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1 Uvod

Terapeutické koupele v 1éCivech rozpustnych nebo rozptylenych ve vodé se pouziva
v intenzivnich chovech ryb stale castéji (Lucky, 1986). Vzhledem k zakazu dfive
pouzivanych 1éCiv, kterda odporovala zdsadam farmakovigilance, je nutné hledat nové
vyhovujici a hlavné ucinné piipravky vhodné k terapeutické aplikaci u ryb.

Pridavani 1éCivych latek do vody je zaméfeno predevSim na tlumeni
ektoparazitarnich, plisnovych a bakteridlnich onemocnéni povrchu téla a zaber. Lécebné
zasahy by méli byt provadény, jen v ptipadé, kdy nemoc bezprostiedné ohrozuje zivot
nebo prosperitu ryb. Proto jsou lééebné postupy feSenim nouzovym, které se voli az
Vv piipad¢ zanedbané prevence (Kolafovéa a Svobodova, 2009).

V intenzivnich akvakulturach, kde byva udrzovana vysoka obsadka ryb, pti krmeni
neplnohodnotnou potravou, nizsi hygiené chovu a pii chovu na oteplené vodé casto
dochazi Kk propuknuti onemocnéni, kterd jsou v klasickém rybniénim chovu
diagnostikovana jen vyjimecné. V¢asnou identifikaci ptivodce onemocnéni a vhodnou
aplikaci ucinné preventivni koupele mizeme zabranit vzniku onemocnéni nebo jej
utlumit na samém pocatku (Koufil a kol., 1984).

Cilem této diplomové prace je posoudit vliv vybranych antiparazitarnich koupeli na
zvolené biochemické a hematologické ukazatele. Vybrané druhy ryb byly vystaveny
antparazitarnim koupelim o doporucené koncentraci a nasledné jim byla odebrana krev
na hematologické a biochemické vysetfeni. Na podklad¢é vysledkii hematologickych a
biochemickych parametrii byl posouzen vliv testovanych latek na zdravotni stav ryb a
bylo zhodnoceno aplika¢ni schéma testovanych latek. Dale byly ryby histopatologicky
vysetieny a vysledky vySetfeni vyhodnoceny.

Experimentalni ¢ast byla provedena formou laboratornich pokusi na kapru obecném
(Cyprinus carpio) lysé a Supinaté formé. Méteni jsem provadél na JihoCeské univerzité,
Fakulté rybafstvi a ochrany vod ve Vodnanech, v laboratoii Vodni toxikologie a nemoci
ryb. Histopatologické vySetfeni bylo provedeno na Veterinarni a farmaceutické

univerzité v Brné.



2 Literarni prehled
2.1 Lécebné koupele ryb

2.1.1 Aplikace lécebnych latek do vodniho prostredi

Aplikace 1é¢ebné pusobicich latek do vody je cilena hlavné na tlumeni
ektoparazitarnich , plisnovych a bakteridlnich onemocnéni zaber a povrchu téla ryb
(Noga, 2000). Pouzita latka puisobi pfimo na povrchové ptivodce chorob kiize a Zaber
a po vstiebani 1é¢iva nepiimo na ptivodce vnitinich chorob (Lucky, 1986). Pii pouziti
1é¢iv k tlumeni vnitinich nemoci je tieba provadét koupele dlouhodobé (Svobodova
a kol., 2007). Lécebné koupele se provadéji jak pii akutnim priabéhu choroby, tak i
ve formé preventivnich koupeli pii opakovaném vysetfeni rybich obsadek (Lucky,
1986). Nekteré preventivni koupele se mohou pouzivat i bez predchoziho nalezu
puvodci onemocnéni. Provadi se obvykle Sirokospektralni druh koupele ptsobici na
nejcastéji vyskytujici se onemocnéni (Koutil a kol., 1984). Koupele jsou vhodné pro
rychlé oSetfeni vétSiho poctu ryb a lze je dobfe pouzit v ramci technologickych
postupt pii odchovu ryb (Kolafova a Svobodovéa, 2009). Mimoto jsou na rozdil od
pfipravkti podavanych v krmivu dobie aplikovatelné pro nemocné ryby, které
nepfijimaji potravu a pro herbivorni ryby (Treves-Brown, 2000). Vétsina 1é¢ebnych
prosttedkll je pro ryby ve vysSich dadvkach toxickd, a proto je tfeba dodrzet presny
postup 1éebné koupele (Lucky, 1986). Zabry ryb jsou permanentnd v kontaktu s
vodou a vni aplikovanou chemikalii, proto jsou velmi ohrozené potencionalni
zvySenou toxicitou. Na zabrach, tak muze dojit k poruse vymény plynt, duseni,
nadmérné produkci hlenu a nasledné k naruseni osmotické rovnovahy organismu
(Treves-Brown, 2000). Také nekteré druhy ryb bez Supin (sumci, mienky) byvaji
k 1é¢ebnym koupelim citlivéjsi (Noga, 2000). Pouziti antibakterialnich koupeli neni
vhodné provadét v uzavienych chovech, které pouzivaji biofiltr, protoze ho degraduji
(Treves-Brown, 2000).

K aplikaci 1é¢ebnych postupli se pfistupuje az v ptipadé, kdy stupeit nemoci
bezprostfedné ohrozuje zivot nebo uzitkovost ryb. Také v ptipadé, ze se predpoklada
ohrozeni ryb v blizkém obdobi. Léfebné postupy by proto méli byt brany jako
opatieni nouzova a pristupovat by se k nim mélo az po net¢inné prevenci (Kolarova

a Svobodova, 2009).



Lécebné koupele 1ze dle doby trvani rozdélit na (Svobodova a kol., 2007):
e Ponofovaci (maximalné 5 minut)
e Kratkodobé (5 minut — 2 hodiny)
e Dlouhodobé¢ (2 hodiny — né€kolik dni)

2.1.2 Druhy lé¢ebnych koupeli

Ponorovaci koupele

Ponofovaci koupele trvaji maximalné 5 min. a jsou V rybnikafstvi pouzivay
nejcastéji. Provadi se ve vhodnych nadobach pii piesazovani ryb pii vylovu, kdy
byla na zaklad¢ vysetieni doporucena 1é¢ebna koupel (Lucky, 1986). Pfi ponofovaci
koupeli se pouzivaji pomérné vysoké koncentrace uUcinnych latek (Kolafova a
Svobodova, 2009). Ryby jsou jen kratce ponotfeny do koupele ptipravené oddélené
od ostatnich ryb a nasledné vraceny zpét. Je doporuceno pouzivat vodu z rybnika
nebo nadrze, ve které jsou ryby chovany, aby se tak minimalizoval chemicky a
teplotni stres. Ponofovaci koupele vyZzaduji vice pracovnich sil a mé¢l by se tak brat
Vv potaz i jejich ekonomicky aspekt (Noga, 2000).

1001 1écebného roztoku je mozno pouzit pro koupel cca 20 — 30 kg ryb.
Pfipraveny 1é¢ebny roztok musi byt vzdy Cerstvy a je mozno ho pouzit 5 — 10x podle
stupné znec€isténi a zahlenéni. Pouzity roztok z Iécebné koupele se vypousti mimo
chovné prostiedi. (Lucky, 1986)

Vyhodou oddélené provadénych ponotfovacich koupeli je moznost jejich pouziti u
odchovt a recirkulacnich systému kde jsou pouzity filtry pro nitrifikaci, protoze by je
mohli inaktivovat. Nicméné napiiklad 1écebné koncentrace formaldehydu, nemaji na
funk¢nost biologickych filtra vliv. (Noga, 2000).

Do roztoku Iléciva se ryby ponoii v podbéraku nebo keseru. Dale je tieba
dodrZzovat u jednotlivych piipravkl bezpecnostni opatieni a doporuceni, jako napf.:
Koupel v chloridu sodném se nesmi provadét v pozinkovanych nadobach, protoze

zde vznika pro ryby toxicky chlorid zinecnaty (Lucky, 1986).
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Kratkodobé koupele

Kratkodobé koupele trvaji obvykle 5 minut — 2 hodiny (Kolafova a Svobodova,
2009) a je mozné je provadét piimo v odchovném zafizeni, kde je mozno rychle
obménit vodu (Lucky, 1986). Jsou to naptiiklad pritocné systémy, kde neni voda
recirkulovana (Noga, 2000). Dale se mohou Ié¢ebné koupele provadét v akvariich,
V laminatovych néadrzich, kadich, laminatovych zlabech, v betonovych nebo zemnich
sadkach nebo pfimo v rybnicich (Kolafova a Svobodova, 2009). V chovu
lososovitych ryb se mohou uskutecnit kratkodobé koupele také Vv piistrojich pro
inkubaci jiker a lihnuti plidku, v pstruhovych rybniccich a odchovnych Zlabech.
Kratkodobé¢ koupele se provadéji preventivné 1é€ebné (Lucky, 1986).

Také je mozné provadét kratkodobé koupele béhem pievozu ryb v piepravnich
bednach, jestlize pfevoz bude trvat stejnou nebo krat$i dobu, nez je expozi¢ni doba
lé¢ebné lazn¢ (Kolafova a Svobodova, 2009). Po pteloveni ryb do piepravni bedny
se aplikuje rozpusSténa nebo roziedénd déavka léiva, kterou si ryby sami svym
pohybem rozmichaji (Lucky, 1986).

V pritoénych systémech se musi nejdiive zastavit odtok a nasledné se aplikuje
[é¢ivo. Po dobé vhodné pro plsobeni lééebného piipravku se odtok obnovi a
medikovana voda odtece. Vysledkem je postupné klesajici koncentrace 1é€iva, které
se postupné nafed’uje Cistou piitokovou vodou a oSetfend voda se vymyva. Nicméné
je té&zké v priitocném systému udrzet stdlou koncentraci lécebné latky (Noga, 2000).
V prito¢nych odchovech by se proto neméli pouZzivat 1é¢iva s vysokou toxicitou,
protoze nejsme schopni zarudit jejich rovnomérné davkovani (Piper a kol., 1982).
Ryby obvykle z dosahu 1é¢ivé latky odplavou, a proto se doporucuje snizit, nebo jak
jiz bylo zminéno zastavit, po vhodnou dobu odtok (Treves-Brown, 2000).

U rybnicnich systéml se mohou kapfti soustiedit naptiklad do sadky s vydatnym
pfitokem vody. Po jednodennim hladovéni a aklimatizaci na nové prostredi, kdy
dojde také k odplaveni hlenu a vykali ryb, se provede 1é¢ebna koupel (Lucky, 1986).
Pted kratkodobou koupeli se ryby nekrmi, aby se nezvySovaly naroky na kyslik
(Kolafova a Svobodova, 2009). U rybnikd a nadrzi s vyménou vody mensi, nez je
obména celkového objemu vody za jednu hodinu, mohou vznikat tzv. mrtva mista,
kde je nizka nebo Zadna koncentrace 1écebné latky. Tato mista je pak tfeba oSetfit

individualné (Warren, 1981).
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Lécebna latka se piesné odvazi a rozpusti ¢imz se pfipravi aplikacni roztok
vV mens$im mnozstvi vody. Po zastaveni pfitoku vody se hladina rovnomeérné postiika
ziedénym 1éCebnym prostiedkem. Je dobré mit oznaceny vysky hladin u nadrzi,
znacici prislusny objem, na ktery byla koncentrace 1écebné koupele prepocitavana
(Kouftil a kol., 1984). Koupel se doporucuje provést v obdobi, kdy voda v nadrzi je
dostateéné okyslicena (Lucky, 1986), ptipadné pied samotnou koupeli instalovat
acrani zafizeni a zajistit tak dostate¢né okysliceni vody (Koufil a kol., 1984). Pii
zahajeni 1éCby se zacne méiit ¢as a béhem koupele se ryby pozoruji. V ptipadé
vyraznych zmén v chovani ryb se l1é¢ebna lazen ukonc¢i v kratSim case. Nejvice
napadeni jedinci obvykle uhynou i pii 1éebné koupeli, tyto ryby je nutné z koupele
thned odstranit (Kolatové a Svobodova, 2009).

Do lazné€ se davaji ryby v poméru k objemu vody 1:3 — 4 (30kg ryb na 1001 vody)
(Lucky, 1986). Lazen se pak obnovuje obvykle po vykoupéani 5 - 10 davek ryb.
V koupeli je tolik ryb, aby se mohly dobfe pohybovat a aby byl umoznén pfistup
1é¢ebného roztoku k celému povrchu téla ryb (Kolaftové a Svobodova, 2009).

Pfed ukoncenim expozicni doby se do sadky zavede maximalni ptitok vody, ktery
lé€ebnou koncentraci rychle roziedi. Po uplynuti expozi¢ni doby by mélo byt 1é€ivo
znacné natedéno (Lucky, 1986). Koupel je proto vhodné provadét v mensim objemu
vody, nez je plna kapacita odchovné nadrze (Koutil et. al, 1984). Osetiené ryby se
pfemisti do nadrZe se silnym pfitokem cCisté vody, aby se pln¢ zotavily (Lucky, 1986).

Ihned po koupeli (nejpozdeji do 1 dne po provedeni koupele) se provadi ovétreni
ucinnosti provedenych 1écebnych koupeli, a to makroskopicky i mikroskopicky po
proplachnuti ryb v ¢isté vodé (Kolafova a Svobodova, 2009).

Nejbéznéji se tyto lé¢ebné procedury vyuzivaji v chovech ryb jako antiparazitarni

a protiplisnové opatieni (Noga, 2000).

Dlouhodobé koupele

Dlouhodobé koupele trvaji 2 hodiny az né€kolik dni (Kolafova a Svobodova, 2009)
a neméli by byt pro oSetfované ryby toxické (Lucky, 1986). Pti uskute¢néni
dlouhodobych koupeli se latka aplikuje jednorazové do ptitoku nebo se rovnomeérné
rozptyluje na hladinu rybnika. (Kolafova a Svobodova, 2009). U kapri se
dlouhodobé koupele prosazuji zvlasté v intenzivnich chovech, ve kterych je tieba

oSetfit velké mnozstvi ryb. Koupele se provadéji vétsSinou u kapiiho plidku pred
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vylovem z komory na jate, a to 2 — 3 dny ptfed vypousténim komory, kdy obsahuje /2
az % vody. Dale se mohou provadét na podzim, a to 3 — 5 dni po vysazeni ryb do
komory, ktera ma byt také jako u pifedchozi aplikace napusténa jen do poloviny.
Preventivni koupel trva 1 — 2 dny a béhem koupele se nepierusuje pritok, ani odtok
vody. Osetfeni ryb ma byt provedeno pii pH vys$im nez 8 a pfi teploté vody 12 —
15°C (Lucky, 1986).

Dlouhodobou koupel Ize provést i v malé vodni nadrzi bez vypousténi vody,
V sadce, odchovném zlabu apod. Béhem koupele se voda uméle prokyslicuje aeraci a
recirkulaci vody.

Pti dlouhodobych koupelich, které trvaji vice dni (7 — 10), se ucinnost prostredku
vlivem svétla, chemismu vody i dna a teploty postupné snizuje. Po 1 — 2 dnech se
nadrz s roztokem lé¢iva postupné vypusti a nahradi erstvou vodou, do které se ptida
nova davka léciva (Lucky, 1986). Osetfeni celych chovnych néadrzi a rybnikt
1écebnymi ptipravky se provadi jen vyjimecné, pokud je obsadka ryb bezprostfedné
ohroZena probihajicim onemocnénim (Kolafova a Svobodova, 2009).

Dlouhodobé koupele se provadi v chovnych nadrzich jen tehdy, pokud se v nich
nevyskytuje vétsi mnozstvi ptirozené rybi potravy (plankton, bentos) (Lucky, 1986).
Je tieba si uvédomit, Ze 1é€ebné prostredky nelikviduji jen plivodce onemocnéni, ale
1 organismy potravniho fetézce a snizuji tak uzivnost nadrze (Kolafova a Svobodova,
2009). Pti dlouhodobych nékolikadennich koupelich se ryby ptikrmuji (Svobodova
akol., 2007), v chovech lososovitych ryb se ptikrmuje granulovanym krmivem
(Lucky, 1986).

2.3 Zasady pri provadéni 1é¢ebnych koupeli ryb

Aby 1écebné koupele byly prospésné a neplsobily thyny ryb ¢i neovlivitovaly

negativné obsadku, musi byt dodrzovany nésledujici zasady:
2.3.1Z4kona opatreni

Podle zékona O veterinarni péci (€. 166/1999 Sb. Ve znéni pozdéjsich predpisi) je
chovatel ryb povinen sledovat zdravotni stav chovanych zvifat a v odivodnénych
pfipadech jim vc€as poskytnout odbornou veterinarni pomoc. Ze stejného zakona

vyplyva zasada o podavani léCivych ptipravki. Jejich vydej je vazan na piedpis
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veterinarniho 1ékare, jejich aplikace zvifatim je pak mozna jen se souhlasem

veterindrniho lékate a podle jeho pokynt (Kolafova a Svobodova, 2009).

Vsechny pouzité a nafedéné roztoky z lécebnych koupeli se pak likviduji mimo
vodni zdroje v souladu s pozadavky ochrany Zivotniho prostfedi. Nechavaji se
naptiklad vsdknout do zem¢ tam, kde nehrozi nebezpeci znecisténi a prasaku do
podzemnich vod nebo odtoku do recipienti (Koufil a kol., 1984). Roztoky
z 1écebnych koupeli se také mohou zneskodnit sorpci na aktivni uhli, které se pak
preda firmé opravnéné k likvidaci odpadl a voda se vypusti do kanalizace (Kolafova
a Svobodova, 2009). Pfi vypousténi pouzitych roztokd z lécebnych koupeli mimo
rybatsky objekt je tieba respektovat zakonna opatieni k ochrané jakosti povrchovych
vod (Zakon ¢.254/2001 Sb. O vodach a o zméné nékterych zakont (vodni zékon),
Nartizeni vlady ¢.61/2003 Sb. O ukazatelich a hodnotach pfipustného znecisténi
povrchovych vod a odpadnich vod, naleZitostech povoleni k vypousténi odpadnich
vod do vod povrchovych a do kanalizaci a o citlivych oblastech).

U trznich ryb je obecnym pozadavkem neprovadét 1é¢ebné koupele pied dodanim
ryb na trh. Ochrannou lhttu pfed konzumaci ryb pak ur¢i veterinarni Iékat (Kolafova
a Svobodova, 2009).

2.3.2 Zasady hygieny a bezpecnosti

Protoze nékteré latky pouzivané k lééebnym koupelim, mohou (obzvlasté
V koncentrované formé¢, jako napt. formaldehyd) poSkodit pokozku nebo zrak
pracovnikd, je tieba pouzivat ochranné pomiicky, jako jsou gumové rukavice, obuv,
protichemické bryle ¢i §tity z plexiskla (Koufil a kol., 1984). Neméné¢ dulezita je také

ochrana proti vypartim nékterych latek (Kolarova a Svobodova, 2009).

2.3.3 Testy snasenlivosti koupeli

Pted provedenim jakéhokoliv druhu lécebné koupele je tieba vzdy provést tzv.
zkousku snaSenlivosti. Zkouska se provadi jako biologicky pokus na nékolika rybach.
Pfi testu se zjistuje neskodnost 1é¢ebné koupele pro danou rybi obsadku za danych
podminek v dané koncentraci. Provedeni zkousky snédsenlivosti se doporucuje ud¢lat
predevsim pied 1écebnou koupeli u akvarijnich ryb, protoze citlivost jednotlivych

druhil téchto ryb je k 1é¢iviim velmi rozdilné (Kolarova a Svobodova, 2009). Rovnéz
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u rané¢ho pladku byla uprotiplisiovych a antiparazitdrnich koupeli zjisténa vysoka
variabilita citlivosti (Koufil a kol., 1984). Pokud, je ucinek koupele negativni nebo
doslo k tthynu ryb pfi zkouSce snasenlivosti, je nutné kontaktovat osobu, ktera 1écbu
predepsala. Po konzultaci je pak vhodné navrhnout jinou lé¢bu nebo snizit
koncentraci 1é¢ebné latky (Svobodova a kol., 2007). Na individualni snaSenlivosti
koupeli se podili mnoho faktor jako je velikost a stafi ryb, stupen nakrmenosti,
kondi¢ni stav, Cistota pouzitého pfipravku, piesnost koncentrace aplikovaného
ptipravku, vliv fyzikalnich a chemickych vlastnosti vody (pH, tvrdosti, mnozstvi
organickych latek, teploty), ovlivnéni kvality vody samotnou obsadkou ryb, zptisob
ukonceni koupele (vyloveni obsadky ryb nebo silné nafedéni) aj. (Koufil akol.,

1984).

2.3.4 Pravidelna kontrola zdravotniho stavu obsadek ryb

Zakladnim predpokladem ro zarazeni lécebnych koupeli do technologickych
postupt je v¢asné provedeni vySetfeni zdravotniho stavu ryb, a to pfed zahajenim
samotné manipulace s rybami. Na podkladé vysledku vySetieni je poté nutné provést
doporuceni konkrétni Ié€ebné koupele (Kolatova a Svobodova, 2009). Zdravotni stav
obsadek ryb se neustile preventivné kontroluje, aby mohla byt v pfipadé potieby
pohotove zvolena a aplikovana nejucinnéjsi 1é¢ebna koupel (Svobodova a kol., 2007).

Nemocné ryby mohou projevovat rizné zmény chovani, které se nazyvaji klinické
pfiznaky. Z tohoto diivodu je tfeba znat normalni chovani a reakce jednotlivych
druhti ryb a dokézat je odliSit od nenormalniho chovani. Pti vySetfovani zdravotniho
stavu ryb jsou posuzovany zékladni Zivotni reflexy (tnikovy reflex, obranny reflex,
o¢ni a ocasni reflex). Mezi nejfrekventovangj$i nespecifické klinické piiznaky
onemocnéni patii mala pohybova aktivita, nechutenstvi, duseni nebo shromazd’ovani
se u pritoku s kyslikatéjsi vodou. V pokroc€ilejSim stddiu mize u ryb dochézet
Kk nervovym piiznakdm, jako jsou kiece, prudké vyskoky nad hladinu nebo zaskuby
téla (Lucky, 1986).

Kontrola zdravotniho stavu se provadi na lihnich pfi umélém odchovu ranych
stadii plidku ryb 2krat tydné. Ve vysoce produktivnich intenzifikacnich rybnicich
s pramyslovymi prvky chovu, na pstruhafstvich a ve specialnich zafizenich

s oteplenou vodou se kontrola ryb provadi v tydennich intervalech (Svobodova a kol.,
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2007). V rtiznych odchovnych nadrzich lze pozorovat chovani ryb obvykle dobie
Vv celém vodnim sloupci (Lucky, 1986). Ostatni obsadky (zejména rybni¢ni chovy) se
vySetiuji jednou mési¢né (Svobodova akol., 2007). Posuzovani ryb ve vétSich
rybnicich byva diky nizsi prahlednosti a plovoucim porostiim casto obtizné (Lucky,
1986). Kontrola zdravotniho stavu se provadi vzdy piimo ptfed vylovem, pied
transportem ryb nebo vysazovanim obsadky ryb, tedy v obdobi, kdy je mozné

nejsndze provést oSetfeni ryb 1écebnou koupeli (Kolaiova a Svobodova, 2009).

2.2.5 Ochranna lhiita u potravinovych ryb

U produkénich chovili, které spadaji do kategorie potravinovych zvifat, nelze
aplikovat 1é¢ivo, u kterého nebyl stanoven maximalni rezidudlni limit (dale jen
MRL). Potravinova zvitata jsou takova, kterd sama nebo produkty z nich mohou byt
vyuzita K vyzivé lidi. MRL je pak maximalni mnozstvi latky, které lze v pozivatelné
tkani akceptovat u kazdého cilového druhu zvitat, pro ktery je dand farmakologicka
latka urcena. Na zakladé MRL se stanovi ochranna lhtta (dale jen OL) jako doba,
kdy nelze potravinova zvifata dodat pro lidsky konzum. OL se u ryb vyjadiuje
Vv dennich stupnich. Jeden denni stupen ptedstavuje primérnou denni teplotu 1°C po
dobu 1 dne (24 hod). Pokud neni ochranna lhiita stanovena vyrobcem, pfifazuje se
dané latce nejdelsi ochranna lhita. Pro ryby je to 500 dennich stupiiti (¢.166/1999 Sb.,
O wveterinarni péci). U potravinovych ryb je mozné pouzivat pouze léCiva
registrovand Ustavem pro statni kontrolu veterinrnich biopreparatii a 1é¢iv v Brné.
Jednorazové lze pouzit i dovezeny léCivy piipravek registrovany v EU, kdy vyrobce
muze zajistit registraci v dal$im staté EU. Neregistrované piipravky je mozné pouzit
na zékladé vyjimky, kterou v CR udéluje Statni veterinarni sprava CR (Kolafova a

Svobodova, 2009).

2.3.6 Stanoveni druhu 1é¢ebné koupele

Podle vysledkt vysetieni zdravotniho stavu ryb je stanoven druh 1é¢ebné koupele.
Vétsina 1éCebnych piipravku je pro ryby ve vysSich koncentracich toxicka, proto je
tieba dodrzovat presny postup koupele. Hlavnim piedpokladem 1é¢ivého preparatu
urc¢eného k piipravé 1é¢ebné koupele ryb je jeho dobra rozpustnost ve vod¢ a také

snadna rozlozitelnost ve vodnim prostfedi. Koncentraci ptipravku pro koupel ryb je
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tteba piesné vypocitat na objem vody, ve kterém se bude koupel provadét (Kolarova
a Svobodova, 2009). Je vhodné dobte odhadnout mnozstvi ptipravku s toleranci +/-
10%. U vétSich rybni¢nich systémil, mlize byt pfekrocCeni této hranice znacné
neekonomické (Boyd, 1990). Pii pifedavkovani by zase mohlo dojit k otravé ryb
(Kolatova a Svobodova, 2009). Nicmén¢ absorpce 1éebné latky se lisi jak mezi
ptipravky, tak mezi rGznymi druhy ryb (Treves-Brown, 2000). Kize ryb je
permeabilni pro nepolarni molekuly rozpustné ve vodé (Ototake a kol., 1996). Pii
poddavkovani by se mohla snizit u¢innost 1é¢iva, coz vede nejen k neefektivni 16¢bé,
ale také ke vzniku rezistence (odolnosti vici lé¢ivu) u plivodci onemocnéni
(Kolatova a Svobodova, 2009).

Pokud je koncentrace 1é¢ivého piipravku stanovena ve dvou meznich hodnotéch,
niz$i se aplikuje u mladsich nebo oslabenych ryb a vyssi u ryb starSich nebo ryb
v dobré¢ kondici. Lécivo se aplikuje do vody formou pfipraveného nafedéného
roztoku, ktery se rozstiikd na hladinu. Nékteré latky od riznych vyrobcl, zejména
neregistrované, se rtzni v ucinnosti a toxicité a nékdy se dokonce lisi i rizné Sarze
od stejného dodavatele. Proto se doporucuje u novych 1écivych ptipravkl provést test
toxicity na rybach. U latek pouzivanych k dlouhodobému oSetfeni ryb v nadrzich a
Vv rybnicich je pozadovan terapeuticky index hodnoty 4 nebo vyssi, optimalné 10
(terapeuticky index udavé, kolikrat je hodnota LC dané latky pro ryby vyssi ve
srovnani s LC pro piivodce onemocnéni). Latky a piipravky, které se pouZivaji ke
koupelim, by méli byt vzdy Cerstvé a v pivodnich obalech (Kolafova a Svobodova,
2009).

2.3.7 Sledovani fyzikalné chemickych vlastnosti vody

Pti ptipravé koupelového roztoku je tfeba pouzivat Cistou nezévadnou vodu.
Fyzikaln¢ chemické vlastnosti vody ovliviiuji ¢innost 1écebnych prosttedka i jejich
organickych latek, kyselinova neutralizacni kapacita do pH 4,5 (KNK45), suma Ca +
Mg a jiné. ZvySend teplota vody zvySuje U¢innost, ale také toxicitu vSech 1écebnych
latek. Proto se pted kazdou 1é¢ebnou koupeli méfi teplota vody. ZvySena koncentrace

organickych latek snizuje ucinnost a toxicitu nékterych latek (KmnQOy, latek a
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ptipravkii s obsahem Cu, aj.). Uginnost a toxicitu ptipravki s obsahem Cu dale

ovlivituje pH vody, KNK,sa suma Ca + Mg (Kolarova a Svobodova, 2009).

2.4 Strucny prehled pripravki pouzivanych pro
léCebné koupele ryb

Akriflavin (trypaflavin) je krystalicky prasek rozpustny ve vod¢ s terapeutickym
indexem okolo 5. Uplatniuje se ve form¢ dlouhodobych koupeli (koncentrace 10 mg.1"
! po dobu 10 hodin) piedevsim v akvaristice. V produkénim rybaistvi se z divodu
potteby dlouhodobé expozice a financéni naro¢nosti zatim vyznamné neuplatnil.
Akriflavin se pouziva k potlac¢eni protozoarnich paraziti a povrchovych bakteridlnich

onemocnéni ryb. (Svobodova a kol., 2007)

Amoniak se pouziva ve formé 26% vodného roztoku. Amoniak z vody rychle
vyprcha a tak se musi k 1é¢ebné koupeli ryb vzdy pripravit Cerstvy roztok. Amoniak
se pouziva v kombinaci s trypaflavinem (akriflavinem) ve formé kratkodobych
koupeli se spektrem ucinnosti proti druhim rodu Dactylogyrus, Gyrodactylus,
Diplozoon, Trichodina, Trichodinella a Chilodonella. Doba koupele zavisi na teploté
vody. Posledni dobou se ustupuje od pouzivani amoniakdlni a trypoflavinové
koupele kviili vysoké toxicité amoniaku pro ryby pii vyssi teploté vody a pii vyssi
hustoté pH. V podminkéch, kde je mozno kontrolovat fyzikaln€ chemické vlastnosti

vody je mozno tuto koupel s uspéchem pouzit (Svobodova a kol., 2007).

Azamethiphos je u¢innou latkou piipravku Salmosan plv., ktery je registrovany
vzemich EU a lze ho na vyjimku Statni veterinarni spravy CR pouZit u
potravinovych ryb. Pouziva se rovnéz k likvidaci ektoparazita druhu Copepoda
(Svobodova a Kolarova, 2009).

Bronopol je ucinnou latkou piipravku Pyceze sol., ktery je registrovany v zemich
EU a Ize ho na vyjimku Statni veterinarni spravy CR pouZit u jiker potravinovych
ryb. Je u¢inny pii mykotickych onemocnénich (Saprolegnia sp.) jiker ryb
(Svobodova a Koléarova, 2009).

18



Cypermethrin je Gc¢innou latkou Excis sol., ktery je registrovany v zemich EU a
1ze ho na vyjimku Statni veterinarni spravy CR pouzit u potravinovych ryb. Pouziva
se k likvidaci ektoparazita druhu Copepoda (Svobodova a Kolafova, 2009). Dfive se
pouzival k medikaci v krmivu, ale diky toxicité vic¢i rybam a obratlovcim se zacal

pouzivat ve formé& koupeli, které jsou bezpecné (Noga, 2000).

Diazinon patii do skupiny organofosfati. Pfipravek vyrazné redukuje hruby
zooplankton a zlepsuje kyslikové poméry v rybnicni vodé. Aplikaci Diazinonu 60

EC muze provadét pouze drzitel vyjimky ze zékona. (Svobodova a Kolafova, 2009).

FMC je oblibenym preparatem u akvaristi (slozeni je 3,5 g malachitové zelené,
3,5 g metylenové modii v 1000 ml 36-40% formaldehydu). Koupel je pouzivana
zejména pii indikaci druhd rodu Cryptobia, Ichthyobodo, Chilodonella, Trichodina,

Trichodinella a pti povrchovém zaplisnéni (Svobodova a Kolatova, 2009).

Chloramin T je dezinfekéni piipravek pouzivany v rybaistvi. Rovnéz se vyuziva
k 1é¢ebnému antibakterialnimu oSetfeni ryb (Noga, 2000). Vyhodou této latky je, ze
nezanechdva rezidua v rybach. Difive se pouzival uspé$né¢ Chloramin B na
flavobakteriozu Zaber lososovitych ryb, dnes je dostupny méné toxicky Chloramin T

(Svobodova a Kolatrova, 2009).

Chlorové vapno se pouziva jako dezinfekéni piipravek, ale také je ucinny pfi
tlumeni branchiomykoézy a bakteridlnich infekci u kapri v rybniénim chovu

(Svobodova a Kolatrova, 2009).

Kuchyiiska sil (NaCl) je snadno dostupna a neni nutné u ni stanovovat MRL a
Ize ji pouzit u vSech potravinovych zvitat. NaCl se pouziva ve formé kratkodobych
koupeli a zahrnuje ve svém spektru ucinnosti druhy rodu Cryptobia, Ichthyobodo,
Chilodonella, Trichodina, Trichodinella, Dactylogyrus, Gyrodactylus, Piscicola,

Argulus a povrchové zaplisnéni (Kolafova a Svobodova, 2009).

Latky a pripravky s obsahem médi se v rybaistvi i pfes své toxické ptusobeni
vyuzivaji k 1é€ebnym koupelim ryb. U soli médi neni nutné stanovovat MRL a proto

je mozné je pouzit u potravinovych zvitat. Skalice modra (CuSO4-5H,0) se diive
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vyuzivala k 1é¢bé plisniovych, parazitarnich a bakteridlnich nemoci ryb. Je U¢inna
proti parazitim rodu Cryptobia, Trichodina, Trichodinella, Chilodonella a
piscinoodiniézy akvarijnich ryb (Svobodova a Kolafova, 2009). Kuprikol 50 je
fungicidni pfipravek s obsahem nejméné 47,5% médi ve formé oxichloridu

méd’natého (Koutil a kol., 1984).

Levamisol je 1é¢ebné terapeutikum ucinné pii tlumeni gyrodaktylozy kize a pii

1é¢bé anguilikolézy thota (Svobodova a Koléarova, 2009).

Malachitova zelen je intenzivni zésadité barvivo, dobfe rozpustné ve vodée. Jeji
pouziti je v produkénim rybafstvi jiz zakdzané (neni stanoven MRL). Jeji mozné
uplatnéni je v zajomovych chovech okrasnych a akvarijnich ryb. Pouziva se
predev§im pii nalezu druhd Ichthyophthirius multifiliis, Cryptobia, Ichthyobodo,
Trichodina, Trichodinella, Chilodonella a pii povrchovém zaplisnéni (Svobodova a
Kolatova, 2009). Pouzivd se ve formé kratkodobych a dlouhodobych koupeli a
v kombinaci s formaldehydem (Noga, 2000).

Manganistan draselny (KMnQ,; hypermangan) se pouziva ve formé
kratkodobych 1 dlouhodobych  koupeli  pfedevSim  k protiplisiovému,
antiparazitairnimu a antibakteridlnimu oSetfeni ryb. U potravinovych ryb mizZe
pouziti hypermanganu doporucit veterinarni 1€kaf, protoze neni pro tento piipravek

stanoven MRL (Svobodova a Kolatova, 2009).

Mebendazol je benzimidazolovy preparat. Je G¢inny proti dodaktylogyroze zaber
uhott (Svobodova a kol., 2007).

Metronidazol (Humanni pfipravek Entizol) se vstiebava ptes Zabry a vyuziva se
k likvidaci cizopasnych bic¢ikovct, napt. rodu Hexamita a Spironucleus. Uziva se

predevsim v chovu akvarijnich ryb (Svobodova a kol., 2007).

Organofosforecné slouceniny se také pouzivaji v rybafstvi a jednou z dfive
pouzivanych sloucenin byl trichlorfon, ktery ale degraduje na toxicky dichlorvos.
Aplikace trichlorfonu do vodniho prostfedi je zakazana. Byl vyuzivan k likvidaci

druhtt rodu Dactylogyrus, Gyrodactylus, Silurodiscoides, Piscicola, Argulus,
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Ergasilus, Bothriocephalus,, Camallanus a Cappilaria. Trichlorfon byl v pfipravku
Soldep vyuzivan zejména v rybni¢nim hospodafstvi k likvidaci premnozeného

zooplanktonu, dnes se pouziva Diazinon 60 EC (Svobodovéa a Kolarova, 2009).

Peroxid vodiku (H;O,) je ucinna latka ktera se uvolni pfi aplikaci ptipravku
BioCareSPC. Pouziva se jako antimykotikum, antiparazitikum a pfi bakterialnich
infekcich (Noga, 2000). Neohrozuje vodni prostiedi, protoze peroxid vodiku je

nestaly a jeho koncentrace ve vodé velmi rychle klesa (Svobodova a Kolatrova, 2009).

Praziquantel je Sirokospektré antiparazitikum. Pouziva se ve formé& koupeli
K tlumeni riznych monogeneodz (daktylogyroz, gyrodaktyloz aj.). Pro praziquantel se
dokoncuji testy pro registraci a d& se predpokladat jeho vyuziti u potravinovych ryb

(Svobodova a Kolarova, 2009).

Toltrazuril je doporuovan predev§im k1é€bé riznych monogenedz
(daktylogyroz, gyrodaktyl6éz) ve formé dlouhodobych koupeli (Svobodova akol.,
2007).

Jiné lécebné metody spocivaji napt. v pfechodném zvySeni teploty vody. Toto
oteplovani vody se vyuziva k likvidaci ichtyoftiriozy a piscinoodinidzy. Pii 1é¢bé
téchto dvou nemoci se také uplatnila metoda prelovovani ryb, popt. drZeni ryb

Vv silném pritoku (Svobodova a kol., 2007).
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2.5 Formaldehyd

2.5.1 Popis

Formaldehyd (metanal) je aldehyd kyseliny mraven¢i (HCHO). Formaldehyd
byl poprvé popsan v roce 1854 autorem Alexandrem M. Butleroo (Walker, 1964). Je
to plyn Stiplavého zapachu, ktery je rozpustny ve vodé na 36 - 38% roztok, nazyvany
také formalin nebo formol (Svobodova et. al, 2007). Dodavany roztok je ¢ira tekutina
Stiplavého zapachu, ktera pii styku s zivymi tkdnémi vyvolava ireversibilni
denaturaci bilkovin. Pfi dlouhodobém ulozeni pomalu polymeruje na pevny
paraformaldehyd, ktery vypada jako bila usazenina na dné (Koufil a kol., 1984).
K pfeméné na paraformaldehyd pfispivaji také nizké skladovaci teploty (pod 5°C).
Paraformaldehyd (bila srazenina) je pro ryby vysoce toxicky (Francis-Floyd, 1996).
Pouziva se v rybafstvi jako jednak dezinfekéni prostfedek tak i jako piipravek
pouzivany k antiparazitarnim lé¢ebnym koupelim ryb (Svobodova a kol., 2007).

Pii dezinfekci v rybafstvi a chovu akvarijnich ryb (akvaria, nadrze, pfistroje) se
pouziva 1% formaldehyd (tj. zhruba 30 ml 36-38% formaldehydu do 1 litru vody) po
dobu 2 hodin pfi teploté dezinfekéniho roztoku 5°C (Kolafova a Svobodova., 2009).

K antiparazitairnimu oSetfeni ryb se pouzivd pouze Ccisty roztok bez bilych
usazenin formaldehydu na dné (Kolafovda a Svobodova, 2009). Roztoky
formaldehydu pro pouZiti v rybarstvi by méli obsahovat 10 — 15% metanolu, coZ

inhibuje produkci paraformaldehydu, ktery je vysoce toxicky (Francis-Floyd, 1996).

2.5.2 Spektrum ucinnosti

Formaldehyd je pouZzivan ve formé koupeli proti napadeni povrchovymi parazity.
Je vysoce ucinny proti vétsing prvokim a stejné tak proti veét§im parazitim, jako jsou
tteba motolice. Formalin G¢inné likviduje parazity na zabrach, kiizi a ploutvich. Neni
preferovanou lé¢bou proti bakteridlnim nebo plistiovym onemocnénim. Ve vysokych
koncentracich se formalin pouziva proti plisnim na rybich jikrach. Neni u¢inny proti

internim onemocnénim jakéhokoliv typu (Francis-Floyd, 1996).
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Formaldehyd se aplikuje vétsinou ve formé kratkodobych koupeli. Aplikuje se pfi
nalezu paraziti riznych druhti a rodud Cryptobia, Ichthyobodo, Chilodonella,
Trichodina,  Trichodinella,  Dactylogyrus,  Gyrodactylus,  Thaparocleidus,
Silurodiscoides a pti povrchovém zaplisnéni. Koupel muze byt uskute¢néna na
zaklad¢ doporuceni veterinarniho 1¢ékate, ktery soucasné ur¢i ochrannou lhatu (500
stupitodnil). Vysledek zkousky snaSenlivosti formaldehydové koupele je nutné
posuzovat az za 24 hodin po provedeni zkouSky protoze formaldehydova koupel
Casto zpiisobuje poskozeni a thyn ryb az v delSim Casovém obdobi (Kolafova a

Svobodova, 2009).

2.5.3 Bezpec¢nostni opatreni

Je velmi dulezité pfisné dodrzovat bezpecnost pracovnikl, ktefi provadéji
lécebnou koupel. Formaldehyd je zafazen mezi karcinogenni latky. ZvySenou
opatrnost je tfeba vénovat ochrané kiize (rukou) a oci obsluhujiciho persondlu
(Kolatova a Svobodova, 2009). Formaldehyd je skodlivy plyn a mél by byt
skladovan v uzavienych obalech v dobfe vétraném prostiedi. Vystavenim se
vyparim vyvolava poranéni o¢i a dychacich cest. U nékterych lidi se diky pravidelné
manipulaci s touto latkou mize vytvorit jista ptecitlivélost. Tito lidé by se méli

manipulaci s formaldehydem nadale vyhnout (Francis-Floyd, 1996).

2.5.4 Zasady provadéni koupele ve formaldehydu

Formalin chemicky odstrafiuje z vodniho prostiedi kyslik. Kazdych 5 mg-1™
eliminuje z vodniho prostiedi 1 mg-1™* kysliku. To je jeden z divodu pro& se formalin
nedoporucuje pouzivat v rybnikafstvi. Formalin je algicid. KdyZz je aplikovan do
rybni¢ni vody likviduje fasy a tim snizuje jejich schopnost produkovat kyslik. Dalsi
pokles kysliku pak miZe zplsobit rozklad mrtvych fas.

Formalin by mél byt skladovan v optimalnich podminkach a chranén pted
extrémnimi horky nebo chladem, aby se zabranilo jeho transformaci na toxicky
paraformaldehyd.

Utinnost formaldehydu se zvysuje s teplotou vody. Pokud teplota piesahne 21°C,

méla by byt snizena i pouzita koncentrace.
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Pti 1é¢bé parazith u senzitivnich druhd ryb by aplikovand koncentrace formalinu

neméla prekrogit 10 mg-1™ (Francis-Floyd, 1996).

2.5.4 Priprava koupele

Formaldehyd se miize pouzivat jak ve form¢ dlouhodobé koupele tak i1 kratkodobé.
Silné¢ nemocnym rybdm by méla byt sniZzena aplikovand koncentrace, aby 1écbu
vydrzely. Kdykoliv ryby béhem koupele vykazuji znamky tzkosti a stresu (vyskoky nad
hladinu, nouzové dychédni apod.), mély by byt ihned pfemistény do neoSetfené Cisté

vody (Francis-Floyd, 1996).

Pti ptipravé formaldehydové 1azn€ je velmi dulezité prihlédnout k teploté vody. Pri
teplot¢ vody do 10°C se pouzivd 36 az 38% vodny roztok formaldehydu (formalin)
v koncentraci 0,25 mlI™, pii teploté 10 az 15°C 0,20 ml.1™" a pfi teplotd nad 15°C 0,17
ml.I"%. Doba pisobeni je 30 aZ 60 minut. Pro o3etfeni ranych stadii plidku kaprovitych
ryb a sumce se doporu¢uje koncentrace 0,25 ml1™" a délka koupele 30 minut pii teploté
vody 25°C (Kolatfova a Svobodova, 2009). Pfi koncentracich formalinu 25 a 50 mg.I"?
nebyl zjistén negativni ucinek, pokud ryby nejsou vystaveny kontinualni expozici déle
jak 4 tydny. Vyssi koncentrace 75 mg.l'l trvajici déle nez 2 tydny mirn¢ ovliviuji rist
kapra (Supranee akol., 1988). Pro osetfeni pliudku tolstolobika bilého a tolstolobika
pestrého se doporuduje rovndz koncentrace 0,25 mlI™ a délka koupele 30 minut pii
teploté¢ vody 25°C. Pro oSetfeni plidku amura bilého se doporucuje koncentrace 0,1
mlI?  a délka koupele 1 hodina pii teplotd 20 — 25°C (Koufil akol., 1984).
Formaldehydové dlouhodobé koupele se pouzivaji ve stejném piipadé jako dlouhodobé
solné koupele, a to ve formé¢ 36 az 38% vodného roztoku formaldehydu (formalin)
v koncentraci 0,025 az 0,30 ml.1™". Aplikace se provadi jednorazové do pritoku, délka
lazné neni ¢asové omezena (Svobodova a kol., 2007). Probiha-li aplikace 1écebné latky

v nadrzich, m¢la by byt voda dostateéné siln¢€ provzdusnovana (Francis-Floyd, 1996).
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2.6 Kyselina peroctova

2.6.1 Popis

Kyselina peroctova (dale KPO) se pro své antimikrobidlni a germicidni ucinky
pouziva poslednich nékolik let k desinfekénim Géeliim. V nizkych koncentracich, lze
vsak KPO pouzit i k profylaktickym a terapeutickym koupelim u ryb. Kyselina
peroctova nezanechéava rezidua v rybach a z vody se postupné uvoliluje a tak nezatézuje
vodni prostiedi. V soucasnosti mize pouziti profylaktickych metod pfispét k omezeni
antiparazitika (Zuskova a kol., 2011).

Kyselina peroctové je chemicka sloucenina ze skupiny organickych peroxidd, jejiz
sumarni vzorec je CH3COsH. Jeji systematicky nazev je kyselina peroxyethanova —
PAA. Je to ¢ira bezbarva kapalina s charakteristickym ostrym octovym zapachem a pH
< 2 (ECOTEC, 2001). Kyselina peroctova se dobife misi s vodou, snadno se z vody
odbourava a nezanechava rezidua. M4 silny oxidacni potencial a je silnou Ziravinou. Pro
své baktericidni a fungicidni G¢inky se bézné uplatiiuje ve zdravotnictvi, veterinarnim
1ékatstvi, zemedé&lstvi, potravinafstvi, upravach vody a v posledni dobé také v rybarstvi.

Kyselina peroctova je soucasti fady komeréné prodavanych registrovanych
piipravki, kde se vyskytuje nejéastéji v kombinaci s peroxidem vodiku, kyselinou
octovou a riznymi stabilizatory. V Ceské republice jsou nejdostupngjsimi produkty,
které obsahuji kyselinu peroctovou, Persteril (vyrabény v CR) a Wofasteril

(vyrabény v Némecku). Persteril se vyrabi ve 3 koncentracich — 4%, 15% a 36%

roztok v balenich od 1 do 200 kg (Zuskova a kol., 2011).

2.6.2 Mechanismus ucinku

Kyselina peroctova dokéaze nicit mikroorganismy dvéma zpusoby:

1. Oxidace a nasledny rozpad bunéénych membran
Mechanismus oxidace spociva v ptrenosu radikaltt (OH) pfes membranu a nasledné
inaktivaci nebo smrt mikroorganismu. Protoze je difuze pomalejsi neZ polocas zivota

radikalu, reaguje s jakoukoli oxidovatelnou slouc¢eninou ve své blizkosti. Mtize poskodit
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témet vSechny typy makromolekul spojené s mikroorganismy, a to sacharidy, nukleové
kyseliny, lipidy a aminokyseliny. To ve finalni fazi to vede klyze bunky a smrti

mikroorganismu (Zuskova a kol., 2011).

2. Denaturace a inaktivace mikrobialnich enzymd.
Kyselina peroctova ma diky tomu sporocidni a ovicidni vlastnosti. Velkou piednosti
kyseliny peroctové je schopnost inaktivace katalazy. Kataldza je enzym, ktery

neutralizuje volné hydroxylové radikaly (Block, 2001).

Ve vodnim prostiedi se kyselina peroctova rozklada 3 zptsoby:
e spontannim rozkladem,
e hydrolyzou

e arozkladem katalyzovanymi kovy.

Pti optimalnim pH v rozmezi 5,5 — 8,2 se jedna predev§$im o spontdnni rozklad.
Hydrolyzou vzniklé rozkladné produkty jsou biologicky odbouratelné a nepiedstavuji
nebezpeci pro vodni prostiedi (Zuskova a kol., 2011).

Aktivita kyseliny peroctové je zavisla na pH a teploté¢ vody. Kyselina peroctova je
ucinnéjsi pii pH 7 nez pii pH 8 nebo vyssim (Kitis, 2004). V kyselém prostiedi trva
rozklad kyseliny peroctové okolo 7-12 dni, ale v neutralnim ¢i alkalickém prostiedi se
kyselina peroctova rozlozi uz béhem jednoho dne. Pii teploté¢ vody 35 °C je kyselina
peroctova 5x U¢inngj$i nez pii nizsi teploté 15°C. Organické latky ve vodée jen mirné

ovliviluji ucinnost kys. peroctové (Pedersen a kol., 2009).

2.6.3 Bezpecnostni opatreni

Podle smérnice 1999/45/ES je kyselina peroctova klasifikovana jako nebezpecna,
proto je nutné pouzivat osobni ochranné prostredky, dodrzovat zasady osobni hygieny a
je tteba zabranit dlouhodobé nebo opakované expozici. Ptipravek je zdravi Skodlivy pfi
poziti, pfi styku s kizi a pfi vdechovani. Je tedy nutno zabranit pfimému kontaktu
v digestofi. Je vysoce toxicka pro vodni organismy a zpusobuje tézké poleptani
(Dychdala, 1988).
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Pfi manipulaci s kys. peroctovou musime davat pozor aby nepfisla do styku s kovy,
proto veskerd manipulace musi byt provadéna v plastovych nebo sklenénych nadobach
(Zuskova a kol., 2011). Cisty hlinik, chirurgicka ocel a pocinované Zelezo jsou viiéi kys.
peroctové rezistentni, ale samotna ocel, galvanizované zelezo, méd’, bronz nebo mosaz
S kys. peroctovou reaguji a podléhaji korozi. Kys. peroctova mize také reagovat
s nékterymi pfirodnimi nebo syntetickymi gumami. (Fraser a kol., 1984).

Dalsim rizikem je nebezpeci vybuchu, které vznikéa nésledkem vnitiniho ptetlaku, ke
kterému dochazi v uzavienych nddobach a zkumavkach pii rozkladu. Latka podporuje
hoteni a je tieba ji skladovat oddélené od ostatnich chemikalii pfi teploté 15°C az 25°C
Vv tésné¢ uzavienych obalech na suchém, chladném, dobfe vétraném misté, chranéném
pted svétlem, mimo dosah hoflavin a tepelnych zdroji. Vypary jsou téZ§i nez vzduch a
pti zvysené teplot€¢ mizou se vzduchem vznikat vybusné smési. Pti termickém rozkladu
mohou také vznikat nebezpecné hotlavé plyny nebo vypary. Pti haseni latky je vhodné
pouzit pénu, prasek nebo vodu (Zuskova a kol., 2011). Skvrny a mirné rozliti kyseliny
peroctové by mélo byt neutralizovdno slabymi cinidly, napf. thiosiranem sodnym

(Kitis, 2004).

2.6.2 Spektrum ucinnosti

Kyselina peroctova ma pii koncentraci 0,001 % baktericidni, pfi koncentraci 0,003 %
fungicidni a pfi koncentraci 0,3 % sporocidni uc€inky. Nejcitlivéjsi vici kyseling
peroctové z mikroorganismil jsou bakterie, pak viry, nasleduji bakteridlni spory a
nakonec protozoalni cysty (Kitis, 2004).

Lze ptedpokladat ze kys. peroctova bude piisobit i na dalsi jednobunécéné parazity,
ktefi maji jednoduchy vyvojovy cyklus (bez tvorby vajicek a cyst). Je nutné pocitat
S tim, Ze vyvojova stadia jako vajicka a cysty u vicebunécnych organismi jsou vici
vnéjSim podnétim mnohondsobné méné citlivé a koupel Vv kys.peroctové nebude mit
zadouci ucinnost.

Kys. peroctova je také vhodna k redukci ektoparaziti rodu Caligus spinosus, Fugus
rubriques nebo Lepeophtheirus salmonis v chovech lososovitych ryb (Devos a kol.,
2000).

Na rybich lihnich se pak nejcastéji mizeme setkat pfi umélé inkubaci rybich jiker
s plisnémi rodu Saprolegnia a Achlya. V takovém piipadé se neobejdeme bez

antimykotickych preparatd, které tyto plisné¢ dokazou utlumit (Zuskova a kol., 2011).
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Ptipravky obsahujici kyselinu peroctovou se v poslednich letech pouzivaji také
predevsim proti kozovci Icthyophthirius multifilis (Straus a Meinelt, 2009).
Ichthyophthirius multifilis ale prokazal u encystovanych stadii pii pouziti terapeutickych
koncentraci znac¢nou rezistenci (Meinelt, 2009).

Z dalsich infekci citlivych na KPO jsou to druhy rodi Gyrodactylus sp.,
Chilodonella sp. Trichodina sp., Epistylis sp., Piscinoodinium pillulare a Ichthyobodo
necator (Zuskova a kol., 2011).

2.6.3 Priprava koupele

Kratkodobé koupele jiker

Pii zajiSténi dostateéné kvalitni vody (napt. podzemni voda) samoziejmé miiZeme
antimykotické preparaty do ur¢ité miry omezit. Uprava vody miize byt také o3etfena
mechanickymi filtry a UV zaficem. Potom neni zapotiebi tolik pouzivat antimykotické
pfipravky. V uvahu pfi inkubaci jiker musime brat i to, ze kromé& oplozenych
vyvijejicich se jiker jsou do pfistrojii nasazovany 1 jikry neoplozené, které odumiraji.
Pravé tyto odumirajici jikry jsou vhodnym substratem pro rozvoj plisni a mohou tak
ohrozit zdravé jikry. Proto je pouziti antimykotickych pfipravkii nezbytné ve vSech

piipadech, ale v rizné intenzité (Zuskova a kol., 2011).

Aplikace kys. peroctové se provadi pfimo do inkubacénich lahvi, pfi omezeném az
zastaveném pritoku vody (cca na 2 min, podle citlivosti jiker na kyslikovy deficit).
Ptipraveny roztok kyseliny se ihned aplikuje v davce podle teploty vody. Roztok
kyseliny se pfipravi nejlépe v litrové lahvi, do které se pfevede KPO (v takovém
mnozstvi abychom dosahli potfebné koncentrace v inkubaéni 1ahvi) spolu s vodou
(provozni nebo vodovodni) a roztok se dikladné promicha. KPO se pak po pfidani do
inkubatort 1épe promicha. Takto nafedény ptipravek priddvame za stdlého michani do
inkubacnich lahvi. V pfipad€, Ze jsou jikry ndchylné na manipulaci, obsah lahve
nepromichavame (Zuskova a kol., 2011).
vody do inkubacni lahve. V piipade Ze jsou jikry viici kyslikovému defektu odolnéjsi

muzeme dobu koupele prodlouzit. Toxicky vliv kys. peroctové v priabé¢hu koupele
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samovolng klesa a neni tak potieba mit obavy z jejiho toxického vlivu (Zuskova a kol.,

2011).
Koupele juvenilnich a dospélych ryb v Kkys. peroctové

V kontrolovaném prostfedi jako jsou nadrze nebo zlaby se zvySuje riziko
onemocnéni obsadek ranych stadii plidku. Pfi propuknuti invazivniho onemocnéni
dochazi v koncentrovanych obsadkach k rychlému rozsifeni patogenniho Cinitele. Toto
nebezpeci je zavazné a muze vést az k uhynu celé chované obsadky. Je proto dulezité
stanovit pfi tomto typu odchovu nejkritictéjsi obdobi, kterd se stavaji vhodna pro
propuknuti chorob. Mezi kritické obdobi lze =zafadit manipulaci (napf. t¥idéni,
pfesazovani) s rybami, pfechod ryb na vnéjsi vyzivu nebo obdobi zvySenych teplot, kdy
se vytvaii idealni podminky pro rozvoj parazitarnich onemocnéni. Jako prevenci
rozsifeni patogennich agens V téchto kritickych obdobich se doporucuje aplikovat KPO
v davee 1 mgl™. V pritonych systémech je vhodné pozastavit piitok vody a opatrné
davkovat do vody KPO. Doba koupele zavisi na odolnosti ryb vici kyslikovému
deficitu a hustoté¢ obsadky. Z toxického vlivu kys. peroctové nemusime mit obavy,
protoZe v prub&hu koupele samovolné klesa.

Pied samotnou aplikaci se doporucuje miniméalné¢ 6 hodin pfedem provést test
snasenlivosti na malé izolované skupiné ryb, kviili rozdilné citlivosti jednotlivych druhii
ryb viici kys. peroctové. Pokud ani po 6 hodinach po koupeli nejsou sledovany thyny a
zmény v chovani ryb a ryby koupel dobie snasi, pak je mozno provést koupel na cilové

skupiné ryb (Zuskova a kol., 2011).
Terapeutické koupele ryb

Pro uspésnou terapii je dilezité nejdiive provést véasné vysetieni zdravotniho stavu
ryb a nasledné posoudit vhodnost pouziti kys. peroctové proti zjisténym patogenniim.

Terapeutické koupele se aplikuji 2x denné v davce 1 mg.1™. Podle teploty, pH vody a
citlivosti daného druhu ryb lze koncentraci podle situace mirné zvysit. KPO se ve vodé
pomérné rychle rozklada, tim ztraci 1 G€innost a tak neni nutno pro dalsi aplikaci vodu
V chovné nadrzi ménit.

Jako samotna aplikace se nejlépe zda podani n¢kolikanasobné ziedéného roztoku

KPO do piitoku tak, aby doslo k pfijatelnému promichani obsahu chovné nadrze nebo
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zlabu. Dalsim zpisobem aplikace je rozstiik nafedéné KPO na hladinu, v takovém
pfipad¢ je nutné davat pozor, aby se aplikovany roztok nedostal do pfimého styku
S rybami.

V recirkulacnich systémech s biologickymi filtry je provadéni IéCebnych nebo
preventivnich koupeli komplikované a je lepSi jim pfedchazet udrzovanim vysoké
zoohygieny. Pokud je nezbytna aplikace koupele, je potieba zajistit, aby nedoslo
k naruseni biofiltri. Proto je nutné do systému nasazovat jen ryby zdravé, bez
parazitologického nalezu a zajistit kvalitni zdroj vody.

Béhem koupele je tfeba sledovat chovani ryb a zajistit dostatecné nasyceni kyslikem
ve vodé ptitokem nebo aeraci.

Kys. peroctova tak mtize byt dostupnou alternativou drahych 1é¢ebnych preparati,
ma Siroké uplatnéni pii léCeni a prevenci protozodlnich a mykotickych onemocnéni u

ryb a jiker (Zuskova a kol., 2011).
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2.7 Hematologické vySetieni

Analyza krve ryb je pouzivana pii sledovani vlivu toxickych latek na ryby, odolnosti
jednotlivych plemen a linii ryb, generacnich ryb, k posouzeni vhodnosti krmiv, vlivu

stresovych situaci nebo 1é¢iv (Svobodova a kol., 1991).

2.7.1 Stanoveni hematologickych ukazateli c¢erveného krevniho

obrazu ryb

Pocet erytrocyti (Ery, RBC)

Pro stanoveni poctu erytrocytll se vyuziva pocitaci metoda v Biirkerové komdrce,
kam se ptevede heparinizovana krev nafedéna Hayemovym roztokem. Také lze pouzit
rychlejsi a jednodus$si kolorimetrickou metodu stanoveni poctu erytrocyti podle
Pawinského. Tato metoda ma ale omezené pouziti v ichtyotoxikologii, kdy se sleduje
ucinek latek vyvolavajicich zvétSeni stiedniho objemu erytrocytu. ZvétSeny objem
erytrocytll totiZ zpsobuje pii méteni vEtsi extinkci a tim dochazi k mylnému stanoveni
vetsiho poctu erytrocyti a k zastieni patologického ucinku cizorodé latky.

Pocet erytrocytii u zdravého kapra obecného se pohybuje v rozmezi 1,1 — 1,8 T u

pstruha duhového v rozmezi 0,80 — 1,50 T-1™ krve (Svobodova a kol., 1991).

Mnozstvi hemoglobinu (Hb)

Hemoglobin v krvi ryby se stanovuje za pomoci fotometrické metody. Metoda se
provadi uvolnénim hemoglobinu z erytrocytli za pomoci transformacniho roztoku a jeho
pfevedeni na staly kyanohemiglobin. Poté se fotometricky zméfi extinkce vzorku a jeho
mnozstvi se ur¢i z kalibra¢ni kiivky.

Obsah hemoglobinu v krvi ryb se udava v g-1' a u zdravych kapri a pstruht

duhovych se pohybuje v rozmezi 60 — 100 g-1* (Svobodova a kol., 1991).

Hematokritova hodnota (Hk, PCV)

Hematokritova hodnota urcuje celkovy objem erytrocyti k celkovému objemu krve.
Pro jeji stanoveni je tfeba ze vzorku krve oddélit erytrocyty od plazmy, aby bylo mozno
stanovit jejich skute¢ny objem. Erytrocyty se oddéli dokonalym odstiedénim ve

specialnich heparinizovanych kapilarach na hematokritové odstfedivce. Po odstfedéni se
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procenta hematokritu zjisti na hematokritovém méfitku. Zjisténd hodnota v % se
vynasobi koeficientem 0,01. Vysledna hodnota je PCV v ', Hematokritové hodnoty
se pohybuji u kaprit v rozmezi 0,28 — 0,40 11 u pstruhtt duhovych v rozmezi 0,30 -
0,45 1-1™. Stanoveni hematokritové hodnoty je jednim ze zakladnich vysetieni Cervené

slozky krve u ryb, zejména pro svou jednoduchost a piesnost (Svobodova a kol., 1991).

2.7.2 Zakladni hodnoty erytrocyti

Stiedni objem erytrocytu (MCV)

Hodnota stiedniho erytrocytu se udava ve fentolitrech (fl) a pohybuje se u zdravych
kaprti v rozmezi 200 — 300 fl, u zdravych pstruhi duhovych v rozmezi 350 — 400 fl
(Svobodova a kol., 1991).

Hemaoglobin erytrocytu (MCH)
Hodnota hemoglobinu erytrocytu se pohybuje u zdravych kaprti v rozmezi 50 — 60

pg, u zdravych pstruhtit duhovych v rozmezi 65 - 75 pg (Svobodova a kol., 1991).

Stredni barevna koncentrace (MCHC)

Hodnota stfedni barevné koncentrace se pohybuje u zdravych kapri v rozmezi 0,20 —
0,26 11, u zdravych pstruhii duhovych v rozmezi 0,17 — 0,20 11" (Svobodova a kol.,
1991).

2.7.3 Stanoveni ukazatela bilého krevniho obrazu

Pocet leukocyti (Leuko)

Pocet leukocytii je jednim z dilezitych ukazatelti zdravotniho stavu ryb (Dubsky
akol., 2003). Pro stanoveni poctu leukocyti u ryb se vyuziva pocitaci metoda
Vv Biirkerové komirce, kam se pfevede heparinizovana krev nafedéna podle Prochdzky a
Skrobéka.

Pocet leukocytli u ryb je dilezity diagnosticky ukazatel predev§im pii infekEnich
onemocnénich. Variani rozpéti hodnot u ryb je velmi Siroké. U Kapra se hodnoty
pohybuji vrozmezi 10 — 80 G- I a u pstruha duhového v rozmezi 10 - 60 G I
(Svobodova a kol., 1991).
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Leukokritova hodnota (Lk, BC)

Leukokritovou hodnotou se vyjadiuje objem leukocyti k celkovému objemu krve.
Stanoveni leukokritové hodnoty se provadi zéarovenn se stanovenim hematokritu
V heparinizovanych kapilarkach. Hodnota leukokritu se stanovuje jako podil Sedobilé
vrstvy leukocytli z celého krevniho sloupce. Vyska vrstvy leukocytli je méfena pod
mikroskopem. U kapra nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil mezi leukokritovou
hodnotou a poctem leukocyt. Hodnoty leukokritu se u kaprit pohybuji v rozmezi 0,002
— 0,01 I'I'Y. Metoda stanoveni leukokritové hodnoty je vhodna pro sériova vysetieni,
protoze je rychld, jednoducha a neni zatizena subjektivni chybou. Leukokritovou
hodnotu je vhodné doplnit diferencidlnim rozpoctem leukocytd, tzv. leukogramem

(Svobodova a kol., 1991).

Diferencialni rozpocet leukocyti (Leukogram)

Leukocyty Ize rozdé€lit na granulocyty a agranulocyty, které rozliSujeme na zaklad¢
ptitomnosti nebo absence rizné se barvicich granul v cytoplazmé téchto bun¢k. Mezi
granulocyty patii leukocyty, v jejichZ cytoplazmé se vyskytuje velké mnozstvi jemnych
nebo ihrubsich granul. Ty se vzajemné rozliSuji barvitelnosti (tj. schopnosti pfijimat
bud’ kyseld, bazickd nebo obé barviva). Podle barvitelnosti se pak granulocyty rozliSuji
na eozinofilni, bazofilni nebo neutrofilni. Do agranulocyti patii monocyty a lymfocyty,
jejichz plazma neobsahuje Zadnou granulaci, kromé ojedin€lych azurovych zrn, ktera se
mohou u téchto leukocytt vyskytovat (Svobodova a kol., 1991).

Dalsim diferenciaénim znakem je jadro téchto bunck. RozliSovacimi znaky jsou tvar
jadra, jeho velikost a wnitini struktura. Velkd a celistva jadra se vyskytuji u
agranulocytll, jadra granulocytl byvaji mensi, mivaji protahly tvar a jsou ¢lenény na
useky. Na zaklad¢ wvnitini struktury jsou lymfocyty hutnéj$i se silnym bazickym
odstinem. Naopak jadra granulocytli maji slab$i bazicky odstin (Svobodova a kol.,

1991).

Podle zminénych diferenciacnich znaki miizeme charakterizovat leukocyty u ryb

nasledovné (Svobodova a kol., 1991):

Lymfocyty maji malé, kulové, bazofilni jadro s modrou cytoplazmou bez granuli jen
s ojedinélymi zrny. Lymfocyty délime na malé a velké. Prekurzory lymfocyti jsou

lymfoblasty. Velikost lymfocytl kolisa mezi 7 az 9 p. Pocet lymfocytl se pohybuje u
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kapra mezi 76 az 97,5 % ze vsech leukocytli. Z celkového poctu lymfocyti bylo u
plidku kapra zjisténo v priméru 86 % malych lymfocyti a 6% velkych lymfocyt
(Svobodova a kol., 1991). Rybi krev je na lymfocyty bohata, z celkového poctu jich
byva pies 85% a u okouna fi¢niho az 99% (Dubsky a kol., 2003)

Lymfocytarni vyvojova Fada se sestdvd zkmenovych bun€k lymfoblasta.
Lymfoblasty jsou velké lymfocyty o priméru 10 - 15u s bazofilni cytoplazmou bez
jakychkoliv zrn. Prolymfocyty maji uz jadérka, ktera jsou v optickém mikroskopu
viditelna (Svobodova a kol., 1991).

Monocyty se, se svoji velikosti 15 az 18 p a nékdy 1 vice, fadi mezi nejveétsi bunééné
elementy v krvi ryb. Jsou ovalného tvaru. Maji jadro s tids$i chromatinovou strukturou
nez u lymfocytd, které je umisténo excentricky. Cytoplazma je Sedé barvy
s nepravidelnymi okraji a jeji mnozstvi je vyssi nez u lymfocyt. V plazmé se vyskytuji,
rozptylena po buiice, jemnd azurofilni zrna. V leukogramu kapra se monocyty pohybuji
mezi 3 az 5 %. Ac jsou tyto buniky znacné tvarové variabilni, jsou lehce rozpoznatelné.
Schopnosti monocytli je pohlcovat prestarlé nebo alterované erytrocyty a rozkladat
jejich uvolnény hemoglobin na bilirubin. Vyznamné¢ se také podileji na syntéze proteind,
lipidt a tvorbé protilatek. Objevil se i nazor, ze funkci monocyti v Krvi zastupuji buniky

retikularni (Svobodova a kol., 1991).

Monocytarni vyvojova fada se sklada z matefskych monoblasti o velikosti 14 az
18 p sjadrem s vlaknitou strukturou a s vyrazné bazofilni cytoplazmou. Zranim
myoblastu vznika promocyt., ktery je uz vétsi (kolem 20 p). Jadro nabyva ledvinovitého
tvaru s vlaknitou strukturou a cytoplazma ma nepravidelné, neostré obrysy jako vétSina

monocytu (Svobodova a kol., 1991).

Neutrofilni granulocyty zahrnuji celou fadu vyvojovych stadii téchto bunék.
Obsahuji rizné mnozstvi granul, které vypliuji uplné nebo z ¢asti cytoplazmu okolo
jéadra.

Neutrofilni granulocyty s okrouhlym jadrem se oznacuji jako neutrofilni myelocyty,
S ledvinovitym jadrem jako neutrofilni metamyelocyty, s jadrem pentlicovitého tvaru

jako neutrofilni granulocyty, s ty¢kovitym jadrem jako neutrofilni tycky a s jadrem
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¢lenénym do dvou a vice segmentll jako neutrofilni granulocyty se segmentovym
jadrem.

Velikost neutrofilnich granulocyt se pohybuje mezi 5 — 10 p a jejich procentické
zastoupeni se pohybuje u ryb od 2 do 10 %. Zvyseni jejich poctu je reakce krvetvorby
ryb na rizné patogeny (Svobodova a kol., 1991).

Eozinofilni granulocyty

Jsou okrouhlého tvaru s fidSim bazofilnim jadrem. Jejich velikost se pohybuje od 8
do 12 p. Obsahuji velké mnozstvi Cervené se barvicich granul, které jsou
charakteristickym a snadno rozliSitelnym znakem téchto bun€k. Mnozstvi eozinofilnich
granulocyti se pohybuje v krvi od 0 do 1 %. Plni v krvi vyznamnou detoxikac¢ni funkci,
protoze obsahuji histamin, coz se projevuje jeho zvySenou tvorbou pfi alergickych

reakcich (Svobodova a kol., 1991)

Bazofilni granulocyty
Jsou okrouhlého tvaru o velikosti kolem 10 p. Jadro i cytoplazma jsou z¢asti nebo zcela
piekryty granuly purpurové barvy. V krvi ryb jejich mnozstvi kolisd od 0 do 5%.

Obsahuji rovnéZz histamin (Svobodova a kol., 1991).

Granulocytarni rada

Vznika z kmenovych bun€k myeloblasti. VEtsinu buiky tvofi jadro s jemnou sitovitou
strukturou, cytoplazma je bazofilni a tvofi uzky lem kolem jadra. Velikost se pohybuje
od 8 do 14 p. Nasledujici vyvojovy stupen je promyelocyt a myelocyt, ktery se 1isi
predevSim velikosti (25 - 28u) a pfedevSim pfitomnosti granul. Zrdnim myelocytl

postupné vznikaji metamyelocyty, “tycky* a “segmenty* (Svobodova a kol., 1991).

2.7.4 Trombocyty

Trombocyty neboli krevni desticky jsou bezjaderné krevni elementy, které maji
nezastupitelnou tlohu pii zastavé krvaceni. Jsou to bunky vietenovitého tvaru a jejich
polet se pohybuje vrozmezi 25-83 G-I (Dubsky akol., 2003). Morfologicky lze
rozliSit nckolik forem trombocytd (forma SpiCata, vietenovita, zakulacend a
nahojadernd). Nejpocetnéjsi jsou v krvi prvni dvé formy.(Doubek a kol., 2003). Proces
srazeni krve je stejny jako u jinych obratlovcl. Kdyz dojde ke styku krve s vnéjSim

prostiedim, zacne se sraZzet rozpustnd bilkovina fibrinogen na nerozpustny fibrin za
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ucasti enzymu trombinu. K syntéze trombinu je potfeba piisun vitaminu K. Rybi krev se
srazi velmi rychle. Zaberni krev se srazi do pal minuty, krev z aorty okolo 1 minuty
(Dubsky a kol., 2003).
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2.7.5 Stanoveni biochemickych ukazatel v krevni plazmé ryb

Biochemie je obor, ktery studuje chemické slozeni organismu, ptemény, které v nich
probihaji, jejich regulace a vzajemné vztahy. Za zménami ve slozeni a probihajicimi
pfeménami ve slozeni ¢asto stoji onemocnéni (Racek akol., 1999). Z biochemického
profilu krve je mozné ziskat dulezit¢ informace o zménach, které se d&ji uvniti
organismu (Masopust, 2000). Pfi stanoveni biochemickych ukazateli z krevni plazmy
ryb je tieba dodrzovat nékteré zdsady. Pfedevsim je nutno z odebrané krve co nejdiive
separovat krevni plazmu a nésledné separovanou krevni plazmu co nejdiive analyzovat.
Krevni plazmu je mozné kratkodobé (24 hod.) uchovavat pii 4°C nebo piipadné
zmrazenou v mikrozkumavkéch typu Eppendorf. Hodnoty biochemickych ukazatelt,
které uvadi rozli¢ni autofi, se v plazmé u ryb dost rizni. To mize byt zplisobeno, jak
riznymi metodami stanoveni, tak i riznym fyziologickym stavem ryb nebo exogennimi
a endogennimi vlivy. VSechny tyto faktory zplisobuji vysokou variabilitu nékterych
biochemickych ukazatel (Svobodova a kol., 1991).

Jak uvadi internetovy server Cymedica (2011) ukazatele v krevni plazmé Ize stanovit
biochemickym analyzatorem krve typu VETTEST. Analyzator vyuZziva principu suché
chemické technologie a kolorimetrické reakce, vyuZivajici 6 zdroji svétla o rizné
vinové délce. Celkem lIze tedy stanovit az 21 biochemickych parametrii krve u 27 druhti
zvitat. Zaroven lze stanovit 1 - 12 biochemickych parametrii za 9 minut.

Internetovy server Idexx (2013) sd€luje, Ze cilem pouziti chemického analyzatoru by
mélo byt ziskani pfesnych a spolehlivych vysledkd. Vyuziva vyvinutou technologii dry-
slide, ktera zachovava zakladni piesnost biochemického analyzatoru a je dostupna jak
pro podminky referenc¢nich laboratofi, tak pro pouZiti na klinice. Pro analyzu je tieba
jen velmi malé mnozZstvi krevni plazmy. VVzorek je aplikovan shora na rozlévaci vrstvu,
kterd zajisti jeho rovnomérnou distribuci. NeZ vzorek dosdhne reak¢ni vrstvy je
ve filtrovaci vrstvé odstranéna
vétSina interferujicich substanci, jako jsou lipidy, bilirubin a hemoglobin. Poté, co
vzorek dosahne indikatorové vrstvy, jsou vysledky zespodu odecteny pomoci optického

zafizeni.
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Biochemické ukazatele v krvi u ryb a jejich fyziologické koncentrace u kapra

obecného

Celkové bilkoviny (TP)

Ukazatel kondice na jafe byva niz$i a na podzim vys$i (Dubsky a kol., 2003).
Koncentrace celkovych bilkovin v plazmé kapra kolisa vrozsahu 20 — 40 g-I
(Svobodova a kol., 1991). Pomér (A/G) albumini (ALB) a globulini (GLOB) je
niz§i nez u vysSich obratlovcii a dosahuje hodnoty 0,40. Ryby, které se zivi pouze
prirozenou potravou, maji v krevni plazmé vyssi obsah proteint a vice globulini (Vitek,

2010).

Obsah celkovych lipida (TL) v krevni plazmé ryb je také vyznamnym ukazatelem
jejich kondi¢niho stavu. V krevni plazmé kapra obecného dosahuje koncentrace 2-8 g.l-
1. V téchto lipidech jsou nejvice zastoupeny triacylglyceroly (Vitek, 2010). Jejich
celkovy obsah v krevni plazmé kapra kolisd mezi 1 a 4 mmol. I*. Koncentrace
cholesterolu se v krevni plazmé kapra pohybuje v rozsahu 1,5-12 mmol.I" (Svobodova

a kol., 1991).

Albumin (ALB)

Vyrazny pokles albuminu miiZze vypovidat o akutnich a chronickych zanétech, pii
némz zvyseni alfa frakci kompenzuje pokles osmotického tlaku pii hypoalbuminémii,
jak je znamo u teplokrevnych (Racek a kol., 1999).

Koncentrace albumint v krevni plazmé ryb se podle Folmara (1993) pohybuje

v rozsahu 0,1 — 10 g.I"™.

Globulin (GLOB)

Koncentrace celkovych globulint v krevni plazmé ryb se pohybuje v rozsahu 20 — 35
g™
Vapnik (Ca)

Vépnik se v krevni plazmé vyskytuje ve tfech formach jako nedifuzibilni, ve formé

’ v - . : ’ 2+ r 1,0 o v o
komplexnich slou¢enin a ionizovany (Ca”"). Pokles vapniki miize zptisobovat vzestup

pH jeho pokles pak snizend koncentrace bilkovin nebo anorganického fosforu.
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Fyzilogicky aktivni je pouze ionizovana véapnik (Ca®"), ktery v organismu sniZuje
nervosvalovou drazdivost Racek a kol., 1999).

Koncentrace vapniku v krevni plazmé kapra se pohybuje v rozsahu 2,0 — 16,1 mmol.l.
Hoi¢ik (Mg)

Hot¢ik je nebytnym stavebnim prvkem kazdého zivého organizmu. Je kofaktorem
vice nez 300 enzymi, které vyuzivaji pro svou ¢innost ATP. Pfi¢inou hypomagnezémie
muze byt snizeny piijem hoiciku v potravé nebo pii ztraty ledvinami. Hypermagnezémii
muze zpisobit selhani ledvin a acidémie (porucha distribuce — hot¢ik opousti buniky)

Koncentrace hoi¢iku v krevni plazmé pro kapra obecného se v dostupné literatuie
nepodatilo dohledat (Schneiderka, 2004).

Anorganicky fosfat (PHOS)

Fosfor je jednim z dilezitych biogennich prvka a vyskytuje se ve vSech burikach
(pfedevsim v kostech). Fosfaty jsou nezbytné pro vytvareni energie, pro nervovou a
svalovou funkci a pro rist kosti. Také jsou dulezité pro zachovani acidobazické
rovnovahy, protoze slouzi jako pufry (latky tlumici vykyvy acidobazické rovnovahy).
Snizené¢ hodnoty miize zpisobovat hladovéni, nedostatek vitaminu D, aciddéza nebo
poruchy ledvin (Masopust, 2000).

Koncentrace anorganického fosfatu v krevni plazmé kapra se pohybuje v rozsahu
1,01 - 2,51 mmol.I'*(Svobodova a kol., 1991).

Glukéza (GLU)
Glukoéza je ukazatelem stresu. Po prodélané zatézi jeji obsah nékolikandsobné prudce
stoupa, az 3,5krat (Dubsky a kol., 2003). Koncentrace glukézy v krevni plazmé kapra se

pohybuje v rozsahu 2 - 5 mmol.I™.

Alanin aminotransferaza (ALT)

ALT je Cisté cytoplazmaticky enzym, jeho nejvyssi aktivita je v hepatocytech (jaterni
bunky) (Racek a kol., 1999).

Aktivita alanin aminotransferdzy v krevni plazmé kapra se pohybuje v rozsahu
0,05 - 0,32 pkal.l™.

Aspartat aminotransferaza (AST)
AST se vyskytuje ptedevsim v jatrech. Jeji zvyseni v krvi je zplisobeno pii poskozeni

hepatocytli a nekroze jater. SniZzenou hladinu aminotransferdz v séru miize byt
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wrwe

aminotransferaz (Racek a kol., 1999).
Aktivita aaspartat aminotransferazy se pohybuje v krevni plazmé u kapra v rozsahu
0,25 - 3,50 ukal.l'l(Svobodové a kol., 1991).

Kreatin kinaza (CK)

Katalyzuje vratnou fosforylaci kreatinu. Ma velky vyznam pro energeticky
metabolismus svalii. Pfi¢inou zvySeni mlze byt onemocnéni kosternich svalt (svalova
dystrofie). Muze také stoupat pii zvySeném svalovém vykonu nebo kiecich (Racek a
kol., 1999).

Aktivita kreatin kindzy v krevni plazmé kapra se pohybuje v rozsahu 9,8 — 60,2
ukat.I't (Svobodové a kol., 1991).

Laktat dehydrogenaza (LDH)

Katalyzuje reverzibilni zménu pyruvatu na laktat. Izoenzymy LDH jsou obsazeny
prakticky ve vSech tkadnich. Laktat dehydrogenaza stoupd pii onemocnéni jaterniho
parenchymu, onemocnéni svalt ale i u dalSich chorob (Racek a kol., 1999).

Aktivita laktat dehydrogendzy v krevni plazmé kapra se pohybuje v rozsahu

2,25-4,50 uka‘t.l'l (Svobodova a kol., 1991).

Glutamatdehydrogenaza (GDH)

Katalyzuje oxidativni deaminaci kyseliny glutamové. Je obsazena v mitochondriich
jaternich bunék. Vyraznéji se projevuje pii nekroze jater (Racek a kol., 1999).

Aktivita glutamatdehydrogenazy v krevni plazmé kapra kolisa v rozsahu
0,35 - 0,75 pkat.I" (Svobodova a kol., 1991).

Mocovina

Mocovina je konecny metabolit dusiku bilkovin (aminokyselin). Vznikd v jatrech
v Krebsové malém cyklu. Pfi¢inou jejiho zvySeni mlze byt nadmérna tvorba nebo
porucha ledvin. ZvySenou tvrobu mocoviny mize zpusobovat nadmérny piijem
bilkovin v potravé nebo zvySeny katabolismus (sepse - reakce organismu na infekci,
zhoubné novotvary, ap.)

wrwe

onemocnénim jater (Racek a kol., 1999).
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Koncentrace mo&oviny v plazmé& kapra kolisa vrozsahu od 1 — 3 mmol.I*
(Svobodova a kol., 1991).

Amoniak

V krevni plazmé je hladina amoniaku velmi variabilni, protoze je siln¢ ovlivnéna
pusobenim exogennich a endogennich faktori. U ryb dochazi navic k rychlému
postmortalnimu  uvoliovani amoniaku z krve, v disledku vysoké aktivity
proteolytickych enzymt (Svobodova a kol., 1991). Hladina amoniaku se zvysuje podle
intenzity metabolismu. Asi 5 hodin po nakrmeni dosahuje nejvysSich hodnot.
Koncentrace amoniaku v plazm& kapra se pohybuje v rozsahu 200 — 800 pmol-1* a
v zims kolisa od 50 aZ 100 800 pmol-1"* (Dubsky a kol., 2003).

Kyselina mlécna (laktat)

Sul kyseliny mlécné se nazyva laktat. Laktat vznika pii anaerobni glykolyze
pfeménou pyruvatu za pomoci laktdtdehydrogenazy (LD). Hladina laktatu v krvi je
zavisi na jeho tvorbé a jeho odbouravani (glukoneogenezi) v jatrech. Jeho koncentrace
stoupad pii svalové zatézi, tkdnové hypoxii nebo laktatovou acidézou (ta mize byt
zpusobena Sokem, poruchami transoportu kysliku, pfi intoxikaci, sepsi ap.)

Laktat se odbourava v jatrech kde je oxidovan na pyruvat, ktery je zpétné prevadeén
na glukozu (Schneiderka, 2004).

Koncentrace laktatu v krevni plazmé u kapra kolisa v rozsahu 0,7 — 2,2 mmol.I?
(Svobodova a kol., 1991).

Methemoglobin (MetHB)
Obsah methemoglobinu v krvi ryb zavisi pfedev§im na koncentraci dusitanti ve vode.
Pfi vysSich koncentracich dusitani ve vodé muze dochazet ke zvySeni obsahu

methemoglobinu az na 80% z celkového obsahu hemoglobinu (Svobodova a kol., 1991).

41



3. Experimentalni cast

3.1 Material a metodika

3.1.1 Testy vyhodnocovani vlivu KPO na plidku kapra obecného

Testy vyhodnocovani vlivu KPO na plidku kapra obecného (Supinaté a lysé formy)
pomoci hematologickych a biochemickych ukazatelii a na podkladé histopatologického

vysetieni ktize.
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Material a pomiicky

e Testovaci organismus: Kapr obecny (Cyprinus carpio) - 18 Supinac¢t (pramérna
hmotnost - 244+58g) a 18 lysct (primérna hmotnost - 114+29g)

e Aplikovana latka: kyselina peroctova (ve formé 36% Persterilu)

e Voda: odstata vodovodni voda

e NadrZe: akvaria o objemu 100 litrti

o Piistroje a zarizeni: analytické a laboratorni vahy, ptistroj VETTEST 8008,
analytické vahy, laboratorni vahy, ptistroj WTW Multiline P4 na méfeni teploty,
pH a nasyceni vody kyslikem

e Laboratorni pomiicky: baiky, pipety

e Ostatni pomiicky: sitky, hadry, nddoby a dalsi prostfedky pro manipulaci s

rybami

Podminky testu

e objem akvarii: 100 |

e teplota vody: 18,7 —22,4 °C

e nasyceni vody kyslikem: 70-80%

e provzdusinovani: kontinualni, pomoci vzduchovacich kaminka

e pocet ryb v jedné nadrzi: 6 kust ryb v jedné koncentraci

e pocet testli: do 3 akvarii byli nasazeni lysci a do 3 akvarii Supinaci
e vymeéna vody: po 24 hodinach se ménila polovina objemu vody

e osvétleni: bez umélého osvétleni

e délka expozice: 72 hodin

e ostatni podminky: ryby nebyly krmeny

43



OBJEM NADRZi: 1001

Obr. 1 Obrazové schéma s nasazenim ryb do jednotlivych nadrzi s koncentracemi KPO.
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Pracovni postup

Test byl proveden v toxikologické laboratoii VURH Vodiany. Celkem 18 Supinadt
(primérnd hmotnost - 244+58g) a 18 lysci (primérna hmotnost - 1144+29g) bylo
rozdéleno do Sesti skupin po 6ti rybach a umisténo do 100 1 akvarii (3 akvaria lysci a 3
akvaria Supinaci). Ryby byly jeden den ponechany na cisté vodé, v pribéhu dalSich
ttech dni byla vzdy bezprostfedné po vyméné poloviny objemu vody do pokusnych
akvarii (skupiny S1,S2,1.1,1.2) aplikovana kyselina peroctova (ve formé 36% Persterilu).

Pro terapeutickou aplikaci se piipravily nafedéné zdsobni roztoky, které se pak
davkovaly podle potieby. KPO nesmi pfijit do styku s kovy, proto se k manipulaci
pouzivalo vyhradné plastovych ¢i sklenénych nadob. Zéasobni roztok Persterilu 36 se
ptipravil tak, ze se 2,85 ml Persterilu 36 doplnilo do 1000 ml vodou
(Zuskova a kol., 2011). Koupele byly ptipraveny dle nasledujiciho schématu:

e skupina KS (kontrola Supiné¢): 0 mg- It KPO

e skupina S1 (3upinad): 1 mg: 1™ KPO ve formé 10 ml ZR
e skupina S2 (3upinad): 2 mg- 1™ ve form& 20 ml ZR

e skupina KL (kontrola lysec): 0 mg-I* KPO

e skupina L1 (lysec): 1 mg-I"* KPO ve form& 10 ml ZR

e skupina L2 (lysec): 2 mg-I"* KPO ve form& 10 ml ZR

V prub¢hu testu byla denné (pfed vyménou vody) odebrana voda z akvarii pro
stanoveni vybranych hydrochemickych ukazatelt kvality vody (CHSKwn, pH a NH4").

CHSKu,, se stanovila manganistanem Kubelovou metodou.

Koncentrace celkového amoniaku byla stanovena kolorimetricky: k50 ml
odebran¢ho vzorku vody bylo pfidano 0,5 ml Seignettovy soli a 0,5 ml Nesslerova
¢inidla. Po 10 minutach byla stanovena intenzita vzniklého zabarveni fotometricky
pomoci spektrofotometru Helios Epsilon pfi vinové délce 412 nm proti slepému vzorku.

Vyse koncentrace byla odectena z kalibracni pfimky.
Po 3 dnech aplikace byla rybam z ocasni cévy (vena caudalis) odebrana krev a ryby

byly nasledné usmrceny. Jednotlivé vzorky krve byly stabilizovany za pomoci 40 TU

heparinu sodného na 1 ml krve. Déle byl vzdy tfem rybam z kazdé skupiny odebran kus
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ktize se svalovinou, ktery byl bezprostfedné po odbéru fixovan ve formalinu a odeslan
na histopatologické vySetteni na VFU Brno. Odebrana krev byla heparinizovana a dale
pouzita na stanoveni vybranych biochemickych a hematologickych ukazatela.
Stanoveni hematologickych parametri krve bylo provadéno podle Jednotnych metod
hematologického vySetiovani ryb (Svobodova a kol., 1991).

Biochemicky profil krve byl stanoven z krevni plazmy ziskané odstfedénim krve Pro
stanoveni biochemického profilu byla krev odstiedéna a separovana plazma byla
uloZena vV mrazicim boxu pfi teploté -85°C.

Biochemické indikatory byly stanoveny na biochemickém analyzatoru VETTEST
8008 (IDEXX Laboratories Inc. U.S.A.) firmy Medisoft. Ptistroj pracuje na principu
suché chemické a kolorimetrické analyzy. Vyhodnoceni probihd na selektivnich
testovacich discich (Multi — layer film slides, Kodak), laserovym ¢tenim bar koda.
Stanoveny byly nasledujici parametry: glukéza (GLU), celkové bilkoviny (TP),
albuminy (ALB), celkové globuliny (GLOB), alanin aminotransferaza (ALT),
kreatinkinaza (CK), laktat dehydrogenaza (LDH), vapnik (Ca,), hoi¢ik (Mg,’),
anorganicky fosfat (PHOS).
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3.1.2 VySetieni hematologického profilu ryb

Hematologické rozbory — pocet erytrocyti (RBC), koncentrace hemoglobinu (Hb),
hematokrit (PCV), stfedni barevna koncentrace (MCHC), hemoglobin erytrocytu
(MCH) a stfedni objem erytrocytu (MCV) - byly provadény podle Jednotnych metod
hematologického vySetiovani ryb (Svobodova a kol., 1991).
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4 Vysledky

Po aplikaci KPO u Supinaté formy kapra obecného doslo ve skupiné S2 k statisticky
vyznamnému poklesu hematokritu (P<0,05). Dals§i méfené hematologické a
biochemické parametry se u Supinaté formy kapra nelisily.

U kapra lysce doslo ke zménam pouze u nékterych biochemickych ukazateli. Po
aplikaci KPO se snizila aktivita laktatdehydrogenazy a lehce se zménilo mnozstvi
celkovych bilkovin a hladiny iontd vapniku a hot¢iku v plazmé. Zménu aktivity LDH
lze pficitat spiSe menSimu mnozstvi namétenych jedinct, kde se ve skupiné¢ KL a L1
podafilo naméfit jen 4 plazmy ze 6-ti. Hydrochemické ukazatele vody se u zadné
Z testovanych skupin statisticky vyznamné nelisily. Histologickym vySetfenim byla po
aplikaci obou koncentraci KPO u lysé¢ i Supinaté formy zjiSt€na myodystrofie
(strukturalni pfestavba sval. tkané — nahrazeni vazivem a tukem) Vv individualn¢ rizném
rozsahu a zmnozeni poharkovych bun¢k v kiizi. Zjisténé patologické zmény jsou mirné
a da se predpokladat, ze po ukonceni lécby se zménéné struktury navrati do

fyziologického stavu.
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Tab.

1 Vysledkovd tabulka s rozsahem namétfenych hodnot biochemickych a

hematologickych ukazateli u Supinaté formy kapra. V tabulce jsou znazornényy

kontrolni skupina ryb KS bez koncentrace kyseliny peroctové, skupina ryb S1

s koncentraci 1 mg'I™* KPO a skupina ryb S2 s koncentraci 2 mg-I* KPO. Ukazatel je

vyjadfen hodnotou priméru v dané skupiné + smérodatna odchylka. Indexy a,b

charakterizuji shodu nebo rozdilnost hodnot mezi skupinami (ANOVA statisticka

vyznamnost p<0,05).

He?ﬁ;‘;g’tgellcky Jednotky Skuprl(nsa ryb Skupina ryb S1 | Skupina ryb S2 gggztlnfll:sst
PCV 11t 0,27 + 0,03 0,26+ 0,02% 0,22 +0,04° | P <0,05
Hb gt 62,96+ 820° | 6135+695 | 5282+6,13°
Ery Tt 1,27 + 0,38 1,34 £0,15° 1,09 0,16
MCV fl 225,35+ 48,35% | 198,26 +20,99% | 199,86 + 33,42°
MCH g 52,08+ 10,44° | 46,26+ 5,46° 49,39 + 9,44°
MCHC 1t 0,23+ 0,02 023 +0,01° 0,25 + 0,04°
Blgf(l:;;ltleclky Jednotky Skup:(nsa ryb Skupina ryb S1 | Skupina ryb S2 Vs),ltzalffli:;l;i ¢
TP gt 23,33+3,61° | 23,33+234° 25,33 + 5,05
ALB gt 1,00 + 1,10 1,33 + 1,03 2,33 £2,34°
GLOB gt 22,17 + 2,48 22,00 + 1,41 23,00 + 2,76
Ca mmol-I™ | 220+0,13° 2,16 +0,11° 2.32+0,18"
PHOS mmol-I™ 1,69 £ 0,27° 1,64 £0,11° 1,52 +£021°
Mg mmol-1" | 0,88 +0,29° 0,84 + 0,04° 0,90 = 0,07°
GLU mmol-I" | 4,95+ 1,26 6,84 + 1,33 5,90 + 1,53
ALT ukat-I™* 0,21 +0,1° 0,19 + 0,11 0,29 + 0,49
CK ukat 1™t 27,93+ 5,84 2527 +331° 28,02+ 1,81°
LDH pkat 1™t 742 +£2,55° 8,01 + 5,38 5,67 +4,15°
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Tab. 2 Vysledkovd tabulka s rozsahem namétfenych hodnot biochemickych a

hematologickych ukazateli u lysé formy kapra. V tabulce jsou znazornényy kontrolni

skupina ryb KL bez koncentrace kyseliny peroctové, skupina ryb L1 s koncentraci 1

mg-1" KPO a skupina ryb L2 skoncentraci 2 mg ™ KPO. Ukazatel je vyjadien

hodnotou priméru v dané skupin€¢ + smérodatna odchylka. Indexy a,b charakterizuji

shodu nebo rozdilnost hodnot mezi skupinami (ANOVA statisticka vyznamnost p<0,05).

Helgi;‘;zgellcky Jednotky | Skupina ryb KL | Skupina ryb L1 Skupll_nza ryb 3;;2;?::::“
PCV 1t 0,29 + 0,03 0,29+ 0,02° 0,30 + 0,05
Hb gt 67,26 + 8,80° 66,07 + 6,28 69,47 + 8,42°
Ery TI? 1,22 + 0,36 1,31 +0,35° 1,22 + 0,20
MCV fl 266,68 + 106,72% | 231,74+ 5421* | 242,33 + 44,79
MCH Pg 58,69 + 15,37° 52,41+ 10,27 58,20 + 6,88°
MCHC 1t 0,23+ 0,03 0,23 + 0,012 0,23 +0,02°
Blglc(l;‘;';'tleclky Jednotky | Skupina ryb KL | Skupina ryb L1 Skupll_nza ryb g;ztl:ztlnfll: (?st
TP gt 20,67 + 2,50%° 17,50 + 2,74° 22,40+3,58" | P<0,05
ALB gt 0,33+ 1,52° 0,00 % 0,00° 1,40 = 1,52°
GLOB gt 20,33 +2,16° 17,50 + 2,74° 21,00+ 2,12
Ca mmol- ™ 2,18 +0,16® 2,00 + 0,04° 2,32+029° [P <0,05
PHOS mmol-I™* 1,81 + 0,33 1,66 £ 0,16 2,21 +0,82°
Mg mmol-I™ | 0,93 +0,09° 0,79 £ 0,05 0,93+0,12°0 |P<005
GLU mmol- ™ 599+ 1,51° 520+ 1,26° 5,65 + 0,54°
ALT pkat-1™ 0,35+ 0,33 0,99 + 1,96 LI1+£2,17°
CK pkat-1™" 27,69+ 4,04° 27,50 + 2,83 25,00 +2,12°
LDH pkat-1™ 15,67 + 5,74° 12,41 + 6,75° 6,62 +2,66° | P<0,05
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Grafické zpracovani nejvyznamnéjSich zmén hematologickych a biochemickych

ukazatelu
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Graf 1 Krabicovy graf znazoriiujici hematokritovou hodnotu (PCV) v krvi u testovanych skupin

formy Supinatého kapra. Znazornéna KS kontrolni skupina a testovaci skupina S1 (konc. KPO 1

mg-1™") a S2 (konc. KPO 2 mg-1™). Za pouziti dvoucestného ANOVA testu byly vyhodnoceny

statisticky vyznamné rozdily na hranici vyznamnosti (p<0,05).
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Graf 2 Krabicovy graf znazornujici celkové bilkoviny (TP) v krevni plazmé u testovanych
skupin formy lysého kapra. Znazornéna KL kontrolni skupina a testovaci skupina L1 (konc.
KPO 1 mg1") a L2 (konc. KPO 2 mg-1™"). Za pouziti dvoucestného ANOVA testu byly

vyhodnoceny statisticky vyznamné rozdily na hranici vyznamnosti (p<0,05).
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Graf 3 Krabicovy graf znazornujici obsah hot¢iku (Mg) v krevni plazmé u testovanych
skupin formy lysého kapra. Znazornéna KL kontrolni skupina a testovaci skupina L1
(konc. KPO 1 mg-I™") a L2 (konc. KPO 2 mg:1™). Za pouziti dvoucestného ANOVA

testu byly vyhodnoceny statisticky vyznamné rozdily na hranici vyznamnosti (p<0,05).
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Graf 4 Krabicovy graf znazornujici obsah vapniku (Ca) v krevni plazmé u testovanych
skupin formy lysého kapra. Zndzornéna KL kontrolni skupina a testovaci skupina L1
(konc. KPO 1 mg-I™") a L2 (konc. KPO 2 mg-1™). Za pouziti dvoucestného ANOVA

testu byly vyhodnoceny statisticky vyznamné rozdily na hranici vyznamnosti (p<0,05).
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Graf 5 Krabicovy graf znazorfiujici obsah laktat dehydrogenazy (LDH) Vv krevni
plazmé u testovanych skupin formy lysého kapra. Zndzornéna KL kontrolni skupina a
testovaci skupina L1 (konc. KPO 1 mg-1™) a L2 (konc. KPO 2 mg1™). Za pouziti
dvoucestného ANOVA testu byly vyhodnoceny statisticky vyznamné rozdily na hranici
vyznamnosti (p<0,05).
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5 Diskuze

V testu terapeutické koupele s pripravkem obsahujici kyselinu peroctovou nedoslo
Kk ahynu zadného =z testovacich organismii a ani neprob&hly zavazné negativni
fyziologické zmény, které by mohly ohrozit zdravi ryb. Pii pokusu byly do skupin ryb
S1,L1 resp. S2, L2 davkovany koncentrace 1 mg-l'1 resp. 2 mg-l'1 KPO. To jsou
hodnoty, které odpovidaji doporu¢enym koncentracim, které uvadi Zuskova a kol.
(2011).

Pouzité koncentrace nezptsobily zadné zdvazné zmény u testovacich organismil za
dobu 72 hodin expozice. Podobné koncentrace byly pouzity v testech autorti Strause
a kol. (2012), kde byla koncentrace bez pozorovaného t&inku (NOEC) 2,2 mg-1 KPO
pro vackovy pliadek sumecka skvrnitého (Ictalurus punctatus) pii 24 hodinové expozici
a 1,3 mg'1* KPO pro rozplavany plidek sumecka. Vackovy plidek prokazal vétsi
rezistenci K testované latce. Rozplavany plidek byl oslaben, protoze spotieboval
zloutkovy vacek a nemél k dispozici dal§i zdroj Zivin, a tudiz byl pravdépodobné
nachylnéjsi k toxickym latkam. Tato zjisténi jsou v souladu s piedchozi praci stejného
autora Straus a kol. (2008). Podminky testu provedené Strausem a kol. (2012) byli
velmi podobné s naSimi. Ve zminéné studii bylo nasyceni vody kyslikem okolo 70% a
teplotni rozsah 21,7 — 23,5°C, v ndmi provedeném testu se nasyceni pohybovalo od 70
do 80% a teplotni rozsah kolisal mezi 18,7 — 22,4 °C. V nami usktecnéné praci jsem si
mohl dovolit tolerovat vétsi teplotni rozdil, protoze kaprovité ryby jsou viici zméndm
teplot pfizpisobivéjsi, nez napiiklad ryby lososovité, které snasi vykyvy teplot hife, jak
také shodné uvadi Svobodova, a kol. (2003).

Z histopatologického vySetieni v praci Strause a kol. (2012) byly vySetfeny celé ryby.
Byl zjistén degenerativni nalez na Zabrech pii vystaveni koncentraci o 2,2 mg-1™t KPO
(1 hodinova expozice) u rozplavaného plidku. Pii koncentraci 1,7 mg-1™" KPO po dobu
48 hodin byla zjisténa mirnad degenerace epitelu ledvin. Autor v praci uvadi také
zkuSenost pii aplikaci KPO u kapra, u kterého po aplikaci dochdzelo ke zvySené sekreci
hlenu. V diplomové praci u testovanych ryb bylo provedeno histopatologické vySetieni
ktze a svaloviny, ze kterého bylo patrné zmnozeni poharkovych bunék.

V dalsi studii autort Meinelt a kol. (2007) zabyvajici se toxicitou KPO na rybach byl
podobné jako v ndmi provedené praci pouzity juvenilni stadia ryb. Zde byl juvenilni

candat podroben koncentra¢ni fadé¢ KPO v rozmezi 0,5 - 1,7 mg-l'l. Uhyn ryb zaéal jiz

56



pii koncentraci 0,9 mg-1™ KPO a pii koncentraci 1,7 mg-1" KPO byla mortalita ryb
100%. Na podklad¢ testl byla stanovena hodnota 24hLC50 pro juvenilniho candéta na
1,14 mg-l'1 KPO. Porovnanim nas$i prace S témito vysledky miizeme konstatovat, ze
juvenilni stadia kapra jsou vii¢i KPO rezistentné;jsi.

Ve vyzkumu, ktery se nepodaftilo v dostupné literatuie dohledat, na pstruhu duhovém
(Oncorhynchus mykiss), prokazal Pedersen, jehoZz osobni sdéleni cituje ve své praci
Straus a kol. (2012), pieziti ryb v 1-hodinovém testu toxicity pii koncentracich KPO 1,3
a 2,6 mg-1™. Po expozici ryb koncentraci 3,9 mg:1™* KPO po dobu 24 hodin byla vak jiz
pozorovana 18% mortalita ryb. Bohuzel ve sdéleni neni uvedeno, jak staré ryby byly
testovany, proto nelze srovnavat rezistenci s nami testovanym plidkem kapra obecného.

Jak mizeme vidét z danych studii se akutni toxicita U riznych druhd ryb a vékovych
stadii nepatrné 1i8i, coz mlze byt pti¢inou, jak podminkami experimentélnich testd, tak i
riznou citlivosti testovanych druhd ryb. Jak uvadi studie od autord Marchand a kol.
(2013) toxicitu kyseliny peroctové mize ovliviiovat také tvrdost vody. Pti nizké tvrdosti
vody (25 mg-l'1 CaCOs3) byla stanovena 24hLC50 pro embryo dania pruhovaného pfi
koncentraci 2,24 mg-1" KPO. P¥ vysoké tvrdosti vody (2500 mg-1™ CaCOs) byla
stanovena 24hLC50 pro emrybo dania aZ pii koncentraci 7,14 mg-1" KPO. Se zvysujici
se koncentraci KPO ale také klesalo pH vody, proto by se v akvakulturnich chovech pii
aplikaci KPO mélo davat pozor, aby nedochazelo k acidoze.

V technické zpravé Technologie chovu lososovitych druhti ryb s vyuzitim novych
preventivnich a terapeutickych postupii od Sudové (2010) byly stanoveny testy toxicity
na tfech druzich ryb. Pfi testu akutni toxicity provedeném na pavim ocku (Poecilia
reticulata) bylo zjiiténo 96hLC50 pii koncentraci Persterilu (36%) 7 mg-1™, u pstruha
duhového bylo zjidténo 96hLC50 pii koncentraci Persterilu (36%) 6 mg-1™ a u sivena
amerického (Salvelinus fontinalis) rovnéz 6 mg-1™". Jak uvadi Sudova (2010) Persteril
ma nizky terapeuticky index vyjadiujici méfitko bezpecnosti 1é¢iva. Terapeuticky index
je pomér davky lécebného Cinidla, kterd vyvolava léCebny tcinek, k davce zplsobujici
uhyn. Proto je vyhodné mit u léCiva co nejvyssi terapeuticky index, aby se
minimalizovaly negativni ucinky nahodného predavkovani. Proto je tieba dbat na
zvysenou opatrnost pii praci s timto 1é¢ivem.

V technické zpravé vypracované Sudovou (2010) byl vyhodnocen vliv KPO na
hematologické ukazatele pstruha duhového. Pstruh duhovy byl vystaven koncentraci 1
mg-1" KPO. Po 4 dnech byly u ryb stanoveny hematologické ukazatele. Vysledky

vysetieni velmi dobie koresponduji s vysledky v mé praci. DoSlo zde ke statisticky
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vyznamnému snizeni hematokritu (PCV) u 3 skupiny kde byl aplikovan perstertil
dvakrat denné. Stejné¢ tak v mé praci doslo k statisticky vyznamnému poklesu
hematokritu ve skupiné¢ S2 u Supinaté¢ formy kapra, kde byla aplikovana KPO
v koncentraci 2 mg-1%. U lysé formy kapra v mém testu doslo ke zm&nam u nékterych
biochemickych ukazatel. Po aplikaci KPO se snizila aktivita laktdtdehydrogendzy
(LDH) coz lze spise pficitat menSimu poctu meétenych jedinct, ve studii technické
zpravy od Sudové (2010) se naopak LDH zvysila u skupiny 2, kde byl persteril
aplikovan jednou denn¢. Stejné jako ve zminéné studii i v mém testu se u lysé formy
kapra lisili biochemické hladiny iontéi vapniku (Ca*" a hoftiku (Mg) v plazmé.
Vysledny zavér studie velmi dobfe koreluje s mym, kdy bylo Sudovou (2010)
konstatovano, ze pouzit¢ aplikacni schéma nemd negativni dopad na zdravi ryb a
veSkeré zmény se pohybuji ve fyziologickém rozmezi. Z diskuze a mych vysledkl
muzeme usoudit, ze pstruh duhovy a kapr obecny lysa forma jsou k aplikaci KPO
citlivéjsi nez Supinata forma kapra.

Lze konstatovat, Ze pro aplikaci KPO v chovech ryb je vzdy vyhodngjsi volit veétsi
objemy s niz$i koncentraci U¢inné latky, protoze mlze dojit k nahlému stietu ryb s
koncentrovanou toxickou latkou. To je nevyhoda blizké terapeutické a toxicke
koncentrace této latky. Lze tomu ale pfedejit obezfetnou manipulaci, spravnym
proSkolenim pracujiciho persondlu rybochovnych zafizeni a sniZit tyto negativni
aspekty na minimum (Sudova, 2010).

V préci autori Svobodova a kol. (2003) bylo provedeno hematologické vySetfeni
¢erveného a bilého krevniho obrazu u kapra obecného (K;-2) 0 hmotnostech 165 +49.8 g
a v kontrolni skupiné¢ 0 hmotnostech 183 +42.0 g. To jsou hmotnostné srovnatelné ryby
S rybami, které jsme pouZily v nasi praci. Podobné jsou i podminky testu, teplota vody
se v praci Svobodové a kol. (2003) pohybovala mezi 19 — 21 °C a nasyceni kyslikem
kolisalo mezi 70 — 100 %. V testu byla pouzita insekticidni latka Deltamethrin, patfici
do skupiny pyrethroidii, ve formé ptipravku Decis flow 2.5 (obsahujiciho 25 g.I'1 ucinné
latky deltamethrinu). Testované ryby byly vystaveny koncentraci 0,13 mg-1™ piipravku
Decis flow 2.5 po dobu 96 hodin. U pokusné skupiny byly v porovnéani s kontrolni
skupinou zjistény signifikantné niz§i hodnoty poctu erytrocyti (RBC, Ery), obsahu
hemoglobinu (Hb), hematokritu (PCV) a celkovych bilkovin v krevni plazmé (TP).
V Nasi préaci byl signifikantni rozdil PCV mezi kontrolni skupinou a pokusnymi
skupinami pouze u Supinaté formy kapra. V porovnani s praci Svobodové a kol. (2003)

vnasi praci byly naméfeny prumérné niz§i koncentrace PCV jak v kontrolni tak
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pokusné skupin€ u obou forem kapra obecného. Rovnéz priimérné hodnoty obsahu Hb a
poctu erytrocytd byly v nasi praci naméfeny niz§i. Velmi dobie spolu ale koreluji
pramérné hodnoty TP snaSimi hodnotami v testu slysou formou kapra. U prvni
pokusné skupiny podobn¢ jako v praci Svobodové a kol. (2003) doslo k poklesu TP, ale
v druhé vyssi koncentraci v naSem testu bylo TP namétené jesté vySsi nez v kontrolni
skupiné. Na zaklad¢ naSich hodnot z krevniho obrazu, ktery se pohyboval stile ve
fyziologickém rozmezi nelze vyvozovat moznost poruchy Krvetvorby jako v praci
Svobodové a kol. (2003).

V habilitaéni praci Rehulky (2005) zabyvajici se ptipadem zroku 1999 bylo
provedeno hematologické vySetfeni a biochemické vySetfeni krve sivena amerického
(Salvelinus fontinalis) 0 hmotnosti 113£19 g napadeného infekénim onemocnénim
saprolegnie. U nemocnych ryb doSlo k signifikantnim rozdilim v ¢erveném krevnim
obraze a v plazmatickych bilkovinach. Signifikantni snizeni poctu erytrocytd (z 0,98 na
0,62 T-1'') a hemoglobinu (z 87,4 na 67,2gl™"). Vnasi praci u erytrocytii a
hemoglobinu k signifikantnimu rozdilu mezi pokusnou a kontrolni skupinou nedoslo. U
lysé formy kapra ale doslo k signifikantnimu rozdilu u TP a Ca podobné jako u Rehulky
(2005), s tim rozdilem, ze a¢ v nasi prvni pokusné skupiné doslo k poklesu hodnoty, u
druhé skupiny uz byla hodnota v priméru vyssi nez kontrolni skupina. LDH v praci
Rehulky a kol. byla velmi zvy$ena, v nasi praci se naopak signifikantné snizila, coz ale

V praci provedené VeliSkem a kol. (2007) byl hematologicky vySetien sumec velky
(Silurus glanis), na kterém bylo testovano anestetikum 2-phenoxyethanol po dobu 10
minut pii koncentraci 0,30 ml-I"". Test byl proveden na rybach o hmotnosti 94.90 +
55.23 g. I zde byl naméten signifikantni rozdil u PCV. Zde bylo, ale narozdil od naseho
testu doslo k signifikantnimu zvySeni PCV. V praci Veliska a kol. (2007) doslo ihned
po aplikaci anestetika také k signifikantnimu zvyseni MCV, glukézy (GLU) a albumint
(ALB). Tyto hodnoty nevykazovaly v nami provedenych testech v porovnani
s kontrolni skupinou signifikantni rozdil. Z histopatologického vySetieni v praci Veliska
a kol. (2007) bylo po aplikaci anestetika u testovanych ryb zjisténo kapilarni rozsiteni
zabernich vlaken. Po 24 hodindch uz toto ale nebylo pozorovano. Lze tedy konstatovat,
ze stejné jako v naSem testu, testované latka je pro ryby v dané koncentraci a po
urc¢enou dobu expozice bezpec¢na a nevyvola ireverzibilni zmény u rybiho organizmu.

V praci od GholipourKanani a Ahadizadeh (2013) byl hematologicky vysetfen karas

stiibrny (Carassius auratus). V praci byl proveden test anestetika propofol v porovnani
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s kontrolni skupinou a skupinou na které byla provedena anestezie hiebickovym olejem.
Signifikantni pokles byl zaznamenan u hodnoty MCHC mezi skupinou, u které byl
aplikovan propofol a skupinou, u které¢ byl aplikovan hiebickovy olej. Druhy
signifikantni pokles byl zméfen u mnozstvi hemoglobinu (Hb) mezi testovanou
skupinou a skupinou, které byl aplikovan hiebi¢kovy olej. V nasem testu tyto hodnoty
nevykazovaly signifikantni rozdily ani u jedné z forem kapra.

Jednou z dalSich praci zabyvajici se toxicitou pyrethroidi na ryby je prace od
Akinrotimi a kol. (2012). Jako testovaci organismus zde byl pouzit juvenilni sumecek
skvrnity (Clarias gariepinus). Ryby vazily 276.443+81.91g a byly vystaveny
koncentraéni fadé 0,05 — 0,25 mg-1™" cypermethrinu po dobu 10 dni a nasledng byli
vyhodnoceny hematologické parametry. Z vysledka vySetfeni byl signifikantni pokles u
testované koncentrace 0,25 mg-l‘l, a to u hodnot PCV, poctu erytrocytli (RBC, Ery),
mnozstvi hemoglobinu (Hb), MCHC, MCH a MCV. Pouzita latka tak vyvolala zménu
témet u vSech krevnich parametri a Ize tak usuzovat jeji vysokou toxicitu vici rybam.
V nasem testu také doSlo k signifikantnimu poklesu PCV, ale pouze u skupiny
S Supinatou formou kapra a tato hodnota byla stile ve fyziologickém rozmezi. Lze se
domnivat, Ze ryby v naSem testu Vv prvni skupin€ ziejme byly vystaveny vétSimu stresu,
protoze stejné¢ jako v praci autorii Svobodova a kol. (2003) i v praci autorti od
Akinrotimi a kol. (2012) doslo pii pouziti pyrethroidni latky k poklesu PCV, Hb a Ery a
testovand latky byla vyhodnocena jako latka zvySujici stres u ryb. V naSem testu byla
testovana sice jind latky, ale signifikantni zmény v krevnich parametrech byly
predev§im u lysé¢ formy kapra, kterd byla také vyhodnocena jako citlivéjsi a u které
nedoslo k signifikantnimu poklesu PCV. Nelze tedy jednoznacné tvrdit, Ze pokles PCV
zpiisobila ndmi testovana latka, tedy KPO, ale zvySeni PCV mohl zapfi€init 1 jiny vn&jsi

faktor.

Jak uZ bylo zminéno, vysokou vyhodou KPO je jeji velmi maly dopad na Zivotni
prostiedi a jeji rychly rozklad na neSkodna rezidua. Toto je aktudlni téma, protoze v
nékterych zemich se neddvno vyskytly obavy o mozném negativnim vlivu
formaldehydu na Zivotni prostiedi pfi jeho nadmérného vypousténi. Stejné tak otazka
bezpeCnosti prace s nim, vedla k zaméru postupného upousténi od pouzivani

formaldehydu jako terapeutického prostiedku v akvakultute (Pedersen a kol., 2009).
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Malachitova zelenn je jednim z dalSich 1é¢ebnych ptipravkid, ktery je od r. 1998
zakazén Evropsky koncilem pro svij mozny toxicky dopad na konzumenty ryb
(Rintaméki-Kinnunen a kol., 2005).

Kyselina peroctova je pomérné¢ novou slouceninou, ktera ale pii spravném pouziti a
aplikaci mtize byt velmi dobrou alternativou jinym terapeutickym preparatim a latkam,
které mnohdy nemuseji byt tou spravnou volbou pro oSetfeni akvakulturnich chovil ryb
a ktera si urcité zasluhuje dalsi vyzkum tykajici se jejiho pouziti v akvakultuie jako

1é¢iva.
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6 Zavér

Cilem této prace bylo zhodnotit vliv antiparazitarnich koupeli na vybrané
biochemické a hematologické ukazatele v krvi ryb. Test terapeutické latky byl proveden
ve formé koupeli na dvou formach plidku kapra obecného.

Na zékladé histopatologického vysetfeni se lysd forma kapra obecného jevi
k aplikaci KPO citlivéjsi. Veskeré zjisténé zmény hematologickych a biochemickych
ukazatell se vSak stale pohybovaly ve fyziologickém rozmezi. Testem 1écebné koupele
s KPO bylo prokazano, Ze testované aplika¢ni schéma nema vyrazngj$i negativni vliv na
zdravotni stav ani jedné z testovanych forem kapra obecného.

Na zaklad¢ zjisténych hodnot 1ze usoudit, ze aplika¢ni schéma dané testované latky,
Vv tomto piipad¢ kyseliny peroctové, je vyhovujici a nevyzaduje dalsi Gipravy.

Kyselinu peroctovou tak lze v danych koncentracich doporucit pro terapeutické
pouziti v chovech kapra obecného, protoze nijak neohrozi fyziologické funkce ani

zdravi ryb.
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8 Seznam zkratek

24hLC50

48hLC50

96hLC50

ECOTEC

KNKus

KPO

LOEC

MRL
NOEC

oL

-koncentrace testovaného vzorku, kterd vyvola tthyn 50% testovanych
organismil za 24 hodin

- koncentrace testovaného vzorku, kterd vyvold tthyn 50% testovanych
organismu za 48 hodin

- koncentrace testovan¢ho vzorku, kterd vyvold tthyn 50% testovanych
organismi za 96

- organizace European Centre for Ecotoxicology and Toxicology of
Chemicals

-kyselinova neutraliza¢ni kapacita

-kyselina peroctova

vzorku, pti které jsou pozorovany U€inky na testovany organismus
-maximalni rezidualni limit

- (noobserved effect concentration) nejvyssi koncentrace testovaného
vzorku, pii které nejsou pozorovany uc¢inky na testovany organizmus

-ochranna lhata
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lysého kapra. Str. 79
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10 P¥ilohy

Tab. 3 Hematologické vysetfeni jednotlivych ryb.

Cislo | PCV Hb RBC | MCV | MCH | MCHC

ryby | Q1Y | g1 | [T | [fl] | [pg] | [117]
KS 0,29 | 75556 | 1,81 | 157,46 | 41,74 | 0,27
KS 0,24 | 54,79 | 1,08 |222,22| 50,73 | 0,23
KS 0,26 | 57,29 | 1,10 |236,36 | 52,09 | 0,22
KS 0,32 | 67,68 | 1,67 |188,62| 40,53 | 0,21
KS 0,25 | 56,22 | 0,83 |295,18 | 67,74 | 0,23
KS 0,28 | 66,25 | 1,11 |252,25| 59,68 | 0,24
S1 0,25 | 61,95 | 1,24 |201,61| 49,96 | 0,25
S1 0,27 | 66,60 | 1,41 |191,49| 47,24 | 0,25
S1 0,29 | 70,90 | 1,35 [21481| 52,52 | 0,24
S1 0,25 | 56,22 | 1,51 |162,25| 37,23 | 0,23
S1 0,24 | 51,56 | 1,08 |222,22| 47,75 | 0,21
S1 0,28 | 60,88 | 1,42 |197,18 | 42,87 | 0,22
S2 0,23 | 51,56 | 0,98 |234,69| 52,62 | 0,22
S2 0,28 | 60,88 - * _* 0,22
S2 0,20 | 44,40 E E E 0,22
S2 0,20 | 55,86 | 1,19 | 168,07 | 46,94 | 0,28
S2 E 47,63 | 1,26 E 37,80 e
S2 0,19 | 56,58 | 0,94 |196,81| 60,19 | 0,31
KL 0,26 | 66,96 - R R 0,26
KL 0,33 | 78,78 | 1,19 |277,31| 66,20 | 0,24
KL 0,31 | 69,83 | 1,46 |212,33| 47,83 | 0,23
KL 0,26 | 68,40 | 1,54 | 168,83 | 44,41 | 0,26
KL 0,28 | 51,56 | 0,63 |444,44| 81,85 | 0,18
KL 0,30 | 68,04 | 1,28 |230,47 | 53,15 | 0,23
L1 0,29 | 68,75 | 1,37 |211,68| 50,18 | 0,24
L1 0,33 | 76,27 | 1,90 |173,68| 40,14 | 0,23
L1 0,28 | 62,31 | 1,05 |266,67 | 59,34 | 0,22
L1 0,27 | 59,80 | 1,26 |210,32| 47,46 | 0,23
L1 0,29 | 68,40 | 1,42 |204,23| 48,17 | 0,24
L1 0,29 | 60,88 | 0,88 |323,86| 69,18 | 0,21
L2 0,25 | 58,73 | 1,05 |233,33| 55,93 | 0,24
L2 0,31 | 65,53 E e e 0,21
L2 0,26 | 65,17 | 1,29 |197,67 | 50,52 | 0,26
L2 0,34 | 73,77 | 1,10 |304,55| 67,06 | 0,22
L2 0,36 | 83,08 | 1,54 |233,77| 53,95 | 0,23
L2 E 70,54 | 1,11 * 63,55 K

*- Hodnotu se nepodafilo zméfit, protoze krevni vzorek nebyl pro analyzu dostatecné kvalitni
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Tab. 4 Biochemické hodnoty u jednotlivych druht ryb.

Gislo | TP | ALT Ca PHOS Mg
ryby | (@1 | (ukatr®) | (mmoli?) | mmol?y | (M ”1‘)0"'
KS 24 | 0,317 2,33 1,35 1,01
KS 20 | 0,084 2,17 1,65 0,9
KS 19 | 0,284 2,05 1,62 0,37
KS 29 | 0,167 2,38 217 1,24
KS 23 | 0,117 2,12 1,58 0,81
KS 25 | 0,267 2,15 1,77 0,94
S1 21 | 0,184 2,14 1,51 0,87
S1 20 | 0,117 2,08 1,75 0,82
S1 25 | 0,384 213 1,51 0,83
S1 24 | 0,084 2,25 1,72 0,78
S1 26 | 0,100 2,03 1,65 0,85
S1 24 | 0,251 2,32 1,71 0,91
S2 22 | 0,084 2,41 1,58 0,89
S2 35 | 1,286 2,64 13 1,03
S2 25 | 0,084 2,17 14 0,84
S2 22 | 0,100 221 1,42 0,9
S2 26 | 0,084 2,21 1,49 0,83
S2 22 | 0,084 2,27 1,01 0,88
KL 22 | 0,868 2,17 1,66 0,84
KL 24 | 0,635 2,11 2,16 0,97
KL 22 | 0,267 2,46 2,22 1,03
KL 19 | 0,084 1,98 1,35 0,82
KL 20 | 0,167 2,18 1,83 1,01
KL 17 | 0,084 2,16 1,64 0,88
L1 16 | 0,167 2 1,49 0,83
L1 17 | 0,084 2,03 1,74 0,75
L1 17 | 0,200 1,94 15 0,77
L1 14 5 1,96 1,92 0,84
L1 19 | 0,267 2,01 1,69 0,73
L1 22 | 0,234 2,05 1,62 0,82
L2 18 | 0,217 1,99 1,49 0,76
L2 _* _* _* _* _*
L2 22 | 0117 2,19 1,45 0,84
L2 26 5 2,18 1,99 0,99

L2 20 | 0,100 2,52 3,26 1
L2 26 | 0,117 2,72 2,87 1,04

*- Hodnotu se nepodafilo zméfit, protoze vzorek krevni plazmy nebyl pro analyzu dostate¢né kvalitni
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Tab. 5 Biochemické hodnoty u jednotlivych ryb.

Cislo| ALB GLU CK LDH | GLOB
ryby | (g.1) | (mmoll?) | (ukatl™®) | (ukat.?) | (g.I'h
KS 1 4,76 28,056 3,791 23
KS 0 3,75 16,800 9,168 20
KS 0 4,73 33,400 4,526 19
KS 3 7,38 28,991 9,486 26
KS 1 4,87 28,524 8,935 22
KS 1 4,23 31,830 8,634 23
S1 0 8,9 25,184 8,784 21
S1 0 5,05 19,589 6,413 20
S1 2 7,27 23,814 2,906 23
S1 2 7,14 26,419 6,830 22
S1 2 6,84 28,908 4,910 24
S1 2 5,81 27,689 | 18,236 22
S2 1 5,19 30,394 | 10,404 21
S2 7 8,18 29,025 i 28
S2 2 3,68 25,969 - 23
S2 1 6,69 28,891 3,991 21
S2 2 5,37 28,023 2,622 24
S2 1 6,27 25,818 * 21
KL 1 6,98 21,760 i 22
KL 0 5,63 32,198 | 18,236 23
KL 1 4,46 27,522 5,411 21
KL 0 7,32 25,551 | 18,236 19
KL 0 4,02 26,820 | 18,236 20
KL 0 7,52 32,264 | 18,236 17
L1 0 5,42 29,192 * 16
L1 0 3,56 26,687 7,231 17
L1 0 4,71 22,378 5,945 17
L1 0 7,43 27,455 - 14
L1 0 5,02 28,891 | 18,236 19
L1 0 5,07 30,394 | 18,236 22
L2 0 6,11 22,411 7,599 18
L2 _* _* _* _* _*
L2 1 4,98 25,818 8,534 21
L2 3 6,03 23,413 9,369 23
L2 0 6 27,789 4,092 20
L2 3 5,14 25,551 3,490 23

*- Hodnotu se nepodafilo zméfit, protoze vzorek krevni plazmy nebyl pro analyzu dostate¢né kvalitni
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Tab. 6 Vybrané hydrochemické parametry méfené béhem testu po 24 hodinach
(Mgfeni 1-3.).

NH4-N [mg.I"]
Méfeni 1. 2. 3.
KS 2,28 3,06 3,28
KL 3,60 4,84 4,05
S1 3,00 4,00 4,15
S2 3,12 3,76 3,23
L1 3,64 4,30 4,27
L2 3,88 4,76 4,83
NO2-N [mg.I""]
Méreni 1 2 3

KS 0,047 0,075 | 0,024

KL 0,018 0,030 | 0,036

S1 0,021 0,024 | 0,030

S2 0,012 0,018 | 0,018

L1 0,013 0,018 | 0,021

L2 0,017 0,024 | 0,075

CHSKMn [mg.I"]

Méreni 1. 2. 3.
KS 10,9 12,5 11,8
KL 10,9 12,5 12,9
S1 12,8 16,0 14,8
S2 13,4 15,4 16,4
L1 12,2 154 16,2
L2 11,2 14,4 15,2

pH

Méreni 1. 2. 3.
KS 7,3 7,1 7,4
KL 7,6 7,4 7,5
S1 8,0 7,4 7,8
S2 7,5 7,6 7,9
L1 7,2 7,1 7,3
L2 8,1 7,9 1,7
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Graf 6 Hematokritova hodnota (PCV) u testovacich skupin formy Supinatého kapra.
Znézornéna KS kontrolni skupina a testovaci skupiny S1 (konc. KPO 1 mg-I?) a S2
(konc. KPO 2 mgI™). Indexy a,b charakterizuji shodu nebo rozdilnost hodnot mezi
skupinami (ANOVA statisticka vyznamnost p<0,05).
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Graf 7 Celkové bilkoviny (TP) u testovacich skupin formy lysého kapra. Znazornéna KL
kontrolni skupina a testovaci skupiny L1 (konc. KPO 1 mg-1™) a L2 (konc. KPO 2 mg-1™).
Indexy a,b charakterizuji shodu nebo rozdilnost hodnot mezi skupinami (ANOVA statisticka
vyznamnost p<0,05).
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Graf 8 Obsah hot¢iku (Mg) v krvi u testovacich skupin formy lysého kapra. Znazornéna
KL kontrolni skupina a testovaci skupiny L1 (konc. KPO 1 mg:I™") a L2 (konc. KPO 2
mg-1™"). Indexy ab charakterizuji shodu nebo rozdilnost hodnot mezi skupinami
(ANOVA statisticka vyznamnost p<0,05).
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Graf 9 Obsah vapniku (Ca) v krvi u testovacich skupin formy lysého kapra. Znazornéna
KL kontrolni skupina a testovaci skupiny L1 (konc. KPO 1 mg-1™) a L2 (konc. KPO 2
mg-1"). Indexy ab charakterizuji shodu nebo rozdilnost hodnot mezi skupinami
(ANOVA statisticka vyznamnost p<0,05).
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Graf 10 Obsah laktat dehydrogenazy (LDH) v krvi u testovacich skupin formy lysého
kapra. Znazorngna KL kontrolni skupina a testovaci skupiny L1 (konc. KPO 1 mg-I™) a
L2 (konc. KPO 2 mg-1™). Indexy a,b charakterizuji shodu nebo rozdilnost hodnot mezi
skupinami (ANOVA statisticka vyznamnost p<0,05).
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Histologické vySetieni kuze a svaloviny kapra
(Persteril)

1) Material a metodika

K histopatologickemu vyietfeni byvly dodany tfi soubory vzorku.

Souborny byvly oznaceny jako LK, L1 a L2* Ka¥dy soubor obsahoval th vzorky
kuze a svaloviny kapra s oznacenim ..al.bia oy Celkem byvlo wedy vvietfeno 9 vzorka.

Odbér a fixace matenalu byly realizovany zadavatelem.

Dodany material by] opétovne fixovan neutralmim formolem .35 mol 1 a zpracovan
bérnou metodou pro udely svételné mikroskopie. Zhotovené histologicke fezy byviv barveny
piehlednym barvenim hematoxylin-eosinem.

Odecitané a hodnocené preparaty byvlv prohlizeny a fotografovany na fotomikroskopu
Olvmpus BX 31. Ze souboru histologickych fezu byvla pofizena kolekee barevne
forodokumentace v digitalizované podobe.

2) Vysledky histologického vySetreni

1) LK
H812-8113 -abcobr. L-KB1153-1.2.34.5)
al Kuze - imakini. s mnozstvim pohdarkovveh bunék. drobné eroze epidermalniho
povrchu (arteticielni). pigmentace subepidermalni vrsivy kona. obdobna pigmentace 1
pod hlubokou vrstvou Skaryv. Intraepidermalné poéetna senzoricka zakonéeni.
Svalovina - mimy edém perimyzia. svalove snopee oddélend vyraznymi myoseply .
rhabdomyocyty intaktni. striatura pravidelna,
Yiechny strukturalm defekny zapficineny mechanicky phi zpracovani matenalu.
by wviz a)
ch wviz al

2)L1
HEBI2-9 113 -abciobr. L1 9-113-6.7.8.9
a}l Kuze - pocemné eroze epidermalniho povrehu s okrsky hlenovité substance. misty
fragmentace pokozky. misty separace rozsahlych Kodnich useku. edém subepidermalni
Zlazové vrsivy s alteract pigmentovych bunék a intercelularni distribuci prementovveh
granul.
Svalovina - edém perimyzia, okrsky myvodystrofie s absenci Cohnheimovyeh policek.
lvmfocyvtarni infilrat v myoseptech.
by iz al.
cl iz ab

3 L2.
H812-10 113 —abeciobr. L2 10 - 112 - 10111201514
a) Kioze — loziskove eroze epidermalniho posvrchu, bez tragmemace a separace pokozky,
edém subepidermalni vtstvy koria s mnozstvim adipocyvti. adipocyty 1 pod hlubokou
vrstvou skam,

Obr. 2 Pavodni zprava z histopatologického vySetfeni z Veterinarni a farmaceutické
univerzity v Brn¢.

80



11 Souhrn

Cilem diplomové prace bylo posoudit vliv vybranych antiparazitalnich koupeli na
zvolené biochemické a hematologické ukazatele v krvi u ryb. Na podkladé zjisténych
vysledk pak upfesnit poptipadé doplnit aplika¢ni schéma testovanych latek a tyto
upravy zdivodnit.

Byl proveden test vyhodnoceni vlivu kyseliny peroctové (KPO) na plidek kapra
obecného (Supinaté a lysé formy) pomoci hematologickych a biochemickych ukazatelt
a na podklad¢ histopatologického vySetieni kiize.

Kapr obecny byl vystaven koncentracim 1 mg1™ a 2 mg1? KPO. Po 3 dnech
aplikace byla rybdm odebréna krev a byly stanoveny hematologické a biochemické
ukazatele. Dale byl rybam odebran vzorek kiize se svalovinou a odeslan na
histopatologické vysetfeni na VFU Brno.

Na zéklad¢ dosazenych vysledki byla zjiSténa vyssi citlivost lysé formy kapra
k aplikaci KPO. Veskeré zjisténé zmény hematologickych a biochemickych ukazatelt
se vSak stale pohybovaly ve fyziologickém rozmezi a lze tedy konstatovat, ze testované

aplikacni schéma KPO nema vyraznéjsi negativni vliv na zdravotni stav ryb.

Klicova slova: kapr obecny, krevni plazma, persteril, kyselina peroctova,

histopatologické vySetteni
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Abstract

The aim of the diploma thesis was to evaluate the influence of antiparasitic baths on
selected biochemical and haematological parameters in the blood samples of fish.
According to the results the application schema will be specified or amended such
alterations will be substantiated.

A test was performed on the fry of carp (naked and scaly form) to evaluate the
influence of the peractetic acid with the help of biochemical and haematological
parameters and with the histopathological examination.

The common carp was exposed to the concetration 1 mg-1™ and 2 mg-1" of PAA.
Three days after application was taken the blood samples from fish and the biochemical
and haematological parameters were determined. Than was taken a sample of skin with
the musculature from fish to be sent for the histopathological examination in University
of Veterinary and Pharmaceutical Sciences in Brno.

Based on the results the naked form of the carp has been declared to be more
sensitive to the application of PAA. All the observed changes in haematological and
biochemical parameters were within physiological range, so it can be stated, that the
application schema of PAA has not a signifiant negative influence on the health of the
tested fish.

Key words: common carp, blood plasma, persteril, peracetic acid, histopathological

examination
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