemi motolice o¢ni (Diplostomum spathaceum). Na podkladé zjisténych
vysledki pak navrhnout nejpfijatelnéjsi aplikacni schéma daného piipravku
vyuzitelného v rybaiské praxi. Dal§im cilem je posoudit a porovnat vyhody a nevyhody

aplikace jednotlivych pouZitych antiparazitik.



2. Literarni reSerse

2.1. Obecna charakteristika motolic

Motolice (Trematoda: Digenea) jsou velmi rozsdhlou a vyznamnou skupinou
parazitickych plochych cervli (Platyhelminthes: Neodermata) s velkym mnozstvim
Iékarsky 1 veterinarné vyznamnych taxonti. Do soucasnosti bylo popsano vice nez
25 000 taxont, jejichz zastupce lze nalézt ve sladkovodnich 1 moiskych ekosystémech
téméf po celém svété (Kearn, 1998; Esch et al., 2001; Galaktionov et Dobrovolsky,
2003; Roberts et Janovy, 2005). I ptes velkou diverzifikaci této skupiny lze uvést
nékteré¢ spolecné charakteristické znaky. Jejich téla jsou vétSinou dorzoventralné
zplostéla, podélné ovalovita az listkovita, opatiend dvéma piisavkami slouzicimi
k pfichyceni. Povrch té€la motolic je tvofen tegumentem, jez slouzi k absorpci vyzivnych
latek, prestoze hlavni absorpcni funkce pfipadd na stievo (Kearn, 1998; Roberts et
Janovy, 2005). Cela skupina je také charakteristicka slozitymi vyvojovymi zivotnimi
cykly, zahrnujicimi fadu ontogenetickych stadii, které ke svému vyvoji nejcastéji
vyuzivaji dva az tfi hostitele. Prvnimi mezihostiteli byvaji zpravidla mekkysi (Molusca)
s vyjimkou krevnich parazitii ryb ¢eledi Aporocotylidae vyuzivajici mnohostétinatce a
nékterych motskych zastupci, jejichz prvnim mezihostitelem jsou krouzkovci
(Polycheata). Druhym mezihostitelem mize byt jakykoli taxon z fi$e zivocicht. Tretim
definitivnim hostitelem se stavaji obratlovci nejcastéji ze tid ryb a ptakl. U nékterych
skupin motolic (Schistosomatidae, Fasciolidae a Notocotilidae) mize byt zivotni cyklus
zkraceny o druhého mezihostitele (Esch et al., 2001; Combes et al., 2002; Galaktionov
et Dobrovolsky 2003; Volf et Horak, 2007). I pies tyto spole¢né znaky poplatné pro
vSechny druhy motolic miiZzeme uvést také fadu vyznamnych odliSnosti v morfologii ¢i
ekologii (Cribb et al., 2003). Velka rozmanitost je patrna ve tvaru a velikosti téla
(pohybuje se od stovek mikrometri az po nékolik centimetrii), v rozmisténi nékolika
ptisavek, v mistech lokalizace infekce, v projevech onemocnéni ¢i vyskytu parazith

(Esch et al., 2002; Roberts et Janovy, 2005; Svobodova et al., 2007).

2.2. Charakteristika motolic rodu Diplostomum

Motolice rodu Diplostomum Nordmann, 1832 (Diplostomidae), do kterého se fadi i

motolice o¢ni Diplostomum spathaceum (Rudolphi, 1819) je Siroce, téméi kosmopolitné
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rozsitenou skupinou paraziti, ¢itajici okolo tficeti druhti (Niewiadomska et Laskowski,
2002). Vyskyt je zmapovan piedev§im v Eurasii a Severni Americe (Hoglund et Thulin,
1992; Marcogliese et al., 2001; Niewiadomska et Laskowski, 2002; Locke et al., 2010;
Blasco-Costa et al., 2014; Aksenova et al., 2016). Taxonomie tohoto rodu je dosti
nejasna, jelikoz je velmi obtizné tyto druhy od sebe odlisit pouze na zédklad¢ morfologie.
Nékteré¢ druhy maji totiz zcela nepatrné morfologické rozdily mezi jednotlivymi
vyvojovymi stadii, coz zpusobuje znac¢né potize v jejich identifikaci (Niewiadomska
et Laskowski, 2002). Piedevsim ve fazi metacerkarie — larvalniho stadia, které ma
jednoduchou morfologii bez jasnych rozdilii mezi taxony (Niewiadomska, 1986).
Zivotni cykly jsou také velmi podobné (Niewiadomska et Laskowski, 2002), slozené ze
dvou mezihostitelti a jednoho definitivniho hostitele (Chappell et al., 1994). Z téchto
divodu byly v minulosti po celé Evropé motolice rodu Diplostomum, nalezené v oénich
cocCkach ryb, plosné oznacovany za motolici o¢ni (Diplostomum spathaceum), i piesto
ze se v nékterych ptipadech jednalo o jiny druh (Niewiadomska, 1986). Naptiklad
druny D. paracaudum a D. spathaceum nemaji mezi sebou zadné viditelné
morfologické rozdily ve stadiu vyskytu v definitivnim hostiteli. Tato podobnost miize
byt pfic¢inou toho, ze D. paracaudum v tomto definitivnim hostiteli nebyl pozorovan,
piestoze jsou cerkarie tohoto druhu u mezihostitelskych plzu ¢astéjsi nez D. spathaceum
(Niewiadomska, 1987). Pro pfesnou determinaci druhu je tedy velmi vhodné vyuzit
molekularnich analyz, jez dokazi pfesné ucit druh v jakémkoli vyvojovém stadiu
parazita (Locke et al., 2010; Rellstab et al., 2011; Georgieva et al., 2013; Brabec et al.,
2015; Aksenova et al., 2016).

2.2.1. Zivotni cyklus rodu Diplostomum

Vyvojovy cyklus vSech druhi rodu Diplostomum (Obr. 1) ma neptimy
vicehostitelsky charakter tvofeny dvéma mezihostiteli (plzem a rybou) a jednim
definitivnim hostitelem (rybozravym ptakem) z ¢eledi Laridae (Chappell et al., 1994).
Definitivni hostitel ma ve svém tenkém stievé dospé€lé jedince daného rodu motolice,
kteti se pohlavné mnozi a produkuji vajicka. Ty jsou pak spolu s trusem uvoliiovany do
vodniho prostfedi. Vlivem ptiznivych teplotnich, svételnych a chemickych podminek se
z vajicek lihnou obrvené larvy (miracidia), které prezivaji pouze 24-48 hodin,
nepfijimaji potravu, ale aktivné se pohybuji a vyhledavaji prvniho mezihostitele
(McKeown et Irwin, 1995). Aktivni pohyb jim umoznuji cilie (jemné vlaknité vyrustky)
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na povrchu téla a diky ocnim skvrndm a chemickym receptoriim jsou schopny
identifikovat pfesné¢ svého prvniho mezihostitele, kterym se stdva vodni plicnaty plz —
plovatka — Lymnaea stagnalis, Lymnaea peregra (podle nové klasifikace Radix
peregra) nebo Radix auricularia (McKeown et Irwin, 1995; Georgieva et al., 2013).
Miracidium se aktivné pies pokozku dostava do vnitinich organa plovatky, kde napada
prevazné hepatopankreat. Pti tomto procesu dochdzi k odhozeni cilii a z miracidia se
stava matei'ska sporocysta, kterd nema stievo a pfijem zivin uskutecnuje pomoci télniho
tegumentu. Po Case za¢ne matefska sporocysta produkovat redie, které na rozdil od ni
maji travici soustavu s vakovitym stfevem a aktivné se zivi tkdni mezihostitele a
zaroven piijimaji ziviny celym povrchem téla (Hoffman, 1999; Volf et Horak, 2007).
Tyto redie se velmi rychle a intenzivné nepohlavné mnozi a vytvéii tak denné az
desetitisice cerkarii (Karvonen et al., 2004a; Seppala et al., 2008), které aktivné opousti
télo plze a vyhledavaji druhého mezihostitele, kterym se stavaji sladkovodni druhy ryb
(Chappell, 1995). Takto vzniklé cerkarie (podle morfologického déleni oznacované jako
furkocerkdrie) se skladaji z télni ¢asti (zdklad pro budouci dospélou motolici, nesouci
charakteristické znaky, jakymi jsou napi. piisavky) a ocasku, slouzicimu k pohybu
(Volf et Horak, 2007). Aktivita a zivotaschopnost cerkarii je ovlivnéna ¢asem (nez
najdou druhého mezihostitele) a teplotou vody (Lyholt et Buchmann, 1996; Karvonen
et al., 2003). Cerkarie totiz opousti plovatky az pfi teploté vody nad 10 °C a se zvySujici
se teplotou se zvySuje i pocet uvolnénych cerkarii a jejich aktivita (Valtonen et Gibson,
1997). Nejveétsi mnozstvi cerkarii se uvolnuje pii teploté vody nad 18 °C, kdy je
popisovéana i jejich nejvyssi aktivita (18-22 °C). Zivotaschopnost cerkarii je udavana
okolo dvou dni, pfi¢emz se snizuje s klesajici teplotou a dobou pobytu mimo télo plze
(Svobodova et Faina, 1992). Do krevniho ob&éhu druhého mezihostitele (ryby) se
cerkarie dostavaji skrz pokozku a zaberni listky (Svobodova et al., 2007). Béhem tohoto
procesu ztraceji cerkarie ocasek a méni se na diplostomuly, které jsou zaneseny krvi do
oka, kde se usadi v kortikalni oblasti o¢ni ¢oc¢ky (Ratanarat-Brockleman, 1974; Shariff
et al., 1980; Whyte et al., 1991; Volf et Horak, 2007). V o¢ni ¢o¢ce dochazi k ristu a
zméné diplostomuly na metacerkarii, jejiz velikost se pohybuje okolo 0,4-0,5 mm
(Citek et al., 1997). Pfeména diplostomuly v metacerkarii v oéni odce trva okolo 45
dni pii teploté vody mezi 13-15°C, a pii teploté vyssi, mezi 18-20°C je vyvoj
dokoncen uz za 30 dni (Svobodova et Faina, 1992). Metacerkarie jsou dlouhovekeé,
neencystované a svym vyskytem a piisobenim v o¢ni ¢ofce mohou zpisobit vznik

mlééného zakaleni, ¢imz se Cocka stdva neprihlednou. Tento proces miiZze vést az k
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oslepnuti ryb (Shariff et al., 1980; Karvonen et Seppild 2008). Na zacatku jsou totiz
metacerkarie lokalizovany pouze V povrchovych vrstvach c¢ocky pod jejim pouzdrem,
nasledné prostupuji do vlastni hmoty ¢ocky, kde svym pohybem vytvari malé laguny.
Pokud je ¢ocka masivné napadena parazity (60—100 kusu a vice) dochazi k mléénému
zakaleni. Déle mtze také dochazet k odloupnuti sitnice, nadzvednuti pouzdra cocky,
zméndm ve velikosti a povrchu ¢ocky, naruseni rohovky, vytlateni oka z oCnice az
uplné slepoté (Svobodova et Faina, 1992; Svobodova et al., 2007). Takto vzniklé
metacerkarie se do definitivniho hostitele snazi dostat skrze cilenou zménu chovani
napaden¢ho mezihostitele. ZvySuji riziko jeho predace a tim i procento mozného
pfenosu parazita a dokonceni vyvojového cyklu. Proces ovliviiovani vSak nastava az
Vv piipad¢, Ze je parazit zcela schopen uspéSné nakazit definitivniho hostitele. To
doklada i studie Seppdld et al. (2005a), jez uvadi, ze metacerkarie zaCinaji vytvaret
vyrazné mlééné zakaleni ocni ¢oc¢ky az po dokoncéeni svého vyvoje. Pokud se parazitu
podafi dostatecné¢ zmanipulovat mezihostitele a ten je nasledné sezrdn rybozravym
ptakem, dochazi poté pomoci travicich enzymu v travicim traktu k uvolnéni parazitii
z o¢ni Cocky a jejich usazeni v tenkém stievé. Zde metacerkarie pohlavné dozravaji a

zacCinaji produkovat vajic¢ka a cely cyklus se opakuje (Chappell et al., 1994).
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DEFINITIVNI HOSTITEL (Laridae)
DOSPELY JEDINEC MOTOLICE

2. MEZIHOSTITEL (Ryba)

DIPLOSTOMULA (TKANE) /
METACERKARIE (OCNi €OCKA)

\ PTACI TRUS

VAJICKO

Z = VODNI PROSTREDI

MIRACIDIUM
CERKARIE

L
VODNI PROST/!?EDI)V
|

1. MEZIHOSTITEL (Lymnaea, Radix)
MATERSKA SPOROCYSTA — REDIE — CERKARIE

Obr. 1: Vyvojovy cyklus motolice o¢ni (Diplostomum spathaceum). Zeleny text — stanoviste,
modry text — vyvojové stadium motolice (podle Karvonen et al., 2005; upravila Michalkova, J.).

2.2.2. Vliv Diplostomum spathaceum na rybiho hostitele

Vyvojova stadia Diplostomum spathaceum ovliviiuji a zpiisobuji poskozeni ryb hned

nékolika zptisoby. V mistech kde do organismu pronika cerkarie, dochazi k lokalnimu

zCervenani kize nebo drobnym krvaceninam na zabrach a casto se zde rozviji

bakterialni infekce (Svobodova et Faina, 1992; Pylkko et al., 2006). Béhem migrace

cerkarie organismem, V podobé diplostomuly, jSou poskozovany cévy a vnitini organy

(Svobodova et Faina, 1992). Kone¢nym stadiem v rybim hostiteli je metacerkarie, ktera

piedevs§im poskozuje tkan ocni Co¢ky (Svobodova et Faina, 1992; Svobodova et al,

2007). Metacerkarie svou lokalizaci vyznamné zhorSuji zrak, orientaci v prostoru a

vytvaii zmény v potravnim a antipredacnim chovani, cozZ ma za néasledek sniZzeny piijem
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potravy, zpomaleni rustu a ovlivnéni celkové kondice jedince (Crowden et Broom,
1980; Shariff et al., 1980; Owen et al., 1993; Buchmann et Uldal, 1994; Karvonen et
al., 2004b; Seppili et al., 2004; Voutilainen et al., 2008). Vlivem zakalu o¢ni ¢o¢ky se
snizuje mnozstvi svétla dopadaného na sitnici, coz zpiisobuje u napadenych jedinct
zménu ve vnimani okolniho prostfedi. To se jim jevi jako tmavsi, nez ve skute¢nosti je,
coz ma za nasledek, ze takto napadené ryby tmavnou, vlivem ptizplisobovani se tomuto
zdanlivé tmavsimu prostiedi (Rintamaki-Kinnunen et al., 2004; Seppali et al., 2005b).
Ryby se také Castéji vyskytuji u hladiny, jelikoz davaji pfednost prosvétlenym vodam,
kde jsou vSak snadn¢jsi kofisti pro rybozravé ptaky (Crowden et Broom, 1980). Podle
studie Seppild et al. (2004) je také ovlivnéna jejich unikova rychlost v porovnani se

zdravymi rybami.

2.3. Charakteristika modelového organismu— Amur bily (Ctenopharyngodon idella)

Amur bily (Ctenopharyngodon idella) Valenciennes, 1844 se fadi do celedi
Cyprinidae. Piivodni areal rozsifeni tohoto druhu je vychodni Asie (Cina, Rusko). V
soucasnosti je rozsifen témet po celém svété, predevsim diky uspésné umélé reprodukei.
Na nasem uzemi se jedné o neptivodni druh, poprvé vysazeny do nasich rybnika v roce
1961 (Barus et Oliva, 1995). Tento druh je teplomilny a vyskytuje se v niz§ich polohach
(Dubsky et al., 2003). Obyva stiedni a dolni useky fek, udolni nadrze, rybniky ¢i fi¢ni
ramena (Dubsky et al., 2003; Hanel et Lusk, 2005). Amur vykazuje vysokou odolnost
vii¢i poklesu obsahu rozpusténého kysliku ve vodg (0,5-0,9 mg.I™), zakaleni vody a
zaroven toleruje i vyssi salinitu (11-12 %o), coz mu umoziuje pieziti i v brakickych

vodach (Barus et Oliva, 1995; Hanel et Lusk, 2005).

Télo ma protahlé, valcovité, ze strany mirné zplostélé, pokryté relativné velkymi a
pevné piisedlymi cykloidnimi Supinami (mimo bfiSni oblast jsou na zadnim okraji
temn¢ lemovany). Hlavu Sirokou, shora zplostélou, plynule ptechazejici v trup. O¢Ci
nizko posazené po stranach hlavy, se zlatavou oéni duhovkou. Usta bezvousa, koncova
a Siroka. U dvouradych pozerdkovych zubi jsou typické cerné vroubkované koncové
plosky s pilovitymi okraji slouzicimi k drceni tvrdych porostli. Vystelka télni dutiny je
nacernala. Hibetni ¢ast téla méa tmavé olivové zelenou barvu, boky jsou se stiibfitym
(vegetacni obdobi) nebo zlatitym zabarvenim (podzim a zima). Bficho je svétlé, hibetni

a fitni ploutve kratké. Hibetni ploutev mad hnédozelenou, prsni ploutve zlutosedou,
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bfisni svétlou barvu se slabé hnédozelenym nadechem, fitni a ocasni jsou temné

zelenohnédé (Hanel et Lusk, 2005).

Jedna se o typickou hejnovou rybu vyskytujici se v celém vodnim sloupci (Dubsky
et al., 2003). Je pomérné placha, pii vyruseni vyskakuje vysoko nad hladinu (Hanel
et Lusk, 2005). Nejvyssi pohybova a potravni aktivita byla zaznamenana pii teploté
vody 20-28 °C (Barus et Oliva, 1995; Dubsky et al., 2003; Hanel et Lusk, 2005).
Pladek se zprvu zivi jemnym zooplanktonem, zoobentosem a fasami a nasledné ptijima
makrovegetaci (Dubsky et al., 2003). Rychlost rustu zavisi na teplot¢ vody a
dostupnosti potravy. V piipadé zajisténi optimalnich teplotnich a potravnich podminek
je amur schopen ve véku 5—6 let dosahnout hmotnosti 18-20 kg (Barus et Oliva, 1995).
Primérn¢ se doziva 15 let (Dubsky et al., 2003).

V naSich podminkach nedochazi k pfirozenému vytéru (Hanel et Lusk, 2005;
Hartman et Regenda, 2014). Tato typicka reofilni ryba podnika v piedvytérovém obdobi
ve své domovské oblasti pomérné dlouhé migrace (Dubsky et al., 2003) a je u ni patrny
pohlavni dimorfismus — jikernacky maji objemnéjsi bfiSni partii a mlicaci zdrsnélou
pokozku na prsnich ploutvich (Barus$ et Oliva, 1995). U mli¢aka je typicka vice fazova
tvorba spermatu. Jikry jsou Sedivé, nelepivé, siln¢ bobtnavé a vznasejici se ve vodnim
sloupci, diky vys$simu obsahu tuku (Barus$ et Oliva, 1995; Hartman et Regenda, 2014).
Amur je téZ pelagofilnim druhem (Dubsky et al., 2003).

Tento doplitkovy druh ryby je nejcast&ji vysazovan v polykulturnich obsadkach
s kaprem ¢i linem, na potlaceni rozvoje makrovegetace a tim padem zvySeni ptirozené
produkce Vv rybnice. V monokultufe je amur chovan ve vétsin€ piipadu jen jako plidek

(Hartman et Regenda, 2014).

Tato hospodarsky cenénd ryba vSak miliZe byt také napadena celou fadou parazitl z
kmene Protozoa (prvoci) — Apiosoma piscicola (Blanchard, 1885), Balantidium
ctenopharyngodoni (Chen, 1955), Cryptobia branchialis (Nie, 1956), Epistylis lwoffi
(Fauré-Fremiet, 1943), Eimeria saurogobii (Chen, 1964), Hemiophrys branchiarum
(Wenrich, 1924), Chilodonella cyprini (Moroff, 1902), Chloromyxum cristatum (Léger,
1906), Chloromyxum cyprini (Fujita, 1927), Ichthyobodo necator (Henneguy, 1883),
Ichthyophthirius multifiliis (Fouquet, 1876), Myxobolus pseudodispar (Gorbunova,
1936), Spironucleus elegans (Lavier, 1936), Trichodina acuta (Lom, 1961), Trichodina
pediculus (O.F.Miiller, 1786), Trichodinella epizootica (Raabe, 1950), Trichophrya
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piscium (Biitschli, 1889), Tripartiella copiosa (Lom, 1959). Monogenea (zabrohlisti) —
Dactylogyrus lamellatus (Achmerow, 1952), Dactylogyrus ctenopharyngodonis
(Achmerow, 1952), Dactylogyrus vistulae (Prost, 1957), Gyrodactylus sp., Diplozoon
paradoxum (Nordmann, 1832). Trematoda (motolice) — metacerkarie — Rhipidocotyle
illense (Ziegler, 1883), Diplostomum spathaceum (Rudolphi, 1819), Posthodiplostomum
cuticola (Nordmann, 1832), Apharyngostrigea cornu (Zeder, 1800), Metagonimus
yokogawai (Katsurada, 1912). Cestoda (tasemnice) — Bothriocephalus acheilognathi
(Yamaguti, 1934), larvy: Ligula intestinalis (Linnaeus, 1758), Gryporhynchus
cheilancristrotus (Wedl, 1855). Nematoda (hlistice) — Pseudocapillaria tomentosa
(Dujardin, 1843). Acanthocephala (vrtejsi) — Pomphorhynchus laevis (Miiller, 1776),
Neoechinorhynchus rutili (Miiller, 1780). Hirudinea (pijavice) — Piscicola geometra
(Linnaeus, 1761). Copepoda (klanonozci) — Ergasilus sieboldi (Nordmann, 1832),
Lernaea ctenopharyngodontis (Yin, 1960) a Branchiura (kapfivci) — Argulus foliaceus
(Linnaeus, 1758) (Barus et Oliva, 1995).

Pludek amura je predev§im velmi citlivy na vyskyt tasemnice Bothriocephalus
acheilognathi, jejimz mezihostitelem jsou buchanky, skrz které se muze pladek snadno
nakazit jiz na zacatku své exogenni vyzivy, coz muze vést k ucpani lumenu stfeva a
naslednému uhynu obsadky (Hartman et Regenda, 2014). Velka citlivost je také vuci
vyskytu motolice Diplostomum spathaceum, jejimz mezihostitelem jsou plovatky, které
zpusobuji velké potize rybam a ekonomické ztraty chovatelim (Crowden et Broom,
1980; Shariff et al., 1980; Owen et al., 1993; Buchmann et Uldal, 1994; Karvonen et
al., 2004b; Seppila et al., 2004; Voutilainen et al., 2008; Hartman et Regenda, 2014;
Zuskova et al., 2015).

2.4. Trematodozy

Infekéni onemocnéni zptisobené helminty ze tfidy Trematoda jsou souhrnné
nazyvany trematod6zy. Mezi zdvazna onemocnéni vyskytujici se v nasich podminkéach
u ryb miZzeme zaradit sanguinikol6zu, u niZ ryba piedstavuje definitivniho hostitele a
parazit se v ni vyskytuje jako dospélec a diplostomdzu, zptisobenou larvalnim stadiem
parazita a ryba zde vystupuje v roli mezihostitele. Méné ¢astymi onemocnénimi jsou
postodiplostomo6za, vyvolana metacerkariemi motolice Posthodiplostomum cuticola,

parazitujicimi v kiizi a podkozi ryb a vyvolavajici tzv. Cernou skvrnitost. Ta je
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zptisobena nahromadénim velkého mnozstvi melaninu v podkozi. Dal§i vyznamnou
trematodézou ryb zhlediska zoonotického potencidlu je metagonimoéza, jejiz
metacerkarie 1ze nalézt encystované prevazné v Supinach rtiznych druhi ryb. PoSkozeni
ryb touto infekci neni tak zavazné, vyznamny je vSak mozny pienos na clovéka

(Svobodova et al., 2007).

2.4.1. Diplostoméza

Jedna se o velmi casté onemocnéni volné zijicich ryb, pfi kterém je ocni Cocka
napadena parazity rodu Diplostomum. Podle studie Niewiadomska et Laskowski (2002)
mize byt jedna o¢ni C¢ocka napadena metacerkariemi hned nékolika druhti z rodu
Diplostomum soucasné. Larvalni stadium — metacerkarie daného druhu motolice se
Vjedinci vyviji a ovliviluje dané¢ho jedince. Toto onemocnéni je bézné prevazné
U lososovitych a bylozravych druhti ryb chovanych v rybnicich. Nejnachylnéjsi
k napadeni jsou predevs§im juvenilni stadia téchto druhd. Silné napadeni timto parazitem
bylo zjisténo u siha peledé (Coregonus peled), siha severniho marény (Coregonus
maraena) a kaprovce velkoustého (Ictiobus cyprinellus). Z hospodaisky vyznamnych
druhti prokazal nejvétsi odolnost proti této nemoci lin obecny (Tinca tinca) (Svobodova

et Faina, 1992; Svobodova et al., 2007).

2.4.1.1. Klinické priznaky onemocnéni

Juvenilni stadia ryb byvaji neklidna a maji drobna, ale viditelna poranéni na kiizi a
zabrach. K thynu dochéazi pouze vyjimecné u velmi masivniho napadeni (tzv. akutni
diplostomdézy) mladych jedinct. V pocatku napadeni ocni cocky metacerkariemi byvaji
ptiznaky nevyrazné (Shariff et al., 1980; Svobodova et al., 2007). Je patrné posSkozeni
zraku a tmavé zbarveni silné napadenych ryb, pfedev§im pstruhti (Rintaméki-Kinnunen
et al., 2004; Seppila et al., 2005b). V prubé¢hu onemocnéni se za¢ina objevovat mlééné
zakaleni oc¢ni CoCky (parazitarni zakal oc¢ni cocky), dislokace cocky
(umisténi cocky mimo optickou osu oka), zmény jeji velikosti a tvaru, exoftalmie
(vytlaceni oka z ocnice), slepota, zmé&na rychlosti ristu a ubytek hmotnosti, coz miize
vést az ke smrti jedince (Shariff et al., 1980; Svobodova et Faina, 1992; Svobodova et
al., 2007).
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2.4.1.2. Diagnostika onemocnéni

Diagnéza se stanovuje na zaklad¢ vySetfeni o¢ni ¢ocky a nalezu metacerkarii. Pred
samotnym vySetienim se ryba usmrti. Oko se vySetii adspekci (pohledem) a nasledné¢ je
z oka vyjmuta ocni ¢oCka, kterda se umisti mezi dvé podlozni sklicka a postupnym
zvySovanim tlaku na sklicko se ¢ocka komprimuje a vytvoii se tzv. kompresni preparat,
ktery se mikroskopuje, poptipadé sleduje pomoci binolupy. Vysetiuji se vzdy ob¢ oci a
zaznamenava se pocet metacerkarii v kazdém z nich (Svobodova et Faina, 1992;

Karvonen et al., 2004c).

2.4.1.3. Preventivni opati‘eni

U vétsiny nemoci ryb spoc¢iva prevence v pravidelnych kontrolach zdravotniho stavu
jedinct, u diplostomo6zy tomu neni jinak. V piipadé¢ vyskytu motolic ve vétSim
mnozstvi, je zadouci prerusit vyvojovy cyklus parazita. Jednou moznosti je eliminace
definitivnich hostitelti (rybozravych ptakd) v misté chovu ryb, coz v soucasnosti neni
mozné podle ustanoveni § S5a odst. 1 zdkona ¢. 114/1992 Sb., O ochrané ptirody a
krajiny, ve znéni pozd¢jSich predpisi. Proto se pfistupuje k pouzivani ochrannych siti
na pstruhovych rybnicich, slouzicich k omezeni ndleti téchto ptakt (Semenas, 1998;
Svobodova et al., 2007), neni tim vSak zcela eliminovana moznost pfenosu trusem.
Druhou variantou je eliminace potencionalnich mezihostiteli (plovatek) hned nékolika
Zpusoby: mechanickou, fyzikélni, chemickou ¢i biologickou cestou. AvSak ani jedna
Z uvadeénych metod neni dostatecné u€inna sama o sobé&, proto se doporucuje jednotlivé

metody kombinovat (Svobodova et al., 2007).

Mechanicka metoda spociva v pravidelném odstranovani plovatek z rybochovnych
umisténim uhelonu (v pfipadé rybochovnych objektll) a siti z draténého pletiva
(v ptipadé rybnikll) na ptitok. Tato sita jsou v rybnicich umisténa po celou dobu
odchovu ryb a je nutné je pravidelné kontrolovat a Cistit, nebot’ 1 plovatky zachycené na
sitech jsou schopné uvoliovat cerkarie (Svobodova et Faina, 1992; Semenas, 1998;
Svobodova et al., 2007). Piskové filtry a bubnové filtry s mikrosity pouzivané
V rybochovnych zafizenich mohou také zmirnit prunik plovatek do systému a vyrazné
zpomalit priichod cerkarii, coz nasledné¢ mulzZe vést ke snizeni schopnosti invadovat

rybiho mezihostitele. Zadny z téchto filtrti viak neni schopen zachytit 100 % cerkarii
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(Svobodova et Faina, 1992; Field et Irwin 1994; Larsen et al., 2005). V ptipadé
bubnového filtru se doporucuje pouzit mikrosito o velikosti ok 32 mikrometrt, jez

Vv laboratornich podminkach dokazalo zadrzet az 99 % cerkarii (Larsen et al., 2005).

Fyzikalni metoda spociva v dikladném vysuSeni a vymrznuti dna rybnikt a nadrzi,
coz se provadi vzimnim obdobi (Svobodova et Faina, 1992; Semenas, 1998;
Svobodova et al., 2007).

Chemicky zptisob likvidace se da provést s vyuzitim preparati s moluskocidnimi
ucinky. Zasah se provadi na jafe, kdy se napusti rybnik z jedné tfetiny az poloviny
vodou, pfiCemz je nutné, aby bylo zatopeno celé rybnicni dno, nasledné dojde
K uvolnéni plovatek ze dna rybnika a je aplikovan moluskocid. V minulosti se hojné
pouzivala celd fada moluskocidnich pfipravkli na bazi médi, cinu, ¢i organickych
sloucenin fosforu ¢i palené vapno (Svobodova et Faina, 1992). Napiiklad pii likvidaci
plovatky bahenni (Lymnaea stagnalis) se pouzival moluskocidni pifipravek Kuprikol 50
v davee 30 kg.ha® pii primémé hloubce 1 metr (Svobodova et al., 2007). Mnohé
z téchto moluskocidnich preparati jsou vSak dnes povazovany za latky pro zdravi
nebezpeéné a naklddani snimi je znaéné omezeno nebo zcela zakazano podle
ustanoveni § 39 zakona ¢. 254/2001 Sbh., O vodach a o zméné nékterych zakoni (vodni

zakon).

Posledni pouZivanou metodou v boji proti plovatkdm je metoda biologicka. V naSich
podminkach lze pouzit kapra K, 0 hmotnosti nad 500 g nebo lina L3 pfti hustoté obsadky
500-600 ks.ha, ktery je schopen likvidovat malé juvenilni plovatky (Svobodova et al.,
2007). Dale se jako prirozeny predator osvéd¢il amur cerny ve véku tii az péti let, u
kterého byla podle studie Ben-Ami et Heller (2001) prokazana schopnost likvidace
mékkysh az o 66 % v zavislosti na mnoZstvi predatorti a pfirozenych tkrytd mekkyst
Vv prostiedi. Hlavnim preventivnim opatfenim diplostomo6zy u akvarijnich ryb je
zamezeni pienosu plovatek z pfirody do akvarii. Vlivem zvySeni teploty by totiZ mohlo

dojit k masivnimu uvolnéni cerkarii a nasledné diplostoméze (Svobodova et al., 2007).

Plo$né preventivni podavani antiparazitik hospodafskym druhtim ryb se neprovadi,

z diivodu vzniku mozné rezistence na pouzitd antiparazitika (zejm. praziquantel) hojné

24

verb).
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2.4.1.4. Lécba onemocnéni

V minulosti se 1écba diplostomdzy v rybaifské praxi neprovadéla (Svobodova
et Faina, 1992). V soucasnosti se ke snizeni vyskytu metacerkarii Diplostomum
spathaceum v o¢ni ¢oc¢ce ryb doporuCuje podavani antiparazitika praziquantelu, bud’
peroralni aplikaci ve form¢ medikované krmné smési (Noga, 1995; Svobodova et al.,

2007; Zuskova et al., 2015) nebo pomoci 1é¢ebnych koupeli (Noga, 2010).

Medikovana krmnd smés se doporucuje podavat v mnozstvi 50 mg PQ.kg‘1
hmotnosti obsadky podle studie Bylund et Sumari (1981) provedené u pstruhti a vranek,
& podavat jednorazové davky 330 mg PQ.kg™ hmotnosti obsadky podle studie Székely
et Molnar (1991) provedené u amura a tolstolobika. Ve studii Zuskova et al., 2015 se
uvadi, Zze nejvhodng&;jsi aplikaéni schéma k dosazeni uplného vymizeni D. spathaceum u
amura bilého ve venkovnich podminkach je podani 6x 50 mg PQ.kg” hmotnosti
obsadky (obden), &trnact dni pauza a op&t podani 6x 50 mg PQ.kg™ hmotnosti obsadky.
Celkova davka tedy ¢ini 600 mg PQ.kg™ hmotnosti obsadky.

Pro aplikaci praziquantelu pomoci 1é¢ebné koupele se doporucuje prozpustit 10 mg
praziquantelu v jednom litru vody a ryby do této lazné ponofit na jednu hodinu. Podle
studie Székely et Molnar (1991) tak dojde Kk eliminaci vice nez 90 % metacerkarii
D. spathaceum u amura bilého a tolstolobika bilého. Nebo pfipravit lazen o koncentraci
1 mg PQ.I™" vody a ryby v ni ponechat 90 hodin, zde ma podle studie Székely et Molnar
(1991) dojit se 100% odstranéni metacerkarii D. spathaceum u amura bilého a
tolstolobika bilého. V jiné studii, provedené na sumeckovi teCkovaném se doporucuje
pripravit lazeni obsahujici 2 mg PQ.I™ vody a ryby v ni ponechat po dobu 2 a 4 hodin,
lé¢bu je vsak tieba opakovat po dobu 21 dni, coz podle studie Plumb et Rogers (1990)
zajisti eliminaci 86 % metacerkarii D. spathaceum v ptipadé dvouhodinové lazné a

90 % metacerkarii D. spathaceum u ¢tythodinové lazné.

2.5. Antiparazitika ve veterinarni mediciné

Jedna se o latky, které Ize vyuzit pfi 1é¢bé onemocnéni €i preventivnich opatienich.
Pro efektivni 1écbu je vSak dulezité znat zivotni cyklus a biologii parazita a spravné

diagnostikovat onemocnéni na zéklad¢ klinickych ptiznakt a vySetteni.
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Antiparazitika muzeme rozdé€lit na endoparazitika (plsobici proti vnitinim
parazitim), ektoparazitika (ptsobici proti vnéjSim parazitim) a endektoparazitika (latky
pusobici na vnéjsi 1 vnitini parazity zaroven). Antiparazitika mohou diky svému ucinku
pusobit na specifické enzymy paraziti nebo na enzymy, které jsou pro parazity
nezbytné. Tyto enzymy vSak nemusi byt zcela nezbytné pro hostitelsky organismus.
Antiparazitika mohou rovnéz ovliviiovat biochemické pochody v téle parazita a pusobit
na jeho energeticky metabolismus ¢i neuromuskularni aparat (Riviere et Papich, 2009;

Lamka et Duchacek, 2014).

Zpusob podani antiparazitik se u jednotlivych zvitat li§i. U ryb pfichazi v uvahu tfi
zpusoby aplikace 1é¢ebné latky. Peroralni aplikaci (podani 1écebné latky usty) je mozné
provést poddvanim medikované krmné smési obsahujici dané antiparazitikum nebo
zavedenim daného antiparazitika pomoci jicnové sondy do gastrointestinalniho traktu
(GIT) (Svobodova et al., 2007; Sudova et al., 2009; Sudova et al., 2010). Peroralni
aplikace se pouziva predevsim pii 1é¢beé endoparazitdéz. V soucastnosti vSak na naSem
trhu neni zadny registrovany medikovany premix obsahujici dané antiparazitikum pro
ryby. Z tohoto diivodu se pro vyrobu medikované krmné smési pouzivaji bud’ premixy
s povolenou vyjimkou Statni veterinarni spravy CR a Ustavu pro statni kontrolu
veterinarnich biopreparatt a 1é¢iv dle § 46 odst. 1 zakona ¢. 378/2008 Sb., O lécivech,
jakym je v soucasnosti napi. Prazicest (s ucinnou latkou praziquantel, vyrdbény
spole¢nosti Pharmagal s.r.o, Slovensko), nebo veterinarni 1ékaft na vlastni zodpovédnost
aplikuje 1é€bu ,,off label* tedy s uzitim 1é€iva pro jiny druh zvifete ¢i jinou indikaci
nebo lé¢ivo humdnni (Kolafova et Nepejchalova, 2015). Hlavni vyhodou podani
antiparazitika perordlni cestou ve formé¢ medikované krmné smési je, ze nedochézi
k nadmérnému stresu ryb a tento zptsob je vcelku nenaro¢ny. Hlavni nevyhoda vsak
spociva v tom, Ze je téméf nemozné zajistit rovnomérnou distribuci medikované krmné
smési vSem rybam v obsadce. SnazSi tomu je u lososovitych druhii ryb, které jsou
schopné piijimat medikovanou krmnou smés ihned u hladiny, na rozdil od kaprovitych
ryb, jez pfijimaji potravu ze dna. Casto se také stava, ze ryby vlivem onemocnéni
pfijimaji potravu jen v omezeném mnozstvi ¢i trpi nechutenstvim (Noga, 2010;
Kolarova et Nepejchalova, 2015). Podani antiparazitika pomoci jicnové sondy se témér
neprovadi. Hlavni nevyhodou totiz je ndro¢né vpraveni pfipravené¢ho antiparazitika do
GIT ryb, pfi kterém dochézi k nadmérnému stresu ryb vlivem manipulace. Diky tomu,

je tento zplsob spiSe vhodny k experimentadlnim ucellim a z ¢asového hlediska jej lze
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uplatnit jen u malého poctu ryb (Svobodova et al., 2007). Injekéni aplikaci 1ze provést
intramuskularné (vpravenim lécebné latky do svalu) a subkutdln¢ (vpravenim lécebné
latky do podkozi). Tohoto zptsobu aplikace se vyuziva piedev§im v chovu lososovitych
ryb (Noga, 2010). Hlavni vyhodou totiz je, Ze ryba dostane piresné mnoZzstvi 1écebné
latky. Avsak tato metoda je manudlné i Casové narocnd a muze vést ke stresu a
poskozeni ryb (Svobodova et al., 2007; Noga, 2010). Dalsi zpisob aplikace
antiparazitik je pomoci 1écebnych koupeli ryb, kdy jsou ryby vystaveny koncentraci
daného antiparazitika rozpusténého ve vodé (Treves-Brown, 2000). Tato aplikace se
provadi zejména pfi 1écbe ektoparazitdz, kdy latka ptisobi na infekci na zabrach a kuzi.
A zaroven dochazi ke vstfebavani ucinné latky ptes kizi a zdbra do téla ryby, kde tato
latka plisobi jako endoparazitikum. Hlavni vyhodou této jednoduché a financné
nendro¢né¢ metody je to, ze je mozné takto oSetfit velké mnozstvi napadenych ryb a

zajistit rovnomérnou distribuci u¢inné latky (Kolarova et Nepejchalova, 2015).

Proces vstfebavani ucinné latky, mize byt tedy bud’ ze stieva, zaludku, podkozi ¢i
ptes kizi do krevniho fecisté a orgdnti. Metabolizace latky probihd vétSinou v jatrech a

vylucovani je mo¢i a trusem (Riviere et Papich, 2009; Lamka et Duchacek, 2014).

Antiparazitika mizeme také rozdélit do né¢kolika skupin podle cilového parazita, na
kterého pusobi. Antiprotozoika (plsobici na jednobunééné parazity), antitrematoda
(proti motolicim), anticestoda (proti tasemnicim), antinematoda (proti oblym cerviim).
Komplexné mizeme posledni tfi jmenované oznacit jako antihelmintika (Riviere et

Papich, 2009; Lamka et Duchacek, 2014).

Antihelmintika se pouzivaji k 1écbé helmintéz zptsobenych celou fadou paraziti
zkmene Nematoda. Jednou znejcastéji se vyskytujicich helmintéz u ryb je
diplostomodza, jez zpusobuje velké potize rybdm a ekonomické ztraty chovatelim
(Zuskova et al., 2015). Jako prvni 1éCivo proti parazitim z kmene Nematoda,
vyskytujicich se v zazivacim traktu domaécich zvifat bylo pouzito 1é¢ivo na bazi
thiabendazolu. V soucasnosti je tato latka pouzivana pouze jako antimykotikum, jelikoz
pfi vyssi koncentraci miZe plsobit teratogenné a neurotoxicky. Doposud jsou vSak
pouzivany jiné derivaty thiabendazolu ze skupiny benzimidazolli (heterocyklickych
aromatickych sloucenin vzniklych fuzi benzenu a imidazolu) v boji proti infekcim
zpusobenym motolicemi ze tfidy Trematoda a tasemnicemi tfidy Cestoda u domacich
zvitat. Mezi tyto derivaty se fadi albendazol, fenbendazol, flubendazol, mebendazol a

oxibendazol. Lécba motolic mize byt také provedena dal$imi latkami jako rafoxanid,
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klorsulon a praziquantel. U tasemnic se vyuzivaji latky na bazi niklosamidu,
nitroskanatu a praziquantelu (Dobsikova et al., 2012). V soucasné dob¢ vSak na nasem
uzemi neni k dispozici zadnd registrovana latka urCena primarné v boji proti
endoparazitim zacilend na tasemnice a motolice ryb a ani zadny registrovany lécivy

ptipravek antiparazitarniho charakteru pro ryby (Kolarova et Nepejchalova, 2015).

2.6. Vybrana antiparazitika (antihelmintika)
2.6.1. Praziquantel (PQ)

Systematicky nazev  praziquantelu je  2-cyklohexylkarbonyl-1,2,3,6,7,11b-
hexahydro-4H-pyrazino[2,1-a]isochinolin-4-on (Cioli et Pica-Mattoccia, 2003).

O

O

Obr. 2: Chemicka struktura praziquantelu (Dayan, 2003).

Jedna se o bily krystalicky prasek nahotklé chuti, hydroskopického charakteru. Taje
pii teploté 136-140 °C. Ma snadnou rozpustnost v chloroformu, dimethylsulfoxidu a

ethanolu a malou rozpustnost ve vodé (Cioli et Pica-Mattoccia, 2003; Doenhoff, 2008).

Mechanismus U¢inku spociva v naruSeni funkce neuromuskularni soustavy a
energetického metabolismu parazita (Bylund et Sumari, 1981; Bjorklund et Bylund,
1987). Pii kontaktu parazita s praziquantelem totiz dochazi k vzdjemnému plisobeni
fosfolipidli a bilkovin, coZ vede k nevratnému poskozeni tegumentu parazita, poklesu
hladiny vépniku v téle a naslednym télnim kontrakcim parazita. To vSe je doprovazeno

velkymi ztratami glukdzy a pasobeni proteolytickych enzymu (Treves-Brown, 2000).

Piivodné byla tato latka testovana spolecnosti Merck, jako potenciondlni slozka 1éka
proti chorobné uzkosti a strachu. V 70. letech spolecnost Bayer odhalila antiparazitické

ucinky této latky a vyzkum se piesunul k rozvoji 1éku proti helmintim (Cioli et Pica-
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Mattoccia, 2003). Na trhu se tak objevily preparaty jako Biltricid, uzivany Kk 1écbé lidi
postizenych helmintézami a Droncit (,,EMBAY 8440“, Praziquantel) pouzivany pro
veterinarni Ucely, pfedevsim v boji proti mnoha druhim parazit ze tfidy Trematoda a
Cestoda (Gonnert et Andrews 1977; Thomas et Gonnert 1977). V soucasnosti je na
svétovém trhu spousta komeréné vyrabénych preparati obsahujicich praziquantel, jako
ucinnou latku, od rtznych vyrobci. Mizeme zminit Bilharzid (Pharco), Prazitel
(Cosmos), Drontal (Bayer) ¢i Prazicest (Pharmagal) (Cioli et Pica-Mattoccia, 2003;
Kolafova et Nepejchalova, 2015).

U psit, kocek a koni se 1éCivo obsahujici praziquantel pouziva celkem bézné
(Rehbein et al., 2007; Cunningham et al., 2010), avSak podavani tohoto léCiva
hospodaiskym zvifatim ur¢enym ke konzumaci je zakazano (Dobsikova et al., 2012).
Aplikace je povolena pouze v odivodnénych pfipadech, na vyjimku Statni veterinarni
spravy CR (SVS) a Ustavu pro statni kontrolu veterindrnich biopreparati a 1é&iv
(USKVBL) na vlastni zodpovédnost veterinarniho 1ékafe. V piipadé, Ze se veterinarni
I¢kat rozhodne aplikovat praziquantel, je vSak nutné, aby byla dodrzena standardni
ochranna lhitu, tzn. nejméné 500 stupiiodni od posledni aplikace podle zdkona
¢.166/1999 Sb., O veterinarni péi a o zméné¢ nekterych souvisejicich zékont
(veterinarni zakon) nez je mozné provést konzumaci. Pocet stupiiodnii se V ptipadé
aplikace rybam urci vynasobenim primérné denni teploty vody poctem dnli (Kolafova

et Nepejchalova, 2015).

Zpisob podani praziquantelu se u jednotlivych zvirat lisi. U psi, kocek, koni a ovci
jsou moznosti podani peroralni, intramuskuldrni a subkutalni cestou (Dayan, 2003). U
ryb je praziquantel podavan nejcastéji peroralni aplikaci formou medikované krmné
smési (Tubbs et al., 2006; Tubbs et al., 2008; Sudova et al., 2010; Zuskova et al., 2015)
a 1é¢ebnych koupeli o riznych koncentracich (Buchmann, 1986; Mitchell, 2004; Ward,
2007). V ojedinélych ptipadech také pomoci jicnové sondy (Sudova et al., 2010) ¢i
injekéni aplikaci (Lorio, 1989). U¢inné mnozstvi aplikovaného praziquantelu se

pohybuje v rozmezi 5-100 mg.kg™, podle druhu parazita (Treves-Brown, 2000).

V komercnich piipravcich se 1é€ivo obvykle vyskytuje ve formé& racemické smési,
V niz je stejnym dilem zastoupen R - (-) — enantiomer a S - (+) — enantiomer. I piesto, ze
S - (+) — enantiomer je povazovana za net¢innou slozku (Andrews et al., 1983; Xiao et
Catto 1989; Staudt et al., 1992). Podle studie Wu et al. (1991), ve které byl praziquantel

podavan lidem bud’ jako R - (-) — enantiomer v davce 20 mg.kg™® hmotnosti nebo
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v racemické smé&si obou enantiomer v davce 40 mg.kg™ hmotnosti, nebyl zjistén zadny
statisticky vyznamny rozdil mezi témito dvéma zplsoby podani praziquantelu. Bylo
vak zjisténo, Ze 1é¢ba provedena podanim R - (-) — enantiomer v davce 20 mg.kg™
hmotnosti vyvolava u pacienti méné vedlejSich G¢inkt a je mozné podani jen
polovi¢niho mnozstvi praziquantelu nez v ptipadé racemické smeési. U savcu a ryb je
absorpce peroralné podaného praziquantelu velmi rychld, k metabolizaci dochazi
V jatrech a praziquantel je vyloucen moci spolu s metabolity (Dayan, 2003; Tubbs et al.,
2008).

Na zakladé¢ provedenych testii (test akutni toxicity, akutni imobiliza¢ni test) na
vodnich organismech (Poecilia reticulata a Daphnia magna) provedenych na VURH ve
Vodnanech a z hlediska specialnich rizik 1ze praziquantel dle zakona ¢. 356/2003 Sh., O
chemickych latkach a pfipravcich ve znéni pozdéjSich predpisi a jeho provadéci
vyhlasky ¢. 389/2008 Sb., oznacit vétou R52: Skodlivy pro vodni organismy. Vysledky
testu akutni toxicity praziquantelu pro zivorodku duhovou (Poecilia reticulata) byly
stanoveny na 96h LC50 = 50-100 mg.I"* praziquantelu a akutni imobilizagni test pro
hrotnatku velkou (Daphnia magna) udava 48h EC50 = 43. Zjisténé letalni koncentrace
poukazuji na vysoky terapeuticky index praziquantelu (pomér davky lé¢ebného ¢inidla,
ktera vyvola 1éCebny ucinek, k davce zpusobujici thyn). Toto je velmi dilezité,
z diivodu minimalizace negativnich u¢inki pii ndhodném pieddvkovani (Zuskova,
2015). Akutni toxicita praziquantelu pro juvenilni jedince amura bilého
(Ctenopharyngodon idella) byla stanovena na 63,4 mg.I" (24h LC50) a 60,6 mg.I" (96h
LC50) podle studie Mitchell et Hobbs (2007).

V minulosti byla vcelé fadé studii prokazana ucinnost praziquantelu proti
Monogeniim (Kim et al., 2001; Williams et al., 2007; Yamamoto et al., 2011),
Cestodam (Pool et al., 1984; Mitchell, 2004; Ward, 2007; Mitchell et Darwish, 2009;
Voutilainen et al., 2009; Sudova et al., 2010; lles et al., 2012), Neoophoram (Justine et
al., 2009) a Trematodam (Nagano et al., 2003; Shirakashi et al., 2012) u celé fady
rybich druht.

Utinnost praziquantelu byla téZ potvrzena ve studiich zabyvajicich se cerkariemi a
metacerkariemi Diplostomum spathaceum (Bylund et Sumari 1981; Moser et Sakanari,
1986; Heckmann, 1987; Plumb et Rogers, 1990; Székely et Molnar, 1991; Krum et al.,
1992) a D. spathaceum u amura bilého (Székely et Molnar, 1991; Zuskova et al., 2015).
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2.6.2. Mebendazol (MB)

Systematicky nazev mebendazolu je methyl-(5-benzoyl-1H-benzimidazol-2—yl)
karbamat (Dayan, 2003).

O CHs
H /
N >\~o
/>—NH
N

Obr. 3: Chemicka struktura mebendazolu (Dayan, 2003).

Jedna se o bily prasek, témér nerozpustitelny ve vode, ethanolu a dichlormetanu.
Svym charakterem se fadi mezi antihelmintika benzimidazolové skupiny, piisobici na
parazity traviciho traktu z kmene Nematoda (Dobsikova et al., 2012). Od ostatnich
benzimidazolti se 1iS§i tim, ze neni inhibovan fumaratreduktdzou. Jeho pusobeni
spociva v ireverzibilni inhibici absorpce glukdzy, coz vede k naruseni transportu,
tvorby ATP a vyCerpani zasob glukdézy u parazita. Nésledné dochdzi ke snizeni
pohyblivosti parazita vlivem ochrnuti jeho svalové soustavy a po Case dochazi ke
smrti parazita (Frayha et al., 1997; Corréa, 1999; Rang et al., 2007).

Vlivem S$patné rozpustnosti je pouze malé procento mebendazolu absorbovano
zGIT po perordlnim podani ve srovnani sjinymi derivaty (albendazolem ¢i
oxibendazolem). I pfesto je dosahovano terapeutickych ucinkd u domacich 1
hospodarskych zvifat. Obecné je mebendazol malo metabolizovan a vétsina 1éCiva je

vyloucena v nezménéné podobé trusem (Dobsikova et al., 2012).

PouZivani této latky je podle mezinarodniho registru 1é¢iv mozné u doméacich
zvitat (pst, kocek) hospodarskych zvitat (koni, ovci, oslil, prasat véetné jejich mlad’at)
(Dayan, 2003) a u sparkaté zvéfe velmi casto v kombinaci srafoxanidem ¢i
metrifonatem (Dobsikova et al., 2012). Také je tuto latku mozné pouzit u zvifat
urcenych ke konzumaci, avsak je potteba dodrzet ochrannou lhiitu sedm dni pro maso

a 24 hodin pro mléko, v niZ je zakazdno maso a mléko téchto zvifat konzumovat. U
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osli je kontraindikace mebendazolu béhem prvnich Ctyf mésicii biezosti, u ovci a
skotu, stejné tak i u psu a kocek lIze tuto latku pouzit i v obdobi biezosti (Dayan,
2003).

Zpusob podani latky je ve vétsiné piipadi (u domacich a hospodaiskych zvirat)
peroralni ve formé premixi pro medikovanou krmnou smés, past, tablet a granuli
(Riviere et Papich, 2009). U ryb se doporucuje provadét osetieni touto latkou pomoci
1é¢ebnych koupeli (Noga, 2010) a téZ podavanim medikované krmné smeési obsahujici

mebendazol (Chagas et al., 2016).

Nékteré studie prokazaly G¢innost mebendazolu proti Monogeniim (Svobodova
etal., 1990; Buchmann et al., 1992; Varriale et al., 1992; Kim et al., 1998; Martins
et al., 2001; Chagas et al., 2016) a Cestodam (Duran et al., 1989) jiné jeho t¢innost
neprokazaly (Katharios et al., 2006). Testovani G¢innosti mebendazolu v boji proti

cerkariim a metacerkariim Diplostomum spathaceum nebylo doposud provedeno.
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3. Metodika

3.1. Misto pokusu

Cely experiment probihal v laboratornich podminkdch VURH FROV ve Vodiianech.
Vsechna pokusna akvaria byla pied zacatkem pokusu dezinfikovana pomoci Sava
(obsah chlornanu sodného 5 %) a diikladné vymyta ¢istou vodou. Pro experiment bylo
vybrano devét stolitrovych akvarii. VSechna akvaria byla usazena v kovovém ramu
v akvarijni mistnosti v co mozna nejshodné&jSich podminkach (Obr. 4). Rozifazeni

akvarii pro jednotlivé skupiny ryb bylo provedeno ndhodné¢.

Akvaria byla naplnéna vodou pftiblizn€ do poloviny svého objemu (tzn. 50 1 vody).
Teplota vody se pohybovala v rozmezi 18-20 °C v prib&hu celého experimentu. Aerace
byla zajiSténa pomoci vzduchovacich kaminkii. Obsah rozpusténého kysliku ve vodé se
pohyboval v rozmezi 80-90 %. Akvaria neméla implementovana zaddnad uméla
osvétleni, takze osvétleni akvarii odpovidalo venkovnim svételnym podminkam (zafi az
fijen). V pravidelnych intervalech, kazdy druhy den, byla vyméiovéana polovina objemu

vody (tzn. 25 1) a akvaria byla mechanicky ociSténa pomoci stérky a houbicky.
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Obr. 4: Pokusna akvaria (Foto: Zdenék Ipser).

3.2. Experimentalni ryby

Jako pokusna ryba byl zvolen amur bily (Ctenopharyngodon idella). Jednalo se o
juvenilni jedince ve stafi tii mésict. VSichni jedinci byli pfirozené¢ nakazeni

metacerkariemi motolice o¢ni (Diplostomum spathaceum) v o¢ni ¢occe. Infikované
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ryby (300 kust) byly ziskany z venkovniho chovu experimentalniho rybochovného
pracoviSté a pokusnictvi ve Vodnanech. Po pfevozu do laboratornich podminek byly
ryby oSetfeny ldzni obsahujici kyselinu peroctovou (ve formé 36% Persterilu), aby
doslo k odstranéni piipadnych ektoparaziti. Ryby byly po dobu péti dni aklimatizovany
Vv laboratornich podminkéach a bylo jim pfedkladano krmivo KP1, jimz byly nasledné
krmeny ryby v kontrolni skupiné. Pfed zacatkem testu bylo deset nahodné vybranych
kusti ryb parazitologicky vysetieno (primérna hmotnost jedné ryby + smérodatna
odchylka ¢inila 1,6 = 0,1 g; primérny pocet motolic na jednu rybu + smérodatna
odchylka byl 21,1 + 8,3) a byla zjisténa 100% prevalence metacerkarii Diplostomum
spathaceum.

3.3. Design pokusu

Po aklimatizaci byly ryby rovnomérné rozdéleny do ¢tyi skupin dle nasledujiciho

schématu:

e 1.skupina

o 2 akvaria po 25 kusech ryb

o medikovana krmnéa smés Pramik 1
e 2.skupina

o 2 akvéria po 25 kusech ryb

o medikovand krmné smés Pramik 2
e 3.skupina

o 2 akvaria po 25 kusech ryb

o medikovand krmné smés s mebendazolem (MB)
e 4. skupina

o 3 akvaria po 25 kusech ryb

o granulované krmivo KP1

3.4. Medikovana krmna smés a zpusob aplikace testované latky

Experimentalnim rybam byly podavany ¢tyfi druhy krmnych smési (Obr. 5).
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Prvni z nich bylo primyslové vyrdbéné granulované krmivo KP1 kondi¢ni, urcené
pro rozkrm kaptiho plidku, od vyrobce VKS Stiibrné hory, obsahujici Srotovanou
pSenici a kukufici, fepkové expelery (pokrutiny), krmnou pSeni¢nou mouku, loupany
extrahovany toastovany sdjovy Srot, rostlinny olej vyrobeny ze soje, vitaminy a
minerdlni latky s nutricnim slozenim: 13,21 % dusikaté latky, 3,7 % tuku, 4,6 %
vlakniny a 3,24 % popelovin. Timto krmivem byly v pribéhu experimentu krmeny ryby
Z kontrolni skupiny a zaroven slouzilo jako hlavni slozka krmiva pro skupinu, které byl

podavan mebendazol.

Medikované krmivo obohacené o mebendazol bylo pfipraveno dle standartniho
opera¢niho postupu pro ptipravu krmiva (SOP 03 RS) nésledujicim zpisobem: Na
pfesnych vahach bylo navazeno 0,55 kg KPI1. Pomoci elektrického homogenizatoru
rozemleto na jemny prasek a za pouZiti sita o velikosti ok 2 mm odseparovany Spatné
rozemleté Castice. Nasledné bylo odvazeno 475 g rozemletého prosetého krmiva KP1,
25 g hladké mouky a 1,25 g mebendazolu, ziskaného rozdrcenim tablet Vermox
(obsahujicich 100 mg mebendazolu v jedné tableté). Takto vytvoiena smés byla peclivé
zhomogenizovana a nasledné¢ zvlhcena pfiddnim 160 ml vodovodni vody. Pomoci
elektrického homogenizatoru bylo pfipraveno homogenni tésto, jez se vlozilo do
mlynku na maso a byly pfipraveny granule. Takto vzniklé vlhké granule byly rozlozeny
Vv tenké vrstvé na tdcy a ponechany pfirozenému vyschnuti pii laboratorni teploté po
dobu 48 hodin. Po dvou dnech byly granule piesety pies cednik, ktery zamezil
proniknuti vétSich hrudek, které by experimentalni ryby vzhledem ke své velikosti
nebyly schopny poziit. Takto vytvofend medikovand smés tedy obsahovala 2,5 g

MB.kg™ krmiva.

Dalsi komeréné vyrabénou medikovanou krmnou smési, jez byla v naS§em pokusu
pouzita, byl Pramik obsahujici testovanou latku praziquantel ve dvou koncentracich, a
t0 2,5 g PQ.kg™ krmiva u Pramiku 1 a 1,25 g PQ.kg™ krmiva u Pramiku 2. Medikované
krmivo vyrabéné firmou Mikrop Cebin déle obsahovalo zrna obilovin, olejnata semena,
minerdlni a doplitkové latky s nutriénim slozenim: 14 % dusikaté latky, 3,4 % tuku,
2,3% vlakniny a 3,8 % popela. Toto krmivo bylo mechanicky rozdrceno na

pozadovanou velikost, kterou byly testované ryby schopny poziit.

Vsechna krmiva byla podavana perordlné, manudlni aplikaci bez pouziti
automatickych davkovaci, kontrolnim i testovanym rybam, pravidelné v dopolednich

hodinach. Ryby byly krmeny vzdy Sest po sobé jdoucich dni a poté nasledoval den bez
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krmeni. Prvnich pét dni byly ryby krmeny 2 % hmotnosti obsadky, coz se ukazalo jako
pfili§ velké mnozstvi (polovina krmiva nebyla zkonzumovana). Proto byla krmné davka
sniZzena na 1 % hmotnosti obsadky, toto mnozstvi krmiva bylo okamzité¢ zkonzumovano
(Obr. 6). Pokud byly ryby krmeny 1 % hmotnosti obsadky, piijaly v jedné podavané
krmné davce medikovaného krmiva 25 mg PQ (Pramik 1), 12,5 mg PQ (Pramik 2) a
25 mg MB (skupina s mebendazolem).

Prvni parazitologické vysetieni pro skupiny ryb, kterym byl podavan praziquantel
(Pramik 1 a Pramik 2) bylo provedeno poté, co ryby zkonzumovaly v pfedkladaném
krmivu 500 mg PQ.kg™ hmotnosti obsadky pro skupinu Pramik 1 a 250 mg PQ.kg™
hmotnosti obsadky pro skupinu Pramik 2, v pfipadé¢ mebendazolu po zkonzumovani
300 mg MB.kg™ hmotnosti obsadky. Jednotliva parazitologickd vysetfeni V ptipadé
Pramiku byla provedena vzdy, kdyZz ryby zkonzumovaly davku PQ odpovidajici 4 %
hmotnosti obsadky. U mebendazolové skupiny ryb byla davka zkonzumovaného MB
mezi prvnim a druhym parazitologickym vysetfenim dvojnasobna (tedy 8 % hmotnosti
obsadky) a mezi tfetim a ¢tvrtym trojnasobna (tedy 12 % hmotnosti obsadky). V obdobi
mezi parazitologickymi vySetfenimi, ve kterych ryby zkonzumovaly 4 % hmotnosti
obsadky, ¢inilo mnozstvi zkonzumované testované latky obsadkou 100 mg PQ (Pramik
1), 50 mg PQ (Pramik 2) a 100 mg MB (skupina s mebendazolem). Pro snadné&jsi
orientaci je mnozstvi pfijaté testované latky pted provedenim jednotlivych

parazitologickych vysetieni uvedeno v tabulce (Tab. I., Tab. I1.).

Tab. I: MnoZstvi piijatého praziquantelu pro testované skupiny Pramik 1 a Pramik 2

v mg na kg hmotnosti obsadky pied provedenim jednotlivych parazitologickych vySeti-eni.

Mnozstvi prijatého praziquantelu
Parazitologické vySetfeni [mg.kg"l hmotnosti obsadky] pro testované skupiny

Pramik 1 Pramik 2

l. 500 250

I. 600 300

M. 700 350

V. 800 400

V. 900 450
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Tab. II: MnoZstvi prijatétho mebendazolu pro testovanou skupinu krmenou
mebendazolem vmg na kg hmotnosti obsadky pied provedenim jednotlivych

parazitologickych vysetieni.

Mnozstvi 1pf'ijatého mebendazolu
[mg.kg™ hmotnosti obsadky]
pro testovanou skupinu

MB

Parazitologické
vysetieni

l. 300

Il 500

M. 600

Iv. 900

Krmné davka byla po kazdém kontrolnim vySetfeni ryb z dané¢ho akvaria sniZena o
pocet odebranych ryb s predpokladem, ze hmotnost zbyvajicich ryb byla beze zmény

(tzn. podavané mnozstvi krmiva, slouzilo pouze jako zachovna davka).

-
Pramk 1 = | pramik2

7

. ——p

Obr. 5: Podavané krmné smési (Pramik 1,  Obr. 6: Pfijem medikované krmné smési
Pramik 2, krmna smés s mebendazolem a  Pramik 1 amurem bilym (Ctenopharyngodon
KP1) (Foto: Zdengk Ipser). idella) (Foto: Zdengk Ipser).

3.5. Kontrolni parazitologické vySetieni

Béhem kontrolniho parazitologického vySetieni bylo vzdy vySetfovano deset ryb
Z kazdé testované skupiny (Pramik 1, Pramik 2 a MB), pfi¢emz bylo odebrano pét ryb
z kazdého akvaria. Z kontrolni skupiny bylo odebrano také deset ryb, co mozna

nejrovnomeérngji ze tii akvarii. Odebrané ryby byly mechanicky usmrceny (pfestiizenim
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michy). Kazda ryba byla zvazena. Nasledné byly rybam vypreparovany oc¢ni cocky
(pomoci nuizek a pinzety — Obr. 7), které byly umistény mezi dvé podlozni sklicka.
Kompresi skli¢ek byl vytvoien preparat (Obr. 8) urceny pro mikroskopii. V kazdé ¢oéce
byly zaznamenany pocéty metacerkarii Diplostomum spathaceum (Obr. 9) a nasledné
byla stanovena prevalence infekce (tedy podil poctu infikovanych ryb a vysetfovanych
ryb) a intenzita infekce (tedy primérny pocet motolic v jedné vySetfované rybg).
Celkem bylo provedeno pét parazitologickych vySetfeni pro skupiny, kterym byl
poddvan praziquantel (Pramik 1 a Pramik 2) a Ctyfi parazitologickd vySetfeni pro
skupinu krmenou mebendazolem. Dalsi vysetfeni u MB skupiny se neprovadély
z divodu pocinajicich thynti ryb ve skupiné (po predpokladaném pii{jmu 500 mg
MB.kg™ hmotnosti obsadky).

A

Obr. 7: Preparace o¢ni o¢ky amura bilého (Ctenopharyngodon idella): A — nastiihnuti oka;
B — vyjmuti o¢ni cocky; C — detail ocni ¢ocky (Foto: Zdenék Ipser).

Obr. 8: O¢ni ¢oc¢ky amura bilého (Ctenopharyngodon idella) pred (A) a po kompresi (B)
(Foto: Zdengk Ipser).
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Obr. 9: Metacerkarie motolice o¢ni (Diplostomum spathaceum) v o¢ni ¢o¢ce amura bilého
(Ctenopharyngodon idella) (Foto: Jarmila Michalkova).

Zaroven byly z kazdé ryby odebrany a nasledné zamrazeny vzorky jater a svaloviny
(filety bez ktze) pro pozd¢jsi stanoveni rezidui praziquantelu a mebendazolu pomoci
chromatografie s hybridni tandemovou hmotnostni spektrometrii (LC-MS/HRMS)
(Obr.10). Tyto vzorky nebyly ztechnickych a finanénich dtvodi doposud

vyhodnoceny a nejsou tedy predmétem vysledki této diplomové prace.

A

Obr. 10: Postup ziskani vzorki ke stanoveni rezidui praziquantelu a mebendazolu pomoci
chromatografie shybridni tandemovou hmotnostni spektrometrii (LC-MS/HRMS):
A — otevieni télni dutiny; B — odbér vzorku jater; C — odstranéni kize z ryby; D — filety bez
kiize. Ctverec piedstavuje 1 cm?. (Foto: Zden&k Ipser).
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3.6. Vyhodnoceni dat

3.6.1. Grafické vyhodnoceni

Grafické vyhodnoceni bylo provedeno v programu GraphPad Software, Inc., version
Prim 5 (2007) a Microsoft Excel 2003.

3.6.2. Statistické vyhodnoceni

Statistické vyhodnoceni bylo provedeno v programu STATISTICA (data analysis

software system), StatSoft, Inc., version 8 (2007).

V prvnim kroku byl proveden test normality ziskanych dat pomoci Shapiro-Wilk
testu na hladiné vyznamnosti p < 0,05 (Shapiro et Wilk, 1965; Razali et Wah,

2011). Na zaklad¢ tohoto testu bylo zjisténo, ze data nemaji normalni rozd¢leni.

Z tohoto divodu byl pouzit neparametricky Leveneoviv test na hlading
vyznamnosti p < 0,05 pro zjisténi homogenity variance (Nordstokke et Zumbo,
2010; Nordstokke et al., 2011). Pficemz bylo zjisténo, ze data nemaji

homogenitu varianci.

Pro zjisténi rozdilu mezi testovanymi skupinami (kontrolni skupinou, Pramik 1,
Pramik 2 a MB) v ramci jednotlivych parazitologickych vysetieni byl pouzit
neparametricky Kruskal-Wallisiv test na hladin€é vyznamnosti p < 0,05
(McKight et Najab, 2010). Z divodu absence post hoc testu pro Kruskal-
Wallistv test byly vzdy dvé skupiny v kazdém parazitologickém vySetieni

testovany mezi sebou.

Pro zjisténi rozdilu v Case, tedy mezi jednotlivymi parazitologickymi
vySetienimi veetné vySetfeni pied testem, pro jednotlivé testované skupiny
(kontrolni skupina, Pramik 1, Pramik 2 a MB) byl pouzit Mann-Whitney-
Wilcoxonuv test na hladin€¢ vyznamnosti p < 0,05 (Mann et Whitney, 1947; De
Winter et Dodou, 2010).
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4. Vysledky

4.1. Testovani ucinnosti praziquantelu na infekci zpisobenou metacerkariemi

Diplostomum spathaceum

Ve vsech parazitologickych vySetenich (prvnim az patém) byl prokazan statisticky
vyznamny uc¢inny efekt Pramik 1 a Pramik 2 v porovnani s kontrolni skupinou (Tab.
[11.). V prubéhu vysetieni nebyl nalezen statisticky vyznamny rozdil mezi testovanymi
skupinami krmenymi Pramik 1 a Pramik 2, z ¢ehoz vyplyva, Zze ucinnost testovanych

koncentraci je statisticky shodna.

Jiz u prvniho parazitologického vySetieni byl u skupiny, které byl podavan Pramik 1
(ptedpokladany pifjem 500 mg PQ.kg™ hmotnosti obsadky) pozorovan vyznamny rozdil
v poctu motolic (primérny pocet motolic na jednu rybu ¢inil pouze 2 motolice
ve srovnani s kontrolni skupinou, kde pfipadalo v priméru na jednu rybu 34 motolic).
Nizsi, presto vyznamny rozdil byl pozorovan i v ptipadé Pramik 2 (pfedpokladany
ptijem 250 mg PQ.kg? hmotnosti obsadky), kde na jednu rybu pfipadalo v priméru 8

motolic v porovnani s kontrolni skupinou (34 motolic).

V patém parazitologickém vysetfeni u skupiny krmené Pramik 1 (ptedpokladany
piijem 900 PQ.kg™ hmotnosti obsadky) byl primérny po&et motolic na rybu mensi neZ
1 (0,2) v porovnani s kontrolni skupinou (25 motolic). U skupiny ryb, které byl podavan
Pramik 2 (piedpokladany piijem 450 PQ.kg™ hmotnosti obsadky) byl prim&my pocet

motolic na rybu mensi nez 2 (1,5), pficemz prevalence infekce ¢inila 50 %.
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Tab. III: Provedena parazitologicka vysetfeni pro zjisténi u¢inku Pramik 1 a Pramik 2 ve
srovnani s kontrolni skupinou zobrazujici primérny pocet motolic na rybu a statistickou
vyznamnost mezi testovanymi skupinami (Kruskal-Wallisiv test na hladin¢ vyznamnosti P <
0,05; statisticka vyznamnost je znazornéna hvézdi¢kami: ** P < 0,01, *** P < 0,001; statisticky
nevyznamné rozdily jsou znazornény pomlckou: — P > 0,05).

, . Pramérny poéet Statisticka
Parazitologické Testované skupiny motolic/ryba  SD vyznamnost
vysetreni testovanych skupin
A B A B (AxB)

Pramik 1  Kontrola  2,0+2,7 33,9+15,2 *Ax

l. Pramik 2  Kontrola  8,0+7,7 33,9+15,2 ok
Pramik 1  Pramik2 2,027 8,077 -
Pramik 1 Kontrola 1,8+2,0 23,56+13,2 *xx

I. Pramik 2  Kontrola  4,0+4,6 23,5+13,2 *Ax
Pramik 1  Pramik 2 1,8£2,0 4,0+4,6 -
Pramik 1 Kontrola 1,5+1,9 19,8+ 5,1 *Ax

M. Pramik 2  Kontrola 4,0+ 3,3 19,8+ 5,1 oAk
Pramik 1  Pramik 2 1,5£1,9 4,0+3,3 -
Pramik 1 Kontrola 0,6 +1,0 209+4.4 *Ax

V. Pramik 2 Kontrola 20+28 209+44 kol
Pramik 1  Pramik2 0,6+1,0 20+£28 -
Pramik 1 Kontrola  0,2+0,4 25,1 +£10,0 *Ax

V. Pramik 2 Kontrola 1,5+1,8 25,1+10,0 *Ax
Pramik 1  Pramik2 0,2+0,4 1,5£1,8 -

Pred zacatkem testu cCinila prevalence infekce 100 % s intenzitou infekce (tedy
prumérného poctu motolic na jednu rybu + smérodatna odchylka) 21,1 + 8,3 (Obr. 11).
V obdobi mezi vySetfenim pied zacatkem testu a prvnim parazitologickym vySetfenim
Vtestu byl u kontrolni skupiny patrny rozdil v intenzité infekce. Primérny pocet
motolic ze vSech parazitologickych vySetfeni + smérodatna odchylka €inil u kontrolnich
skupin 24,6 + 11,2. V obdobi mezi vySetfenim pifed zafatkem testu a prvnim
parazitologickym vySetienim byl u obou testovanych praziquantelovych skupin
(Pramik 1 a Pramik 2) nalezen vyrazny statisticky vyznamny rozdil v intenzité infekce
(hvézdicky v obr. 11), ten dokresluji 1 primérné poclty motolic, jez se snizily
V porovnani s kontrolni skupinou o 19,1 u Pramik 1 a 0 13,1 u Pramik 2. Intenzita
infekce byla u obou testovanych skupin béhem jednotlivych parazitologickych vySetieni
rozdilna (s vyjimkou shody mezi druhym a tfetim parazitologickym vySetfenim u
Pramik 2), nicméné tyto rozdily nebyly statisticky vyznamné (pomlcky v obr. 11).

Vyjimku tvofil pouze statisticky vyznamny rozdil (hvézdicka v obr. 11) mezi tietim a
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ctvrtym parazitologickym vySetienim u Pramik 2. Celkovy trend u obou testovanych
praziquantelovych skupin (Pramik 1 a Pramik 2) byl obdobny, po prudkém poklesu
intenzity infekce mezi vySetfenim pied zaCatkem testu a prvnim parazitologickym

vysetienim nasledoval uz jen pozvolny pokles v intenzit¢ napadeni motolicemi.

501 =@~ Kontrola
=@ Pramik 1
45+ -®- Pramik 2

40+
35+ _
30+
254

201

154

104

Primérny pocet motolic/ryba (SD)

T T
Pred testem I Il . V. V.
Parazitologické vysSetieni

Obr. 11: Grafické znazornéni intenzity infekce (primérného poctu motolic na jednu rybu
veéetné smérodatné odchylky) pied testem a v priibéhu péti parazitologickych vySetifeni u
testovanych skupin Pramik 1 a Pramik 2 (kiivky: ¢erna — kontrolni skupina, Cervena —
Pramik 1, modra — Pramik 2; Mann-Whitney-Wilcoxonuv test: statistickd vyznamnost je
znazornéna hvézdiCkami: * P < 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001, statisticky nevyznamné
rozdily jsou znazornény pomlckou: — P > 0,05).

V kontrolni skupin¢ byly ve vSech parazitologickych vySetfenich vSechny
vySetfované ryby napadeny motolicemi (Obr. 12) — prevalence tedy ¢inila 100 %.
Oproti tomu bylo u obou skupin krmenych praziquantelem vzdy pozorovano n¢kolik
ryb zcela vylééenych. U Pramik 1 se rozmezi vylécenych ryb pohybovalo od 2 do 8 au
Pramik 2 v rozmezi od 1 do 5. V patém parazitologickém vySetieni bylo u Pramik 1
vyléceno 8 ryb z deseti (prevalence infekce tedy Cinila 20 %), pficemz zbylé dvé ryby
byly napadeny pouze jednou motolici. Nizsi rozdil v poctu motolic byl pozorovan u

skupiny, které byl podavan Pramik 2, kde bylo tplné vyléceno jen pét ryb z deseti
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(prevalence infekce tedy Cinila 50 %). Zaroven bylo mozné u obou testovanych skupin
pozorovat ubytek celkového poctu motolic v pritbéhu podavani testované latky, vyjimka

byla jen u skupiny Pramik 2 béhem druhého a tietiho parazitologického vysetieni, kde
byly hodnoty totozné (Obr. 12).

Bl VyléCené
Bl Napadené

20 80 339 18 40 235 15 40 198 6 20 209 2 15 251

Pocet vysetiovanych ryb

0w «© - N ®© - N ®© - N ®© - N ®©
x X 9 x X 9 x X 9 x X 9 x X 9
E E Z E E Z E E Z E E Z E E Z
T & 5 T & 5 T & 5 T & 5 T & 5
S S S S S S S S S S
a o X a o X a o X a o X o o X
I Il. Ml V. V.

Parazitologické vysSetreni

Obr. 12: Grafické znazornéni pocti vyléenych a napadenych ryb motolici o¢ni
Vv jednotlivych parazitologickych vySetfenich u testovanych skupin Pramik 1 a Pramik 2 a
kontrolni skupiny (sloupce: zelené — vylécené ryby, Cervené — napadené ryby; Cervena Cisla
udavaji celkové mnozstvi motolic ve vySetiované skuping).
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4.2. Testovani ucinnosti mebendazolu na infekci zpiisobenou metacerkariemi

Diplostomum spathaceum

Ve vsech parazitologickych vySetfenich (prvnim az ¢tvrtém) nebyl nalezen zadny
statisticky vyznamny rozdil mezi skupinou, které byl v krmivu poddvan mebendazol a
kontrolni skupinou (Tab. IV.), coz naznacuji 1 primérné pocty motolic na rybu, které
maji mezi sebou pouze mirny rozdil v pruibéhu vSech parazitologickych vySetfeni.
Pfi prvnim parazitologickém vySetfeni (pfedpokladany piijem 300 mg MB.kg'1
hmotnosti obsadky) piipadalo v priméru na jednu rybu 27 motolic ve srovnani
s kontrolni skupinou, kde na jednu rybu v priméru ptipadalo 34 motolic. I pfi Ctvrtém
parazitologickém vySetfeni (pfedpokladany ptijem 900 mg MB.kg ™ hmotnosti obsadky)
byl primérny pocet motolic vysoky (18 motolic na rybu) podobné jako v kontrolni

skupin€ (22 motolic na rybu).

Tab. 1IV: Provedena parazitologicka vySetieni pro zjisténi ucinku mebendazolu ve
srovnani s kontrolni skupinou zobrazujici primérny pocet motolic na rybu a statistickou
vyznamnost mezi testovanymi skupinami (Kruskal-Wallisv test na hladin¢ vyznamnosti P <
0,05; statisticky nevyznamné rozdily jsou znazornény pomlékou: — P > 0,05).

. o Testované Pramérny poéet Statisticka
Parazitologické skupiny motolic/ryba * SD vyznamnost
vySetreni testovanych skupin
A B A B (AxB)

l. MB Kontrola 27,3+7,4 33,9+ 15,2 -
Il. MB Kontrola 18,9+ 8,2 19,8 £ 5,1 -
M. MB Kontrola 20,8 £ 6,7 209+44 -
V. MB Kontrola 178174 224 +114 -

V obdobi mezi vySetfenim pied zacatkem testu a prvnim parazitologickym
vySetienim byl u skupiny krmené mebendazolem pozorovéan statisticky nevyznamny
rozdil v intenzité infekce (pomlcka v obr. 13) (primérny pocet motolic na jednu rybu +
smérodatna odchylka €inil 27,3 + 7,4 a pro porovnani byl u kontrolni skupiny praimérny
pocet motolic na jednu rybu £ smérodatnd odchylka 33,9 £ 15,2). Mezi prvnim a
druhym parazitologickym vySetfenim byl nalezen statisticky vyznamny rozdil
Vv intenzité infekce (hvézdicka v obr. 13) u skupiny, které byl v krmivu podavéan
mebendazol. Mezi druhym a tfetim parazitologickym vySetienim u MB skupiny doslo

K mirnému statisticky nevyznamnému rozdilu intenzity infekce (téméf totoznému
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s kontrolni skupinou), na ktery opét navazoval mirny statisticky nevyznamny rozdil

V intenzité napadeni motolicemi (pomlcky v obr. 13).

Ptes nepfili§ jasny trend mebendazolové kiivky byl nalezen statisticky vyznamny
rozdil v intenzité¢ infekce mezi prvnim a ¢tvrtym parazitologickym vySetfenim (Mann-
Whitney-Wilcoxoniv test, P = 0,017), pokud vSak srovname parazitologické vysSetteni
provedené pred zaCitkem testu se cCtvrtym parazitologickym vySetfenim (Mann-
Whitney-Wilcoxoniv test, P = 0,376) ziskame statisticky nevyznamny rozdil v intenzité
infekce. Na zakladé¢ cehoz miizeme konstatovat, ze v prib¢hu parazitologickych
vySetieni nedochazi k 1éCeni ryb, ale pouze to, ze intenzita infekce byla v prubéhu

jednotlivych vySetieni rozdilna.
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Obr. 13: Grafické znazornéni intenzity infekce (priimérného poc¢tu motolic na jednu rybu
véetné smérodatné odchylky) pi‘ed testem a v prubéhu ¢ty parazitologickych vySetieni u
skupiny, které byl podavian mebendazol (kiivky: Cernd — kontrolni skupina, zelend —
mebendazol; Mann-Whitney-Wilcoxontiv  test: Statistickd vyznamnost je znazornéna
hvézdickou: * P < 0,05, statisticky nevyznamné rozdily jsou znazornény pomlckou: — P >
0,05).
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V ptipadé skupiny krmené mebendazolem byly ve vSech parazitologickych
vySetienich pozorovany jen napadené ryby (stejné jako u Kontrolni skupiny c¢inila
prevalence infekce 100 %) a zadna ryba nebyla v pribéhu experimentu vyléfena
(Obr. 14). Zaroven i celkové poéty motolic jsou velice vysoké a obdobné jako

Vv kontrolni skuping.

Bl Vylécené
Bl Napadené

273 339 189 198 208 209 178 251

Pocet vysetfovanych ryb
(&)}

MB
MB
MB
MB

Kontrola
Kontrola
Kontrola
Kontrola

l. Il. Il V.
Parazitologické vySetieni

Obr. 14: Grafické znazornéni pocéti vyléfenych a napadenych ryb motolici o¢ni
V jednotlivych parazitologickych vySetienich u testované skupiny, které byl podavan
mebendazol a kontrolni skupiny (sloupce: zelené — vylécené ryby, Cervené — napadené ryby;
Cervena Cisla zobrazuji celkové mnozstvi motolic ve vySetfované skuping).

Soucasné byl u MB skupiny zaznamenan masivni thyn ryb, pfedev§im mezi druhym
a tfetim parazitologickym vysetfenim, kdy byl piedpokladany pijem 500 mg MB kg™
hmotnosti obsadky a k thynu dochazelo v obou MB akvariich. Ryby jevily znamky
nechutenstvi a nasledné podvyzivy, spojené se ztratou hmotnosti, mély piekrvend zabra
a bylo u nich pozorovano zrychlené dychéni. Po thynu mély ryby mirn€ zahlenéné télo
a makroskopicky viditelné krvaceniny v o€ich. Pii provedené pitvé byla zjiSténa

nehomogenni, zvétSena jatra.
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5. Diskuze

5.1. Testovani ucinnosti praziquantelu na infekci zpisobenou metacerkariemi

Diplostomum spathaceum

Praziquantel patfi mezi ¢asto pouzivana antiparazitika ve veterindrni i humanni
mediciné (Dayan, 2003). Jeho u¢innost byla prokazana u celé fady ryb napadenych
parazity ze tfid Monogenea (Kim et al., 2001; Williams et al., 2007; Yamamoto et al.,
2011), Cestoda (Mitchell et Darwish, 2009; Voutilainen et al., 2009; Sudova et al.,
2010; lles et al., 2012), Neoophora (Justine et al., 2009) a Trematoda (Nagano et al.,
2003; Shirakashi et al., 2012). Rovnéz byla jeho ucinnost potvrzena ve studiich
zabyvajicich se eliminaci metacerkarii Diplostomum spathaceum u ryb (Bylund
et Sumari 1981; Heckmann, 1987; Plumb et Rogers, 1990; Székely et Molnar, 1991,
Krum et al., 1992) v¢etné¢ amura bilého (Székely et Molnar, 1991; Zuskova et al.,
2015). Zpisob aplikace praziquantelu se u ryb doporucuje peroralni cestou ve formé
medikovanné krmné smési nebo formou 1écebnych koupeli (Svobodova et al., 2007;
Noga, 2010; Zuskova et al., 2015).

V nasem pokusu byla pouzita peroralni aplikace komeréné vyrabéné medikované
krmné smési Pramik ve dvou koncentracich u¢inné latky (PQ) — Pramik 1 obsahoval 2,5
g PQ.kg™ krmiva a Pramik 2 obsahoval 1,25 g PQ.kg™ krmiva. V obou koncentracich se
v naSem pokusu praziquantel ukézal jako velice u¢inné antiparazitikum pro lécbu
diplostomézy u amura bilého, stejné jako ve studii Zuskova et al. (2015). Statisticky
prikazné vysledky mezi testovanymi skupinami (Pramik 1 a Pramik 2) a kontrolni
skupinou byly zjiStény ve vSech provedenych parazitologickych vySetfenich a zaroven
tak i napfi¢ vSemi parazitologickymi vySetfenimi. Intenzita infekce vyrazné vzrostla u
kontrolni skupiny v obdobi mezi vySetfenim pied zacatkem testu a prvnim
parazitologickym vySetienim, to mohlo byt dano variabilitou nakazeni vysetfovanych
jedinct ve skuping, ¢emuz vSak mél zabranit ndhodny vybér deseti vySetfovanych ryb
pred zacatkem testu. Z nasich vysledku je v8ak ziejmé, ze Gcinny efekt byl priukazny jiz
od prvniho parazitologického vysetfeni u Pramik 1 a Pramik 2 (ptedpokladany piijem
500 mg PQ.kg™" hmotnosti obsadky a 250 mg PQ.kg™ hmotnosti obsadky). To viak
muze byt zpusobeno i tim, Ze nas§ experiment byl proveden v laboratornich podminkach,
kde bylo mozné sledovat piijem krmiva obsadkou a dle potfeby krmnou davku upravit

(coz bylo provedeno i v nasem piipade¢, kdy denni krmna davka byla snizena ze 2 % na
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1 % hmotnosti obsadky v dusledku pocateéniho nizsiho pfijmu). V terénnich
podminkach jsou takovéto Upravy zalozené na skuteéné spotiebé krmiva neredlné. Z
tohoto divodu pak muze dochazet k neefektivnimu vyuziti pfedkladaného mnozstvi
krmiva a propoctena krmna davka nutnd K vyléceni ryb je podstatné vyssi. U obou
testovanych skupin (Pramik 1 a Pramik 2) ve vSech provedenych parazitologickych
vysetfenich bylo vzdy nalezeno nékolik ryb zcela vyléCenych, i piestoze prevalence
infekce na pocatku pokusu ¢inila 100 %. Témér Gplného vyléceni bylo dosazeno u
skupiny Pramik 1 po piedpokladaném p¥ijmu 900 mg PQ.kg™ hmotnosti obsadky (paté
parazitologické vySetieni), kdy byl praimérny pocet motolic na rybu mensi nez 1 (0,2)
s prevalenci 20 %. Vzhledem Kk nizkému poctu ryb v nami provedeném pokusu, nebylo
mozné dosahnout uplné eliminace metacerkarii Diplostomum spathaceum, da se ale
predpokladat, ze v pfipadé Pramiku 1 by stacila uz jen jedna dalsi davka v mnozstvi
100 mg PQ.kg™ hmotnosti obsadky a bylo by dosaZeno uplné eliminaci metacerkarii
D. spathaceum. Vhodné aplika¢ni schéma PQ s pouzitim Pramiku 1 by tedy bylo podani
1000 mg PQ.kg™ hmotnosti obsadky. Ve srovnani s jinymi studiemi zabyvajicimi se
eliminaci metacerkarii D. spathaceum u ryb je spotieba PQ v nasem pokusu vyssi.
Bylund et Sumari (1981) uvadi 50 mg PQ.kg ™ hmotnosti obsadky u pstruha duhového,
Székely et Molnar (1991) 330 PQ.kg™ hmotnosti obsadky u amura bilého a tolstolobika
bilého a Zuskova et al. (2015) 600 mg PQ.kg" hmotnosti obsadky u amura bilého.
Tento rozdil miiZze byt zplsoben testovanim ryb v riznych vékovych kategoriich, které
se 1isi fyziologickymi a metabolickymi pochody v téle a celkovou odolnosti organismu.
Plidek v ranych vyvojovych stadiich ma omezenou schopnost traveni potravy z diivodu
plné nevyvinutych enzymatickych stépnych systému (Dubsky et al., 2003), ¢imz mohlo
dochazet ke snizenému piijmu PQ z potravy. Z ekonomického hlediska, by bylo také
vhodné celkovou davku aplikovaného PQ rozlozit, vlozenim del§i pauzy v prib&hu
krmeni, jako tomu je ve studii Zuskova et al. (2015). Doslo by tak k prodlouZeni
ucinnosti PQ v rybach a snizeni celkového mnozstvi aplikovaného PQ v pribéhu
medikace. Vzhledem k tomu, Ze jsme V nasem pokusu komeréné vyrabénou krmnou
smés Pramik rozdrtili na pozadovanou velikost, kterou byl schopen testovany plidek
ryb poziit, mohlo zde také dojit krozdilné distribuci PQ v podavaném krmivu,
Vv porovnani se studii Zuskova et al. (2015), kde bylo rybam podavano krmivo piimo od
vyrobce bez rozdrceni, jekoz velikost ryb (nasada) to nevyzadovala. Z tohoto divodu je
mozné, ze Kuplné eliminaci metacerkarii D. spathaceum u amura bilého v nasem

pokusu bylo zapotiebi vy$s§i mnozstvi PQ nez ve studii Zuskova et al. (2015).
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Vyss§i mnozstvi aplikovaného PQ k dosazeni eliminace metacerkarii D. spathaceum,
je také pochopitelné ve srovnani se studiemi zabyvajicimi se eliminaci ektoparaziti ryb
(Kim et al., 2001; Williams et al., 2007), kde nemusi dochazet k prostupu 1é¢iva skrz
cévy az do oka jedince. A tim padem je zapotieni niz§i mnozstvi aplikovaného PQ pro
dosazeni tplné eliminace paraziti. Ve studii Kim et al. (2001) postacuje k eliminaci
Microcotyle sebastis 200 mg PQ.kg™ hmotnosti obsadky u druhu Sebastes schlegeli a ve
studii Williams et al. (2007) k eliminaci Zeuxapta seriolae a Benedenia seriolae 150 mg

PQ.kg ™! hmotnosti obsadky u druhu Seriola lalandi.

5.2. Testovani ucinnosti mebendazolu na infekci zpiisobenou metacerkariemi

Diplostomum spathaceum

Ptestoze mebendazol nebyl pii 1é€bé Trematod u ryb doposud pouzivén, jevi se tato
latka jako vhodné antiparazitikum pro testovani, nebot’ velice dobfe eliminuje rizné
parazitické druhy zastupct tfid Monogenii u ryb (Svobodova et al., 1990; Buchmann
etal., 1992; Varriale et al., 1992; Kim et al., 1998; Martins et al., 2001; Chagas et al.,
2016) a Cestod (Duran et al., 1989) tak i u domacich a hospodatskych zvifat (Dayan,
2003; Dobsikova et al., 2012). Dalsim divodem proc¢ byla tato latka vybrana, byl fakt,
7ze pro piipadnou aplikaci Vrybaiské praxi neni potieba zadat o vyjimku Statni
veterindrni spravu CR, jako je tomu v piipadé praziquantelu, ktery lze podavat
hospodarskym zvifatim uréenym ke konzumaci pouze v odiivodnénych ptipadech a na
vlastni zodpovédnost veterinarniho lé€kate. V nasem pokusu nemél mebendazol ve
srovnani s kontrolni skupinou zadné statisticky prukazné vysledky, jak v jednotlivych
parazitologickych vysetienich, tak i napfi¢ vSemi parazitologickymi vySetfenimi stejné
jako ve studii Katharios et al. (2006). Pti prvnim parazitologickém vySetfeni byl
predpokladany piijem 300 mg MB.kg ™ hmotnosti obsadky a ve ¢tvrtém 900 mg MB.kg™
hmotnosti obsaddky. To jsou pomérné¢ podobné davky ve srovnani se studiemi, u nichz
bylo pro eliminaci parazit zapotiebi podani davky 450 mg MB.kg™* hmotnosti obsadky
u druhu Scophthalmus maximus (Duran et al., 1989) a 1000 mg MB.kg" hmotnosti
obsadky u druhu Colossoma macropomum (Chagas et al., 2016). Kromé toho, zZe béhem
pokusu nebyly prokazany zadné 1écivé ucinky mebendazolu, byl zarovenl zaznamenan
masivni thyn ryb, pfedev§im mezi druhym a tietim parazitologickym vySettenim, kdy

byl predpokladany piijem 500 mg MBkg' hmotnosti obsadky. Zarover byl
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zaznamenan uthyn ryb v obou MB akvariich, coz podle ndmi zjiSténych symptomu
(nechutentsvi, podvyziva, ztrata hmotnosti, piekrvena zabra, zrychlené dychani, mirné
zahlenéné télo, krvaceniny v o¢ich, nehomogenni a zvétSena jatra) poukazuje na toxicitu

MB podéavaného v medikované krmné smési u pliidku amura bil€ho.
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6. Zavér

V nasem pokusu byla potvrzena ucinnost medikované krmné smési Pramik v obou
koncentracich (Pramik 1, Pramik 2), s G¢innou latkou praziquantel, toto krmivo je tedy
vhodné Kk 1écb¢ diplostomozy ryb. Kdosazeni uplné eliminace metacerkarii
Diplostomum spathaceum v o¢ni ¢oéce by bylo zapotiebi, aby ryby v predkladaném
krmivu Pramik 1 zkonzumovaly je§té jednu davku v mnozstvi 100 mg PQ.kg™
hmotnosti obsadky, tim by byla dosaZena celkova davka piijatého PQ 1000 mg PQ.kg™
hmotnosti obsadky. Z ekonomického hlediska by bylo vhodné celkovou davku
aplikované¢ho PQ rozlozit, vloZzenim del§i pauzy v pribéhu krmeni, jako tomu je ve
studii Zuskova et al. (2015). Doslo by tak k prodlouzeni u¢innosti PQ v rybach a snizeni
celkového mnozstvi aplikovaného PQ v pribéhu medikace. K aplikacim PQ se vSak
muze pristoupit jen v odiivodnénych piipadech ohrozujicich zivot ryb na povoleni Statni
veterinarni spravy CR, jekoZ neni doposud registrovan pro druhy zvifat, uréené ke
konzumaci a podani tohoto 1é¢iva je tak s povolenim SVS na vlastni zodpovédnost
veterinarniho 1ékafe (Kolafova et Nepejchalova, 2015). Zaroven neni mozné provadét
preventivni krmeni rybi obsadky timto 1é¢ivem, jelikoz PQ se také pouziva v humanni
mediciné k 1é¢bé zavaznych onemocnéni zpusobenych parazity a hrozil by rozvoj
rezistence vici PQ (Ismail, 1999). V nasem pokusu bylo také zjisténo, ze mebendazol je

na 1é¢bu diplostomozy u ryb zcela nevhodny.
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8. Seznam zkratek

ATP — Adenosintrifosfat

FROV — Fakulta rybafstvi a ochrany vod

GIT — gastrointestinalni trakt

KP1 — granulované krmivo kondi¢ni ur¢ené pro rozkrm kapiiho plidku
LC-MS/HRMS — chromatografie s hybridni tandemovou hmotnostni spektrometrii
MB — mebendazol

PQ — praziquantel

SOP — standartni opera¢ni postup

SVS — Statni veterinarni sprava CR

USKVBL — Ustav pro statni kontrolu veterinarnich biopreparati a 1é¢iv
VURH — Vyzkumny tstav rybatsky a hydrobiologicky

48h EC50 — efektivni koncentrace testovaného vzorku, kterd zpusobi thyn nebo

imobilizaci 50 % testovanych organismu za 48 hodin

24h LC50 — letalni koncentrace testovaného vzorku, ktera zplsobi uthyn 50 %

testovanych organismii za 24 hodin

96h LC50 — letalni koncentrace testovaného vzorku, ktera zpdsobi uhyn 50 %

testovanych organismil za 96 hodin

59



9. Abstrakt

V této praci byla testovana uéinnost peroralné podavaného praziquantelu (PQ) ve
dvou koncentracich (Pramik 1 a Pramik 2) a mebendazolu (MB) na metacerkarie
motolice oc¢ni (Diplostomum spathaceum, Rudolphi, 1819) u amura bilého
(Ctenopharyngodon idella, Valenciennes, 1844). Pfirozené infikované ryby (primérna
hmotnost na rybu + smérodatna odchylka ¢inila 1,6 + 0,1 g) byly rozdéleny do c¢tyf
skupin, pro kazdou testovanou skupinu (Pramik 1, Pramik 2 a MB) pfipadaly dv¢
stolitrova akvaria po 25 rybach a pro kontrolni skupinu tfi stolitrova akvéria po 25
rybach. Rybam v jednotlivych skupinach bylo pifedklddano medikované krmivo
s obsahem praziquantelu (Pramik 1 — 2,5 g PQ.kg™ krmiva, Pramik 2 — 1,25 g PQ.kg™
krmiva) a medikovani krmna smés KP1 obohacena o mebendazol (2,5 g MB.kg™
krmiva). Kontrolni skupina byla krmena smési KP1 bez piidavku 1é¢iva. V pribéhu
testu byla provadéna parazitologickd vySetfeni ocni cocky, byla zaznamenavéana
prevalence a intenzita infekce. U skupiny ryb krmené medikovanou smési s obsahem
MB nebyly v pribéhu testu zaznamenany zadné statisticky vyznamné rozdily intenzity
infekce poukazujici na potencidl MB v boji proti této infekei ryb. U testovanych skupin
ryb krmenych medikovanou krmnou smési s obsahem PQ (Pramik 1, Pramik 2) byl
prokazan statisticky vyznamny rozdil v intenzit¢ infekce ve srovnani S kontrolni
skupinou jiz po prvnim vysetfeni (predpokladana davka zkonzumovaného PQ.kg™
hmotnosti obsadky = 500 a 250 mg). K tém¢f Uplné eliminaci motolice o¢ni doslo u
skupiny krmené smési Pramik 1 po predpokladaném zkonzumovéani 900 mg PQ.kg™
hmotnosti obsadky. Statisticky vyznamné rozdily intenzity infekce u PQ 1éCenych
skupin  ryb v porovnani s kontrolnimi skupinami poukazuji na vyuzitelnost

medikovaného krmiva s obsahem PQ Vv boji proti diplostoméze ryb.

Klicova slova: antiparazitika, praziquantel, mebendazol, Diplostomum spathaceum,

diplostoméza, metacerkarie, Ctenopharyngodon idella
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10. Abstract

In this thesis, the efficiency of orally applied praziquantel (PQ) in two
concentrations (Pramik 1 and Pramik 2) and mebendazole (MB) were tested on
metacercaria of eye flukes (Diplostomum spathaceum, Rudolphi, 1819) in the grass carp
(Ctenopharyngodon idella, Valenciennes, 1844). Naturally infected fish (average fish
weight + standard deviation was 1.6 = 0.1 g) were divided into four groups, for each
tested group (Pramik 1, Pramik 2 and MB) belonged two aquariums of 100 liters each
with 25 fish and for a control group belonged three aquariums of 100 liters each with 25
fish. The fish in the individual groups were fed with medicated feed containing
praziquantel (Pramik 1 - 2.5 g PQ. kg™ of feed, Pramik 2 - 1.25 g PQ. kg™ of feed) and
medicated feed mixture KP1 enriched with mebendazole (2.5 g MB. kg™ of feed). The
control group was fed with KP1 without drug addition. During the test the
parasitological examinations of the ophthalmic lens were performed. The prevalence
and intensity of infection were recorded. In the group of fish fed with medicated
mixture containing MB, no statistically significant differences of the intensity of the
infection indicating the MB potential in the fight against this fish infection were
reported during the test. In the case of tested groups of fish fed with medicated feed
mixture containing PQ (Pramik 1, Pramik 2), a statistically significant difference in the
intensity of the infection was proved compared with the control group already after the
first examination (estimated dose of consumed PQ. kg™ of weight of fish = 500 and 250
mg). Near complete elimination of the eye flukes occurred in the group fed with feed
mixture Pramik 1 after the expected consumption of 900 mg PQ. kg™ of weight of fish.
Statistically significant differences in the intensity of the infection in PQ treated fish
groups compared to control groups indicate the usability of medicated feed containing
PQ in the fight against fish diplostomosis.

Key words: antiparasitics, praziquantel, mebendazole, Diplostomum spathaceum,

diplostomosis, metacercaria, Ctenopharyngodon idella
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