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1 Uvod

Cilem predkladané bakalarské prace je posoudit a ovérit vliv fenbendazolu a
praziquantelu (antiparazitika) na zvolené hematologické ukazatele u zastupci ryb
Celedi kaprovitych (Cyprinidae) - amura bilého (Ctenopharyngodon idella),
nakaZzeného motolici oc¢ni (Diplosotomu spathaceum). Hlavni prinos spociva
v analyze hematologickych ukazatelli a vyvozeni poznatkil o 1é¢bé tohoto ¢astého
parazitarniho onemocnéni. Dale bude posuzovan vliv aplikovaného fenbendazolu a
praziquantelu na zdravotni stav oSetienych ryb. Na podkladé zjisténych vysledki
poté bude navrzeno a zdivodnéno aplika¢ni schéma téchto 1éciv pro ryby.

Téma bakalarské prace jsem si vybral, protoZe zdravotni stav ryb povaZzuji za
jeden z nejvice limitujicich a velmi podstatnych faktor@ v odchovu ryb. Na izemi CR
neni v soucasnosti registrovano zZadné parazitarni léc¢ivo pro hospodarské druhy
ryb, proto je velmi dillezité zjisStovat ucinnost, vyuziti a dopady aplikace 1é¢ivych
piipravkii ptsobicich na problematické infekce cilovych druht zvirat, v nasem
piipadé ryb. Rovnéz jsem se chtél seznamit se zplisoby diagnostiky a nasledné 1é¢by

parazitarnich onemocnéni u ryb.



2 Literarni prehled

2.1 Zdravotni stav ryb

Pod pojmem zdravi ryb si lze predstavit normalni fyziologickou cinnost
jednotlivych organl a potazmo i celého organismu. Zdravotni stav ryb je jednim
kontrolovat. Zdravotni stav ryb hodnotime v jejich prirozeném prostredi a
posuzujeme zejména vzhled Zaber, kiize, oc¢i a vSech ¢asti viditelnych pouhym okem
(Branson, 2008).

ZhorSenim zdravotniho stavu ryb, na zakladé sniZeni odolnosti organismu,
vyZivové kondice nebo vlivem fyzikalnich (teplota, pH), chemickych (vyskyt téZkych
kovii ¢i kyselin) a mechanickych (poskozeni kiliZe, jind poranéni) faktorl, miize dojit
k onemocnéni ryb (Lotocki, 2011). Nemoci ryb pak miizeme definovat jako
abnormalni stav, charakterizovany postupnou degeneraci rybi schopnosti udrzovat
omezujicim faktorem v akvakulture. Vzhledem ke stale zvétSujici se snaze o vyssi
vytéznost v akvakulture, narlista hustota obsadek a snadno se tak pirenasi patogeny
zjedné ryby na druhou (Brasard a kol, 1982). Podle Rolbieckiho (2006) se
druhotnost a hojnost onemocnéni méni s vékem ryb a s kvalitou prostredi. Kazda
kategorie ryb je tedy vystavena jinym druhfim onemocnéni.

Z diivodu vysokych hospodatskych ztrat zpiisobenych pravé nemocemi ryb,
doslo v poslednich desetiletich k pokroku ve znalostech piredevsim rybich parazitd,
kteri maji Spatny vliv na celkovy zdravotni stav ryb (Barassa a kol, 2003). Témto
hospodarskym ztratam je nutné predchazet spravnou a pravidelnou péci o zdravi

ryb (Woo, 1998).



2.2 Amur bily (Ctenopharyngodon idella)

Amur bily (Ctenopharyngodon idella) se tadi do tridy ryby (Osteichthyes),
nadfadu  kostnati  (Teleostei), Ttadu maloostni (Cyprinyformes) rodu
Ctenopharyngodon, a Celedi Cypriniae.

Plivodnim aredlem rozsireni tohoto druhu je vychodni Asie, bliZe tedy okoli mést
Ning-po, Shanghai, jezero Tungling nebo Hunan. V této geografické roviné zaujima
Amur predni pricky v celosvétové produkci sladkovodni akvakultury. V celkovém
objemu chovu pfes 5 miliontl tun je tato ryba nejvyznamnéjsi chovana ryba svéta
(Lusk a kol, 2008). V Rusku se nachazi v povodi reky Amur aZ po Kumary u
Blagovéscenska (Barus a Oliva, 1995). Na naSe uzemi se dostal v 60. letech 20. stoleti.
volnych vodach obyva prevazné stfedni ¢i dolni useky tokl fek nebo pomalu
proudicich vod, odkud podnika potravni migrace do vegetaci zarostlych ramen. Je
velmi plachym reofilnim druhem (Krupauer, 1989). Potravu také vyhledava
v litordlni oblasti nadrzi a vodnich tokt. Idedlni potravni a pohybovou aktivitu
vykazuje pri teploté 20-28 °C. Nahlou zménou teploty vody miize dojit k doc¢asné
omezenému piijmu potravy. Amur je velmi odolnym druhem ryby. Je tolerantni viici
poklesu obsahu kysliku ve vodé (0,5-0,9 mg. I'1) a vyssi salinité. Tyto vlastnosti mu
umoznuji prezit i v brakickych vodach (Hanel a Lusk, 2005).

Amufri pladek prijima potravu v podobé jemného zooplanktonu, zoobentosu
nebo ras, které postupné nahrazuje makrovegetaci. Pro prijem tohoto druhu potravy
je dokonale vybaven typickymi poZerakovymi zuby.

Télo méa protahlé aZ torpédovité, pokryté cykloidnimi $upinami. Sirokou hlavu
doplnuji stfedné postavena tsta bez pritomnosti zubti a nizko posazené oci se zlatou
barvou duhovky. Hrbetni ¢ast téla po celé délce lemuje tmavé zelenda barva,
prechazejici do stribrité barvy Supin az po svétle bilé bricho.

Amur je typickym pelagofilnim druhem ryby. V naSem prostiedi se nedokaze
prirozené vytrit, proto je jeho vyskyt podporen umélym vytérem. Samci pohlavné
dospivaji ve stari 3 aZ 4 let, jikernacky o rok pozdéji. Ve vytérovém obdobi (Cerven)
je u ryb patrny pohlavni dimorfismus. U mli¢aki je typickd zdrsnéna pokozka na
prsnich ploutvich. Jikernacky maji objemnou bfisni partii. Jikry jsou silné bobtnavé

a nelepivé, vznasejici se ve vodnim sloupci (Dubsky a kol., 2003).



V akvakultuie se amur vysazuje do rybnikii jako doplitkova ryba v polykulture
s kaprem a linem. Ve vodnim prostredi potlacuje rozvoj nezadouci makrovegetace.

V monokultute se chova jen jako plidek (Hartman a Regenda, 2014).

2.3 Mnohobunécni - Metazoa

V naSich podminkich se mizeme setkat se Sirokou Skalou parazitarnich
onemocnéni ze skupiny mnohobunécni - Metazoa. Mezi tyto mnohobunécné
parazity ryb spadaji zastupci kmeni: plosténci (Platyhelminthes) - jednorodi
(Monogenea), tasemnice (Cestoda), motolice (Trematoda), hlistice (Nematoda),
vrtéjsi (Acenthocephala) a krouzkovci (Annelida) - pijavice (Hirudinea).

VSechny tyto kmeny ze skupiny mnohobunécnych (Metozoa) spojuje sloZity
vyvojovy cyklus zahrnujici az nékolik mezihostiteli. Mezihostitele miiZzeme
charakterizovat jako hostitelsky organismus, kde dany parazit prochazi preménou
ve vyvojovém stadiu. VSechny vyvojové cykly mnohobunécénych konci v definitivnim
hostiteli. Definitivniho hostitele miizeme charakterizovat jako organismus, ve
kterém parazit dokonci sviij vyvojovy cyklus, pohlavné dospivd a zacinad se
rozmnozovat. Definitivni ¢i finalni hostitel se pak druhové 1isi podle jednotlivych

zastupct kment (Woo, 2006).

2.4 Motolice

Motolice patii do tridy bezobratlych prvotstych zivocichti, spadajicich do
kmene plosténcii (Platyhelminthes). Vyznacuji se slozitym nepiimym vyvojovym
cyklem. Ve vSech pripadech je prvni mezihostitel mékkys, v dalSich cyklech svého
vyvoje uz se hostitel mezidruhoveé lisi. Proto mliZeme povazovat mékkyse za velmi
podstatny druh pro Zivot motolic. Motolice dokaZi byt pomoci svych fyziologickych,
biochemickych a vyvojovych vlastnosti ispéSnymi cizopasniky s velkou variabilitou
hostitelli. At uz se jedna o ptaky, savce, clovéka, plazi, paryby a ryby. Jsou zastoupeny
ve vSech typech ekosystémi napiic celym svétem (Kearn, 1998).

Motolice jsou prevazné hermafroditi s dvéma aZ tremi mezihostiteli. Dospély

jedinec produkuje az 300 vajicek denné. Vajicka jsou tmavé hnédé zbarvena
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s typickym silnosténnym ovalnym tvarem. Kazdé vajicko obsahuje embryo
(miracidium), které vypliiuje témér cely jeho vnitfni prostor. Ryhovani vajicka
probiha uz v déloze motolice nebo az ve vodnim prostredi (Hordk a Scholz, 1998).
Hlavni ulohou vajicek je projit pres krevni recisté do streva nebo do mocového
méchyre, aby se mohla s exkrementy hostitele dostat do vodniho prostredi (Toledo
a Fried, 2014). Vajicka nejsou u vSech motolic stejna. Zastupci ¢eledi Notocotylidae
maji na obou pdlech vajicka filamenty neboli dlouha vlakna (Rysavy a kol, 1982).
Vajicka se ve vodnim prostredi oteviou za pomoci vicka zvaného operculum (Volf a
Hordk, 2007). Vyjimkou jsou zastupci motolic ¢eledi Schistomatidae, které oteviraji
vajicko prasknutim stény. PredCasnému otevieni ¢i prasknuti vajicka zabranuji
sloZité mechanismy vyvojového cyklu (Hordk a Scholz, 1998). Hlavnimi faktory, které
spousti lihnuti vajicek, je zména osmotického tlaku, ale také teplota vody, svételna
perioda, mnoZstvi kysliku a oxidu uhlic¢itého ve vodé nebo pH (Toledo a Fried, 2014,
Bernes, 1988). K vylouceni vajicka z téla hostitele do vodniho prostredi dochazi modi,
trusem nebo pres zabry (Toledo a Fried, 2014). Po tomto cyklu se objevi na povrchu
vajicka mnoho rasinek tzv. cilii z epidermalnich desticek. Z vajicka motolice se tak
stava obrnéna larva miracidium, ktera se aktivné pohybuje. Miracidie reaguji na
svétlo, maji o¢ni skvrny a poharky s pigmentovymi granulemi nebo cockami (Hordk
a Scholz, 1998). Po vylihnuti z vajicka miracidie aktivné vyhledava mezihostitele-
mékkyse. Tento proces trva maximalné 12 hodin. KdyZ v této dobé miracidie
mezihostitele nenajde, dojde kvyCerpani energetickych zasob glykogenu a
miracidium umira (Toledo a Fried, 2014). Ne vSechna miracidia jsou schopna najit
vcas hostitele. Urcité mnozstvi mékkysi je viici napadeni imunni. To znamena, Ze
miracidium do mlZe nepronikne a dal pokracuje ve vyhledavani hostitele (Duras,
2014). Kdyz maracidium ve vodnim prostredi svého hostitele nalezne, vyhledava na
jeho téle mékké tkané - svalnaté nohy mékkyse. Tak je prinik motolic do téla
mékkysti co nejméné energeticky narocny. Pomoci proteolytickych enzyml z
hlavovych Zlazek i ¢innosti apikalni papily (Hordk a Scholz, 1998) trva vstup do
vnitrnich tkani jen nékolik malo minut (Toledo a Fried, 2014). Opakované napadeni
stejného mékkySe je uz mnohem jednodussi, protoZe mékkys ma oslabenou imunitu
z predchozich dtokd miracidii (Duras, 2014). Pti vstupu do mezihostitele ztraci
miracidium své rasinky a zac¢ina se prizpisobovat tkaniovému prostredi. Preméni se

v protahly utvar s velmi tenkou sténou, ktery se prichyti ke sténé ledvin, stieva nebo
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hepatopankreatu (Hordk a Scholz, 1998). Toto vyvojové stadium motolic nazyvame
primarni sporocysta. Ve sporocysté dochazi k nepohlavnimu (asexualnimu) déleni a
vzniku mnoha sekundarnich sporocyst. Kromé sekundarnich sporocyst mohou
vznikat takeé tzv. redie, které jsou charakteristické svou vétsi aktivitou a pohyblivosti
neZ sporocysty. Predni ¢ast téla redie tvori vybézky pripominajici limec. Ten slouzi
jako pohybovy organ. Redie se usazuji nejcastéji v travicich zZlazach mékkyse, kde
plisobi znac¢né skody tim, Ze poziraji hostitelskou tkan nebo i larvalni stadia jinych
motolic (Hordk a Scholz, 1998). V kazdé sekundarni sporocysté mliZze vzniknout az
nékolik tisic cerkarii. Jakmile jsou cerkarie plné vyvinuty, opoustéji sekundarni
sporocystu a presouvaji se z mékkyse, pronikaji pres mékké tkané do vodniho
prostiedi (Toledo a Fried, 2014). MnoZstvi vyprodukovanych cerkarii zaleZi na
velikosti mékkyse, pohybuje se v fadech nékolika stovek aZ po tisice cerkarii denné
(Duras, 2014).

Ocas cerkarii neslouzi jen k pohybu, ale i jako opora pti pronikani do kiize
definitivniho hostitele. Pomoci energeticky velice naro¢nych stahti ocasu a téla se
cerkarie zavrtavaji hloubéji do kiize hostitele. Ve svrchnich vrstvach pokozky
dochézi k odlouceni ocasu. U cerkarii nejvice studovanych druhli motolic bylo
nalezeno nékolik typl bunék, napt. smyslové, svalové nebo nervové. Po celé délce
ocasu probiha vylucovaci trubice, ktera je zakoncena vyluc¢ovacimi péry. Podstatnou
cast objemu téla zaujima acetabularni Zlaza a jeji obsah. Tyto Zlazy produkuji velké
mnoZzstvi sekretu slouziciho k uchyceni na povrchu kiize hostitele. Sekret také
usnadiiuje priinik skrz jednotlivé vrstvy pokozky. BEhem priiniku jsou postupné
zasoby sekretu vycCerpany a nasledné zanikaji i Zlazy. Cerkarie maji kratkou
Zivotnost, stejné jako miracidium, neprijimaji potravu (viz niZe). Jejich jedinym cilem
je infikovat vhodného definitivniho hostitele (Toledo a Fried, 2014), kterého najdou
pomoci chemickych signalt (jedinecnych pro kazdy druh). Cerkarie samy o sobé
nejsou moc pohyblivé (nékolik metri za zivot), proto k lepsSimu a samoziejmé
rychlejSimu prenosu k hostiteli vyuZivaji povrch vody, ktera se diky vétru vini a
umozni jim tak prekonat vzdalenost vice nez 1 km (Duras a kol, 2012). Cerkarie
miiZeme rozdélit podle dalsiho vyvoje na penetrujici cerkarie, které pronikaji do
konec¢ného hostitele, nebo na metacerkarie.

Po vstupu do kiize musi cerkarie projit fadou morfologickych a fyziologickych

zmén a prizplisobit se tak zméné prostiedi ze sladkovodniho do prostiedi tkaniovych
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struktur. Z cerkdrii se stavaji parazitujici motolice. U nékterych druhli mizou
motolice prezivat aZ nékolik dni v kiiZi, neZ projdou do krevniho recisté (Toledo a
Fried, 2014). Po dosazeni vhodnych podminek za¢ind motolice riist (Hordk a Scholz,
1998). Velikost dospélych motolic se lisi u jednotlivych druhi, ale zpravidla plati, Ze
samc¢i motolice jsou Stihlé a kratké, zatimco samici jsou velmi robustni se silnymi
piisavkami. Délka téla samcili se pohybuje v rozmezi 6-13 milimetr(, téla samic v
rozmezi 10-20 milimetrt (Toledo a Fried, 2014). Motolicim, které ptlisobi jako
paraziti v krevnim obéhu, chybi predni i zadni prisavky, nemusi se prichycovat ke
sténé organ, volné proudi s krvi v cévach svého hostitele (Lotocki, 2014).

Nemoci, které zptisobuji motolice u ryb, jsou zndmé pod nazvem trematodozy. Mezi
zavazna onemocnéni u ryb radime motolice Diplostomum spathaceum, Sanguinicola

inermis nebo Sanguinicola aromata, poptipadé Posthodiplostomum cuticola.

2.5 Motolice oc¢ni (Diplostomum spathaceum)

Prvni zminky o motolici o¢ni Diplostomum spathaceum se objevily uz na za-
catku 19. stoleti, kde Rudolphi (1819) popisuje a charakterizuje tento druh. V roce
1951 uz byl druh Diplostomum sp. rozsifen a potvrzen ve vSech koutek Evropy, Asie,
ale i v Severni Americe (Markevic, 1949). U moftskych druhti ryb byla potvrzena pri-
tomnost motolic o 7 let pozdéji, kdy se uvadéji nalezy metacerkarii hned v nékolika
morich. Areal rozsireni se tedy rozrostl na Kaspické, Cerné, Aralské a Baltické mote
(Poljanskij, 1958). Podle nékterych poznatki se ve stiedni Evropé vyskytuji pod na-
zvem Diplostomum spathaceum, ale je pravdépodobné, Ze se vyskytuje vice pribuz-
nych druhti obtiZné rozeznatelnych. Proto se v nékterych zdrojich rozchazeji jejich

nazvy (Scholz a Hordk, 1998).
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Vyvojovy cyklus motolice o¢ni (Diplostomum spathaceum):

Obr. & 1: Zivotni cyklus motolice o¢ni (Diplostomum spathaceum). Parazité se pohlavné
rozmnoZuji ve strevé ryboZravych ptakd (1), ti uvolnuji vajicka (2), ktera se lihnou ve vodnim
prostiedi (3). Miracidia infikuji sladkovodni plze (4) a asexualné se reprodukuji. Tak vzniknou tisice
cerkarii (5) vyhledavajici dalsiho mezihostitele - rybu. Cerkarie pronikaji do ryb a usazuji se v o¢nich
¢ockach, kde se vyviji v metacerkarie (6). Zivotni cyklus je dokonéen poté, co nakaZenou ¢ocku pozie

rybozravy ptak (Dogiel a kol, 1961).

Motolice o¢ni ma komplexni Zivotni cyklus, ktery zacina sexualni reprodukci
ve stievé ryboZravych ptdki. Vajicka motolice se pomoci ptacich exkrementl
dostavaji do vody, kde se volné lihnou. Poc¢ate¢ni staddium vyvoje (vajicka) tohoto
druhu motolice je obdobny jako u ostatnich druhii motolic popsanych v kapitole 2.4.
DalSi fazi vyvoje je obrvena larva (miracidium), ktera po vylihnuti aktivnim
zplisobem vyhledava prvniho mezihostitele, nejcastéji plovatku bahenni (Lymnaea
sp.) nebo jiné druhy vodnich plzi. Po aktivnim nalezeni mezihostitele se soustireduje
na jeho mékke tkané, nejCastéji svalnatou nohu. Diky mékké tkani tak pri vstupu do
téla spotrebuje malé mnoZstvi energie ze svych energetickych zasob.
V hepatopankreatu plovatky se dale vyviji az do stadia cerkarie, které nasledné
tohoto hostitele opousti. UZ v nedavné historii bylo prokazano, Ze aktivita cerkarii je
uzce spjata s teplotou vody a rocnim obdobim (Sasmann, 1964). Cerkarie se uvoliuji
z mezihostitelskych plzl az pri teploté vody 10 °C. Se vzristajici teplotou vody se

zvySuje pocet uvolnénych cerkarii ve vodé, které vyhledavaji dalSiho mezihostitele.
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Nejvétsi aktivitu cerkarie vyvijeji ve vodé o teploté 18-22 °C (Svobodovd a Faina,
1992). S klesajici teplotou klesa i jejich aktivita. Schopnost prezZiti cerkarii ve vodé je
priblizné 48 hodin od chvile, kdy opusti prvniho hostitele. Hranice Zivotaschopnosti
miize byt téz ovlivnéna teplotou vody. ZvySe uvedenych informaci vyplyva
souvislost vyvoje cerkarii srocnim obdobim. Nelze ovSem vyloucit, Ze se
Diplostomum spathaceum neobjevi ve vodnim prostredi i v zimnich mésicich. Dalsim
mezihostitelem je velké mnozstvi druhti sladkovodnich i motskych ryb s prevahou
Celedi ryb Kkaprovitych (Cyprinidae). Nejzavaznéjsi potize zplisobuje v chovu
lososovitych ryb a pti odchovu plidku bylozravych ryb (Roberts a Shepherd, 1986).
Naopak nejmenSi intenzita napadeni je patrna u lina obecného (Tinca tinca)
(Svobodovda a Faina, 1992). Poté co nalezne cerkarie svého nového hostitele v podobé
ryby, odpadava ji rozeklany ocasek kvili lepsi pohyblivosti v krevnim recisti a
pronika pres kiizi nebo Zabernimi listky do téla hostitele. Krevnim obéhem poté
doputuje az do oka, kde napada oc¢ni ¢ocku. Zde se odehrava dalsi stadium vyvoje -
preména cerkarii v metacerkarie. Jde o proces, ktery trva nékolik hodin az tydni
(Volf, 1952). Metacerkarie jsou velmi podobné dospélym jedinciim. V tomto stadiu
dortista jedinec velikosti 0,4 az 0,5 mm. Nejcastéji se seskupuji ve velkém poctu
(nékolik desitek kusii) v misté privodu krve drobnymi cévami do c¢oc¢ky. Pfi masivni
invazi miize dojit k prasknuti rohovky, tim miiZe dojit k propuknuti sekundarni
infekce a v neposledni fad€ az smrti napadeného jedince (Nasincovd a kol., 1999). Pri
znacném napadeni také dochazi kzakalu a poSkozeni oka. Ryba se zhorSenou
schopnosti zraku slabne, pohybuje se v prosvétlenych a povrchovych partiich
vodniho sloupce. Je tak idealni potravou pro finalniho hostitele (rybozravé ptaky).
Do konecného hostitele se tedy metacerkarie dostavaji spolecné s infikovanou
potravou. V travici soustavé finalniho hostitele se nasledné vyvine dospély jedinec

motolice, ktery je schopen pohlavniho rozmnoZovani (Hordk a Scholz, 1998).

2.5.1 Diplostomoéza

Je onemocnéni zplisobené metacerkariemi motolice rodu Diplostomum. Ty
jsou lokalizovany v oc¢ni CoCce napadené ryby. Toto onemocnéni zplisobuje
poskozeni zraku. Vznika v dlisledku napadeni metacerkariemi, které se dostavaji do
oka krevnim obéhem a nasledné setrvavaji v o¢ni ¢occe. Vstupni branou do téla ryb

7 Y v

je pro parazita v podobé cerkdrie zaberni aparat, nebo klize. V o¢ni ¢occe se takto
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miiZe nashromazdit aZ nékolik desitek jedincli. Metacerkarie zplsobuji zakaleni
cocky, tim se napadené rybé zhorsSuje zrak a vyhledava tak vice prosvétlené casti
vodniho sloupce. Napadené ryby se casto pohybuji u vodni hladiny, kde jsou snadnou
kotisti pro rybozravé ptaky (Lotocki, 2014). V ptipadé napadeni pliidku jsou ryby
vyrazné neklidné. K amrti napadenych jedincti vSak vétSinou nedochazi. Vyjimkou je
akutni forma diplostomézy, kde dochazi k masivnimu napadeni ryb. Pri chronické
diplostoméze je priibéh a priznaky onemocnéni méné patrny. Zmény jsou viditelné
na ocich, které se vpripadé lososovitych ryb mlécné zakali, popripadé silné
ztmavnou. Lososovité druhy ryb Zijici ve volnych vodach jsou po napadeni a zhorsSeni
zraku vystaveny problému sprijmem potravy. Ryby chované v uzavirenych
systémem vykazuji prokazatelné vyssi kvalitu vyzivného stavu, protoze jim potrava
byva predkladana umeéle a nemuseji ji vyhledavat. Zhorseni zraku a pripadna slepota
jim tak nebrani v pfijmu potravy v podobé granulovych smési (Svobodovd, Faina,

1992).

2.5.2 MoZnosti lécby

Klécbé diplostomdzy, ktera se vaktualnim obdobi odehravd na vlastni
zodpovédnost veterinare, se vyuzivaji 1é¢ebné koupele nebo peroralni aplikace

léciv bliZe popsanych v nasledujici kapitole (Lécivé pripravky).
Lécebné koupele ryb

Koupele ryb se nejcastéji provadi zejména pri 1écbé ektoparazitéz a
bakteriéz. LéCebna latka plisobi nejen na zabrach a kiizi, kde se patogen nachazi, ale
vstiebava se i pres kizi a zabry do téla, kde plisobi na endoparazitarni infekce.
Problémem a komplikaci pri pouzivani 1é¢ebnych koupeli je jejich spravna likvidace
ve vztahu k Zivotnimu prostredi. Pri pripravé 1é¢ebné koupele je vZdy nutné 1écebny
pripravek rozpustit v malém mnozZstvi vody a teprve pak aplikovat do nadrze, ve
které je koupel provadéna. Pro davkovani 1é¢ebnych koupeli je nutné mit k dispozici
vahy s presnostina 0,1 g.

Lécebné koupele miizeme charakterizovat jako aplikaci 1é¢ebného pripravku
¢i latky do znamého objemu vody. Do vody poté umistime infikované ryby, ¢imz
zajistime rovnomérné podani terapeutické latky. Tyto 1é¢ebné koupele pouzivame

pirevazné k 1é¢bé plisniovych ¢i bakteridlnich onemocnéni, kdy je zasazena kiiZe nebo
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Zaberni aparat ryb (Addmek a kol, 2013).

Tyto koupele rozd€lujeme z ¢asového hlediska do tri kategorii:

Koupele ponorovaci, které patii k tém nejrychlejSim, trvaji maximalné 5 minut
(Svobodova a kol, 2007). Ztoho lze odvodit, Ze pri téchto koupelich se pouzivaji
nejvyssi pripustné koncentrace 1é¢ebnych pripravkid nebo latek. Tato koupel je
vhodna pro oSetfeni mensiho poctu ryb (Svobodovd, 2009).
Koupele kratkodobé, které trvaji v casovém rozmezi od 5 do 120 minut. Vyuzivaji
vyssi ucinné koncentrace 1éCebnych prostiedki v porovnani s dalsi nize zminénou
skupinou.
Koupele dlouhodobé, které trvaji v casovém rozmezi od 120 minut az do nékolika
dni. Tento druh koupeli se pouziva zejména k oSetfeni celych chovnych nadrzi a
rybnikd.

Pfed zarazenim lécebnych koupeli do technologickych postupii je naprosto
nezbytné provadét zdravotni vySetreni ryb a mit k dispozici vysledky véetné navrhu

doporucené 1écby (Koldrovd, Svobodovd, 2009).

Peroralni aplikace

Peroralni aplikaci 1é¢iv mzeme charakterizovat jako podavani 1é¢ebnych
latek v krmivu. Dal$i moZnosti je individualni aplikace 1é¢iv pomoci sondy zavedené
do jicnu ryby. Tento zpisob aplikace je zaméren predevsim na 1é¢bu endoparazitoz.
Zadny pripravek pro medikaci krmiva s obsahem t¢innych latek pro ryby neni v CR
registrovan, a tak se pouziva pro vyrobu medikovaného krmiva bud premix s
povolenou vyjimkou, nebo se medikace provadi pfimo na misté chovu ryb
personalem, ktery krmivo pripravuje podle instrukci veterinarniho 1ékare.
Nevyhodou této metody aplikace je nerovnomérné davkovani léciva jednotlivym
rybam. V nékterych pripadech se mizeme také setkat s problémy souvisejicimi
s pfijmem potravy u nakazenych ryb. Znatelné lepsi vysledky miizeme pozorovat u
lososovitych druhii ryb chovanych v uzavienych systémech nebo klecovych chovech.
Krmivo totiZ konzumuji neprodlené po aplikaci jeSté pred dopadem medikovanych

granuli na dno nadrZe. Pred peroralni aplikaci je nezbytné spocitat obsadku ryb a

nasledné prepocitat denni krmnou davku.
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Injek¢ni aplikace 1écebnych latek

Injek¢ni aplikace 1éciv se pri parazitarnich onemocnénich témér nevyuziva.
Tato aplikace je nejpresnéjsi, ale zaroven nejkomplikovanéjsi vzhledem k nutné
manipulaci s rybami, kterd je pro né stresujici. U ryb se antiparazitika timto
zplisobem aplikuji pouze ve vyjimetnych piipadech do dutiny télni
(intraperitonealné) nebo do hrbetni svaloviny (intramuskularné) (Koldrovd,

Svobodovd, 2009).

2.5.3 Lécivé pripravky

V soucasné dobé na tizemi vSech statli EU, véetné Ceské republiky neni zadny
registrovany antiparazitarni pripravek urceny pro ryby. Chemické latky, které jsou
pouzivany v rybarské praxi, podléhaji velmi podrobnému posuzovani z hlediska
bezpecnosti jejich uziti v souvislosti s vlivem na Zivotni prostredi. Zasadnim a
limitujicim faktorem v této problematice je legislativni systém nastaveny Evropskou
unii, kdy registrace novych 1éciv je vysoce ekonomicky naro¢na. Pro farmaceutické
korporace je pak nerentabilni zamérovat se na tak uzkou trzni skupinu jako je
akvakultura a ryby (Traves-Brown, 1999).

[ pfes rozsah a zavaznost onemocnéni zptisobenych helminty neni na tizemi
EU a také Severni Ameriky povolen prodej a volné pouziti Zddnych ucinnych latek
pro ryby. Pres radu studii nebyla vyreSena otazka tykajici se bezpecnosti
spotiebitelli a Zivotniho prostredi (Traves-Brown, 2000).

Pres vSechna tato mohou byt funkcni pripravky proti parazitarnim
onemocnénim vcetné diplostomdzy predepisovany veterinarnim lékarem na
podkladé tzv. kaskaddy predepisovani veterinarnich 1éciv. Kaskada predepisovani
1éCiv je systém vyuzZiti registrovanych i neregistrovanych 1é¢iv ve vyjimecnych
pripadech na primou odpovédnost veterinare. Pokud veterinar pravidel kaskady
vyuzije musi uchovat zaznamy o pribéhu lé¢by po dobu 5 let. U potravinovych druhti
zvirat dale stanovy ochranou lhiitu. U ryb se vétSinou jedna o lhiitu 500 dennich
stupnii neboli stupfiodnd. Stupfiodny jsou mirou ochlazeni nebo otepleni. Mnozstvi
stupniodntl je ur¢eno znasobenim teploty vody kazdy den poctem dnil. Naptiklad, 10 dnt
pfi teplot¢ vody 5°C se rovna 50 stupiiodnti (Predepisovdni v rdmci kaskaddy. O
USKVBL [online]. Copyright © 2003 [cit.05.05.2019]. Dostupné

z: http://www.uskvbl.cz/cs/informace/proveterinaremen/kaskadamen).
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Fenbendazol

Fenbendazol je 1éciva latka patiici do skupiny derivati benzimidazold.

SResTa

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

Jak uZ bylo na dvod zminéno, v Zaddné zemi EU ani v CR neni pro ryby
registrovany pripravek s ucinnou latkou fenbendazol. Na naSem uzemi je
registrovany pripravek s uc¢innou latkou fenbendazol pouze pro ovce a kozy nesouci
nazev Panacur 25 mg/ml p.o. susp. (s mnozstvim 25 mg fenbendazolu v 1 ml).
Pripravek je peroralni suspenze, ktera se aplikuje primo peroralné individualné. Ve
vodé se rozpousti velmi dobre. LéCebna koupel je poté mlécné zakalena. V nékterych
piipadech mize veterinarni 1ékai pouzit toto Sirokospektralni anthelmintikum na
vlastni odpovédnost za dodrZeni minimalni OL 500 stupniodnt jako l1écivo urcené
pro jind potravinova zvirata. Fenbendazol piisobi na nervovy systém parazita a
likviduje jeho energeticky metabolismus (Traves-Brown, 2000). Toto 1éc¢ivo bude

predmétem mého vyzkumu.
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Praziquantel

Jako heterocyklickd dusikata sloucenina se radi do skupiny chinolinovych
derivatd nesouci systematicky nazev2-cyklohexylkarbonyl-1,2,3,6,7,11b-

hexahydro-4H-pyrazino[2,1-a] isochinolin -4-on (Cioli a Pica-Mattoccia, 2003).

O

O

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

Praziquantel, registrovany po znackou Droncit nebo Biltricide, je Siroce ucinny
trematocid a cestocid. Uéinné ptisobi na celou fadu parazitdrnich onemocnéni.
Chemickym sloZzenim a jedineCnymi vlastnosti se nepodoba Zadnému
z antischistosomalnich 1éki (Andrews a kol., 1983).

Ani toto antiparazitikum se Sirokym spektrem uc¢inku neni pro potravinova
zvirata vcetné ryb v Evropské unii zaregistrovano. Vyjimkou je aplikace 1éciv
veterinarnim lékarem na vlastni odpovédnosts dodrZzenim OL 500 stupniodnt
(Koldrovd, Svobodovd, 2009).

Praziquantel je dale doporuceny pro 1écbu diplostomoézy. Pri laboratornich
pokusech je potvrzena 100 % ucinnost proti napadeni metacerkarii Diplostomum
spathaceum. Lécivo se podava bud’ jako krmivo v mnozstvi 330 mg.kg-! nebo formou
dlouhodobé koupele (90 h) v koncentraci 1 mg.1-1 (Székely a Molndr, 1991).

Uéinnost tohoto lé¢iva spoéiva v naru$eni neuromuskularniho systému
parazita. Taktéz ale plisobi na propustnost tegumentu parazita, coZ zplsobi
nadmérnou ztratu glukézy a umoZzni plisobeni proteolytickych enzym. Podle typu
onemocnéni se Praziquantel aplikuje v rozmezi od 5 do 100 mg.kg! (Traves-Brown,

2000).
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Levamisol

Levamisol patii do skupiny derivatii imidazothiazolu. Tato latka ma

imunostimula¢ni vlastnosti s anthelmintickym a adjuvantnim uc¢inkem.

N

—

N S

Obr. 4: Chemicka struktura Levamisolu (Dayan, 2003)

Je prokazana jeho ucinnost na gyrodaktylézy kiize ve formé lécebnych
koupeli v koncentraci 20-50 mg.l-! po dobu 1,5 hodiny (Schmahl a Taraschewsi,
1987). Hlavni vyznam je vSak patrny pri lécbé anguilikolézy uhore. V naSich
podminkach nejsou koupele v Levamisolu béZné. V béZném chovu se podava rybam
peroralné v mnozstvi 3-8 mg.kg! kazdy 3. den v 6 davkach. Pri tomto davkovani je
dokazano, ze pouziti Levamisolu zvysSuje pocty leukocytli, fagocytarni aktivitu a

hladinu sérového lysozymu (Fujiki a kol, 1994).

2.5.4 Prevence

Stejné jako u ostatnich nemoci ryb je limitnim faktorem prevence, tedy
kontrola zdravotniho stavu ryb. Pri alarmujicim poctu metacerkarii, zjiSténém po
parazitarnim vysetreni o¢ni CoCky ryb, je nezbytné ucinit ic¢inna opatieni narusujici
vyvojovy cyklus.

Preruseni vyvojového cyklu motolice oc¢ni (Diplostomum spathaceum)
miiZzeme provést nékolika zplisoby nebo jejich kombinaci. Véasna prevence vede
k velmi dobrym vysledktim z hlediska dalSiho roznaseni téchto parazitli ve vodnim
prostredi.

Jednou z moZnosti eliminace diplostomézy je likvidace mezihostitelskych
plzii (nejcastéji plovatek rodu Lymnea), a to Ctyfmi zplisoby - fyzikalnim,
mechanickym, chemickym nebo biologickym (Svobodovd a Faina, 1992).

v

K dosaZeni dobré ucinnosti je vSak zapotrebi neprovadét tato omezeni jednotlivé,
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nybrz tyto metody kombinovat. Tak docilime velmi dobrych vysledkii ve sniZeni
vyskytu motolic. Fyzikalni metoda se pouziva predevSim pres zimni obdobi. Po
vypusténi vody z nadrze dojde k vysuSeni a pri nizkych teplotach k vymrznuti dna
nadrze Ci rybnika po vylovu. Tuto metodu je pak idealni dale kombinovat s metodou
mechanickou. Ta spocivd ve sbéru a odstraniovani mezihostiteli - plovatek
z rybni¢niho dna. Tato metoda se tyka rybniki s mensi rozlohou nebo rybochovnych
nadrzi ¢i uzavirenych systémii. Mechanickd metoda se neprovadi jen sbérem, nybrz
také v aktivnim zamezenim prliniku plovatek do rybochovnych objektl a rybniki.
Toto zamezeni spociva v instalaci siti ze syntetické tkaniny nebo draténého pletiva
do mist pritoki. Dalsi variantou je umisténi hned nékolika takovychto sit za sebou
sriznymi priméry ok, azZ po velikost nékolika mm. Sita je nutné umistit
v dlouhodobém horizontu po celou dobu odchovu ryb. Je naprosto nezbytné je
pravidelné kontrolovat a cistit, aby se zamezilo vypousténi cerkarii z plovatek do
vodniho prostiedi. Nedokonalé cisténi tak mize zplsobit rozsireni diplostomézy
prinikem cerkarii pres sita. NejdokonalejSim opatienim je k instalovanym sitiim
pridat piskové filtry. Ty stézuji cerkariim prichod do nadrze. Cerkarie se unavi a
vycCerpaji energetickou zasobu. Nejsou tak schopny aktivné vyhledat a napadnout
dalStho mezihostitele (Nasincova a kol,, 1990).

Dal$i metodou je metoda chemicka, kterd se provadi prevazné v jarnim
obdobi. PouZivaji se preparaty s moluskocidnimi ucinky, coZ jsou pripravky na
hubeni mékkysi. Osetieni se provadi na rybnicich s polovi¢nim az 34 stavem vody.
Poté dochazi kuvoliiovani plovatek zbahna, nasledné se provede aplikace
Moluskocidu. Drive pouZivané moluskocidni pripravky byly na bazi médi, napft:
Kuprikol 50; na bazi organickych sloucenin fosforu, napt.: Masoten a na bazi cinu,
napr.: Lastanox Super. Tyto preparaty jiz nejsou, vzhledem ke svym vlastnostem, pro
aplikaci do vodniho prostredi povoleny, a tak vyhradni volbou je pouziti paleného
vapna (Ca0).

Poslednim metodou, kterou lze regulovat pocty plovatek, je metoda
biologicka. Ta spociva ve vysazeni amura ¢erného (Mylopharyngodon piceus), ktery
je moluskofagnim druhem, a tudiZ nejvhodnéjSim pro tento ucel. Je dokazano, Ze
obsadka amura cerného ve stari 2 let je schopna za jedno vegetacni obdobi
zlikvidovat veSkeré vodni mékkyse vyskytujici se v prostredi (Kouril a Keprt, 1980).

Vzhledem k potencialni invazivité tohoto druhu se v naSem prostredi doporucuje do
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rybnikd po oSetfeni vSemi zplisoby prevence nasadit kapra ve staii K; (hmotnost
nad 0,5 kg) nebo lina L3 vmnoZstvi 500-600 ks.hal. Takova obsadka dokaze
v pribéhu vegetacniho obdobi likvidovat plovatky, prevazné v juvenilnim stadiu
zivota (Addmek a Jirdsek, 1989).

Tyto metody jsou funkéni jak vrybnicnich chovech, tak v uzavienych
systémech. V uzavrenych systémech se tyto metody pouzivaji s vyjimkou metody

biologické obdobné jako v rybnicnich chovech.

2.6 Diagnostika

e

Parazitarni onemocnéni se obecné diagnostikuje pomoci standardniho
parazitologického vySettfeni (Svobodovd, 2007). Diplostoméza se urcuje pomoci
vySetreni oka ryby. V prvni radé se obé oci prohliZi makroskopicky pomoci zraku.
Pro lepsi viditelnost metacerkarii se oko prosvécuje svétlem. Mikroskopické

7 ¥ v

vySetreni se pak provadi tak, Ze po usmrceni ryby se vyjme ocni ¢ocka z bulvy a
komprimuje se mezi dvéma podloZnimi sklicky. O¢ni ¢ocka je velmi elasticka a jeji
stlaceni mezi podloZnimi skly preparatu miiZe ¢init problémy. Preparat se vzhledem
ke své tlouStce mikroskopuje pod objektivem 4. Je naprosto nezbytné pri
mikroskopovani prohlédnout vSechny vrstvy coCky. Po vySetfeni se pocty

nalezenych cerkarii z obou cocek zapisuji do zaznamového archu (Lucky, 1996).

2.6.1 Parazitologické vySetieni

Parazitologické vySetreni by mélo probihat nejlépe na Zivych, kratkodobé
prechovavanych rybach, které jsou co mozna nejkratsi dobu v prostredi s jinym
chemismem a vlastnostmi vody, nez bylo v jejich pivodnim aredlu vyskytu. Pred
usmrcenim je nezbytné urcit vékovou a druhovou kategorii ryb. Po usmrceni
nasledné dochazi kvnéjsSimu vySetfeni integrity organismu a vyskytu
makroskopickych paraziti v moZzném zastoupeni kaprivcli, pijavek a dalSich.
Mikroskopicti parazité se determinuji pitvou a naslednou prohlidkou vnitinich a
vnéjsich organti ryb. Z povrchu téla se prostrednictvim kozZnich stéri odebere kozni
hlen, ktery se na podloznim skli¢ku natedi kapkou vody. Nasleduje parazitarnf

determinace pod mikroskopem. Déle se provadi seskrab z zabernich oblouki a list{,
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popripadé se ¢ast Zaberniho aparatu odstrihne a vloZi na podloZni sklo (Svobodovd,
2007). Mikroskopuje se pri vSech dostupnych zvétSenich od nejmensiho po nejvétsi.
Zkouma se bud’ cely organ, nebo jeho Cast. Jsme tak schopni predejit prehlédnuti
zacinajictho nebo pravé doznivajiciho parazitarniho onemocnéni (Volf a Havelka,
1958). Pro podrobnéjsi a detailni popis struktury zkoumané tkané pri pripadné
histopatologické zméné se mohou odebrat vzorky do 4 % formaldehydu pro

nasledné podrobnéjsi histologické vysSetreni (Ergens a Lom, 1970).

2.6.2 Hematologické vySetreni

Nékteré hematologické ukazatele, jako je pocet erytrocytli, hematokrit (PCV)
a koncentrace hemoglobinu (Hb), byly pouzity jako markery pro hodnoceni
zdravotniho stavu ryb (Houston, 1997). Stanoveni hematologickych parametri
sladkovodnich ryb dava predstavu o jejich fyziologickém stavu a vlivu riiznych
environmentalnich faktorl (Ranzani-Paivaa kol, 1997). Hematologicky profil krve,
miiZe poskytnout dileZzité informace o zménach uvnitt organismu (Masopust, 2000).
Méreni parametrl krve se pouZziva jiz fadu let jako nastroj pro sledovani zdravi ryb,
ktery umoziiuje studovat fyziologické odpovédi organismii na patogenni
plisobeni. Pomaha pri diagnostice a také prognéze rozlicnych onemocnéni ryb
(Sebastiao a kol, 2011). Patologické stavy u ryb se projevuji formou symptomu
v podobé zmény chovani nebo porusSeni celistvosti tkani, coZ vede ke snizZeni
hmotnostniho prirtistku a ¢asto az ke smrti (Roberts a kol, 1981). Hematologické
vySetreni dale slouZi jako indikator vlivu toxickych latek ve vodé a k posuzovani a
naslednému vyuziti vhodnych 1é¢iv nebo krmeni pro ryby. Odolnost jednotlivych

druhi ryb zavisi mimo jiné i na jejich stati (Svobodovd a kol., 1991).

Odbér krve

NejrozsirenéjSi a nejpouzivanéjsi metodou pro odbér krve u ryb je odbér
z podpaternich cév pomoci heparinizované injek¢ni jehly o primérech a délkach
liSicich se podle aktualni velikosti ryb. PouZivaji se prevazné plastové injekcni
strikacky. Nasledny kontakt se sklem vede ke zkraceni doby koagulace krve (Smith,

Lewis a Kaplan, 1952). Je naprosto nezbytné pred odbérem vzorku krve
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proplachnout vnitini sténu injek¢ni strikacky roztokem heparinu tak, aby na jejim
povrch ziistala jen nepatrnd vrstva a nedoslo tak k znehodnoceni vzorku (Svobodovd
et al, 1987). Samotny odbér nastava bezprostiedné po odloveni jednotlivych ryb
z vodniho prostiedi. Pro lepsi manipulaci s rybou pii samotném odbéru miZeme
pouzit kratkodoba anestetika (Klontz a Smith, 1968). Ryba musi byt okamzité
zafixovana, a tim padem castecné znehybnéna navlhéenym kusem latky ¢i jinym
podobnym materidlem tak, aby pri manipulaci nedochazelo k mechanickému
poskozovani téla dané ryby. Ocasni nasadec vcetné mista odbéru ale musi byt vzdy
snadno pristupna pro moznost pohodlného odbéru. Po osuSeni nebo pripadné
upravé mista vpichu (vytrZeni, ¢i jen Setrné odchlipnuti Supin/y) zavedeme jehlu
pod thlem 35° az 45° kraniodorzalnim smérem kaudalné od ritni ploutve za pomoci
mirného tlaku, kterym pirekondme jednotlivé vrstvy kiize a nasledné i svaloviny. Pti
opatrném a spravném postupu dojde kpriniku jehly sténou ocasni zily a
postupnému naplnéni injek¢ni stiikacky krvi za pomoci vytvoreného podtlaku.

Pfi neopatrném ¢i rychlém priibéhu odbéru miiZe dojit k poranéni jak Zily, tak
i sousedici tepny. Jehla se ve vétSiné ptipadli zastavi o pevnou prekazku v podobé
obratle. V takovém pripadé opatrné injekcni strikacku povytdhneme, popripadé
natoc¢ime télo injek¢ni strikacky tak, aby krev proudila dale (Doubek a kol, 2003). Po
dokonceni odbéru je vhodné misto vpichu vydesinfikovat (Svobodova a kol, 2012).
K fixaci odebraného vzorku se nejcastéji pouziva vodny roztok soli heparinu
(Heparin). Pro fixaci 1ml naSeho vzorku pouZijeme 0,01 ml tohoto roztoku.

VySe uvedeny postup pouZzivame u Zivé, pripadné anestezované ryby, kde si
po odbéru miizeme zhotovit i krevni natér na podloZni sklicko a sledovat piipadné
parazitarni osidleni krve. Pro lepsi identifikaci parazitli si mizeme vzorek obarvit.
Pokud chceme ziskat krev pro parazitologické vySetreni z usmrcené ryby, tak
pomoci nizek vyjmeme srdce a jeho rozstrihnutim nad podloznim sklickem ziskame
preparat krve, ve kterém je mozné pozorovat krevni parazity (Piackovd a kol, 2014).

Dal$i metodou odbéru vzorku krve pro hematologické vySetfeni je moZnost
vyuziti metody odbéru piimo ze srdce. Tato metoda se vyuZziva u mensich druhti ryb
a pltidku (Piackovd a kol.,, 2014). Metoda odbéru krve ze srdce Ize vyuzit i u starSich
ryb, kdy pocitame s usmrcenim ryby neprodlené po odbéru (Svobodova a kol, 2012).
Postupujeme tak, Ze po vyloveni z manipula¢ni nadrze se ryba pevné zafixuje

vlhkymi hadry tak, abychom méli dobry pristup k briSni casti téla. JeSté, nez dojde
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k samotnému odbéru, oSetfujeme misto vpichu papirovou utérkou. Odbér
provadime injek¢ni jehlou nebo sklenénou kapilarou v misté srdecnim. Stejné jako
pri odbéru z podpaternich cév se musi jehla/kapilara heparinizovat (Pravda a
Svobodovd, 2003).

Z odebranych vzorki krve, pomoci nékolika metod popsanych nize, urcujeme

kompletni krevni hodnoty pro spravnou diagnostiku zdravotniho stavu ryby:

Cervené krvinky (RBC)- erytrocyty

Cervené krvinky neboli erytrocyty u ryb miiZeme popsat jako pruzné a
plastické bunky diskovitého tvaru s ovalnym jadrem, které se nachazi ve stredu
bunky (Dubsky, 2003). U kapra obecného (Cyprinus carpio) dosahuji velikosti 12 x 7
um (Svobodovd a kol, 2012).

Pocty erytrocytli se u ryb mezidruhové velmi lisi. Dale jsou pocty ovliviiovany
vékem, pohlavim a s tim souvisejici pohlavni aktivitou daného jedince. NemiiZeme
zapomenout také na chemismus vody, zdravotni stav a ro¢ni obdobi (Anderson a kol,
1985).

Jednotlivé erytrocyty obsahuji krevni barvivo hemoglobin. Pravé diky nému
nesou bunky cervenou barvu. Tvori vice nez tfetinu celkové hmoty erytrocyti.
Hemoglobin se sklada z bilkovinné casti (globin) a barevné slozky, ktera obsahuje
zelezo (hem). Tyto barevné slozky na sebe vazi dvojmocné Zelezo a pri oxidaci
trojmocné. Pocet erytrocytli se druhové lisi a u kapra obecného je to zhruba 1,8
milionu v mm3 krve (Novotny a kol, 1966). Jejich pocet je ovlivnén fadou faktort,
mezi néz patri napt. vék, pohlavi, rocni obdobi (Genten a kol.,, 2009), kondice, pH krve
nebo koncentrace kysliku v krvi. Pocet erytrocytli se sniZuje i béhem tieni a v dobé
zvySené pohlavni aktivity. Béhem embryonalniho a larvalniho vyvoje je vyskyt
erytrocytii omezen, ale jejich pocet se s vékem a riistem zvysSuje. V disledku
intenzivnéjSiho metabolismu maji samci vétsi pocet Cervenych krvinek nez samice
(Luskovd, 1996).

Nizky pocet erytrocytl je podle Luskové (1996) kompenzovan relativné
velkym povrchem erytrocytt, ktery miizeme vyjadrit jako stiedni objem erytrocytu.
Jeho hodnota je u kapra obecného 200-300 fl (1 fl (femtolitr) = 1 pum3). Cervené

krvinky jsou velmi pruzné. Diky tomu mohou pti priichodu jemnymi vlaseCnicemi
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docasné zménit sviij tvar (Novotny a kol, 1966). To je dano predevsSim jejich
eliptickym tvarem (Pravda a Svobodovd, 2003).

Stanoveni poctu erytrocyti je jednim ze zakladnich udajt krevniho vySetieni.
Nejcastéji se stanovuje pomoci metody pocitaci. Ta prvotné spociva v pripravé
heparinizované krve, kterou naredime Hayemovym roztokem. Poté nastava presun
krve do Bilirkerovy komtrky a samotné pocitani erytrocytli. To ale neni zdaleka
jedina vyuZivana metoda. Daleko rychlejsi a jednodussi je metoda kolorimetricka
definovana podle Pawinského. Tato metoda je v toxikologii ryb i pres jeji
nenarocnost neprili§ vyuZivand. Vyvolava totiz zvétSeni stredniho objemu
erytrocytu, a tim dochazi ke zkresleni dalSich vypocitavanych hodnot.

Pocet erytrocytli se u zdravych kaprti pohybuje vrozmezi 1,1- 1,8 Tl, u
pstruha je tato hodnota mensi: 0,80 - 1,5 Tt (Svobodovd a kol,, 1991).

Bilé krvinky (WBC)- leukocyty

vvvvvv

ryby, predevsim pfi diagnostice infekénich onemocnéni (Dubsky a kol,, 2003). Stanoveni
se provadi v heparinizované krvi, kterou je nutno zredit Natt-Herrickovym roztokem
v poméru 1:200 (Svobodovd a kol, 2012). Vyhodou tohoto stanoveni je jednoznacné
vSestrannost. Ze vzorku mliZeme zjistit, jak pocet leukocytt, tak pocet erytrocytt. Je
ale nezbytné nejprve spocitat erytrocyty, které rychleji podléhaji hemolyze
(Svobodova a kol, 2012).

Pocitani se provadi stejné jako u predchozi metody v Biirkerové komirce s 50
Ctverci, se zvétSenim 200x (Pravda a Svobodovd, 2003). Pro zvySeni presnosti
vysledkil se mtze pouzit pocitani v komiirce se 100 ¢tverci (tento vysledek poté délit
dvéma). Pocitaji se jen leukocyty uvniti jednotlivych ¢tverci. Bilé krvinky, které se
dotykaji okraji Ctverce nevynechavame, ale. poc¢itame pouze ty, které se dotykaji
dvou nami zvolenych sousednich stran (Svobodovd a kol, 2012). Vysledné pocty
leukocytl se u jednotlivych druhti ryb lisi. Napt. u kapra obecného se hodnoty
pohybuji okolo 10-80 G.I'1. U pstruha duhového jsou hodnoty mensi, a to v rozmezi

mezi 10-60 G.I'1 (Svobodovd a kol.,, 1991).
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Hematokrit (PCV)

Hematokritova hodnota udava celkovy objem erytrocytii v celkovém objemu
krve. Pro jeji urceni je naprosto nezbytné oddélit z odebraného vzorku krve
erytrocyty od plazmy, z divodu stanoveni skutecného objemu. Oddéleni probiha na
hematokritové odstredivce ve speciadlnich heparinizovanych kapilarach. Po
dokonalém odstredéni zjistime procentualni zastoupeni hematokritu na tzv.
hematokritovém méritku. Tato hodnota uvadéna v procentech se nasobi
koeficientem 0,01. Vysledna hodnota PCV se udava v L1-1.

Toto vySetreni je nepostradatelnou slozkou krevniho vySetreni. Fyziologické
hodnoty se pohybuji vrozmezi 0,28-0,40 LI'1 u kapra a 0,30-0,45 LI'1 u pstruha
(Svobodova a kol., 1991).

Hemoglobin (Hb)

Je krevni barvivo podilejici se na transportu kysliku krvi. Kyslik vSak muze
byt také transportovan prostym roztokem plazmy. Teplota krve ryb je Casto nizka,
synchronni s okolnim prostredim. Z tohoto diivodu nékteré ryby z polarnich c¢asti

svéta viibec neobsahuji hemoglobin (Roberts a Ellis, 200).

Existuji zna¢né druhové rozdily obsahu hemoglobinu u ryb. Vjednom
druhu ryb se mohou vyskytnou az ¢tyfi rizné druhy hemoglobinu lisici se
vlastnostmi i stavbou (Stoskopf, 1993, Roberts a Ellis, 2001). Modifikace téchto
hemoglobinii umoziuje rybam ptizplsobit se riznym vlivim - zménam obsahu

kysliku, pH ¢i teplotam ve vodnim prostredi (Roberts a Ellis, 2001).

Ke stanoveni koncentrace hemoglobinu (Hb) v krvi ryb se pouZiva
fotometricka kyano-hemoglobinova metoda. Pomoci transformac¢niho roztoku
(Kampen-Zijstriv roztok) se uvolnéné erytrocyty preméni na stalé kyano-
hemoglobiny. Ty se dale stanovuji fotometricky. Koncentrace hemoglobinu u kapra

obecného se udava v rozmezi 60-100 g.1-1 (Svobodovd a kol., 1986).
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Stiredni objem erytrocytu (MCV - mean corpuscular volume)

Hodnotu stfedniho objemu erytrocytu je moZzné vypocitat z hematokritové
hodnoty udané v jednotkach 111 a poctu erytrocytti (RBC) v jednotkach TI1 - viz
vzorec niZe. Vysledna hodnota je u zdravych pstruhii v hodnotach 350 az 400 fl, u
kaprd mezi 200 az 300 fl (Svobodovd a kol, 1986). MCV se jevi mnohem citlivéji pii

detekci rozdilu velikosti erytrocyti.

Vypocet MCV podle vzorce:

PCV x 100
MCV = —
Er

(*fl - femtolitr)

Hemoglobin erytrocytu (MCH - mean corpuscular hemoglobin)

Tato hodnota vyjadiuje primérnou koncentraci hemoglobinu v jednom
erytrocytu. Vypocita se z koncentrace hemoglobinu v krvi v g.I'1a poctu erytrocytii v
T.I1 - viz vzorec nizZe. Vysledna hodnota je udavana v pikogramech (pg). U zdravych

kapra byva v rozmezi mezi 50-60 pg (Svobodovd a kol,, 1986).

Vypocet MCH podle vzorce:

Stiredni barevna koncentrace (MCHC - mean corpuscular hemoglobin
concentration)

Stredni barevna koncentrace vyjadruje koncentraci hemoglobinu v objemové
jednotce erytrocytli a vypocitd se z hodnoty hemoglobinu v gl! a hodnoty
hematokritu v L1I'1. Vyslednd hodnota se u zdravych kaprt udava v rozmezi mezi

0,20-0,26 LI'1 (Svobodovd a kol., 1986).

Vypocet MCHC podle vzorce:

MCHC = Hb
~ PCV
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3 Experimentalni cast

3.1 Material a metodika

Experiment probihal v laboratornich podminkach VURH FROV ve Vodiianech.
VSechna pokusna akvaria byla pred zacatkem pokusu dezinfikovana pomoci Sava
(obsah chlornanu sodného 5 %) a diikladné vymyta Cistou vodou. Pro experiment
bylo vybrano 8 ctyricetilitrovych akvarii, ktera byla naplnéna vodou priblizné do
poloviny svého objemu (tzn. 20 1 vody). Pouzita voda méla nasledujici parametry:
Teplota vody se pohybovala v rozmezi 18-20 °C v priibéhu experimentu. Aerace byla
zajisSténa pomoci vzduchovacich kaminki. Obsah vzdusného kysliku se pohyboval v
rozmezi 80-90 %. Akvaria neméla implementovana Zadna uméla osvétleni, takze
osvétleni akvarii odpovidalo venkovnim svételnym podminkam (brezen). Na pokus
bylo vyuzito celkem 40 ks amura bilého (Ctenopharyngodon idella) o primérné
hmotnosti jedincti 20,1 g, piivodem z rybnika spadajiciho pod Rybarstvi Hluboka
s.r.o. Po dobu Sesti denni aklimatizace byly ryby krmeny granulemi (3 mm). Po
uplynuti aklimatiza¢ni doby, tedy 2 dny pred samotnym pokusem, se rybam prestalo
podavat krmivo. Pfi samotném experimentu byly ryby rozdéleny do 8 skupin po 5 ks
a umistény do pripravenych akvarii srlznymi koncentracemi praziquantelu a

fenbendazolu vcéetné kontrolnich akvarii:

e 2x kontrolni skupina (K): Etanol 5 ml
e 2x pokusna skupina (PQ1): Praziquantel v koncentraci 2 mg.1-1
e 2x pokusna skupina (PQ2): Praziquantel v koncentraci 10 mg.l'!

e 2x pokusna skupina (FB): Fenbendazol v koncentraci 25 mg.1-1
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Obrazek ¢. 5: Jedna skupina 20 1 akvarii v laboratorni mistnosti pfipravena na vysazeni ryb.
Lze si vSimnou vyrazného zakaleni v pokusné skupiné Fenbendazolu (FB), ktery je ve vodé

Spatné rozpustny a vytvari v ni zvlastni strukturu (foto autor).

Pro testovani PQ1 bylo pouZito 40 mg praziquantelu od firmy Ecological
Laboratories Inc. Pfedem rozpustény piipravek (5 ml etanolu) v kddince se nasledné
aplikoval do akvarii ve vysledné koncentraci 2 mg.l'l. U skupiny PQ2 bylo pouZito
200 mg praziquantelu od stejného vyrobce v koncentraci 10 mg.I'1. Pro skupinu FB
bylo ptipraveno 500 mg fenbendazolu. Fenbendazol byl rovnéz rozpustén v 5 ml

ethanolu a byl aplikovan do akvarii tak, aby bylo dosazZeno konec¢né koncentrace 25

Obrazek ¢. 6: Odmétené koncentrace praziquantelu a fenbendazolu pripravené do akvarii

(foto autor).
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Po 24 hodinach koupele byla u nahodné vybranych ryb (3 ks z kazdé skupiny)
odebrana krev heparinizovanou injekéni strikackou z ocasni cévy (vena caudalis).

Odebrana krev byla zpracovana podle Svobodové a kol. (2012).

Obrazek ¢. 7: Pro odbér krve byly pouzity injekcni stiikacky s celkovym objemem 1 ml, které

byly predem proplachnuty Heparinem (foto autor).

Obrazek ¢. 8: Odbér krve z ocasni cévy (vena caudalis) (foto autor).
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Po odebrani krve byly vzorky radné zafixovany a pripraveny k dalSimu
zpracovani.

Na stanoveni hematokritové hodnoty (PCV) byly pripravené 2 ks sklenénych
kapilar o délce 5 cm z kazdého vzorku krve (viz obrazek ¢. 9). Po ucpani jednoho
konce modelinou, byly nasledné umistény do hematokritové odstifedivky a zde 3
minuty centrifugovany pri otackdch 14 000 otacek za minutu. Po odstiedéni se

stanovila hodnota PCV pomoci posuvného méritka s noniem, viz obrazek ¢. 10.

S

Obrazek ¢. 9: Priprava vzorku na stanoveni hematokritu (PCV) do heparinizovanych kapilar

(foto autor).
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Obrazek ¢. 10: Stanoveni hodnoty PCV pomoci posuvného meéritka. Ve vrchni &asti

odstredivka nastavena na potirebny pocet otacek (foto autor).

Pro stanoveni poctu erytrocyti (RBC) byla odebrand krev naredéna

Hayemovym roztokem v poméru 1:200. Hayem?iv roztok mél nasledujici sloZeni:

1,25 g chloridu rtutnatého HgCl;

12,5 g siranu sodného NazSO4
2,5 g chloridu sodného NaCl

500 ml destilované vody
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K fedéni krve byla pouZita tzv. bani¢kova metoda podle Biirkera. Redéni se
provadélo ve specialnich sklenénych lahvickach o objemu 20 ml, do kterych se
napipetovalo presné 4,957ul prefiltrovaného Hayemova roztoku a poté
mikropipetou piidalo 25 ul heparinizované krve. Spi¢ka mikropipety byla
opétovnym nasanim roztoku proplachnuta. Poté byla banka uzaviena gumovou
zatkou a obsah byl 3 minuty krouzivym pohybem promichan. Po dikladném
promichani vzorkd byla pipetou pocitaci Biirkerova komiirka naplnéna a vloZzena
pod mikroskop. MnozZstvi erytrocytli se pocitalo ve 20 obdélnicich stejnomérné
rozmisténych po celé miizZce komirky pii zvétSeni 200x. Takto se také postupovalo
pri samotném pocitani, kdy se pocitaly vSechny erytrocyty uvniti obdélniku, které
se nedotykaly stran. U erytrocytd, které se stran dotykaly, byly pocitany pouze ty
z pravé a horni strany. Celkové napocitané mnozZstvi bylo vynasobeno cislem 10 000.

Mnozstvi leukocytli (WBC) se stanovovalo obdobné za vyuZziti stejného
roztoku. Metodologicky se postupovalo dle popisu kap. 2.6.2.

Ke stanoveni mnozstvi hemoglobinu (Hb) byla vyuZita fotometricka
kyanohemiglobinova metoda. Princip této metody spocivda v pouZiti
transformacniho roztoku. Diky tomu dojde k uvolnéni hemoglobinu z erytrocyti a
prevedeni na staly kyanohemoglobin. Ten se stanovi fotometricky. Jako
transformacni roztok byl pouzit roztok podle van Kampena a Zijlstra v nasledujicim
sloZeni:

* 0,10 g ferrikyanidu draselného K3z(Fe(CN)s)
e 0,025 g kyanidu draselného KCN
* 0,07 g dihydrofosforecnanu draselného KH2PO4

e 500 ml destilované vody
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Obrazek ¢. 11: Pripravené vzorky na méreni ve spektrofotometru pti vinové délce

540nm. (foto autor).

Stanoveni probéhlo neprodlené po odebrani krve, aby nedoSlo ke
znehodnoceni vzorkd. Do zkumavky bylo odméieno 5 ml transformacniho roztoku,
vyplachovaci pipetou pridano 20 pl odebrané krve a obsah zkumavky byl ihned
promichan. Vlastni méreni bylo provedeno v 1 cm velké kyveté pri vinové délce 540

nm proti transformac¢nimu roztoku.
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Celkem bylo tedy z pripravenych vzorkii provedeno vysetieni se stanovenim

nasledujicich parametri:

* RBC- pocet erytrocytli
 WBC - pocet leukocytli
e PCV - hematokrit
e Hb - mnoZstvi hemoglobinu
e  MCV - stiedni objem erytrocytl
e MCH - stfedni obsah hemoglobinu v erytrocytu
e MCHC - stfedni barevna koncentrace
Tato vySetreni byla provedena podle Jednotnych metod hematologického vySetreni

ryb (Svobodovd a kol,, 1991).

U vykrvenych a usmrcenych ryb bylo nasledné provedeno parazitologické
vySetieni oc¢i. Postup tohoto vysSetieni byl u vSech ryb stejny. Pomoci niizek byla
nastriZena tkan rohovky, nasledné se tlakem pinzety z obou stran vytlacila kulata
kolagenni cocka (obrazek €. 12). Kolagenni ¢ocCka byla umisténa na podlozni sklicko
a druhym podloznim sklickem opatrné rozmacknuta, tak aby nedoSlo jak
k poSkozeni struktury cocky, tak skel. Takto byl pripraven kompresni preparat na
mikroskopovani (obrazek ¢. 13) a mohlo probéhnout samotné mikroskopovani pod

zvétSenim 40-100 x.
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Obrazek ¢. 12: Po odbéru krve byly ryby radné usmrceny a nasledné jim byly vyjmuty
pomoci nlizek a pinzety ¢ocky z levého i pravého oka (foto autor).

Obrazek ¢. 13: Oc¢ni cocky vlozené mezi podlozni skla pripravené k mikroskopovani (foto
autor).

Stanovené hematologické parametry a vysledky vySetieni byly zaznamenany
v programu Microsoft Excel. Vysledky hematologickych rozbort byly
vyhodnoceny a porovnany statistickym programem STATISTICA (verze 8.0 pro
Windows, StatSoft) za pouZziti dvoucestného ANOVA testu a byly zde vyhodnoceny
statisticky vyznamné rozdily na hranici vyznamnosti (P<0,05 a P<0,01).
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4 Vysledky

Hematologické vySeti-eni

Po vyhodnoceni vSech hematologickych parametri je ziejmé, Ze pti pokusu
doslo ke statisticky vyznamnym zméndm dvou parametri. U hodnoty RBC bylo
nalezeno statisticky vyznamné sniZeni hodnot u skupin fenbendazolu (FB), u
kterych klesl pocet cervenych krvinek na priimérnou hodnotu 1,97 TI-1. Dalsi
statisticky vyznamna zména byla patrna u MCHC (stfedné barevna koncentrace),
kde doslo ke zvySeni hodnot u skupin Praziquantel 2 (PQ2) na primérnou hodnotu
0,29 LI'l. Zbytek namérenych hematologickych parametri u amurt bilych

(Ctenopharyngodon idella) se neliSil od hodnot kontrolnich skupin ryb.

Tabulka ¢. 1: Vysledkova tabulka srozsahem hodnot namérenych pii hematologickém
vySetfeni amurl bilych (Ctenopharyngodon idella). V tabulce jsou uvedeny hodnoty v kontrolni
skupiné bez aplikace lé¢iv, hodnoty namérené u Praziquantelu v koncentraci 2 mgl! (PQ1),
v koncentraci 10 mg.I't (PQ2) a hodnoty u Fenbendazolu v koncentraci 25 mg.l-1. Jednotlivé ukazatele

jsou vyjadreny v podobé priméru + smérodatna odchylka.

Kontrola PQ1 PQ2 FB

Parametr | Jednotky x :I:OSD (1(1)=6) X+ s1§2 (n=6) X+ s1§2 (n=6) x £ SD (n=6)

RBC T.I'! 2,57 +0,51° 2,49+0,33% | 228+0,26% 1,97 +0,52"

WBC G.I"! 11,83 £4,02 14,33 £ 5,75 17,5+ 7,87 15,83 + 6,49

PCV LIt 0,27 £0,05 0,25 +0,03 0,22 +£0,03 0,24 £ 0,05
Hb g.l'l 66,91 + 15,83 66,79 +£ 5,49 64,76 £ 7,16 56,52 + 12,46
MCV fl 107,12 £ 16,15 98,99 + 9,52 97,01 +£7,97 122,23 + 15,63

MCH pg 26,18 +4,32 27,06 + 2,40 28,43 £ 1,64 30,24 + 3,95

MCHC LIt 0,25 +0,02° 0,27 + 0,022 0,29 + 0,02° 0,24 £0,012

0dlisna pismena indikuji statisticky vyznamny rozdil na hladiné vyznamnosti P<0,05.
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Grafické znazornéni statisticky vyznamnych zmén hematologickych ukazatelti:

Graf ¢. 1: Sloupcovy graf znazoriuje pocet erytrocytii (RBC) v krvi u testovanych skupin amuri bilych
(Ctenopharyngodon idella). Znazornéna kontrolni skupina K a testované skupiny PQ1 (Praziquantel
2mglt), PQ2 (Praziquantel 10 mgl!) a FB (Fenbendazol 25 mg.l'). Odli$nd pismena indikuji

statisticky vyznamny rozdil na hladiné vyznamnosti P<0,05.
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Graf ¢.2: Sloupcovy graf znazornuje hodnotu stredni barevné koncentrace (MCHC) u testovanych
skupin amurd bilych (Ctenopharyngodon idella). Zndzornéna kontrolni skupina K a testované skupiny
PQ1 (Praziquantel 2mgl?), PQ2 (Praziquantel 10 mgl?!) a FB (Fenbendazol 25 mgl?).

0dlisna pismena indikujf statisticky vyznamny rozdil na hladiné vyznamnosti P<0,05.
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Parazitologické vySetreni

Z parazitologického vySetreni ryb (tabulka €. 2) je patrny vysoky nalez Zivych
metacerkarii (Diplostomum spathaceum) v kontrolni skupiné (K1-K6). V oc¢nich
cockach bylo pri mikroskopovani u vzorkii K1 az K6 nalezeno celkem 10 ks Zivych a
1ks mrtvych jedinci. Pri¢ina ndlezu mrtvého jedince v kontrole miize byt dana
faktem, Ze ryby byly v obdobicasného podzimu prikrmovany medikovanym
krmivem s obsahem praziquantelu v koncentraci 50 mg.kg! Zivé hmotnosti ryb. U
pokusné skupiny s koncentraci praziquantelu 2 mgl! (PQ1) byl nalez pozitivni
pouze u ryby PQ1-1, kde byl nalezen 1 ks Zivé a 2 ks mrtvych metacerkarii. U skupin
stejné latky s koncentraci 10 mg.1'1 (PQ2) byl nalez pozitivni také u jedné ryby: PQ2-
5. Tento nalez ¢inil 7 ks mrtvych metacerkarii. Kviili pocatecni nizké prevalenci
metacerkarii jsou ziskand data statisticky nevyhodnotitelna, a proto nemtZeme
s jistotou tvrdit, Ze praziquantel je v koncentraci 10 mg.l-1 pfi dlouhodobé koupeli
plné ucinny. U skupin s koncentraci fenbendazolu 25mg.1-1 byl nalez pozitivni hned
u 3 vybranych ryb (FB1, FB2, FB4). U téchto ryb bylo nalezeno celkem 5 ks Zivych a
5 ks mrtvych metacerkarii. Vysledky naznacuji, Ze fenbendazol ve vysSe uvedené
koncentraci neni plné ucinny. To mtze byt dané Spatnou rozpustnosti ve vodé, pri
které dochazi k vysrazeni ucinné latky do ,vlocek® Tim patrné nedojde k plnému

vyuziti potencidlu 1éciva, kviili Spatné vstiebatelnosti do téla ryb.
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Tabulka ¢. 2: Nalezy metacerkarii u amura bilych (Ctenopharyngodon idella) pti parazitologickém

vySetteni o¢ni cocky po 24hodinové koupeli.

RYBA

MRTVE
METACERKARIE

ZIVE METACERKARIE

PREVELACE

K1

0

K2

K3

K4

K5

K6

PQ1-1

PQ1-2

PQ1-3

PQ1-4

PQ1-5

PQ1-6

PQ2-1

PQ2 -2

PQ2-3

PQ2 - 4

PQ2-5

PQ2-6

FB1

FB 2

FB3

FB 4

FB5

FB 6

OIOINIOIN(R|IO|N|C|CC|C(C|0|C|C|Oo|INOC|O|o|O|(F—

CO|IROIRWIC|ICIC|ICIC|IC(C|IC|IC|ICO|RC|IC(W|O|(W|»

OO |IROIR(RIC|IRICICIC|IC(C|IC|IC|ICC|R(OC|IC(FR|O|(F|F-

Tabulka ¢. 3: Nalez metacerkarii v o¢ni cocce po 1 tydnu od terapeutické koupele. VySetteny vzdy 4ks

ryb z kazdé skupiny.
Skupina Mrtvé metacerkarie Zivé metacerkarie
K 7 2
PQ1 4 0
PQ2 2 0
FB Bez nélezu Bez nélezu
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5 Diskuze

V priibéhu antiparazitarnich koupeli nedoslo k Zddnému tthynu testovanych
ryb. Ryby koupele snasSely dobre a nevykazovaly zmény chovani, které by mohly
poukazovat na jejich zhorSeny zdravotni stav. Pri pokusu byly do skupin PQ1 a PQ2
davkovany koncentrace praziquantelu v mnozstvi 2 mg.l't a 10mg.I'1. Po nasledném
hematologickém vySetreni, kde byly stanoveny ukazatele RBC, WBC, PCV, Hb, MCV,
MCH, MCHC doslo k statisticky vyznamnému sniZeni poctu erytrocyti (RBC) u
skupiny FB (fenbendazolu 25 mg.1-1 - graf ¢.1). I pres statisticky vyznamné sniZeni
RBC vporovnani s kontrolni skupinou K, se hodnoty RBC pohybuji ve
fyziologickém rozmezi hodnot pro kaprovité ryby. Toto tvrzeni podkladaji idaje od
Svobodové a kol. (2012), ktera v metodice uvadi, Ze se poCty RBC u zdravého kapra
obecného (Cyprinus carpio) pohybuji v rozmezi 1,1 az 1,8 TI1. JelikoZ kapr obecny
patfi do stejné cCeledi jako amur bily, 1ze predpokladat, Ze hodnoty poctu RBC se
nebudou vyrazné mezidruhové liSit. Dalsi statisticky vyznamné zmény byly patrné
v hodnoté stredni barevné koncentrace (MCHC) u skupiny PQ2 (praziquantel 10
mg.l-1 - graf ¢.2). Ve skupiné PQ2 vzrostly hodnoty MCHC na 0,29 LI-L. Statisticky
nevyznamny narlst v porovnani s kontrolni skupinou byl pozorovan také ve skupiné
PQ1 kde byly priimérné hodnoty 0,27 l.I'Z.Hodnota MCHC se pohybuje u zdravych
kapra obecnych (Cyprinus carpio) v rozmezi 0.20 az 0,26 L1l (Svobodovd a kol,
2012), tudiz je zrejmé, Ze praziquantel v obou pouZitych koncentracich zvysil
hodnotu MCHC mirné nad fyziologickou mez uvedenou dle Svobodové a kol. (2012)
pro kaprovité ryby. Vliv antiparazitarnich 1é¢iv na hematologické parametry ryb
testovali také Sudova a kol. (2009). Ve své praci ovérovali vliv praziquantelu
aplikovaného jicnovou sondou v koncentracich 30 a 50 mg.kg! na hematologické
ukazatele kapra obecného (Cyprinus carpio) o primérné hmotnosti 1,305 + 187 g.
V odebranych vzorcich 24 a 96 hodin po aplikaci praziquantelu nebyl
hematologickym vySetfenim patrny zZadny statisticky vyznamny rozdil v hodnotach
MCV, MCH a MCHC. Jedinou statisticky vyznamnou zménu bylo moZno zaznamenat
v hodnotach RBC a Hb 24 hodin od podani léciva. Nizsi hodnoty se vSak pri odbérech
po 96 hodinach stabilizovaly a neliSily se od kontrolni skupiny. Da se predpokladat,
Ze tyto rozdily byly reverzibilni.

Z uvedenych vysledkl je patrné, ze fenbendazol (25mg.l'1) a praziquantel
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(2mgl! a 10mgl1!) aplikovany ve formé koupeli nijak vyrazné neovliviuji
hematologické ukazatele ryb a potazmo tedy nemaji zasadni negativni vliv na
zdravotni stav oSetrovanych ryb.

V porovnani s 1éCebnymi davkami praziquantelu a fenbendazolu uvadénymi
v metodice Kolarové a kol. (2016) jsou vySe pouZité koncentrace mirné rozdilné
zejména s ohledem na délku expozice, kde autori doporucuji 48 hodinové koupele.
Na podkladé vysledki parazitologického vysetieni se jevi o polovinu zkracena doba
expozice (24h) jako dostaCujici, nicméné pro statisticky prikazny efekt byla u
testovanych ryb nizka pocatecni prevalence metacerkarii. Ve skupinach PQ1 bylo
vyuzito doporucené davkovani 2mg.l-1 po dobu 24 hodin pti OL 500 stuptiodnd.

Lze konstatovat, Ze pro aplikaci praziquantelu je vZdy vhodnéjsi volit nizsi
koncentrace ucinnych latek po delsi dobu expozice. Toto tvrzeni potvrzuje studie
autorii Székely a Molnar (1991), ktefi pii svém pokusu na rybach Ctenopharyngodon
idella a Hypophthalmichthys molitrix pouZili koncentraci praziquantelu 50 mg.l! a
100 mg.I'! pri expozicni dobé 20 minut. I pres 66,7 % a 93,4 % uspésnost téchto
pouzitych koncentraci v boji proti metacerkariim Diplostomum spathaceum, byly
tyto vysoké koncentrace praziquantelu Spatné snaseny. Ryby vykazovaly sniZzenou
schopnost dychani, pohyblivosti a otacely se hfbetem dolii az do doby, kdy byly pie-
mistény do Cisté vody. Koncentrace praziquantelu vSak nemtiZe byt ani prilis nizka.
Ve stejné studii autori pouZili sniZenou koncentraci 0,1 a 0,05 mg.l'! po dobu expo-
zice 168 hodin. Tyto nizké davky pak sniZovaly i u¢innost praziquatelu (0 az 32,2 %)
proti metacerkariim Diplostomum spathaceum. Jako nejucinné;jsi se ukazala koncen-
trace praziquantelu v mnozstvi 0,5 a 1 mg.l-1 s délkou expozice 90 hodin, ktera vedla
k vyborné ucinnosti 98,5 a 100%. Ve srovnani s koncentracemi praziquantelu pou-
Zitymi v predloZeném pokusu se jedna o podstatné nizsi koncentrace pouzité
po delsi expozi¢ni dobu. I pres nizky nalez metacerkarii pri parazitologickém vyset-
reni ocni CoCky ryb pri délce expozice 24 hodin (uvedené v tabulce C. 2) a tudiz pres
statisticky nevyznamné hodnoty vSak vysledky naznacuji, Ze navrzené davkovaci
spektrum v hodnotach 2 mg.l-1 a 10 mg.l-! po dobu 24 hodin by mohlo byt funk¢ni a
dostatec¢né. Nizkou inicialni prevalenci metacerkarii pravdépodobné ovlivnilo pfi-
krmovani ryb praziquantelem v podobé medikovanych krmiv v obdobi podzimu.

Tato moZnost 1éCby prostrednictvim podavani medikovanych krmiv s obsa-

hem praziquantelu je také velmi Gspé&$na. Jak uvadf studie od autort Székelyho a
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Molnara (1991), funk¢ni jsou i krmiva s niZ$i koncentraci ucinné latky v mnozstvi
35,5 nebo 100 mg.kg! télesné hmotnosti ve trech opakovanych aplikacich. I pres
pouziti mensich koncentraci byla priimérna uspésnost jejich experimentu 93,1 %.
Toto aplikacni schéma sice nedosahuje 100% uspésnosti, ale s prihlédnutim k pou-
zitym koncentracim je vysoce uc¢inné ptilécbé diplostomézy u plidku amura bilého
Ctenopharyngodon idella a tolstolobika bilého Hypophthalmichthys molitrix. Me-
tacerkarie usmrcené lécbou zlistavaji v o¢ni cocce dlouhou dobu. V této studii také
Székely a Molnar vyvratili doporucené davkovani praziquantelu v davce 330 mg.kg
1 s nékolika opakovanimi, které doporucoval Bylund a Sumari (1981) pro pstruhy
duhové. Experimenty prokazaly, Ze i jedina davka ve stejné koncentraci dokaze us-
mrtit vSechny metacerkarie Diplostomum spathaceum. Po parazitologickém vyset-
feni je zfejmé, Ze tyto davky plsobi na morfologické a fyziologické zmény metacer-
karii. [ preZivSi metacerkarie vykazovali ve srovnani s kontrolami znac¢né sniZenou
schopnost pohyblivosti. Tento typ 1écby je vSak vhodny pro ryby v klecovych cho-
vech, popripadé pro ryby zvyklé prijimat granulovanou potravu.

Idealnim 1écebnym postupem proti diplostomédze ryb je podle mého nazoru
kombinace antiparazitarnich koupeli v predepsanych koncentracich praziquantelu
v kombinaci s podavanim medikovanych krmiv. Tak mtiZe dojit k vysoké tispésnosti

za kratké casové obdobi.
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6 Zavér

Cilem této prace bylo posoudit vliv rliznych koncentraci praziquantelu a
fenbendazolu na vybrané hematologické ukazatele a na zdravotni stav amura bilého
(Ctenopharyngodon idella) nakaZeného metacerkariemi motolice o¢ni (Diplostomum
spathaceum). Test antiparazitarni 1é¢by byl proveden ve formé koupeli s raznymi
koncentracemi ucinné latky. Testem 1éCebnych koupeli bylo prokazano, Ze testované
aplika¢ni schéma nema zasadni negativni vliv na zdravotni stav Zadné ze skupin
testovanych jedincl. Vysledky hematologického vySetfeni prokazaly statisticky
vyznamné zmény u dvou parametrii v porovnani s kontrolou. U ryb ve skupiné FB
(fenbendazol 25mg.I'1) doslo k statisticky vyznamnému sniZzeni mnoZstvi erytrocytt
(RBC). Druhou statisticky vyznamnou zménou byl narist stfedni barevné
koncentrace (MCHC) u skupiny PQ2 (praziquantel 10mg.l1). [ pres statisticky
nepriikazné zmény vyskytu metacerkarii zjiSténych po antiparazitarnich koupelich
lze usuzovat na nizkou ucinnost fenbendazolu, a naopak pravdépodobnou

pouzitelnost praziquantelu v boji proti diplostomadze ryb.
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11 Abstrakt

Cilem bakalarské prace bylo posoudit vliv vybranych antiparazitarnich léciv na
zvolené hematologické ukazatele v krvi ryb a nasledné posoudit vliv téchto 1éCiv na
parazitdrni onemocnéni oc¢ni coCky zplsobené motolici oc¢ni (Diplostomum
spathaceum).

Amufti bili (Ctenopharyngodon idella) napadeni motolici o¢ni byli vystaveni
po dobu 24 hodin Sirokospektralnimu antiparazitiku - praziquantelu
v koncentracich 2 mg.l't a 10mg.I'! a bendizimidazolovému derivatu - fenbendazolu
v koncentraci 25 mg.l1l. Po koupeli byla rybam odebrana krev, ve které byly
stanoveny hematologické ukazatele - pocet Cervenych krvinek (RBC), pocet bilych
krvinek (WBC), hematokrit (PCV), hemoglobin (Hb), stfedni objem erytrocytu
(MCV), hemoglobin erytrocytu (MCH), stfedni barevna koncentrace (MCHC). Ryby
byly dale podrobeny parazitarnimu vysSetieni ocni cocky a byl posouzen vliv 1é¢iv na
metacerkarie motolice o¢ni.

Z vysledkl bylo patrné statisticky vyznamné sniZeni poctu erytrocyti
(p<0.05) pri pouziti fenbendazolu v koncentraci 25 mg.l! a statisticky vyznamné
zvySeni stredni barevné koncentrace (p<0.05) u vysSSi pouzité koncentrace
praziquantelu (10 mg.l1). Zbylé stanovené hematologické ukazatele se nelisili od
parametri kontrolnich skupin. Parazitdrnim vySetfenim byli zjiStény pouze
statisticky nevyznamné odchylky, které byly dany nizkou inicidlni prevalenci

motolice o¢ni u vySetfovanych ryb.

Klicova slova: amur bily, fenbendazol, praziquantel, metacerkdrie, motolice ocni
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Abstract

The aim of this bachelor’s thesis was to consider the effect of chosen antipari-
sitics on hematological indicators in the blood of fish and consequently study the
effect of this medicaments on parasitic disease of lens caused by trematoda Diplos-
tomum spathaceum.

Grass carps infected with trematoda were exposed to broad-spectrum antipa-
rasitics - praziquantel for 24 hours in the concentrations 2 mg.I'! and 10 mg.I'! and
also in the benzimidazole derivatve - fenbendazole in the concentration 25 mg.1-1.
Afterwards blood was taken from the fish and following indicators were stated - red
blood cell (RBC), white blood cell (WBC), hematocrit (PCV), hemoglobin (Hb), mean
corpuscural volume (MCV), mean -corpuscural hemoglobin (MCH), mean
corpuscural hemoglobin concentration (MCHC). Another step was to examine the
lens and consider the effect of medicaments on metacercariae of Diplostomum
spathaceum.

Based on the results it was clear that there was a statistical decrease in the
amount of erythrocytes (p<0.05) when using fenbendazole in the concentration 25
mg.l-1. Furthermore the results showed that when the concentration of praziquantel
was higher (10 mg.l-1), there was considerable increase in the middle colored con-
centration (p<0.05). The other indicators did not differ from the parameters of the
control groups. This examination showed only small statistically insignificant aber-
ration, which was given by the low initial prevalence of Diplostomum spathaceum in

the examined fish.

Key words: grass carp, fenbendazole, praziquantel, Diplostomum spathaceum, me-

tacercariae
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