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1. Uvod

Tato bakalafska prace se zabyva zménami pozorovanymi v cerveném a bilém
krevnim obrazu exemplait kapra obecného (Cyprinus carpio), u kterych bylo diky
jarnim nadprimérnym Uhynim v lokalit¢ odbéru vzorkd diivodné podezieni na
edémovou, neboli takzvanou spavou nemoc kaprti. Hlavnim pifinosem této prace by
mélo byt odhaleni zmén v hodnotach hematologickych parametrii, ke kterym dochazi
pii onemocnéni kaprti zpiisobeném kapiim edema virem (Carp Edema Virus; CEV).

Téma prace jsem si vybral z toho divodu, ze vnimam zdravotni stav ryb jako jeden
z nejdalezitgjSich faktort ovliviiyjicich a limitujicich UspéSné rentabilni chovy
polointenzivni a intenzivni akvakultury. Jak sdm nazev vySe zminéné nemoci napovida,
jednd se o onemocnéni kapra obecného, ktery je hlavnim rybim druhem chovanym
v rybniéni akvakultuie Ceské republiky. Na zietel musime brat i rychlost $ifeni nakazy
Evropou. Dle Piackové a kol. (2019a) byl prvni pfipad ndkazy na nasem tzemi v roce
2013, pouhé 4 roky po zjisténi prvniho ptfipadu onemocnéni koi kapra edémovou
nemoci kaprit v Evropé, konkrétné ve Velké Britanii. Vzhledem k vyznamu kapra
obecného pro Ceské rybarstvi je dilezité podrobovat nemoc neustalému védeckému
testovani a pokustim s naslednym vyvojem vakcin ¢i preparati zmirfiujicich prib&h
onemocnéni s cilem omezit, nebo Uplné zastavit dals$i Sifeni nemoci. K dukladnému
poznani vlivu infekce CEV na fyziologické procesy hostitelského organismu pfispéje
1 vyhodnoceni zmén hematologickych ukazateli u nemocnych ryb oproti rybdm

zdravym nebo v porovnani s fyziologickymi hodnotami.



2. Literarni prehled
2.1. Zdravotni problematika chovu ryb

V poslednich dekéddach dochazi k celosvétovému trendu narGistu poctu ryb
chovanych v intenzivnich akvakulturnich systémech. Tendence chovat vice ryb
a snahou omezit nadmérny lov moiskych ryb ve volnych vodach (Woo a kol., 1995).
Rostouci vyznam akvakultury pro nasyceni trhu dokazuje i zprava FAO (Organizace pro
vyzivu a zemeédé€lstvi Spojenych naroda), kterd udava, ze mezi lety 1986 — 2018 doslo
k narGstu na 82,1 milioni tun z ptavodnich 14,9 miliond tun ryb vyprodukovanych
v umélych odchovech rocné (FAO, 2020). S neustale se zlepSujici technologii chovu,
ktera umoziuje chov vétsi biomasy ryb na urcity objem vody, je tieba zajistit rybam
adekvatni kvalitu a hygienickou nezavadnost prostedi, ve kterém ziji. Pokud tak neni
ucinéno, zvysuje se pravdépodobnost ndkazy, naslednych thynti a finan¢nich ztrat (Woo
a kol., 1995). Onemocnéni jsou v chovech ryb hlavnim limitujicim faktorem, a proto je
vyvijeno obrovské usili na prizkum nemoci a vyvoj 1é¢iv. AvSak vzhledem ke slozitosti
aplikovat 1éky ¢i vakciny rybam ve vysokych poctech kusi je tfeba onemocnénim spise
piedchazet, nez je nasledné 1éCit (Kolatova a Svobodova, 2009).

V ramci produkéni akvakultury je vyvijen tlak na maximalni pfedchazeni vliviim,
kter¢ by jakkoliv svym pasobenim mohly oslabit zdravotni stav ryb. Dobrym
zdravotnim stavem ryby rozumime stav, kdy ryba nejevi zndmky onemocnéni. U ryb
tento stav vyhodnocujeme na zékladé jejich projevu v pfirozeném prostiedi,
vyzivenosti, rychlosti rastu a dle vizualniho posouzeni stavu kiize, Zaberniho aparatu
a o¢i (Svobodova a kol., 2007). Dtive zminované vlivy, které mohou vést ke zhorSeni
zdravotniho stavu ryb, jsou naptiklad fyzikalni (zména pH, obsahu Oz ve vodé, teploty,
tlaku), nebo chemické zmény kvality vody (zvySeny obsah dusitanli, amoniaku,
dusi¢nani, sulfant, tézkych kovu, kyselin, zasaditych sloucenin, pesticidd, kyanidil)
(Velisek a kol., 2014). Neopomenutelnou pii¢inou zhorSeni stavu ryb mize byt

1 mechanické poskozeni téla (Adamek a kol., 2013).
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Paraleln¢ s fyzikalnimi, chemickymi a mechanickymi vlivy ovliviiuji zdravotni stav
ryb rtizné patogenni organismy a onemocnéni s nimi spjata. Pivodci nemoci mohou byt
viry, bakterie, plisné nebo paraziti (Svobodova a kol., 2007). Dle Nogy (2010)
onemocnénim ryb rozumime stav odliSny od normalu, pfi kterém dochdzi k degradaci
schopnosti ryby udrzovat zivotné dilezité télesné funkce v chodu. Onemocnéni se
vyjma obecnych ptiznakti (nekoordinované pohyby, snaha uniknout z aktudlniho
prostiedi, sniZzend potifeba potravy, zhorSend konverze krmiva, apatické chovani)
manifestuje pro n¢j ptiznacnymi fyziologickymi a patologickymi piiznaky (Svobodova

a kol., 2007).

2.2. Kapr obecny

Kapr obecny (Cyprinus carpio; Linnaeus, 1758) patii dle taxonomického fazeni do
ttidy paprskoploutvych (Actinopterigii), tadu maloostni (Cypriniformes), celedé
kaproviti (Cyprinidae) a rodu kapr (Cyprinus).

Kapr obecny je na naSem uzemi sice druhem neptivodnim, avSak zdomacnélym.
Jediné povodi na uzemi Ceské republiky, kde jej miizeme oznaéit za druh ptivodni, je
povodi feky Moravy, respektive Dunaje (Dubsky a kol., 2003). Pivodnim arealem,
ze kterého byl kapr diky jeho vlastnostem vhodnym pro chov rozsifen do celého svéta,
je umoii Cerného mote, Kaspického mote a povodi Aralského jezera. Prvni zminky
o jeho chovu pochazi z Ciny a datuji se zhruba do obdobi okolo 1 000 let pi.n.1. (Balon,
1995). Nakajima a kol. (2019) vSak uvadéji, ze historie chovu kapra obecného v ¢inské
provincii Che-nan saha az do doby 6 000 let pi.n.l. Na nasem tGzemi se prvni zminky

o vyskytu kapra obecného zacinaji objevovat v 11. stoleti naseho letopoctu (Hanel a
Lusk, 2005).

Kapr obecny se vyznacuje robustnim, mirn¢ medialné splostélym télem pokrytym
cykloidnimi Supinami. Postupnym $lechténim doslo ke vzniku novych variant oSupeni.
Rozeznavame varianty Supinaty, lysy, hladky a fadkovy. Jedinci tohoto druhu maji tsta
spodniho postaveni, v jejich okoli se nachazi 2 pary hmatovych vouski (Dubsky a kol.,

2003).

cey

Kapr je hejnova ryba, typicky zijici v mirn€ tekoucich vodach parmového a

cejnového pasma a ve vodach stojatych (rybniky, tdolni nadrze). Jedna se o rybu
11



vSezravou. Ve stadiu plidku jeho potravu pievazné tvoii fytoplankton a drobny
zooplankton. S postupnym nartistem se do jeho potravniho spektra piidavaji hmyzi

larvy, niténky, hmyz, fasy, ale i ¢asti rostlin (Hanel a Lusk, 2005).

Pohlavni zralost nastava u ryb ve v€éku 3 — 5 let. K vytéru dochazi v obdobi kvétna
az Cervna, kdy teplota vody dosahuje 18 — 20 °C (Dubsky, 2015). Diky vytéru na
rostliny jej fadime mezi fytofilni druhy ryb. Jikry maji Zlutozelené zabarveni, vykazuji
lepivost a mirnou bobtnavost. Relativni plodnost se mtize pohybovat v rozmezi 100 000
— 300 000 ks-kg-! zivé hmotnosti ryby (Linhart a kol., 1995). Po nakladeni jiker dochazi
ke kuleni larev po dosazeni 60 — 70 dennich stupna [d°] (Gela a kol., 2009).

Svou oblibu v chovu si tato ryba ziskala i diky nizkym naroklim na prostiedi,
ve kterém Zije. Idedlni teplota pro dosahovani nejlepSiho rastu je 20 — 26 °C. Kyslikové
optimum je pro kapra obecného 6 — 8 mg-I-1, avSak dokdze se kratkodob& vyrovnat
i s pouhymi 2 mg-I-! (Dubsky a kol., 2003). Nizsi hodnoty mohou byt za soucasnych
vysSich teplot vody pro jedince letalni (VeliSek a kol., 2014). Vykazuje i velkou
toleranci k vykyvim pH vody. Star$i jedinci jsou schopni odolavat pH v rozpéti 5 — 10
(Dubsky a kol., 2003). Za optimalni pH se pro kapra obecného povazuji hodnoty od 7
do 8,3 (Hartman a Regenda, 2016).

Diky vySe zminiovanym pozitivnim vlastnostem pro chov se kapr obecny stal na
naSem uzemi nejvice produkovanou rybou (Hanel a Lusk, 2005). Diky dobré evidenci
vysledki vylovi, kterou vypracovavali jiz rybnikafi a rybati od 13. stoleti, vime, Ze
kapr obecny byl od samého pocatku rybnikéistvi na naSem uzemi zdkladnim kamenem
produkce (Dubsky, 2015). Dle zpravy Produkce a trh ryb Rybaiského sdruzeni Ceské
republiky (2018) bylo v roce 2018 na nasem tzemi vyprodukovano 18 430 tun trzniho
kapra. Evropska produkce kapra v roce 2013 dosahovala 78 000 tun (European
Commission, 2021). Vyprodukované mnozstvi kapra obecného v ramci Evropské unie
tvoii pouha 2 % svétové produkce. Nejvétsi ¢ast celosvétové produkee tvoii Cina (az 80

%) a Indonésie (European Commission, 2007).
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2.3. Hematologie kapra obecného

Hematologii rozumime védni obor zabyvajici se studiem krve jako celku, jejich
elementd a latek v ni obsazenych. Studiu se v ramci hematologie podrobuji
1 biochemické procesy, které se v krvi odehravaji nebo kterych je krev soucasti. Diky
stale lepSim a dokonalejSim metoddm v této védni discipliné lze sledovanim
hematologickych parametrii [épe pochopit hematologii jako celek a porozumét zménam

v krvi, vyvoldvanym vlivem riznych faktort (Donner, 1985).

2.3.1. Krev

Krev ryb je neprlsvitnd, cervené zabarvend kapalina viskézniho charakteru
(Dvorak a kol., 2014). Jejim nejzasadnéjSim ukolem v organismu zivoCichl je
zasobovani bunék kyslikem a odvadéni oxidu uhli¢itého do Zaberniho aparatu.
Nezanedbatelnd je jeji funkce v transportu Zivin potfebnych pro zajisténi spravného
chodu celého organismu (Volf a Havelka, 1958). Dulezitou funkei krve je 1 podileni se
na obrannych mechanizmech téla ryb. Tu zabezpecuji leukocyty, cytokiny a

imunoglobuliny v krvi obsazené (Doubek a kol., 2003b).

Krev délime na dvé zékladni slozky, a to na krevni plazmu a bunééné elementy.
Krevni plazma je tekuté médium krve, slouZzici k transportu ¢astic po téle ryby (Volf a
Havelka, 1958). Krevni elementy délime na Cervené krvinky (Erytrocyty), bilé krvinky
(Leukocyty) a krevni desticky (Trombocyty) (Genten a kol., 2009). U ryb tvoii krevni
elementy 15 — 40 % z celkového objemu krve (Novotny a kol., 1966).

Mnozstvi krve v téle ryby mutze byt ovlivnéno velkou S$kalou faktoru.
Nejvyznamnéj$imi z nich jsou napftiklad druh a stafi jedince, télesna kondice, zdravotni
stav €1 pohlavi (Dvoték a kol., 2014). Obecné se vSak udava, ze krev zabird pouhé 1 — 2
% télesné hmotnosti. U ryb s aktivnéj$Sim zplisobem zivota, napt. lososovitych, se miize
hmotnost krve v téle piiblizovat az k hranici 6 % z hmotnosti téla ryby (Dubansky a

Svobodova, 1995).

Ryby fadime mezi poikilotermni organismy. Jejich krev ma zpravidla teplotu
stejnou, eventualné pii vyssi fyzické namaze o pouhych 0,5 °C vyssi nez vodni prostredi

(Dubsky a kol., 2003; Adamek a kol., 2013). Poikilotermie, v ceském piekladu
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studenokrevnost, je existencni strategie, pii které organismus neni schopen mirou
metabolismu vyprodukovat dostatek tepelné energie a nasledné si diky Spatné tepelné

izolaci vyprodukované teplo nedokaze dlouhodob¢ udrzet (Lavers, 2004).

2.3.2. Krevni plazma

Krevni plazma je transparentni tekutina s nazloutlym barevnym nadechem (Dubsky
a kol., 2003). U kapra obecného plazma vykazuje mirnou bazicitu - pH 7,6 (Dvotak a
kol., 2014). Volf a Havelka (1958) definuji krevni plazmu jako tekutinu, kterd v krevnim
reCisti slouzi k transportu krevnich ¢astic po celém téle zivocicha.

Krevni plazma je tvofena z 92 % vodou. Vyjma krvinek a destic¢ek nese také velké
mnozstvi dalSich komponentli potfebnych pro zajisténi chodu fyziologickych funkci.
Ptikladem mohou byt zakladni ziviny (lipidy, sacharidy, proteiny), latky anorganické
(Na*, Cazt, Mg, K*, CI'), plyny, enzymatické latky, hormony a vitaminy (Mahoney a
McNulty, 1992; Doubek a kol., 2003b).

Proteiny v krevni plazmé

Dle Svobodové a kol. (1986) jsou proteiny nejpodstatnéjsi organickou slozkou
v plazmé ryb. Pfi rozborech krevni plazmy uvadime vSechny proteiny souhrnné jako
Total Protein - TP, neboli celkové bilkoviny. V rdmci TP jsou zastoupeny albuminy,
majoritni ¢ast celkové hodnoty a globuliny (alfa, beta, gama globuliny). U zdravého
jedince kapra obecného se hodnota TP pohybuje v rozmezi 16 — 45 g-1-1 (Kolarova a
Velisek, 2012).

Sacharidy v krevni plazmé

vvvvvv

glukéza (CsHi1206) (Folmar, 1993). Za primérnou hladinu glukézy v krvi u zdravych
jedinct pokladdme hodnoty v mezich 1,3 — 6,9 mmol-I-l. Pokud dojde k markantnimu
snizeni hladiny gluko6zy v krvi, miizeme usuzovat, ze v téle ryby doslo k selhani jaterni

¢innosti (Kolafova a Velisek, 2012). Naopak stresové situace vyvoldvaji narlst
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koncentrace zmifovaného sacharidu v krvi, a to az na hodnoty v rozmezi 10 — 30

mmol-I-! (Svobodova a kol., 1986).

Lipidy v krevni plazmé

Lipidy jsou nezbytnou zivinou, kterd plni funkci zasobni a funkci sekundéarniho
zdroje energie (Pokorny a kol., 1998; Linhartova, 2020). MnozZstvi jejich zastoupeni je
uzite¢ny faktor pii posuzovani dobré vyzivenosti ryb (Dvotak a kol., 2014). Dle
Svobodové a kol. (1986) je fyziologické rozmezi koncentrace lipidi v plazmé 2 — 8
g-1'l. Nejzasadnéjsi skupinou lipidl jsou triacylglyceroly (TAG) (Svobodova a kol.,
1986). Ty se u zdravého jedince kapra obecného dle Kolaiové a Veliska (2012)

vyskytuji v krvi v koncentraci 0,49 — 2,83 mmol-1-1.

2.3.3. Erytrocyty - ¢ervené krvinky (Red Blood Cells; RBCs)

Cervené krvinky ryb jsou, oproti erytrocytim savctl, chapany jako plnohodnotné
buiiky. Je to dano tim, Ze maji jadro (viz Obr. €. 1), zatimco evolu¢né mladsi ¢ervené
krvinky savct nikoliv (Volf a Havelka, 1958; Svobodova a kol., 2012). Dle Imagawy a
kol. (1989) Ize v nékterych erytrocytech pozorovat i mitochondrie a endoplazmatické
retikulum. Dubsky a kol. (2003) popisuji erytrocyty jako bunky eliptického tvaru,
vykazujici vysokou miru pruznosti a plasticnosti, s bunéénym jadrem lokalizovanym
ve stfedu buiiky. Velikost cervené krvinky u kapra obecného dosahuje 12,3 % 8,8 um
(Lucky, 1962). Jeji rozméry jsou pro kazdy rybi druh specifické a mezidruhové se muize

jednat o rozdily v fadu jednotek mikrometrti (Hawkins a Mawdesley -Thomas, 2006).

Pocet erytrocyti (RBC) se u kapra obecného dle Dubského a kol. (2003) a dle
Dvortéka a kol. (2014) pohybuje v rozmezi 1,1 — 1,8 T-I-'1. T:I-! (pocet kusl erytrocytii
v 1 litru krve, déleny 1012). Diive se RBC uvadélo v jednotkach ks-mm-3 (Dvortak a kol.,
2014). Hodnoty RBC jsou ovliviiovany Sirokym spektrem faktord. Za ty nejvlivnéjsi
jsou poklddany druh ryby, jeji ve€k, kondice, fyzikalné-chemické vlastnosti vody,
pohlavi, reprodukcni aktivita a stresové faktory (Anderson a kol., 1985). Dle Pravdy a
Svobodové (2003) maji ryby, v porovnani se savci, malé mnozstvi erytrocytl v krvi.

Nizky pocet erytrocytli kompenzuji jejich dvou az cCtyfnasobnym objemem oproti
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saveum. Tento rozdil mezi rybami a savci Ize vyjadfit v hodnotach stfedniho objemu
erytrocyt (MCV). Tento hematologicky parametr uvadime v jednotkach fl (femtolitr) a
odpovida 1-10-15 litru. U jedinci kapra obecného je fyziologické rozmezi MCV 200 —
300 fl1 (Luskova, 1997). U savct se hodnoty MCV pohybuji v rozmezi 20 — 90 fl
(Doubek a kol., 2003a).

Obriazek €. 1: Erytrocyty kapra obecného (foto: A. Nadasky).

Funkce erytrocytu

Hlavni funkeci erytrocytl je transport Oz a COz po téle. Tento transport umoZiuje
hemoglobin (Cervené krevni barvivo). Molekula hemoglobinu na sebe vaze oxid
uhlicity, respektive kyslik pomoci dvojmocného Zzeleza (F2*) v ném obsazeného
(Dubsky a kol., 2003). Vedlejsi funkci RBCs je také jejich schopnost transportu
nekterych proteinovych latek (napt. thyroidni hormony) (Pravda a Svobodova, 2003).

Hemoglobin ryb

Hemoglobin je krevni barvivo zprostiedkovavajici transport kysliku a oxidu
uhlicitého v téle. Hb sestava ze dvou zakladnich slozek - bilkoviny globinu (96 %) a
hemové skupiny (4 %). Hem obsahuje dvojmocné Zelezo, které na sebe vaze jiz
zminované respiracni plyny (Dubsky a kol., 2003). Rybi hemoglobin si evolu¢né, na
zékladé velkych vykyvii Oz ve vodnim prostiedi, vytvofil vétsi miru vaznosti (afinity)

ke kysliku, nez je tomu napiiklad u hemoglobinu savcti (McDonald a Milligan, 1992).

Hodnota mnozstvi hemoglobinu v krvi se uvadi v g-1-1. Mnozstvi Hb v krvi kapra

obecného by se mélo pohybovat v intervalu 60 — 100 g-1-! (Svobodové a kol., 1986).
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2.3.4. Leukocyty - bilé krvinky (White Blood Cells; WBCs)

Leukocyty jsou skupinou krevnich elementi, kterd primarn€ plni obrannou funkci
organismu (Pravda a Palackova, 1988). Diky velké odliSnosti mezi jednotlivymi typy
bilych krvinek nelze jakkoliv sumarizovat priimérnou velikost a tvar (Dubsky a kol.,
2003). Zakladnim kritériem pro jejich délenti je, stejné jako u savci, vyskyt barvitelnych
zrn - granul v cytoplazmé (Pravda a Svobodové, 2003). Dle tohoto parametru
rozliSujeme agranulocyty (nemaji granula) a granulocyty (granula maji). Agranulocyty
dale d€lime na lymfocyty a monocyty, granulocyty na bazofilni, eozinofilni, potazmo
neutrofilni (Volf a Havelka, 1958). Piesna determinace jednotlivych skupin leukocytt je
u ryb velmi obtiznd na zdklad€ skuteCnosti, ze v rybim krevnim obraze nalézdme
1 nezrala stadia krevnich elementii. Slozitost bezchybného zatazeni potvrzuje i fakt nové
vznikajicich studii, jejichz vysledky se rtzni, dokonce si odporuji (Dubansky a
Svobodova, 1995).

Pocet leukocyti (WBC) je udavan v jednotkdch G-1-! (pocet kusti leukocytd v 1
litru krve, d€leny 109). U zdravého jedince kapra obecného udavaji Svobodova a kol.
(1986) hodnotu WBC v rozpéti 10 — 80 G-I-1. Tento normalni stav mize byt ovlivnén
mnoha faktory, jakymi jsou naptiklad vék jedince, zdravotni stav a kondice, pohlavi,
reprodukéni aktivita, teplota prostiedi a pfitomnost plsobeni patogennich vlivli na
organismus (Modré a kol., 1998). Vlivem teploty na pocet leukocytl u kapra obecného
se zabyvali napf. Vuren a Hattingh (1978). Z jejich vyzkumu vyplyva, ze nejvyssich
hodnot WBC je dosahovéano v priib&éhu teplé ¢asti roku. Jimi nejvétsi zjisténou hodnotou
bylo 104 G-I-1. PocCet se stanovuje pomoci Biirkerovy metody z heparinizované krve.

vvvvvv

2003; Svobodova a kol., 2012).

Funkce leukocytu

Jak jiz bylo zminovéano, kli¢ovou funkci sehravaji leukocyty pii ochrané pied
patogeny. WBCs ke své funkci vyuzivaji fadu strategii, jako napf. fagocytozu,
makrofégii, pinocytdzu, schopnost chemotaxe, fixaci toxickych latek nebo ameboidni

pohyb (Pravda a Palackova, 1988; Watanuki a kol., 1999; Dubsky a kol., 2003).
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Lymfocyty

Lymfocyty patii do skupiny leukocytl agranulocytarnich. Dle jejich velikosti
rozliSujeme lymfocyty malé, dosahujici velikosti 7 — 9 um, a lymfocyty velké (Dubsky
a kol., 2003). Ty mohou byt aZ 12 um velké (Genten a kol., 2009). Jejich jadro je
v poméru k velikosti celé bunky pomérné velké, kulatého tvaru a vykazuje silnou
bazofilii (Imagawa a kol., 1989; Svobodové a kol., 2012). Cytoplazma lymfocytu je
lehce modra a vyjimecné se v ni vyskytuji zrna azurové barvy (Pravda a Svobodova,
2003). Dle mnozstvi a umisténi cytoplazmy kolem jadra rozliSujeme lymfocyty, které
maji cytoplazmou utvoieny obal kolem celého jadra, déale ty, u nichz cytoplazma
neobklopuje celé jadro, ale vytvaii pouze lokalni vyb&zky (viz Obr. ¢. 2) nebo
lymfocyty, u nichz cytoplazma kolem jadra Gplné chybi. O poslednich zminénych je
pojednavano jako o nahojadernych lymfocytech (Svobodova a kol., 2012; Piackova a
kol., 2014b). Dle Feye (1966) jsou rybi lymfocyty svou funkci a morfologii z krevnich

bunék nejvice podobné savéim.

vvvvvv

se velmi riizni ve vysledcich jejich mnozstvi. Tuto neshodu lze vysvétlit netplnym
chdpanim dynamiky vyvoje mmnozstvi leukocytd v krvi a zaménou trombocytl
za lymfocyty (Dubansky a Svobodova, 1995). U kapra obecného tvoii jejich zastoupeni
procentudlni podil 76 — 97,5 % (Svobodova a kol., 2012). Hodnota je vSak vyznamné
ovlivilovana pisobenim toxickych a infekénich Ciniteld. V tomto piipadé¢ dochazi

ke sniZeni jejich mnozstvi na tkor buiiek myeloidnich (Drastichova a kol., 2004).

Obrazek ¢. 2: Lymfocyty kapra obecného (oznaceny Sipkou) (foto: A. Nadasky).
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Monocyty

Monocyty jsou druhym typem agranulocyti (Dubsky a kol., 2003). Svou velikosti
se fadi mezi nejvetsi krevni elementy. Mohou dosahovat velikosti 15 — 18 pum, ojedinéle
lze objevit 1 vétsi (Pravda a Svobodova, 2003). Dle Edsalla (1999) ma nucleus
monocytl proménlivy tvar - podkovovity az kruhovy. Oproti jadru lymfocytd se
vyznacuje fid§i chromatinovou strukturou. V buiice je jadro uloZeno mimo stfed (viz
Obr. €. 3) a diky jeho utvareni ve forme sité v ném nalézame vyrazné uzly (Svobodova a
kol., 2012). Sedavé zabarvené cytoplazmy okolo jadra jiz nalézame vice a lze v ni

pozorovat velké mnozstvi vakuol ¢i azurofilni zrna (Pravda a Svobodova, 2003).

I v tomto piipad¢ se hodnoty procentudlniho zastoupeni monocyta v bilém krevnim
obraze, uvadéné v literatufe, rizni. Dubsky a kol. (2003) udavaji, Ze jejich pocet je
maximalné do 1 %, avSak vétsi Cast odborné literatury se piiklani k hodnotdm mezi 3 —
5 %, které uvadeji i Svobodova a kol. (2012). Hodnota se vSak odviji od vliva,
na zaklad¢ kterych miize relativni zastoupeni monocytl v krvi rast (pokles poctu
lymfocytt, infekéni onemocnéni) (Drastichova a kol., 2004; Witeska a kol., 2010b).

Mezi funkce, které v organismu plni, patii makrofagie zamétend na intracelularni
likvidaci partikuli neptivodniho charakteru. TéZ likviduji staré nebo poskozené Cervené

krvinky a hemoglobin v nich obsazeny rozkladaji na bilirubin (Svobodova a kol., 2012).

Obrazek €. 3: Monocyt kapra obecného (oznacen Sipkou) (foto: A. Nadasky).

Neutrofilni granulocyty

Neutrofilni granulocyty ziskaly své pojmenovani na zaklad¢ vlastnosti svych granul
v cytoplazmé, kterd neméni své zbarveni pfi pfidani barviv na kyselé nebo zéasadité bazi
(Piackova a kol., 2014b). Tvar buiikky neutrofilnich granulocytii je kulaty az mirné
ovalny a bézné u kapra obecného dosahuji velikosti 10 — 15 um (Imagawa a kol., 1989)
(viz Obr. ¢. 4). V cytoplazmé se vyskytuje mnozstvi granul, ktera vypliuji
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cytoplazmaticky prostor v okoli jaddra. Dynamika mnozstvi granul v buice je
ovlivitovana jejim vyvojovym stadiem (Trebichavsky a kol., 2009). Tvar jadra je
rozdilny a s jeho pomoci rozdélujeme neutrofilni granulocyty na ¢tyfi podtypy. Podtyp
¢. 1 (neutrofilni myelocyt) ma jadro okrouhlé, lehce excentricky lokalizované, podtyp ¢.
2 (neutrofilni metamyelocyt) ma jadro tvarované do ledvinovitého tvaru, podtyp €. 3
(neutrofilni ty¢ka) ma jadro tyckovitého tvaru a podtyp €. 4 (neutrofilni segment) ma
jédro délené na dvé nebo vice ¢asti. Ke zméné tvaru jadra dochéazi postupnym starnutim
bunky neutrofilniho granulocytu. VySe zmifiované tvarové podtypy jsou soubézné
i stadii vyvojovymi. Uvedené pofadi odpovida vyvojovému stupni v granulocytarni
radé. Myelocyty jsou vyvojoveé nejmladsi, na druhou stranu segmenty jsou nejstarSim

stddiem granulocytd (Pravda a Svobodova, 2003; Svobodova a kol., 2012).

Dle Gentena a kol. (2009) se jednd v krvi ryb o nejbéznéjsi granulocyty. Zminky
o jejich procentudlnim podilu z celkového poctu bilych krvinek se vSak v literatuie lisi
i v fadech desitek procent. Svobodova a kol., (2012) uvadé¢ji, ze u kostnatych ryb
zabiraji od 2 % az do 10 % z celkového poctu leukocytii. Imagawa a kol. (1989) tvrdi,
ze prumérnd procentudlni hodnota neutrofilti a kapra obecného je 30,9 + 12,9 %. To
vSak miize byt vysvétleno Sirokou paletou faktord ovliviigjicich jejich mnozstvi
(Svobodova a kol., 2012).

Hlavni devizou neutrofilnich granulocyti je pohlcovani pevnych c¢astic
(fagocytoza) (Ainsworth, 1992). Pii projevu zanétlivé reakce se do mista postiZeni jako
prvni z leukocytli pfesouvaji pravé neutrofilni granulocyty (Rieger a Barreda, 2011).
Zde pak nasledné mirni pribéh a 1é¢i oblast zanétu diky svym schopnostem produkce
cytotoxickych a antimikrobidlnich latek. Dostat se k postizenému mistu mimo krevni

feCisté je jim umoznovano pomoci chemotaxe (Donner, 1985).

Obrazek ¢. 4: Neutrofilni segment (leva ¢ast) a neutrofilni ty¢ka (prava ¢ast) kapra obecného

(oznaceno Sipkou) (foto: A. Nadasky). 20



Eozinofilni granulocyty

Jako eozinofilni granulocyty oznacujeme granulocyty, jejichz granula se barvi pfi
pusobeni barviv vykazujicich kyselou reakci (Svobodové a kol., 2012). V okrouhlé
buiice nalézame excentricky ulozené jadro a vysoké mnozstvi eozinofilnich granuli
o prumérné velikosti 0,5 — 1 pum (Imagawa a kol., 1989; Pravda a Svobodova, 2003).
Dle Dubského a kol. (2003) eozinofilni granulocyty miZeme pozorovat ve velikostnim

rozmezi 8 — 12 um.

Pfi stanovovani diferencialniho poctu leukocytl ryb sledujeme vyskyt eozinofila
v fadech desetin procenta aZ jednotek procent. Pravé diky takto malym kusovym
hodnotdm n¢které studie z pocatku 20. stoleti nedokazuji jejich pfitomnost v krvi
(Dubansky a Svobodova, 1995).
Hodnoty u kapra obecného jsou dle Modré (1999) 0,1 + 0,19 %. AvSak Imagawa a kol.
u ryb chrupavcitych (3 — 5 %) (Palikova a kol., 1999).

Zasluhou vyskytu histaminu ve svych granulech plni v rybi krvi detoxikaéni funkci

(Svobodova a kol., 2012).

Bazofilni granulocyty

Jedna se o posledniho zastupce z fady granulocytti v rybi krvi. Buiika ma okrouhly
tvar (Svobodové a kol., 2012) a v priméru dosahuje rozmért 9,1 um (Imagawa a kol.,
1989). V bunécném prostoru je fidké, excentricky lozené jadro, které¢ je zpravidla
1 s cytoplazmou piekryvano granuly (Pravda a Svobodova, 2003). Zminovana granula
1ze nalézat ve velikostech od 0,6 do 1,5 um (Imagawa a kol., 1989).

Ze vsech typu bilych krvinek ptipada bazofilim nejmensi ¢ast v bilém krevnim
obrazu. Bézné¢ je nalézdme v hodnotach 0 — 0,5 % (Svobodova a kol., 2012).
Ojedin¢lost ndalezti bazofilnich granulocyti piicitd Suzuki (1986) jednoduchému

rozpousténi bazofilnich granul v pribéhu prace s krevnimi vzorky.
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2.3.5. Trombocyty - krevni desticky

Stejné jako jaderné erytrocyty ryb vykazuji tuto evolu¢ni rozdilnost od savcich
trombocytl 1 krevni desticky - v buinice nalézame jadro (viz Obr. €. 5). Morfologie
trombocytu ma vice moznych variant - vietenovita, Spicata, nahojaderna a zakulacena.
Nejbéznéjsi jsou vSak prvni dvé varianty (Pravda a Svobodova, 2003). Velikostné
v pruméru dosahuji rozméra 7,7 x 4,6 um (Imagawa a kol., 1989).

Mnozstvi krevnich desticek v krvi uvadi Svobodové a kol. (1986) v hodnotach 10 —
40 G-I-1. Jejich zastoupeni je vSak v krvi velmi volatilni (Pravda a Svobodova, 2003),
dokazuji nam to naptiklad Dubsky a kol. (2003), ktefi jako horni hranici rozptylu uvadi
az 83 G-I-L.

Funkce trombocyti

Zasadni funkci trombocytl je jejich Gcast na hemokoagulaénich déjich v procesu
zastavy krvéaceni (Pravda a Svobodova, 2003). Ke srazeni krve dopomaha bilkovina
fibrinogen, ktery se pii kontaktu krve s vnéj§im prostfedim a pfitomnosti enzymu
trombinu, méni na fibrin. Na zéklad¢ Zivotniho prostiedi si ryby vyvinuly velmi rychly
proces srazeni krve. Dle velikosti poSkozeni dochazi ke srazeni v ramci 30 sekund az
jedné minuty (Dubsky a kol., 2003). Mnohymi autory je trombocytiim pfipisovana

1 spoluucast na imunitnich procesech (Pravda a Svobodova, 2003).

Obrazek €. 5: Trombocyt kapra obecného (oznacen Sipkou) (foto: A. Nadasky).
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2.4. Hematologické ukazatele ryb a jejich stanoveni

Stanovovani hematologickych ukazatelti pii vySetfovani stavu ryb se v poslednich
parametrii v ichtyopatologii (McDonald a Milligan, 1992; Masopust, 1998). Svou
oblibu si hematologické testovani ziskalo diky snadné dostupnosti, velkému spektru
testh a mozné kvantifikovatelnosti vysledkii (Kolafova a Velisek, 2012). Pii
vyhodnocovani téchto ukazatelii sledujeme zmény vyvoldvané pisobenim patogennich
organismu, toxickych latek i stresovych situaci v porovnéni s jedinci nevystavenymi
témto vlivim (Svobodova a kol., 1991; Fazio a kol., 2013; Piackova a kol., 2014b). Na
zfetel musi byt brana skutecnost, Ze vyhodnocované parametry jsou lehce ovlivnitelné
Sirokou Skalou faktorh (McDonald a Milligan, 1992), mezi néz piikladem ftadime:
teplotu vody, koncentraci kysliku ve vodé¢ (Kolafova a Velisek, 2012), druh a stafi
pozorovanych ryb, pohlavi ryb, aktudlni stddium reprodukéniho cyklu (Svobodové a
kol., 1978; Svobodova a kol., 1991) a stres (Anderson a kol., 1985). I v dnesni dobé¢
jsou postupy zjistovani nékterych ukazateli odkazany na manualni metody. Vyuzivani
automatizovanych postupli, pouzivanych u krve savcl, je u ryb komplikovano
pritomnosti bunééného jadra v erytrocytech a morfologickou podobnosti nékterych

krevnich elementt (Pravda a Svobodova, 2003; Fazio, 2018).

Mezi zékladni hematologickd stanoveni se dle Campbella (2004) tadi: pocet
erytrocyti (RBC), pocet leukocytdt (WBC), hematokrit (PCV), koncentrace
hemoglobinu (Hb), erytrocyt indexy (MCV, MCH, MCHC), stanoveni leukokritové

hodnoty (Lk) a diferencidlni rozpocet leukocytt.

2.4.1. Odbér krve ryb

Vhodnou metodu odbéru krevniho vzorku vybirame na zékladé potiebného
mnozstvi krve, mozného opakovaného odbéru a velikosti ryb (Pravda a Svobodova,
2003). Avsak provedeni zvolené metody musi byt pIné v souladu znéni zdkona Ceské
narodni rady na ochranu zvifat proti tyrani (¢. 246/1992 Sb.), ve znéni pozdé&jSich

predpist (Kolafova a Velisek, 2012; Piackova a kol., 2014b).
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Odebrany vzorek je dilezité oSetfit protisrazlivou (antikoagulacni) latkou, aby
doslo ke zastaveni srazecich procest krve, a tim se predeslo ke znehodnoceni vzorku
(Piackova a kol., 2014b). K tomuto ucelu je u ryb nejcastéji vyuzivan heparin sodny
(Hesser, 1960). Mnozstvi heparinu potiebného na 1 ml krve je dle Pravdy a Svobodové
(2003) 0,01 ml. Tento pomér lze uvadét i v mezinarodnich jednotkach (m.j.). V tomto
ptipadé je pomér 50 m.j. heparinu na 1 ml krve (Pravda a Svobodova, 2003; Piackova a
kol., 2014b). V praxi se vSak bézn¢ setkdvame s metodou vytvoteni tenkého filmu
zaschlého heparinu na vnitinich sténach laboratornich pomucek, které pro odbér krve

pouzivame (Svobodova a kol., 2012).

Metoda odbéru krve ryb s hmotnosti mensi nez 8 g

Vyuziva se v pfipadé nutnosti odbéru krve od velmi ranych vékovych stadii.
Principem metody je oddéleni ocasniho nasadce za pomoci chirurgickych niizek ¢i
skalpelu a nasledné odebrani krve vytékajici v misté fezu. Od takto malych ryb lze
ziskat pouze velmi malé mnozstvi krve, které je nedostaCujici pro stanoveni vSech

sledovanych kritérii (Pravda a Svobodova, 2003; Piackova a kol., 2014b).

Metoda odbéru krve ryb kardiopunkeci

Metodu kardiopunkce 1ze uplatiiovat u ryb dosahujicich minimalni hmotnosti 8 g
(Piackova a kol., 2014b). Pro odbér krve pouzivame sklenénou kapilaru, u ryb tézSich
jak 20 g lze tuto kapilaru nahradit injek¢ni jehlou o Sifce prasvitu maximalné 0,9 mm
(Pravda a Svobodova, 2003; Svobodova a kol., 2012). Metoda vyZaduje manudlni
zrucnost a Setrnost osoby vpravujici kapilaru nebo jehlu do srde¢ni dutiny. Po spravném
zavedeni do srdce dochazi diky jeho pulzu k cerpani krve do kapilary (jehly),
kde dochdzi ke kontaktu s tenkym filmem heparinu (Pravda a Svobodova, 2003;
Svobodova a kol., 2012; Piackova a kol., 2014b). Po dokonceni odbéru je nutné rybu

neprodlen¢ usmrtit (Kolafova a Velisek, 2012).
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Metoda odbéru krve ryb punkei cév ocasnich

Jedna se o nejhojnéji vyuzivanou metodu u ryb dosahujicich minimalni kusové
hmotnosti 20 gramil. K odbéru vyuZzivame jednordzové injekéni stiikacky s primérem
jehly 0,8 — 1,2 mm, dle velikosti ryby (Piackova a kol., 2014b). K odbéru se vyhradné
pouzivaji ryby zivé. V pribéhu procesu musi byt zabranéno nechténym pohyblim
jedince. Dociluje se toho fixovanim téla k podloZce pfidrZzenim ¢i u vétSich ryb
pouzitim anestetickych latek (Pravda a Svobodova, 2003). Injekéni jehla je vpichovana
do ryby v mistech vedeni patefe, zhruba 1 cm kaudalnim smérem za fitni ploutvi (viz
Obr. ¢. 6). Jehla by méla byt vedena pod thlem 45 ° k ventralni stran€ ryby. V momentu
punkce ocasni cévy zacne natékat krev do injekcni stiikacky. Po odebrani dostatecného
mnozstvi vzorku musi byt injekéni jehla Setrné vyjmuta z téla ryby (Pravda a
Svobodova, 2003; Svobodova a kol., 2012; Piackova a kol., 2014b). Podstatnou soucasti
odbéru je provedeni dezinfekce. K tomuto ucelu jsou vyuzivany celkové ponotovaci
koupele ryb v manganistanu draselném (Svobodovd a kol., 2007; Kolafova a

Svobodova, 2009).

Obrazek €. 6: Odbér krve metodou punkce ocasni cévy (Svobodova a kol., 1986).

2.4.2. Pocet erytrocyti (RBC)

Stanovovani hodnoty RBC probihd za ucelem porovnani aktudlniho mnozstvi
cervenych krvinek s referencnimi hodnotami pro zdravého jedince dané¢ho druhu. Toto
porovnani poskytuje uréitou vypovédni hodnotu o aktudlnim zdravotnim stavu
(Kolafova a VeliSek, 2012). Komplikaci pfi tomto porovnavani je ovlivnitelnost RBC

pusobenim dalSich, vedlejsich faktort (Anderson a kol., 1985).
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Stale nejbéznéji pouzivanym postupem urceni celkového mnozstvi RBCs je
manualni pocitdni v Biirkerové komurce (Dubsky a kol., 2003). Odebrana
heparinizovand krev je fedéna v poméru 1:200 s Hayemovym roztokem a za pomoci
banickové metody dle Biirkera a krouzivych pohybi s banickou dojde k promiseni.
Nasledn¢ se nafedéna krev aplikuje na pocitaci miizku Biirkerovy komurky, kde se
stanovi pocet erytrocytli ve 20 obdélnicich. Po vydéleni vysledné hodnoty ¢islem 100 je
ziskan udaj RBC udéavany v T-1-! (Pravda a Svobodova, 2003; Svobodova a kol., 2012).
K urceni RBC Ize pouzit i fotometrickou metodu dle Pawinského. Jeji vyhodou je kratsi
doba stanoveni, men§i ndro€nost a nizsi obtiznost provedeni. Nevyhodou je vyvolavani
zvétseného MCV a nasledné ovlivnéni vypocitdvanych hodnot z n¢j. Z tohoto divodu
neni v ichtyopatologii béZné vyuzivana (Svobodova a kol., 1986).

RBC se u zdravého jedince kapra obecného pohybuje v intervalu 1,1 — 1,8 T-I-!
(Svobodova a kol., 1991).

Vyjma jiz zminénych faktorG ovliviiyjicich hodnotu RBC v kapitole 2.3.3., je
Onemocnéni, ktera zplsobuji snizeni hodnoty RBC, jsou kuptikladu virova
hemoragicka septikémie, infek¢ni nekrdza krvetvorné tkané€ a ceroidni degenerace jater
(Pravda a Svobodova, 2003; Piackova a kol., 2014a; Machova a kol., 2014). Snizeni
hodnoty RBC zptisobuji i n¢kteii parazité. Za jednoho z nich Ize oznacit zastupce tiidy

jednorodych motolic Eudiplozoon nipponicum (Pravda a Svobodovd, 2003). Zmény

vvvvv

hodnoty RBC) (Svobodova a Machova, 1985), herbicidu na bazi MCPA kyseliny
(Lutnicka a kol., 2018), nanocastic stiibra (Vali a kol., 2020) a rtuti. Pravé pii pisobeni
rtuti, konkrétné chloridu rtut'natého (HgClz), doslo u kapra obecného ke sniZeni hodnoty
RBC oproti kontrolnim rybam o 0,148 T-1-! (Setiyowati a kol., 2019).

2.4.3. Pocet leukocyti (WBC)

Stanoveni celkového poctu bilych krvinek je dle Dubského a kol., (2003) jednim
pfedevs§im diky obranné funkci leukocytd a jejich podileni se na imunité¢ organizmu

(Pravda a Palackova, 1988). WBC je stejné¢ jako ptredeslé RBC ovliviiovano vlivem
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riznych faktori, a tak nelze urcit, zda k piipadné¢ zméné¢ doSlo jen na zdklad¢

sledovaného onemocnéni nebo se na ni spolutiCastnily i jiné vlivy (Modra a kol., 1998).

K uréeni WBC se vyuzivd obdobna metoda jako v pfedeSlém piipade. Krev se
ovSem v tomto piipad¢ fedi Natt-Herrickovym roztokem v poméru 1:200. Pro lepsi
rozlisitelnost bilych krvinek je doporu¢ovano michéni po dobu 2 — 3 minut a nasledné
barveni krvinek 10 — 15 minut. Nasledné je pipetou aplikovana krev do Biirkerovy
komiirky a je zde spocCteno mnozstvi leukocyti ve 100 velkych c¢tvercich. K urceni
WBC, které se uvadi v jednotkdch G-I, je zapotiebi zjisténé Cislo vydélit dvéma
(Svobodova a kol., 1986; Pravda a Svobodova, 2003). Lucky (1962) uvadi jako
orientacni metodu moznost dopoctu WBC z RBC za piredpokladu, ze na 1 200
cervenych krvinek je pocitana jedna bila krvinka. Tato metoda neni v dneSni dobé
vyuzivana.

Hodnota WBC se u kapra obecného uvadi v rozmezi 10 — 80 G-1'! (Svobodova a

kol., 1986; Dubsky a kol., 2003).

Obdobné¢ jako RBC je i WBC ovliviiovano vékem a pohlavim ryb, teplotou vody a
kvalitou Zzivotniho prostfedi (Luskova, 1997). Vyrazné¢ se vsak na hodnot¢ WBC
projevuji vlivy Siroké Skaly toxickych latek, kovi a téZkych kovi. Mezi ty, kter¢ WBC
snizuji, jsou fazeny: amoniak (Dabrowska a Wtasow, 1986), fenoly (Machova a kol.,
2014), organofosfaty (Svoboda a kol., 2001), chrom (Abedi a kol., 2012), zinek
(Witeska a Kosciuk, 2003) a stiibro (Vali a kol., 2020). Naopak za latky, které hodnotu
WBC navysuji, lze oznacit ropné latky (Jahanbakhshi a kol., 2013), olovo (Witeska,
2005) a rtut. Pfi 6 dni trvajici expozici kapra obecného v prostfedi se zvySenou
koncentraci chloridu rtutnat¢ho doslo k navyseni hodnoty WBC o 2,31 G-I!
(Setiyowati a kol., 2019). Modra a kol. (1998) uvadéji, ze pti prabéhu kteréhokoliv
onemocnéni dochdzi k naristu poctu leukocytl. Jako vzorovy piiklad Ize zminit studii
Steinhagena a kol. (1997), ktera uvadi narist WBC pii ndkaze kokcidii (Goussia
carpelli) 0 20 G-1-1.

2.4.4. Hematokritova hodnota (PCV)

PCYV, neboli Packed Cell Volume, je Svobodovou a kol. (1986, 2012) a Dubskym a

kol. (2003) definovan jako objem vSech erytrocytd ku celkovému mnozstvi krve. Uréeni
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hematokritové hodnoty se stalo hojné¢ pouzivané na zéklad¢ jednoduchého postupu

metody a jejich presnych vysledkt (Pravda a Svobodova, 2003).

Metoda funguje na principu oddéleni erytrocytii od krevni plazmy centrifugaci. Do
heparinizovanych kapilar o délce 7,5 cm se do % objemu neché nasat krev. Spodni ¢ast
kapilary je zapotfebi utésnit a zabranit tak vytoku krve z kapilary. Bézné je pouzivana
modelovaci hmota. Nésledné jsou kapilary s krvi po dobu 3 minut podrobovany
odstfed’ovani v hematokritové odstiedivce pii 14 000 otackach za minutu. Po dokonceni
procesu se vkladaji kapildry do hematokritového méfidla. Procentudlni hodnotu
odectenou z métidla je dilezité vynasobit koeficientem 0,01. Tento idaj je hodnotou
vyslednou. Vysledek PCV je udévan v jednotkach 1-1-! (Svobodova a kol., 1986, 1991,
2012).

Bézné€ udavanou hodnotou u kapra obecného je 0,28 — 0,40 I-I'! (Svobodova a kol.,

1991; Dubsky a kol., 2003).

Zména hematokritové hodnoty je, obdobné jako RBC a WBC, ovliviiovana Sirokym
spektrem vlivill. Jednim typem jsou onemocnéni. Prikladem lze zminit kachexii kapiiho
pludku (snizeni PCV pod 0,20 1-1-1), infekéni anémii losost (snizeni PCV pod 0,1 1-1-!
oproti normalni hladin¢ u lososovitych ryb v rozmezi 0,3 — 0,45 I'I'!), ceroidni
degeneraci jater (snizeni PCV) a napadeni parazitem Eudiplozoon nipponicum (Pravda a
Svobodova, 2003). K ovlivnéni PCV dochdzi i vlivem amoniaku (zvySovani PCV pfi
akutni intoxikaci) (Spangenberg a kol., 1989), organofosfatt (snizeni PCV) (Svoboda a
kol., 2001), diazinti (snizeni PCV po expozici ryb v prostfedi s pesticidem Betoxon F

430) (Pecena a Svobodova, 1989) a kovil, jakymi jsou napiiklad olovo a méd’. Oba tyto

Zajimavosti je fakt, ze ke zménadm hodnoty PCV dochazi i pti upravé diety. To dokazuje
Kesbi¢ (2019) ve své studii, pii které doslo k prokazatelnému navySeni PCV jen diky

aplikaci 10 ml oleje z plodii jalovce obecného (Juniperus communis) v 1 kg krmiva.

2.4.5. Mnozstvi hemoglobinu (Hb)

Stanoveni mnoZstvi hemoglobinu je nepostradatelnou soucasti diagnostiky anémie
(chudokrevnosti) ¢i poskozeni erytrocyti vlivem toxickych latek. (Donner, 1985;

Pravda a Svobodova, 2003). Pfi diagnostikovani anémie musi byt zohlediiovany
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parametry veék a pohlavi, nebot’ mnoZstvi hemoglobinu se od nich odviji (Bulikova a

Kissova, 2011).

Nejvhodnéj$i metodou stanoveni Hb je, stejn€ jako u savct, fotometrickd kyano-
hemoglobinova metoda (Larsen a Snieszko, 1961). Princip spoCiva v pieméné
hemoglobinu na kyanohemoglobin za intervence transformac¢niho roztoku. Po ptidani
roztoku dle Kampena a Zijlstra nebo dle Drabkina dojde za 3, respektive 15 minut
k preméné hemoglobinu na kyanohemoglobin. Samotné méfeni je provadéno
fotometricky pfi vinové délce 540 — 546 nm. Odecteni vysledné hodnoty v g-I-! se
provadi na kalibracni kiivce sestrojené dle komerénich standardl a transformacéniho

roztoku (Svobodova a kol., 1986, 2012; Pravda a Svobodova, 2003).

Mnozstvi hemoglobinu v krvi u kapra obecného v dobrém zdravotnim stavu udavaji

Svobodova a kol. (1986) a Dubsky a kol. (2003) souhlasné v rozmezi 60 — 100 g-1-1.

Mnozstvi hemoglobinu je ovliviiovano obdobnymi faktory jako ptedchozi
hematokritova hodnota. Z onemocnéni ovlivitujici Hb 1ze zminit, jiZ uvadénou kachexii
kaptiho pluadku, ceroidni degeneraci jater, napadeni ryb parazitem Eudiplozoon
nipponicum (Pravda a Svobodova, 2003), trypanoplasmézu a postodiplostomoézu
(Zuskova a kol., 2019). Mnozstvi hemoglobinu mtze fluktuovat i na zaklad¢ ptisobeni
1é¢iv. To popisuji Svobodova a kol. (2006) ve studii, pfi které bylo podavano jedinciim
kapra obecného krmivo s oxytetracyklinem (5 g-kg1), a v dasledku toho byly nasledné
zjistovany niz$i hodnoty Hb oproti kontrolnim jedincim. Obdobné, jako tomu bylo
u PCV, doslo 1 k prokazatelnému nartistu Hb v krvi po aplikaci oleje z plodl jalovce

obecného (Kesbig, 2019).

2.4.6. Stiedni objem erytrocytu (MCYV)

Vypocet hodnoty stiedniho objemu erytrocytu je provadén na zdkladé znalosti
hodnoty PCV [I:I'1] a RBC [T-I-!]. Tyto udaje dosazujeme do vzorce pro vypocet MCV -
viz vzorec niZze. Vypoctend hodnota je uvadéna ve femtolitrech [fl]. Jeden femtolitr je

roven 1-10-15 litru (Svobodova a kol., 1986, 2012).

Svobodovou a kol. (1986) je uvadéna hodnota pro zdravého jedince kapra obecného

v rozmezi 200 — 300 f1.
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Vzorec pro vypocet MCV:

PCV-1000
RBC

MCV =

Ke zmén€ hodnoty MCV od normalniho stavu muize dochazet pii pisobeni
organofosfati (markantni zvySeni hodnoty) (Pravda a Svobodova, 2003), MCPA
herbicidu (nartst MCV u kapra obecného v rozmezi 50 — 100 f1) (Lutnicka a kol., 2018)
a probiotického ptipravku Immunowall® (snizeni MCV o 33,6 fl oproti kontrolnim
jedincim kapra obecného pii davkovani 1,5 g probiotik na 1 kg krmeni) (Mehrabi a
kol., 2018). Na hodnotu MCV ma vliv pohlavi ryby (Karimi a kol., 2013), sezonni vlivy
a teplota (Vuren a Hattingh, 1978). Dle studie téchto autorti dochdzelo v pribéhu roku
k fluktuaci MCV u kapra obecného v rozmezi 141,05 £ 62,47 — 309,23 + 108,59 fl.

2.4.7. Hemoglobin erytrocytu (MCH)

Primérné mnoZstvi hemoglobinu na 1 erytrocyt je pocitano z hodnoty Hb [g-1-1] a
z celkového poctu erytrocytii, udavaného v T-1-! dle vzorce nize. Vysledna hodnota je
udavana v pikogramech [pg]. Jeden pikogram je roven 1-10-12 gramu (Svobodova a kol.,

1986, 2012).

Hodnota 50 — 60 pg je Svobodovou a kol. (1986) pokladana za ptirozenou hodnotu

u zdravého kapra obecného.

Vzorec pro vypocet MCH: b

H
MCH = ——
RBC

Hodnota MCH je stejné¢ jako MCV ovliviiovana pohlavim jedince, teplotou
prostiedi a sezonnimi zménami (Vuren a Hattingh, 1978; Luskova, 1997). Vliv na MCH
je také dokdzan pro MCPA herbicidy (narGst hodnot) (Lutnicka a kol.,, 2018),
probiotické latky (snizeni MCH o 8,3 pg pii podavani 1,5 g probiotik na 1 kg krmeni)
(Mehrabi a kol.,, 2018) a pro pesticid Diazinon. Pfi expozici tolstolobika bilého
(Hypophthalmichthys molitrix) 50% koncentraci LC50 diazinonu bylo zjiSténo navySeni
hodnoty MCV oproti kontrole o 20 pg (Hedayati a Niazie, 2015). ZvySeni hodnoty
MCYV bylo pozorovano pii vystaveni kapra obecného pisobeni médi (Witeska a kol.,
2010a), naopak pii vystaveni kapra obecného plsobeni chromu (CrCl3.6 H20)
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o koncentraci 2 mg-1-! dochazi ke snizeni hodnoty MCV (Abedi a kol., 2012).

2.4.8. Stiedni barevna koncentrace (MCHC)

Stiedni barevnd koncentrace udava zastoupeni hemoglobinu v urcitém objemu
erytrocytl. Vypocet se provadi z hodnot Hb [g-l-] a z PCV [I-111] dle niZze uvedeného
vzorce. Vyslednd hodnota je uvadéna v I-1-'1 (Svobodova a kol., 1986, 2012).

U zdravého kapra obecného se hodnota MCHC pohybuje v rozmezi 0,20 — 0,26 1-1-1
(Svobodova a kol., 1986).

Vzorec pro vypocet MCHC:
MCHC =

Hb
PCV-1000

Schopnost ovlivnit hodnotu MCHC byla prokazana u nanocastic sttibra (zvySovani
hodnoty MCHC pfi expozici kapra obecného v 50% koncentraci LC50 nanocéstic Ag a
AgNO3) (Vali a kol., 2020), chromu (snizeni hodnoty) (Abedi a kol., 2012), olova
(vzrist hodnoty MCHC pii expozici kapra obecného prostiedi s koncentraci olova 10
mg-l-1) (Witeska a kol., 2010b) a v neposledni fadé u amoniaku (snizeni hodnoty
MCHC pfi akutni intoxikaci amoniakem - NH3) (Spangenberg a kol., 1989). Déle lze
snizeny stav MCHC nachazet u kaptiho plidku pifi hypochromni anémii (Pravda a

Svobodova, 2003).

2.4.9. Leukokritova hodnota (LK)

Zjisténi leukokritové hodnoty je hojné vyuzivano diky svému snadnému a rychlému
provedeni, nezatizenosti subjektivni chybou a vhodnosti pro vysetieni velkého mnozstvi
vzorkli (Svobodova a kol., 2012). Dle Luskové (1997) by vSak tomuto parametru
neméla byt pfiklddana velka vypovidaci hodnota, nebot’ vyjma pstruha obecného
(Salmo trutta) a ostroretky st€hovavé (Chondrostoma nasus) nebyl u zadnych ryb
prokdzan statisticky vztah mezi hodnotou Lk a WBC. Problémem pii stanovovani Lk je
dle citované autorky skute¢nost, Ze nelze v nékterych vzorcich jakkoliv odlisit a urcit

presnou délku vrstvy leukocyta v kapilate.

Stanoveni probiha v kapilafe upravené pro stanoveni hematokritové hodnoty (viz

kapitola 2.4.4. Hematokritova hodnota (PCV)). V kapiladfe je pod 60ndsobnym
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zvétSenim sledovana a méfena tenka vrstvicka leukocytli na rozhrani ¢ervenych krvinek
a krevni plazmy. Vyslednd hodnota je vypoctena z poméru délky vrstvy leukocyta
ku celkové délce krve v kapilare. Hodnota je uvadéna v 1-1-! (Svobodova a kol., 1986,

1991; Pravda a Svobodova, 2003).

Leukokritovd hodnota kapra obecného se pohybuje v intervalu 0,002 — 0,01 1-1-!
(Svobodova a kol., 1986).

Zmény leukokritové hodnoty u ryb dle Luskové (1997) sledujeme v prubéhu roku
diky ptsobeni sezonnich vlivii. Tatdz autorka uvadi, Ze hodnota Lk nedosahovala
rozdilnych hodnot mezi pohlavimi ani u rozdiln¢ starych ryb. Moznym divodem pro
zménu hodnoty Lk je i fotoperioda. Pfi posunu fotoperiody z 12 svételnych a 12
temnych hodin na 18 svételnych a 6 temnych doslo ke snizeni Lk na poloviéni mnoZzstvi
(Sari a kol., 2020). Faktorem ovliviiujicim Lk je i amoniak. Pfi akutni intoxikaci NHj3

dochazi ke snizovani hodnoty Lk (Spangenberg a kol., 1989).

2.4.10. Diferencialni rozpocet leukocytii (Leukogram)

Nejcast¢jSimi diivody pro stanovovani diferencidlniho rozpoctu leukocytl jsou:
podptirné vysetieni pro stanoveni diagnozy nakazenych ryb, kontrola pribéhu nemoci ¢i
1é¢by a experimentalni zjistovani zmén v poctech leukocytl pfi vlivu patogenti a
chemickych latek. Metoda stanoveni leukogramu mé své uskali. K bezchybnému
provedeni je zapotfebi urcité zrucnosti pii piiprave, respektive barveni vzorki, a
nasledné je dulezitd dobra rozpoznavaci zdatnost pii urCovani jednotlivych typt
leukocytid (Piackova a kol., 2014b). Obtizné urcovani leukocyti je dle Hrubce a Smitha

vrwe

celosvétoveé nesjednocenym ttidénim a terminologii bilych krvinek.

Princip metody stanoveni leukogramu sestava z nasledujicich krokii: vytvoteni
krevniho natéru na podlozni sklo, obarveni krevniho natéru, zafixovani vzorkid (pokud
natér neni obarven do 4 hodin od vyhotoveni, je potiebné zafixovat pfedem za pomoci
metanolu) a nasledné pocitani leukocytl. Pocitani jednotlivych typt leukocytti probiha
do dosazeni souhrnné sumy 100, respektive 200 kust. Ze zjisténych dat je dopocitavan
procentudlni podil zastoupeni jednotlivych typii bilych krvinek a kusovy podil ureny

z celkového mnozstvi bilych krvinek (WBC), ktery je, stejné jako WBC, uvadén
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v jednotkach G-I'! (Pravda a Svobodova, 2003; Svobodové a kol., 2012; Piackova a
kol., 2014b). Podrobny popis metody je uveden v kapitole 3.2.3. - Metodicky postup

stanovovani hematologickych ukazateld.

Primérné hodnoty diferencidlniho rozpoctu leukocyti u kapra obecného podle
Svobodové a kol. (2012) — jsou uvedeny v Tab. ¢. 1.

Zmeény v diferencialnim rozpoctu leukocytil nejéastéji nastavaji vlivem patogennich
¢initel nebo chemickych latek. Pfi onemocnéni, které je doprovdzeno zanétlivymi
procesy, dochazi predevSim k narGstu poctu myelocyti a metamyelocyti (Pravda a
Svobodova, 2003). Pti vystaveni ryb prostiedi se zvySenou koncentraci médi se v krvi
zacne snizovat procenticky podil lymfocyti a zvySuje se mnozstvi monocytl
(Svobodova a Machova, 1985). Pokud dojde k vystaveni ryb zvySené koncentraci zinku
(20 mg1'!), projevem bude zvySeni procenta zastoupeni neutrofilnich granulocytl a
pokles procentudlniho zastoupeni lymfocytii (Pravda a Svobodova, 2003; Witeska a
Kosciuk, 2003). Inhibi¢ni vliv na mnozstvi lymfocytl v krvi maji organofosfaty a
pesticidy na bazi triazint. Triaziny svym vlivem zptlisobuji navySovani po¢tli monocyti
(Pravda a Svobodova, 2003), organofosfaty spiSe vyvolavaji narist mnozstvi

neutrofilnich granulocytt (Svoboda a kol., 2001).

Tabulka ¢. 1: Diferencialni rozpocet leukocytt kapra obecného (Svobodova a kol., 2012).

Neutrofilni Eozinofilni Bazofilni
Lymfocyty [%] | Monocyty [%] granulocyty granulocyty granulocyty
[Yo] [Yo] [Yo]
76 -97,5 3-5 2-10 0-1 0-0,5

Poznamka: Nf. = Neutrofilni
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2.5. Edémova nemoc kapri (Carp Edema Virus Disease;
CEVD)

Edémova nemoc kapri, ¢i mnohymi autory uvadéna spava nemoc koi kaprt (Koi
sleepy disease; KSD), je fazena do virovych onemocnéni (Ono a kol., 1986).

Prvni zminky o tomto onemocnéni pochazi ze sedmdesatych let dvacatého stoleti
z Japonska (Murakami a kol., 1976). Vyjma Japonska byla ndkaza prokézana na
pielomu tisicileti v USA. V Evropé byla ndkaza poprvé objevena v roce 2009 na tizemi
Velké Britdnie (Hedrick a kol., 1997; Way a Stone, 2013). V ramci Ceské republiky byla

nakaza poprvé zaznamenana v roce 2013 (Piac¢kova a kol., 2019a).

Puvodce CEVD

Pivodce CEVD, oznacovany jako kapii edema virus (CEV), je DNA virem z Celedi
Poxviridae, z podc¢eledi Chordopoxvirinae (Moss, 2007). Poxviry, dosahujici velikosti
230 — 300 nm, maji genom sloZzeny z dvouvlaknové linedrni DNA a ve své virové
partikuli maji obsazenou enzymatickou vybavu pro syntézu RNA 1 DNA (Murray a kol.,
2021). Vyjma CEVD jsou prokazana dalsi dvé onemocnéni ryb zplisobovanéd poxvirem.
Jedna se o poxvirovou nemoc zaber u lososa obecného (Salmo salar) a proliferativni
zanét zaber aju vychodniho (Plecoglossus altivelis) (Wada a kol., 2008; Gjessing a kol.,
2017). Spolecnym znakem vSech jmenovanych nemoci je dle Mosse (2007) jejich

afinita k zabram.

U kaptiho edema viru jsou rozeznavany dvé genetické skupiny. Geneticka skupina I
je znama u kaprt obecnych a skupina II je pfedevsim nalézana ve vzorcich z kaprt koi.
Geneticka skupina II je dale rozdélena na dvé genetické linie (linie Ila; linie IIb). Pravé
linii IIb lze naleznout i ve vzorcich z kaprii obecnych (Matras a kol., 2017). Morfologie
CEV je sledovana pod elektronovymi mikroskopy, ovSem bez provedeni zdarné
kultivace viru na bunécnych liniich je obtizné stanovit vyslednou podobu kapiiho

edema viru (Piackova a kol., 2019a).
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Druhy vnimavé k CEV

Vnimavost k tomuto viru byla doposud prokdzana pouze u kapra obecného a u jeho
barevné variety koi (Piackovéa a kol., 2019a). Hesami a kol. (2015) vSak uvadéji, ze by
vnimavym druhem mohl byt 1 karas zlaty (Carassius auratus), nebot’ tento druh
vykazuje vnimavost i k ostatnim virovym agens pisobicim pouze na kapra obecného a

koi.

Zdroj nakazy

Za hlavni zdroje ndkazy jsou povazovany jiz nakazené ryby a voda, do které se viry
dostavaji z nemoci poSkozené tkan¢ zaber a klize (Hesami a kol., 2015). Piackova a kol.
(2019a) dodavaji, ze potencidlnim zdrojem ndkazy muize byt i rybaiské nécini.
Ptedpokladanou vstupni branou CEV jsou zibra a mechanicky poSkozena kiize ryb
(Hesami a kol., 2015). Pro budouci studium choroby je dulezité zjistit, zda se CEV
prenasi na larvalni stddia skrze jikry a sperma a po jakou dobu ziistdva virus bez

hostitele infek¢éni (Oyamatsu a kol., 1997).

Faktory podminujici nakazu

skupiny II je optimalnim teplotnim rozmezim 15 — 25 °C (Hendrick a kol., 1997). Pro
genetickou skupinu I se optimum teplot pohybuje v rozmezi 6 — 10 °C (Way a Stone,
2013). Tyto teplotni rozsahy jsou diivodem propuknuti onemocnéni v ramci Ceské

republiky pouze v obdobi jara a podzimu (Piackova a kol., 2019a).

Priibéh a vyvoj onemocnéni

Pii nadkaze u kaprl koi dochazi k projeveni prvnich ptiznakd v pribéhu jednoho
tydne. Posléze 2 — 3 dny po prvnich piiznacich dochdzi k tthynu nakazenych ryb.
Mortalita miize dosahovat 80 — 100 % (Hedrick a kol., 1997; Miyazaki a kol., 2005;
Jung-Schroers a kol., 2015; Swaminathan a kol.,, 2016). Nékaza u jedinct kapra
obecného se projevuje v rozmezi 4 — 10 dnl po nakazeni. Diky nizsi teploté vody je

prubéh onemocnéni mirnéjsi a 1 troven mortality nedosahuje takovych hodnot (Way a
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Stone, 2013; Lewisch a kol., 2015). V pribéhu ndkazy dochazi u ryb k castému
projeveni sekundarnich onemocnéni z diavodu oslabeni organismu nakazou CEVD

(Piackova a kol., 2019a).

Klinické symptomy

Ani klinické symptomy nejsou pro kapra koi a kapra obecného totozné. Nakazeni
jedinci kapra koi vykazuji vysokou miru letargie a ztratu unikového reflexu. Nakazené
ryby se pohybuji tésné nad hladinou ¢i lezi pfimo na dné laterdlni stranou téla. Po
podrazdéni letargicka ryba na kratkou chvili vyvine aktivitu, posléze vSak znovu upada
ke dnu nadrze (Miyazaki a kol., 2005; Hesami a kol., 2015). Oyamatsu a kol. (1997)
uvadéji, Ze nakazend juvenilni stadia se spiSe velmi pomalu pohybuji po okrajich nadrze
¢i tésné pod hladinou. U nakaZenych jedinct kapra obecného se projevuje pokles ¢i
uplnd ztrata reflexi, malatnost a duSeni. Typickym projevem je nahromadéni ryb
v mistech s vétsi koncentraci Oz a nouzové dychani (troubeni) kaprti (Piackova a kol.,

2019a). Infikované ryby obvykle snizuji pfijem potravy (Miyazaki a kol., 2005).

Patologické symptomy

Nejvice postizenym mistem pii ndkaze CEVD jsou zabra, a to diky afinité poxvirt
prave k této tkani (Piackova a kol., 2019a). Na prvni pohled jsou Zabry bled¢, oteklé a
nachazi se na nich vétsi mnozstvi hlenu (Oymatsu a kol., 1997; Haenen a kol., 2014).
Vyjma téchto zmén Zaberni tkan¢ je patrna hyperplazie (zmnoZeni) epitelidlnich bun¢k,
otok postihujici zaberni listky 1 jejich baze (Miyazaki a kol., 2005; Jung-Schroers a kol.,
2015) a nekrdozy (viz Obr. €.7; 8). V pribéhu onemocnéni se v zaberni tkdni navySuje
koncentrace eosinofilnich granulocytii a monocytii (Ono a kol., 1986; Miyazaki a kol.,
2005). Na kizi se vytvareji, zejména u mladSich vékovych kategorii kapri, hemoragie a
edém (Miyazaki a kol., 2005). Dospélym rybam byva diagnostikovan enoftalmus oka,
zanét v oblasti fitniho otvoru a viedové projevy v okoli ploutvi a st (Miyazaki a kol.,
2005; Haenen a kol., 2016; Swaminathan a kol., 2016; Zhang a kol., 2017). Lewisch a
kol. (2015) uvadéji, ze CEV zptsobuje 1 multifokalni nekrézy na hepatopankreatu a

srdeCni svaloving.
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Obrazek €. 7; 8: Edém Zaber a nekrotické konce Zzabernich listki(vlevo). Vyrazné zahlenéni a

nekréza Zaber (vpravo) (foto: V. Piackova).

Diagnéza CEVD

Definitivni diagnézu poskytuje pouze vysledek PCR testi (Hesami a kol., 2015).
Jako pomocné metody lze vyuzit transmisni elektronovou mikroskopii, eventudlné
optickou mikroskopii (Way a kol., 2017). U poxvirl nelze vyuzit metodu kultivace virl
na bunéénych liniich, jako je bézné u jinych virovych onemocnéni nepoxvirového
puvodu (Jung-Schroers a kol., 2015; Lewisch a kol., 2015). Laboratorni diagnostika se
provadi na zéklad¢ zjisténi patognomickych klinickych ptiznakd (Ono a kol., 1986).
jisté stanoveni pfitomnosti DNA kapiiho edema viru je nutné, z divodu genetické
variability viru, pouzit vice sad primerd. Timto postupem je zajisténo zachyceni DNA

vSech variant CEV (Miyazaki a kol., 2005; Adamek a kol., 2017a; 2017b).

Lécba CEVD

Specificka 1écba CEVD, stejné jako jinych virovych chorob ryb, neni zndma. Pii
propuknuti infekce je rybam moZno podavat podplrné antibiotika k potlaceni moznych
druhotnych bakteridlnich ndkaz (Way a kol.,, 2017; Piackova a kol., 2019a).
Experimentalné Lewisch a kol. (2015) zkusili 1é¢bu CEVD podénim antibiotika
Enrofloxacinu a podplrné davky vitamint A, D3, E a C. V prib¢hu 1écby nebylo
pozorovano zadné zlepSeni zdravotniho stavu a tieti den od pocatku experimentu byla

zaznamenana 100% mortalita ryb.
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Prevence pred nakazou CEVD

Za zakladni preventivni opatieni pied ndkazou CEVD povazuji Way a kol. (2017)
opatieni bézné€ pouzivand i pfed nakazou koi herpes virem. Autofi uvadéji tato opatieni:
zajistovani ryb z provéfenych a kvalitnich chovli, ndsledna karantenizace ryb
(minimalné 30 dni ve vod¢ s teplotnim rozmezim 10 — 15 °C), provadéni pravidelnych
desinfekci chovnych nadrzi a rybarského nacini, zabranéni vniku ryb do chovné nadrze
s pritokovou vodou a zajisténi dobrého kondi¢niho stavu ryb. V Japonsku je bézné
pouzivanym preventivnim opatfenim po vystaveni ryb stresové situaci (vylov, transport)
dlouhodoba koupel ryb v 0,5% roztoku NaCl. Plsobeni soli vede ke sniZeni toxicity
dusitani, a tim ke snizeni hladiny methemoglobinu v krvi. ZvySend hladina
methemoglobinu je vyrazny stresor a jeho potlaceni zajisti lepsi rezistenci viuci CEV
(Seno a kol., 2003; Miyazaki a kol., 2005; Way a kol., 2017). N¢kteti chovatelé
z preventivnich divodi neprovadéji vylovy a transport ryb v obdobi, kdy se teplota
vody pohybuje v rozmezi vhodném pro propuknuti infekce CEVD (Hesami a kol.,
2015; Way a kol., 2017).
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3. Material a metodika

Bakalafska prace je cilena na ,.Zmény hematologickych parametri pifi jarnich
uhynech kapri”. V pribéhu jara 2019 byly odebirany vzorky tkani a krve ryb v terénu
na zdklad¢ hlaSen¢ho zvySeného thynu kapra. Ve stejnych lokalitaich byly odbéry
provedeny na podzim. Vzorky byly nasledné zpracovany v laboratofich Vyzkumného
ustavu rybafského a hydrobiologického Fakulty rybatstvi a ochrany vod ve Vodnanech a
v laboratofich Odd¢leni infek¢nich chorob a preventivni mediciny Vyzkumného tstavu
veterinarniho lékaistvi v Brné. Projekt byl zaméfen pfedevSim na zkoumani vlivu
edémové nemoci kapri na hematologické parametry nakaZenych ryb, obzvlasté pak na

zmény v diferencidlnim rozpoctu leukocytu.

3.1. Material
3.1.1. Ryby

Zkoumanymi rybami bylo padesat osm jedincti kapra obecného (Cyprinus carpio)
o hmotnosti v rozmezi 850 — 3095 g ze tfech odliSnych lokalit. Zkoumana jedinci byli

odebrani pfi terénnim Setfeni thynt na zaklad¢ podezieni na onemocnéni CEVD.

3.1.2. Lokality odbéru vzorku
Lokalita ¢. 7

Rybnik o rozloze 8,5 ha vodni plochy. Odbér vzorkil byl proveden 24. 4. 2019 pii
teploté 12 °C na zaklad¢ pozorovaného zvySené¢ho thynu kapra. Ve stejné lokalité byly
odebrany vzorky ryb 29. 11. 2019 pfi teploté 5 °C. Na jate byly odebrany vzorky z 10
ryb o kusové hmotnosti 1 150 — 1 875 g, na podzim z 10 ks ryb o kusové hmotnosti
1550-2320g.

Lokalita ¢. 8

Rybnik o rozloze 12 ha vodni plochy. Odbér vzorkl byl proveden 24. 4. 2019 pii teploté
12 °C na zékladé¢ pozorovaného zvySen¢ho thynu kapra. Ve stejné lokalité¢ byly
odebrany vzorky ryb 8. 11. 2019 pii teploté 7 °C. Na jafe byly odebrany vzorky z 8 ryb
o kusové hmotnosti 1 230 — 3 095 g, na podzim z 10 ks ryb o kusové hmotnosti 1 885 —

3325g.
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Lokalita ¢. 11

Rybnik o rozloze 4 ha vodni plochy. Odbér vzorki byl proveden 6. 5. 2019 pfi teploté 8
°C na zakladé pozorovaného zvySeného thynu kapra. Ve stejné lokalité byly odebrany
vzorky ryb 20. 11. 2019 pfi teploté¢ 5 °C. Na jafe byly odebrany vzorky z 10 ryb
o kusové hmotnosti 640 — 1 000 g, na podzim z 10 ks ryb o kusové hmotnosti 995 — 1
730 g.

3.2. Metodika
3.2.1. Vnéjsi ohledani ryb

Ryby, u kterych bylo podezieni na ndkazu CEVD, byly podrobeny dikladnému
vnéj$imu ohledani. Nejvétsi soustfedéni bylo sméfovano na zaberni tkan, kazi, ptipadné
hemoragie, viedové Utvary u bazi ploutvi a v okoli st a na troven zahlenéni kiize a
zaber. V ramci nakazy CEVD byla sledovana vnimavost na vzruchy z okoli a nasledné
mira Unikové schopnosti. Zjisténé zmény byly zaznamenany do protokolu a nasledné

byly vyhodnoceny. Pozorované vysledky jsou zminény v kapitole 4.1.

3.2.2. Odbér vzorku krve a Zaberni tkané

Pro potieby analyzy hematologickych parametri u sledovanych jedinct bylo kazdé
rybé odebrano cca 2 ml krve. K odbéru krve byly pouzity injekéni stiikacky
proplachnuté heparinem sodnym a mikrozkumavky. Krev byla odebirdna z ocasni cévy
dle metody popsané v kapitole 2.4.1. (Metoda odbéru krve ryb punkci cév ocasnich).
Cast krve byla nakapana na hodinové skli¢ko, odkud byla nabrana do hematokritovych
kapilar a napipetovana do Hayemova roztoku pro pocitani krvinek. Také krevni natéry
byly zhotoveny pfimo na misté¢ a po zaschnuti fixovany metanolem. Zbytek krve byl
transportovan na ledu do laboratofe v hermeticky uzavienych mikrozkumavkach

oznacenych Ciselnym kdédem, aby nemohlo dojit k zameéné vzorki.

Vzorek Zaberni tkané, ktery byl nasledné vyuZit pro stanoveni piitomnosti CEV
pomoci PCR testu, byl odebran za pomoci sterilnich chirurgickych nastroji po omraceni
a usmrceni ryby. Odebrany vzorek byl vlozen do sterilni zkumavky s totoznym

¢iselnym oznacenim jako vzorek krve daného jedince.
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3.2.3. Metodicky postup stanovovani hematologickych ukazatelii

Stanovovani hematologickych parametri krve ryb probihalo v laboratornich
podminkach VURH Vodiany. Stanoveni jednotlivych parametrti prob&hla v nejkrat$im
mozném cCase, aby nedoslo k pfipadnym degradacnim procestim v krvi, které by mohly
vést ke snizeni vypoveédni hodnoty vzorkd.

Stanoveni hodnoty RBC bylo provedeno dle metody popsané v kapitole 2.4.2. -
Pocet erytrocyti (RBC). K fedéni krve byl vyuzit Hayemiiv roztok ptipraveny dle
Svobodové a kol. (2012). Krev byla pfimo na misté odbéru nafedéna Hayemovym
roztokem v poméru 1:200, respektive 25 pl krve na 4 975 pl Hayemova roztoku.
Pocitani bylo provedeno v laboratofi pod dvou set nasobnym zvétSenim z 20 obdélnikt
stejnomerného rozmisténi po celé pocitaci miizce dle Biirkera. Vyslednd hodnota,
vyd¢lena ¢islem 100, byla fadné zapséna pod Ciselnym kodem ryby.

Stanoveni hodnoty WBC bylo provedeno dle metody popsané v kapitole 2.4.3. -
Pocet leukocyti (WBC). V tomto piipadé byl k fedéni krve ve stejném poméru a
mnozstvi vyuzit Natt-Herrickiiv roztok pfipraveny dle Svobodové a kol. (2012).
Pocitani prob&hlo pod stejnym zvétSenim mikroskopu jako to predchozi. Pocet
leukocytl, stanoveny ze sta velkych ¢tverct Biirkerovy komurky, byl nasledné vydélen

dvéma a zapsan do vysledkovych tabulek.

Hematokritova hodnota byla stanovena pomoci metody popsané v kapitole 2.4.4. -
Hematokritova hodnota (PCV). Pro kazdy vzorek krve byla provedena dvé méteni.
Hodnoty odectené z hematokritového meéfidla byly vynasobeny koeficientem 0,01.
Nasledn¢ byl ze dvou hodnot vypocten aritmeticky primér, ktery je uvadén jako

hodnota vysledna.

Mnozstvi hemoglobinu bylo stanoveno na zakladé metody Svobodové a kol.
(2012), ktera je blize popsana v kapitole 2.4.5. - Mnozstvi hemoglobinu (Hb). V tomto
ptipadé byl pouzit roztok dle van Kampena a Zijlstra. Krev byla fedéna v pomé&ru 25 pl
krve ku 7 ml roztoku. Stanoveni pfi vinové délce 540 — 546 nm bylo provedeno ve

fotometrickém pftistroji SPECTRONIC® 20 GENESYS™.,
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Charakteristiky erytrocyti (MCV, MCH, MCHC) byly vypocteny z jiz zjiSténych a
zapsanych hodnot. Hodnoty byly vypocitavany pomoci vzorcli uvedenych v kapitolach

2.3.6.,,2.3.7.2a238.

3.2.4. Metodicky postup stanoveni leukogramu

Za pomoci odebrané krve, podlozniho skla, roztérového sklicka a laboratorni pipety
bylo utvofeno po dvou krevnich natérech pro kazdého jedince kapra obecného.
Vytvotenim dvou kust je pfedchdzeno piipadnym ztratdm ¢i znehodnoceni jednoho ze
vzorkli. Na c¢iselnym kédem oznacené podlozni sklicko bylo pipetou naneseno 5 pl
krve. Ke kapce krve bylo pod tthlem 30 — 40 ° pfiloZzeno roztérové sklicko a naslednym
plynulym pohybem byla krev rozetfena po celé¢ délce podlozniho skla (viz Obr. €. 9).
Vyhotovené natéry se nechaly dikladné zaschnout. Posléze byly zafixovany

v metylalkoholu (zhotoveni natéru a jejich fixace byly provedeny piimo v terénu).

Nl

Obrazek ¢. 9: Zhotoveni krevniho natéru (Piackova a kol., 2014).

K barveni krevnich natérii byl vyuzit komer¢ni barvici kit Hemacolor®. VyuZiti
tohoto kitu bylo zvoleno na zaklad¢ jednoduchosti a rychlosti provedeni v porovnani
s jinymi metodami barveni (Piackova a kol., 2014). Barvici sada Hemacolor® sestava ze
tii roztokl (1. Fixing solution (contains Methanol); 2. Colour reagent red; 3. Colour
reagent blue) a z fosfatového pufru o pH 7,2 (viz Obr. €. 10). Fosfatovy pufr je dodavan
ve form¢ tablety, kterou je potieba rozpustit presné v 1 litru destilované vody. Zbylé tii
roztoky jsou pfipravené k okamzitému pouziti. Pro potieby barveni bylo nutné roztoky a
pufr prelit v menSim mnozstvi do laboratornich kadinek o objemu 50 ml (viz Obr. €.
11). Prelévani bylo provedeno skrze laboratorni nalevku opatienou filtracnim papirem.
V pribehu vlastniho barveni bylo nutné dodrzovat doby ponofeni natéra v jednotlivych
roztocich a pufru, které udava vyrobce barviciho kitu. V roztoku ¢. 1 bylo nutné
ponechat natér po dobu 30 sekund, v roztoku €. 2 tfi sekundy, v roztoku ¢. 3 Sest sekund
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a ve fosfatovém pufru byly vzorky ponechany po dobu 20 sekund. Mezi kazdym
piesunutim natéru z jednoho roztoku do druhého bylo zapottebi nechat sklicko dikladné
okapat, aby nedochézelo k miseni roztoki. Poslednim krokem bylo vlozeni obarvenych

natérii do stojani pod thlem cca 45 °(viz Obr. €. 12). Zde doslo k oschnuti natért a diky

sklonu k odtoku ptebyte¢né kapaliny z natéru.

Obrazek ¢. 10; 11: Komer¢ni barvici kit Hemacolor® (vlevo). Barvici fada Hemacolor® v
50ml kadinkach (vpravo) (foto: A. Nadasky).

Obrazek €. 12: Obarvené krevni natéry (foto: A. Nadasky).

Pocitani jednotlivych typli leukocytli bylo provedeno za pomoci optického
mikroskopu opatieného digitalni kamerou. Obraz byl promitan na obrazovce skrze
softwarové feSeni Olympus Stream o tisicindsobném zvétSeni s vyuzitim imerzniho
objektivu. Pocty typl leukocytli byly stanovovany v zadni ¢asti krevniho nétéru, kde
byla hustota natéru mensi a jednotlivé krevni elementy zde byly 1épe identifikovatelné.
Natér byl prohlizen meandrovitym pohybem v jednom sméru, abychom ptedesli
opakovanému zapocitani jednoho leukocytu (viz Obr. €. 13). Z kazdého krevniho natéru
bylo stanoveno piesné 200 leukocytii. Nasledn¢ bylo ze zjisténych udaji dopocteno
procentudlni zastoupeni sledovanych typi leukocytli a presné mnozstvi v jednotkach

G-I! z celkové hodnoty WBC.
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Cely metodicky postup stanoveni leukogramu byl proveden dle Piackové a kol.

(2014).

Obrazek ¢. 13: Zpiisob prohlizeni krevniho natéru (Svobodova a kol., 1986).

3.2.5. Stanoveni DNA CEV pomoci PCR metody

Stanoveni ptitomnosti DNA kaptiho edema viru probéhlo na Odd¢leni infek¢nich
chorob a preventivni mediciny, Vyzkumného tstavu veterinarniho 1¢kaistvi v Brn¢ dle

metody popsané Piackovou a kol. (2019b).

3.2.6. Vyhodnoceni vysledki

Veskeré stanoven¢ udaje a vysledky byly pribézné zaznamenany v programu Apple
Numbers. Vyhodnoceni zjisténych vysledki bylo provedeno v softwarovém feSeni
STATISTICA 12, za pouziti jednofaktorového ANOVA testu. Statisticky vyznamné
zmény byly vyhodnoceny na hranici vyznamnosti P<0,05. Z vysledkt statistické¢ho
zpracovani je vyhotoveno kone¢né vyhodnoceni vysledkti podlozené grafickym

znazornénim.
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4. Vysledky
4.1. Vnéjsi ohledani ryb

Pii vn&jSim ohledani ryb byly nejcastéji pozorovanymi patologickymi zménami
edém a nekrdza zaber, zarudld kitize v biisni ¢asti téla ryb a zvétSend slezina. Presny
popis kazdé odlovené ryby v jarnim obdobi je uveden v Tab. ¢. 2. Pfi podzimnich
odbérech byly ryby v dobrém zdravotnim stavu, bez viditelnych zmén na Zzabrach, na
kGzi 1 na vnitinich orgédnech. Vzorky byly odebirany z divodu ovéfeni, zda ve tkéni
zaber stale pretrvava virova DNA.

Tabulka ¢. 2: Vysledky zevniho ohledani a patologicko-anatomického vySetfeni ryb v jarnim

obdobi. Ve tiech podtabulkach jsou vyjma patologickych zmén uvedeny i vysledky PCR test

na pritomnost DNA kapiiho edema viru, Cislo ryby a lokalita, ze které byla sledovana ryba

odlovena.
Lokalita 7

C. ryby C_:?_V Zmény na Zabrach DalSi patologické zmény
1 + Svétlé skvrny (pocinajici nekréza) -
2 + Edém Zaber Zarudnuti biicha
3 + Zvysené zahlenéni -
4 + Edém Zaber Zarudnuti biicha
5 + Nekroza zaber -
6 + - MIlécné zakaleny hlen — skvrnity vzhled
7 - Nekroza zaber Zarudlé bticho
8 + Edém Zaber Zarudlé bticho
9 + Edém zaber, poc¢inajici nekroza Zarudlé bticho
10 + Edém Zaber, pocinajici nekroza Zarudlé bticho

45



C. ryby C_S_V Zmény na Zabrach Dalsi patologické zmény
1 + - -
2 + Edém Zaber ZvétSend slezina
3 + - Skvrny na kiizi, mléén¢ zakaleny hlen
4 - Mramorovani Zaber = pocinajici Nastiik cév mezi prsnimi ploutvemi
nekroza
5 - Edém zaber Zarudlé bficho (nastiik cév)
6 + Edém zaber Zarudlé biicho, zvétSena slezina
7 + Edém zaber Zarudlé bficho
8 - Edém zaber Zarudl¢ bticho
 wewsn ]
C. ryby C_5_V Zmény na Zabriach Dalsi patologické zmény
1 - Edém zaber -
2 - Zarudnuti Zaber, krvaceniny -
3 + Edém zaber Zarudlé skvrny na kazi
4 + Edém zaber Zarudl¢é skvrny na kiZzi, zvétSena slezina
5 - Edém zaber Zvétsena slezina
6 + Edém zaber Zarudlé skvrny na kiazi
7 - Edém zaber Zvétsena slezina
8 + Edém zaber Zvétsena slezina
9 - - -
10 + - -
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4.2. Hematologické vySetieni

4.2.1. Porovnani vysledkii hematologickych vySetfeni CEV+/- ryb

Do porovnani byly zafazeny pouze ryby z jarniho vzorkovani, protoze na podzim
PCR testy neprokazaly DNA kapiiho edema viru v Zddném ze vzorkl. U ryb z jarniho
obdobi byla PCR testy prokdzdna DNA kapiiho edema viru u devatenacti jedinci z
celkovych dvaceti osmi. Procentudlni zastoupeni CEV+ a CEV- ryb v jednotlivych
lokalitdch je znazornéno v Grafu ¢. 1. Do statistického vyhodnoceni byly zatazeny

vSechny CEV + a CEV — ryby z jarniho vzorkovani bez ohledu na lokalitu.

Po vyhodnoceni vSech sledovanych hematologickych parametri byl prokédzan
statisticky vyznamny rozdil u nasledujicich tii parametri: celkovy pocet erytrocytl
(RBC), hematokrit (PCV) a koncentrace hemoglobinu (Hb). Po stanoveni hodnot RBC a
po zjisténém navyseni této hodnoty u CEV+ ryb o 0,55 T-I'1, bylo zvySeni hodnot PCV
a Hb ocekavano. Nasledné stanoveni hodnot PCV a Hb potvrdilo ptedpoklady. U obou
hematologickych parametrti doslo k nartstu hodnoty u CEV+ ryb zhruba o jednu
tietinu - viz Tab. ¢. 3. U zbylych hematologickych parametrii nebyl mezi zdravymi a
nakazenymi jedinci zaznamendn statisticky vyznamny rozdil.

Pti sledovani rozdilli v diferencidlnim rozpoctu leukocytli, zapti¢inénych vlivem
CEV, bylo zjisténo, Ze hodnoty jsou u jednotlivych ryb velmi variabilni a vlivem nizké
homogenity nebyl zadny rozdil statisticky vyhodnocen jako signifikantni. Pouze
v relativnim zastoupeni neutrofili — ty¢ek byla primérnd hodnota u CEV+ ryb
signifikantné vyssi (o 4,3 %) - viz Graf €. 2.

Procentuilni rozloZzeni CEV+ a CEV- ryb v jednotlivych lokalitach
100 %

10 %

37,5 %
75 %

50 %

50 %

25 %

0%
Lokalita 7 Lokalita 8 Lokalita 11

W CEV+ CEV -
Graf €. 1: Procentualni zastoupeni CEV+ a CEV- ryb v jednotlivych lokalitach.
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Tabulka €. 3: Vysledné hodnoty hematologickych parametrt pii vlivu CEV. V tabulce jsou
uvedeny zvlast hodnoty pro ryby, u kterych PCR prokazalo ptitomnost DNA CEV a u kterych
nikoliv, z jarniho obdobi. Jednotlivé vysledky jsou uvedeny jako aritmeticky primér +
smérodatna odchylka. Rozdily mezi skupinami oznacenymi odlisSnym abecednim znakem jsou

statisticky vyznamné na hladin¢ P<0,05.

RBC [TIH] 1,812 40,54 1,26+ 0,35
WBC [G-1] 32,32 +£23,87 47,00 + 19,32
PCV [I'1] 0,35¢+ 0,12 0,235 + 0,06
Hb [ g'11] 91,72¢ 422,34 60,49° + 19,98
MCYV [fl] 194,07 + 42,24 187,11 + 33,81
MCH [pg] 52,43 + 10,46 47,55+ 8,29
MCHC [1-1] 0,27 + 0,04 0,26 + 0,05

Poznamka: CEV + (CEV pozitivni); CEV - (CEV negativni)

Tabulka €. 4: Vysledné hodnoty jednotlivych typd leukocytt pfi vlivu ndkazy CEVD. V
tabulce jsou uvedeny zvlast hodnoty pro ryby, u kterych PCR prokazalo pfitomnost DNA
CEV a u kterych nikoliv, z jarniho obdobi. Jednotlivé vysledky jsou uvedeny jako aritmeticky

primér + smérodatna odchylka. Rozdily mezi skupinami oznacenymi odliSnym abecednim

znakem jsou statisticky vyznamné na hladiné P<0,05.

Lymfocyty [G 1] 18,35+ 18,64 28,03 £20,53
Monocyty [G 1] 3,37+2,47 3,31+4,79
Segmenty [G-11] 3,99+ 3,29 5,09 +2,46
Ty¢ky [G-11] 2,16 +2,33 1,53+ 1,14
Nez. gran. [G]!] 4,44 +2.82 5,55 +4,37

Poznamka: CEV + (CEV pozitivni); CEV - (CEV negativni); Nez. gran. (nezralé granulocyty)
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Porovnani procentualniho zastoupeni typi leukocyti mezi CEV +/- rybami

90 %
67,5 % T
45 % =
22,5 %
I iy T
I I ]:
Ib
0 %
Lymfocyty Monocyty Segmenty Tycky Nezralé granulocyty
Jarni obdobi, CEV + Jarni obdobi, CEV -

Graf €. 2: Porovnani procentualniho zastoupeni typd leukocytd mezi CEV+ a CEV- rybami.
Rozdily mezi skupinami ozna¢enymi odlisnym abecednim znakem jsou statisticky vyznamné
na hladiné P<0.05.

4.2.2. Porovnani vysledkii hematologickych vySetfeni mezi jarnim a

podzimnim obdobim v jednotlivych lokalitach

Statistické porovnani rozdili hematologickych parametri mezi rybami z jarniho a
podzimniho vzorkovani bylo provedeno doplitkové. Nelze toto stanoveni povazovat za
smérodatné, nebot’ rozdily mohly vzniknout plsobenim Sirokého spektra odliSnych
vlivll (teplota, svételny rezim, potravni aktivita, reprodukéni aktivita, plsobeni

polutanti, nemoci, patogent, toxickych latek a mnoh¢ dalsi).

Ke statisticky vyznamnému rozdilu hematologickych parametri doslo ve ¢trnécti z
celkovych jedenadvaceti sledovanych udaji. Hodnota RBC doznala vyznamnych
rozdila ve vSech lokalitdich. V prvnich dvou doslo u ryb z podzimniho vzorkovani ke
snizeni hodnoty RBC, naopak tomu bylo v lokalit¢ 11, kde doSlo k navySeni. Pocet
bilych krvinek vyznamné klesl v lokalit¢ 7 a 11. Ve druhé zminované lokalité doslo ke
snizeni primérné hodnoty WBC v podzimnim obdobi o 40,5 G-l-l. Statisticky
vyznamny narust byl zaznamenan u podzimnich hodnot PCV a Hb v lokalitach 7 a 11.

Velké rozdily byly zaznamenany u hodnoty MCV. V lokalit¢ 8 dosSlo k naristu
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podzimnich hodnot o 57,48 fl, respektive o 50,64 fl v lokalité 11. Ve stejnych lokalitach
doslo ke statisticky vyznamnému nartstu i u hodnoty MCH. Poslednim statisticky

vyznamnym rozdilem je nartst podzimni hodnoty MCHC v lokalité 7 - viz Tab. €. 5.

Po vyhodnoceni diferencialniho rozpoctu leukocytl bylo zjisténo devét statisticky
vyznamnych rozdili z patnécti sledovanych porovnani. Statisticky vyznamny rozdil
poctu lymfocytl byl prokazan ve vSech lokalitach. U ryb z podzimniho vzorkovani
lokality 7 doslo ke snizeni o pouhych 0,72 G-1-! lymfocytd. Klesajici trend byl
zaznamenan i v lokalit¢ 11, kde vSak doslo ke snizeni o celych 30,94 G-I'l. K
podzimnimu nartstu této hodnoty doslo v lokalité 8. V témze misté a obdobi doslo i k
poklesu hodnoty celkového poctu monocyti. V pfipadé granulocytl, doslo u vSech
statisticky vyznamnych rozdili pouze ke snizeni pocti jednotlivych typt v pribéhu
podzimniho obdobi. Nejvétsi rozdil nastal u segmenttt v lokalité¢ 11, kde doslo ke
snizeni hodnoty 0 4,36 G-I-! a u nezralych granulocytti v krvi ryb z lokality 8, kde doslo
ke snizeni 0 4,79 G-I-! - viz Tab. C. 6.

Tabulka €. 5: Vysledné hodnoty hematologickych parametrii z jarniho a podzimniho obdobi
pro jednotlivé lokality. Jednotlivé vysledky jsou uvedeny jako aritmeticky primér +
smérodatna odchylka. Rozdily mezi skupinami oznacenymi odliSnym abecednim znakem jsou

statisticky vyznamné na hladiné P<0,05.

Lokalita 7 Lokalita 8 Lokalita 11

Jaro Podzim Jaro Podzim Jaro Podzim
RBC e b A B b
[T-1] 2,026 £0,57 | 1,800+0,30 | 1,694 +£0,46 | 1,30B+£0,11 | 1,20¢+£0,21 | 1,572+£0,22
WBC 22,752 + 2571 27,10 £ 58,257 £ '
[G-H] 17,93 | 10E360 1 533 12,60 16,14 | 17737%3.74
PCV b t
[1-11] 0,41:+0,12 | 0,425+0,08 | 0,33+0,06 | 033+0,02 | 0,21¢+0,05 | 0,35/ 0,04
Hb 86,832 + 111,420+ 91,92 + 83,31 + 59,644 + 93,470 +
[g1] 21,94 14,64 23,81 10,58 15,73 10,98
MCV 205,06 + 238,15+ 198,424 + 255,908 + 173,32¢ + 223,96 +
[f1] 51,65 47,45 31,77 31,69 23,47 34,31
MCH 49,51 + 54,874 & 64,468 + , 60,610 +
pel 13.63 62,99 £ 9,41 731 8.77 49,00 + 6,97 10,54
Il\l/llcl?c 024:+0,04 | 027°+£0,03 | 028+0,04 | 025+0,04 | 029+0,05 | 0,27+0,02
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Tabulka ¢. 6: Vysledné hodnoty leukogramu jarniho a podzimniho obdobi pro jednotlivé

lokality. Jednotlivé vysledky jsou uvedeny jako aritmeticky primér + smérodatna odchylka.

Rozdily mezi skupinami oznacenymi odlisnym abecednim znakem jsou statisticky vyznamné

na hladiné P<0,05.
Lokalita 7 Lokalita 8 Lokalita 11
Jaro Podzim Jaro Podzim Jaro Podzim
Lymfocyty . . 23,198 + 44,494 + 13,550+
(] 8,88:+6.48 | 8,160 4,35 | 9,604 4,28 189 1237 i
Monocyty N 5
(G-H] 4,06+3,18 | 038+0,29 |5,134+423|0,878+0,63 | 1,40 0,90 | 0,73 =0,50
[Sg;_';]e“‘y 3,1243,05 | 087+0,65 | 338243 | 1,71+0,90 | 6,17¢+2,78 | 1,810+ 1,25
Tyéky A B L
e 2,66+3,17 | 0324024 | 1,924 +0,71 | 0,435+ 0,20 | 1,330+ 0,90 | 0,450 +0,34
FG"ZI ﬁ”‘“' 404330 | 0,82+£0,49 | 5694 +448 [ 0,908+0,59 | 4,85¢+2,46 | 1,220 +0,53
4.2.3. Porovnani vysledki hematologickych vySetieni mezi lokalitami

v jednotlivych obdobich

Ve vzijemném porovnani vSech lokalit z jarnich odlovii lze pozorovat, ze v
nékterych paramrtrech se lokalita 11 statisticky vyznamné lisi od zbyvajicich dvou. U
ryb odlovenych z této lokality doslo k vyraznému sniZzeni hodnot RBC, PCV a
koncentrace hemoglobinu v porovnani s lokalitami 7 a 8. Naopak u téchto ryb vzrostlo
celkové mnozstvi bilych krvinek o 35,50 G-I-1, respektive 32,54 G-1-1. V diferencidlnim
poctu bilych krvinek byl u ryb z této lokality zaznamendn vyznamné vyssi absolutni

pocet 1 procentualni podil lymfocytt.

U ryb z podzimniho vzorkovani byly statisticky vyznamné rozdily zaznamenany
u stejnych hematologickych ukazatelii, jako na jafe, ale tentokrat byly lokality v jiném
poradi - viz Tab. ¢. 7. Nizs§i hodnoty celkového mnozstvi Cervenych krvinek byly
prokézany u ryb z lokality 8. Pfi porovnani lokalit 7 a 8 bylo zjiSténo, ze v lokalité 8
mély ryby v priméru o 16,55 G-1-! bilych krvinek vice. Vyznamny rozdil byl zjistén i
u hematokritové hodnoty a koncentrace hemoglobinu. V obou ptipadech byla vyssi
hodnota zaznamenéana u ryb z lokality 7. Pfi porovnani diferencidlniho poctu bilych

krvinek bylo zji$téno, Ze jedin¢ho statisticky vyznamného rozdilu doséhly lymfocyty
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v lokalit¢ 8. V porovnani s lokalitou 7 bylo u téchto ryb zjisténo o 15,03 G111, a

s lokalitou 11 0 9,64 G-1-! vice lymfocytt.

Tabulka €. 7: Vysledné hodnoty hematologickych parametrt ze vSech sledovanych lokalit pro

jednotliva obdobi. Jednotlivé vysledky jsou uvedeny jako aritmeticky primér + smérodatna

odchylka. Rozdily mezi skupinami oznacenymi odliSnym abecednim znakem jsou statisticky

vyznamné na hladiné P<0,05.

Jaro Podzim
Lokalita 7, Lokalita 8, Lokalita 11, Lokalita 7, Lokalita 8, Lokalita 11,
t=12 °C t=12 °C t=8 °C t=5°C t=7 °C t=5°C

RBC b b A B A
[T-H] 2,022 +0,57 | 1,692>+045 | 1,200+0,21 | 1,80~A+0,30 | 1,30B+0,11 | 1,574 +£0,22
WBC 22,752+ 25,712+ 58,250 + 10,554 + 27,108 £ 17,75AB +
[G-1] 17,93 15,33 16,14 5,60 12,60 5,74
PCV ; P t A B B
1] 0,402 +£0,12 | 0,332 +0,06 | 0,21>+0,04 | 0,424+ 0,08 | 0,338+0,02 | 0,358+ 0,04
Hb 86,832 + 91,922+ 59,640 + 111,424 + 83,31B+ 93,478 +
[ 1] 21,94 23,81 15,73 14,64 10,57 10,98
MCV 205,06 + 198,42 + 173,32 238,15+ 255,90 + 223,96 +
[f1] 51,65 31,77 23,47 47,45 31,69 34,31
MCH 49,51 £+ 60,61 +
[pe] 13.63 54,87 +£732 | 49,00+ 6,97 | 62,99 +9,41 | 64,46 + 8,77 10,54
1[\141(31?C 0,24 + 0,04 0,28 + 0,04 0,29 +£ 0,05 0,27 £0,03 0,25 +0,04 0,27 £0,02

Tabulka ¢. 8: Vysledné hodnoty leukogramu ze vSech sledovanych lokalit pro jednotliva

obdobi. Jednotlivé vysledky jsou uvedeny jako aritmeticky pramér = smérodatna odchylka.

Rozdily mezi skupinami ozna¢enymi odlisnym abecednim znakem jsou statisticky vyznamné

na hladin€ P<0,05.
Jaro Podzim
Lokalita 7, Lokalita 8, | Lokalita 11, | Lokalita 7, Lokalita 8, | Lokalita 11,
=12 °C =12 °C t=8 °C t=5 °C t=7 °C t=5 °C

Lymfocyty ) ) 44,490 + 1 23,195 + 13,554 +
(1] 8,88+ 6,48 | 9,60: 4,28 a7 |8164=43s| T g 4
Monocyty
(G-H] 4,06+3,18 | 5,13£423 | 1,40+ 090 | 0,38+0,29 | 0,87+0,63 | 0,73 +0,50
[SGengf“ty 3,12+3,05 | 3384243 | 6,17+2,78 | 0,87+0,65 | 1,71 £0,90 | 1,81+ 1,25
[Téfl‘_‘l']ky 2,65+3,17 | 1,92+0,71 | 1,33+0,90 | 032+024 | 043+0,20 | 045034
Fé’_zl'_lgira“‘ 404+330 | 569+4,48 | 485+2,46 | 0.82+0,49 | 0,90+0,59 | 1,22+0,53
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4.2.4. Porovnani vyslednych hodnot s fyziologickymi hodnotami

Pii porovnavani ryb z jarniho vzorkovani bylo nejvice parametrii mimo rozmezi
fyziologickych hodnot popsano u lokality 11 - viz Tab. €. 9. V tomto ptipadé doslo
ke snizeni hodnoty PCV na 0,21 1-1-1. Niz§i hematokrit mohl byt zplisoben nizkym
poctem cervenych krvinek, ktery byl na spodni hranici fyziologické hodnoty, a nizsi
hodnotou stfedniho objemu erytrocytti. U ryb z téZe lokality a obdobi doslo i1 k
nepatrnému snizeni celkové koncentrace hemoglobinu a s nim spojen¢ho hemoglobinu
erytrocytu (MCH) oproti fyziologickym hodnotam.

U ryb z podzimnich odlovii byly primérné hodnoty vSech parametri v ramci
fyziologickych rozmezi, kromé mirného zvyseni koncentrace hemoglobinu v krvi u ryb
z lokality 7. Toto navySeni zaroven ovlivnilo i vyslednou hodnotu MCH, kde byl zjistén
rozdil od horni hranice udavané fyziologické hodnoty o 2,99 pg. NavySeni hodnoty
MCH bylo zjisténo i u ryb ze zbylych lokalit, v té€chto ptipadech vSak nedoslo k nartistu
mnozstvi hemoglobinu.

Na zéklad¢ diferencidlniho rozpoctu leukocytii bylo zjisténo, Ze ryby z jarnich
odlovll v lokalitach 7 a 8 m¢ly vyrazné niz$i procentudlni zastoupeni lymfocytl - viz
Tab. ¢. 10. Naopak, v téchto lokalitdch doslo k nartistu zastoupeni monocyti. V lokalité
7 o 13,45 % a v lokalit¢ 8 o 11,06 %. Jediné snizeni procenta monocytl
pod fyziologickou hodnotu bylo popséno v lokalit¢ 11, kde vSak tato hodnota klesla
o pouhych 0,7 % oproti spodni hranici fyziologického normélu. U ryb ze vSech
sledovanych lokalit a obdobi bylo pozorovano navyseni koncentrace neutrofilnich
granulocytt nad uddvanou fyziologickou hodnotu. Nejvice markantni rozdil byl popsan
u ryb z lokality 7, které byly odebrany v jarnim obdobi. V tomto ptipadé se primerné
procentudlni zastoupeni neutrofilnich granulocytt navysilo o 30,05 %.

U CEV pozitivnich ryb doslo k vyraznému poklesu procentualniho zastoupeni
lymfocytt ve vSech lokalitach. Nejvétsi pokles byl zaznamenan v lokalité¢ 7, kde doslo
ke snizeni poctu lymfocyti o 36,2 % pod spodni hranici fyziologické hodnoty. Naopak,
u monocytli a neutrofilnich granulocytii byl zaznamendn nartst jejich procentudlniho
zastoupeni nad horni hranici fyziologickych hodnot takika ve vSech ptipadech. Jedinou
vyjimkou jsou monocyty v lokalit¢ 11, kde jejich zastoupeni ziistalo v intervalu

fyziologickych hodnot. V lokalitach 7 a 8 doslo az k ¢tyinasobnému nartistu monocyta
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oproti horni hranici fyziologické hodnoty kapra obecného. Obdobny nartast byl
zaznamenan i u netrofilnich granulocyti v totoznych lokalitach. V lokalité 11 doslo také
k nartstu procentudlniho zastoupeni netrofilnich granulocytd, avSak ne v takové mife.
V tomto piipad¢ hodnota procentudlniho zastoupeni vzrostla o necely dvouaptlndsobek

horni hranice fyziologické hodnoty - viz Tab. €. 11.

Tabulka ¢. 9: Porovnani hodnot hematologickych ukazateld ryb z jednotlivych lokalit a
obdobi s fyziologickymi hodnotami. Jako referencni fyziologické hodnoty byly pouzity
hodnoty uvadéné Svobodovou a kol. (2012). Jednotlivé vysledky jsou uvedeny jako

aritmeticky primér + smérodatna odchylka.

RBC [T-H] 1L1-18
WBC [G-}] 10— 80
PCV [I'H] 0,28 — 0,40
Hb [ g1 60— 100
MCYV [fl] 200 — 300
MCH [pg] 50 — 60
NBCIIII]C 0,20 — 0,26

RBC [T 1] 1,1-18
WBC [G-}] 10— 80
PCV [I'11] 0,28 — 0,40
Hb [ g-H] 60— 100
MCYV [fl] 200 — 300
MCH [pg] 50 — 60
l‘fﬁlflc 0,20—0,26

Poznamka: ® vysledna hodnota < fyziologickd hodnota, © vysledna hodnota je v rozmezi

fyziologické hodnoty, ® vysledna hodnota > fyziologicka hodnota
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Tabulka €. 10: Porovnani hodnot leukogramu ryb z jednotlivych lokalit a obdobi
s fyziologickymi hodnotami. Jako referencni fyziologické hodnoty byly pouzity hodnoty
uvadéné Svobodovou a kol. (2012). Jednotlivé vysledky jsou uvedeny jako aritmeticky

primér + smérodatna odchylka.

Lymfocyty
[%e]

Monocyty [%] 3-5
Neutrofilni
granulocyty 2-10
[%o]

Lymfocyty
(o]

Monocyty [%] 3-5

Neutrofilni
granulocyty 2-10
[%o]

Poznamka: ® vysledna hodnota < fyziologicka hodnota, © vysledna hodnota je v rozmezi

fyziologické hodnoty, ® vysledna hodnota > fyziologicka hodnota

Tabulka ¢. 11: Porovnani hodnot leukogramu CEV pozitivnich ryb s fyziologickymi

hodnotami. Jako referen¢ni fyziologické hodnoty byly pouzity hodnoty uvadéné Svobodovou

a kol. (2012). Jednotlivé vysledky jsou uvedeny jako aritmeticky primér + smérodatna
odchylka.

Lymfocyty
1]

Monocyty

[G-H] 3-5
Neutrofilni
granulocyty 2-10
[o]

Poznamka: ® vysledna hodnota < fyziologicka hodnota, ™ vysledna hodnota je v rozmezi

fyziologické hodnoty, ® vysledna hodnota > fyziologicka hodnota
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5. Diskuze

K tcelim této prace bylo vyuzito celkem padesit osm jedinci kapra obecného
ze tfi riznych lokalit. V jarnim a podzimnim obdobi bylo odloveno dvacet osm,
respektive tficet jedinct kapra obecného. V jarnim obdobi byly odlovovany vzorky ryb
z divodu zvySeného tthynu kapr v danych lokalitdich a na podzim byly tyto lokality
vzorkovany znovu pro ovéfeni mozné perzistence CEV ve tkanich ryb. V prubéhu
odlovovani ryb, manipulace s rybami a odbéru krevnich vzorki bylo dilezité zachazet s
rybami tak, aby nedochazelo k jejich nadmérnému stresovani. Setrné zachazeni bylo
dilezité, jelikoz plsobenim stresovych situaci miize dle Andersona a kol. (1985),
Svobodové a kol. (1991) a Fazia a kol. (2013) dochazet k ovlivnéni nékterych
sledovanych hematologickych ukazatelt.

Pti vn€j$im ohledani jedinct kapra obecného pfti jarnich odlovech byly nejcastéji
pozorovanymi patologickymi zménami zaberni tkdné¢ edém (otok tkan¢), zvySené
zahlenéni, krvaceniny a v neposledni fad€ i nekrézy v riznych fazich zavaznosti. Tyto
zmény byly ocekavéany, nebot’ jsou mnohymi autory uvadény jako hlavni patologické
zmény nachdzené u ryb infikovanych kaptim edema virem. Totozné patologické zmény
u kaprti nakazenych CEV ve svych studiich popisuji Oymatsu a kol. (1997), Haenen a
kol. (2014), Jung-Schroers a kol. (2015) a Lewisch a kol. (2015). NejcastéjSimi
zménami jinych tkani bylo zarudnuti bficha, mlé¢né zakaleny hlen a zvétSeni sleziny.
Obdobné patologické zmény popisuji ve své studii Oymatsu a kol. (1997), Miyazaki a
kol. (2005) a Lewisch a kol. (2015). Je vSak velmi dilezité brat v potaz skutecnost, ze
tyto patologick¢ zmény nejsou pro CEVD patognomické. Podobné zmeény jsou
zpusobovany kuptikladu koi herpesvir6zou. Tudiz nelze diagnézu CEVD stanovit pouze
na zéklad¢ patologicko-anatomického vySetieni, lze pouze vyslovit podezieni na
zéklad¢ nizké teploty vody v dob& tthynu ryb (Piackova a kol., 2019a).

Statistickym porovnanim vysledkli ryb CEV pozitivnich a CEV negativnich bylo
zjisténo, ze doslo ke statisticky vyznamnému rozdilu u celkového mnozstvi erytrocytii a
s nim souvisejicich hodnot hematokritu a mnozstvi hemoglobinu. Ve vSech ptipadech
byla stanovena vys$$i hodnota u CEV pozitivnich ryb. Obdobnou studii provedli
Lewisch a kol. (2015), ti vSak uvad¢ji, ze u CEV pozitivnich ryb doslo k poklesu

hodnoty RBC. Vyjma této zmény tito autofi popisuji, Zze u infikovanych kaprti doslo
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k lymfocytopenii (sniZzeni zastoupeni lymfocytl) az na pouhych 35 % a k neutrofilii
(zvySeni zastoupeni netrofilnich granulocytil), a to az na 64 %. V ramci této bakalarské
prace doslo ke statisticky vyznamnému rozdilu pouze u procentudlniho zastoupeni
neutrofilnich ty€ek. Ryby pozitivni na CEV vykazovaly zastoupeni ty¢ek 7,7 %, kdezto
ryby negativni pouze 3,4 %. OvSem u porovnani procentudlniho zastoupeni
jednotlivych typt leukocytl s fyziologickymi hodnotami kapra obecného, udavanych
Svobodovou a kol. (2012), 1ze pozorovat, ze u CEV pozitivnich ryb ze vSech lokalit
doslo k vyraznému poklesu zastoupeni lymfocyti a nartstu celkového mnozstvi
neutrofilnich granulocyti. Tato skutecnost pln€¢ odpovida vysledkiim uvadénym

Lewisch a kol. (2015) v jejich studii zamétené na CEVD.

Ve statistickém porovnani vysledkii hematologickych ukazatelti pro rozdilna ro¢ni
obdobi bylo zjisténo Ctrnact statisticky vyznamnych rozdili z celkovych jednadvaceti
porovnani na hranici vyznamnosti P<0,05. U celkového poctu erytrocyti doslo
k rozdilnym hodnotam ve vSech sledovanych lokalitach. U ryb z lokalit 7 a 8 bylo
zjisténo, Ze v pribéhu podzimniho obdobi je jejich hodnota RBC nizs$i, nezli tomu bylo
na jafe. Naopak, ryby z lokality 11 vykazovaly na podzim vys$i hodnotu RBC.
Obdobnou neshodu mezi lokalitami v témze rocnim obdobi popisuji ve své studii,
o pusobeni vlivll jednotlivych rocnich obdobi na kapra obecného, Vuren a Hattingh
(1978). Nutno vSak dodat, Ze v jejich studii byly zahrnuty pouze zdravé ryby. K témto
rozdilnym vysledkiim mohlo dopomoci, vyjma ndkazy CEVD, plisobeni jinych faktora
v kazdé z lokalit, ovliviiujicich hodnotu RBC (Anderson a kol., 1985). Vyssi hodnoty
PCV byly popsany ve vSech lokalitdch vZdy u ryb z podzimniho vzorkovani. V ptipadé
lokality 8 se vSak nejednalo o rozdil statisticky vyznamny. Vys§si hodnoty v podzimnim
obdobi byly téz popsany u MCV. Zde vSak hranici statistické vyznamnosti preklenuly
pouze rozdily v lokalitach 8 a 11. Srovnatelné rozdily popisuji ve své praci Le a kol.
(1976). V jejich publikaci uvadéji, ze v mésici listopadu byla zjisténd hodnota MCV
vyssi o 70,85 fl oproti hodnoté dubnové. Statisticky vyznamné rozdily byly urceny i
u hodnot hemoglobinu a MCH. V sedmé a jedenacté lokalité¢ byla zjiSt€éna vyssi
koncentrace hemoglobinu v podzimnim obdobi. Tato skutecnost vedla i ke zvySeni
hodnoty hemoglobinu erytrocytu (MCH) u ryb z lokality 11. Naprosto odlisné vysledky

popisuji Le a kol. (1976). Ti uvadi, ze v listopadu doslo, oproti dubnu, ke snizeni
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mnozstvi hemoglobinu i hodnoty MCH. U MCHC byla vyznamny rozdil zaznamenan
pouze u ryb z lokality 7. V tomto ptipad¢ doSlo ke zjisténi mirné vyssi hodnoty
v podzimnim obdobi. Ve zbylych lokalitdch vSak doslo k pfesnému opaku. Nesourodych
vysledkli hodnot MCHC u kapra obecného doséhli ve své praci i Vuren a Hattingh
(1978). Z jejich studie je patrné, Ze piisobeni stejnych sezénnich podminek v riznych
lokalitach, nevede k obdobnym vysledkim hematologickych ukazateli a proto je
zapotiebi brat toto porovnani spise jako doplitkové a kontrolni. DileZzité je brat u tohoto
stanoveni v potaz i to, ze nadpolovicni vétSina ryb odlovenych v jarnim obdobi byla
CEV pozitivni, kdeZto ryby z podzimnich odlovli byly ze sta procent CEV negativni.
Pokud bychom chtéli znat pfimy vliv sezénnich podminek na hematologické parametry
ryb, je nutné zabranit pfi studii vlivu jakykoliv jinych faktort.

Pti vyhodnocovani rozdilli diferencidlniho poctu leukocytli mezi ro¢nimi obdobimi
byly statisticky vyznamné rozdily stanoveny u vSech sledovanych typt bilych krvinek.
K vyraznému navySeni poctii lymfocytid v podzimnim obdobi doslo u ryb z lokality 8.
Naopak markantné niz8i podzimni hodnoty byly zaznameniny u ryb odebranych
z lokality 11. Nezanedbatelny rozdil monocytti byl objeven u jedinct kapra obecného
z lokality 8. V tomto piipadé doSlo ke snizeni celkového poctu monocyti u ryb
odebranych na podzim o 4,26 G-1-1. U kaprii odlovenych na podzim bylo v krvi, oproti
rybam z jarnich odbérli, stanoveno mens$i mnozstvi vSech sledovanych typi
granulocytii. Vy$§i hodnoty u ryb odlovenych v jarnim obdobi Ize dle Vurena a
Hattingha (1978) a Luskové (1997) vysvétlit vyssi teplotou vody pii odlovu ryb. Nebot’,
jak autofi uvadéji, diky vySs$im teplotdm dochazi k nartstu celkového poctu leukocyti.
Své pii porovnavani jarniho a podzimniho obdobi sehral i fakt, ze mezi jedinci
z podzimnich odlovil nebyla zadna ryba CEV pozitivni. Vyznamnost vlivu patogennich
¢initeli na diferencialni pocet bilych krvinek potvrzuji Steinhagen a kol. (1997), Pravda
a Svobodova (2003), Lutnicka a kol. (2018) a Vali a kol. (2020).

Pii vzajemném porovndni ryb odebranych na jafe z jednotlivych lokalit byly
zjistény signifikantni rozdily u hodnot RBC, WBC, PCV, Hb a mnoZstvi lymfocyti.
Vsechny tyto rozdily byly popsany u ryb z lokality 11. V jejich krvi byla stanovena
niz§i hodnota PCV a Hb oproti rybam ze zbyvajicich lokalit, niz8i celkové mnozstvi

cervenych krvinek oproti rybam z lokality 7 a markantni nartist celkového mnozstvi
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bilych krvinek a lymfocyti. Svou roli v odliSnosti pouze jedné lokality by mohl sehrat
faktor teploty a ndkazy CEVD. Nebot’ teplota, pii které byly ryby z lokality 11
odebirany, byla o 4 °C niz$i nez ve zbylych dvou mistech. Zjisténé hodnoty
neodpovidaly tvrzeni Luskové (1997) o navySovani celkového poctu bilych krvinek
s rostouci teplotou, nebot’ pravé hodnota WBC byla nejvyssi u ryb, které byly odebrany
z chladnéjsi vody. Lze usuzovat, ze odliSnost v lokality 11 mohla zptisobit i skute¢nost
nejmensiho procentudlniho zastoupeni CEV pozitivnich ryb ze vSech lokalit. Prave
mensi zastoupeni CEV pozitivnich ryb mohlo zpiisobit zjistény statisticky vyznamny
rozdil poctu lymfocyti. Ty totiz byly v krvi ryb z lokality 11 zastoupeny v nasobné
vEtsi mife, nez tomu bylo u ryb z lokality 7 a 8. Toto konstatovani lze podlozit tvrzenim
Drastichové a kol. (2004). Tito autofi tvrdi, ze k poklesu mnozstvi lymfocyti dochazi
plusobenim infek¢nich vlivli. Pokud tedy nedoSlo ke snizeni pocti lymfocytli vlivem
nakazy CEVD u stejn¢ho procenta ryb jako ve zbylych lokalitdich, mize byt vyssi
primérna hodnota lymfocytl u ryb z lokality 11 zplisobena prave takto.

Vzijemné porovnani lokalit z podzimniho obdobi odhalilo statisticky vyznamné
rozdily u stejnych hematologickych ukazatelii. V tomto ptipad¢ vSak nemohla vysledky
ovlivnit ndkaza CEVD, nebot” vS§echny ryby odlovené na podzim byly CEV negativni.
Zjisténou vyssi hodnotu WBC u ryb z lokality 8 oproti lokalit€¢ 7 mohla ovlivnit vyssi
teplota v lokalité 8. Zjisténé zvySené mnozstvi lymfocytil v lokalité 8 1ze vysvétlit prave
veétsim celkovym poctem bilych krvinek, nez ve zbylych dvou lokalitach, nebot’ ani
procentudlni zastoupeni lymfocytli mezi lokalitami nedoznalo vyraznych rozdilt. AvSak
je dulezité brat v potaz fakt, ze v kazdé z lokalit na ryby mohlo plsobilo Siroké
spektrum rozdilnych faktord, které nasledné¢ mohly ovlivnit zjisténé hodnoty. Proto
nelze teplotu a ndkazu CEVD jednoznacné oznacit za faktory zptsobujici tyto rozdily.

Vysledky této bakalarské prace shrnuji a popisuji nékteré zmény v krevnim obrazu
ryb, které mohou byt zplsobené nakazou CEVD. AvSak dle mého nazoru, je velmi
dilezité pro komplexnéjsi pochopeni a popsadni zmén zptsobovanych CEVD provést
studii, ve které bude pifedchazeno pusobeni rozdilnych vlivii, ¢i bude provedeno
porovnani s kontrolni skupinou zdravych ryb ve srovnatelnych podminkach. Pouze
v tomto piipad€é by bylo moZzno oznacit pfipadné zmény za zmény zplsobené vyluéné

infekci kaptiho edema viru a nemoci s ni spojenou.
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6. Zavér

Cilem této bakaldiské prace bylo posoudit pfipadné zmény hematologickych
ukazatelli, zptisobené edémovou nemoci kapri (CEVD), u nejvyznamnégj$iho rybiho
druhu pro ¢eskou akvakulturu - kapra obecného (Cyprinus carpio). Mezi zdravymi a
nakazenymi rybami byly porovnavany zakladni hematologické ukazatele: pocet
erytrocytll, pocet leukocytli, hematokritovd hodnota, mnoZstvi hemoglobinu, stfedni
objem erytrocytu, hemoglobin erytrocytu, stfedni barevna koncentrace a diferencidlni

rozpocet leukocytt.

Po stanoveni jednotlivych hematologickych ukazateli a porovnani hodnot
infikovanych ryb oproti rybdm neinfikovanym kapfim edema virem byl prokazan
statisticky vyznamny rozdil v celkovém poctu erytrocytd (RBC), hematokritové
hodnoté¢ (PCV) a mnozstvi hemoglobinu (Hb). U téchto parametri dosSlo k narastu
hodnoty oproti rybam CEV negativnim. V ramci diferencidlniho poctu leukocytli byl
jedinym signifikantnim rozdilem nartst procentudlniho zastoupeni tycek v krvi CEV
pozitivnich ryb.

Vysledky bakalatfské prace shrnuji nékteré patologické i hematologické rozdily,
zpusobené touto relativné novou nakazou virového pivodu. I pfestoZze mohou vysledky
dopomoci k lepSimu poznani choroby, je dilezité brat v potaz moznost ovlivnéni
vysledkl hematologickych parametrii i jinymi vlivy nez samotnou ndkazou CEVD. Do
budoucna bude velmi diilezit¢ podrobovat ndkazu CEVD dal§im studiim, nebot’ se mtze
stat jednim z hlavnich ¢initeld ohrozujicich rybni¢ni akvakulturu kapra obecného v

Ceské republice i v Evropg.
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12. Abstrakt

Cilem bakalatské prace bylo posoudit vliv edémové nemoci kapri, zpisobované
kaptim edema virem, na vybrané hematologické ukazatele krve nakazenych jedincii
kapra obecného (Cyprinus carpio) a nasledné porovnat vysledné hodnoty
hematologickych faktort nakazenych ryb oproti rybam neinfikovanym kapiim edema

virem.

Dvacet osm jedinct kapra obecného bylo odloveno v jarnim obdobi roku 2019
ze tii raznych lokalit na zaklad¢€ podezieni na vyskyt edémové nemoci kaprti. V priabéhu
podzimu bylo odebrano z totoznych lokalit dalSich 30 jedincd. Ti byli uréeni pro
otestovani pretrvavajiciho vyskytu virové DNA v Zaberni tkani. Kazdé testované ryb¢
byly odebrany vzorky krve a zaberni tkan¢. Z odebrané Zaberni tkdn¢ bylo provedeno
stanoveni pritomnosti DNA kapiiho edema viru metodou PCR. Ze ziskané krve bylo
stanoveno celkové mnozstvi erytrocyti (RBC), pocet leukocytii (WBC), hematokritova
hodnota (PCV), mnozstvi hemoglobinu (Hb), stfedni objem erytrocytu (MCV),
hemoglobin erytrocytu (MCH), stfedni barevna koncentrace (MCHC) a diferencialni
rozpocet leukocytt.

Ze zjisténych vysledkl je patrné, ze u CEV pozitivnich ryb doslo ke statisticky
vyznamnému rozdilu hematologickych ukazatelli u celkového poctu erytrocyti (RBC),
hematokritové hodnoty (PCV) a mnozstvi hemoglobinu (Hb). U téchto parametrti doslo
ke zvySeni hodnoty v porovnani s CEV negativnimi rybami. Jedinym signifikantnim
rozdilem diferencidlniho poctu bilych krvinek je narast procentualniho zastoupeni tycek
u CEV pozitivnich ryb. Je vSak dllezité zminit, Ze ke zmén€ hodnoty nékterého
z hematologickych faktorii mtize dojit nejen vlivem ndkazy CEVD. To dokladaji
1 statisticky vyznamné rozdily mezi jedinci kaprii z jarniho, ¢i podzimniho obdobi a
z jednotlivych odbérovych lokalit. U téchto rozdill se 1ze domnivat, ze byly zplisobené
pusobenim dal$ich vlivl, jakymi naptiklad jsou rozdilnd kvalita vody, teplota, hustota

obsadky, reprodukéni cyklus, toxické latky a patogenni organismy.

Klicova slova: edémova nemoc kaprl, hematologické faktory, hematologie ryb,

kapr obecny, kapii edema virus, leukocyty, leukogram
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Abstract

The aim of the bachelor thesis was to describe the effect of carp edema virus
disease caused by carp edema virus on selected hematological factors of blood of
infected common carp (Cyprinus carpio). Subsequently, the results of infected and

uninfected fish were compared with each other.

Twenty-eight carp were caught in the spring of 2019 from three different locations
on suspicion of carp edema virus. During the autumn, another 30 carp were taken from
identical localities. Fish from the autumn period were caught to test the persistence of
viral DNA in gill tissue. Blood and gill tissue samples were taken from each tested fish.
Total erythrocyte count (RBC), total leukocyte count (WBC), packed cell volume
(PCV), amount of hemoglobin (Hb), mean cell volume (MCV), mean cell hemoglobin
(MCH), mean cell hemoglobin concentration (MCHC) and differential white blood cell

count were determined from blood samples.

The results show that in CEV positive fish there was a statistically significant
difference in total erythrocyte count (RBC), packed cell volume (PCV) and amount of
hemoglobin (Hb). The values of these parameters increased compared to CEV negative
fish. The only significant difference in the differential white blood cell count is an
increase in the percentage of neutrophil bands in CEV-positive fish. However, it is
important to note that a change in the value of haematological factors may occur not
only due to CEVD infection. This is also evidenced by statistically significant difference
between carp from the spring or autumn period and from individual localities. For these
difference, it can be assumed that their difference was caused by influences such as
different water quality, temperature, stocking density, reproductive cycle, toxic

substances and pathogenic organisms.

Keywords: carp edema virus disease, haematological factors, fish haematology

common carp, carp edema virus, leukocytes, leukogram
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