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1. Cil

1.1. Co je cilem projektu

Pfedkladany projekt si klade za cil ovéfit ucinnost a zpracovat aplikacni protokol
|é¢ivého pripravku proti motolici o¢ni. Vystupem projektu bude zhodnoceni vyuZitelnosti a
navrh produktu (medikovaného krmiva) zaclenitelného do chovného procesu, kde se potykaji

s obdobnymi parazitarnimi infekcemi.

1.2. V ¢em spociva inovativnost testované technologie

Inovativnost projektu spociva ve stanoveni Ucinnych aplika¢nich predloh testovanych
latek (fenbendazolu, praziquantelu) vedoucich ke sniZzeni ztrat v odchovu, které pak Ize ddle
vyuZivat ve vSech provozech, kde se prokazatelné ztraty ryb zplsobené motolici o€ni vyskytuiji.
Redeni projektu navazuje na ukonéeny pilotni projekt CZ.1.25/3.4.00/09.00530 Strategie |é¢by
parazitarnich onemocnéni kaprovitych ryb zplsobenych plochymi ¢ervy, béhem kterého se
ucinnost testovaného praziquantelu prokazala a vyvstal naléhavy problém presnéjsiho reseni

infekce motolice o¢ni u ryb.

1.3. Proc je nutna inovace, kterd je predmétem testovdni

Doposud nebyla predloZena dostateéné uc¢inna a bezpeénd strategie boje s infekci
motolice o¢ni u ryb. Ackoliv vyuZivany praziquantel funguje, je vzhledem k jeho vyuZiti
v humanni mediciné a potenciondlnimu vzniku rezistence nutné hledat dalSi mozné
terapeutické alternativy. S pfihlédnutim k spektru ucinnosti se rovnéZz fenbendazol jevi
perspektivné v boji s touto infekci. Predpokladame, Ze v dlsledku zavedeni ucinné profylaxe a
[é¢by dojde v napadenych chovech k prokazatelnému zvyseni produkce ndsadovych ryb a

jejich nasledné udrzitelnosti az do trznich velikosti.
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2. Uvod

Péce o dobry zdravotni stav ryb je jednim z limitujicich faktor( kvalitniho odchovu.
Obecné je snadnéjsi dodrzovat preventivni opatfeni zamezujici vniknuti infekéniho Cinitele do
prostfedi nez nasledné probihajici infekci léCit. S pFihlédnutim k sloZitym vyvojovym cyklim
nékterych parazitarnich infekci se vSak mnohdy samotné Ié¢bé nelze vyhnout. Pfikladem je
produkce ryb v rybnicich vychdzejici z vyuZiti nabidky pfirozené potravy, tj. zastupcl
planktonnich a bentickych spolecenstev. Tyto organismy byvaji mezihostiteli infekénich
parazitarnich onemocnéni, a tudiz i nepretrzitym zdrojem infekce. Jejich UpIné odstranéni je v
podminkach rybnikafstvi nerealné, a tudiz jedinou moznosti adekvatni obrany je Iécba. Mezi
takovato parazitdrni onemocnéni ryb, zpUsobujici vysoké ztraty a vyZzadujici strategickou
|écbu, patfi trematoddzy (infekce zplUsobené motolicemi). Vyvojova stadia — metacerkarie
motolice o¢ni parazituji v o¢ni ¢occe ryb, kde pti masivni invazi mohou rybam zpUsobit zavazné
poskozeni zraku vedouci az k oslepnuti. Ryba je zde v roli druhého mezihostitele. Prvnim
mezihostitelem je plovatka bahenni, kone¢nym hostitelem je pak rybozravy ptdk. Ryby s
narusenym zrakovym vnimanim se pohybuji u prosvétlenéjsi hladiny (chovani typické zejména
pro amury), kde se stavaji snadnou kofisti pro predatory, ktefi v pfipadé rybozravych ptakd
byvaji i konec¢nymi (definitivnimi) hostiteli. Vyskyt tohoto onemocnéni u nizsich vékovych
kategorii kaprovitych ryb, zejména pak amura bilého, byva limitni pro Uspésny odchov nasady.

V soucasné dobé nejsou k dispozici Zadna registrovand endoparazitarni léciva pro
hospodarské druhy ryb. Pro rybafskou praxi je zvlast citelnd absence registrovaného léciva
proti motolicim ryb. Lé¢iva pouZivana v akvakulture jsou podrobovana pfisnému posuzovani,
zejména s ohledem na jejich bezpecnost pouziti a u¢innost. Avsak vzhledem k legislativnimu
systému Evropské Unie jsou naklady spojené s registraci novych léciv pfilis vysoké a pro
farmaceutické firmy je registrace a vyroba |éCivych pfipravkl pro tak uzce zamérenou
odbytovou skupinu, jako jsou ryby, neekonomickd (Treves-Brown, 1999). Cilem
predkladaného projektu je vylepsit soucasnou nepfiznivou situaci v 1é¢bé trematoddz ryb, a to
vyuZitim fenbendazolu. Tento pFipravek Ize v CR pouZit veterinarnim Iékafem v oddvodnénych
pripadech. Ma stanoven minimalni residualni limit pro potravinova zvirata, a tudiz ho Ize Iépe
vyuzit nez doposud pouzivany praziquantel, ktery v kaskadé predepisovani |éCiv stoji nize a

predepisovat pro lé¢bu hospodaiskych druh( ryb se mlZe uZivat jen s vyjimkou USKVBL.
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Mechanismus ucinku tohoto Iéku spociva v zasahu do energetického metabolizmu parazita,
kde plisobi neurotoxicky. U¢innost fenbendazolu byla prokdzana u tasemnic (Treves-Brown,
2000), nematod i monogenei ryb (Samaee, 2015; Forwood a kol., 2013). Pfedkladany projekt
si klade za cil odzkouset ucinnost fenbendazolu na motolici o¢ni u amura a nasledné chovnym

podminkam prizplsobit ddvkovani a aplikacni schéma.

Pouzita literatura:

Samaee, S.M., 2015: Experimental Assessment of the Efficacy of Five Veterinary Broad-
Spectrum Anthelmintics to Control the Intestinal Capillariasis in Zebrafish (Danio rerio).
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Forwood, J.M., Harris, J.0., Deveney, M.R., 2013: Efficacy of bath and orally administered
praziquantel and fenbendazole against Lepidotrema bidyana Murray, a monogenean
parasite of silver perch, Bidyanus bidyanus (Mitchell). Journal of Fish Diseases, 36
(11):939-947.

Treves-Brown, K.M., 1999: Availability of medicines for fishes drugs. Fish Veterinary Journal,
4, 40-55.

Treves-Brown, K.M., 2000: Applied Fish Pharmacology. Kluwer Academic Publishers, London,
309 p.

3. Provedené pokusy a testy

V pribéhu fesSeni tohoto projektu ¢. CZ.10.2.101/2.1/0.0/17_011/0000454 ,Nové
terapeutické postupy eliminujici motolice o¢ni v chovu kaprovitych ryb - zejména u amura
bilého” byla realizovdna rfada pokust zamérend na odzkouseni a zavedeni nejucinnéjsiho

terapeutika do chovného procesu kapra a amura.

3.1. Testy akutni toxicity na akvarijnich rybdch (Poecilia reticulata), dafniich

(Daphnia magna) a zelené rase (Desmodesmus subspicatus)

3.1.1. Metodika

Testy akutni toxicity byly provadény podle pfislusnych norem CSN EN ISO a OECD
(7346-2 Jakost vod — Stanoveni akutni letalni toxicity latek pro sladkovodni ryby /Brachydanio
rerio Hamilton Buchanan (Teleostei, Cyprinidae)/ Céast 2: Obnovovaci metoda, OECD 203 Fish,
Acute Toxicity Test; CSN EN 1SO CSN EN 1SO 6341 Jakost vod — Zkouska inhibice pohyblivosti
Daphnia magna Straus (Cladocera, Crustacea), OECD 202 Part | — the 24h EC 50 Acute
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immobilisation test; CSN EN 1SO 8692 Jakost vod - Zkouska inhibice riistu sladkovodnich fas a
OECD 201 Alga Growth Inhibition Test).

Jako zfed'ovaci voda byla v pfipadé test( na Poecilia reticulata a Daphnia magna pouzita voda
pfipravena podle vySe uvedenych norem a v pripadé testu na Desmodesmus subspicatus to
byl standardni Zivny roztok rovnéz pripraveny dle pfislusné normy.

Vzhledem k tomu, Ze testovanad latka Fenbendazol je velmi omezené rozpustna ve vodé, byly
provedeny dvé série testd, a to:

1) Bez poutZiti rozpoustédla stim, Ze |azné ze zfedovaci vody a odpovidajici davky
Fenbendazolu byly po dobu 24 hodin pred zahdjenim testu tfepany na vertikdlni
tfepacce a poté pouzity do testu.

2) Krozpusténi Fenbendazolu bylo pouzZito rozpoustédlo dimethysulfoxid (DMSO) tak,
aby pfi pfipravé 1azné o nejvyssi koncentraci nepresahla koncentrace DMSO hodnotu
0,2 mg.I"t a vznikly roztok byl ddvkovan do pfipraveného pfislusného objemu zfedovaci

vody.

V pfipadé pouziti prvniho postupu se jednalo spiSe o vodny vyluh s tim, Ze nerozpusténé
¢astecky testovaného pripravku nebyly z [dzné separovany ani odstifedénim, ani filtraci. Cely
objem ptipravené lazné byl protfepan a preveden do jednotlivych lazni pro testovani.

Pfi pouziti druhého postupu byla testovand latka rozpusténa v DMSO a davkovdna do
zfedovaci vody ve formé roztoku. Po aplikaci rozpusténé testované latky do zfedovaci vody
vSak doslo i v nizkych koncentracich k vyvloékovani fenbendazolu. Vétsi objem rozpoustédla
viak nebylo moZno pouzit. (i vtomto pfipadé koncentrace DMSO prekracovala koncentraci
doporuéovanou normami (0,1 ml.I"Y). Proto byly testy provadény i za téchto podminek s tim,
Ze v kazdém testu byly nasazovany dvé kontroly (prostd zfedovaci voda a zfedovaci voda
s DMSO v koncentraci 0,2 ml.I"Y. Pro vSechny testy toxicity byly pfipraveny ldzné o nizSich
koncentracich fenbendazolu, nebot jeho vétsi mnozstvi by nebylo moZno rozpustit v DMSO
aniz by bylo nutno pouzit vétsi objem DMSO (a dosSlo by pak k navyseni koncentrace

v testované lazni).
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3.1.2. Vysledky

A) Vysledky testu, pfi kterych nebylo pouZito rozpoustédlo

e Test na Poecilia reticulata (do kazdé koncentrace nasazeno po 5 ks ryb)

Koncentrace Mortalita
(mg.I't) Délka expozice
24 hodin 48 hodin 72 hodin 96 hodin
100 0 0 0 0
500 0 0 0 0
1000 0 0 0 0
kontrola 0 0 0 0

Nerozpusténé castecky fenbendazolu sedimentovaly na dno nadrzi. V koncentracich 500 a
1000 mg.I'* byl u ryb pozorovan neklid a ve srovnani s kontrolou zrychlené pojizdéni po lazni.
Avsak, jak vyplyva z predloZenych vysledk(, testovany pfipravek nevykazoval akutné letdlni

ucéinky na ryby ani v nejvyssi testované koncentraci (96hLC50 = 1000 mg.I2)

e Test na Daphnia magna (2 paralelni stanoveni, kde bylo do kazdé koncentrace

nasazeno po 20 ks perloocek)

Koncentrace Inhibice pohyblivosti
(mg.I'?) (délka expozice 24 hodin)

(ks) (%)

10 3+4 35

25 2+3 25

50 3+3 30

100 4+9 65

500 1+3 20

1000 1+4 25
kontrola 0+0 0
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Z vysledk(l testu je patrné, Ze mira negativnich ucink( testovaného pfipravku nesouvisi
svysSi jeho koncentrace. Podobné, jako vtestu na rybdach, i zde byly patrné castecky
nerozpusténého pfripravku, takZe lze predpokladat, Ze testovany pfipravek poskozoval
testovaci organismy spiSe mechanicky nez prfimym toxickym ucinkem. Pres zjisténé uhyny

perloo¢ek hodnota 24hEC50 > 1000 mg.I2.

e Test na zelené fase Desmodesmus subspicatus (test proveden ve dvou paralelnich

stanovenich, pocatecni hustota fasové suspenze byla 10 400 bunék v 1 ml. Vysledky
uvedené v tabulce jsou primérem ze dvou stanoveni). Test byl vyhodnocen na zakladé

rastové rychlosti fas stanovené v kontrole a v jednotlivych koncentracich testované

latky.
Koncentrace Koncentrace fasové suspenze | Inhibice rlistové
(mg.I"Y) (pocet bunék v 1 ml) rychlosti ve srovnani
Délka trvani testu (h) s kontrolou (%)
24 48 72
10 35000 198750 | 538750 3,7
50 38750 201250 451250 8,0
100 40000 158750 383750 12,0
500 27500 123750 | 140000 36,6
1000 25000 90000 133750 37,7
kontrola 41250 187500 626250 -

Z vysledk( testu na Desmodesmus subspicatus je zifejmé, Ze ani v nejvyssi testované
koncentraci (1000 mg.l"!) nebylo dosazeno 50% inhibice rlstové rychlosti (72hIC50 > 1000
mg.IY). Navic, ani zde nelze vyloudit inhibici rlstu vyvolanou zastinénim bunék

nerozpusténymi ¢asteckami testovaného pfripravku.

B) Vysledky testl, kde byl testovany pfipravek aplikovan do lazni ve formé roztoku

v DMSO

e Test na Poecilia reticulata (do kazdé koncentrace nasazeno po 5 ks ryb)
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Koncentrace Mortalita
(mg.I?) Délka expozice

24 hodin | 48 hodin | 72 hodin | 96 hodin

25 0 0 0 0
50 0 0 0 0
100 0 0 0 0
kontrola 0 0 0 0

kontrola + 0,2 ml.I"t DMSO

Po nadavkovani pfipravku rozpusténého v DMSO do vody se vytvorila bélava suspenze a
na dné nadrZi se usazovaly vlozky opétné vysrazeného fenbendazolu. Nicméné, ani v tomto

testu nedoslo k Uhynu ryb ani v nejvyssi testované koncentraci (96hLC50 > 100 mg.I2).

e Test na Daphnia magna (2 paralelni stanoveni, kde bylo do kazdé koncentrace

nasazeno po 20 ks perloocek)

Koncentrace Inhibice pohyblivosti
(mg.I"Y) (délka expozice 24 hodin)

(ks) (%)

25 8+10 90

50 9+7 80

100 8+8 80
kontrola 0+0 0
kontrola + 0,2 ml.I"! 1+3 20

DMSO

Z vysledkl je zfejmé, Ze jiz samotnd pfitomnost DMSO v koncentraci 0,2 ml.I"* dafnie
negativné ovlivnila. Uhyny v pfipravenych laznich jsou sice vysoké, ale vzhledem ke stavbé téla
perloocek a jejich citlivosti na poskozeni (,,zalepeni“) dychaciho aparatu predpokladame, ze
vysokd mortalita perloocek souvisi spiSe s mechanickym poskozenim nez s pfimym toxickym

plUsobenim pripravku.
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e Test na zelené fase Desmodesmus subspicatus (test proveden ve dvou paralelnich

stanovenich, pocatecni hustota fasové suspenze byla 10 304 bunék v 1 ml. Vysledky
uvedené v tabulce jsou priimérem ze dvou stanoveni). Test byl vyvhodnocen na zakladé

rastové rychlosti fas stanovené v kontrole a v jednotlivych koncentracich testované

latky.
Koncentrace Koncentrace fasové suspenze | Inhibice rlistové
(mg.I"Y) (pocet bunék v 1 ml) rychlosti ve
Délka trvani testu (h) srovnani
24 48 72 s kontrolou (%) *)
25 20000 75000 425000 8,2
50 30000 225000 857500 -9,1 (stimulace)
100 5000 37500 325000 14,8
kontrola 55000 325000 | 805000
kontrola + 0,2 mlL.I": DMSO 37500 257500 592500

*) vztaZzeno k rastové rychlosti zjisténé v kontrole s 0,2 ml.I't DMSO
Z vysledk je ziejmé, Ze ani v nejvyssi koncentraci testovaného pfipravku nebylo

dosazeno 50% inhibice ristové rychlosti (72hI1C50 > 100 mg.I2).

3.1.3. Zavér

A) Na zakladé vysledkl testti akutni toxicity provedenych s pfipravkem fenbendazol,
kde byly jednotlivé lazné pro testovani pripraveny tfepanim vzorku v fedici vodé po

dobu 24 hodin na vertikalni tfepacce, byly uc¢inény nasledujici zavéry:

U testovacich organism( Poecilia reticulata/Desmodesmus subspicatus nebyly
prokdzany akutni letdlni ucinky/inhibice rdstu ani v nejvyssich koncentracich (1000 mg.I?)
testovaného pfipravku (96hLC50/72hIC50 > 1000 mg.I%).

V pfipadé testu na perloockach Daphnia magna byly zaznamenany Uhyny testovacich
organisma v celé $kdle koncentraci testovaného pfripravku, které vSak nesouvisely s vysi
koncentrace. Nejvy$si mortalita byla zaznamendana v koncentraci 100 mg.It (65 %), v ostatnich
koncentracich mortalita nepfesahla 35 %, v nejvyssi testované koncentraci (1000 mg.I"?) byla

mortalita 25 %. Vzhledem k témto skutec¢nostem predpokladame, Ze mortalita byla vyvolana
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spiSe mechanickym poskozenim testovacich organismu vlivem nerozpusténého ptipravku nez

jeho pfimym toxickym plsobenim.

B) Na zakladé vysledki testd akutni toxicity provedenych s pFipravkem fenbendazol,
ktery byl rozpustén v DMSO a jednotlivé lazné pro testovani byly pripraveny

davkovanim takto pripravené suspenze, byly ziskany nasleduijici vysledky:

U testovacich organism( Poecilia reticulata/Desmodesmus subspicatus nebyly
prokdzany akutni letalni G¢inky/inhibice rdstu ani v nejvyssich koncentracich (100 mg.I%)
testovaného pfipravku (96hLC50/72hIC50 > 100 mg.I2).

V pripadé testu na perloockach Daphnia magna byly zaznamenany Uhyny testovacich
organism0 (80 — 90 %) v celé Skdle koncentraci testovaného pfipravku, pficemz nejvyssi
mortalita (90 %) byla zaznamendna v nejnizsi testované koncentraci (25 mg.l"t) a v koncentraci
100 mg.It byla mortalita 80 %. To znamen4, Ze ani v tomto pFipadé mortalita nesouvisela s vysi
koncentrace fenbendazolu a lze predpokladat, Zze byla vyvolana mechanickym poskozenim
perloocek. Pfes tuto skutecnost je nutno s rizikem negativniho vlivu na zooplankton pritomny
ve vodnim prostiedi pocitat.

(Pti pouziti rozpoustédla DMSO nebylo mozino pfipravit vyssi koncentrace
fenbendazolu nez 100 mg.I'Y, nebot mnoistvi pouZitého DMSO nebylo moZno zvySovat
diky limitaci vysledné koncentrace DMSO. Avsak u vSech takto pripravenych koncentraci
pripravku dosSlo po naddvkovani suspenze do fedici vody k vyvlockovani a vzniklé vliocky se

usazovaly na dné nadrizi.

Predlozené vysledky dokumentuji, Ze pfipravek fenbendazol nevykazuje akutné
toxické ucinky pro testované vodni organismy (ryby, zelené fasy), a to ani v koncentracich,
které jsou vyssi, nez je realny predpoklad zbytkovych koncentraci souvisejicich s jeho
aplikaci ve formé koupele (25 mg.It). Zvy3ené riziko viak tato koncentrace pfedstavuje pro
(25 mg.I'Y) vyvolala u dafnii 90% uhyn, nutno konstatovat, Ze pouziti fenbendazolu formou
koupele ve vyse uvedené koncentraci by predstavovalo vazné riziko pro pfirozenou potravni

zakladnu ryb.
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Pouzité zkratky:
DMSO dimethylsulfoxid
96hLC50 koncentrace, ktera vyvolda béhem expozice 96 hod. 50% uhyn ryb Poecilia
reticulata
24hEC50 koncentrace, ktera vyvola béhem expozice 24 hodin Uhyn nebo inhibici

pohyblivosti perloocek Daphnia magna
72hIC50 koncentrace, ktera vyvola béhem 72 hodinové expozice 50% inhibici rdstové

rychlosti zelené fasy Desmodesmus subspicatus

3.2. Testy ucinnosti a sledovani vlivu fenbendazolu na hematologické

a biochemické ukazatele

3.2.1. Metodika

40 amur( bilych (Ctenopharyngodon idella) o primérné hmotnosti 20,1 g bylo
aklimatizovdno po dobu jednoho tydne v akvarijni mistnosti VURH FROV Vodnany, kde jim
bylo 2 x denné predkladano krmivo KP1. Jeden den pfed zac¢atkem testu bylo krmeni zastaveno
a ryby byly rozdéleny do 8 akvarii o objemu lazné 20 | po 5ti rybach. Lé¢ebné lazné byly
pfipraveny takto (Foto 1):

e 2x kontrolni skupina (K): odstata kouhoutkova voda bez pridavku léciv
e 2x pokusna skupina (PQ 1): Praziquantel v koncentraci 2 mg/I
e 2x pokusna skupina (PQ 2): Praziquantel v koncentraci 10 mg/I
e 2x pokusna skupina (FB): Fenbendazol v koncentraci 25 mg/I
Akvaria byla dle skupin oznacena K, PQ1, PQ2 a FB, a to tak, Zze ryby ze 2 akvarii (10 ryb)

tvorily vzdy jednu skupinu (Foto 2).
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Foto 1: Navazky praziquantelu a fenbendazolu k pfipravé koupeli

Foto 2: Pokusna skupina 20 | akvarii v laboratorni mistnosti pfipravend na test. Okometricky patrné vyrazné
zakaleni FB koupele (nejvice vpravo) dané jeji Spatnou rozpustnosti.

Ryby byly po dobu 24 hodin exponovany danym latkdm a nésledné byla rybam z ocasni

cévy (vena caudalis) odebrana krev. Rovnéz bylo provedeno parazitologické vysetreni oci na

pritomnost metacerkarii motolice ocni. Pti zpracovani krve bylo metodicky postupovano dle

Svobodové a kol. (2012).

Z odebrané krve bylo nasledné provedeno:

e Hematologické vysetieni, kde byly stanoveny nasledujici parametry: pocet erytrocyta

(RBC), pocet leukocytd (WBC), mnoZstvi hemoglobinu (Hb), hematokrit (PCV), stfedni
barevnda koncentrace (MCHC), stfedni obsah hemoglobinu v erytrocytu (MCH) a stfedni
objem erytrocytu (MCV).

e Biochemické vySetfeni krevni plazmy ziskané odstfedénim krve v odstfedivce

Microcentrifuge MPW-55 pti 14 000 otackach po dobu 3 minut. Separovana plazma byla

do doby biochemické analyzy uloZzena v mrazicim boxu pfi teploté -80°C. Biochemické
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indikatory byly stanoveny na biochemickém analyzatoru VETTEST 8008 (IDEXX Laboratories
Inc. U.S.A,, firmy Medisoft). Pfistroj pracuje na principu suché chemické a kolorimetrické
analyzy. Vyhodnoceni probiha na selektivnich testovacich discich (Multi — laier film slides,
Kodak), laserovym ctenim bar kddd. Stanoveny byly nasledujici biochemické parametry:
glukdéza (GLU), celkové bilkoviny (TP), albuminy (ALB), globuliny (Glob), triacylglyceroly
(TAG), alaninaminotransferaza (ALT), aspartataminotransferaza (AST),

laktatdehydrogenaza (LDH) a amoniak (NH3).

Statistické vyhodnoceni vysledkll hematologického a biochemického vysetireni
kontrolni a pokusnych skupin bylo provedeno analyzou variance pocitaCového programu
STATISTICA verze 12.0 pro Windows (StatSoft) a byly zde vyhodnoceny statisticky vyznamné

rozdily na hranici vyznamnosti p<0,05 a p<0,01.
3.2.2. Vysledky

3.2.2.1. Hematologické vysetreni

Po koupelich doslo ke statisticky vyznamnym zméndam dvou sledovanych
hematologickych parametr(i. U skupiny FB byly naméreny statisticky vyznamné nizsi (p<0,05)
hodnoty RBC (pocet ¢ervenych krvinek) v porovnani s kontrolni skupinou K. U skupiny PQ2
doslo k statisticky vyznamnému (p<0,05) poklesu MCHC (stfedni barevna koncentrace)
v porovnani s kontrolni a FB skupinou (viz Graf 1). Zbytek namérenych hematologickych
parametrd u amurQ bilych (Ctenopharyngodon idella) se nelisil od kontrolni skupiny K (viz

Tabulka 1).

Tabulka 1: Vysledkova tabulka s rozsahem namérenych hodnot hematologickych ukazatell amura bilého po provedenych
koupelich v PQ a FB. Ukazatele jsou vyjadifeny hodnotou priméru v dané skupiné + smérodatnd odchylka. Indexy P
charakterizuji shodu nebo rozdilnost hodnot mezi skupinami (p<0,05).
RBC WBC PCV Hb MCV MCH MCHC
rametr

Skupina (T.1) (G.I") (L) (1) (f1) (pg) (L)
K 2,57+0,51* | 11,83+4,02 | 0,27+0,05 |66,91+15,83|107,12+16,15| 26,18+4,32 | 0,25+0,02°

PQ1 2,49+0,33% | 14,3345,75 | 0,25+0,03 | 66,79+5,49 | 98,99+9,52 | 27,06+2,40 | 0,27+0,02%

PQ2 2,28+0,26 **| 17,5+7,87 | 0,22+0,03 | 64,76+7,16 | 97,01+7,97 | 28,43+1,64 | 0,29+0,02°

FB 1,97+0,52° | 15,83+6,49 | 0,24+0,05 |56,52+12,46|122,23+15,63 | 30,24+3,95 | 0,24+0,01°
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3.2.2.2. Biochemické vysetreni

Fakult

a rybarstvi

a ochrany vod

Jiho¢eska univerzita
v Ceskych Budéjovicich

V biochemickém profilu doslo k statisticky vyznamnému zvyseni aktivity (p<0,05) LDH

u skupiny FB v porovnani s kontrolni skupinou (viz Graf 1). Hodnoty ostatnich parametr( se

statisticky vyznamné nelisily. VSechny mérené hodnoty jsou uvedeny v Tabulce 2.

Tabulka 2: Vysledkova tabulka s rozsahem naméfenych hodnot biochemickych ukazateld amura bilého po provedenych
koupelich v PQ a FB. Ukazatele jsou vyjadieny hodnotou priiméru v dané skupiné + smérodatna odchylka. Indexy a,b
charakterizuji shodu nebo rozdilnost hodnot mezi skupinami (p<0,05).

Glu TP ALB Glob TAG ALT AST LDH NH3
Par: r
S:uapi: (mmol.I) (g.1) (g.1) (g-1) (mmol.I) (U.I) (U.I) (U.1) (nmol.I)
K 1,94+0,32 | 35,33+1,75 | 4,50+1,05 | 30,83+2,32|0,94+0,24 | 0,23+0,15|2,03+1,38 | 17,0+2,4* | 496110
PQ1 |2,20+0,8038,83+5,15|5,33+0,82 | 33,5045,54 | 1,04+0,43 | 0,31+0,15 | 2,24+0,79 | 18,6+1,6°° | 439483
PQ2 |2,69+0,32|36,83+2,71|5,50+0,55 | 31,33+3,08 | 0,95+0,20 | 0,36+0,15 | 2,40+0,81 | 18,5+2,0°* | 510+118
FB |2,63+0,33|35,40+4,34|5,00£0,71 | 30,40+4,45 | 1,04+0,29 | 0,45+0,24 | 2,27+0,28 | 19,5+1,8" | 4984168
Graf 1: Grafické znazornéni vyznamnych zmén hematologickych a biochemickych parametr(
RBC MCHC LDH
(T.I') (1.I'%) (U.I'Y)
3,5 0,35 N 25,00
a
b
3 ab 0,3 ab ab ab
=5 b a a 20,00 a
2,5 0,25
B 0,2 15,00
1,5 0,15 10,00
1 0,1
5,00
0,5 0,05
0 0 0,00
K PQ1 PQ2 FB K PQl PQ2 FB K PQl PQ2 FB

3.2.2.3. Parazitologické vysetreni

Prevalence metacerkarii motolice ocni v kontrole dosahovala 50%, zatimco u
aplikovanych ryb ze skupin PQ1 a PQ2 byla nalezena nizsi prevalence 20% a 10% s patrnym
procentudlnim narlGstem nehybajicich se metacerkarii. U FB skupiny byla prevalence infekce i
po koupelich shodna s kontrolou, nicméné prokazatelné vzrostl ndlez nehybajicich se

metacerkarii, naznacujici pozitivni Ié¢ebny efekt FB (viz Tabulka 3).
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Tabulka 3: Prevalence a intenzita infekce a pohyblivost metacerkarii motolice ocni zjisténych parazitarnim
vySetfenim po provedenych koupelich v PQ a FB.

Skupina | Prevalence | Intenzita infekce Pohyb metacerkarii (%)
(%) (min —max) + -
K 50 1-4 90 10
PQl1 20 1-3 30 70
PQ2 10 7 0 100
FB 50 3-4 50 50
3.2.3. Zaveér

Z vysledk( je patrné, Zze FB koupel ovliviiuje mnozstvi ¢ervenych krvinek, které je vsak
stale v optimalnim rozmezi pro kaprovité ryby. Za minimalni hranici se povazuje mnozstvi 1,1
T.I"Y. U biochemickych ukazatel(l Ize ze zvy$ené aktivity LDH u FB skupiny usuzovat na mirnou
alteraci bunék jaterniho parenchymu. VAainéjsi jaterni poskozeni (jaterni selhdni,
hepatodystrofie a toxické poSkozeni jater) indikuje az 10-20 ti ndsobné zvyseni aktivity,
z ¢ehoz je na podkladé vysledk( stale patrna relativni bezpecnost FB davky.

Vzhledem k nizké prevalenci infekce lIze z vysledkll parazitologického vysetfeni pouze
hodnotit trendy, kdy u vSech testovanych lécebnych koupeli doslo k narlistu nehybajicich se
(potencidlné mrtvych) metacerkarii v oéni ¢occe. Vysledky naznacuji [écebny potencidl viech

testovanych koupeli s U¢innosti PQ2>PQ1>FB.
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3.3. Testovadni ucinnosti fenbendazolu (FB) a praziquantelu (PQ) aplikovanych
v krmivu na metacerkdrie motolice oc¢ni (Diplostomum spathaceum) u kapra

obecného
3.3.1. Metodika

3.3.1.1. Ryby

Celkem 300 ks pladku kapra obecného o primérné hmotnosti 3 g bylo aklimatizovano
po dobu jednoho mésice v akvarijni mistnosti VURH FROV Vodnany. Po dobu aklimatizace byly

ryby denné krmeny krmivem pro pliddek Premium select a obden jim byla ménéna voda.

3.3.1.2. Zisk infekcnich cerkdrii motolice ocni (Diplostomum spathaceum)

Pro ziskani cerkarii Diplostomum spathaceum byly z mist vyskytu infekce sbirani
mezihostitelti hlemyzidi Lymnaea stagnalis. Sneci byli bezprostiedné po sbéru stimulovani
svétlem k produkci cerkarii s naslednym posouzenim infikovanosti a identifikaci druhu.
Prokazatelné infikovani jedinci byli pfechovavani v akvariu napusténém dechlorovanou vodou
pfi teploté 18°C s dennim svételnym reZimem 14 hodin a krmeni promytym salatem ad
libitum. Uvolnovani cerkarii pro infekéni test bylo u Snekd stimulovano intenzivnim svétlem a
teplem po dobu 2 hodin v malé nddobé o objemu vody 350 ml. Ziskanda cerkarialni suspenze
byla promichdna a napipetovdna v mnozstvi 0,5 ml do 10 jamek, ve kterych byla pod binolupou

stanovena primérnd koncentrace cerkarii v suspenzi.

3.3.1.3. Nakazeni ryb

Ryby byly pfemistény do akvaria s objemem vody 30I. K rybam byla pfidano 300ml
cerkarialni suspenze a byly ponechany po dobu 2 hodin pfi teploté 18°C bez pfimého svétla.
Promichani cerkarii vakvariu bylo zajisténo kontinudlnim provzdusiovanim. Po dvou

hodinach byly ryby premistény zpét do zasobni aklimatizacni kadé.
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3.3.1.4. Priprava medikovanych krmnych smési

Medikovana smés byla pfipravena rozdrcenim komercni kontrolni krmné smési
Premium select a naslednym primichanim lé¢ebné Iatky v poZzadované koncentraci. Nasledné
vytvorené a vysuSené peletky byly postfikdny abdukéni Zelatinou chrénici peletky pred
rychlym rozpadem ve vodnim prostiedi. K pfipravé krmiva byl vyuZit praskovy praziquantel
(Ecological Laboratories Inc., USA) v mnozstvi 0,75 g a 1,25 g na kg krmiva a praskovy
fenbendazol (Jiangsu Baozong & Baoda Pharmachem Co. Ltd.) v mnoiZstvi 1 g na kg krmiva.

Kontrolni krmivo bylo pfipraveno stejnym postupem bez pridani Ié¢ebnych latek.

3.3.1.5. Design testu

Tyden po fizené infekci bylo parazitologicky vySetfeno 10 ks ryb pro zhodnoceni
intenzity a prevalence infekce. Ryby byly rozdéleny po 35 ks do 8mi akvdrii s objemem vody
200l. Jednu skupinu tvofila vidy 2 akvaria, tedy 70 ryb. Rybam bylo nasledné 2x denné po dobu

jednoho tydne predkladano krmivo v mnozstvi 2% jejich hmotnosti takto:

Skupina K: kontrolni krmivo KP1

Skupina FB: fenbendazolem medikované krmivo — denni davka 40 mg.kg'z.m.
Skupina PQ1: praziquantelem medikované krmivo — denni ddvka 30 mg.kg'z.m.
Skupina PQ2: praziquantelem medikované krmivo — denni ddvka 50 mg.kg'z.m.

Krmné schéma bylo stanoveno na podkladé testll provedenych ve vyzkumném
subjektu, kde bylo zjisténo, Ze ddvka 40 mg FB.kg'z.m. je pfi opakované aplikaci G¢inna na
parazitdzy z tfidy monogenea.

Parazitologické vySetfeni bylo provadéno u skupin K, FB, PQ1 a PQ2 po tydenni aplikaci

MK, ddle pak 2 dny od ukonceni aplikace MK, 8 dni od ukonceni aplikace MK a 23 dni od
ukonéeni aplikace MK. Pro parazitologické vysetfeni bylo odebrano vidy 20 ks ryb ze skupiny
(10 ks z kazdého akvaria), pouze posledni odbérovy den (23 dni od ukonceni aplikace MK) bylo
odebrano 10 ks z kazdé skupiny (5 ks z kazdého akvaria). Byla vyhodnocena prevalence (%) a
intenzita (primérny pocet nalezenych parazitd na rybu) infekce Diplostomum spathaceum.
Po usmrceni byly vSem rybam odebrany vzorky svaloviny a jater uréené pro stanoveni

rezidui_aplikovanych |éciv. Urcovani rezidui bylo provedeno nasledovné: K pfiblizné 0,5 g
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vzorku (svalu nebo jater) v Eppendorfové zkumavce byl pfidan vnitfni standard, extrakéni
¢inidlo (acetonitril a isopropanol, 1:1) a homogenizacni kuli¢ka. Vzorek byl homogenizovan
(1800/min; 10 min) a centrifugovan (9600 x g; 10 min; 4 °C). Supernatant byl filtrovan
(celulézovy filtr; 0,45 um) a ulozen do mrazdku do -20 °C na 24 hod. Poté byl supernatant
vynddn, rozmrazen a znovu centrifugovan. Alikvotni podil byl odpipetovdan do vialek.
Koncentrace |éCiv byla mérena kapalinovou chromatografii s hybridni tandemovou
hmotnostni spektrometrii (LC-MS/HRMS).

Dale bylo provedeno histologické vysetieni, kdy na konci pokusu byly vSem rybam

odebrany vzorky Zaber, kGZze a jater. Vzorky byly ihned po odbéru fixovany v 10%
formaldehydu, poté odvodnény a zality do parafinu. Z parafinovych blo¢kd byly zhotoveny

fezy a obarveny hematoxilinem — eozinem.

3.3.2. Vysledky

3.3.2.1. Parazitologické vysetreni

Hodnoty parazitarni prevalence a intenzity infekce pocitané z prokazatelné Zivych
metacerkarii jsou uvedeny v Tabulce 4. U kontrolnich skupin se prevalence pohybovala
vrozmezi 60-80% sprimérnou intenzitou infekce 3 metacerkdrie/rybu. U vsech
medikovanych krmiv doslo k poklesu prevalence a intenzity infekce. Nejefektivnéji, i co do

pretrvani efektu IéCby, se jevi skupina PQ2.

Tabulka 4: Prevalence a intenzita infekce metacerkarii Diplostomum spathaceum stanovené u ryb bezprostredné
po tydenni aplikaci MK (0), 2, 8, a 23 dni od posledni aplikace medikovanych krmiv.

Prevalence infekce / Intenzita infekce
skupiny (%) / (prGmérny pocet parazitl na rybu)
Pfed testem 0 2 8 23
Kontrola 80/2,7 70/2,9 80/4,1 60/ 2,6 80/3,1
FB - 60/2,3 65/2,2 50/1,8 70/2,2
PQ1 - 65/2,7 60/1,8 50/0,9 80/1,7
PQ2 - 15/2,2 15/0,2 50/0,5 50/0,9

Z ¢asového hlediska je u skupiny PQ2 (nejefektivnéjsi |écba) patrny trend postléebného

narUstu Zivotaschopnych metacerkarii, které bezprostfedné po |écbé nevykazuji Zadny pohyb
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naznacujici jejich vitalitu. U skupin FB a PQ1 se byl % podil Zivych metacerkarii v pribéhu ¢asu

stabilni (Graf 2).

Graf 2: Procentualni podil Zivych metacerkarii v jednotlivych skupinach

% podil zivych metacerkarii ve skupinach
100

100
90

100
85

80
70
60 56
5
4
3
2
1 7

0

0

3.3.2.2. Stanoveni rezidui aplikovanych IécCiv
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Rezidua fenbendazolu byla nalezena v jatrech a svaloviné ryb jesté 2 dny po posledni
aplikaci MK, nicméné koncentrace ve svaloviné se pohybovala v fadech desetin ng/g, tedy
v tésné blizkosti detekéniho minima, a to jesté pouze u 2 kusl ryb z deseti. Osmy den po
ukonceni aplikace nebyly v jatrech ani svaloviné rezidua fenbendazolu detekovana (tabulka 5).
Rezidua praziquantelu pretrvavala v tkanich delsi dobu. Na rozdil od svaloviny byla u obou
testovanych PQ skupin MK v jatrech detekovana rezidua praziquantelu i 8. den po ukonéeni
aplikace (Tabulka 5).

Z hlediska konzumu oSetfenych ryb jsou obé latky bezpecné pouze pti dodrzeni
doporucené ochranné Ihity 500 stupfiodn( od posledni aplikace (pocet stupriodnu se zjistuje

nasobenim prlimérné denni teploty vody poctem dn().
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Tabulka 5: Rezidua fenbendazolu (ng/g) a praziquantelu (ng/g) v jatrech a svaloviné odebranych ryb ze skupin K,
FB, P1 a P2. Odbéry byly provedeny bezprostfedné po tydenni aplikaci MK (0), 2 a 8 dni od posledni aplikace
medikovanych krmiv.

tkan cas odbéru  skupina koncentrace léciv Cetnost LOQ
(dny) (ng/g) (ng/g)
jatra 0 Kontrola 0.35+0.38 2/10 0.11-1.20
FB 66.4 + 20.8 10/10 42 - 87
PQ1 171.3+125.9 10/10 56 -320
PQ 2 180.7 + 80.5 10/10 73-290
2 Kontrola 0.13+0.01 0/10 0.21-0.26
FB 0.82 +0.60 10/10 0.22-1.50
PQ1 0.91+0.40 10/10 0.28-1.40
PQ 2 237+1.71 10/10 0.72-5.20
8 Kontrola 0.12+0.01 0/10 0.21-0.26
FB 0.21+0.13 0/10 0.12-0.32
PQ1 0.32+0.10 4/10 0.22-0.44
PQ 2 0.34+0.10 10/10 0.21-0.45
sval 0 Kontrola 0.18 +0.09 0/10 0.12-0.34
FB 66.5 £ 20.7 10/10 32-98
PQ 1 135.5+149.7 10/10 46 - 550
PQ2 87.9122.2 10/10 60 - 130
2 Kontrola 0.13+0.04 0/10 0.12-0.26
FB 0.18+£0.12 2/10 0.12-0.37
PQ 1 0.25+0.08 8/10 0.15-0.39
PQ2 0.57 £0.16 10/10 0.39-0.79
8 Kontrola 0.12+0.01 0/10 0.12-0.22
FB 0.12 +0.01 0/10 0.12-0.18
PQ 1 0.16 £0.01 0/10 0.15-0.17
PQ 2 0.15+0.01 0/10 0.14-0.16

Koncentrace ... prdmér % SD, vysledky <LOQ = % LOQ.
Cetnost ... pocet pozitivnich/véech vzorka.
LOQ ... limit of quantification (limit kvantifikace)
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3.3.2.3. Histologické vysetreni

Histologickym vySetfenim nebyly zjistény Zadné patologické zmény vySetfovanych
organl majici souvislost s predkladanymi medikovanymi krmivy. U vSech skupin byly
zaznamenany steatdzni zmény jaternich bunék. Tento ndlez byva obvykly u ryb krmenych
granulemi a lze ho tedy pfisuzovat spiSe dietetickym chybam, kdy je rybam predkladana vyziva

s nizkym podilem prirozené potravy bohaté na vitaminy a esencialni [atky.

3.2.3. Zaveér

V testu perordlni aplikace medikovanych krmiv byl prokdzan lé¢ebny efekt obou
testovanych latek, ale v porovnani s praziquantelem je ucinnost fenbendazolu na
metacerkarie vyznamné nizsSi. AvSak oproti prazigantelu je fenbendazol metabolizovan
rychleji. Zddné z testovanych krmiv nezplsobuje histologicky patrné zmény tkani kiiZe, jater a

Zaber.

V provoznich podminkach rybarstvi Hluboka CZ s.r.o byly provedeny tyto testy:

3.4. Aplikace fenbendazolu (FB) a praziquantelu (PQ) namichanych v krmivu
pro amura bilého (Ctenopharyngodon idella) — AbO a Ab1 v provoznich

podminkach

3.3.1. Metodika

Test probihal v obdobi srpna 2018 — listopadu 2019. Celkem 60 000 ks Abo bylo
nasazeno do 4 parcelovych rybni¢kd (cca 1,3 ha) v aredlu Ostrov u obce Cejkovice. Po 60ti
denni aklimatizaci ryb, béhem které si jiz pfivykly na pfijem krmiva KP1, bylo rybam
predkladano medikované krmivo (MK) s obsahem fenbendazolu v davce 40mg/kg (FB1 —
rybnicek 1) a 80mg/kg (FB2 — rybnicek 2) a MK s obsahem praziquantelu v davce 100mg/kg
(PQ - rybnicek 3). Obsadka rybnic¢ku 4 byla naddle prokrmovana KP1 a slouzila jako kontrolni
(K). MK bylo prokrmeno v 6 ti davkach v mésicich 08. a 09. 2018 a 07. a 08.2019. Pred prvni
aplikaci, na zavér testu (5 dni po posledni aplikaci MK) a mési¢né (vyjma zimniho obdobi) byla

vyhodnocovéna prevalence a intenzita infekce metacerkarii Diplostomum spathaceum v ocni
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¢occe u 10ks amurl z kazdého rybnicka a na podkladé vysledk( byl sledovan pribéh infekce a

ucinnost zvolenych davek na eliminaci tohoto parazita.

3.3.2. Vysledky

Inicidlni prevalence motolic dosahovala u viech rybnick( 90%. Intenzivni prokrmeni
MK s obsahem fenbendazolu sniZilo prevalenci (o 20-30%) a intenzitu (az o 50%) infekce
(Tabulka 6). Pozvolny poaplika¢ni narlist mnozstvi parazitl lze pricitat reinfekcim, kdy
mezihostitelSti Sneci v zavislosti na teploté produkuji dalsi infekéni cerkarie napadajici rybu.
Pro zmirnéni priznakd infekce se vsak stale efektivnéji projevuje praziquantel, ktery je po

aplikaci schopen metacerkarie Uplné eliminovat.

Tabulka 6: Prevalence a intenzita infekce Diplostomum spathaceum stanovené u ryb v pribéhu jednotlivych
mésicl let 2018-2019. Cervené sloupce znadi vysetieni provedené v mésici po aplikaci medikovaného krmiva.

Prevalence infekce / Intenzita infekce

(%) / (primérny pocet parazitl na rybu)
skupiny

Pred 10.2018 | 11.2018 | 4.2019 | 5.2019 6.2019 09.2019 | 10.2019 | 11.2019

testem

Kontrola | 90/3,6 90/4,8 | 90/5,5|90/4,5 | 100/5,2 90/7,2 | 100/4,8

FB1 - 80/2,2|90/3,4|70/2,2| 90/2,7 70/2,4 80/2,2
FB2 - 80/2,3|80/3,6|80/3,0| 8/4,5 70/2,5 80/1,9
PQ - 20/2 | 75/3,1|80/3,2| 80/28 10/2 20/1
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4. Zavér

Pfi testovani fenbendazolu byly nejdfive provedeny testy toxicity na modelovych
organismech Poecilia reticulata, Daphnia magna a Desmodesmus subspicatus. Na podkladé
provedenych testl na Poecilia reticulata a Desmodesmus subspicatus lze konstatovat, Ze
hodnoty 96hLC50 a 78hIC50 jsou vy$si nez 100 mg.It. Stanovend hodnota terapeutického
indexu pro ryby (>4) proto vykazuje ptiznivou hodnotu pro jeho terapeutické vyuziti. Avsak
predpokladana koncentrace terapeutické koupele vyvolala v testu toxicity na Daphnia magna
90% uhyn testovacich organismu. To svédci o jeho vysoké toxicité pro tento druh organism a
vyrazné omezuje moznosti jeho SirSiho terapeutického vyuZiti v chovech ryb formou koupeli.

V dalsich testech FB ovlivnil mnozstvi ¢ervenych krvinek, které vsak stdle z(stavalo
v optimalnim rozmezi pro kaprovité ryby. U biochemickych ukazateld doslo po FB koupeli ke
zvysSeni aktivity LDH, coZ naznacuje mirnou alteraci bunék jaterniho parenchymu, avsak stdle
bezpecnou pro vyuziti u ryb.

V laboratornich a provoznich testech aplikace medikovanych krmiv s obsahem FB byl
sice prokdzan ucinek na metacerkarie motolice ocni, avSak v porovnani s praziquantelem byl
|[é¢ebny efekt v obou testech vyznamné niZzsi.

Fenbendazol v dédvce 40 mg.kg! Z.m. zapracovany v krmivu lze pouzit ke kontrole a
zmirnéni prubéhu infekce zplsobené metacerkdriemi motolice ocni, avsak jeho

7 7 wve

terapeutické ucinky jsou v porovnani s praziqantelem prokazatelné nizsi.
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