Jihoteska univerzita v Ceskych Budé&jovicich
Fakulta rybarstvi a ochrany vod

Vyzkumny ustav rybaisky a hydrobiologicky

Bakalarska prace
Porovnani G¢innosti a efektivity Ctyt béZnych anestetik

pouzivanych v rybafstvi u mnika jednovousého (Lota lota L.)

Autor : Martin RuzZek

Vedouci prace : Ing. Miroslav Blecha

Konzultant : Ing. Jifi Kfist'an, Ph.D.

Studijni program a obor : Zootechnika, Rybarstvi
Forma studia : Prezenéni

Ro¢nik studia : 111

Ceské Budé&jovice, 2016



Prohlaseni

Prohlasuji, Ze svoji bakalafskou praci jsem vypracoval samostatné pouze s pouzitim
pramentl a literatury uvedenych v seznamu citované literatury. Prohlasuji, ze v souladu
S § 47b zékona ¢. 111/1998 Sb., v platném znéni, souhlasim se zvefejnénim své
bakalarské prace, a to v nezkracené¢ podobé FROV JU. Zvefejnéni probiha
elektronickou cestou ve vefejné piistupné casti databaze STAG provozované
Jiho&eskou univerzitou v Ceskych Budéjovicich na jejich internetovych strankéch, a to
se zachovanim mého autorského prava k odevzdanému textu této kvalifikacni prace.
Souhlasim déle s tim, aby toutéz elektronickou cestou byly v souladu s uvedenym
ustanovenim zdkona ¢. 111/1998 Sb. zvetfejnény posudky skolitele a oponentli prace i
zdznam o pribchu a vysledku obhajoby kvalifikaéni prace. RovnéZz souhlasim s
porovnanim textu mé kvalifikaéni prace s databazi kvalifikacnich praci Theses.cz
provozovanou Narodnim registrem vysokoskolskych kvalifika¢nich praci a systémem

na odhalovéni plagiatu.

V Ceskych Budgjovicich
Podpis studenta



Podékovani

Chtél bych touto cestou podékovat svému vedoucimu Ing. Miroslavu Blechovi za
poskytnutou pomoc, metodické vedeni, rady a cenné pfipominky, které mi s ochotou

poskytoval v pribéhu zpracovani celé balalarské prace.

Rovnéz dékuji vsem pracovnikim VURH ve Vodianech, ktefi mi umoznili
vypracovat tuto praci. Zejména pak Ing. Petru Svacinovi a dr hab. Ing. Josefu Veliskovi,

Ph.D., za poskytnutou pomoc Vv pribéhu samotného experimentu.



JIHOCESKA UNIVERZITA V CESKYCH BUDEJOVICICH
Fakulta rybafstvi a ochrany vod
Akademicky rok: 2015/2016

ZADANI BAKALARSKE PRACE

(PROJEKTU, UMELECKEHO DILA, UMELECKEHO VYKONU)

Jméno a pifjmeni: Martin RUZEK
Osobni ¢islo: V13B059P
Studijni program: B4103 Zootechnika

Studijni obor: Rybéistvi
Porovnani G¢innosti a efektivity ¢tyr béZnych anestetik

REAEE L, pouzivanych v rybafstvi u mnika jednovousého (Lota lota L.)

Zadavajici katedra: Vyzkumny tstav rybarsky a hydrobiologicky

Zasady pro..vypracovani:

Mnik jednovousi Lota Ilota L.) je jedinym zastupcem hrdloploutvych ryb, ktery se trvale vy-
skytuje ve sladkych vodach. I kdyz je tento druh cirkumpolarné rozsien, tak v nékterych
zemich se stal ohrozenym druhem nebo dokonce zcela vymizel. Zvladnuti jeho odchovu je za-
kladnim predpokladem pro moznosti budouci reintrodukce ¢i posileni stavajicich populaci.
Mnik se v8ak jevi i jako vhodny kandidat pro akvakulturu diky vysoké kvalité masa a jatrim
bohatym na vitaminy a omega-3 mastné kyseliny. Chov mnika v kontrolovanych podminkach
se v poslednich letech zacal vice studovat a prvni vysledky jsou jiz k dispozici.

V priibéhu experimentalniho a produkéniho chovu je nutné ryby uspavat vhodnym anesteti-
kem z divodu omezeni stresu a usnadnéni nasledné manipulace. Za ¢tyri nejbéznéji pouzivana
anestetika lze povazovat hiebickovy olej s G¢innou latkou eugenol, 2-phenoxyethanol a MS-
222 (Tricaine mehanesulofante) a Propiscin.

Cilem této prace bude porovnat uc¢innost a nasledny efekt téchto anestetik na mnika jedno-
vousého pomoci hematologickych a biochemickych ukazateli a zaznamenat ¢asy jednotlivych
fazi anestéze.



Rozsah grafickych praci: dle potfeby
Rozsah pracovni zpravy: 30 - 50 stran
Forma zpracovani bakalaiské prace: tisténa

Seznam odborné literatury:

Stapanian, M. A., Paragamian, V. L., Madenijan, C. P., Jackson, J. R.,
Lappalainen, J., Evenson, M. J., Neufeld, M. D., 2010. Worldwide status of
burbot and conservation measures, Fish and Fisheries 11 (1), 34-56 s.

Mcphail, J. D., Paragamin, V. L., 2000. Burbot biology and life history. In:
Burbot: Biology, Ecology, and Management (eds V. L. Paragamian and D. W.
Willis), American Fisheries Society, Fisheries Management Section, Publication
Nr. 1, 11-23 s.

Velisek, J., Svobodova, Z., Piackova, V., 2005. Effects of clove oil anaesthesia on
rainbow trout (Oncorhynchus mykiss), Acta Veterinaria Brno, 74 (1), 139-146 s.
Lepié, P., Stara, A., Turek, J., Koziak, P., Velisek, J., 2014. The effects of four
anaesthetics on haematological and blood biochemical profiles in vimba bream,
Vimba vimba, Veterindrni Medicina, 59 (2), 81-87 s.

Marking, L. L., Meyer, F. P., 1985. Are better anesthetics needed in fisheries?
Fisheries 10 (6), 2-5 s.

Vedouci bakalaiské prace: Ing. Miroslav Blecha

Vyzkumny tstav rybarsky a hydrobiologicky
Konzultant bakalaiské prace: Ing. Ji¥i K¥istan, Ph.D.

Vyzkumny tstav rybarsky a hydrobiologicky

Datum zadani bakalairské prace: 22. ledna 2016

Termin odevzdani bakalarské prace: 6. kvétna 2016

JtHoCEsxfggNWEquA

ESKYCH BUDEJOVICICH
F\/(K(SLTA RYBARSTV A (/)IfHRANY VoD prof. Ing. Pavel Kozak, Ph.D.
Zati$ 728 R0
389 25 Vodriany @ feditel

V Ceskych Budé&jovicich dne 4. tinora 2016



OBSAH

Lo UVOD e 8
2. LITERARNI PREHLED ....covvvtuiiimiiiriserieesssssesss st ssessssssssssssssss e 9
2.1. Pojem anestezie a vyuziti anestetik v Chovech ryb.........cccooiiiiii e, 9
2.2. Druhy anestetickych ptipravki pouzivanych v akvakultufe............ccccoevvveiinnnne, 10
2.2.1. Pouziti anestetik u mnika jednovous€ho...........cccocvevviiiiiiiiiiie e, 13

2.3. Zptisoby pouziti anestetickych prpravkill........ccccvevvviiiiiiiiii e 14
2.3.1. Anestetickd KOUPEL.........ccoveiiiiiiiiiie e 14
2.3.2. SPIEJOVANT ZADET ....ccvviieiiieiiiiiesie ettt 14
2.3.3. HYPOLEIMIIE ..ottt re e te e ereas 15

2.4. Popis jednotlivych fazi anestezie a zotaveni z aNESEZIE ..........ccovcvvervrvreeinnnen, 15
2.4.1. ANEStEtICKA TAZE .....veiiiiiii e 15
2.4.2. Z0OtaVENT Z ANESIEZIC .. .eeruveeeeeiieiestieeieiesieeateesteesteesteessbeesbeesbeesreeabeesseesnsee e 16

2.5. Hodnoceni vedlejSich €Nk anestezie ..........ccvvrvveiiiiiiiiiieiieeiee e 17
2.5.1. Biomarkery oxidativiiho StreSU.........cociiiieiiiiiieiiieee e 17
2.5.2. Hematologicky profil KIve ... 17
2.5.3. Biochemicky profil KIve ... 18

2.6. MNIK JEANOVOUSY ...ovvviiiiiiiiiieiiiie e 21
2.6.1. Systematické zafazeni, biologI€ @ POPIS ....eevvverviiviiieiiiie i 21
2.6.1.1. Systematické Zafazeni...........ccooveieeiieiiicee e 21
2.6.1.2. Biologie a popis MNIKA .......ccoeerviiiiiirieiie e 22

2.6.2. Diivody optimalizace chovu mnika jednovousého .............cccooveviiiiiiicnnn, 24

3. MATERIAL A METODIKA ..ottt 25
3.1. Pouzité ryby a experimentalni podminky ...........cccooiiiiiiiii 25
3.2. Druhy pouzitych anestetik a rozd€leni ryb do skupin..........ccccoecvveviiiiiiiieiiineenne, 25
3.30 OdDEE KIVE ittt ne e 27
3.4. Vyhodnoceni hematologickych ukazateld..............ccoooviiiiiiiiiiiciii, 28
3.4.1. Stanoveni ukazatel ¢erveného krevniho obrazu............cccocoveiiiiiiiicinnnn, 28
3.4.2. Stanoveni ukazatell bilého krevniho obrazu...........ccccvvviviiiniiiiiiiiiee, 31

3.5. Vyhodnoceni biochemickych ukazatelll..........cccoceviiiiiiiiiiiies 31
3.6. Statistické vyhodnoceni dat ...........c.ccuiviiiiiiiiciie e 32
4. VYSLEDKY ..ottt 33
4.1. HematologiCKy Profil KIVE......cucvueiveiecie et 33



4.2. Biochemicky profil KIVe ........cccooiiiiiiiiiiic s 35

T ] 151 S0 74 =3O 38
6. ZAVER .....oovoiieseeteeesee e ses ettt 42
7. SEZNAM POUZITE LITERATURY .....oovvrrriieeniceesieiseessesiesssessssesissessessess s s 43
B ADSIIAKL. ... veeeitie ettt e e e e b b e e e br e e e bbeeaabreeabaeeareaeas 51
0. ADSITACT ... v ettt eh e e e bre e e bre e e bbeeebreeabaeeabaaeas 52



1. UVOD

Anestetika jsou latky, které navozuji stav nazyvany anestezie neboli umély spanek
(Kolafova a kol., 2007). Hlavni vyznam anestetik spociva v omezeni stresu, ktery
nastava béhem manipulace (ryba snasi 1épe manipulaci v umélém spanku). Pouziti
anestezie také usnadiiuje obsluze praci a je tak vhodnou prevenci pfed potencidlnim
zranénim ryby. V intenzivnich chovech ryb jsou uplatiovana ptedevs§im pii umélych
vytérech, biopsii generacnich ryb, znackovani ¢i znaceni ryb, tfidéni, vazeni nebo
veterinarnich vySetfenich ryb (Summerfelt a Smith, 1990). MnoZstvi anestetik
vhodnych pro pouziti v akvakultufe je pomérné veliké, ale pocet povolenych a
certifikovanych anestetickych preparati je vyrazné niz$i. I kdyz anestetika usnadiuji
manipulaci s rybami a jsou prevenci proti stresu, tak nelze nezminit jejich vedlejsi
uc¢inky, ke kterym tyto chemické latky mohou u ryb vést (Marking a Meyer, 1985).
U komer¢né nejvyznamnéjSich druhti ryb chovanych v akvakultufe jsou popsany nejen
vhodné preparaty a davky, ale i vedlejsi uinky téchto piipravki na ryby. U mnohych
druhti ryb vSak vedlejsi i€inek anestetik na jejich organismus nebyl dosud popsén. Mezi

tyto druhy patii i mnik jednovousy (Lota lota L.).

Analyza krevniho profilu je vhodnym nastrojem pro monitoring a determinaci
vedlejSich ucinkd rtiznych chemickych preparatt na vodni organismy (Velisek a kol.,
2009). Cilem této prace je porovnat vliv Ctyf v akvakultufe béZné€ pouZivanych anestetik
na hematologické a biochemické slozeni krve mnika jednovousého. Ziskana data budou
nasledné statisticky porovnana a na zakladé vyhodnoceni téchto tdaji bude stanoveno

nejSetrnéjsi anestetikum vhodné pro béZné pouZiti pii anestezii mnika jednovousého.



2. LITERARNI PREHLED

2.1. Pojem anestezie a vyuziti anestetik v chovech ryb
Anestezie je biologicky stav, pfi kterém dochazi k celkovému zklidnéni organismu,

po kterém nasleduje ztrata rovnovahy a védomi vedouci k efektivnimu tlumeni bolesti
(Summerfelt a Smith, 1990). Anestezie jako takova se v chovech ryb zacala vyuzivat
v 40. a 50. letech minulého stoleti, kdy byla pouzivana pouze pro znehybnéni ryb za
ucelem snadnéj$i manipulace (McFarland a Klontz, 1968). Jako jedno z prvnich
anestetik byl pouzit plynny CO,. Tento plyn z vody ovSem vytésnoval kyslik a pfi
opakovaném pouziti tak dochazelo k imrtim ryb. Proto bylo potieba vyvinout nové
ptipravky, které by se vyznacovaly vysokou efektivitou a vétsi Setrnosti k rybam
samotnym (Fish a kol., 2008). S rozvojem chemického primyslu v 50. letech bylo
objeveno a otestovdno mnoho pfipravkl, mezi které patfil napt. Methylpentynol,
Chlorbutanol, Halothan, Urethan, Diethyl éter, Chlér hydrat a mnoho dalsich. Tyto
latky svij ucel splnily (tj. navodily anestezii), ale spolu s dal§imi vyzkumy bylo
zjisténo, Ze nékteré z nich jsou toxické pro rybi pludek, zanechédvaji rezidua v rybéach a
navic jsou nebezpetné i pro samotné spotiebitele. Z téchto divodld byly tyto latky

vyfazeny a zakazany pro pouziti u ryb (Ackerman a kol., 2005).

Soucasné moderni akvakultury si vyzaduji pfipravek, ktery bude spliiovat kritéria
tzv. ,idedlniho anestetika“. Idedlni anestetikum je charakterizovano vysokou
rozpustnosti ve vodé, rychlym nastupem anestezie a bezpecnosti pro ryby a spotiebitele
(Brozova a Svobodova 1986; Treves-Brown, 2000). Charakteristiku idealniho
anestetika dopliiuji autoii Marking a Meyer (1985), podle kterych by mélo anestetikum
poskytovat umérnou dobu anestezie, ktera by méla nastoupit béhem 3 minut a do
5 minut odeznit. Zaroven by méla byt rezidua z tkani ryb odstranéna do jedné hodiny.
V moderni akvakultufe je pouZiti anestetik nezbytnou soucasti chovu ryb. Anestezie je
vyuzivana piedevSim béhem tiidéni, znackovani, umelé¢ reprodukci, vazeni ryb,
odbérech krve a béhem chirurgickych zakrokii (Ross a Ross, 1999). Mize byt také
vyuzita pii dlouhotrvajicim pfevozu akvarijnich ryb, protoze anestetika oslabuji
metabolické procesy, které vedou ke sniZeni spotfeby kysliku organismem a nizsi
produkci metabolitli (Svoboda a Kolafova, 1999). Pouzitim anestetik se znacné snizi
problémy zptisobené stresem, ktery je vyvolan béhem manipulace. Mezi tyto problémy

patii pfedevSim pokles pfijmu krmiva a snizeni imunitni funkce organismu (Citek a
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kol., 1997). Kolarova a kol. (2007) doporucuje pouzivani anestetik i z divodu
pfedchazeni poruSeni zakona €. 246/1992 Sb., na ochranu zvitat proti tyrani. Samotné
pouziti anestetik je fizeno pfesnym navodem k jejich pouziti (Kolafova a Nepejchalova,

2006).

U anestetickych piipravkli spocéiva problém v jejich registraci pro pouziti u ryb,
slouzicich ke konzumaci (tj. ryby, které se mohou potencidlné dostat na trh
s potravinami), u kterych je tieba provést testy tykajici se chemického slozeni, u¢inku
anestetika, snaSenlivosti na cilovy organismus a vlivu na zivotni prostiedi.
Nejdilezitéjsim bodem je pietrvavani rezidui anenstetik v télech ryb. Na zakladé¢ toho je
k danému piipravku pfidélena ochranna lhita (OL), ktera se odvozuje od maximalniho
rezidualniho limitu (MRL = maximalni mnozstvi u¢inné latky, jez lze v tkanich ryby
akceptovat). Ochrannd lhita je uvadéna v takzvanych ,stupniodnech®, které jsou
pocitany jako suma priamérnych teplot (v °C) po dobu 24 h. V ptipadé, ze ptipravek
nepodléhd registraci, je nutno dodrzet ochrannou lhitu 500 stuptiodnli, ktera je
predepsana zakonem ¢. 166/1999 Sh., o veterinarni péci a o zméné souvisejicich zakont
(veterinarni zakon). V priibéhu trvani ochranné lhiity nesmi byt takto oSetfené ryby

prodavany na trhu (Svobodova, 2015; Kolatova a kol., 2007).

2.2. Druhy anestetickych pripravkia pouzivanych v akvakulture
MS - 222

Tento druh anestetika patii k nejcastéji pouZivanym anestetickym piipravkim na
svété (Marking a Meyer, 1985). Chemicky nazev pro MS — 222 je trikain
methansulfonat. Jedna se o izomer benzokainu s dodateénym sulfoniatovym radikéalem,
ktery umoznuje vyss$i rozpustnost ve vod¢ (Congleton, 2006). Je dodavan ve formé
bilého krystalického praSku, ktery muize byt rozpusStén ve vodé az do jedenacti
procentniho roztoku (Coyle a kol., 2004). MS — 222 se rychle absorbuje Zabrami a
pronika do centralniho nervového systému, kde ma bezprostiedni G¢inek na autonomni
nervovy systém (Treves-Brown, 2000). Za doporucenou koncentraci je povazovano
100 mg~l'1 (Marking a Mayer, 1985). Uginnost MS — 222 je znaéné ovlivnéna
chemismem vody, a to predevsim jeji teplotou, mnozstvim rozpusténého kysliku,
tvrdosti a salinitou. Z biologickych faktoru, které mohou mit vliv na jeho G¢innost, jsou

to druh, vek, pohlavi, hmotnost a velikost ryb a také koncentrace lipidii ve svaloviné
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(Houston a Woods, 1976). Coyle (2004) popisuje zna¢nou afinitu MS — 222 K lipidim,
a to predevSim u dospé€lych jikernacek. Tato afinita zpomaluje zotavovaci fazi,
v disledku vyplavovani anestetika z jiker a tukovych zasob. Holcomb a kol. (2004)
ovsem tvrdi, zZe i pies pomalou zotavovaci fazi nedochazi ke znehodnocovani po

hlavnich produktti a k snizeni lihnivosti larev.

Hlavni nevyhoda MS — 222 spo¢iva ve zvySovani hladiny kortizolu v Krvi i
Vv piipad¢, ze jsou ryby hluboce uspané (Coyle, 2004). Small (2003) poukazuje na
skuteCnost, ze v extrémnich ptipadech miize byt hladina kortizolu téméf stejné vysoka
jako u ryb, které anestesii pfed manipulaci nepodstoupily. Vyhodou MS — 222 je jeho
vysoka efektivita pfi nizkych teplotach vody, ¢ehoz je vyuzivano predevsim v chovech

lososovitych a jeseterovitych ryb (Wilga a Lauder, 1999).

Hiebickovy olej

Hiebickovy olej je jako anestetikum vyuZzivén jiz po staleti. Prvni dochované zpravy
o jeho aplikaci pochdzeji ze starovéké Indonésie, kde se jako slabé anestetikum hojné
pouzival v dentistice a také pfi bolestech kloubt (Taylor a Roberts, 1999). Své
postaveni ve stomatologii si udrzel aZz do soucasné¢ doby. Diky svym aromatickym
vlastnostem se vyuZziva i v potravinaistvi jako pfirodni ochucovadlo pokrmil (Curtis,
1990). Jako anestetikum pro ryby byl poprvé testovan pied vice neZ tiiceti lety (Endo a
kol., 1972).

Hiebickovy olej je tmaveé hnéda kapalina ziskana destilaci stonkd, kvéta a listh
hiebickovych stromti Eugenia aromatica L. (Soto a Burhanuddin, 1995) nebo rostliny
Eugenia caryophyllata Thunb (Keene a kol., 1998). Hlavni G¢innou slozkou
hiebickového oleje je eugenol (4-allyl-2-methoxyphenol), ktery mtize tvotit 70 — 90 %
celkové hmotnosti oleje (Woody a kol., 2002). Kromé eugenolu také obsahuje vedlejsi
slozky jako eugenol acetat (> 17 %) a kariofilen 5 (> 12 %) (Keen a kol., 1998).
Charakteristické aroma oleje je zpisobeno Sirokou Skalou terpenovych slouéenin (Coyle

a kol., 2004).

Doporucend minimalni davka pro dosazeni anestezie je 33 mg~1’l vodni lazné
(Svoboda a Kolafova, 1999). Se zvySujici se teplotou ucinnost eugenolu klesa.

Naptiklad efektivni anestezie u pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss Walbaum)
11



nastava pii 40 — 60 mg-1™, u kapra obecného (Cyprinus carpio L.) pii davee 40 — 120
mg-1" (Coyle, 2004). Pi vysich davkach hiebickového oleje byl prokazan
antimykoticky a antibakterialni efekt, ktery vSak muze byt vyuzitelny pouze v chovech
teplomilnych ryb, protoze davka, ktera tento u¢inek vyvola, je pro chladnomilné druhy
ryb smrtelna (Hussein a kol., 2000). Keene a kol. (1998) se zabyval porovnanim
ucinnosti hiebickového oleje a MS — 222 na pstruha duhového. Oproti MS — 222 byl
zjistén rychlejsi nastup anestezie, ale zotavovaci ¢as byl u hiebickového oleje Sestkrat
delsi nez u MS — 222. Tato nevyhoda eugenolu je vSak vyvaZena tim, Ze po zotaveni
dochazi k rychlému odstranéni metabolit anestetika z krevniho fecisté a tkani (Fisher a
kol., 1990). Hlavni vyhody hiebickového oleje spocivaji v nizké cené, relativni
bezpe¢nosti pro ryby a pracovniky provadéjici anestesii a v neposledni fadé také

V nezavadnosti vici zivotnimu prostiedi (Marking a Mayer, 1985).

2 — phenoxyethanol
Cely nazev pro 2 — phenoxyethanol je ethylen glykol monofenyl éter (C8H1002).
Jedna se 0 olejovitou neprihlednou kapalinu, ktera je hife rozpustna ve vodé (26,7

mg-17pii 25 °C), ale snadno rozpustna v ethanolu (Coyle a kol., 2004).

V CR je pouzivan pro kratkodobou imobilizaci ryb pfed umélym vytérem, a to
v doporucené koncentraci 0,40 ml-I” vodni 14zn& (Haméackova a kol., 2008). Pfi této
koncentraci nastava anestezie ryb po 5 — 10 minutach a k zotaveni ryb dochazi do 10
minut (Velisek a Svobodova, 2004). Do téla ryb je 2 — phenoxyethanol vstiebavan ptes
kizi a zabry. Roztok 2 — phenoxyethanolu ma zaroven baktericidni a fungicidni
faktorem ovliviiujicim G¢innost 2 — phenoxyethanolu je teplota vody, kdy se zvySujici
se teplotou vody ucinnost anestetika vzrista. Navic opakované pouziti vede ke zvySeni
tolerance ryb vii¢i tomuto anestetiku (Weyl a kol., 1996). Obecné plati, Ze mladsi ryby
jsou k tomuto anestetickému piipravku citlivéjsi nez starsi ryby (Barton a Helfrich,
1981). 2 — phenoxyethanol je oznacovan jako jeden z kandidatd na idealni anestetikum.
Dtivod pro toto oznaceni je jeho snadna pfiprava, nizké cena a rychly nastup anestezie i
zotavovaci faze (Pucéa a kol., 1989). Velisek a kol. (2007a) uvadi, ze pii koncentraci
0,30 ml-lI" nedochézi u kapra obecného a pstruha duhového k zadnym zménam

vV hematologickém profilu.
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Propiscin

Propiscin byl vyvinut teprve nedavno na Institutu vnitrozemského rybolovu
v Polsku, specialné pro pouziti v akvakultuie (Hajek a Klyszejko, 2004; Kazun a
Siwicki, 2012). Jeho aktivni slozkou je etomidat (etomidat - ethyl 1-(a-methylbenzyl)
imidazol-5-karboxylat), ktery je bézné¢ pouzivan k imobilizaci ryb (Limsuwan a kol.,
1983). Doporucené davkovani Propiscinu je 1,0 ml'I* vodni 14zné (Hamackova a kol.,
2001). Pii stejné davce dochazi u lososovitych ryb k rychlejSimu nastupu anestezie nez
u ryb kaprovitych. AvSak zotavovaci faze je stejné dlouha u obou skupin ryb
(Limsuwan a kol., 1983; Plumb a kol., 1983). Szkudlarek a Zakes (1996) ve své studii
popisuji, ze Propiscin je velice efektnim anestetikem, které dokaze indukovat anestezii
trvajici az 30 minut, ale po pteneseni ryb do cCerstvé vody dochazi k obnoveni

fyziologickych funkci do 2 — 4 minut .

Oproti bézné pouzivanym piipravkim ma Propiscin hned nékolik vyhod.
Neposkozuje dychaci soustavu, mirné snizuje krevni tlak a neni Skodlivy pro osobu
provad¢jici anestezii. Navic u né& nebyla prokédzéna teratogenita ¢i karcinogenita.
Propiscin nijak nesnizuje hodnotu pH, ale béhem déletrvajici anestezie dochazi ke
znaénému poklesu rozpusténému kysliku ve vodni lazni (Kazun a Siwicki, 2012).
Siwicki (1984) ve své studii pfirovndva Ucinnost propiscinu k ucinnosti propanidinu.
U obou ptipravki nedochazi béhem anestezie k nezadoucimu podrazdéni ryb a

umoznuji tak opakované oSetieni.

2.2.1. Pouziti anestetik u mnika jednovousého
V soucasné dob¢ stile neexistuje zadna publikace, kterd by se této problematice

vénovala hloubéji. Cela fada autorti pouzila mnika jednovousého pouze okrajové a
0 pfesném ucinku vybraného anestetika se dale nezminuje (Stupka, 2002; Vandergoot a
kol., 2011; Kazun a Siwicki, 2012). Kazun a Siwicki (2012) experimentalné ovétovalli,
spole¢né s dal§imi rybami, reakci mnika na ptipravek Propiscin. Podobnym testovanim
se zabyval 1 Stupka (2002), ktery sledoval vliv 2 — phenoxyethanolu na skupinu
nékolika druhti ryb, ve které byl pfitomen i mnik jednovousy, a doSel k zavéru, ze 2 —
phenoxyethanol muze byt vhodnou alternativou k hiebic¢kovému oleji. Vandergoot a
kol. (2011) se zabyval vlivem oxidu uhli¢itého (pouzitého jako anestetikum) na celou

fadu rybich druht, v¢etné mnika jednovousého.
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2.3. Zpusoby pouZziti anestetickych pripravkii
2.3.1. Anesteticka koupel

Nejjednodussi a nejpouzivanéjSi zplusob aplikace anestetického piipravku
ptredstavuje koupel ryb v roztoku anestetika o pozadované koncentraci. Velmi dilezitou
soucasti anestetické koupele je kontrola chemismu vody v pribéhu celého procesu

anestezie. To plati pfedevsim v piipadech, kdy je koupel pouzivana opakované (Coyle a
kol., 2004).

Brown (1988) popsal jakési osmero zasad bezpecné anestetické koupele:
1. Kontrola parametru kvality vody (pH, O,, NHs, teplota, organické zne¢isténi vody).
. Evidence zmén kvality vody, zpusobené pouzitim anestetika (pH a alkalita).
. Pouziti vody, ve které byly ryby chovany.
. Vzdy mit k dispozici nadrz (nadobu) s Cerstvou vodou bez anestetika.
. Pouzivat jedno nebo dv¢ anestetika a znat piesné jejich tcinek.
. Pfed planovanou anestézii ryby 24 hodin nekrmit.

. Pred vlastni anestézii provést test na nékolika kusech ze skupiny.

o N N L B WD

. Zajisténi dostatecného mnozstvi rozpusténého kysliku v anestetické 1azni.

2.3.2. Sprejovani Zaber
Tento zplsob aplikace je zejména vhodny pfi anestezii velkych ryb, kde je pouZiti

anestetické koupele nepraktické. Pro aplikaci anestetika se pouZivaji specialni
rozpraSovaci lahve, kterymi se anestetikum nanese na povrch zaber (Kolafova a kol.,
2007). Prvnimi prukopniky této metody se stali Gilbert a Woods (1957), ktefi takto
uspavali velké Zraloky. Zralok byl nejprve uvazan na lano a poté mu byly za pomoci
spreje oSetfeny zabry ptipravkem MS — 222. Tito autofi dale uvadéji, ze u extrémné
velkych ryb je mozné pouzit rizné vodni pistole nebo specidlné upravené stiikackové
pumpy. Aplikaci této metody Vpraxi popsal 1 Kaneko (1982), ktery tesil
problematickou anestezii u velkych ryb, které piijimaji atmosféricky kyslik. V jeho
pokusu byly za pomoci sprejovani Uspé$né uspany ryby zroda  Arapaima a
Lepisosteus. V produkénim rybafstvi nachazi tato metoda uplatnéni piedevS§im
u generacnich jedincd lososovitych ryb, jak to dokladaji Kidd a Banks (1990). V jejich

praci byla metoda sprejovani Zzaber popsdna u generacnich sivenli obrovskych
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(Salvelinus namaycush Walbaum). Oba autofi se také shoduji na tom, ze tato metoda je

K rybam velmi Setrnd a nema zadny vliv na kvalitu pohlavnich produktu.

2.3.3. Hypotermie

Tato metoda patii mezi druh anestezie, kde neni pfimo pouzito anestetikum, ale
vyuziva se zmén teploty vody. Podchlazeni ma za nasledek pomalou a lehkou anestezii,
kterd se vyznaCuje absenci pohybu a snizenou citlivosti nervii. Anestezie vyvolana
hypotermii neni dostate¢né hluboka pro chirurgické zakroky, miize ale ptedstavovat
vhodnou alternativu pro piipad, kdy béZzna anestetika nejsou k dispozici nebo je jejich
pouziti nezadouci (Ackerman a kol., 2005). Hypotermie mutize nalézt své uplatnéni také
béhem transportu ryb, kdy diky nizké teploté vody dochézi ke znacné redukci spotieby
kysliku prevaZzenymi rybami. Ochlazovani vody je mozné provést za pomoci
specialnich chladi¢i nebo, jak uvadi Summerfelt a Smith (1990), pomoci rozdrceného
ledu. Teplota vody by méla byt snizovana ptiblizné o 1 °C za 15 minut. Rychlejsi
zchlazeni miize vést k teplotnimu Soku. Kapra obecného je mozné bezpecné uchovavat
V této anestezii pii teplot¢ vody 4 °C az po dobu 5 hodin (Coyle a kol., 2004).
Hypotermii u motskych ryb popsali Hovda a Linley (2000), ktefi ji uspé$né ovéfili na

adultnich lososech druhu Oncorhynchus gorbuscha Walbaum.

2.4. Popis jednotlivych fazi anestezie a zotaveni z anestezie

2.4.1. Anesteticka faze
Mnozi autofi uvadéji rizny pocet fazi a rozdilny prubéh anestezie. Variantu se ¢tyfmi
fazemi popsala Kolarova a kol. (2007) a Coyle a kol. (2004), oproti tomu Keen a kol.

(1998) hovoti dokonce o Sesti rliznych fazich anestezie.

Anestezie se ¢tyfmi fazemi:
Faze 1 — klidova: bézna pozice a postaveni téla, pravidelné dychaci pohyby,
normalni pohybova aktivita, bezproblémovy pohyb a vyhybani se prekazkam.
Faze 2 — excitacni: bézna poloha téla, zvysujici se neklid, silny obranny reflex,
jedinec se prestdva vyhybat ptekdzkam, nepravidelné dychaci pohyby.
Faze 3a — sedace a imobilizace: postupné snizovani pohybové aktivity, naklani se

na bok, postupna ztrata obrannych reflexti, pravidelné a hluboké dychaci pohyby.
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Faze 3b — narkoza (anestezie): celkovy utlum mozkovych funkci, bolest neni
vnimdna, bo¢ni poloha, ztrita veskeré pohybové aktivity a obrannych reflext,
dychaci pohyby jsou zna¢né€ zpomalené¢, probihaji klidn¢ a hluboce.

Faze 4 — hranicni mez hluboké anestezie: bocni pozice, dychaci pohyby jsou

pomalé a velmi mélké, ztrata vSech reflexti.

Anestezie se Sesti fazemi:
Faze 0 — normdlni chovani: ptirozené chovani a reakce na podnéty, pfirozené
dychani.
Féaze 1 — lehké uklidneni: pomalejsi reakce na vnéjsi podnéty, rovnovaha stabilni,
mirné sniZzend aktivita skieli.
Faze 2 — hluboké uklidneni: reakce pouze na silné podnéty z vnéjSiho prostiedi,
nepatrné snizena aktivita skteli, rovnovaha normalni.
Faze 3 — castecna ztrata rovnovahy: nekoordinované plavani, zvySend aktivita
skieli, reakce pouze na vibra¢ni podnéty.
Faze 4 — uplna ztrata rovnovahy: Uplnd ztrata svalového napéti a rovnovahy,
pravidelnd a pomald aktivita skieli, ztrata spinalnich reflexi.
Faze 5 — uplnd ztradta reflexii: jedinec nereaguje ani na silné podnéty, aktivita skieli
je velmi nizka.
Faze 6 — medularni kolaps: aktivita skieli ustava, dochazi k srde¢ni zastave.

Vsechny faze anestezie na sebe plynule navazuji.

2.4.2. Zotaveni z anestezie
Rovnéz u zotaveni zanestezie se mizeme setkat snékolika rozdilnymi

fyziologickymi stavy organismu, které jsou v zavislosti na riznych autorech popisovany
ve Ctyfech (Kazun a kol., 1999; Trzebiatowski a kol., 1996) nebo péti (Hikasa a kol.,
1986) fazich.

Zotaveni z anestezie ve ¢tyfech fazich
Féze 1: bo¢ni poloha, pravidelné dychani, akusticky reflex.
Féze 2: navrat do fyziologické polohy, nekoordinované pohyby.
Féze 3: fyziologické poloha, nekoordinované pohyby, jedinec narazi do piekazek.

Féze 4: ptirozena pohybova aktivita, normalni plavani.
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Zotaveni z anestezie v péti fazich
Féze 1: obnoveni dychacich pohybt.
Féaze 2: Castecné obnoveni rovnovahy a navrat pohybu.
Féaze 3: Gplné navraceni rovnovahy.
Féze 4: ziskani schopnosti plavat a reagovat na podnéty z vnéjSiho prostredi,
pasivni behavioralni odezva.

Féaze 5: celkova behavioralni regenerace, normalni plavani.

2.5. Hodnoceni vedlejSich u¢inka anestezie

2.5.1. Biomarkery oxidativniho stresu
Oxidativni stres je povazovan za zédsadni faktor procesu starnuti, nebot’ vede

k poskozeni DNA (Hofmanova a kol., 2000). Azzi a kol. (2004) prokazal, ze stresované
ryby jsou mnohem nachylnéjsi k nemocem, a oxidativni stres popsal jako nerovnovahu
mezi oxida¢nimi ¢inidly a antioxidanty ve prospéch oxidantl, coz mize vést
k poskozeni bun€k. Tato nerovnovaha je spjata S nadprodukci reaktivniho kysliku
(ROS) v tkanich (Toyokuni a kol., 1995). Huang a kol. (2003) popisuje vliv ROS na
bunééné lipidy a dle jeho vysledkt dochazi k tzv. peroxidaci lipida (LPO), ktera je
hlavnim divodem ztraty bunétné funkce. Oxidace proteind je dalsi reakci, kterd je
zpusobena reaktivnim kyslikem. Vyslednym produktem reakce je karbonyl (CP), jehoz
zvySend hladina vede ke konforma¢nim zménam a dochazi tak ke sniZovani katalytické

aktivity enzymu (Almroth a kol., 2008).

Pfitomnost oxida¢nich latek v bunkédch vede ke zvySené produkci antioxidacnich
latek. Jedna se o pfirozenou biologickou ochranu proti oxidacnimu stresu (Parihar a
kol., 1997). McCord a kol. (1971) oznacuje enzym superoxiddismutazu (SOD) za hlavni
antioxidant, ktery katalyzuje superoxid na méné¢ Skodlivy peroxid vodiku, ktery je
nasledné¢ odbouravan enzymy glutathionperoxiddzou (GPx) a Chloramphenicol

Acetyltransferazou (CAT) (Li a kol., 2009).

2.5.2. Hematologicky profil krve
Hematologicky profil krve sleduje mnozstvi a zastoupeni jednotlivych krevnich

elementl v krevnim vzorku. Zmény v jejich Cetnostech mohou indikovat rGzna

onemocnéni a také poskozeni vnitfnich organt, pfedevS§im pak organt krvetvorby
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(slezina a ledviny). Zmény v hematologickém vySetteni jsou také dikazem stresu, ktery
je zpusobeny napfi. anestézii ryb (Kolafova a kol., 2007). Nesmirnou vyhodou tohoto
vysetieni je moznost pozorovat samotny prub¢h jednotlivych nemoci (Svobodova a
kol., 1986). Jeden z mnoha piikladti popisuje Rehulka (1998). V jeho vyzkumu byli
pouziti pstruzi duhovi, ktefi byli napadeni plisni Saprolegnia parasitica a bakteriemi
druhu Aeromonas hydrophila. Z vysledk hematologického vysetfeni byl patrny znacny
pokles erytrocyti (RBC) a hemoglobinu (Hb), avSak stfedni objem erytrocytu (MCV)
vykazoval vyrazné zvySeni, coz jednozna¢né vypovidalo o onemocnéni sledovanych
ryb. Vyznamné zmény v hematologickém krevnim profilu po pouziti anestetik popsal
Velisek a kol. (2006), ktery poukazuje na vyznamné snizeni leukocyt u sumce velkého
(Silurus glanis L.) po anestezii hiebickovym olejem. Vyznamné snizeni lymfocyti po
anestezii bylo zjisténo i u jeseter sibifskych (Acipenser baeri L.) (Gomulka a kol.,
2008).

2.5.3. Biochemicky profil krve
Analyza krevnich parametri je jedna z nejvice cenénych metod v moderni

diagnostice zdravotniho stavu (Celik, 2004) a stala se neodmyslitelnou soucasti
komplexniho vySetieni ryb (Velisek a kol., 2011). Biochemicky profil krve poskytuje

velmi dilezité informace o vnitinim prostfedim organismu (Masopust, 2000).

Na vnitfni stav organismu ryb maji vliv jak exogenni faktory (teplota vody,
koncentrace kysliku ve vodég, nutricni podminky atd.), tak i faktory endogenni (druh
ryby, linie, vék, kondice atd.) (Rehulka, 1997). Na rozdil od teplokrevnych Zivocichii je
variabilita biochemickych ukazatelti u ryb velmi vysoka (Pravda a Palackova, 1989).
Biochemické vySetfeni plazmy je velmi dilezité i pfi hodnoceni vysledkl akutnich a

chronickych testi toxicity (Gallardo a kol., 2003).

Vyhody tohoto vySetieni doklada Velisek a kol. (2011), podle kterého mezi né patii
mald zat€Z pro ryby, a piedevsim pak poskytnuti informaci o metabolickych funkcich
sledovaného jedince. Samotné zmény biochemickych parametri krve poukazuji na
hepatotoxicky a stresovy ucinek anestetické koupele (pfevazné reverzibilniho

charakteru) na organismus ryb (Kolatrova a kol., 2007).
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Sledovanymi parametry biochemického vySetieni krve jsou:
Glukoza (Glu)

Glukéza je hlavnim zdrojem energie a jeji zvySena koncentrace (10 — 30 mmol-l‘l)
indikuje stres. Naopak vyrazné snizeni hladiny glukézy poukazuje na akutni selhani

jater v disledku nahlého vycerpani glykogenu (Svobodova a kol., 1986).

Celkové proteiny (TP)

Koncentrace TP v plazm¢ je souhrnem vSech bilkovin, které se nachazeji v krvi.
U zdravého organismu tvofi hlavni slozku albumin (ALB), témi zbyvajicimi jsou alfa,
beta a gama globuliny (GLOB). Snizeni hladiny celkovych proteinti poukazuje na

infekci nebo otravu organismu pesticidy (Velisek a kol., 2008).

Albumin (ALB)

Albumin je vytvaren piedevsim Vv jatrech a tvoii 40 — 60 % plazmatickych krevnich
bilkovin. Jeho diileZitost spoc¢iva ptredevs§im v regulaci osmotického tlaku a transportu
metabolickych produktl. V piipadé, Ze se albumin dostane do mezibunéénych prostor,

je to odpoveéd’ organismu na prozité trauma. Stanoveni albumint sleduje také stav jater a

ledvin (Svobodova a kol., 1986).

Globuliny (GLOB)
Koncentrace globulini mize byt stanovena naptiklad odd€lenim albuminu od TP.

Zvysena hladina GLOB indikuje zanétlivé procesy (Kaplan a Pesce, 1989).

Amoniak (NH53)

Je extrémné toxicky a je vyslednym produktem metabolismu bilkovin. Hladina
amoniaku v krevni plazmé je velmi variabilni a je siln€ ovlivnéna riznymi exogennimi
a endogennimi vlivy. ZvySené hodnoty amoniaku jsou indikatorem selhani funkce jater

nebo metabolickych defektti v Krebsoveé cyklu (Svobodova a kol., 1986).

Triglyceridy (TAG)
Jsou syntetizovany pievazné v jatrech, a to predevSim ve formé karbohydrati
poskytujicich organismu sekundarni zdroj energie. Jsou soucasti tukové tkan¢ a jejich

stanovenim se zjiSt'uji zmény v metabolismu lipida (Colombo, 1994).
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Aspartat aminotransferaza (AST)

Nachézi se predevsim v mitochondriich a cytomplazmatické tekutin€. Uvolnéni
mitochondrialniho AST provazi téz§i poskozeni bun¢k narusSujici i membrany
mitochondrii. Vyrazné zvySeni hodnoty AST poukazuje na nekrézu jaterniho

parenchymu (Folmar, 1993).

Alanin aminotransferaza (ALT)
Jedna se o cytoplazmaticky enzym, ktery se nachazi v cytoplazmé jaternich bunék.
Do krevniho obéhu je vyplaven pii zvySeni permeability hepatocytarni membrany.

Vysoké zvySeni ALT indikuje toxické poSkozeni jater (Neff, 1985).

Laktat dehydrogenaza (LDH)
Tento enzym je vSudypiitomny v cytoplazmé. Stanoveni LDH indikuje poskozeni

jater, kosterni a srde¢ni svaloviny a vyskyt nékterych nadorovych onemocnéni

(Svobodova a kol., 1986).

Kreatinkinaza (CK)

Kreatinkindza je slozena ze dvou podjednotek, M (v kosterni svalovin¢) a B
(v mozku). Maximalni aktivita CK byla prokazana 6 hodin po poskozeni tkan¢, pfi¢emz
polocas odbourani je pfiblizn¢ 15 hodin. Zména aktivity CK indikuje poskozeni

svaloviny (Svobodova a kol., 1986; Musil, 1991).

Vapnik (Ca®")
Vapnik je esencidlnim prvkem, ktery se Ui¢astni mnoha télnich pochodii. SniZena
hladina vapniku je spojena sonemocnénim ledvin, kostniho aparatu a s defekty

vapnikového metabolismu (Svobodova a kol., 1986).
Hoi¢ik (Mg”")

Hoic¢ik je dulezity predevsim pii aktivaci enzymt. Jeho zmény jsou v biochemickém

profilu krve vzacné (Svobodova a kol., 1986).
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Anorganicky fosfat (PHOS)
Fosfaty jsou dulezitou soucasti pufrujicich systému uvniti tkanovych tekutin. Zmény

hladiny krevniho PHOS poukazuji na t€zké poskozeni ledvin (Svobodova a kol., 1986).

Alkalicka fosfataza (ALP)

ALP se vyskytuje nejvice ve vystelkach zluCovych cest. Ovlivitluje membranovy
transport, metabolismus glykogenu a syntézu bilkovin. Zména aktivity ALP je
charakterizovana poskozenim jater a jeji zvySené hodnoty se mohou navic vyskytnout i

po podavani 1ékti (Bhavan a Garaldine, 2001).

Laktat (LACT)

Laktat je produktem anaerobni glykolyzy. Nadmérnd hladina laktatu zptsobuje
hyperlaktatémii, které je spojena s tkanovou hypoxii laktatovou acidozou. Za
normalnich okolnosti je laktat degradovéan v jatrech a ledvinach. Hromadéni laktatu

zpiisobuje svalovou Unavu a bolest (Schneiderka, 2004).

Amylaza (AMYL)
Amylaza je enzymem, ktery je typicky svou vysokou aktivitou v pankreatu a zmény

jeho aktivity poukazuji na poruchu funkce pankreatu (Svobodova a kol., 1986).

2.6. Mnik jednovousy

2.6.1. Systematické zarazeni, biologie a popis
2.6.1.1. Systematické zarazeni

Kmen: Strunatci - Chordata

Podkmen: Obratlovci - Vertebrata

Ttida: Ryby - Osteichthyes

Nadrad: Kostnati - Teleostei

Rad: Hrdloploutvi - Gadiformes

Celed’: Mnikoviti - Lotidae

Rod: Mnik - Lota
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2.6.1.2. Biologie a popis mnika
Pro mnika, stejn¢ jako celou celed’ Lotidae, je charakteristické valcovité, u ocasu

zplostélé télo, mohutna hlava s Siroce roztazitelnymi usty, jeden vous na spodni Celisti,
umisténi biiSnich ploutvi pied prsnimi a Gplnd absence tvrdych ploutevnich paprska
(Morrow, 1980; Baru§ a Oliva, 1995; McPhail a Paragamian, 2000) (Obr. 1 a Obr. 2).
Shodu s moiskymi druhy najdeme i v jinych vlastnostech, ke kterym patii predevsim
preference chladné vody, vysoka plodnost a reprodukce pii nizkych teplotich vody
(McPhail a Paragamian, 2000). Mnik jednovousy je charakterizovan cirkumpolarnim
rozsifenim. V praxi to znamend, Ze areal jeho rozSifeni se rozprostird od Britskych
ostrovu prfes témet celou Evropu a Asii az k Beringové 0ziné (Berg, 1949). V Severni
Americe je mozné se s mnikem setkat od vychodu poloostrova Seward na Aljasce az po
New Brunswick na pobiezi Atlantiku (McPhail a Lindsey, 1970; Scott a Crossman,
1973).

V podminkach Ceské republiky dorfistd maximéalné 50 — 80 cm a hmotnosti okolo
1 — 2 kg (Barus a Oliva, 1995). Rist mnika je pomémé rychly a do znacné miry zavisi
na podminkéch prostiedi (Dyk, 1952). Pro sviij Zivot vyhleddva pomalu tekouci chladné
feky a hluboka jezera, kde se teplota vody pohybuje v rozmezi 4 — 8 °C (Cohen a kol.,
1990; Riede, 2004). Pro vyskyt mnika je také dulezity obsah kysliku, ktery by nemél
klesnout pod 4 mg-1'1l. Mnik je rybou, ktera pro sviyj Zivot vyzaduje ukryty v podobé
balvanti, ponofené vegetace, kofenovych systémil stroml a kefd, tarasi a kamennych
zahozi. Z téchto tkrytt vyplouva ve vecernich hodinach za potravou (Dillen a kol.,
2008).

Ptes den se zdrzuje v ukrytech, jeho aktivita stoupd pii zakalené vodé a ve vecernich
hodinach. Nejvice potravy piijimé od podzimu do jara pfi teplotach vody okolo 5 az
7 °C (Dubsky a kol., 2003). Mnik je v mnoha vodnich ekosystémech vrcholovym
predatorem (McPhail a Paragamian, 2000). Prvni potravu pro plidek mnika tvofi
predevsim planktonni organismy ze skupiny Rotifera. Pocatkem ctvrtého tydne zivota
zaCina prfijimat nauplia buchanek Cyclopoda a také drobné zastupce rodu Dafnia.
Juvenilni jedinci piijimaji pfedev§im larvy hmyzu a rtizné druhy mékkysa (Bailey,
1972; Tolanen a kol., 1999). Dospéli jedinci jsou pievazné piscivorni, ale nepohrdnou

ani zabami, raky nebo jikrami ostatnich druhti ryb (Dyk, 1952).
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Mnik pohlavné dospiva ve 2 — 3 (4) letech (Muth a Smith 1974). Samotné vytérové
obdobi zacina v zimé, kdy se teplota vody pohybuje okolo 1 — 4 °C a trva 2 — 3 tydny
(Koutil a kol., 1985). Ri¢ni populace mnikii vyhledavaji jako vytérovy substrat
predevsim Stérk a pisek, oproti tomu jezerni populace vyuzivaji hrubého Stérku a
valount (Fabricius, 1954). Samotny vytér probihd vétsinou pod ledem a ve vecernich
hodinach (Simpson a Wallace, 1978). Mlicaci vytvoii kolem nékolika jikernacek tzv.
,klubko®, kde dochazi k hromadnému uvoliovani jiker a mli¢i (MacCrimmon, 1959).
Jikry mnika jsou Zlutavé, slabé lepivé a velmi malé, maji v priméru 0,71 — 1,7 mm
(Chen, 1969). Mnozstvi jiker je umérné hmotnosti jikerna¢ek a pohybuje se V rozmezi
700 000 — 3 500 0000 kust (Kirillov, 1988; Roach a Evenson, 1993). Relativni plodnost
je 582 766 — 984 963 kusu jiker na kilogram hmotnosti jikernac¢ek (Vught a kol., 2008).
Jikry obsahuji tukovou kapénku, proto se nejprve vznadsi ve vodnim sloupci a poté
zvolna klesaji ke dnu, kde se zachytavaji ve skulinach substratu (Sorokin, 1971). Takto
ulozené jikry se inkubuji pfiblizn¢ 180 — 200 °D (Baru§ a Oliva, 1955). Optimalni
teplota pro vyvoj embryi je 4 °C, pfi¢emz vyvoj trva v priméru 41 dni (Sorokin, 1971).
Vylihl¢ larvy jsou drobné a dosahuji délky 3 — 4 mm (McPhail a Paragamian 2000).
Zloutkovy vagek je traven piiblizné 21 dni, poté nastupuje faze exogenni vyzivy, ktera

je spjata s poproudovou migraci (Fischer, 1999).

Obr. 1 Mnik jednovousy (Lota lota). Zdroj www.chytej.cz.
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Obr. 2 Detail hlavy mnika jednovousého (Lota lota). Zdroj BioLib.cz
(PUBLIC - DOMAIN) Tomas Zapletal.

2.6.2. Divody optimalizace chovu mnika jednovousého
Klesajici stavy populaci vedou ke zvySenému zajmu o produkci nasadovych a

generacnich ryb mnika. Jiz koncem 20. stoleti bylo uskute¢néno nékolik zachrannych
programu S cilem navratit mnika do ptvodnich lokalit a zarovenl posilit jeho stavajici
populace. Béhem téchto programil byl zefektivnén umély vytér téchto ryb a zaroven
doslo ke zna¢nému rozvoji v odchovu jeho pludku (Kucharczyk a kol., 1998; Wocher a
kol., 2012). Velkou mérou se na uspésnosti odchovu larev podepsalo pouziti novych
druhti zivych krmiv. Vysokou GspéSnost odchovu larev za pouziti nauplii artemie popsal

Wolnicki a kol. (2002).

Zarski a kol. (2009) a Wocher a kol. (2012) oznacuji mnika za zajimavého kandidata
pro studenovodni akvakultury. Podle obou autort by mnik mohl zvysit produkci rybiho
masa ve vnitrozemskych statech, které nemohou provozovat motsky rybolov. Divodem
pro zafazeni mnika do studenovodnich akvakultur je jeho rychly rast a vysoka
dietetickd hodnota masa a jater. Jejich kvalitu doklada Wong (2008), ktery je oznacuje
za bohaty zdroj n-3 mastnych kyselin, vitaminu A, D a K. Z kulinafského hlediska je
mnik vyhledavanou rybou pifedev§sim v Polsku, Rakousku a Finsku (Zarski a kol.,

2009). Navzdory vSem skuteCnostem je soucasna produkce mnikt z akvakultury
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pomérné nizkd. Wocher (2011) poukazuje na nutnost dal§iho vyzkumu v oblasti ristu

téchto ryb v podminkach intenzivni akvakultury.

3. MATERIAL A METODIKA

3.1. Pouzité ryby a experimentalni podminky
Cely pokus byl proveden Vv prostorach a laboratofich Experimentdlniho a

rybochovného zatizeni (ERZ) Fakulty rybafstvi a ochrany vod ve Vodianech a
Vv laboratofi vodni toxikologie a ichtyopatologie na téze fakulté. VSichni mnici, ktefi
byli v pribéhu tohoto pokusu testovani, byli 2 roky staii a pochazeli z intenzivniho
chovu v mist¢ ERZ (Obr. 2). Odchovné podminky v tomto zafizeni byly: teplota vody
15+1 °C, svételny rezim 12L:12D, druh a velikost krmiva (BioMar Inicio plus,
1,5mm) a krmna davka 1 % hmotnosti obsadky. Ptiblizné 24 hodin pfed zahajenim

pokusu bylo zastaveno krmeni ryb.

Obr. 3 Recirkulaéni systém pouzity pro intenzivni chov pokusnych jedincti
mnika jednovousého (Lota lota).

3.2. Druhy pouZzitych anestetik a rozdéleni ryb do skupin
Ktomuto pokusu byla pouzita 4 nasledujici anestetika o piesné stanovenych

koncentracich: Hiebi¢kovy olej (0,33 mg-1™), MS — 222 (mg-1™), 2 — phenoxyethanol
(0,30 ml-1™) a Propiscin (1 ml-I%). Délka expozice ryb v anestetickém roztoku byla
stanovena na 10 minut a obdobi pro odbér vzorki krve bylo stanoveno v zavislosti na
skupin€ ryb — ihned po expozici v anestetickém roztoku, nebo 24 hodin po expozici.
Teplota vody v nadobach s anestetickym roztokem byla 15 °C.
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Pro samotny pokus bylo celkem pouzito 63 kust mnika o celkové délce 245 + 52
mm a pimérné hmotnosti 110 + 23 g. Zde je nutné zminit, Ze byl kladem daraz na to,
aby byly pouzity ryby velikostné i hmotnostné co nejvice podobné. Vsech 63 ryb bylo
rozdéleno do 9 skupin po 7 rybach. Z tohoto poctu jedna skupina pfedstavovala skupinu
kontrolni (skupina C), kde byla vSem jedincti odebrana krev (viz kapitola 3.3) bez
predchoziho umisténi do anestetické koupele. Dal§im 4 skupinam ryb (hiebickovy olej
10; MS - 222 10; 2 - phenoxyethanol 10; Propiscin 10) byly odebrany vzorky krve
thned po ukonceni procesu anestezie. Zbylé 4 skupiny (hiebi¢kovy olej 24; MS - 222
24; 2 - phenoxyethanol 24; Propiscin 24) ryb byly po vyjmuti z anestetické koupele a
zotaveni Z anestezie samotné vraceny zpét do recirkula¢niho sytému a vzorky krve jim

byly odebirany po 24 hodinach.

Pracovni postup u skupin ryb s odbérem krve ihned po vyjmuti z anestetika

1) priprava anestetické koupele — vanicka s 10 1 vody a pozadovana koncentrace
daného anestetika

2) umisténi ryb do anestetika na dobu 10 minut (Obr. 4)

3) okamzity odbér krve (viz kapitola 3.3)

4) zotaveni ve vanicce s Cerstvou vodou

5) vraceni ryb zpét do recirkulaéniho sytému

Obr. 4 Testovana skupina mnikt (Lota lota), vystavena uéinkiim vybranych druht
anestetik.
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Pracovni postup u skupin ryb s odbérem krve 24 hodin po vyjmuti z anestetika

1) priprava anestetické koupele — vanicka s 101 vody a pozadovana koncentrace
danného anestetika

2) umisténi ryb do anestetika na dobu 10 minut

3) zotaveni ve vanicce s Cerstvou vodou (Obr. 5)

4) vraceni ryb zpét do recirkula¢niho sytému

5) odbér krve (viz kapitola 3.3) 24 h po vyjmuti z anestetika, vraceni ryb zpét do

recirkulac¢niho systému

A 0 v B0 VB e

Obr. 5 Mnici (Lota lota) v zotavovaci vani¢ce po odbéru krve.

3.3. Odbér krve

Krev ryb byla odebirana tzv. punkci ocasni cévy. K odbéru bylo tieba pouzit injek¢ni
stiikacku 0 objemu 1 ml s jehlou o praméru 0,5 mm, ktera byla proplachnuta heparinem

kvuli zamezeni srazlivosti (Svobodova a kol., 1986).

Po uplynuti 10 minutové anestetické koupele (nebo 24 hodin po podstoupené
anestezii) byly jednotlivé ryby z koupele vyjmuty a pfeneseny na pracovni stil opatieny
vlhkym hadrem. Misto odbéru krve se nachézelo na ventralni stran€ ocasniho néasadce,
kaudalné od béze fitni ploutve, kam byl sméfovan vpich jehly. Jehla byla do téla ryby
zavadéna ve stfedni roving, asi 1 cm kaudalné od fitni ploutve, kraniodorzalnim smérem
pod uhlem 45°. Nasledné doslo k propichnuti ocasni cévy, coz bylo patrné z piitomnosti

malého mnozstvi krve v konusu stiikacky, a odsati potiebného 1 ml krve (Obr. 6).
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Krev bylo zapotiebi stabilizovat proti srazlivosti. K tomuto ucelu byl pouzit vodny
roztok heparinu (HEPARIN SOFA inj.) o koncentraci 5 000 IU sodné soli heparinu. Pro
stabilizaci 1 ml krve postacilo 0,01 ml heparinu o zminéné koncentraci (Svobodova a
kol., 1986).

Obr. 6 Odbér krve punkci ocasni cévy.

3.4. Vyhodnoceni hematologickych ukazatela
Jednotliva stanoveni Cerveného a bilého krevniho obrazu (PCV, Hb, RBC, MCV,

MCH, MCHC a Leuko) byla provadéna podle Svobodové a kol. (1986).

3.4.1. Stanoveni ukazatelu ¢erveného krevniho obrazu
Hematokritova hodnota (PCV)

Toto stanoveni bylo provadéno bezprostfedné po odbéru krve. Piiblizné 0,3 ml
odebran¢ krve bylo injekéni stiikaCkou nakapdno na hodinové sklo, ze kterého byla
sklenénou kapilarkou o délce 7,5 cm nasata krev do 2/3 jeji délky (Obr. 7). Konec
kapilarky byl utésnén specialni modelovaci hmotou (firma Janetzski). Takto ptipraveny
vzorek byl vlozen na 3 minuty do hematokritové odstiedivky (Mini Spin, firma
Eppendorf), ktera byla nastavena na 14 000 otacek za minutu. Nasledn¢ byla kapilarka
Z odstfedivky vyjmuta a umisténa do specialniho hematokritového méfice (firma
Eppendorf), kde byla za pomoci posuvného meéfitka odectena jednotliva procenta
hematokritu. Zjisténé procento bylo poté vynasobeno koeficientem 0,01, ¢imz byla

zisk4na hodnota hematokritu v 117,
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Obr. 7 Plnéni sklenéné kapilarky pro stanoveni
hematokritové hodnoty.

MnoZstvi hemoglobinu (HDb)

Ke stanoveni mnozstvi hemoglobinu byla pouzita fotometricka kyanohemiglobinova
metoda. Princip metody spociva vtom, Ze pomoci transformaéniho roztoku je
hemoglobin uvolnén z erytrocyti, ktery je pfeveden na staly kyanohemiglobin, jenz je
posléze stanoven fotometricky. Jako transformaéni roztok byl pouzit roztok podle van

Kampena a Zijlstra.

Béhem vlastni analyzy bylo do zkumavky odméfeno 7 ml transformacniho roztoku a
25 pl heparizované krve a vse bylo dikladné promichano. Pfiblizn€ po 3 minutach bylo
provedeno vlastni fotometrické méteni. Méfeni probihalo v 1 cm kyvetach umisténych
do spektrofotometru (Helios Ypsilon, firma Unicam), ktery byl nastaven na vinovou
délku 540 — 546 nm. Mnozstvi hemoglobinu ve vzorku bylo poté uréeno z kalibracni

fady.

Pocet erytrocytii (RBC)

Toto stanoveni bylo provedeno v heparinizované krvi, kterd byla fedéna Hayemovym
roztokem v poméru 1 : 200 ve prospéch fediciho roztoku. Hayemiv roztok byl slozen ze
sublimatu chloridu rtutnatého — HgCl, v mnozstvi (2,5 g), siranu sodného Na,SO, (25
g), chlorinu sodného NaCl (5 g) a destilované vody (1 000 ml). Redéni krve (tzv.
banickovou metodou podle Biirkera, (Obr. 8) bylo provadéno ve specialnich sklenénych

banickach o objemu 15 — 25 ml, do kterych bylo mikropipetou pridano 4 975 pl
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Hayemova roztoku a 25 pl heparizované krve. Poté byla bani¢ka uzaviena gumovou
zatkou a jeji obsah byl promichavan piiblizné 2 — 3 minuty. Nasledn¢ byla za pomoci
kapatka naplnéna pocitaci Biirkerova komirka a pienesena pod mikroskop (zvétSeni
200x), kde bylo pocitano mnozstvi erytrocyti ve 20 nahodné zvolenych obdélnicich
(pocitaji se vSechny erytrocyty uvniti obdélniku a ty, které se dotykaji dvou jeho
okrajii). Celkové napocitané mnozstvi vSech erytrocyti bylo nakonec vyndsobeno

¢islem 10 000. Vysledny pocet erytrocytl je uvadén v T

”

Obr.8 Pouzité bani¢ky a mikropipeta pro stanoveni poctu erytrocyti.

Stiedni objem erytrocytu (MCV)
Hodnota stfedniho objemu erytrocytu byla vypocitana z hematokritové hodnoty a
poctu erytrocytd podle nasledujiciho vzorce: MCV = PCV . 1000 / Er. Vysledek je

udavan ve fentolitrech (fl).

Hemoglobin erytrocytu (MCH)
Hemoglobin erytrocitu byl vypocitain pomoci tohoto vzorce: MCH = Hb / PCV a je

uvadén v pikogramech.
Stiredni barevna koncentrace (MCHC)

Stiedni barevna koncentrace byla vypocitana podle vzorce: MCHC =

Hb /PCV . 1 000.
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3.4.2 Stanoveni ukazateli bilého krevniho obrazu
Pocet leukocytit (Leuko)

Podobné jako u stanoveni RBC bylo stanoveni poctu leukocyt provedeno
v heparizované krvi, kterd byla nafedéna roztokem podle Prochazky a Skrobaka
v poméru 1:200 ve prospéch fediciho roztoku. Roztok podle Prochazky a Skrobaka
m¢él nasledujici slozeni: chlorid sodny — NaCl (3,88 g), siran sodny — Na,SO, (2,50 g),
dodekahydrat monohydrofosfore¢nanu sodného — Na,HPO, . 12 H,O (2,91 @),
dihydrofosfore¢nan draselny KH,PO, (0,25 g), formaldehyd 37% (7,5 ml),
brilantkresilova modi (0,10 g) a destilovana voda (1 000 ml). I zde byla pouzita
bani¢kova metoda, kdy do bani¢ek o objemu 15 — 25 ml bylo odpipetovano 4 975 pul
roztoku dle Prochazky a Skrobaka a poté 25 ul heparizované krve. Nasledné byla
bani¢ka uzaviena gumovou zatkou a krouzivymi pohyby 2 —3 minuty michéna.
Vypocet mnozstvi leukocytli byl provadén stejnym zplsobem jako v piipadé RBC,
pouze s tim rozdilem, Ze byla pocitdna jednotlivd mnozstvi leukocytii v 100 velkych

&tvercich. Vysledny pocet leukocyti je udavan v G-17

3.5. Vyhodnoceni biochemickych ukazatelii

Pro biochemické stanoveni byl zbytek odebrané¢ krve tj. 0,6 ml nakapan do
plastovych zkumavek, jejichz stény byly oSetfeny heparinem, uzavien zatkou a po dobu
pfiblizn€ 15s promichavan tak, aby doSlo k promiseni vzorku s protisraZzecim
pfipravkem. Takto naplnéné a pfipravené zkumavky byly uklddany do Supinkového
ledu, aby nedoslo k znehodnoceni krevni plazmy (Obr. 9). Nasledné byly jednotlivé
vzorky ulozeny do zchlazené centrifugy (4 °C), kde byly odstied’ovany po dobu 1 — 2
minut pti 12 000 otackach za minutu. Po odstfedéni byla mikropipetou ze zkumavky

odsata odstfedénd krevni plazma.

Jednotlivé ukazatele byly v krevni plazmé stanoveny biochemickym analyzatorem
krve (VETTEST 8008; firma Medisoft international LTD) podle Veliska a kol. (2005).
Vysledkem biochemického vysetieni byly hodnoty: Glu, TP, ALB, GLOB, NH3, TAG,
AST, ALT, LDH, CK, Ca, Mg, PHOS, ALP, LACT, CREA a AMYL.
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Obr. 9 Plastové zkumavky se vzorky odebrané krve, chlazené Supinkovym
ledem

3.6. Statistické vyhodnoceni dat
Statisticka analyza byla provedena za pomoci softwaru Statistica 8.0 Windows

(StatSoft, Ceské republika). Viechna ziskana data byla nejprve testovana na normalitu
(Kolmogortiv — Smirniiv test) a na homoskedasticitu variance (Bartlettlv test).
V ptipadé, Ze byly splnény tyto podminky, bylo pfikroceno k analyze dvojiho tfidéni
(ANOVA) pro porovnani rozdilnych veli¢in mezi kontrolni a experimentalni skupinou
ryb. Pokud byl zjistén rozdil pti hladiné vyznamnosti (p< 0,05), bylo déle pokracovano
v Tukeyho vicenasobném porovnavacim testu, jehoz smyslem bylo uréit nejvyssi
rozdilné hodnoty vyvolané pouzitim jednotlivych anestetik. Pokud nebyla splnéna
kritéria pro pouziti testu ANOVA, bylo ptikro¢eno K neparametrickému testu Kruskal —
Wallis.
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4. VYSLEDKY

4.1. Hematologicky profil krve

Ve vysledcich hematologické analyzy krevni plazmy nebyly nalezeny Zzadné

vyznamné zmény V porovnani s kontrolni skupinou ryb (Tabulka 1).
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Tabulka 1 Vliv anestetik MS - 222, hiebickového oleje, 2-phenoxyethanolu a Propiscinu na hematologické ukazatele mnika jednovousého (Lota lota).
Hladiny vyznamnosti jsou vypo¢itany pii p < 0,05 ve srovnani s kontrolni skupinou. VSechny hodnoty jsou priméry = SD, n = 7.

Hiebickovy Hiebickovy

MS-222 MS-222 ) ) 2-phenoxyethanol 2-phenoxyethanol Propiscin Propiscin
Ukazatel Kontrola ) olej olej ) )
(10 min) (24h) ] (10 min) (24h) (10 min) (24h)
(10 min) (24h)

RBC (T/1) 1,82 +0,10 1,66 +£0,28 2,05+0,26 1,72 £ 0,31 1,96 £ 0,32 2,30+ 0,36 1,97 £ 0,31 2,04 +£0,17 2,10+ 0,37
Hb (g/l) 78,11 £10,08 76,94+6,97 81,44+9,77 71,82+8,64 72,49 + 8,5 83,18 £ 8,00 71,41 £12,93 84,66 £8,17 80,16 + 10,92
PCV (M) 0,44 + 0,02 0,49 £0,04 0,43 +0,02 0,44 + 0,04 0,43 +£0,03 0,50 £ 0,05 0,46 £ 0,04 0,48 £0,05 0,42 +£0,05
MCV (fl) 242,09 £+ 14,87 300,14 £ 55,05 213,08 21,54 262,56 £48,83 222,49 + 26,86 218,58 24,64 236,83 + 30,65 237,45 +12,05 204,91 +21,02
MCH (pg) 42,79 £ 79 47,68 £9,70  40,02+3,79  42,95+8,76 37,47 +£4,79 36,6 + 3,96 36,10 £2,37 41,78 £5,03 38,83 £4,85
MCHC (g/l) 177,66 £23,97 158,44 +7,56 188,65+1597 163,24+7,66 16891 +1491 167,76 £ 8,41 154,85 +£21,02 8,93+2,84 190,05 + 18,16
Leuko (G/I) 10,20+1,18 7,07+ 1,86 7,84 £2,43 9,11 £1,63 8,03+ 1,88 8,10+ 0,78 7,60+ 3,27 8,93 +2,84 6,24 + 3,32
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4.2. Biochemicky profil krve

Na zakladé vySetfeni biochemického profilu krevni plazmy mnika jednovousého bylo
zaznamenano celkem 8 detekovatelnych zmén. Hladiny jednotlivych biochemickych ukazatel
jsou uvedené v Tabulce 2. Hladina glukézy, jako hlavniho stresového faktoru, byla vyrazné
zvysena (p < 0,01) ihned po 10 minutové anestezii, a to po pouziti hiebickového oleje, 2 —
phenoxyethanolu a Propiscinu v porovnani s kontrolni skupinou ryb. U MS — 222 (10 min a 24 h)
nebyly zjistény vyznamné zmény v porovnani s kontrolou (Graf 1). Vyznamné zvyseni hladiny (p
< 0,01) bylo detekovano i u celkovych proteind, a to po anestezii hiebickovym olejem (10 min a
24 h), 2 — phenoxyethanolem (24 h) a Propiscinem (10 min) v porovnani s kontrolou. U MS — 222
(10 min a 24 h) nebyly detekovany statisticky vyznamné zmény po porovnani s kontrolni
skupinou ryb. Zvysené hodnoty (p < 0,01) byly pozorovany i u hladiny albuminu po anestezii
anestetikem MS — 222 (10 min) a hiebickovym olejem (10 min a 24 h), U Propiscinu (10 min a
24 h) a 2 — phenoxyethanolu (10 min a 24 h) nebyly zjistény zmény po porovnani s kontrolou.
Koncentrace amoniaku byla vyznamné zvySena (p < 0,01) ihned po 10 minutové anestezii
v hiebickovém oleji, 2 — phenoxyethanolu a Propiscinu oproti kontrolni skupiné ryb (Graf 2).
U aspartat aminotransferazy bylo detekovano vyznamné zvyseni (p < 0,01) aktivity. Toto zvySeni
bylo pozorovano po anestezii s MS — 222 (24 h) a hiebickovym olejem (10 min) po porovnani
s kontrolou. Hladina kreatinkinazy byla vyznamn¢ snizena (p < 0,01) po anestézi v hiebickovém
oleji (24 h) v porovnani s kontrolni skupinou ryb. Koncentrace vapniku vykazovala vyznamné
zvySeni (p < 0,01) po 24 hodinach od anestezie v hiebickovém oleji, 2 — phenoxyethanolu a
Propiscinu ve srovnani s kontrolni skupinou ryb. Uroveti laktitu byla vyznamné snizena (p <
0,01) sanestetikem 2 — phenoxyethanol (10 min) v porovnani s kontrolou. Rovnéz hladina
amylazy vykazala vyznamné snizeni (p < 0,01) po anestezii anestetikem MS — 222 (10 min)
oproti kontrole. Hodnoty celkovych globulint, triacylglycerolli, alaninaminotransferazy,
laktatdehydrogenazy, Mg, anorganického fosfatu, alkalické fosfatizy a kreatinu byly podobné
u vSech skupin ryb (Tabulka 2).
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Tabulka 2 VIiv MS-222, hiebickového oleje, 2-phenoxyethanolu a Propiscinu na biochemické ukazatele mnika jednovousého (Lota lota). Hladiny vyznamnosti jsou
vypocitany pti p < 0,05, ** p < 0,01 ve srovnani s kontrolni skupinou. VSechny hodnoty jsou priméry + SD, n = 7. Symboly ** za vybranymi hodnotami poukazuji na

statisticky vyznamné rozdily.

MS-222 MS-222 H¥ebickovy olej Hrebickovy olej 2-phenoxyethanol 2-phenoxyethanol Propiscin Propiscin
Ukazatele Kontrola
(10 min) (24h) (10 min) (24h) (10 min) (24h) (10 min) (24h)
GLU (mmol/l) 1.68 +0.63 1.87+0.31 1.45+0.49 2.91 £0.47** 0.91+£0.30 3.07 £ 1.10%** 1.26 £0.44 3.44 + 1.09%* 1.37+£0.33
TP (g/l) 33.43 £2.61 36.86 +2.53 34.86 +1.81 38.71 £3.19%* 4043 £2.61%* 36.43 +£3.06 38.86 + 1.46%* 39.71 £3.37%* 38.57+2.13
ALB (g/l) 5.57£1.68 8.57 £ 1.76%* 6.57 £1.01 8.71 £1.03** 8.14 £ 1.25%* 7.29 £0.88 7.86+1.12 7.14+£1.46 6.86 +0.64
GLOB (g/l) 27.86 £1.96 28.57£2.19 27.86 £1.25 29.86 £ 2.59 32.29+1.98 29.14 £2.85 31.00 £2.00 32.57+£2.72 31.71 £2.37
NH; (umol/T) 678.86+ 11833  849.29+5599  836.71 £ 104.60 933.8 £ 97.2%* 644.71 +77.27 901.00 + 38.37%* 784.14 + 185.96 959.43 +50.06**  855.86+ 152.83
TAG (mmol/l) 1.09+£0.17 1.22+0.13 1.18£0.17 1.44£0.24 1.14£0.21 1.45+0.28 1.10£0.26 1.27+0.23 1.13£0.26
AST (ukat/l) 1.80+1.10 1.10 £0.23 3.91 £ 1.07** 3.02 +£0.98%* 1.41+£1.45 2.27+0.16 231+1.39 1.83+£0.27 2.38+1.31
ALT (ukat/l) 0.20+0.11 0.14 £0.07 0.41+0.07 0.36+0.14 0.26 £0.16 0.31 £0.05 0.28 £0.20 0.18 £0.02 0.21+£0.10
LDH (ukat/l) 18.96 + 1.23 16.86 +2.68 19.55+2.19 19.54 £1.35 18.07 £1.33 17.58 +1.23 17.90 +1.20 18.62+1.11 1891 +£1.53
CK (ukat/1) 14.93 £0.88 15.57+£0.97 15.13+1.13 1526 £0.85 8.96 +3.70** 16.51 +0.59 16.16 £0.68 15.55+0.98 1531 +3.71
ca® (mmol/l) 2.00+0.13 2.36 £0.20 2.29+0.35 2.32+0.14 2.74 +£(0.23%* 2.27+0.16 2.50 £ 0.28** 2.17+0.23 2.61 £ 0.29%*
Mg (mmol/l) 0.86£0.14 0.95+0.09 1.14 +£0.22 1.09+0.12 1.18 £0.27 0.99+0.11 1.21+0.41 1.03+0.17 1.17+0.41
PHOS (mmol/l) 2.81 £0.40 3.23+0.44 2.48 +0.40 3.41+£0.69 2.40 £ 0.24 2.82+0.18 2.87+0.44 2.92+0.26 2.68 £0.32
ALP (ukat/l) 0.05 £ 0.01 0.14 £0.07 0.05+0.01 0.05£0.01 0.07 £0.05 0.06 £ 0.01 0.07 £0.03 0.05+0.01 0.06 £ 0.01
LACT (mmol/l) 1.80 £1.26 2.31+1.17 2.33+0.25 2.59+0.53 2.57+0.26 4.46 + 0.69** 2.38+0.27 4.13 £ 1.07** 2.45+0.35
CREA 6.14 £ 8.41 13.29 +9.15 16.01 £ 6.95 8.29+£10.71 1.29+1.67 18.71 +13.85 10.29 +£10.32 3.01 £3.02 9.01 +8.42
AMYL 0.17+0.08 0.60 + 0.44%* 0.04 +£0.06 0.01 £0.01 0.03+£0.04 0.28 £0.36 0.05 +£0.05 0.08 £0.10 0.28 £0.20
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Graf 1 Vliv MS-222, hiebickového oleje, 2-phenoxyethanolu a Propiscinu na hladinu glukézy u mnika
jednovousého (Lota lota). VSechny hodnoty jsou udavany jako priméry = SD, n = 7, Oh = 10 min. Rdzna
pismena v hornich indexech poukazuji na statisticky vyznamné rozdily (p < 0,01) mezi jednotlivymi
skupinami.
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Graf 2 Vliv MS-222, hiebickového oleje, 2-phenoxyethanolu a Propiscinu na hladinu NH; u mnika
jednovousého (Lota lota). VSechny hodnoty jsou uvadény jako priméry + SD, n = 7, O0h = 10 min. Rizna
pismena v hornich indexech poukazuji na statisticky vyznamné rozdily (p < 0,01) mezi jednotlivymi
skupinami.
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5. DISKUZE

vvvvvv

krve. Tato analyza poskytuje zasadni informace o vnitinim prostiedi organismu a jeho
stavu (Masopust, 2000; Celik, 2004). V ptipad¢ této studie nemé&la anestetika MS — 222
(100 mg-1™), 2 — phenoxyethanol (0,30 ml-1™"). hiebickovy olej (33 mg-1™) a Propiscin
(1 ml-l'l) vyznamny vliv na hematologické ukazatele pozorovanych ryb. K totoznym
vysledkiim hematologické analyzy se dopracoval i Lepi¢ a kol. (2014), ktery pouzil
tytéz druhy anestetickych pfipravka ve shodnych davkach pro anestezii podoustve fi¢ni
(Vimba vimba L.). Velisek a kol. (2005a) rovnéz popisuje neménnost hematologického

profilu krve u kapra obecného uspaného hiebikovym olejem v koncentraci 30 mg-1™.

Zvysené hodnoty glukozy poukazuji na vystaveni organismu néjakému stresovému
faktoru, v tomto pfipadé anestetické koupeli, nebo na onemocnéni daného jedince.
Nahly pokles trovné glukdzy mize napiiklad sv&dcit o selhani jater (Svobodova a kol.,
1986). Koncentrace glukozy byla v této praci vyznamné vyssi bezprostfedné po 10
minutové anestezii v hiebickovém oleji, 2 — phenoxyethanolu a Propiscinu. Po 24 h od anestezie
doslo knavraceni hladiny gluk6zy do piivodnich hodnot u vSech jmenovanych piipravkd.
V tomto ohledu se nase vysledky shoduji s Veliskem a kol. (2005b), ktery pozoroval stejny
prubéh u biochemického profilu krve pstruha duhového po anestezii hiebickovym olejem v davee
0,30 mg-1™. Anestetikum MS — 222 (10 min a 24 h) nemélo Z4dny vyznamny vliv na Grovefi
glukdzy. V tomto pripadé se nase vysledky shoduji s Gomulkou a kol. (2008), ktery pouzil MS —
222 v davee 125 mg 1™ a eugenol v koncentraci 0,075 ml-1™ u jesetera sibifského. Po aplikaci
téchto anestetik neshledal zadné zmény v biochemickém profilu krve, ale po histopatologickém
vySetfeni nalezl zmény na zabrach a jatrech sledovanych ryb. Statisticky nevyznamné zmény
vurovni hladiny gluk6ézy mohly byt zpiisobeny kratkodobou (tj. 10 min) expozici ryb v tomto
anestetiku. Ke stejnému zaveéru dospéli i autoii Thomas a Robertson (1991), ktefi provedli 15 min
anestezii piipravkem MS — 222 u ryb druhu Sciaenops ocellatus L. Oba autori rovnéz uvedli, ze
dlouhodobéjsi expozice k tomuto anestetiku vede ke zvySeni hladiny glukézy 1 kortizolu.
Zvysenou hladinu glukézy po 10 min anestezii s MS — 222 (100 mg-1™%), 2 — phenoxyethanolem
(0,40 ml-1™"), Propiscinem (1,0 ml-1™%) a hiebickovym olejem (33 mg~1’1) pozoroval i Velisek a
kol. (2009) u biochemického krevniho profilu okouna fi¢niho (Perca fluviatilis L.).

Celkové proteiny jsou slozeny z albuminu a tfech forem globulinu. Snizena hladina celkovych

proteini poukazuje na moznou otravu nebo infekci organismu. Naopak zvySena koncentrace
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indikuje poskozeni jater a ledvin (Walmsley a kol., 1992, Velisek a kol., 2008). Vyznamné
zvyseni hladiny celkovych proteinii bylo u mnika jednovousého zaznamenano po anestezii 2 —
phenoxyethanolem (24 h), hiebickovym olejem (10 min a 24 h) a Propiscinem (10 min). Zvyseni
hladiny celkovych proteinti u 2 — phenoxyethanolu (24 h) se shoduje s praci Veliska a Svobodové
(2004), ktefi zkoumali vliv tohoto anestetika v koncentraci 0,30 m1-1™* na juvenilni jedince pstruha
duhového. Podobné zvyseni trovné celkovych proteini po 24 h bylo pozorovano i u jesetert
sibifskych, ktefd podstoupili anestezii eugenolem (0,075 ml-1™") a MS - 222 v davce 125 mg-1™
(Gomulka a kol., 2008).

Albumin je dilezity v regulaci osmotického tlaku a pii transportu metabolickych
bilkovin. Jeho stanoveni je dilezité pro indikaci prozitého traumatu a pro kontrolu stavu
jater a ledvin (Svobodova a kol., 1986). V této studii bylo zjisténo vyznamné zvyseni
hladiny albuminu, které se tykalo vSech Ctyf testovanych anestetik MS — 222 (10 min),
hiebi¢kového oleje (10 min a 24 h), Propiscinu (10 min a 24 h) a 2 — Phenoxyethanou (10 mina
24 h). V tomto ohledu se nase vysledky shoduji s Veliskem a Svobodovou (2004), ktefi u pstruha
duhového pouzili 2 — phenoxyethanol v koncentraci 0,30 ml-1™, priGemz zvyseni bylo patmé po
24 h od anestezie. U sumce velkého bylo zvyseni hladiny albuminu detekovano bezprostiedné po
10 min anestezii 2 — phenoxyethanolem (Velisek a kol., 2007b). ZvySena uroven albuminu
u Propiscinu (10 min a 24 h), hiebickového oleje (10 min a 24h) a MS — 222 (10 min)
nekoresponduje s zadnymi dostupnymi zdroji. Vliv téchto anestetik na uroven albuminu by

u mnika jednovousého vyzadoval patrné dalsi a podrobnéjSi pozorovani.

Amoniak je velmi toxicky a vznika jako jeden z produktii metabolismu bilkovin. Zvysena
koncentrace amoniaku je indikatorem selhani jater nebo metabolickych defekti v Krebsove cyklu.
Z nasich vysledki je patrné vyznamné zvySeni koncentrace amoniaku bezprostiedné po 10 min
anestezii v hiebickovém oleji, 2 — phenoxyethanolu a Propiscinu. Tyto vysledky nekoresponduji
s vysledky, které publikoval Kiist'an a kol. (2012). V jeho studii byla pouzita anestetika MS — 222
(150 mg-1™), hiebickovy olej (33 mg-1™), 2 — phenoxyethanol (0,30 ml-1™) a Propiscin (1,5
ml-1™) pro anestezii candata obecného (Sander lucioperca L.). U vech ¢tyk zminénych
ptipravkt bylo po 24 h od anestezie patrné vyznamné snizeni koncentrace amoniaku.
Zvyseni koncentrace amoniaku po 10 min od anestezie htebigkovym olejem (30 mg-1™)
koresponduje s vysledky, které uvedl Velisek a kol. (2005b) u pstruhti duhovych.
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Aspartdt aminotransferaza je bunéfny enzym, ktery je soucasti cytoplazmatické
mitochondridlni tekutiny. Vyznamné zvySeni hladiny aspartdt aminotransferdzy
poukazuje na poSkozeni jater (Folmar, 1993). Vyznamné zvySeni aktivity tohoto enzymu
bylo u mnika zaznamenano u anestetik MS — 222 (24 h) a hiebickového oleje (10 min). Tento
vysledek se neshoduje s Veliskem a kol. (2005a), ktery u kapra obecného neshledal zadné
vyznamné zmény Vv aktivité aspartat aminotransferazy po anestezii hiebickovym olejem
v koncentraci 30 mg-1™. Nage vysledky se rovn&Z neshoduji ani s Kiistanem a kol. (2012), ktery
u candata obecného nepozoroval Zadné zvyseni aktivity aspartat aminotransferdzy u hiebickového
oleje (33 mg-1™"), 2 — phenoxyethanolu (0,30 m1-1™%), Propiscinu (1,5 ml-1™*) a MS — 222 (150
mg-17).

Kreatinkindza je enzym, ktery je pfitomny v mozku a kosterni svalovin€. ZvySend aktivita
tohoto enzymu indikuje poskozeni tkané, které je zptisobené prozitym stresem (Svobodova a
kol., 1986). Hladina kreatinkinazy byla vyznamn¢ snizena po anestezii v hiebickovém oleji (24
h). Timto se nase prace neshoduje s zadnymi dostupnymi zdroji. ZvySenou troven kreatinkinazy
pozoroval Congleton (2006) u lososti druhu Oncorhynchus tshawytscha Walbaum, na
kterych testoval piipravek MS — 222 v davee 200 mg-1™. Stejny autor dale uvadi, Ze ke

zvyseni aktivity kreatinkinazy dochazi v piipadé, kdy je anestezie delsi nez 25 min.

Vapnik patii mezi esencialni prvky. Jeho sniZzend hladina souvisi s poskozenim
ledvin a kostniho aparatu (Svobodova a kol., 1986). Koncentrace vapniku vykazovala v této
praci u mnika vyznamné zvySeni po 24 hodinach od anestezie v hiebickovém oleji, 2 —
phenoxyethanolu a Propiscinu. V tomto ohledu se nase prace neshoduje s Gomulkou a Kol.
(2008), ktery na jeseterech sibifskych testoval uginek eugenolu (0,075 ml-1™) a MS — 222
(125 mg1%). Z jeho vysledki je zfejmy vyznamny pokles koncentrace vapniku, ktery byl
detekovan po 10 minutach a 24 hodinach od anestezie. U podoustve ti¢ni nebyla po 10 minutach
a 24 hodinach od anestezie hiebickovym olejem (33 mg-1™), 2 — phenoxyethanolem (0,40 m
1Y), MS — 222 (125 mg-1™) a Propiscinem (1,0 ml-1™") zaznamen4na 74dna vyznamna zména
v koncentraci vapniku (Lepi¢ a kol., 2014). Ke shodnému zavéru dosel i Velisek a kol. (2007b),
ktery se zabyval vlivem 2 — phenoxyethanolu (30 mg-1™") na biochemicky profil krve sumce
velkého.
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Laktat je produktem anaerobni glykolyzy. Pokles trovné laktatu poukazuje na
vyznamné snizeni laktatového katabolismu, ktery je vyvolan zménami v anaerobnim
metabolismu. Stanoveni laktatu se provadi za tcelem indikace stresu (Svobodova a kol.
1986). Uroveti laktatu byla vyznamné snizena bezprostfedné po 10 minutové anestezii 2 —
phenoxyethanolem. V tomto ohledu se vysledky této studie shoduji s pozorovanim Veliska a kol.
(2011). V jeho experimentu byl pstruh duhovy testovan na téinek MS — 222 (100 mg-1™),
Propiscinu (1,0 ml-1™), 2 — phenoxyethanolu (0,40 ml-1™%) a hiebickového oleje (30 mg-1™).
Vyznamné sniZeni urovné laktatu bylo v jeho experimentu pozorovano u 2 — phenoxyethanolu
(10 min a 24 h), hiebickového oleje (10 min a 24 h), MS — 222 (10 min a 24 h) a Propiscinu (10
min). Naopak zvySenou koncentraci laktatu pozoroval Iverzen a kol. (2003) u lososti obecnych
(Salmo salar L.), ktefi prodélali anestezii hiebickovym olejem v koncentraci 0,30 mg-1™*. Lepi a
kol. (2014) nepozoroval u podoustve Héni uspané 2 — phenoxyethanolem (0,40 ml-1™%),
hiebickovym olejem (33 mg-1™), Propiscinem (1,0 ml-1%) a MS — 222 (100 mg-1™) Zadné
vyznamné zmény v koncentraci laktatu.

Amylaza je enzym, ktery se nachazi v pankreatu a zmény v aktivité tohoto enzymu
poukazuji na poruchu funkce tohoto organu (Svobodové a kol., 1986). Hladina amylazy
vykazovala u mnika jednovousého vyznamné snizeni bezprostiedné po 10 minutové anestezii
anestetikem MS — 222 o koncentraci 100 mg-1™. Velisek a kol. (2011) se zabyval i¢inkem
anestetik MS — 222 (100 mg-1™), 2 — phenoxyethanolu (0,40 ml-1™), hiebickového oleje (30
mg-1™) a Propiscinu (1,0 ml-1™") na biochemicky profil krve pstruha duhového a zjistil, Ze
koncentrace amylazy nevykazovala Zadné vyznamné zmény oproti kontrolni skupiné ryb.
Relativné stala troven amylazy muze byt jeden zmoznych divodd, pro¢ se vmnoha

publikovanych studiich hladina amylazy neuvadi nebo neni hodnocena.
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6. ZAVER

Ukolem této prace bylo porovnat u¢inek anestetik MS — 222, 2 — phenoxyethanolu,
hiebi¢kového oleje a Propiscinu na mnika jednovousého, vyhodnotit jejich vliv na
hematologicky a biochemicky krevni profil a urCit na zaklad¢ ziskanych vysledki
nejvhodnéjsi ptipravek pro anestezii mnika v bézné praxi. Na zéklad¢ provedenych
analyz a ziskanych vysledkt je mozné konstatovat, ze anesteticky piipravek MS — 222
o koncentraci 100 mg-1™" je bezkonkuren&n& nejlepsi variantou, protoze V porovnani
s ostatnimi pouzitymi anestetiky vykazoval nejnizsi vliv a pasobil nejmensi zmény
biochemickych ukazatel a odchylky v hematologickém slozeni krve sledovanych

jedincti mnika jednovousého.

42



7. SEZNAM POUZITE LITERATURY

Ackerman, P. A., Morgan, J. D., Iwama, G. K., 2005. Les Anesthésiques 1.

Almroth, B. C., Sturve, J., Stephensen, E., Holth, T. F., Forlin, L., 2008. Protein carbonyls and
antioxidant defenses in corkwing wrasse (Symphodus melops) from a heavy metal polluted
and a PAH polluted site. Mar. Environ. Res., 66(2), 271-277.

Azzi, A., Davies, K. J. A, Kelly, F., 2004. Free radical biology - terminology and critical
thinking. FEBS Lett., 558(1), 3-6.

Bailey, M., 1972. Age, growth, reproduction and food of the burbot, Lota lota (L), in
Southwestern lake superior. Trans. Amer. Fish. Soc., 101(4), 667-674.

Barton, B., Helfrich, H., 1981. Time-dose responses of juvenile common carp (Cyprinus carpio)
to 2-phenoxyethanol. Prog. Fish. Cult., 43(4), 223-231.

Barug, V., Oliva, O., 1995. Mihulovci a ryby. Viyd. 1. Praha: Academia, 1995, 623 s. Fauna CR
a SROV., 330-337 s.

Berg, L. S., 1949. Freshwater fishes of the USSR and adjecent countries 11, 7 — 14. Akademika
Nauk SSSR, Zoologicheskii Institut, Moscow (English translation by Izrael Program for
Scientific Translations, Jerusalem, 1965).

Bhavan, P. S., Geraldine, P., 2001. Biochmical stress response in tissues of the prawn
Macrobrachium malcolmsonii on exposure to endosulfan. Pestic. Biochem. Phys.,70(1), 27 —
41.

Brown, L. A, 1988. Tropical fish medicine. Anesthesia in fish. Vet. Clin. North. Am., 18(2),
317-330.

Brozova, V., Svobodova, Z., 1986. Anaesthetics for fish. Bull VURH Vodnany, 20, 36-40.

Celik, E. S., 2004. Blood chemistry (electrolytes, lipoprotein and enzymes) values of black
scorpion fish (Scorpaena porcus) in the Dardanelles. Turkey. J. Biol. Sci., 4(6), 716-719.

Cohen, D., T. Inada, T. lwamoto, N. Scialabba., 1990. Gadiform fishes of the world : Order
Gadiformes, an annotated and illustrated catalogue. Rome: Food and Agriculture
Organization of the United Nations. 10, 90-317.

Colombo, J. P., 1994. Klinisch-chemische Urindiagnostik. Labofile-Verlagogemeinschaft,
Rotkreuz Schweiz, pp. 153.

Congleton, J. L., 2006. Stability of some commonly measured blood-chemistry variables in
juvenile salmonids exposed to a lethal dose of the anaesthetic MS-222. Aquacult. Res.,
37(11), 1146-1149.

Coyle, S. D., Durborow, R. M., and Tidwell, J. H., 2004. Anesthetics in aquaculture (No. 3900).
Publication 3900, Stoneville, Mississippi: Southern Regional Aquaculture Center., pp 1-6.

Curtis, E. K., 1990. In pursuit of palliation: oil of cloves in the art of dentistry. Bull. His.
Dentist. 38(2), 9-14.

43


http://www.biokids.umich.edu/critters/Lota_lota/

Citek, J., Svobodova, Z.,Tesar¢ik, J., 1997. General prevention of fish diseases. Diseases of
Freshwater and Aquarium Fish. Informatorium, Prague. pp 9-49.

Dillen, A., Coeck , J., Monnier. D., 2008. Habitat use and seasonal migrations of burbot in
lowland rivers in North France. Pages 29-42 in V. L. Paragamian and D. Bennett, editors.
Burbot: Ecology, Management, and Culture. American Fisheries Sciety, Symposium 59,
Bethesda, Maryland.

Dubsky, K., Srgimek, V., Koufil, J., 2003. Obecné rybaistvi. Vyd. 1. Praha:Informatorium (18)s.
barev. obr. Zivou piirodou, 308 s.

Dyk, V., 1952. Dopliiky k anatomii mnika jednovousého (Lota lota L.) Spisy Vys. Skoly
veterinarni Brno, 20 (8), 159 — 168s.

Endo,T., Ogishima, K., Takana, H., Ohshima, S., 1972. Studies on the anaesthetic effect of
eugenol in some freshwater fishes. Bull Japan Soc. Sci. Fish., 38(7), 761-767.

Fabricius, E., 1954. Aquarium observations on the spawning behaviour of the burbot, Lota
vulgaris L. L. Report of the Institute of Freshwater Research, Drottningholm, 35, 5-57.

Fish, R. E., Brown, M. J. Danneman P. J., Karas, A. Z., 2008. Analgesia in Laboratory Animals.
665, 528 - 529.

Fisher, 1. U., Von Uhruh, G. H., Denger, H. J., 1990. The metabolism of eugenol in man.
Xenobiotica, 20(2), 209-222.

Fischer, P., 1999. Otolith microstructure during the pelagic, settlement, and benthic phases in
burbot. J. Fish. Biol., 54(6), 1231-1243.

Folmar, L. C., 1993. Effect of chemical contaminants on blood chemistry of teleost fish: a
bibliography and synopsi of selected effect. Environ. Toxicol. Chem. 12(2), 337 — 375.

Gallardo, M. A., Sala-Rabanal, M., lbarz, A., Padrés, F., Blasco, J., Fernandez-Borras, J.,
Sanchez, J., 2003. Functional alterations associated with “winter syndrome” in gilthead sea
bream (Sparus aurata). Aquacult., 223(1), 15-27.

Gilbert, P. W., Wood, F. G., 1957. Method of anesthetizing large sharks and rays safely and
rapidly. Science, 126(3266), 212-213.

Gomulka, P., Whasow, T., Velisek, J., Svobodova, Z., Chmielinska, E., 2008. Effects of eugenol
and MS-222 anaesthesia on Siberian sturgeon (Acipenser baerii Brandt.) Acta. Vet. Brno,
77(3), 447-453.

Hajek, G., Kzyszejko, B., 2004. The effects of Propiscin (etomidate) on the behaviour, heart
rate, and ventilation of common carp (Cyprinus carpio L). Acta. Ichtyol. Piscat. 34(2), 129 —
143.

Hamackova, J., Kozak, P., Lepi¢, P., Koufil, J., 2008. Artificial reproduction and rearing
hatching material Vimba bream (Vimba vimba L.). Research Institute of Fish Culture and
Hydrobiology, Vodnany, Methods No. 82, 14

Hamackova, J., Sedova, J. M., Pjanova, S. V., Lepicova, A., 2001. The effect 2-phenoxyethanol,

clove oil and Propiscin anaesthetics on perch (Perca fluviatilis) in relation to water
temperature. J. Anim. Sci., 46, 469 — 473.

44



Hikasa, K., 1986. Anesthesia and recovery with tricaine methanesulfonate, eugenol and
thiopental sodium in the carp (Cyprinus carpio). Jpn. J. Vet. Sci., 48(2), 341-351.

Hofmanova, J., Machala, M., Kozubik, A., 2000. Epigenetic mechanisms of the carcinogenic
effects of xenobiotics and in vitro methods of their detection. Folia Biol., 46(5), 165-173.

Holcomb, M., Woolsey, J., Cloud, J. G., Ingermann, R. L., 2004. Effects of clove oil, tricaine,
and CO2 on gamete quality in steelhead and white sturgeon. N. Am. J. Aquacult, 66(3), 228—
233.

Houston, A. H., Woods, R. J., 1976. Influence of temperature upon tricaine methane sulphonate
uptake and induction of anesthesia in rainbow trout (Salmo gairdneri). Comp. Biochem.
Physiol., 54(1), 1-6.

Hovda, J., Linley, T. J., 2000. The potential application of hypothermia for anesthesia in adult
Pacific salmon. N. Am. J. Aquaculte 62(1), 67-72.

Huang, C. H., Chang, R. J.,, Huang, S. L., Chen, W. L., 2003. Dietary vitamin E
supplementation affects tissue lipid peroxidation of hybrid tilapia (Oreochromis niloticus x
O. aureus). Comp. Biochem. Physiol. B., 134(2), 265-270.

Hussein, M., Wada, S., Hatai, K., Yamamoto, A., 2000. Antimycotic activity of eugenol against
selected water molds. J. Aquat. Animal Health, 12(3), 224 -229.

Chen, L. C., 1969. The biology and taxonomy of the burbot, Lota lota leptura, in interior
Alaska. University of Alaska. Institute of Arctic Biology.

Iverzen, M., Finstad, B., Mckinley, R. S., Eliassen, R. A., 2003. The efficasy of metomidate,
clove oil, Agui-S and Benzoak as anaesthetics in Atlantic salmon stress—reducing capacity.
Agquacult., 221, 549-566.

Kaneko, K., 1982. On the removal of larger freshwater fishes. Mar. Parks Aquaria,v. 11, pp.
39-45.

Kaplan, L. A., Pesce, A. J., 1989. Clinical Chemistry. CV Mosby Copany, St. Louis, pp 186.

Kazun, K., Siwicki, A. K., 2012. Propiscin—a safe new anaesthetic for fish. Arch. Pol. Fish.,
20(3), 173-177.

Kazun, K., Siwicki, A. K., Glabski, E., 1999. Badania nad przydatnostcia preparatu Propiscin
do znieczulenia ogolnego ryb karpiowatych. In: Sb. IV. Krajowa konferencija hodowcow

karpia. Wyd. IRS Olsztyn, pp. 57-60 (in Polish).

Keene, J. L., Noakes, D.L.G., Moccia, R.D.,Soto C.G., 1998. The efficacy of clove oil as an
anaesthetic for rainbow trout, Oncorhynchus mykiss (Walbaum). Aquac. Res., 29(2), 89-101.

Kidd, R. B., Banks, G. D., 1990. Anesthetizing lake trout with tricaine (MS-222) administered
from a spray bottle. Prog. Fis. Cult., 52(4), 272-273.

Kirillov, A., 1988. Burbot of Vilyusk Resevoir. J. Icht., 28(2), 49-55.

Kolafova, J., Nepejchalova, L., 2006. Testovani veterinarnich 1é¢ivych pripravka pro ryby podle
norem EU. Veterinafstvi, 56(1), 31-34 .

45



Kolarova, J., Velisek, J., Nepejchalova, L., Svobodova, J., Kouftil, J., Hamackova, J., Machova,
J., Plackova, V., Hajslova, J., Holadova, K., Kocourek, V., Elimankova, E., Modra, H.,
Dobsikova, R., Groch, L., Novotny, L., 2007. Anestetika pro ryby, Vyd. JihocCeské univerzita
v C. B. Fakulta rybafstvi a ochrany vod, Zatisi 728/II, 389 25 Vodiany, ISBN 978-80-
85887-61-7, 6-13s.

Koufil, J., Linhart, O., Dubsky, K., Kvasnicka, P., 1985. The fertility of female and male burbot
(Lota lota L.) reproduced by stripping. Papera of the Vodnany Research Institute of Fischery
and Hydrobiology, 14, 75 - 79.

Kftistan, J., Stara, A., Turek, J., Policar, T., Velisek, J., 2012. Comparison of the effects of four
anaesthetics on haematological and blood biochemical profiles in pikeperch (Sander
lucioperca L.). Neuroendocrinol. Lett., 33(Suppl 3), 66-71.

Kucharczyk D., Mamcarz, A., Skrzypczak, A., Kujawa, R., Babiak, 1., 1998. Artificial spawning
of burbot (Lota lota L.) under controlled conditions. Europ. Aquacult. Soc. Spec. Publ., 26,
149-150.

Lepi¢, P., Stara, A., Turek, J., Kozak, P., Velisek, J., 2014. The effects of four anaesthetics on
haematological and blood biochemical profiles in vimba bream, Vimba vimba. Vet. Med.,
59, 81-87.

Li, Z. H., Xie, S., Wang, J. X., Sales, J., Li, P., Chen, D. Q., 2009. Effect of intermittent
starvation on growth and some antioxidant indexes of (Macrobrachium nipponense) (De
Haan). Aquac. Res., 40(5), 526-532.

Limsuwan, C., Grizzle, J. M., Plumb, J. A., 1983. Etomidate as an anesthetic for fish: its
toxicity and efficacy — Trans. Am. Fish. Soc., 112(4), 544-550.

MacCrimmon, H., 1959. Observations on Spawning of Burbot in Lake Simcoe, Ontario. J.
Wildlife. Manage., 23(4), 447 — 449.

Marking, L. L., Meyer, F. P., 1985. Are better anesthetics needed in fisheries? Fisheries, 10(6),
2-5

Masopust, J., 2000. Clinical biochemistry. Karolinum Praha, pp 429.
McCord, J. M., Keele, B. B., and Fridovich, 1., 1971. An enzyme-based theory of obligate
anaerobiosis: the physiological function of superoxide dismutase. P. Natl. Acad. Sci, 68(5),

1024-1027.

McFarland, W. N., Klontz, G. W., 1968. Anesthesia in fishes. In Federation proceedings .Vol.
28, No. 4, pp. 1535-1540.

McPhail, J. D., Paragamian, V. L., 2000. Burbot biology and life history. Burbot biology,
ecology, and management, 11-23.

McPhail, J. D., Lindsey, C. C., 1970. Freswater fishes of northwestern Canada and Alaska.
Fisheries Research Board Canada, Bulletin 173 Ottawa.

Morrow, J., 1980. The Freshwater Fishes of Alaska. University of British Columbia Resource
Ecology Library: University of British Columbia.

Musil, J., 1991. Zaklady biochemie chorobnych procesii. Avicenum, Praha, 321s.

46



Muth, K., Smith, L. L., 1974. The burbot fishery in Lake of the Woods. Vol. 296. Agricultural
Experiment Station, University of Minnesota.

Neff, J. M., 1985. Use of biochemical measurement to detect pollutant — mediated damane to
fish. ASTM Special Technical Publication, 854, 155 — 183.

Parihar, M. S., Javeri, T., Hemnani, T., Dubey, A. K., Prakash, P., 1997. Responses of
superoxide dismutase, glutathione peroxidase and reduced glutathione antioxidant defenses
in gills of the freshwater catfsh (Heteropneustes fossilis) to short-term elevated temperature.
J. Therm. Biol., 22(2), 151-156.

Plumb, J. A., Schwedler, T. E., Limsuwan, C., 1983. Experimental anesthesia of three species
of freshwater fish with etomidate. Prog. Fish. Cult., 45(1), 30-33.

Pravda, D., Palackova, J.,1989. Vybrané hematologicko-biochemické parametry pstruha
duhového (Salmo gairdneri Rich.) v primyslovych chovech ryb. In: Chov lososovitych ryb.
Sbornik referatt z konference, CSVTS pii VURH a SRS ve Vodnanech, s.264-267.

Pucéa, M., Garin, D., Fréminent, A., 1989. Inhibitory effect of anaesthesia with 2-
phenoxyethanol as compared to MS222 on glucose release in isolated hepatocytes from
rainbow trout (Salmo gairdneri). Comp. Biochem. Physiol., 94(2), 221-224.

Riede, K., 2004. Global register of migratory species - from global to regional scales. Final
report of the R&D Projekt 808 05 081. Bonn, Germany: Federal Agency for Nature
Conservation. ISBN 3-7843-3845-3. pp 5-317.

Roach, S. M., Evenson, M. J., 1993 A Geometric approach to estimating and predicting the
fecundity of tanana river burbot. Alaska Department of Fish and Game, Juneau, AK.
Fisheries Data Series, 93-38, pp 1-36.

Ross, L., Ross, B., 1999. Anaesthetic and sedative techniques for aquatic animals. Blackwell
Science, Oxford, UK. pp 159.

Rehulka, J., 1998. Blood indices of the rainbow trout, Oncorhynchus mykiss (Walbaum) in
aeromonas-induced ulcerous dermatitis. Acta Vet. Brno, 67, 317-322.

Rehulka, J., 1997. Haematological parameters in the rainbow trout, Oncorhynchus mykiss, in
cage culture. Zivoc.Vyr. 47, 159-164.

Soto, C. G., Burhanuddin, S., 1995. Clove oil as a fish anaesthetic for measuring length and
weight of rabbit fish (Siganus lineatus). Aquaculture,136(1-2),149-152.

Scott, W. B., Crossman, E. J., 1973. Freshwaters fishes of Canada. Fisheries Research Board
Canada, Bulletin. Vol. 184. Ottawa.

Schneiderka, P., 2004. Kapitoly z klinické biochemie. Karolinium, Praha, 365 s.

Simpson, J. C., Wallace, R. L., 1978. Fishes of Idaho. University Press of Idaho. Moscow.
Siwicki, A., 1984. New anaesthetic for fish — Aquaculture, 38(2), 171-176.

Small, B. C., 2003. Anaesthetic efficacy of metomidate and comparison of plasma cortisol

responses to tricaine methanesulfonate, quin- aldine and clove oil anaesthetized channel
catfish Ictalurus punctatus. Aquaculture, 218(1), 177-185.

47



Sorokin, V. N., 1971. The spawning and spawning grounds of the burbot, Lota lota (L). J. Icht.,
11(6), 907-915.

Stupka, Z., 2002. Porovnani u¢inku vybranych anestetik pro rizné druhy ryb. Diplomova prace,
ZF JU Ceské Bud¢jovice, 117 s.

Summerfelt, R. C., Smith, L. S., 1990. Anesthesia, surgery, and related techniques. In: Schreck
C. B., Moyle P. B. (eds.) Methods for fish biology. American Fisheries Society, Bethesda,
MD,USA. pp. 213-272.

Svoboda M., Kolafova J., 1999. A survey of anaesthetics used in the fish farming. Health
protection of Fish — Proceedings of Conference Papers. Research Institute of Fish Culture
and Hydrobiology Vodnany (In Czech), pp 49-72.

Svobodova, Z., Pravda, D., Palakova, J., 1986. Unified methods of haematological examination
of fish. Research Institute of Fish Culture and Hydrobiology, Vodnany. Methods, No 22, pp
31.

Svobodova, Z., 2015. Lécebné koupele ryb a jejich vliv na imunitni systém. Therapeutic baths
of fish and their effect on the immune system. Ochrana zvifat a welfare 2015 animal
protection and welfare.ISBN 978-80-7306-759-6. 47-51s.

Szkudlarek, M., Zakes, Z., 1996. Application of Propiscin for total anesthesia of pikeperch
(Stizostedion lucioperca L.). Komunikaty Rybackie, 6,7 — 8 (in Polish).

Taylor, P. W., Roberts, S. D., 1999. Clove oil: An alternative anaesthetic for aquaculture.North
A m. J. Aquacult., 61(2),150-155.

Thomas, P., Robertson, L., 1991. Plasma cortisol and glucose stress responses of red drum
(Sciaenops ocellatus) to handling and shallow water stressors and anesthesia with MS-222,
quinaldine sulfate and metomidate. Aquaculture, 96(1), 69-86.

Tolanen, A., Kjellmann, J., Lappalainen, J., 1999. Diet overlap between burbot (Lota lota L.)
and whitefish (Coregonus larvaretus L.) in a subarctic lake. Ann. Zool. Fennici, 36, 205-
214,

Toyokuni, S., Okamoto, K., Yodoi, J., Hiai, H., 1995. Persistent oxidative stress in cancer -
hypothesis. FEBS Lett, 358(1), 1-3.

Treves-Brown, K. M., 2000. Applied fish pharmacology. Kluwer Acad. Publishers, Dordrecht
/London, pp. 309.

Trzebiatowski, R., Stepanowska, K., Siwicki, A. K., Kazun, K., 1996. Badania nad
przydatnoscia preparatu propiscin do znieczulenia ogdlnego suma europejsiego. Komunikaty
Rybackie (Olsztyn), 1, p. 14-18 (in Polish).

Vandergoot, C. S., Murchie, K. J., Cooke, S. J., Dettmers, J. M., Bergstedt, R. A., Fielder, D.
G., 2011. Evaluation of two forms of electroanesthesia and carbon dioxide for short-term
anesthesia in walleye. N. Am. J. Fish. Manage. 31(5), 914-922.

Velisek, J., Svobodova, Z., Piackova, V., Groch, L., Nepejchalova, L., 2005a. Effects of clove
oil anaesthesia on common carp (Cyprinus carpio L.). Vet. Med. Czech, 50(6), 269-275.

48



Velisek, J., Stara, A., Li, Z. H., Silovska, S., Turek, J., 2011. Comparison of the effects of four
anaesthetics on blood biochemical profiles and oxidative stress biomarkers in rainbow trout.
Agquaculture, 310(3), 369-375.

Velisek, J., Stejskal, V., Koufil, J., Svobodova, Z., 2009. Comparison of the effects of four
anaesthetics on biochemical blood profiles of perch (Perca fluviatilis) Aquac. Res., 40(3),
354-361.

Velisek, J., Svobodova, Z., Piackova, V., 2007a. Effects of 2-phenoxyethanol anaesthesia on
haematological profile on common carp (Cyprinus carpio) and rainbow trout (Oncorhynchus
mykiss). Acta Vet. Brno, 76(3), 487-492.

Velisek, J., Svobodova, Z., Plackova, V., Novotny, L., Bldhova, J., Sudova, E., Maly, V., 2008.
Effects of metribuzin on rainbow trout (Oncorhynchus mykiss). Veterinarni Medicina., 53(6),
324 - 332.

Velisek, J., Svobodova, Z., Piackova, V., 2005b. Effects of clove oil anaesthesia on rainbow
trout (Oncorhynchus mykiss). Acta Vet. Brno, 74(1), 139-146.

Velisek, J., Wlasow, T., Gomulka, P., Svobodova, Z., Novotny, L., 2007b. Effects of 2-
phenoxyethanol anaesthesia on sheatfish (Silurus glanis L.). Vet. Med. Praha-, 52(3), 103.

Velisek, J., Wiasow, T., Gomulka, P., Svobodova, Z., Novotny, L., Ziomek, E., 2006. Effects of
clove oil anaesthesia on European catfish (Silurus glanis L.). Acta Vet. Brno, 75(1), 99-106.

Velisek, J., Svobodova, Z., 2004. Anaesthesia of common carp (Cyprinus carpio L.) with 2-
phenoxyethanol: Acute toxicity and effects on biochemical blood profile. Acta Vet. Brno,
73(2), 247-252.

Vught, 1., Harzevilly, A. S., Auwerx, J., De Charleroy, D., 2008. Aspects of reproduction and
larviculture of burbot under hatchery conditions. In V. L. Paragamian, and D. H. Bennet
(Eds.), American Fisheries Society Symposium, Vol. 59, pp 167.

Walmsley, R. N., Watkinson, L. R., Koay, E. S. C., 1992, Cases in chemical pathology — a
diagnostic approach. World Scientific, pp. 125 — 136.

Weyl, O., Kaiser, H., Hecht, T., 1996. On efficacy and mode of 2-phenoxyethanol as an
anesthetic for gold fish, (Carassius auratus L.), at different temperatures and concentrations.
Aquac. Res., 27(10), 757-764.

Wilga, C. D., Lauder, G. V., 1999. Locomotion in sturgeon: function of the pectoral fins. J. Exp.
Biol. 202(18), 2413-2432

Wocher, H., Harsanyi, A., Schwarz, F. J., 2011. Husbandry conditions in burbot (Lota lota L.):
Impact of shelter availability and stocking density on growth and behaviour. Aquacult.,
315(3), 340-347.

Wocher, H., Harsanyi, A., Schwarz, F. J., 2012. Larviculture of burbot (Lota lota L.) larval
rearing using Artemia and weaning onto dry feed. Aquac. Res., 44(1), 106-113.

Wolnicki, J., Kamifiski, R., Myszkowski, L., 2002. Temperature-influenced growth and survival

of burbot Lota lota (L.) larvae fed live food under controlled conditions. Arch. Ryb.
Polskiego, 10(1), 109-114.

49



Wong, A., 2008. Lipidic profiles of tissue and liver oil of burbot, Lota lota (L.). Acta. Ichtyol.
Piscat., 38(1).

Woody, R. G., Nelson, J., Ramstad, K., 2002. Clove oil as an anaesthetic for adult sockeye
salmon: field trials. J. Fis. Biol., 60(2), 340-347.

Zarski, D., W. Sasinowski, W., Kucharczyk, D., Kwiatkowski, M., Krejszeff, S., Targonska, K.,

2009. Mass initial rearing of burbot Lota lota (L.) larvae under controlled conditions. Pol. J.
Natur.Sc., 24, 76-84.

Internetové zdroje:
www.chytej.cz

www.BioLib.cz, (PUBLIC-DOMAIN) Tomas Zapletal

50



8. Abstrakt

Cilem této studie bylo porovnat i€innost a efektivitu ¢ty anestetik na hematologicky
a biochemicky profil krve mnika jednovousého. Hodnoceni obou profili probihalo
okamzité po 10 minutové anestezii a 24 hodin od anestézie v MS — 222 (100 mg-1™),
hiebigkovym olejem (33 mg-1™), 2 — phenoxyethanolem (0,30 ml-1™") a Propiscinem (1
ml-l'l) V porovnani s kontrolni skupinou ryb, které anestézii nepodstoupily. Testovana
anestetika neméla u mnika jednovousého vyznamny vliv na jeho hematologicky profil.
Biochemicky profil vykazoval vyznamné zvySeni v hladiné glukézy a amoniaku po
anestézii Propiscinem, 2 — phenoxyethanolem a hiebickovym olejem. Hladina
celkovych proteini a vapniku byla vyznamné zvySena po anestézii 2 -
phenoxyethanolem, hfebi¢kovym olejem a Propiscinem. Uroven albuminu vykazovala
vyznamné zvySeni u MS — 222, hiebickového oleje, 2 — phenoxyethanolu a Propiscinu.
Aktivita aspartat aminotransferdzy vyznamné vzrostla po anestézii s MS — 222 a
hiebickovym olejem. Aktivita kreatinkinazy byla vyznamné sniZena po anestézii
Vv hiebickovém oleji. Vyznamné snizeni hladiny laktatu bylo pozorovano u 2 —
phenoxyethanolu. Uroven amyldzy byla vyznamné sniZena u anestetika MS — 222.
Anestetikum MS — 222 vykazalo minimalni vliv na hematologicky a biochemicky profil

krve, a proto bylo oznaceno jako idealni anestetikum pro mnika jednovousého.

Kli¢ova slova : MS — 222, 2 — phenoxyethanol, hiebi¢kovy olej, Propiscin, krevni

obraz, mnik jednovousy.
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9. Abstract
The aim of this study was to compare the effect of four anaesthetics on

haematological and biochemical blood profiles in burbot (Lota lota L.). Both blood
profiles of burbot were evaluated 10 min and 24 h after anaesthesia with MS 222 (100
mg-1?), clove oil (33 mg:1™), 2-phenoxyethanol (0.30 ml-1™), Propiscin (1 ml-1™*) and
were compared to non-anaesthetised control. The tested anaesthetics did not have any
effect on haematological profile of burbot. The exposure to clove oil, 2-phenoxyethanol
and Propiscin significantly influenced level of ammonia and glucose. The level of
lactate was significantly increased following anaesthesia with 2-phenoxyethanol and
Propiscin. The levels of total protein, aspartate aminotransferase and calcium were
higher with clove oil, 2-phenoxyethanol and Propiscin compare to control. The use of
MS 222 showed the smallest effect on haematological and biochemical blood profile

and is recommended as a suitable anaesthetic for burbot.

Key words : MS — 222, 2 — phenoxyethanol, clove oil, Propiscin, blood count, Burbot.
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