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1. UVOD

Stale cCastéji se v intenzivnich chovech vyuzivaji 1écebné koupele vSech typt.
Aplikace desinfekénich latek do vody je zaméfena na utlum bakteridlnich, plistovych
a parazitarnich plivodcti onemocnéni, které se manifestuji zejména na povrchu téla a na
povrchu zaberniho aparatu ryb v intenzivnich i rybni¢nich chovech se zvySenou hustotou
obsadky. Vcasnou identifikaci patogenniho Cinitele, vcetné¢ spravné aplikovanych
preventivné-1é¢ebnych prostredkli miizeme utlumit, nebo dokonce uplné zamezit vzniku
onemocnéni a predejit finanénim ztratam a ztratam na obsadce. Tyto terapeutické zasahy
by vSak mély byt provedeny pouze za ptedpokladu, Ze onemocnéni ohrozuje vitalitu
a prosperitu ryb. Proto bereme 1é¢ebné postupy jako postupy nouzové, ke kterym se
pfistupuje az v piipadé zanedbané prevence (Kolarova a Svobodova, 2009).

Podle zékona O veterinarni péci (166/1999 Sb. ve znéni pozdéjsich predpist) je
chovatel povinen pravidelné¢ a disledné sledovat zdravotni stav ryb a v urcitych
odtivodnénych ptipadech jim poskytnout nalezitou veterinarni pomoc. V chovech ryb,
které jsou urcené k piimé konzumaci, nelze aplikovat 1é¢iva, u kterych nebyl stanoven
maximalni rezidualni limit (dale jen MRL). Na zaklad¢ stanoveného MRL je nésledné
stanovena ochranna lhita (dale jen OL), po kterou nelze potravinova zvifata (v nasem
ptipadé ryby) dodat pro ptimou konzumaci lidem. Lécivé latky se aplikuji obsadce
nejcéastéji formou koupeli. K frekventovanym latkam pro piipravu koupele patii napiiklad
formaldehyd, malachitova zelen, amoniak, praziquantel, levamisol, ale také latky jako je
chlorid sodny a kyselina peroctova (Svobodova, 2007).

Cilem této diplomové prace je pomoci experimenti posoudit ucinnost
profylaktickych a 1é¢ebnych koupeli chloridu sodného (NaCl) a kyseliny peroctové
(C2H403) na ektoparazity vyskytujici se pfirozen¢ ve vodnim prostiedi. Dil¢im cilem je
pomoci hematologického a biochemického vySetfeni posoudit a vyhodnotit vliv
samotnych 1é¢ebnych latek na zdravotni stav ryb. Experimentalni ¢ast byla provedena
formou dvou pokust — laboratorni pokus s plidkem kapra obecného (Cyprinus carpio)
na Fakulté rybafstvi a ochrany vod ve Vodianech a prakticky pokus s plidkem a s trzni
velikosti kapra na sadkach Rybatstvi Lnafe v Rozmitale pod TfemsSinem.

Kapr obecny je v Cechach bezesporu nejvyznamngj§i hospodatsky chovanou rybou.
Tato prace tedy muze piispét a poodhalit piipadné moznosti vétSitho vyuziti vyse

zminénych dostupnych latek v rybafské praxi na naSem uzemi a ptredejit tak ztratdm, které



zpusobuji parazitarni onemocnéni kapra obecného (Cyprinus carpio) vsech vékovych

kategorii.



2.  LITERARNI PREHLED

2.1 LECEBNE A DESINFEKCNI PRIPRAVKY

Pti dodrZeni kaskady volby 1éCiv je veterinarni 1€kat povinen zvolit jako 1é¢ivo prvni
volby registrovany pfipravek pro ryby na tzemi CR, poptipadé v nékterych zemich EU.
Na nasem Uzemi CR je sortiment veterinarnich 1é¢iv pro rybi obsadky stale
velmi omezen. Doposud nebyl registrovan zadny 1é¢ivy piipravek s antiparazitnimi
chovatelskym podilem, vyjma ryb lososovitych. Pfi volbé 1é¢ivého piipravku se musi
veterinaf ridit pravidly uvedenymi v zakoné ¢. 79/1997 Sh., o Ié¢ivech a vyhlasce ¢. 325/
2003 Sb. (Kolarovd a Nepejchalovd, 2007). U pouziti 1é¢iv, ktera jsou registrovana
Vv jiném staté spadajici do EU, vSak musi mit veterinaf udélenou vyjimku od SVS (Statni
veterinarni spravy) CR pro pouziti a transport. Dali a de facto jedinou moZnosti
veterinare je pouzit 1é¢iva systémem ,,0ff label pii zachovani minimalni ochranné lhuty
pro ryby odpovidajici 500 stupniodnim. Pocet stupfiodni neboli dennich stupnt,
se zjistuje nasobenim prumérné denni teploty vody poétem dnt (Koldrova a kol., 2016).

Lécivem druhé volby je registrovany piipravek pro jina potravinova zvitata (v CR).
Do lé¢iva tieti volby spadaji ptipravky registrované v CR, které jsou uréeny pro
nepotravinova zvifata. Nasleduje 1é¢ivo ctvrté volby, kam spada pouziti huméanniho
lé¢iva. Do posledni kategorie, 1éCiva paté volby, spadaji léky predepisovany
a pripravovany dle rozpisu veterinarniho 1ékaie (Koldrovd a Nepejchalova, 2015).

Zakon vSak umoznuje pouZzit nejriznéjsi ptfipravky, které nespadaji do kategorie
1é¢ivych piipravki, ale maji také prokazatelné antiparazitdrni Gc¢inky. Jde predevSim
o siroké spektrum desinfekénich latek (napt. manganistan draselny, kyselina peroctova,
chlorid sodny, formaldehyd atd.), které pouzivame ve formé koupele. Podle nafizeni
¢. 37/2010, EU je nutné vzdy ovéfit, jak jsou latky klasifikovany z hlediska setrvani
rezidui v tkanich oSetfenych ryb. Bezpecnosti jejich aplikace a naslednymi
ekotoxikologickymi i¢inky se dlouhodobé zabyvaji ve VURH Vodnany (Koldrova a kol.,
2016).

Podle zékona ¢. 166/1999 Sb., o veterinarni péci, je chovatel ryb povinen sledovat
zdravotni stav ryb a v nutném ptipad¢ jim poskytnou veterinarni pomoc. Chov ryb se déli
na zajmovy a produkéni, kam se fadi potravinova zvifata slouzici k vyzive lidi. Z toho
davodu k jejich 1écbé nelze pouzit latky u kterych nebyl stanoveny vySe uvedeny

maximalni rezidudlni limit — MRL (Hera a kol., 2004). Maximalni limity rezidui je
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Vv nafizeni Rady (EEC) €. 2377/90 vyjadiena jako maximalni koncentrace rezidua 1éciva
V potravinach zivocisného pivodu, ktera vnika dusledkem pouziti veterinarniho 1éc¢iva,
a kterou Ize uznat v potravinach za legalni a pfijatelnou. Dale je to takova koncentrace,
ktera neptfedstavuje zadné toxikologické riziko pro zdravi konzumenta. Hodnoty jsou
uvedené v mg/kg nebo pg/kg Cerstvé tkang. Toto opatieni pro jednotlivé farmakologicky
aktivni latky usnadnuje ochranu veifejného zdravi zvifat a lidi. Umoziuje také sjednoceni
a zjednoduseni obchodovani s potravinami zivo¢isného ptivodu, ale také s veterinarnimi
lé¢ivy. Postup pro stanoveni MRL farmakologicky ucinnych latek v potravinach
zivo¢isného pavodu stanovuje Narizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢.
470/2009 (Bezpecnost potravin A-Z. Internetovy portadl bezpecnosti potravin - [online]).
MRL také vyjadiuje, jaké mnozstvi 1é¢ebné latky je mozné zkonzumovat u jednotlivych

druht zvirat v¢etné ryb (Koldrova a Nepejchalovd, 2006).

Pii chovu juvenilnich ryb byvaji pravé parazitarni onemocnéni jednim z limitujicich
faktort odchovu. Kvili vysoké hustoté obsadky dochazi k rychlému $ifeni onemocnéni
a nasledn¢ k vysoké mortalit¢ ryb. Mladsi vékové kategorie jsou mnohem citlivéjsi na
lécebné koupele a prijatd antiparazitarni léciva nez starSi v€kové kategorie ryb.
Na citlivost méa vliv také mnozstvi ptijaté potravy ryb, kdy hned po nakrmeni je citlivost
nejvyssi, po ¢asteéném straveni potravy citlivost klesé a u hladovéjicich ryb opét stoupa
(Kouril a kol., 1984).

V této diplomové praci jsem se tak zaméfil na vyuziti antiparazitarnich 1é¢iv —
kyseliny peroctové (KPO) a chloridu sodného (NaCl), které¢ jsou svou bezpecnosti
z hlediska minimalniho zatizeni zivotniho prostiedi a kumulace nezadoucich latek v mase
ryb a svou uéinnosti vici celé fadé parazitl velmi pfinosné pro pouziti v provoznich
podminkéach. Je vSak nutné dale shromazdovat informace o pusobeni téchto latek

na zdravotni stav ryb, tak aby se tyto latky mohly jesté vice uplatiiovat v praxi.

2.1.1 KYSELINA PEROCTOVA (CH;CO3H)

Kyselina peroctova (kyselina peroxyethanova, acidum peracidicum, KPO) je ¢ira,
bezbarva kapalina s typickym ostrym octovym zapachem. Sumarni vzorec kyseliny je
CH3CO3H. Vznika reakci kyseliny octové s peroxidem vodiku (CH3;CO,H + H,0,
- CH3COyH + H,0). Ma vyuziti v zeméd¢lstvi pii Cisténi odpadnich vod, v pramyslu

a laboratofich, nemocnicich, ale také v potravinaistvi a rybatstvi (Baldry, 1983; Kitis,
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2004; Pacenti a kol., 2010; Zuskovd a kol., 2011; Straus a Meinelt, 2018). KPO
antiparazitarni, dezinfek¢ni, baktericidni, sporocidni a fungicidni t¢inky (Stoskopf, 1993;
Zuskova a kol., 2011). Jiz pii nizSich koncentracich ma u ryb terapeutickou

a profylaktickou uc¢innost. Hodnota pH je u této kyseliny na hodnoté mens$i nez 2

(Zuskovd a kol., 2011).

”~ —

H,C” O

Obrazek ¢.1 Chemicka struktura kyseliny peroctové a piipravek Persteril s i¢innou latkou

KPO, ktery je dostupny na tizemi CR

Ani chlér nebo oxid chloricity nejsou tak ucinna oxida¢ni a dezinfekcni Cinidla jako
pravé kyselina peroctova (Gehr a kol., 2002). Je vysoce reaktivni a zirava, s mnohem
vy$§im antimikrobialnim efektem, nez ma napiiklad peroxid vodiku se kterym vsak
ucinkuje synergicky (Alasri a kol., 1992). M4 silné destruktivni efekt na mikroorganismy.
Pfi porovnani s ostatnimi pouzivanymi ¢inidly ma vysokou u¢innost uZ pti velmi nizkych
koncentracich (Baldry, 1983). Nizsi G¢innost byla zaznamenana u nékterych druht vira
a parazitl, které se vyskytuji intracelularné neboli nitrobunééné napi. Cryptosporidium
parvum. Citlivost mikroorganismi vii¢i kyseliné peroctové muiZeme sefadit podle

nasledujici stupnice (Liberti a kol., 1999).

BAKTERIE > VIRY > BAKTERIALNI SPORY > PROTOZOALNI CYSTY.

Kyselina peroctova ni¢i mikroorganismy oxidaci, po které nasleduje Uplny rozpad
buné¢nych membran. Kli¢ oxidace spoc¢iva v pievedeni radikalt — OH skrz membranu,

s nasledkem znic¢eni a smrti daného mikroorganismu. Druhou schopnosti kyseliny je

12



denaturace a inaktivace mikrobialnich enzymi, diky které ma ovicidni a sporicidni
vlastnosti. Nesmirnou ptrednosti je poté schopnost inaktivace enzymu katalazy, ktery
neutralizuje volné hydroxylové radikaly (Zuskova a kol., 2011). KPO nezanechava
rezidua v mase ryb, ani ve vodnim prostiedi a jeji dopad na Zivotni prostfedi je tak
minimalni (Kitis, 2004; Zuskovd a kol., 2011). Pti dezinfekénim vyuziti miize produkovat
(i pfes to, ze ma nizkou urovenn genotoxicity) genotoxické vedlejsi produkty, které

se pozd¢ji vylucuji Zlu¢i (Monarca a kol., 2002; Villarini a kol., 2011).

Pouziti kyseliny peroctové v akvakultuie pfinasi fadu vyhod. V dnesni dob¢ Castecné
nahradila formaldehyd a malachitovou zelen, ktera byla hojn€ vyuZzivana po cela desetileti
(Marchand a kol., 2012). V soucasnosti je pouziti malachitové zelené¢ (pro své
formaldehyd ma naopak negativni dopad na samotny vodni recipient, ve kterém dlouhou
dobu pietrvava (Pedersen a kol., 2007). Uginnost kyseliny peroctové byla potvrzena v in

vivo testech (Jussila a kol., 2011).

Mezi nevyhody mlizeme zatadit vyssi narocnost aplikace latky do vodniho prostiedi.
Je o poznéani komplikovanéjsi, nez u chloridu sodného nebo formalinu, ktery degraduje
pomaleji nez kyselina peroctova. Nesmirné dulezité je stanovit optimalni davkovani
kyseliny peroctové pro ryby v daném prostiedi a sledovani rezidui béhem I1écby
(Pedersen a kol., 2010).

Panuje také fada nejasnosti ohledné rozkladu kyseliny peroctové v rozmanitych
podminkéch Zivotniho prosttedi, coz komplikuje pfesné vyhodnoceni u¢inné koncentrace
pro aplikaci. Mnozstvi kyseliny nelze méfit v prostiedi okamzité jak v laboratornich
podminkach, tak v terénu. Analyza se provadi bezprostfedné po odbéru vzorku za pomoci
specialnich zafizeni a ¢inidel. K dispozici jsou testovaci sety, které vSak maji nizsi
detekéni limit a nizkd koncentrace kyseliny peroctové (napt.: 1 mg/l) je pro né tézko
detekovatelna (Rach a kol., 1997). Je znamo, Ze 1écba kyselinou peroctovou mize
zpusobit tvorbu vedlejSich organickych produktii a volnych radikali, které vSak zanechaji
Vv prostiedi pouze malé a neSkodné mnozstvi rezidui bez mutagennich a toxickych ucinkt

(Monarca a kol., 2002).

Pii aplikaci musime dbat na zvySenou bezpecnost a ochrannymi prosttedky chranit

zvlasté oci a kizi. U provadeéné koupele v uzavienych mistnostech je nutné vétrat. Latka
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ma nizky terapeuticky index. To znamena, Ze je letalni koncentrace u ryb blizka G¢inné
1é¢ebné koncentraci. Velmi maly je také rozdil v letalni koncentraci ryb a parazitt, proto
postupujeme pii praci obezietné. Kyselina peroctova aplikovana v nespravném mnozstvi
miZe byt pro exponované ryby smrtelna (Straus a kol., 2012; Liu a kol., 2017; Soleng
a kol., 2019).

Na tzemi CR se bé&Zné vyskytuje nékolik ptipravka obsahujicich kyselinu
peroctovou. Nejbéznéji se pouziva Persteril v baleni az do 200 kg, ve dvou koncentracich

podle celkového obsahu kyselina peroctové (Zuskova a kol., 2011).

Rozdéluje se tedy do dvou nasledujicich kategorii:

- Persteril 4 %: KPO 3-5 %; H20226-28 %; kys. octova max. 20 %, kys. sirova max. 1%
- Persteril 15 %: KPO 14-17 %; H20220-25 %; kys. octova max. 20 %, kys. sirova max.
1%

Dalsim ptipravkem je Wofasteril obsahujici 40% kyseliny peroctové, 15 % H202 a 25%
kyseliny octové (Pederson a kol., 2009). Alternativou i skomerénim vyuzitim
je naptiklad ptipravek MinnFinn, ktery mé odliSnou koncentraci kyseliny peroctové
(sloZeni: 4,5% kyseliny peroctové, 22 % H202 a 9% kyseliny octove) (Straus a Meinelt,
2009). Nemtzeme opomenout také Peraqua, PeraquaPlus, ParasanTM, nebo Divosan
(Pedersen a kol., 2007). Tyto ptipravky maji obsah kyseliny peroctové v rozmezi 3—40
% a H202 od 14-35 %. Na trhu existuji i pfipravky s vyssi koncentraci kyseliny
peroctové. Ty vSak ve srovnani s pfipravky s nizsi koncentraci pfili§ neinhibuji rast
mikroorganismil. KPO mé pii koncentraci 0,001 % baktericidni, pii koncentraci 0,003 %

fungicidni a pti koncentraci 0,3 % sporocidni ucinky (Kitis, 2004).

To je hlavni divod pro vyuzivani ptipravku s nizsi koncentraci (Marchand a kol.,

2012).

Uskladnéni kyseliny peroctové by mélo probihat za stale teploty v rozmezi 15-21 °C
a ve stabilnich podminkach. Jako neefektivni se jevi skladovani v nddobach ze skla.
Pokud je ptipravek casto oteviran, nebo delSi dobu nevyuzit, doporucuje se kontrola

koncentrace KPO v pracovnim roztoku a nasledné méfeni pomoci reflektometru, nebo
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reflectoquantu. Béhem skladovani tak mtize vyrazné klesat jeho ucinnost (Zuskovd a kol.,
2011).

Doporucené lécebné davky KPO se méni v zavislosti na zptisobu vyuziti. Pfi pouziti
jako desinfekéni prostiedek je doporucena davka 0,5 az 2 ml/l po dobu trvani 30 sekund.
KPO se v pfipadé dezinfekce pouziva v koncentracich 0,5 az 1 %. Pouziti je mozné ve
formé posttiku jako je aerosol, v€etné vyuziti horkého vzduchu. Pracovni roztoky nejsou
toxické (Kolarova a kol., 2016). Mozné 1é¢ebné davky KPO pro pouZiti proti parazitim

je popsana v tabulce ¢.1.

Tabulka ¢.1: Lééebné davky kyseliny peroctové (KPO) (Kolarova a kol., 2016)

DavkanalL Davka Davka Délka Utinek proti Poznamka
na 100 L na 1000 L. | koupele
=nalm’
0,5 mLI" KPO 50 ml 500 ml 30 sec ektoprotozoa opakovat kazdy
0,5L druhy den,
celkem 4x
2 mLI"KPO 200 ml 2000 ml 30 sec monogenea, opakovat kazdy
2L nematoda, druhy den,
artropoda celkem 4x
29l 1! 0,29 ml 2,9 ml ektoprotozoa, 2x denngé
Persteril 36% monogenea
2,4-4 ul. 1! 0,24-0,4 ml | 2,4-4 ml profylaxe 3x denné az 1Ix
Persteril 36% tydné
6,6 ul. 1! 0,66 ml 6,6 ml ektoprotozoa, 2x denné
Persteril 15% monogenea
25 pul. 1! 2,5ml 25 ml ektoprotozoa, 2x denné
Persteril 4% monogenea
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2.1.2 CHLORID SODNY (NaCl)

Chlorid sodny je chemicka slou¢enina sodiku (Na) a chloru (Cl). Sklada se z 39,34 %
sodiku a 60,66 % chloru. Ve volné ptirodé se nachézi jako pevny nerost halit, nebo

rozpu$tény v moiské vodé (Jonds a kol., 2016).

Obrazek ¢.2 VVzhled chloridu sodného (Vlastni zdroj)

NaCl se v rybarské praxi pouziva zejména k antiparazitarni 1écbé béhem celého
odchovu ryb od ranych stadii aZ po trzni velikosti ryb. Ma vyborné G€inky proti parazitim
jako jsou Ichthyobodo, Chilodonella. Trichodina nebo Trichodinella. Mensi pak
u parazitti rodu Dactylogyrus, Piscicola a Gyrodactylus. V rybafstvi je oblibena pro svoje
veliké spektrum vyhod. Je ucinna, cenové dobie dostupné a hlavné neskodna jak pro ryby
béhem koupele, tak pro ¢loveéka jako hlavniho konzumenta. (Koldrovd a Svobodovd,
2009). Lze ji pouzit u vSech potravinovych druhli zvifat bez nutnosti stanovit MRL

(Narizeni komise EU 37/2010).

Zasadou pro vyuziti NaCl je nevyuzivat pti aplikaci pozinkované nadoby. NaCl totiz
uvoliiuje zinek do roztoku, coz miize vést k neblahému ucinku na zdravi rybi obsadky.
Letalni koncentrace NaCl pro parazity a ryby neni pfili§ rozdilna. Musime tak dé¢lat testy
snasenlivosti a predejit zbyteénému uhynu. Pii teplot¢ vody pod 5 °C dochazi ke
zna¢nému snizeni ucinnosti. Na 1 litr solné 1azné ur€eny pro plidek kapra obecného
(Cyprinus carpio) je potieba vyuzit 10 az 30 g NaCl po dobu 15 az 30 minut. Koupele je

nutné pro zvySeni ucinnosti zopakovat (Koldrovd a kol., 2016).
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Tabulka ¢.2: Lécéebné davky chloridu sodného (NaCl) (Kolarova a kol., 2016).

Davka Dévka Davka Délka Druh/kategorie ryby | Pozninka
nallL na 100 L na 1000 L koupele
=nalm’
10 gI'! 1000 g 10000 g 30 min rana stadia pladku 20-25°C
NaCl 1 kg 10 kg
20 gl 2000 g 20000 g 15 min Kapr — slabsi plidek
NaCl 2kg 20 kg lososovité ryby
30 gl 3000¢g 30000 g 25-30 Kapr — silnéjsi plidek
3kg 30 kg min
1-2 g1 100-200 g 1000-2000g | 1-2 dny u ryb drZenych v | osvédCila se
NaCl 10-20 dkg 1-2 kg saidkach nebo v | proti
0,1-0,2 kg manipulaénich chilodoneloze
rybniccich v
podzimnim nebo
jarnim obdobi

2.2  APLIKACE LECIV

Jak uz bylo zminéno vyse, je patrné, ze 1éCiva se aplikuji do vodniho prostiedi
riznymi zpusoby. Mimo pouziti koupeli, které jsou popsané v kapitole 2.2.1 (Aplikace
1é¢iv formou koupeli) mame i dal$i moznosti aplikace 1é¢iv jako je napiiklad aplikace
peroralni. Provadi se bud’ podavanim medikovanych krmiv do nadrze, nebo naro¢n¢jsi
metodou — individualné pomoci sondy zavedené do jicnu ryby. Tyto metody se pouzivaji
nejéastéji pro lécbu endoparazitéz. Na Gzemi CR vsak neni zadny ptipravek ani
medikovany premix s obsahem antiparazitik pro ryby registrovan. Vyroba tak spo¢iva na
zakladé povolené vyjimky nebo aplikaci léciva metodou ,,0ff label“. Tu provadi
obsluhujici personal, ktery krmivo prtipravil, podle podrobnych instrukci ziskanych od
veterinarniho lékare. Nevyhodou této aplikace je nezajisténi stejného davkovani mezi
rybami v dané obsadce. Ne vsechny nemocné ryby také piijimaji krmivo. Na rozdil od
kaprovitych druhti ryb je vice spolehliva aplikace u ryb lososovitych. Ty piijimaji krmivo
ihned po dopadu na hladinu nebo propadavajici vodnim sloupcem. Pied aplikaci je nutné
spocitat, poptipadé odhadnout celkovou hmotnost obsadky pro spravnost denni krmné
davky (Koldrova a kol., 2017).

Dalsi metodou je aplikace injekéni. Ta se v béZném provozu pfi 1é€be parazitdrnich
onemocnéni témér nepouziva. Aplikace se provadi intraperitonealné do dutiny télni, nebo
intramuskuldrn¢ do hibetni svaloviny. Metoda je to velmi komplikovana, vzhledem
k nezbytné manipulaci s rybou (Koldrova a Nepejchalova, 2014).

K aplikaci 1€Civ se vSak piistupuje az v ptipad¢, kdy nemoc bezprostiedné ohrozuje

zivot nebo uzitkovy stav rybi obsadky, poptipad¢ ohrozuje ryby v blizkém obdobi.
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Lécebné postupy jsou tak brany spiSe jako nouzové opatieni, ke kterému se piistupuje az

po neucinnych preventivnich krocich (Koldrova a Svobodova, 2009).

2.2.1 APLIKACE LECIV formou koupeli

Nejvice vyuzivana forma aplikace 1éCiv v akvakultufe je pravé aplikace formou
koupeli. Tuto metodu jsem vyuzival v praktické casti diplomové prace k porovnani

uc¢innosti jednotlivych testovanych latek.

Jedna se o aplikaci lécebnych latek do vodniho prostiedi. Lé¢ivo plisobi na povrch
ryby — tedy hlavné na parazity kiize a zaber. Pfi ptipravé nékterych koupeli je podstatné
lé¢ebny piipravek nejprve rozpustit v malém mnozstvi vody a az poté aplikovat do
samotné nadrze, ve které koupel provadime. Je také nutné mit k dispozici vahu s piesnosti
vazeni na 0,1g, pipetu, injek¢ni stiikacku a odmérny valec na spravné nadavkovani 1éCiv.
Spravna aplikace docili rovnomérného rozlozeni G¢inné latky mezi vSechny ryby v nadrzi

(Kolarova a Nepejchalova, 2014).

V praxi vyuzivame 3 zékladni typy koupeli:

KRATKODOBE KOUPELE

Trvaji v rozmezi 1 az 2 hodin. Provadi se ptimo v odchovném zatizeni, nebo pti
transportu ryb. Ve vod¢ je pii provadéni vhodné zajistit dostateéné mnozstvi Kysliku
oxygenaci nebo provzdusnovanim a méla by byt proveditelna rychld vyména vody
Vv systému pii neadekvatni reakci ryb na koupel. Pti likvidaci nebo odtoku 1azné je nutné
respektovat zakonna opatieni a piedejit tak znecisténi prostiedi (Koldarova a Svobodova,
2009).

DLOUHODOBE KOUPELE

Trvaji vice hodin az nekolik dni. Provadi se ptimo v chovném prostfedi. V tomto
piipadé je velkd moznost ztraty uCinnosti podavanych latek vlivem svétla

a metabolickych dé&ji ve vode (Kolarova a Svobodova, 2009).

PONOROVACI KOUPELE

Tento typ je v rybnikafstvi nejcastéji vyuzivany. Délka koupele trva maximalné 5

minut. Na zaklad¢ doporuceni po fadném veterinarnim vySetieni provadime koupel ve
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vhodnych nadobach napiiklad pii piesazovani ryb pii vylovu (Lucky, 1986). Ryby jsou
V tomto piipad¢ jen kratce ponofeny v keseru, nebo saku do piedem ptipravené koupele
s pomérné vysokou koncentraci ucinnych latek (Kold/ova a Svobodova, 2009).
Je podstatné dodrzovat bezpecnosti opatieni a doporuceni pro jednotlivé pripravky. Pfi
pouziti koupele v chloridu sodném (NaCl) nesmime pouzit pozinkovanou nadobu.
Vznikal by zde totiz chlorid zine¢naty (ZnCl2), ktery je pro ryby toxicky. Naptiklad 100
1 [éCebného roztoku je mozné pouzit pro oSetfeni piiblizn¢ 20 az 30 kg ryb. Lécebny
roztok 1ze pouZit i n€kolikrat za sebou (napft. 5x — 10x) podle miry znecisténi a zahlenéni.
Dbame vSak na Cerstvost roztoku, ktery si nikdy nepfipravujeme v piedstihu. Po
provedeni lécebné koupele zlikvidujeme/vypustime roztok mimo chovné prostiedi
(Lucky, 1986).

Tento typ koupeli se vyuziva nejen Vrybnikarstvi, ale také v chovech ryb s
recirkulacnimi systémy. V nich se totiz vyuzivaji nitrifika¢ni filtry, které by mohli byt po
pfimé aplikaci 1é¢ebného pfipravku do néadrzi inaktivované. Vyjimkou je pouziti

formaldehydu, ktery nema na funkénost filtrd zadny vliv (Noga, 2000).

Tyto tfi typy koupeli se pouzivaji zejména proti diagnostikovanym ektoparazitim,

ktefi jsou popsani nize.

2.3 EKTOPARAZITE

V nasich podminkéach nalezneme celou fadu ektoparaziti napadajici vSechny vékové

W v

onemocnéni ryb zplisobené ektoparazity, které se vyskytuji na naSem tizemi.

2.3.1 ICHTYOBODOZA

Ichtyobod6za je jednim 2z nejrozsifenéjSich a nejzavaznéjSich protozoalnich
onemocnéni ryb vyskytujicich se na nasem tUzemi. Pivodce onemocnéni Ichtyobodo
necator (Henneguy, 1884) napada veskeré vékové kategorie sladkovodnich ryb uz od
ranych stadii — vajicka. Nejvétsi ztraty zaznamenava onemocnéni pii odchovu
lososovitych ryb (pfedevSim pladku) a je limitujicim faktorem pii odchovu ranych
vyvojovych stadii ryb v rybochovnych zatizenich s oteplenou vodou. Jedna se predevsim

o bylozravé druhy ryb, akvarijni ryby, sumce, kapra nebo lina (Hoffman a Meyer, 1974).
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Ichtyobodo necator (Henneguy, 1884), patiici do kmene bicikovct, je jednim
z nejmensich ektoparazitl ryb, ale i larev obojzivelnikii. Tento rozsifeny parazit dosahuje
velikosti 20 um. M4 vejcity, ovalny az fazolovity tvare téla s dvéma rtizné¢ dlouhymi
bi¢iky (obr. ¢.3). V pocatecnim vyvojovém stadiu déleni muze mit i Ctyfi biciky.
Cizopasnik ma k dispozici zobakovity vybézek s vylsténim bunéénych ust, diky kterym
po prilnuti k hostitelské buiice pfijima potravu. Svého hostitele napadd na povrchu
Zaberniho nebo kozniho epitelu, do kterého pronikne a saje potravu — bunéény obsah.
Potravu piijima pouze kdyz je pevné uchycen. Po odpoutani od hostitele vytvari kulovité
cysty o velikosti 7-10 pum, pro které je typickd kratka zivotnost. Tvoii je hlavné
V nepfiznivych podminkach a jsou odolné proti vysuseni (Volf a Havelka, 1958).

Obriazek ¢.3 A) Ichytobodo necator v nativnim preparatu B) struktura Ichytobodo necator a
zpusob piichyceni k epitelu hostitele (upraveno podle Isaksen, 2013)

Zdrojem onemocnéni jsou napadené¢ ryby vysazené do prostfedi ke zdravym
jedincim. Dalsi moznosti je zamoteni s pfitékajici vodou z piitoku, ale i infikované

rybolovné / rybochovné zatizeni (Noga, 1996).

Ichtyoboddza probiha v teplotnim rozmezi od 2 do 30 °C. Pti teploté kolem 25 °C
dochazi k intenzivnimu mnozeni az propuknuti masivni infekce. To mize zpusobit az
Uhyn ranych stadii ryb. K rozmnozeni téchto paraziti dochazi i pfi nizsi teploté okolo
15 °C. Jsou vsak 1 dalsi faktory, které mizou zpisobit masivni infekci ve vodnim
prostiedi. Témi hlavnimi je zhorSeny zdravotni stav zptisobeny nedostate¢nou vyzivou,
nebo piili§ zhusténa obsadka. K pfenosu infekce staci pouhy vzdjemny dotek ryb nebo
odpadnuti parazita a nasledné ptichyceni na jiny hostitelsky organismus. Pii uhynu ryb
zUstava parazit pfichyceny na mrtvém téle v idedlnich podminkach i nékolik dnti. Po

odpoutani od hostitele uhyne do nékolika hodin (Svobodové a kol., 2007).
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Ichtyoboddza probiha akutné az subakutng. Parazit v misté piichyceni vysava
bunécny obsah. V tomto misté pozd¢€ji dochazi k zesileni nejsvrchnéjsi vrstvy Zaber nebo
ktze. Nasledn¢ dochézi k rozpadu a oddé€leni epitelovych bunc¢k. Na poSkozené tkéani
vznikaji plosné eroze. Na zabernim aparatu poSkozuje primarni i sekundarni lamely.
To vede ke zmenSeni povrchu zZabernich listki a kdychacim problémim,
osmoregulacnim porucham, hypoxii, letargii a kon¢i az hynutim napadenych jedinct

(Yunus a Wijaya, 2022).

Nemoc se projevuje nékolika klinickymi piiznaky jako je porucha pfijmu potravy,
shromazd’ovani se ryb u hladiny, nebo ptitoku. Pfi bliz§im ohledani jsou na rybach patrné
nasedlé zabry. Ploutve byvaji neprihledné s Sedym lemovanim. Ryby mohou hynout az
po stovkéach kusl za den s pfiznaky duSeni. Maji nekoordinované pohyby, nadmérné
vylucuji hlen a vyhledavaji piedméty, o které se otiraji. Ryby dale ztraci své typické

zabarveni, mivaji oteklé Zabry a ploutve, jsou apatické (Noga, 1996).

Nejvaznejsim problémem, ktery ichtyobodoza zplisobuje je patologické poskozeni
kize a zaber ryb. Plo$né kozni eroze mizou totiz zpusobit az selhani osmoregulace.
U takto napadené rybi obsadky mizeme pozorovat az Snasobn¢ zesilenou epidermalni

vrstvu. To doprovazi uplné vymizeni hlenovych bun¢k (Noga, 1996).

Diagnostiku zac¢indme posouzenim dané situace a odebranim vzorku ryb.
V preparatu z ¢erstvé uhynulé ryby je mozné pii mikroskopii stéru z kiize a Zaber parazity

kladn€ rozpoznat podle pohybu a tvaru téla (Svobodova, 2007).

K 1écbé se nejcastéji vyuziva velka fada antiparazitarnich koupeli. Pti 1€¢bé ranych
vyvojovych stadii kaprovitych ryb a sumce velkého pouzivame kratkodobé koupele
v chloridu sodném, formaldehydu, popfipadé aplikovat malachitovou zeleit nebo CuSQOa.
Uspé&sné zamezeni infekce také splituje zvyseni teploty vody nad 32°C. Uginnost koupeli
vSak neni zdaleka stoprocentni, protoZe parazité mohou piezit v zahybech epitelu, kam

se ucinna latka nedostane, a infekce propuka pozdéji (Svobodovd, 2007).

Jak uz bylo zminéno vySe, mliZzeme pouzit formalinovou lazen, ktera se pouziva pfi
nalezu druhti rodd Cryptobia, Ichthyobodo, Chilodonella, Trichodina, Trichodinella,
Dactylogyrus, Gyrodactylus, Silurodiscoides a pii povrchovém zaplisnéni na zakladé

doporuceni veterinarnim l1ékafem. Pfipravuje se z 40 % formalinu a 10 | vody v délce
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trvani 10 az 15 minut podle odolnosti ryb. Takto vykoupané ryby musi byt neprodlené
ptesazeny do Cisté vody. Po 3 dnech je koupele nutné opakovat. Pro ryby chované
v nddrzich bez stalého pfitoku vody jsou Ucinné dlouhotrvajici koupele (2 az 3 dny)
v trypaflavinu v koncentraci 1 g na 100 1 vody. U&innost mtizeme zesilit zvySenim teploty
na 30 az 32 °C po dobu né€kolika hodin aZ dni. Tato zvySovani u¢innosti se doporucuje

u ryb snasejicich vyssi teplotu — pfevazné kapr a lin (Svobodovd, 2007).

Prevence ichtyoboddzy musi byt provadéna velmi disledné. Hlavni soucasti opatieni
je vytvoreni idealnich podminek pro zajisténi dobrého zdravotniho stavu ryb a jejich
kondice. Zdravotni stav obsadek kontrolovat nejlépe pfed vylovem nebo transportem ryb,
poptipad¢ pied vysazenim obsadek do novych rybnikii/nadrzi. V lihnich, ¢i na
pstrunovych farmach kontrolovat zdravotni stav 1x tydné, u specialnich rybochovnych
zafizenich Castéji (napf.: 2x tydn€). Nedilnou soucésti prevence je také zajiSténi
doplitkového krmeni, ale i dostatku pfirozené potravy vhodného druhového slozeni
a velikosti. Podstatné je hlidat a optimalizovat kvalitu vody s odpovidajicimi chemickymi

a fyzikalnimi vlastnostmi (Svobodova, 2007).

Nesmime zapomenout na predchazeni stresovym staviim u ryb, které zpusobuje
nesetrnd manipulace a vysoka hustota obsadky. Vystresované ryby mohou mit zhorSeny
vyzivovy stav a tim usnadiiuji roz§ifovani infekce v prostiedi. Resenim je také pouZiti
vhodného typu zdroje vody. Nejvhodnéj$im zdrojem pro rybochovné zafizeni, lihné
a pstruhové farmy je podzemni voda. VéEtSina takovych zafizeni je vSak napdjena
z povrchovych vod (feky, nahony). Naprosto nevyhovujicim zdrojem vody je rybnik, kde
je pravdépodobnost vyskytu infekénich stadii paraziti vysokd. Do rybochovnych objektt
je potfebné vysazovat ryby oSetfené antiparazitdrnimi koupelemi a ryby fadné¢ vySetfené

(Lom a Dykovd, 1992; Noga, 1996; Navrdtil a kol., 2000; Eiras a kol., 2008).

2.3.2 CHILODONELOZA

Toto onemocnéni, zpisobené nalevniky rodu Chilodonella je rozsifeno u vsech

druhii ryb znaSeho Uzemi i ryb introdukovanych. Lze jej oznacit jako jedno

Vv

napadeni mtize byt smrtelné i pro dospélé ryby. Jde o onemocnéni, které miize napadnout

ryby jak ve stojatych, tak v tekoucich vodach (Volf a Havelka, 1958).
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Chilodonelozu zpusobuji dva druhy paraziti z rodu Chilodonella, a to Ch. piscicola
(Kiernik, 1909) a Ch. hexatricha. (Kiernik, 1909). Oba druhy maji podobny tvar téla,
ktery je ovalny, na bfiSni ¢asti dorsoventralné zplosteély. Tvar a velikost téla se méni
v jednotlivych fazich vyvoje a zplsobu zivota. Pfi hojné vyzivé je tvar téla vice
zakulaceny a barva téla ztmavne (Li a kol., 2008; Wu, 2009).

Ptitomnd Usta slouzi jednak k filtraci drobnych ¢astecek potravy a také k rozruSovani
povrchu klize a zaber, kdy nabodavaji a vysavaji epitelové bunky. K nakazeni ryb dochézi

v disledku nékolika moznych pfi¢in a to: vysazenim nakazenych ryb mezi zdravé,

pritokem infikované vody nebo spolecn¢ s potravou, ktera pochézi ze zamotené oblasti

(Ergens a Lom, 1970).

Obrazek ¢.4 A) Chilodonella piscicola B) Zakladni nakres parazita (upraveno podle Abdullah a
kol., 2010)

Chilodonelly, které se nékterym ztéchto zpisobl dostanou do styku s rybami
se usadi na zabrdch nebo kuzi ryb, kde se dale mnozi. Idealni teplotou pro jejich mnozeni
je 5-10 °C a vyhovuje jim i nedostatek svétla. Pokud jsou ryby oslabené a vycerpané
tteba po probéhlém zimovani, dalSich vykyvech az nedostatcich kysliku nebo po
dlouhodobém hladovéni, pak se onemocnéni miize rychle a snadno rozsifit chovem. Po
propuknuti nemoci se ryby chovaji apaticky a seSle. Shromazd’uji se u pfitoku, kde
nouzoveé dychaji, ztraceji unikovy reflex, jsou vyhublé a mohou uhynout. DalSimi
ptiznaky mohou byt nasedlé Zabry, kiize a ploutve. Zabry jsou edemat6zni s hemoragiemi
nebo nekrézou (Navratil a kol., 2000).

Diagnostiku je mozné provést mikroskopii kozniho a zaberniho seSkrabu. Po
pristoupeni k 1é¢bé je mozné nasadit rizné antiparazitarni koupele, a to kratkodobych
i dlouhodobych. Casto se pouziva stl, formaldehyd, malachitova zelefi, lysol nebo

manganistan draselny (Svobodovd, 2007).
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Preventivnim opatfenim proti chilodonel6ze je zajisténi dobré vyZivy ryb, a to hlavné
pfed komorovanim. Pied vysazenim ryb ke stavajicimu chovu je také dobré ryby drzet
v kratkodobé¢ karanténé, kdy se mohou projevit ptiznaky napadeni. Dal§imi preventivnimi
opatienimi mohou byt Stérkové filtry, zvySeni pritoku vody atd. Dilezité jsou i

preventivni zdravotni koupele (Noga, 1996; Svobodova a kol., 2007).

2.3.3 ICHTYOFTIRIOZA

Dal$im zivaznym onemocnénim, které byva pfi¢inou hromadnych thynl ryb
v chovech, je ichtyoftirioza. Toto onemocnéni je zplsobeno koZovcem druhu
Ichtyophthirius multifiliis. Zv1asté nebezpeéné je v komorach a sadkach, kde je velky
pocet ryb v malém mnozstvi vody (Navrétil a kol., 2000).

Kozovec cizopasi mezi pokozkou a Skdrou, na ploutvich nebo v zabernim epitelu.
Cizopasne staddium je trofont, ktery ma podkovovité jadro a kulovité télo. Trofont se zivi
bunécnou drti a svym rotaénim pohybem v pokozce miize zpusobovat poskozeni tkani az
nekrotické zmény. Po dosaZeni urcité velikosti se trofont uvolni a po usazeni na substratu
se zapouzdii. Z tohoto utvaru se posléze uvolni tomont, ktery se rozpadne na az 2000
tomitl. Tato stadia se po uvolnéni do vody déle méni na theronty, ktetfi se mohou volné
pohybovat ve vod¢ a hledaji hostitele. Pokud hostitele nenajdou do 2-3 dnti, tak hynou

a v piipadé Ze vhodného hostitele najdou, méni se na trofonty a cyklus se znovu opakuje.

Muze trvat od 8 do 21 dni v zavislosti na teploté¢ vody. Parazit se mlize rozmnozovat

v rozmezi teplot 3-28 °C (Hershberger, 2014).

Travici vakuola

Micronucleus

Macronucleus

Obrazek ¢.5 A — Ichthyophthirius multifiliis B — nékres a zakladni popis struktury ptivodce
onemocnéni (upraveno podle Abdullah a kol., 2010; Kayis a kol., 2015)
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K pfenosu parazitl z ryby na rybu mnohdy staci pouze télesny kontakt, a to v pfipadé
preplnénych sadek ¢i komor, kdy ryby nemaji dostatecny prostor. Idedlni teplotou pro
Sifeni a propuknuti nemoci je 15-25 °C, pfi€emz v teplejsi vodé se cely cyklus zna¢né
urychluje. Zatimco v teploté kolem 10 °C trva cely cyklus 28-35 dni, tak ve vodé kolem
25 °C se bude rychlost cyklu pohybovat v fadu hodin. Dulezité je také rychlost proudéni.
V rychle proudici vodé se nemuze parazit zdarné vyvijet (Svobodova a kol., 2007).

Pokud dojde k nakaZeni ryb, celé onemocnéni ma subakutni pribéh. Kozovci

poskozuji tkdn¢€ a na zabrach zplsobuji hyberplazii. Ryby se zdaji preslé v dusledku
naruseni homeostazi a duSeni. Ryby se dale otiraji o pfedméty, ztraceji reflexy a jsou
neklidné. Trpi nechutenstvim, malatnosti, shromazd’uji se u ptitoku, zaplisiuji a maji
nekoordinované pohyby. Dalsimi pifiznaky patologického charakteru jsou léze na kiazi,
kozni eroze, nekrdzy a bilé tecky na kiizi a zabrach. Dochazi také k napadeni ocni rohovky
a jejimu rozpadu, nebo k zanétu na zabrach hostitele a sniZzeni imunity ryb
(Navratil a kol., 2000; Syahputra a kol., 2019; Mathiessen a kol., 2021).
Diagnostiku lze provést pomoci mikroskopie kiize a zaber. U pludku se diagnostika
provadi mikroskopii ¢asti ocasni ploutve. Terapie je obtizna, kvuli zanofeni koZovce
v pokozce, kterd ho chrani ptfed antiparazitarnimi koupelemi. Proto se Casto vyuziva
zvyseni teploty vody na 31-32 °C po dobu tfi dnt v kombinaci s koupelemi, které maji
ucinkovat na stadium trofonta, ¢imz se predejde tvorbé cyst a dalSimu Sifeni parazit.
U akvarijnich druhti ryb 1ze pouzit dlouhodobé nebo kratkodobé koupele v malachitové
zeleni. Dalsi moznosti je naptiklad koupel ve formaldehydu po dobu 2 hodin. Dale mohou
byt pouzity koupele v akriflavinu (3—20 dni), Neguvonu, CaO, CuSO4, nebo Hg(NOs)a.
Pro tlumeni je mozno pouzit 1é¢iva v krmivu (dimetridazol, metronidazol apod.) (Navratil
a kol., 2000).

Prevenci je pravidelna prohlidka se zvlastni pozornosti vénovanou ploutvim, kazi
a zabram kvuli zjisténi pritomnosti parazitii. Zabranéni zamoteni je mozné vysazovanim
zdravych ryb, dodrzovanim karantény, nebo ziskéni kvalitniho ptitoku vody bez
pfitomnosti paraziti. PouZitelnd a vhodna je rovnéz Stérkopiskova filtrace na pfitoku.
Po propuknuti nemoci a je nutné vypustit vodu a vysusit dno. To je nutné dezinfikovat
chlorovym i palenym vapnem. Stejné tak je nutné oSetfit lovné zafizeni a nafadi, které

ptislo do styku s infikovanou vodou (Svobodova a kol., 2007).
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2.3.4 TRICHODINOZA

Pivodci tohoto nejcastéji se vyskytujiciho parazita Zaber a kiize jsou zastupci rod
Trichodinella, Trichodina a Tripertiella. Typicky kloboukovity tvar téla dopliuje
ptichytny disk. Rod Trichodina obsahuje zvlastni druh pfichytného disku, ktery tvofi tii
casti (kuzelovité ¢asti s ozubenim, dlouhé rovné vybézky a ploché ptlmésickové
vybézky). Tito parazité efektivné vyuzivaji svého hostitele, ktery je svym pohybem
pfivadi k potravé. Kromé ryb parazituji na povrchu téla larev obojzivelnikii nebo
bezobratlych. Potravu ¢erpaji z okolni vody v podob¢ bakterii, organickych ¢astic, a drti

Z odumfelych bunék hostitele — poskozenymi ¢asteckami téla. Bez svého hostitele Ziji tito

parazité pouze nékolik dni az hodin (Noga, 1996).

Obriazek ¢&.6 A) Trichodina sp., B) nakres struktury piivodce onemocnéni (upraveno podle
Tang, 2013; Molnar a kol., 2019)

Zdrojem onemocnéni je piimy styk zdravych ryb s nemocnymi jedinci, popitipadé
z ptitékajici vody do nadrze. U ryb v dobré zdravotni kondici se vyskytuji jen
V nepatrném mnozstvi. Nejcastéji napadaji oslabené ryby nizkych vékovych kategorii
nebo cerstvé vykuleny plidek. V téchto pfipadech se rychle mnozi a pfichytdvanim za
stalého pohybu poskozuji povrch téla. To miize vést az k thynu. Klinické ptfiznaky se
projevuji pouze v masivnich infekcich, kdy ryby vyhledavaji prokysli¢enou vodu
u piitoku nebo hladiny. Otiraji se o pfedméty na dné, té€Zce dychaji a hubnou. Maji
vyrazné naSedlé zakaly kize, ploutvi a Zaber. Mortalita ryb se zvySuje se sekundarni
infekci. Se $patnou kondici miize dojit az k mortalité obsadky okolo 1 % za pouhy tyden.
U pliadku mortalita dosahuje vyssich ¢isel. (Lom a Dykovd, 1992; Noga, 1996; Navratil
a kol., 2000).

26



Diagnostiku provadime po proSetieni situace mikroskopii stéru z Zaberniho aparatu
a kize. K 1é¢b¢ se pouzivaji antiparazitarni koupele, které vSak nemusi mit vzdy 100%
ucinnost. Pti kratkodobych a dlouhodobych koupelich vyuzivame hlavné formaldehyd
a chlorid sodny. U kapra obecného a amura bilého lze pti 1é¢bé vyuziit i CaO, nebo
Chloramin — B (Hoffman a Meyer, 1974; Svobodovd, 2007). Dale lze vyuzit
teflubenzuron (lkefuti a kol., 2015), kyselinu octovou (Meira-Filho a kol., 2017),
toltrazuril (Carraschi a kol., 2017), trichlorfon, kyselinu peroctovou (Abu-Elala a kol.,
2021), siran méd’naty (Tavares-Dias, 2021), manganistan draselny nebo peroxid vodiku
(Aly a kol., 2020). Navzdory slibnym vysledkiim je nezbytné dale studovat tyto nové
terapeutické metody, protoze parazité se mohou stat tolerantnimi vii¢i asto pouzivanym

1é¢iviim. To nasledné snizuje jejich ucinnost (Meira-Filho a kol., 2017).

2.3.5 MONOGENEOZY

Monogenea (zabrohlisti) patii z hlediska systematického roziazeni mezi Helmitozy.
Jsou jedni z nejmensich cizopasnych Cervii o velikosti od 0,2-0,5mm az do nékolika
milimetrt. Zabrohlisti maji pfimy vyvojovy cyklus. Zivorodd monogenea maji
embryondlni i postembryonalni vyvoj uvnit té€la matefského jedince. Vajicka v tomto
vyvoji prochdzi nerovnomérnym ryhovanim a embolickou gastrulaci. V prvni fazi
ryhovani vznikd jedine¢ny blastomer, ktery v dalSich fazich pfispiva ke vzniku dal§iho
jedince. U vejcorodych monogenei probiha embryonalni a postembryonalni vyvoj mimo
télo mateiského jedince (Noga, 1996).

Pievazna Cast monogenei ma bilateralné symetrické, dorzoventralné zplostélé télo,
podlouhlého tvaru. Télo, které dovrsilo pohlavni dospélost je kryto hladkou a tenkou
kutikulou, tvofenou dvéma vrstvami. Pro ptichyceni k hostiteli vyuzivaji haptor neboli
ptichytny disk obsahujici velké spektrum chitinovych (2 velke centralni neboli stfedni
hacky + 12 az 16 okrajovych hackd) a svalovych utvart. Tyto Utvary jsou jednim
Z hlavnim rozpoznavacich znaku jednotlivych druhd (Hoole a kol., 2001).

Vylihl¢ larvy opousti po vykuleni vajecné obaly a mohou se volné¢ pohybovat
ptimoc¢afe ve vodnim prostfedi. V tomto prostfedi prodelavaji vSechny faze
postembryonalniho vyvoje. Jelikoz jsou hacky ulozeny pod télnim pokryvem uvnitf
prichytného disku, nemuze se larva do dalsi zivotni faze prichytit k zadnému hostiteli. Pti
ztraté fototropismu a profiznuti hacku v dalsi fazi vyvoje se zacinaji Monogenea chovat

jako paraziti. Intenzivné ptijimaji potravu a vyviji se v dospélého ¢erva. (Noga, 2010).
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Parazitujici monogenea zpusobuji mechanické poskozeni povrchu kuze, Zeberniho
aparatu ale i ploutvi. To mtze zptsobit sekundarni bakterialni a plisiiové infekce. V misté
pfichyceni dochdzi ke zménam v podobé nekrozy tkan€, bujeni pojivové tkan€, nebo
slepovani zebernich listkti z divodu nedostate¢né produkce hlenu. To vSe piispiva ke

zmenSeni povrchu Zeber a k naslednym dychacim problémtim (Hoole a kol., 2001).

2.3.5.1 DACTYLOGYRUS

Obrazek ¢.7 A) Dactylogyrus sp. (Diesing, 1850) odhalen pfi mikroskopovani pfi stéru
Z zaberniho aparatu kapra obecného. B) nékres struktury ptivodce onemocnéni (upraveno podle
Burton, 1994)

Ptivodcem onemocnéni jsou v prvni fadé zastupci z ¢eledi Dactylogyridae. Produkuji
velké mnozstvi lepivého sekretu, pomoci koznich zlazovych bunék s vyvody usticimi na
ptednich a zadnich ¢astech téla. Travici soustava se sklada z Gstniho otvoru, hltanu,
predhltanu, jicnu, a stfeva. Maji vyborné vyvinutou jednoduchou nervovou soustavu,
jednoduché oc¢i a smyslové zakonceni nervovych vldken. V €asti téla, kde se nachézi hltan
jsou vyvinutd dvé ganglia, které spojuji nervovymi vldkny vSechny ¢asti téla pomoci
nervovych provazci. Veskefi zdstupci monogenii jsou hermafrodité. Do spole¢ného
otvoru usti dva vaginalni otvory, ale i sam¢i pohlavni organ a déloha. Charakteristickym
znakem jsou Ctyii pigmentované o¢ni skvrny v pfedni ¢asti téla. Télo dale obsahuje
ptichytny disk s okrajovymi a stiednimi hacky (14 okrajovych, 2 pary stiednich) a 1 az
dvéma spojovacimi destickami. U zdstupct tohoto rodu je typicky postembryondlni vyvoj

(Woo, 1995).

Jednim ze zastupci Celedi Dactylogyridae je Dactylogyrus vastator. Tento druh je

nebezpecny prevazné pro plidek kapra do velikosti 7 cm. Je rozsifeny ve vSech typech
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vod, kde zplsobuje vysoké ztraty. Napadd Zaberni aparat, nejcastéji na perifernich
koncich Zabernich listkii. Zpisobuje rozsahle zmény tkané, ktera vede az k nekrdze
a odpadavani jednotlivych Zabernich listkd. To muze vést az k uhynu ryb. Teplotni
optimum tohoto druhu je 22-24 °C, pii kterém dochazi k nejvétsimu rozvoji (Svobodova,
2007).

S poklesem teploty, klesa také intenzita infekce. U ryb se vyskytuje celoro¢né. V zimnim
obdobi pievazné u slabsich jedinct o0 velikosti 6 cm. Do vodniho prostiedi a zaberniho
aparatu klade vajicka od ¢asného jara do podzimu. Vajicka dosahuji velikosti 90 x 20 um
tmavé barvy. V idealnich podminkach pro rozvoj je Dactylogyrus schopny rozmnozovat
se i v zimnim obdobi. Vajicka zlstavaji zafixovana v rybni¢nim dnu az do jara, kdy
vznika pii zvysené teploté nova generace zabrohlisti. Z vajicek se vylihnou obrvené
larvy. Ty musi do 10 hodin nalézt svého hostitele, jinak vycerpaji svoje energetické
zasoby a umiraji (Ergens a Lom, 1970, Woo, 1995).

Druhym nejcastéjs§im druhem z této Celedi je Dactylogyrus extensus. Vyskytuje se
pfevazné u kapra obecného (Cyprinus carpio) v povodi fek Ondry, Labe a Dunaje.
Napada vSechny vékové skupiny ryb, nejcastéji vSak nasadu nebo plidek. U plidku kapra
se vyskytuje uz ve tietim tydnu po vykuleni a zpisobuje pocetné ihyny na obsadkach i
Vv letnim obdobi. Té€lo parazita je tvotfené z kopulacniho orgédnu, jehoZ soucasti je nékolik
¢asti (zékladni, tyCinkovita cast a kopulacni trubicka). Vyskytuje se v pribéhu celého
roku. Nejcastéji v jarnich a podzimnich mésicich kdy napada Zaberni aparat ryb a je
pfichycen na zabernich listech. Optimalni teplota je v rozmezi 16-17 °C. Poskozeni

Zaberniho aparatu muze piechazet az k destrukci tk&ni a nekrdze (Svobodovd, 2007).

Specifickym druhém této Celedi je druh Dactylogyrus macracanthus parazitujici na
zabrach lina obecného (Tinca tinca). Na tzemi CR byl vyskyt zaznamenan pouze
v povodi feky Labe a Dunaje. Pii vypuknuti infekce mize poSkozovat zaberni listky
a deformovat zaberni aparat. Dal§im druhém parazitujicim na linovi je Dactylogyrus
tincae. Na naSem tzemi je druh rozsifen v povodi Dunaje a Labe. V rybnicich napada
bézné jeden kus lina az 60 jedinct tohoto parazita (Ergens a Lom, 1970; Svobodova,
2007).
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2.3.5.2 GYRODACTYLUS

Zastupci této Celedi jsou zivorodi. Maji zvlastni z1azu, ktera nahrazuje vajecnik, ktery
jim chybi. Pohlavné dospéli jedinci maji vyvinuty pfichytny aparat slozeny z okrajovych
a stfednich hackt vcetné spojovacich desticek. Vyskytuji se pfevazné na zabernim
aparatu a kizi nebo ploutvich, kde mechanicky poskozuji hostitelskou tkan. To vede az
k pfipadné anémii a nekrdze zaber. Napada veskeré vékové kategorie ryb s nejéastéj$im

vyskytem u plidku a nasady (Volf a Havelka, 1958; Svobodova, 2007).

Obrazek ¢.8 A) Gyrodactylus sp. B) ) nakres struktury ptivodce onemocnéni (upraveno podle
Burtona, 1994)

Prvni ze zastupci celedi Gyrodactylus je Gyrodactylus cyprini, ktery se vzacné
vyskytuje v povodi Labe a Dunaje, kde napada nejcastéji kapra obecného. DalSim
zéstupcem je Gyrodactylus katharineri, ktery byl dlouho zaménovan a spojovan s jinymi
druhy. Na naSem uzemi se vyskytuje ve vSech typech vod. Pravé s nasledujicim druhem
Gyrodactylus elegans, byl nejcastéji zaménovan G. katharineri. (Ergens a Lom, 1970).
Tento druh velky 0,5mm pievazné parazituje na kiizi a ploutvich v jarnich a podzimnich
mésicich. Mechanické poSkozeni miize vést az k zaplisnéni. Naopak v letnich mésicich,
kdy voda dosahuje nejvétsi teploty se vyskytuje druh Gyrodactylus schulman. Napada
pfedevSim kapii plidek v tekoucich vodach. Poslednim druhem, ktery se pfirozené
vyskytuje na nasem uzemi je Gyrodactylus tincae. V rybnicnich soustavach napada

zeberni aparat, ploutve a kuzi lina obecného (Svobodovd, 2007).

Hlavnim zdrojem onemocnéni jsou infikované ryby v piehusténych obsadkach,
poptipad¢ infikovana voda s vajicky nebo larvami. Rozmnozovani nékterych druhti miize

podpofit i velké organické zatizeni vody (Navratil a kol., 2000).
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Po napadeni uchyceni jedinci mechanicky drazdi tkan a vyvolavaji nekrotické
procesy. Tkan je krvaciva a zdufeld s poskozenou strukturou. To mutze v nékterych
masivnich pfipadech konc¢it az thynem ryb. V téchto silnych infekcich se ryby
shromazd’uji u ptitoku a pod hladinou, kde nouzov¢ dychaji. Déle neptijimaji potravu,
jsou vice zahlenéné a otiraji se o vodni rostliny nebo ptedméty ve vodni nadrzi. Pfi
diagnostice je duleZzité nejprve posoudit situaci a odebrat vzorek z napadenych ryb pro
mikroskopické vySetfeni Zaber a kuze, tak abychom vyfadili z moznych néakaz jiné
choroby projevujici se duSenim, poSkozenym zabernim aparatem, poptipadé kize (Volf

a Havelka, 1958; Noga, 1996; Navratil a kol., 2000).

Po spravné diagnostice mizeme vyuzit na tyto parazity nckolik druhti koupeli.
Nezbytné pro docileni spravné ucinnosti je 1écebné koupele opakovat. V minulosti se
pouzival trichlorofon (organofosforecnd sloucenina) v ptipravku Soldep, kterému byla
ukoncena registrace. U kratkodobych koupeli se vyuziva pifevazné formaldehyd a chlorid
sodny. Ty ale nedosahuji potfebné ¢innosti. Riskantni variantou ve vysSich teplotach
a za vyssiho pH je vyuziti ponofovaci koupele v trypaflavinu nebo amoniaku.
Doporucovany jsou koupele v levamisolu nebo praziquantelu. Monoganea napadajici
Zaberni aparat jsou vuéi 1é¢iviim vice rezistentni, nez zastupci napadajici kazi (Navratil
a kol., 2000; Svobodova, 2007).

Pravidelnou kontrolou zdravotniho stavu miZeme piedejit hustému napadeni
(u plidku alesponi jednou za tyden. Déale miizeme ptedejit infikaci vyuzivanim umélého
vytéru ryb, kdy nedojde ke kontaktu generacnich ryb s plidkem. Plidek ptikrmovat
kvalitnimi krmivy, tak aby co nejrychleji dosahl velikosti 6 a vice centimetr. Nad touto
hranici se plidek stava odolnéjsi (Svobodova, 2007).

Zavérem nutno zminit, ze zastupci rodu Dactylogyrus jsou diky vyssi schopnosti
poskodit télo ryb nebezpeénéjsi nez rod Gyrodactylus (Ergens a Lom, 1970; Svobodova,
2007).

2.3.5.3 EUDIPLOZOON

Eudiplozoon, piivodné oznac¢ovan jako Diplozoon nipponicum se ptirozené vyskytuje
po celé Evropé a na dalném vychodu. V naSich podminkach ho celoro¢né nalezneme
hlavné na zabernim aparatu kapra obecného (Cyprinus carpio) a karase obecného

(Carassius carassius). Problém piedstavuje zejména pro intenzivni chovy ryb
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(Valigurova a kol., 2011). V letnich mésicich se intenzivnéji rozmnozuje z duvodu
zvySeni teploty vody. Vyvojovy cyklus za¢ind vylihnutim invazivnich onkomiracidii
z vajicek, které vyhleddvaji hostitele a usedavaji na jejich ploutve a télo. Z téla
se postupné piemist'uji na Zaberni aparat, kde se vyvijeji v diporpu (juvenilni jedinec,
ktery se jesté nespojil s jinym jedincem). Diporpy v této dobé jiz pfijimaji potravu a putuji
na konce zabernich lupinki, kde se paruji a trvale sriistaji. Dospéli jedinci se nasledné
zivi specificky erytrocyty. Pfi propuknuti infekce miZze u obsadky dochazet

k hypochromni anémii (Noga, 2010).
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Obrazek ¢.9 A) Eudiplozoon nipponicum B) nékres struktury (upraveno podle Palikova a kol.,
2019)

2.3.6 EKTOKOMENZALOVE

Ve vod¢ se bézn¢ vyskytuje mnoho druhli organismii, které jsou za standartnich
okolnosti pro ryby neskodné a obsadku vyuzivaji pouze jako hybajici se substrat, na ktery
se prichycuji a dostavaji se tak snaze k potravé. Napadené ryby nijak neohrozuji pouze
do t¢ doby, kdy neni obsadka oslabena naptiklad nemoci, $patnou vyzivou, nebo kvalitou
vody. V opacném ptipadé¢ mize dojit k pfemnozeni téchto organismti a sekundarnimu

zhor$eni zdravotniho stavu (Noga, 1996).

2.3.6.1 EPISTYLIS

Je jeden z druhti nalevnikli, ktery napada zaberni aparat a kuzi velké casti
sladkovodnich ryb jak v Evropg, tak Severni Americe nebo Asii. Na tzemi CR
ho nejcastéji nalezneme na kiazi kapra obecného (Cyprinus carpio), ale i na dalSich
druzich kaprovitych a lososovitych ryb. Ma kuzelovity, az zvonkovity tvar téla dosahujici
velikosti 40-80 x 20-30 pum, jehoz soucasti je malé jadérko a podkovovité jadro.

K napadenému jedinci se ptichytava na povrch kiize za pomoci velmi tvarové rozmanité

32



stopky. Pfi masivni infekci miiZze zapficinit proliferaci a nasledné zpisobit destrukci
epidermis. Takové poSkozeni tkané muze vést k sekundarni infikaci bakteriemi apod.
(Noga, 2010). Pii silném pfemnoZzeni muze rybi obsadka vykazovat neklid, nebo piiznaky

duseni. Podminujicimi faktory pro napadeni mize byt oslabeni jedincti stresem pfi jiném

onemocnéni, poptipad¢ Spatna kvalita vody atd. (Noga, 1996; Svobodova, 2007).

N

Obrazek ¢.10 A) Epistylis sp. B) nakres struktury ptivodce onemocnéni (upraveno podle
Kuhner a kol., 2015)

2.3.6.1 APIOSOMA

Druh parazita objevujici se na Zabernim aparatu a kzi vétSiny druhti sladkovodnich
ryb na Gzemi Evropy ale i Jizni Afriky a Severni Ameriky. V naSich podminkéach
se vyskytuje nejcastéji na kizi a ploutvich kapra obecného (Cyprinus carpio) a karase
obecného (Carassius sp.). Zastupce vSak muzeme najit také u dalSich druhd jak
kaprovitych, tak lososovitych ryb. Apiosoma se vyznacuje kuzelovitym, az baculatym
podlouhlym télem, které dosahuje rozmérti 62—110 X 24-40 pm. Parazituje za pomoci
u velmi oslabenych jedinct. Pti velké infekci vSak mizou drazdit ktzi, coz vede
k vys$simu zahlenéni a miizou zhorSovat primarni onemocnéni. Zdrojem infekce je voda
s volnymi stadii, nebo ryby ptendsejici parazity na svém povrchu. Nakaza vznika

jednoduse prichycenim na povrch kiize, poptipad¢ zaber (Hoffman a Meyer, 1974).
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Obrazek ¢.11 A) Apiosoma pisciola B) nakres struktury ptivodce onemocnéni (upraveno podle
Li a kol., 2008)

24 RYBY EXPERIMENTU

Kapr obecny (Cyprinus Carpio) se fadi do tidy ryby (Osteichthyes), nadfadu kostnati
(Teleostei), fadu maloostni (Cyprinyformes) rodu Ctenopharyngodon, a ¢eledi Cypriniae,
ktera je v ichtyofauné nasich vod nejrozsifenéjsi. Napiiklad v Australii je vSak fazen mezi

nebezpeéné invazivni druhy ryb (Citek a kol. 1998).

Trida:

Osteichthyes — Ryby

Nadiad: Teleostei — Kostnati

Rad: Cypriniformes — Maloostni

Podiad: Cyprinoidei — Kaprovci

Celed: Cyprinidae — Kaproviti

Rod: Cyprinus — Kapr

Druh: Cyprinus Carpio — Kapr obecny (Linnaeus, 1758)

Tento druh je svou dokonalou schopnosti ptizpisobovat se riznym podminkam
ptipraven prosperovat ve velké Casti tekoucich a stojatych vod (Durantel, 1999). Je to
typicky zastupce cejnového padsma mimo jiné s velkou oblibou mél¢ich, proslunénych
tisekd vodnich tokt (Hanel a Lusk, 2005). Radi se do eurytermnich druhti ryb, které se
ptizplsobuji Siroké Skale teplot vody. Tou optimalni je 18—24 °C s obsahem rozpusténého
kysliku ve vodé p¥i hodnotach 6-7 mg/l (Citek a kol., 1998) se slabé kyselou aZ stiedné
alkalickou hodnotou pH (Krupauer a Kubzi, 1985). Néktera plemena kaprti jsou odoInéjsi
viéi chorobam jako jsou naptiklad edémova nemoc kaprl, nebo koi herpesvirdza.

Ptrevazné se jedna o formy Supinatych kaprt, které jsou piibuzné ptivodni formeé divokého
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kapra — amurskému sazanovi. K vytéru u téchto ryb dochazi koncem jara v mésici kvétnu
az Cervnu. Patii mezi fytofilni druhy ryb. Rostouci ryby nésledné po vykuleni plidku

oznacujeme podle poctu prozitych vegetacnich obdobi:

- Ko—vackovy pludek

- Ki—rychleny pludek kapra
- K1 -plidek kapra

- K2 -néasada kapra

- K3 az K4 — trzni kapr

- K/ Kgen — generaéni kapr

Trzni hmotnosti dosahne kapr béhem 3 7 4 let Zivota v zavislosti na teploté a podminkach.

Takto stafi jedinci se pohybuji ve vdhovém rozmezi 2,5 az 3 kg.

Typické pro kapra je spodni postaveni st na pomérné kratké hlaveé s pevnymi,
pohyblivymi rty se 4 vousky, které vytvaii rypec (Lusk a kol., 1992). U kapra divokych
forem neni ptfechod mezi temenni ¢asti hlavy a hibetem nijak vyrazny (k vidéni napiiklad
u pivodni formy kapra sazana). Naopak u kapri, kde v minulosti probéhl domestika¢ni
proces je tento piechod mnohem vyraznéjsi a v piechodu je viditelny tzv. hrb (Barus

a Oliva, 1995).

Ma velmi rozmanitou télesnou stavbu, kterd je ovlivnéna predev§im charakterem
zivotniho prostiedi. V ficnich podminkach tekoucich vod se télo piizpisobuje
hydrodynamice a je tak pfedevsim valcovitého tvaru s mensi t€lesnou vyskou. Ve vodach
stojatych najdeme predevs§im ryby vysokohibeté (Krupauer a Kubiiz, 1985). T¢lo kapra
je kryto cykloidnim typem Supin sefazenych v 11 az 13 fadach nad sebou (rozd€luji se
postranni ¢arou (skladajici se z 33-40 Supin) vedouci ve stiedu trupu. Nad ni i pod ni je
5 az 6 fad Supin (Krupauer a Kubiz, 1985). U divokych plemen kapra je veSkery povrch
téla (kromé hlavy) pokryt Supinami. To vSak neplati u domestikovanych druhii, kde je

pokryti Supin rizné redukovano (Hanel a Lusk, 2005).
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Dubsky a kol. (2003) ve své publikaci podrobné popisuji sloZeni a pocty tvrdych
a mekkych paprskit ve vSech ploutvich, kterd na tomto druhu najdeme. Jedna se

0 nasledujici:

- Hibetni ploutev (2 az 4 tvrd¢, 15 az 24 mékkych paprski)
- Ocasni ploutev (13 az 21 mekkych paprskit)

- Ritni ploutev (2 az 3 tvrdé, 3 az 7 m&kkych paprski

- Bfisni ploutev (1 az 2 tvrdé, 4 az 9 mekkych paprskit)

- Prsni ploutev (1 tvrdy a 13 az 19 mékkych paprski)

Pro sviij typicky zptisob hledani potravy v sedimentu je mnohdy oznacovan za vodni
prase (Hule, 2003). Piijimani potravy a jeho sloZeni je zavislé na faktorech jako jsou
fyzikalni a chemické parametry vody (pii poklesu teploty vodniho prostiedi pod 6 °C
zastavuje kapr pfijem potravy), ale také na stafi a zdravotnim stavu obsadky/jedincti
(Citek a kol., 1998). Kapr je viezravy druh. Vyhledava pievazné bentické a planktonni
bezobratlé organismy, ¢asti vyssich rostlin nebo detrit. Nejcastejsi potravou ze zastupct
bentosu jsou hlavné rtizné druhy hmyzu jako jsou chrostici (Trichoptere), jepice
(Ephemeroptera), pakomati (Chironomidae), nebo také vodni mékkysi (Mollusca), nebo

¢ervi (Helmintes) (Lusk a kol., 1992). Pfikrmovan byva ¢asto riznymi druhy obilovin.

Pro sviij rychly rist, vysokou plodnost a rychlé dosazeni pohlavni dospélosti,
a priznivé hospodarskeé vlastnosti je kapr obecny jednoznaéné na Spici v produkci trznich
ryb na nafem tzemi. Celoroéni celkova produkce kapra v akvakultufe se v Ceské
republice pohybuje okolo 17 370 t (Rybdiské sdruzeni Ceské republiky, Produkce a trh
ryb, 2020).

Byly vySlechtény rizné formy, které lze podle oSupeni rozdélit na 4 zakladni
fenotypy: Supinaty kapr neboli kapr s pravidelnym o3upeni po celém téle. Kapr lysec,
ktery ma fadu vétSich Supin v okoli hibetu a nékolik také na ocasnim nasadci
a za sktelemi. Dale kapr lysec Fadkovy, ktery ma pravidelnou linii Supin v okoli stfedu
téla kopirujici postranni ¢aru. Jako posledni — kapr hladky, ktery je bez Supin. (Pivnicka
a Cerny, 1998).

Uz v obdobi, kdy byl ustfedni postavou ¢eského moderniho rybnikéistvi Josef Susta

(druhé polovina 19./ za¢atek 20.stoleti) byl na zapadoevropském trhu kapr lysé formy
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mnohem Zadangj$im zboZzim nez fenotyp Supinaty. Opakem je poptavka na vychodnim
trhu (Asijském), kde prevlada forma lysd! Moznost produkovat typ riznych
fenotypovych druhll a nasytit tak poptavku trhu ma tak dopad na ekonomickou situaci

a trh v akvakultufe (Tave, 1986).

V Ceské republice je v sou¢asnosti chovano 19 oficialné uznanych plemen kaprii
obecnych (7 plemen Supinatych a 12 plemen lysich) (Gela a kol., 2009). Z téchto plemen
miZzeme dostat pomoci vzajemného kiizeni, nebo pomoci ¢istokrevné plemenitby jedince

vhodné pro chov v konkrétnich zpusobech (Pokorny a kol., 1995).

2.5 DIAGNOSTIKA

Pti zjisténi zvyseného hynuti ryb, nebo pfi atypickém chovani rybi obsadky je nutné
diagnostikovat divod takovych projevi. Pro spravnou diagnostiku nemoci a chorobnych
stava ryb je nutné, mit k dispozici reprezentativni vzorek ryb na vySetieni tak, aby se
predeslo ztratim. Mezi takové druhy vySetfeni patii napiiklad nize popsané
parazitologické, hematologické a biochemické vySetfeni. Na zaklad¢ téchto vySetfeni

muze byt stanovena definitivni diagndza a navrh terapeutickeého opatieni.

25.1 PARAZITOLOGICKE VYSETRENI

Jako prvni je u parazitologického vySetfeni nezbytné urcit anamnestické udaje, které
Casto usnadni samotnou diagnozu. Mezi tyto udaje patii napiiklad p¥esny druh a vékova
kategorie vysetfovanych ryb, chovné podminky, dosud provedena opatieni a dosavadni
prub&éh onemocnéni. Nasledné se ryby Setrné a fadné usmrti (Koldrova a kol., 2016). Poté
pfijde na fadu vnéjs$i vySetfeni integrity organismu, pii kterém hleddme vyskyt
makroskopickych parazitii jako jsou naptiklad pijavky, kaptivci a podobné. Nasleduje
vnéjsi determinace mikroskopickych parazitt, které determinujeme prohlidkou vnitinich
a vn&jSich organt ryb. Hlavnim ukolem vySetieni je provést kozni stéry z povrchu téla
ryb a stér z Zaberniho aparatu (¢ast zaberniho listu se mize i odstfihnout a determinovat
samostatné). Ty se nafedi na podloznim skli¢ku malym mnozstvim vody pomoci kapatka.
Poté se preparat mikroskopuje s nastavitelnym rozliSenim a zvétSenim. Pfi ohledani
vnitinich organtli se zkouma nejprve cely orgén a nasledné jeho ¢asti, tak aby se odhalilo
i doznivajici, nebo zalinajici parazitarni onemocnéni (Volf a Havelka, 1958).

Pro prizkum a detailni vyhodnoceni struktury zkoumané tkédné vnitinich orgéand, lze
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odebrat vzorek, ktery je nutné zafixovat pomoci 4 % formaldehydu a nasledn¢ ho

vyhodnotit pomoci histologického vySeteni (Ergens a Lom, 1970).

2.52 HEMATOLOGICKE VYSETRENI

Spravné vyhodnocené hematologické vysetieni u sladkovodnich ryb nam muze
zrcadlit informace o jejich zdravotnim a fyziologickém stavu, nebo vlivu riznych
ostatnich environmentalnich faktor. Pomoci vyhodnocenych parametra lze sledovat
zdravotni stav rybi obsadky, 1épe diagnostikovat a rozlisovat druh onemocnéni a studovat
odezvu organismu na ¢innost patogennich agens (Sebastiao a kol., 2011). Toto vySetieni
milZe slouzit také jako dobry indikator pfitomnosti toxickych a jinych skodlivych latek
ve vode, nebo prispét k presné identifikaci onemocnéni a nasledné vhodné volbé terapie
(Svobodové a kol., 1991). Vysledky vySetfeni mohou objasnit fyziologické a patologicke
pochody uvnitf nebo na povrchu Zivého organismu, poptipad¢ objasnit ostatni symptomy

jako je napiiklad zména chovani (Masopust, 2000).

2.5.2.1 KREV RYB

Rybi krev lze jednoduse popsat jako Cervené zbarvenou tekutinu skladajici se
z tekutych a pevnych soucasti. Tekuta slozka krve se sklada z krevni plazmy a pevna
z krevnich desti¢ek a Cervenych a bilych krvinek. Krev v téle ryb proudi v cévach
uzavieného té€lniho systému (Novotny a kol., 1966).

Mnozstvi krve u ryb je pomérné odlisné naptiklad od savci (8 %) a tvoii pouze 1 az
2% celkové hmotnosti ryby (U lososovitych druhli ryb mize byt az 5 %). MnozZstvi vSak
muze byt odlisné v zavislosti na druhu ryb a jinych faktorech (Dubansky
a Svobodova, 1995). Primarn¢ krev vznikd v hlavové ledviné. Pii vyhodnocovani
vysledkll je vzdy nutné brat v potaz vnéj$i i vnitini faktory a vysokou variabilitu

jednotlivych slozek krve. K porovnani je tedy nezbytné vyuzit 1 kontrolni skupinu ryb,

ktera je chovana ve stejnych podminkach.

2.5.2.2 ODBER KRVE

Nejcastéji pouzivanou metodou odbéru krve u zivych ryb je odbér pomoci
heparinizované injekéni stiikacky z cév nachéazejicich se tésné pod pateti. Velikosti jehel
se lisi podle velikosti ryby, u které odbér provadime. Na trhu je k dostani $iroky sortiment
s riznou délkou a primérem jehel. Doporucuje se vyuzivat hlavné plastové injekcni

stiikacky kvuli zkracené dob¢ koagulace krve po kontaktu se sklem (Smith, a kol., 1952).

38



Aby se neznehodnotil vzorek hned na pocatku odbéru, je nutné vyplachnout cely objem
injek¢ni stiikacky heparinovym roztokem (Svobodova a kol. 1986). Pied odbérem je
anestetik zavisi na velikosti a mnozstvi ryb (Klontz a Smtih, 1968). Samotny odbér
ptichazi na fadu ihned po odloveni ryby. Ryba se nejprve pomoci vlhkého hadru znehybni
nechavd odkryty pouze ocasni nasadec, tedy misto odbéru tak, aby byl odbér co
nejrychlejsi a nedochézelo k rozséhlejsimu mechanickému poskozeni ryb. Jeste, nez se
piejde k samotnému vpichu, je nutné misto priniku osusit. Vpich jehly vedeme pod
Uhlem 35° - 45° kraniodorzalnim smérem kaudalné od fitni ploutve. Jehla pomoci
mirného tlaku vyvijenou na injek¢ni stiikacku nejprve projde jednotlivymi vrstvami kiize
a svalovinou az do ocasni cévy nachézejici se pod patefi. V idedlnim piipad¢ se injekéni
stiikacka naplni krvi diky vytvofenému podtlaku (viz obrazek ¢.12) (Svobodova a kol.
1986).

Obrazek €.12 - Odbér krve ryb pomoci metody odbéru z ocasni cévy (Svobodovd a kol., 1986).
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Muze se stat, ze dojde k poskozeni zily nebo tepny, kterd s cévou piimo sousedi.
Injekéni stiikacka se vSak vétSinou zastavi o obratel. Jehlu sta¢i pouze nepatrné
povytahnou z téla ryby, nebo jemné manipulovat stiikackou do té doby, nez se proud krve
obnovi (Doubek a kol., 2003). Doporucuje se nasledna dezinfekce vpichu (Svobodova
a kol., 2012). Po odbéru krve je nutné vzorek zafixovat pomoci heparinu (vodny roztok

soli heparinu) v mnozstvi 0,02 ml roztoku na 1 ml vzorku.

Jinou metodou odbéru krve je metoda odbéru piimo ze srdce ryby. Tato metoda se
vyuziva ptevazné u mensich druhd a mladych jedinct ryb ve stafi pladku (Piackova
a kol., 2014). Metodu samoziejmé lze vyuzit i u starSich, nebo trznich velikosti ryb. Musi
se ale pocitat s okamzitym usmrcenim jedincti ihned po odbéru (Svobodové a kol., 2012).
Pro odbér se vyuziva injekéni jehla, poptipadé sklenénd kapildra. U obou moznosti se
v8ak musi dodrzet postup a nejprve heparinizovat vnitini ¢ast jehly. Po odloveni
z manipulacni nadrZe se ryba pevné zafixuje, osusi se bfiSni ¢ast, a misto vpichu tak, aby
se vzorek nekontaminoval a neznehodnotil. Odbér se nasledné provede vpichem na misté
osrde¢niku (Pravda a Svobodov4, 2003).

Z takto odebranych vzorki 1ze diky riznym metodam urcit hematologické parametry

krve.

2.5.2.3 HEMATOLOGICKE PARAMETRY KRVE

Pti hematologickém vySetieni stanovujeme celou fadu parametri krve, které nam
mohou pomoci napf. pii hodnoceni zdravotniho stavu ryb apod. Mezi takové parametry
patii RBC (pocet erytrocyti), WBC (pocet leukocytti), Hb (mnoZstvi hemoglobinu), PCV
(hematokrit), MCV (stfedni objem erytrocyti), MCH (stfedni obsah hemoglobinu
v erytrocytu), MCHC (stfedni barevna koncentrace).

Cervené krvinky (RBC)

Cervené krvinky & erytrocyty znamé také pod zkratkou RBC lze charakterizovat
jako plastické a pruzné bunky s ovalnym jadrem diskovitého tvaru (Dubsky a kol., 2003).
Mnozstvi a velikost Cervenych krvinek se u jednotlivych druht ryb lisi. Pocty jsou
ovlivnény druhovym zastoupenim, pohlavim a pohlavni aktivitou, vékem ale také

obdobim, chemismem vody nebo zdravotnim stavem jedince (Anderson a kol., 1985).
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Pocet erytrocytil u zdravych kaprd je udavan v rozmezi 1,1- 1,8 T/l velikosti cca 12
x 7 um (Svobodova a kol., 2012). To odpovidd mnoZzstvi zhruba 1,8 mil/mm? krve
(Novotny a kol., 1966). U pstruha obecného je mnozstvi ¢ervenych krvinek v rozmezi
0,80 — 1,5 T/l (Svobodové a kol., 1991).

Jak uz je zminéno vyse, erytrocyty jsou velmi plastické a pruzné. Diky tomu mdzou
jednoduse flexibilné zménit svlij tvar a jsou perfektné uzplsobeny pro prichod
vlase¢nicemi (Novotny a kol., 1966).

Tvorba a pocty Cervenych krvinek se v pritbéhu starnuti jedincti pribézné meéni. Pti
embryonalnim, nebo larvalnim vyvoji je mnozstvi erytrocyt velmi nepatrné. Snizuje se
taky b&hem zvysené pohlavni aktivity pfi tieni. S pfibyvajicim v€kem se v§ak mnoZzstvi
zvysuje. Intenzivnéj$i a rychlejSi metabolismus u samcl zarucuje vyS$i mnozstvi
erytrocytii oproti samicich (Luskové, 1996).

Kazda cervena krvinka obsahuje hemoglobin tvofici vice nez 1/3 své hmotnosti.
Hemoglobin je krevni barvivo, diky kterému jsou buiky charakteristicky zbarvené do
Cervena. Je slozeny ze dvou casti. Prvni slozkou je globin neboli bilkovinova cast
a druhou barevna ¢ast zvana hem, ktera na sebe vaze dvojmocné nebo trojmocné Zelezo.
Mnozstvi hemoglobinu je také ovlivnéno mnoha faktory jako jsou naptiklad vék, typ
pohlavi, kondice, koncentrace kysliku nebo pH a kvalita okolniho prostfedi (Genten
a kol., 2009). Hlavni funkci je transport kysliku a oxidu uhli¢itého po téle. Schopnost
je dana pfitomnosti pravé dvojmocného atomu Zeleza, ktery je schopen vazat kyslik, nebo
oxid uhlic¢ity (Novotny a kol., 1966). Kromé plyni dokazou vSak prenaset i jiné latky jako
jsou napriiklad latky s proteinovym zakladem/latky proteinové povahy. Ryby se oproti

jinym zivo¢ichiim vyznacuji vyssi afinitou kysliku (Pravda a Svobodové, 2003).

Jednim ze zakladnich tdaji krevniho vySetfeni je pravé pocet Cervenych krvinek.
Nejvice se vyuziva metoda pocitani v Blrkerové komirce. Tato metoda spociva
V pfesném natfedéni zafixované heparinizované krve Hayemovym roztokem v poméru
1: 200 (Svobodova a kol., 2012) nebo Natt-Herrickovym roztokem ve stejném poméru.
K spravnému nafedéni lze pouZit tzv. bani¢kovou metodu podle Biirkera. Redéni probiha
ve specialnich sklenénych banic¢kach, do kterych je nutné nadavkovat 4975 ul Natt-
Herrickova nebo Hayemova rozotoku a 25 ul heparinizované odebrané krve. Takto
nadavkovany roztok se Vv uzaviené bafice pe¢livé promicha. Nasledné se pomoci
mikropipety nebo kapatka naplni Biirkerova komurka neboli hemocymetr (viz obr. 13

vlevo) (Pravda a Svobodova, 2003). Mnozstvi ¢ervenych krvinek se nasledné po¢ita pod
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mikroskopem pii zvétSeni 200x ve 20 obdélnicich stejnomérné rozmisténych po celé
oplose pocitané komtirky. Nejprve se spocita celkové mnozstvi ¢ervenych krvinek uvnitt
daného obdélniku, které se nedotykaji stran. Z dotykajicich se krvinek se pocitaji pouze
ty na jedné kratsi a jedné del$i zvolené strané zevniti i z venku. Shodné se zapocitavaji
i krvinky dotykajici se dvou zvolenych rohi (viz obr. 13 vpravo). Souhrnny pocet se
nasledné vydéli 100. Vysledek se udava v jednotkach T/I (T-tera = 10*?) (Svobodova
akol., 2012).
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Obrazek €.13— Na levé strané nacért Blrkerovy komurky. Na pravé strané zplsob pocitani

erytrocytl, kde se vyhodnocuje postaveni a dotykani se hornich a pravych stran Ctverce
(Svobodova a kol. 1986).

Mnohem rychlejsi, ale ne piili§ vyuzivanou metodou je Pawinského kolorimetricka
metoda. Pfi této jednoduché metodé vSak dochazi ke zkresleni vyslednych hodnot
z divodu zvyseni stfedniho objemu erytrocyti. Diky tomuto problému se pii krevnim
vySetfeni voli radé€ji osvédéena a mnohem piesnéjsi Biirkerova metoda (Svobodova a kol.
1986). Metoda spociva v odbéru krve heparinizovanou jehlou a dikladnym promichani
krve s 10 ml Pawinského roztoku. Samotné méteni probiha na fotometru pfi vinové délce
600nm v kyveté o délce 1 cm. Mnozstvi Cervenych krvinek se nasledné odecita
z kalibra¢ni kiivky, sestrojené z paralelnich méfeni pomoci Pawinského a Biirkerovy

metody (Pravda a Svobodova, 2003).
Bilé krvinky (WBC)

Bilé krvinky ¢i leukocyty znamé také pod zkratkou WBC lze charakterizovat jako
bezbarvé buiky. V krvi ryb je jich méné nez ¢ervenych krvinek. Jejich pocet je zavisly
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na stafi, pohlavi a zdravotnim stavu ryb (Novotny a kol. 1966). Mnozstvi bilych krvinek
je vyrazné ovlivnéno probihajicim onemocnénim (Dubsky a kol. 2003).

Podobné jako je tomu u savcil, se bilé¢ krvinky déli na agranulocyty a granulocyty
podle pfitomnosti, ¢i nepfitomnosti rizné¢ barvicich se granul v cytoplazmé. Mezi
granulocyty, které obsahuji vysoké mnozstvi granul, fadime bazofilni, neutrofilni
a eozinofilni granulocyty — podle afinity kbarvivim. Do skupiny agranulocytl
(leukocyty bez pfitomnosti granul) fadime monocyty a lymfocyty (Pravda a Svobodova,
2003). Svobodova a kol. (2012) uvadi, ze ptitomnost a neptitomnost barvicich se granul
neni jedinym rozpoznavacim znakem. Jednotlivé druhy lze rozeznat i podle velikosti,
vnitini struktury a tvaru jadra.

Kazda skupina bilych krvinek ma svou funkci, vSechny se ale ucCastni procest
imunitniho systému. Napiiklad eozinofilni granulocyty pomahaji pii detoxikaci
organismu. Monocyty zase dokdzou odstranit vysokomolekuldrni koloidni castice
zZ krevniho obéhu a travi hrubé ¢astice cizorodé hmoty (Pravda a Svobodova, 2003).

Stanoveni mnozstvi bilych krvinek se provadi ze vzorku heparinizované krve, kterou
je nezbytné nafedit Natt-Herrickovym roztokem v poméru 1:200 (Svobodovéa a kol.,
2012). Je v8ak nutné pouzit odstaty piefiltrovany roztok (Pravda a Svobodovéa, 2003).
Z takto ptipraveného vzorku mizeme zjistit mnozstvi leukocyti i erytrocytil. Erytrocyty
rychle podléhaji hemolyze a je nutné je spocitat jako prvni (Svobodova a kol., 2012).
Vyhodnocovani vysledki funguje na stejném principu jako urfovani erytrocyt.
Leukocyty pocitdme v Biirkerové komirce s 50 ¢&tverci pii zvétSeni 200x (Pravda
a Svobodova, 2003). Aby se jesté vice zpiesnily vysledky méfeni, mize se vzorek pocitat
az ve 100 ctvercich a tento vysledek nasledné vydélit dvéma. S¢itaji se pouze bilé krvinky
uvnitf ¢tvercl a nasledné ty, které se dotykaji okraji dvou pfedem zvolenych stran a hran.

Vysledné hodnoty se mezidruhové 1isi. U pstruha duhového jsou obecné hodnoty
niz§i a dosahuji 10-60 G/I (G-giga = 10°). U kapra obecného jsou tyto hodnoty 10-80 G/I
(Svobodové a kol., 2012).

Hematokrit (PCV)

Hematokritova hodnota udava celkovy objem erytrocytt v celkovém objemu krve.
Pro jeji urceni je naprosto nezbytné oddélit z odebrané¢ho vzorku krve erytrocyty od
plazmy, z divodu stanoveni skute¢ného objemu. Oddéleni probihd na hematokritové
odstfedivce ve specialnich heparinizovanych kapilarach. Po dokonalém odstredéni

zjistime procentudlni zastoupeni hematokritu na tzv. hematokritovém métitku. Tato
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hodnota uvadéna v procentech se nasobi koeficientem 0,01. Vysledn& hodnota PCV se
udava v l/l.  Toto vySetieni je nepostradatelnou slozkou krevniho vySetieni.
Fyziologické hodnoty se pohybuji v rozmezi 0,28-0,40 I.I'* u kapra a 0,30-0,45 L.I* u
pstruha (Svobodové a kol., 1991).

Hemoglobin (Hb)

Hemoglobin je krevni barvivo, které se podili na transportu kysliku. Mnozstvi
hemoglobinu v krvi je u zdraveho kapra v rozmezi 60-100 g/l (Svobodova a kol., 2012).

Stanoveni hemoglobinu v krvi se provadi spektrofotometricky tzv. kyano-
hemoglobinovou metodou. K vyhotoveni je zapotiebi Kampen-Zijstriv nebo Drabkintv
roztok. Do zkumavky se nejprve odméii 5 az 7 ml tohoto transformacniho roztoku.
Nésledné se pridd 20 az 25 pl Cerstvé nebo zafixované heparinizované krve ryb.
Zkumavka se nasledné dukladné promicha. Je velmi dulezité vzorek krve uchovavat ve
velmi chladném prostiedi pfi teploté do 4 °C a vyhodnotit ho do 24 hodin po odbéru
(Pravda a Svobodova, 2003). U pouziti Kampen-Zijstrova roztoku je stanoveni kratsi, z
divodu rychlejsi premény hemoglobinu na kyanohemoglobin (do 3 minut). Pti pouziti
Drabkinova roztoku se hemoglobin pfeméfiuje o 15-20 minut déle. Samotné méfeni se
provadi fotometricky v kyveté o délce 1 cm pfi nastaveni piistroje 540-546 nm vinovych
délek. Finalni mnozstvi hemoglobinu se vyhodnocuje podle kalibraéni kiivky daneho
spektrofotometru (Svobodova a kol., 2012).

Z vyse uvedenych hodnot lze nasledné vypocitat dalsi 3 zékladni hodnoty

erytrocytl:

e Stiedni objem erytrocytu (MCYV - mean corpuscular volume)
Je to hodnota, ktera vyjadiuje primérny objem jednoho erytrocytu.

Lze vypocitat z hematokritové hodnoty a poctu erytrocyti podle vzorce:

MCV — PCV x 100
~ RBC

Naméfena hodnota se pohybuje u zdravych jedinct pstruha duhového v rozmezi 350-
400 fl, u zdravych jedinct kapra mezi 200-300 fl (Svobodové a kol., 1986).

44



e Hemoglobin erytrocytu (MCH - mean corpuscular hemoglobin)
Je to hodnota, kterd vyjadiuje primérnou koncentraci hemoglobinu v jednom

erytrocytu. Lze vypocitat z hemoglobinové hodnoty a poctu erytrocytl podle vzorce:

MCH—-Hb
" RBC

Vysledna hodnota je udavana v pikogramech (pg). U zdravych kapra byva v rozmezi
50-60 pg (Svobodova a kol., 1986).

e Stiedni barevna koncentrace (MCHC - mean corpuscular hemoglobin
concentration)
Hodnota vyjadtujici koncentraci hemoglobinu v objemové jednotce erytrocytt. Lze

vypocitat z hemoglobinové a hematokritové hodnoty podle vzorce:

MCHC = Hb
" PCV

U zdravych kapru je vysledna hodnota idealné v rozmezi 0,20-0,26 I/l (Svobodovéa a
kol., 1991).

2.5.3 BIOCHEMICKE VYSETRENI

Vnitini stav ryb ovliviluji nejen endogenni faktory jako jsou pohlavi, reprodukéni
cyklus, v€k nebo zdravotni stav, ale 1 velké mnozstvi exogennich faktori (mnozstvi
potravy, teplota vody, mnoZstvi kysliku apod.). Zmény v biochemickém profilu krve jsou
velmi citlivym indikatorem zdravotniho stavu a jejich vyhodnoceni je, vzhledem
k mnozstvi ovliviiujicich faktorti, velmi naro¢né (Arthanari a Dhanapalan, 2016).
Vysledné hodnoty je tedy vhodné porovnavat s hodnotami ryb z kontrolnich skupin,
pokud takové skupiny méme k dispozici.

Pro biochemické vySetfeni se nejCastéji pouziva krevni plazma. Plazmu ziskame
pfi odbéru krve do zkumavky s antikoagulaénim ¢inidlem. Radné odebrany vzorek krve
se nejprve promichd a nasledné odstiedi 10 minut v odstfedivce nastavené na 2000 otacek
za minutu (Yousaf a Powell, 2012). Krev je nutné odstfedit idealn¢ ihned po odbéru
(maximaln¢ pak do 1 hodiny — mezi tim ji uchovavat v lednici pfi teplotach kolem 4 °C).

Ke stanoveni biochemickych ukazateli se pouzivaji biochemické analyzatory.
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Ty umoziiuji za kratky ¢asovy usek zméfit vysoké mnozstvi analyti i pfi odebrani malého
mnozstvi plazmy (Braceland a kol., 2017).

Mezi stanovované biochemické ukazatele patii: celkové mnozstvi bilkoviny (TP),
koncentrace amoniaku (NHs), koncentrace glukézy (GLU), laktat (Lak), koncentrace
triacylglyceroli (TAG), enzymy (ALT, AST, LDH) a albuminy (ALB)

a) Celkova bilkovina (TP)

Tento parametr udava celkové mnozstvi bilkovin/proteini vV krevni plazmé ryb. Je
rybi obsadky. Je také soucasti zkraceného kondi¢niho testu, ktery se provadi pred
komorovanim (Svobodova a kol., 2012). Pokles tohoto parametru muize znacit hladovéni,
choroby spojené s funkci jater, nebo poruchy vsttebavani zivin. U zdravych jedinct kapra
obecného se koncentrace celkovych bilkovin pohybuje rozmezi 16 az 45 g/l (Koldrovd
a Velisek, 2012). V potaz se musi brat sezonni dynamika mnozstvi bilkovin v nasich

podminkéch, ktera je pfimo ovlivnéna potravni nabidkou. Proto jsou nejvyssi hodnoty

cwwvr

b) Albumin (ALB)

Albumin je protein krevni plazmy, ktery tvoii ¢ast celkové hmotnosti koncentrace
plazmatickych proteini a slouzi jako hlavni zasobnik aminokyselin. Je syntetizovan
Vv jatrech a hraje dilezitou roli pfi tvorbé a udrzovani osmotického tlaku krve (lvanov,
2003).

Obsah albuminu v krvi se 1i8i podle druhu ryb. U kapra obecného (Cyprinus carpio)
je obsah 2,5x vys$$i nez u amura bilého (Ctenopharyngodon idella). To je dano piedevsim
jingmi potravnimi naroky, s kterymi tato hodnota tzce souvisi. Pfevaha potravy
zivoc¢isného puvodu zvySuje obsah albuminu v krvi. Naproti tomu konzumace potravy
pfevazné rostlinného ptivodu piispivd k nizsi koncentraci albuminti v krevni plazmé

(Chernyavskikh a kol., 2019).

c) Amoniak (NHzs)

U sladkovodnich ryb je amoniak kone¢nym produktem dusikového metabolismu.
Vznika ptedev§im v ledvinach, jatrech a svaloviné (Smutnd a kol., 2002). Pti rychlych
zménach vnéjsiho prostiedi (pokles teploty, pokles koncentrace kysliku ve vodnim

prostiedi, nebo zvySeni pH) miize dojit k autointoxikaci. Dojde totiz k naruSeni
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rovnovahy mezi exkreci a produkci amoniaku a ke zvyseni jeho mnozstvi v krvi ryb.
Koncentrace v rybim téle je velmi variabilni. U zdravych jedincti kapra obecného se
koncentrace v zimnich mésicich pohybuje v rozmezi 50 az 100 pmol/l. Ve vegetaénim

obdobi miize koncentrace vzrust az 10x na 500 az 700 pmol/l (Svobodovd, 2019).

d) Glukdza (GLU)
Mnozstvi glukozy je u ryb indikatorem stresu. Dalsimi faktory, které ovliviuji
hladinu glukézy v organismu jsou teplota vody, mnozstvi kysliku ve vodé nebo mnozstvi

a druhové slozeni potravy (Polakof a kol., 2012).

e) Laktat (Lak)

Tato latka vznikd v organismu pii anaerobni glykolyze. Koncentrace laktatu
je zavisla na jeho produkci ve tkanich a odbouravani v jatrech. Tvorba laktatu je u rybi
obsadky vyssi pfi hypoxii, nebo v obdobi vylovi pii vyssi spotiebé energie. Vytvoreny
laktat v krvi ryb zlstava mnohem déle, nez je tomu u savcu (u kostnatych ryb trva
navraceni do ptivodnich hodnot 12 az 24 hodin (Hazel, 1993). U zdravych jedinct kapra
obecného se mnozstvi laktatu pohybuje v rozmezi 0,52 az 6,32 mmol/l (Koldrovd
a Velisek., 2012).

f) Triacylglyceroly (Triglyceridy, TAG)
Mnozstvi triglyceridi je indikator lipidového metabolismu. U zdravych jedinci

kapra se koncentrace pohybuje mezi 0,49 az 2,83 mmol/l (Koldarova a Velisek, 2012).

g) Enzymy (AST, ALT, LDH)

Dalsi skupinou v rdmci biochemického vySetieni krve jsou mitochondridlni a
cytoplazmatické enzymy. Do této skupiny patii AST (Aspartatominotransferaza), ALT
(alaninaminotransferaza), LDH (laktddehydrogenaza), ale také enzymy vézané na

bunéénou membranu — ALP (alkalicka fosfataza) (Koldrova a Velisek, 2012).

Pii poSkozeni rybi tkané se do krevniho obéhu uvolfiuji tzv. intracelularni enzymy.

Pfi men$im poskozeni dojde ke zméné permeability bunécnych membran a v Krvi

o824

tkan¢, které je doprovazeno nekrézou bunék nachazime vkrvi i enzymy

mitochondrialniho typu (Polakof a kol., 2012).

47



Aspartatominotransferaza (AST) je mitochondridlni enzym, ktery se nachazi
ve velké vétsiné vnitinich organu. Nalezneme ho v srdci, ledvinach, jatrech, ale také
kosterni svaloviné. Mnozstvi AST je indikatorem poskozeni svaloviny a jater (Sampath
a Manavalaramanujam, 2002).

Alaninaminotransferazu (ALT) detekujeme piedevsim v jatrech a lokalizujeme
ji v cytosolu. V ostatnich organech je podstatné nizsi. Je citlivéj$i marker, nez AST
a z bun¢k se uvolnuje uz pii malém tkanovém poskozeni. Namétené mnozstvi dobie
koreluje s rozsahem poskozeni jater (Knudsen a kol., 2016).

Laktatdehydrogenaza (LDH) je cytosolicky enzym uvoliujici se do krve uz pii
velmi malém poskozeni tkané. Je tak citlivym indikatorem tkanového poskozeni (Yousaf
a Powell, 2012).

Alkalicka fosfataza (ALP) je enzym vazany pomoci membran, ktery je obsaZzen
predevsim v kostie a jatrech ryb (Yousaf a Powell, 2012).

h) Chloridy (CI")
Jsou nezbytné pro udrzeni osmotické a acidobazické rovnovahy. Do téla
sladkovodnich ryb se chloridy dostavaji predevsim chloridovymi buiikami zaberniho

aparatu. Velka vétSina chloridi se absorbuje zpét do krve pomoci ledvin (Greenwell
a kol., 2003).
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3. EXPERIMENTALNI CAST

Experimentalni ¢ast byla provedena formou dvou pokust — laboratorni pokus
s pladkem kapra obecného (Cyprinus carpio) realizovany v akvarijni mistnosti Fakulty
rybaistvi a ochrany vod ve Vodhanech a provozni pokus strzni velikosti kapra

realizovany na sadkach Rybafstvi Lnafe v RoZmitale pod TiemSinem.

Obrazek ¢.14 — Ryby pouZité v laboratornimu experimentu ve VURH Vodiiany v akvariu béhem
probihajiciho experimentu (vlastni zdroj).

3.1 LABORATORNI EXPERIMENT

Pokus probihal od 7.12. - 15.12.2020. Pro experiment byla vyuzita pokusna akvéria
v mistnostech laboratofe vodni toxikologie a ichtyopatologie. Pfed =zacatkem
experimentu byla akvaria vydesinfikovana ptipravkem s 5% obsahem chlornanu sodného
a dukladné ocisténa vodou. Pro experiment bylo vyuzito 5ti tfistalitrovych akvarii
naplnénych vodou do %2 objemu. Experiment probihal za stalych podminek prostiedi pfi

priamérné teploté vody 15 °C za piitomnosti aerace v podobé vzduchovacich kaminkd.
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Pfi experimentu nebyla pouzita zadna uméla svitidla a probihal tedy podle aktualnich
svételnych podminek odpovidajici zimnimu obdobi (prosinec).

Do experimentu bylo nasazeno 58 ks kapra obecného (Cyprinus carpio L.) o
pramérné hmotnosti 42+14,33 g ziskanych z terénnich podminek. Ryby byly po dobu 1
dne aklimatizovany spole¢né v kadi o objemu 500 1. Pfed samotnym pokusem bylo
hematologicky a parazitologicky vySetfeno 8 ks ryb. Zbylé ryby byly rozdéleny po 10
kusech do 5 akvarii a byly po dobu 8 dnti vystaveny a¢inkam chloridu sodného nebo

kyseliny peroctove (KPO), a to nasledovné:

- Kontrola - ryby ponechany ve vodovodni vodé

- NaCl 2 - ryby exponovany 2 g/l NaCl

- NaCl 5 - ryby exponovany 5 g/l NaCl

-  KPO 1 - ryby exponovany 1 mg/l KPO 2x denn¢

- KPO 10 - ryby exponovany 10 mg/l KPO jednorazoveé

Aplikace NaCl byla provadéna obden bezprostiedné po vyméné poloviny objemu
vody v akvariu. Aplikace 1mg/l KPO probihala 2x denné, vzdy v 9:00 a 16:00, zatimco
aplikace 10mg/l KPO probéhla jednorazové, s cilem vysledovat citlivost ryb vuci
takovéto silné jednorazoveé davce. Pro piipravu koupele u skupiny KPO 1 a KPO 10 byl
pouzit piipravek Persteril 15 v deklarovaném slozeni: KPO 14-17 %; H,0, 20-25 %; Kkys.

octova max. 20 %, kys. sirova max. 1 %.
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Obrazek ¢.15 — Akvérium o objemu 300 I, v némz probihal experiment (vlastni zdroj).

Nézvy jednotlivych skupin byly odvozeny od pouzité koncentrace aplikované latky.
Pro ptipravu koupele testované skupiny NaCl 2 g/l bylo pouzito 300 g kuchynské soli,
ktera se prvotné rozpustila v 10 1 nadobé a nasledné prelila do akvaria tak, aby doslo
K jejimu Gplnému rozpusténi a promichani s pfipravenymi 140ti litry vody v akvariu.
U skupiny NaCl 5 g/l bylo pro piipravu koupele pouzito 750 g kuchynské soli na 150 |
vody. Do akvaria skupiny KPO 1 byl aplikovan 1 ml Persterilu 15 /150 | vody pro
dosazeni koncentrace KPO odpovidajici 1 mg/l. Do posledni testované skupiny KPO 10
bylo aplikovano 10 ml Persterilu 15 / 150 1 vody pro dosazeni koncentrace KPO
odpovidajici 10 mg/I.

Fyzikalni vlastnosti vody byly denné¢ méfeny ptistrojem MultiLine P4 od vyrobce
WTW. Zaznamenavany byly hodnoty pH, teploty vody (°C), koncentrace kysliku (mg/l)
a nasyceni vody kyslikem (%).
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Obrizek &16 — Kazdodenni méfeni a zaznamenavani chemickych a fyzikélnl'ch parametri vody
pomoci multimetru Multiline P4 (vlastni zdroj).

Po 8 dnech (15. prosince) expozice byla vzdy 7mi rybam ze skupiny odebrana krev,
nasledné byly usmrceny zastfihnutim michy za hlavou a bylo provedeno jejich
parazitologické vysetieni.

Odbér krve byl proveden pomoci heparinizovanych injekénich stiikacek z ocasni
cévy (vena caudalis) (Obr. ¢.17). Takto odebrana krev byla zpracovana podle metodiky
Svobodové a kol. (2012). Stanoveni hematologickych parametr prob&hlo neprodlené po
odebrani vzorkl. Krevni plazma, ziskana odstfedénim krve po dobu 5ti minut p#i 10 000
otackach/min., byla bezprostiedné po odbéru zamrazena na -80°C a skladovéana do doby

provedeni biochemickych analyz.

3.1.1 HEMATOLOGICKE VYSETRENI

Hematologické vySetieni obsahovalo stanoveni: RBC (pocet erytrocyti), WBC
(pocet leukocyti), Hb (mnozstvi hemoglobinu), PCV (hematokrit), MCV (stiedni objem
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erytrocyti), MCH (stiedni obsah hemoglobinu v erytrocytu), MCHC (stfedni barevna
rytrocyti) g ytrocy

koncentrace).

Obrazek €.17 — Detailni snimek odbéru krve z podpateini cévy za pomoci heparinizované jehly
(vlastni zdroj).

Stanoveni RBC (poctu erytrocytl) a WBC (poctu leukocyttl) je upiesnéno v kapitole
2.5.2 Hematologické vysetieni. Pro stanoveni RBC bylo potieba odebranou krev natedit
Hayemovym roztokem (1,25 g chloridu rtutnatého (HgClz), 12,5 g siranu sodného
(Naz2S0a), 2,5 g chloridu sodného (NaCl) a 500 ml destilované vody) v poméru 1:200.

Pro stanoveni PCV byly pouzity sklenéné kapilary naplnéné do % krvi, které se
odstredily pii 14 000 otaCkach/min. po dobu 3 minut (obr. ¢.18). Po odstiedéni byly

vysledky PCV ode¢teny pomoci posuvného méfitka s noniem (obr. ¢.19).
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Obrazek €.18 — Jiz odstfedéné sklenéné kapilary pfipravené pro vyhodnocovani PCV. Lze vidét
tmavou (Cervenou) ¢ast pfed modelinovou zardzkou — erytrocyty, a pruhlednou (zlutou) ¢ast —
plazmu (schéma — Svobodova a kol., 2012).
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Obrazek €¢.19 — Finalni stanoveni PCV pomoci posuvného méfitka s noniem (vlastni zdroj).

Stanoveni Hb (mnozstvi hemoglobinu) bylo provedeno fotometrickou
kyanohemiglobinovou metodou, jejimz principem je pouziti transformacniho roztoku
podle van Kampena a Zijlstra ve slozeni 0,10 g ferrikyanidu draselného Ks(Fe(CN)s),
0,07 g dihydrofosfore¢nanu draselného KH2PO4, 0,025 g kyanidu draselného KCN a 500
ml destilované vody. Princip metody spoCiva v rozruseni bunééné stény erytrocytd
roztokem ferrikyanidu draselného a nasledném uvolnéni hemoglobinu z erytrocyta.
Hemoglobin je pfeménén na stabilni kyanohemoglobin, jehoZ koncentrace se stanovuje
spektrofotometricky (Obr. ¢. 20). Prakticky se do 5 ml transformacéniho roztoku ptida
pipetou 20 pl krve. Smés se dukladné promisi a oproti ¢istému transforma¢nimu roztoku
se pomoci spektrofotometru pii vinové délce 540 nm méfi absorbance. Z kalibracni

hemoglobinové kiivky se poté odecte mnozstvi hemoglobinu v g/l.
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Obrazek ¢.20 — Spektrofotometr vyuzivany pro stanoveni mnozstvi hemoglobinu (Hb) pii
nastavené vinové délce 540 nm (vlastni zdroj).

3.1.2 BIOCHEMICKE VYSETRENI

Biochemicky profil krve byl stanovovan z krevni plazmy ziskané odstfedénim
odebrané heparinizované krve ulozené nasledné v hlubokomrazicim boxu pii -80 °C
az do zpracovani. Biochemické indikatory byly stanoveny na analyzatoru VETTEST
8008 (IDEXX Laboratories Inc. U.S.A.) firmy Medisoft. Pfistroj pracuje na principu
suché chemické a kolorimetrické analyzy. Vyhodnoceni probiha na selektivnich
testovacich discich (Multi —layer film slides, Kodak), laserovym ¢étenim bar kodi.
Stanoveny byly nésledujici parametry: gluk6za (GLU), celkové bilkoviny (TP),
albuminy (ALB), alanin aminotransferaza(ALT), aspartat aminotransferaza
(AST), laktat dehydrogenédza (LDH), triacylglyceroly (TAG) a amoniak (NH3).
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3.1.3 PARAZITOLOGICKE VYSETRENI

Po odbéru krve byly odebrany vzorky pro parazitologické vySetieni (obr. ¢.21).
Postup tohoto vySetfeni byl stejny u vSech zkoumanych jedincti. Pomoci skalpelu byla
jednim tahlym pohybem setfena kiize pod hibetni ploutvi (kozni stér) a po umyti skalpelu
byl setfen prvni zaberni oblouk od chrupavky az po konec zabernich listkli (zaberni stér).
Tyto vzorky byly umistény na podlozni sklicko, byla na né ptidana kapka vody a byly
prekryty krycim sklickem. Takto zhotoveny preparat byl pfipraven na determinaci rybich

paraziti pomoci mikroskopu pti 40 az 100nasobném zvétSeni.

; mnmmm;mm

Obrazek ¢.21 — Pomucky pro provedeni parazitologického vySetieni (vlastni zdroj).

Vysledky hematologickych a biochemickych rozbori byly vyhodnoceny
a porovnany statistickym programem STATISTICA (verze 8.0 pro Windows, StatSoft)
za pouziti dvoucestného ANOVA testu a byly zaznamenany statisticky vyznamné rozdily
na hranici vyznamnosti (P<0,05 a P<0,01).

Parazitologické vySetteni bylo vyhodnoceno pomoci vypocitané prevalence (v %)

a pomoci primérného stupné intenzity nalezenych druhii infekei vypocitany pouze
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z infikovanych ryb. Pro determinaci stupné parazitarni infekce jsem vyuzival tabulku ¢.3.
Vysledky byly porovnany a vyhodnoceny v programu RStudio (verze pro Windows) za
pouziti Kruskal-Wallis a Post hoc testu a byly zaznamenany signifikantni / statisticky

vyznamne rozdily na hranici vyznamnosti P<0,05.

Tabulka €.3 Determinace stupn€ parazitdrni infekce na stupnici 0-4

Oznacdeni Slovni hodnoceni Jiné oznaceni Nalezené mnoZstvi
0 bez nalezu bez 0 ks
1 ojedinéle 0j. 1-3 ks
2 vEtsi nalez + 3-7 ks
3 infekce ++ 7-14 ks
4 silna infekce +++ > 14 ks
3.2 PRAKTICKY POKUS

Druhy, jiz prakticky pokus s kapry trzni velikosti a s plidkem kapra probihal na
sadkach Rybarstvi Lnafe v Rozmitdle pod TifemsSinem. Tento test byl rozdélen do
nékolika mensich experimentl napii¢ mésici. Jednotlivé testy pak probihali v mésicich:
duben, kvéten, ervenec a zafi.

PRITOK

Obrazek ¢.22 — Schéma prub&hu experimentu na sadkach v Rozmitale pod TfemsSinem
a smér proudéni vody v haltytich (vlastni zdroj).

Experimenty probihaly ve 3 zemnich haltytich (obr. ¢. 22) za stalého ptitoku
a odtoku vody, bez pfitomnosti aerace. Experiment probihal podle aktudlnich venkovnich
svételnych 1 klimatickych podminek v daném mésici. Po ukon¢eni experimentu bylo vzdy

provedeno parazitologické vySetfeni testovanych ryb.
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Obrazek ¢.23 — Pokusné zemni haltyie, ve kterych probihaly praktické provozni experimenty na
sadkach v Rozmitale pod TiemSinem. Na fotografii lze vidét spusténi hladiny vody na % pied
druhym experimentem (vlastni zdroj).

Prvni experiment byl proveden 20. dubna 2020 a trval 7 dnu. V experimentu bylo
pouzito 30ks plidku kapra obecného (Cyprinus carpio L.) o primérné vaze 37£17 grami.
Ryby byly po odloveni vrhaci siti z rybnika rozdéleny do tii skupin po 10 ks a vysazeny
do haltytu s plnou hladinou vody. Prvni skupina nesla oznaéeni K, tedy kontrola. Do
druhého haltyte byl aplikovan Persteril 15 % 1x denné. Dosazena koncentrace KPO byla
1 mg/l — skupina KPO. Do tfetiho haltyfe byla aplikovana stl NaCl téz 1x denné
v mnozstvi 5 g/l — skupina NaCl. Po 7denni expozici byly ryby odloveny a nasledné
podrobeny parazitologickému vySetieni se stejnym postupem jako v laboratornim
experimentu.

Druhy experiment probihal od 11. kvétna 2020 a rovnéz trval 7 dnti. 30 ks pludku
kapra obecného o primérné hmotnosti 34+12 grami bylo rozdéleno do 3 skupin
(3 haltyti). Experiment se 1i8il expozi¢ni koncentraci zptisobenou poloviénim mnoZzstvim
vody Vv haltytich. Jedna ze skupin byla kontrolni skupina - K. Do druhého haltyfe byl
aplikovan 1x denné Persteril 15 % s dosazenim cilové koncentrace G¢inné latky KPO 2
mg/l. Zména koncentrace nastala také u tfeti skupiny, kde bylo aplikovano 1x denné
10 g/l NaCl. Po 7 dnech byly ryby parazitologicky vySetfeny.

Treti experiment probihal od 29. ¢ervna po dobu 12 dnt (prodlouzili jsme dobu

expozice o 4 dny) se stejnym mnozstvim plidku kapra obecného o priimérné hmotnosti
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32+14 gram, pfi stejnych koncentracich jako v pfede§lém experimentu, coZ znamena
1x denn¢ 2 mg/l KPO a 10 g/l NaCl. U skupiny KPO byl zaznamenan tthyn ptiblizné¢ 20
ks z blize nespecifikovanych divodi. Po ukonéeni experimentu bylo u ryb provedeno
parazitarni vysetieni.

Ctvrty pokus probihal v letnich mésicich pii odlovech trznich velikosti kapra
obecného. Na experiment bylo vyuzito 18 ks trzniho kapra o primérné vaze 1750 g. Ryby
byly aklimatizovany 10 dni na saddkach. Nasledné byly stejné jako pii predeslych
pokusech rozdéleny do 3 skupin — kontrola, KPO a NaCl. Pouzité koncentrace byly
zachovany a aplikovany v mnozstvi 1x denné 2 mg/l Persterilu a 10 g/l NaCl. Délka
experimentu na poloviéni vod¢ trvala 7 dnli, po kterych byly ryby parazitologicky
vySetfeny.

Déle byl od 24. zati 2020 proveden zkuSebni dopliikovy experiment na trznich
kaprech 1 pladku z letnich odlovi. Pliildek byl ponechan po dobu jednoho tydne ve velké
s&dce s pridanym kvadrem soli. Ta se v sadce méla postupné rozpoustét a uvoliovat do
vodniho prostiedi a pusobit tak na nasazené ryby. Po 7 dnech bylo na 10 kusech ndhodné
vybranych ryb provedeno parazitologické vySetieni.

Jak uz je zminéno vySe, u vSech testovanych ryb bylo vzdy provedeno
parazitologické vySetieni kize a zaber. Pomoci skalpelu byl odebran kozni stér a po omyti
skalpelu zaberni stér (stérem od chrupavky az po konce zabernich listkd). Takto odebrané
vzorky byly umistény na podlozni sklicka s pfidanim kapky vody a nasledné piekryty
krycim sklickem. Zhotovené preparaty byly tedy pfipraveny na determinaci parazit
pomoci mikroskopu pii 40 az 100x zvétSeni.

Determinované vzorky byly nasledné¢ vyhodnoceny pomoci vypocitané prevalence
(v %) a pomoci stupné intenzity nalezenych druhd infekci vypocitaného pouze
z infikovanych ryb. Pro determinaci stupné parazitarni infekce jsem vyuzival taktéz
tabulku ¢. 3. Tyto vysledky byly porovnany a vyhodnoceny v programu RStudio (verze
pro Windows) za pouziti Kruskal-Wallis a Post hoc testu a byly zaznamenany

signifikantni (statisticky vyznamné) rozdily na hranici vyznamnosti P<0,05.
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Tabulka ¢.4 - Tabulka vyuzivana k mikroskopické determinaci paraziti (Koldrova a kol., 2016)

Nazev Ichthyobodo Trichodina sp. Chilodonella sp. | Apiosoma sp. Epistylis sp.
parazita necatrix
Velikost 12-20 17-60 60—80 60—80 60—80
(km)
Foto
Nazev Ambiphrya sp. | Ichthyophthirius | Gyrodactylus Dactylogyrus Argulus sp.
parazita multifiliis sp. sp.
Velikost 60—90 50—1 000 500—1 500 500—1 500 az 15 000
(um)
Foto Q

¥ 4
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4. VYSLEDKY

41 VYSLEDKY LABORATORNIHO EXPERIMENTU

4.1.1 HEMATOLOGICKE VYSETRENI

Z vysledkl namétenych hodnot hematologickych parametrti uvedenych v tabulce ¢.4
je patrné, ze pii pokusu doslo ke statisticky vyznamné zméné€ pouze u jednoho parametru.
Hodnota hematokritu (PCV) ve skupiné KPO 1 byla statisticky vyznamné nizsi (P<0,05)
nez hodnota z kontrolni skupiny naméfena bezprostiedné pied za¢atkem testu (graf ¢. 1).
Nepatrné snizeni hodnot bylo zaznamenano také u hemoglobinu ve skupinach KPO 1
a KPO 10. Uvedené¢ rozdily vSak nebyly statisticky vyznamné. Dal§i naméiené hodnoty

hematologickych ~ parametrt  u  kapra obecného  (Cyprinus carpio L.)

se statisticky vyznamné nelisily od hodnot kontrolnich skupin ryb.

Tabulka ¢&.5 - Vysledky hematologického vysetieni plidku kapra obecného (Cyprinus carpio L.)
z laboratorniho experimentu. V tabulce jsou uvedeny hodnoty kontrolni skupiny a dopliikové
kontrolni skupiny odebrané pfed samotnym experimentem. Dale hodnoty naméfené u skupin
NaCl 2, NaCl 5, KPO 1 a KPO 10. Jednotlivé ukazatele jsou vyjadieny v podobé prumeru
S doplnénim plusové a minusové smérodatné odchylky.

Kontrola pied NaCl 2 NaCl 5 KPO 10 KPO 1 Kontrola
Parametr
(jednotky)
x £ SD (n=7) x £ SD (n=7) x £ SD (n=7) x £ SD (n=7) x £ SD (n=7) x £ SD (n=7)
RBC (T/I) 1,44 £0,17¢ 1,47 £0,122 1,38 £ 0,29° 1,47 £0,34° 1,33 £0,24° 1,48 £ 0,277
WBC (G/1) 44,94 + 13,79° 67,29 +21,79° | 53,71 £12,81* 51,93 + 14,24% 52,5+ 13,76* | 53,07 = 15,81*
PCV (I/) 0,32 + 0,02* 0,29 + 0,02 0,27 + 0,05® 0,28 + 0,02 0,26 + 0,04° 0,29 + 0,04
Hb (g/l) 76,22 + 10,75° 71,87 + 4,76% 74,13 + 14,06* 67,97 +15,48% 68,59 + 9,25% 71,41 +£9,64%
MCV (fl) 224,60 £ 19,89% 199,71+ 17,90* | 201,38 +£20,36* | 196,89 + 37,97% | 201,22 + 43,48 (199,43 + 25,74*
MCH (pg) 53,18 + 7,228 48,97 + 3,54° 54,49 £ 6,75% 47,68 + 14,93% 52,76 £ 9,80% 49,34 +7,89*
MCHC (/1) 0,24 +0,03* 0,25 +0,01° 0,27 £ 0,022 0,24 +0,05* 0,26 + 0,01° 0,25 +0,01°

*Qdlisna pismena indikuji statisticky vyznamny rozdil na hlading vyznamnosti P<0,05. Tyto zmény jsou
pro lepsi ptehlednost zvyraznény zlutou barvou.
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Graf ¢.1 - Hematokrit (PCV) u testovanych skupin kapra obecného (Cyprynus carpio L.).
Znazornény jsou: kontrolni skupina pied a po experimentu, testované skupiny NaCl 2 (NaCl 2
g/l), NaCl 5 (NaCl 5 g/l) a KPO 10 a KPO 1 (KPO v koncentracich 1 a 10 mg/l). Odli§na pismena
indikuji statisticky vyznamny rozdil na hladiné vyznamnosti P<0,05 ve skupiné Kontrola pted
(experimentem) a ve skupiné KPO 1.

Hematokrit (PCV)

T - 032a

l 0,29 ab
03 I

Z 028 l

TO,ZB ab

l ~0,26b
4

~ 0,27 ab

Kontrola pfed NaCl 2 NacCl 5 KPO 10 KPO 1 Kontrola
Skupiny
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4.1.2 BIOCHEMICKE VYSETRENI

V biochemickém profilu doslo k statisticky vyznamnému zvySeni aktivity (P<0,05)
ALT, AST a LDH u skupin KPO 1 a KPO 10 v porovnani s kontrolami (graf ¢. 2).
Hodnoty NHs v plazmé byly u téchto skupin (KPO 1 a KPO 10) rovnéz v porovnani
s kontrolami statisticky vyznamné vyssi (P<0,05). VSechny hodnoty jsou uvedeny

v tabulce &.5.

Tabulka ¢.6 - Vysledky biochemického vySetieni plazmy od pladku kapra obecného (Cyprinus
carpio) z laboratorniho experimentu. V tabulce jsou uvedeny hodnoty kontrolni skupiny a dopliikové
kontrolni skupiny odebrané pfed samotnym experimentem. Dale hodnoty naméfené u skupin NaCl 2,
NaCl 5, KPO 1 a KPO 10. Jednotlivé ukazatele jsou vyjadieny v podobé priméru s doplnénim plusové a

minusové smérodatné odchylky.

Parametr | Jednotky Kontrola pfed NaCl 2 NaCl 5 KPO 10 KPO 1 Kontrola
X+ 8D (n=7) X+ 8D (n=7) X+ SD (n=7) X+ SD (n=7) X+ SD (n=7) X+ 8D (n=7)
GLU mmol/l | 2,69 + 0,60° 2,76 +0,28° 2,68 +0,72° 2,83 +0,48° 2,63 + 0,25 2,70 + 0,242
ALB g/ 438+106° | 3714138 4,57 +0,98° 443+ 1,27° 4,29 + 1,60° 4,29 + 1,50°
TAG mmoll | 162+033* | 156052 1,49+ 0,33 1,61+0,51° 1,59 + 0,24° 153+ 0.24°
Hs g/ 35+1,77° 3557+151° | 35714236° | 3429+335° | 3586+241° | 3457+257°
ALT wkat!l | 044+013 | 045%0,16° 0,43+ 0,14° 0,76 £ 0,23° 0,76 £ 0,13" 0,43+0,13°
AST ukat!l | 174+030° | 1,77+0,68° 1,64 +0,38 3,18 + 0,46° 3,07+ 0,48 1,76 + 0,51°
LDH ukat/!l | 1448+086* | 1514+2520 | 1463+196* | 1827+104° | 1816+080° | 14,36+0,64°
NH; Hmol/l | 264,38 + 553 | 269,29 + 4529% | 249,14 +28,77* | 342,50+2221° | 356+34,12° | 256,86 + 30,25

*Qdlisna pismena indikuji statisticky vyznamny rozdil na hlading¢ vyznamnosti P<0,05. Tyto zmény jsou
pro lepsi prehlednost zvyraznény zlutou barvou.

Graf ¢.2 az ¢.5 - Grafické znazornéni statisticky vyznamnych zmén biochemickych parametra —
ALT, AST, LDH a NHs Odlisna pismena indikuji statisticky vyznamny rozdil na hladiné
vyznamnosti P<0,05
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4.1.3 PARAZITOLOGICKE VYSETRENI

Vysledky parazitologického vySetieni jsou uvedeny v tabulce €.6. Z vySetteni ryb je
patrny ojedinély az vy$$i nalez parazitt Trichodina sp., Dactylogyrus sp.,
a Apiosoma sp. v kontrolni skupin¢ (Kontrola). Ve skupiné NaCl 2 byl taktéz ojedinély
az vetsi nalez paraziti Trichodina sp. (zébry i kaze) a Dactylogyrus sp. (zZabry).
U testované skupiny KPO 10 nebyl nalezen ve stérech z kiize a zaber zddny parazit.
Skupina KPO 1 pak 1épe pusobila na Trichodina sp., ktera se v ani jednom odebraném
vzorku nenalezla. Ojedinély nalez Dactylogyrus sp. byl k vidéni ve vzorcich odebranych
z zaberniho aparatu. Velmi dobie se jevilo také pouziti vyssi koncentrace soli (5 g/l)
ve skupin€ NaCl 5. V této skupiné byl nalezen pouze jeden ojedinély nalez Trichodina
sp. ve vzorku z kuze. Kladné vysledky z laboratorniho experimentu bylo tak nutné

vyzkousSet v praxi, pii praktickém vyuziti.

Tabulka ¢&.7: Prevalence (%) a prumérny stupenn detekovanych parazitarnich infekci (0-4) -
laboratorni pokus

Prevalence / stupen infekce 0-4
(%) (pramérny stupen infekce na skupinu)
Skupina
KUZE ZABRY
Trichodina sp. Apiosoma sp. Trichodina sp. Dactylogyrus sp.
K 71/1,4 57/0,7 86/1,0 57/0,9
NaCl 2 100/1,6 0/0 86/1,4 43/0,4
NaCl 5 14/0,1 0/0 0/0 0/0
KPO 10 0/0 0/0 0/0 0/0
KPO 1 0/0 0/0 0/0 43/0,4

Statisticky vyznamny rozdil na hladiné vyznamnosti P<0,05 je ve sloupcich zvyraznén zlutou barvou.
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Graf ¢.6 - Grafické znazornéni primeérného stupné parazitarniho zatizeni na kizi v laboratornim
experimentu u ryb ve skupinach NaCl 2, NaCl 5, KPO 10, KPO 1 a Kontrola. Cisla znagi
primérné stupné nalezenych parazitl viz *.
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Graf &.7 - Grafické znazornéni pramérného stupné parazitarniho zatizeni na zabernim aparatu
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414 FYZIKALNI VLASTNOSTI VODY

Veskeré naméfené hodnoty jsou uvedeny v kapitole 11. V zadnych aspektech
nedoslo k vyraznému vykyvu hodnot a experiment tak nebyl ovlivnén vlivem odlisnych
podminek prostiedi. U skupiny Kontrola vSak byla data zaznamenana az od 2.dne

experimentu.

42 VYSLEDKY PRAKTICKYCH POKUSU

421 PARAZITOLOGICKE VYSETRENI

V prvnim praktickém pokusu (graf ¢. 8 a 9) byl patrny nizky nalez parazitt
Trichodina sp. ve vSech testovanych skupinach, a to jak na ktzi, tak na zabernim aparatu.
Na zabrach u skupin KPO a NaCl byl determinovan také mensi nalez Gyrodactylus sp.
Stupen parazitarniho zatizeni zaber u skupiny Kontrola (graf ¢. 9) je vyrazné nizsi, nez u
skupin KPO a NaCl.

Ve druhém praktickém pokusu (graf ¢. 10 a 11) byl na kizi nalezen vetsi vyskyt
paraziti Trichodina sp. ve skupiné Kontrola. Ojedinély nalez tohoto parazita byl patrny
také u skupiny NaCl.

Témét bez nalezu paraziti na kazi byla skupina KPO. Zde byl determinovan pouze
velmi nepatrny nalez Trichodina sp. a sou¢asné nepatrny nalez kozovce (Ichthyophthirius
multifiliis).

Ve skupiné Kontrola se ve vzorcich z zaberniho aparatu nasla celd fada paraziti —
Trichodina sp., Dactylogyrus sp., Ichthyophthirius multifiliis a Epistylis sp. Oproti tomu
nebyl nalezen zadny zastupce Trichodina sp. ve skupiné¢ KPO. Ve vsech skupinach byl

vSak pfitomen mensi, ojedinély nalez parazitt Dactylogyrus sp.
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PRVNI POKUS

Graf ¢.8 — Grafické znazornéni stupné parazitarniho zatizeni na kazi pfi 1. pokusu ve skupinach

Kontrola, KPO a NaCl. Cisla zna¢i mnozstvi nalezenych parazitii viz *.
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Graf €9 - Grafické znazornéni stupné parazitdrniho zatizeni na zabrach pti
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DRUHY POKUS

Tabulka ¢€.8: Prevalence (%) a pramérny stupen detekovanych parazitarnich infekei (0-4) - 2.
pokus.

Prevalence / stupen infekce 0-4
. (%) (pramérny stupen infekce na skupinu)
Skupina KUZE 7ZABRY
Trichodina sp. Gyrodactylus sp. Trichodina sp. Dactylogyrus sp.
K 100/2,5 10/0,1 80/0,9 50/0,5
KPO 10/0,1 0/0 0/0 50/0,7
NaCl 70/1,2 0/0 50/0,7 30/0,4

Statisticky vyznamny rozdil na hladiné vyznamnosti P<0,05 je ve sloupcich zvyraznén Zlutou barvou.

Graf €.10 - Grafické znazornéni stupné parazitarniho zatiZzeni na kuzi pii 2.pokusu ve skupinach
Kontrola, KPO a NaCl. Cisla zna¢i mnozstvi nalezenych paraziti viz *.
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Graf ¢.11 - Grafické znazornéni stupné parazitarniho zatizeni na zabrach pti 2. pokusu ve
skupinach Kontrola, KPO a NaCl. Cisla zna¢i mnozstvi nalezenych paraziti viz *.
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Ve tretim praktickém pokusu (graf ¢.12 a 13) je patrna vysoka prevalence parazitti
Vv kontrolni skupiné, ale také vEtsi nalez Trichodina sp. na kiizi i zabrach ve skupiné NaCl.
Ve skupiné¢ KPO je vidét snizené mnozstvi nalezi vSech skupin paraziti oproti jinym
testovanym skupinam. V této skupiné se v odebranych vzorcich viibec nevyskytoval druh

parazita Gyrodactylus sp., ktery byl vSak ptitomny ve skupin¢ NaCl a Kontrola.

Posledni, ¢tvrty pokus provedeny na trznich velikostech kapra obecného (Cyprinus
carpio) pii letnich odlovech v zemnich haltyfich na snizené hladiné¢ vody m¢l ovérit
vyuziti 1 u jinych vékovych kategorii nez u pladku. V samotnych vysledcich (graf ¢.14
a 15) lze potvrdit vysoka prevalence Sirokého spektra paraziti — Trichodina sp.,
Gyrodactylus sp., Kozovec (Ichthyophthirius multifiliis), Kaptivec (Argulus foliacea)
a Epistylis sp. v kontrolni skupin€. U skupiny NaCl se vyskytl vétsi nalez paraziti
Trichodina sp. ve vzorcich z kize. U skupiny KPO byl nalezen ojedinély nalez parazitt

skupiny Trichodina sp.

Doplikovy pokus se solnym kvadrem pfidanym do velkého saku spole¢né s plidkem
zaznamenal vysoky nalez parazitd Trichodina sp. (viz kapitola 11). Na zabernim aparatu
byl pak nalezen ojedinély nalez paraziti druhu Dactylogyrus sp. Velmi ojedinéle pak

zastoupeni Epistylis sp. jak na Zabernim aparatu, tak kuzi.

71



TRETI POKUS

Tabulka ¢.9: Prevalence (%) a prumérny stupenn detekovanych parazitarnich infekci (0-4) -

3.pokus
Prevalence stupen infekce 0-4
. (%) (pramérny stupen infekce na skupinu)
Skupina KUZE ZABRY
Trichodina sp. Gyrodactylus sp. Trichodina sp. Dactylogyrus sp.

K 90/1,3 70/0,8 10/0,1 70/1,2
KPO 90/1,3 0/0 0/0 30/0,4
NaCl 100/2 0/0 80/1,1 60/0,6

Statisticky vyznamny rozdil na hladingé vyznamnosti P<0,05 je ve sloupcich zvyraznén zlutou barvou.

Graf €.12 - Grafické znazornéni stupné parazitarniho zatizeni na kizi pii 3.pokusu ve skupinach
Kontrola, KPO a NaCl. Cisla znaéi mnozstvi nalezenych parazitii viz *.
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Graf ¢.13 - Grafické znazornéni stupné parazitarniho zatizeni na Zabrach pii 3.pokusu ve
skupindch Kontrola, KPO a NaCl. Cisla zna¢i mnozstvi nalezenych parazitl viz *.
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POKUS TRZNI RYBY

Tabulka ¢.10: Prevalence (%) a pramérny stupeni detekovanych parazitarnich infekci (0-4) -

pokus trzni ryby
Prevalence / stupen infekce 0-4
(%) (prumérny stupein infekce na skupinu)
Skupina — .
KUZE ZABRY
Trichodina sp. Gyrodactylus sp. | Trichodina sp. Gyrodactylus sp.

K 70/0,7 70/1 17/0,2 100/2
KPO 50/0,5 0/0 33/0,3 17/0,2
NaCl 100/1 17/0,2 83/1,7 70/1,2

Statisticky vyznamny rozdil na hladiné vyznamnosti P<0,05 je ve sloupcich zvyraznén Zlutou barvou.

Graf ¢.14 - Grafické znazornéni stupné parazitarniho zatizeni kiize v pfi pokusu na trznich rybach
ve skupindch Kontrola, KPO a NaCl. Cisla zna¢i mnozstvi nalezenych parazitl viz *.
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Graf ¢.15 - Grafické znazornéni stupné parazitarniho zatizeni na zabrach pii pokusu na trznich
rybach ve skupindch Kontrola, KPO a NaCl. Cisla zna¢i mnozstvi nalezenych paraziti viz *.
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5. DISKUZE

V prubéhu laboratornich experimentd doslo hned k nékolika poznatkim. V prvni
fad¢ je tifeba vzdy dbat na spravné déavkovani jakychkoli pfipravkd pro ryby.
V laboratornim experimentu doslo pii aplikaci Persterilu 15 % (skupina KPO 10)
k chybnému propoc¢tu terapeutické koncentrace KPO a do akvaria bylo omylem
aplikovano desetinasobné mnozstvi. To vedlo k poSkozeni ryb, které dospélo az k uhynu
nekolika kust testovanych jedincti. Problematikou a toxicitou na rybach pii pouziti
riznych koncentraci KPO se ve své praci zabyva naptiklad Straus a kol. (2018), ktefi
provedli testy toxicity na dvanacti druzich ryb dilezitych pro chov v akvakultufe, jako
jsou napiiklad pstruh duhovy (Oncorhynchus mykiss) nebo amur bily (Ctenopharyngodon
idella). V praci uvadi, Ze nejstars$i navrh na pouziti kyseliny peroctové (KPO) tucinkujici
proti parazitim ryb navrhl Schdperclaus (1991). Déale vysledky jejich prace prokézali
proménlivou akutni toxicitu u rtznych druhli, kterd je tizce zavisla na chemickych
vlastnostech vody, zejména na nizs§i alkalit¢ a tvrdosti vody. ZvySena umrtnost
testovanych jedinct se vyskytovala ve vodach pravé s nizSimi hodnotami alkality. Pti
veskerych testech pouzivali piipravek Vigor Ox SP-15 sobsahem 15% kyseliny
peroctové. Slozeni tohoto piipravku je téméf totozné s piipravkem pouzitym v piipadé
nasich popsanych experimentil v ¢asti 3. Experimentalni ¢ast. Straus a kol. (2018) ve své
praci pouzili rizné koncentrace od 1,9 do 14 mg/l KPO v zavislosti na druhu testovanych
ryb. Vysledné letalni koncentrace KPO (LC50) stanovili na 4,25 mg/l u pstruha a 4,17
mg/l u amura. Podobné vysledky zaznamenala také Zuskova (2014), ktera poukézala na
srovnatelnou citlivost amura bilého (Ctenopharyngodon idella) a kapra obecného
(Cyprinus carpio) vuci kyseliné peroctové (96hLC50 KP = 4 mg/l). Na podkladé
vysledki ma KPO nizky terapeuticky index, ktery vyjadiuje takzvané méfitko
bezpecnosti 1é¢iva (Terapeuticky index je pomér mezi davkou preparatu, ktera vyvola
l1é¢ebny ucinek, k davce, ktera zpusobi thyn) (Zuskova, 2014). Kitis (2004) uvadi, ze
1 mala koncentrace KPO je velmi G€innd proti Sirokému spektru mikroorganismu, diky
schopnosti narusit prostiednictvim hydroxylovych radikali bunééné membrany.

Je nutné zminit, ze ryby lze poskodit i nevhodnou aplikaci NaCl. Al-Mahmood a kol.
(2020) ve své praci popisuji uc¢inky vysokych koncentraci NaCl na ryby, které indukuji
degenerativni a nekrotické zmény v oblasti Zaberniho aparatu jako jsou zmény Zabernich
vlaken s destrukci cév nebo také hyperplazii sekundarnich Zabernich lamel, zmén

v krevnim profilu a dal$ich patologickych zmén, které mohou vést az k uhynu ryb.
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V zavéru zminuji, ze kratkodobd koupel trvajici 5 minut s koncentraci 100 g NaCl na
1000 1 vody posta¢i na fadnou dezinfekci u¢innou proti mnoha patogeniim vcetné
plistiovych infekei. Takto nizk4 koncentrace se mi vSak zd4 v provoznich podminkach
neefektivni a ptiklanél bych se spiSe k jinym (vy$$im) koncentracim. Jako ovérené
a doporucené jsou podle Kolafové a Svobodové (2009) koupele s koncentraci 10 az 30
g/l NaCl po dobu trvani 15 az 30 minut, které l1ze u vétSiny druhl ryb opakovat dle
potfeby. U rannych stadii plidku (pii teploté¢ vody 20-25 °C) je osvédCena 30minutova
koupel s koncentraci 10 g/l NaCl. K osetieni slabsiho pludku kaprovitych ryb Kolafova
a Svobodova (2009) doporucuji koupele NaCl s koncentraci 20 g/l NaCl po dobu 15
minut.

Pti ptipravé koupele je vSak vzdy nutné nejprve vypocitat piesnou davku a nasledné
ji dle spravnych postupt aplikovat tak, abychom piedesli Skodam na rybi obséadce.
Pouzitim 2 a 5 g/l NaCl pti laboratornim experimentu a 5 az 10 g/1v praktickych pokusech
jsme piedesli takovému poskozeni testovanych ryb. Dle vysledkii z praktickych
pokusii (graf €.8 az 15) Ize tvrdit, ze takto stanovené koncentrace nebyly pfili§ G¢inné na
celou fadu parazitd, jakymi jsou napiiklad jednobunééni protozodlni parazité
a ektomenzalni nalevnici. Aplikace davky 10 g/l NaCl vsak snizuje a zpomaluje rozvoj
monogenealnich infekci zaber a kize, které zptisobuji Gyrodactylus sp. a Dactylogyrus
sp. Moznosti, jak zvysit ucinnost NaCl by bylo vyrazné zkratit Casovy usek koupeli
a zvysit koncentraci na 20 az 30 g/l tak, jak uvadi v metodice praktickych ndvodu
Kolafova a kol. (2016). Toto davkovani je zavislé na druhu, kategorii ryb a popiipadé
chemickych vlastnostech vody.

Lehce niz8i Gspésnost pouziti KPO proti parazitirnim onemocnénim v provoznich
podminkach oproti laboratornim podminkam mutzeme ptisoudit vlivu rozdilné kvality
vody spolu s ménici se teplotou vody v prubéhu ro¢niho obdobi. Zuskova (2014) ve
zpracovanem projektu uvadi, ze je nutné pii aplikaci kyseliny peroctové pocitat s tim, ze
ptitomnost organickych latek, provzdusinovani a kvalita vody tzce souvisi se stabilitou
a rozkladem ucinné KPO. V rdmci projektu posuzovala také stabilitu KPO v piipravku
Persteril ve vztahu k teplot¢ vody a organickému zatizeni. Ve vysledcich uvadi, ze
v piipadé pouziti destilované vody pii nizSich teplotach je pokles koncentrace KPO
fadove nizsi, oproti pouziti rybni¢ni vody, kde doslo v prvnich 3 hodinach k poklesu

koncentrace o 30 az 40 %.
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I ptesto, Ze se GspeSnost kyseliny peroctové proti parazitim v obou koncentracich pii
laboratornim pokusu jevila velmi dobfe, v koncentraci 1 mg/l (skupina KPO 1) se objevila
statisticky vyznamnd zména oproti kontrole pfi hematologickém vySetfeni u hodnoty
PCV — hematokritova hodnota (Tabulka ¢.4, Graf ¢.1). Svobodové a kol. (1991) uvadi,
ze se fyziologické hodnoty u kapra obecného (Cyprinus carpio) pohybuji v rozmezi 0,28-
0,40 I/1. Chupani a kol. (2014) ve sveé praci zhodnocuji vliv kyseliny peroctové na
hematologické a biochemické ukazatele u testovanych juvenilnich jedincii amura bilého
(Ctenopharyngodon idella). Pti terapeutické koupeli po dobu 10 dnt vyuzivali
koncentrace 1 a 3 mg/l KPO, které do nadrzi pridavali dvakrat denné. I pies jiny format
testu a vys$$i pouzitou koncentraci KPO ve vodé ryby nevykazovali zadné statisticky
vyznamné rozdily hematologickych parametrti. Naproti tomu vysledky biochemickych
ukazatelil stejné jako v naSem testu ukdzali statisticky vyznamné zmény hned v n€kolika
parametri. Ve srovnani s kontrolou se v praci Chupani a kol. (2014) zvysilo mnozstvi
AST (aspartataminotransferaza), CK (kreatinkindza) a LDH (laktatdehydrogenaza) u
skupiny vystavené 1 mg/l KPO dvakrat denné po dobu 10 dnii. Ve vyssi pouzité

koncentraci 3 mg/l KPO zaznamenali vysokou mortalitu 71,5 %.

U biochemickych parametrli se v naSem laboratornim pokusu jednalo o zvySeni
aktivity enzymu AST, LDH a ALT. Dale pak doslo k rozdilu koncentrace NH3 (amoniak
Vv plazmé) v porovnani s kontrolni skupinou (tabulka ¢.4 a graf ¢.2, 3, 4, 5) po aplikaci
KPO 1 a 10 mg/l. De Pedro a kol., (2005) ve své praci pfipominaji, ze hematologické
a biochemické ukazatele vysetfované krve poskytuji spolehlivy odraz zdravotniho stavu
ruznych organismi vcetné ryb. Proto je nezbytné tato vySetieni ryb provadét a vytvorit
tak nové, co nejméné invazivni postupy aplikace antiparazitarnich léciv, které by se
mohly zaradit do bézného provozu rybarskych firem a predejit tak ztratdm na rybi

obsadce.

Hodnotu PCV u kontrolni skupiny pted pokusem mohli ovlivnit fyzikdlni vlastnosti
vody, jako je naptiklad teplota. Sharma a Sukla (2021) ve své praci porovnavaji vliv
kolisani teploty na hematologické parametry u kapra obecného (Cyprinus carpio L.).
Béhem obdobi s kolisajici teplotou (testovano od ledna s nejnizsi naméfenou teplotou 8,3
°C az do ¢ervna s nejvyssi teplotou 22,6 °C) pozorovali vyrazné zmény hodnot vSech
parametrii krve. N4§ pokus probihal v obdobi 7. az 15. prosince. Sest dni po odlovu

Z ptirozen¢ho prostedi se ryby aklimatizovaly na prostfedi experimentu s primérnou
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teplotou ve skupiné¢ 14,4°C. Tudiz se diky zméné teplot prostfedi mohl zménit

hematologicky parametr PCV — hematokrit.

Lze tak konstatovat, ze aplikacni schéma skupin NaCl 2 (2 g/1), NaCl 5 (5 g/l), KPO
1 (1 mg/l) ma nevyrazny, nebo minimalni vliv na zdravotni stav kapra obecného
(Cyprinus carpio) a lze jej doporuéit pro pouziti ve vySe zminénych koncentracich
k 1é¢beé. Jednorazova aplikace 10 mg/l KPO zpusobila mortalitu, a tudiz je k 1écbé
nevyuzitelna.

Zuskova (2014) se ve své praci pilotniho projektu o vyuziti kyseliny peroctové mimo
jiné zabyvala preventivnimi koupelemi kapra obecného (Cyprinus carpio), stejné jako
Vv nasem experimentu. Vysledky naznacuji vyznamny pokles intenzity infekce zptisobené
parazity Trichodina sp. a Apiosoma sp. po aplikaci 1,5 mg/l KPO do pfepravni bedny.
Vyrazny pokles parazitd Trichodina sp. po aplikaci KPO v podobé Persterilu 15 %
muizeme potvrdit podle vyhodnocenych dat z laboratorniho experimentu. Ve skupiné
KPO 1 a KPO 10 s pouzitim 1 mg/l a 10 mg/l byl ptipravek 100% tGspésny. V odebranych
vzorcich z zeberniho aparatu byl prokdzan pouze velmi ojedinély nalez Dactylogyrus sp.
Velmi dobfe se jevila také skupina s pouzitim 5 g/l NaCl, ve které bylo nalezeno jen velmi
malé mnoZstevni zastoupeni Trichodina sp. Oproti kontrole se vani jednom
z testovanych skupin (NaCl 2, NaCl 5, KPO 1 a KPO 10) nevyskytoval zadny zastupce
paraziti Apiosoma sp., i kdyz i v kontrolni skupiné bylo nalezeno pouze velmi malé
mnozstvi téchto paraziti(graf ¢. 6 a 7). Z provedenych laboratornich testli je patrna
ucinnost 5 g/l NaCl hlavn¢ na vicebunééné parazity zaber (Dactylogyrus sp.). Zajimavé
vysledky pfineslo také pouziti Persterilu 15 % u skupiny KPO 1 (1 mg/l), v jehoz slozeni
je zastoupena kyselina peroctova. Ta byla 1épe €inna proti protozoalnim parazitim
Apiosoma sp. a Trichodina sp. Tyto vysledky vSak bylo nutné ovétit a potvrdit v praxi.

Z provedenych praktickych pokusti na sadkach v Rybaistvi Lnafe v Rozmitéale pod
TremSinem nelze jednoznacné potvrdit vliv na jednobunétné protozoalni parazity
a ektomenzalni nalevniky u skupin s pouzitim NaCl. Nutno podotknout, Ze prvni test (graf
¢. 8a9) ovlivnilo $patn¢ zvolené schéma experimentu. Proto je viditelnd nizka prevalence
paraziti ve skupin¢ Kontrola. Kontrolni skupina byla totiz umisténa na zacatek kaskady
zemnich haltyit. To mohlo zkreslit vysledky testu, protoze pfitékajici voda byla bohaté
na piirozenou potravu a plankton. Vyrazné to tak mohlo posilit obranyschopnost ryb

Vv kontrolni skuping.
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Po upraveni schématu experimentu vcetné zvysSeni koncentraci ucinnych latek se
proved| 2. prakticky pokus. Z parazitologického vySetteni (graf ¢. 10 a 11) je uz patrna
vysS8i prevalence paraziti v kontrolni skuping. Velmi dobte se jevila skupina KPO
s pouzitou koncentraci 2 mg/1 proti parazitim Trichodina sp. Statisticky vyznamny rozdil
na hladin¢ vyznamnosti P<0,05 oproti kontrole byl dokdzan v této skupiné jak na kuzi,
tak na zabernim aparatu. Velmi siln€ dokazal v tomto piipadé potlacit rozSifenou infekci,
ktera byla nalezena v kontrolni skuping. Statisticky vyznamné zmény byly nalezeny i na
kazi pfi 3.testu provadéném na kapiim pluadku proti Zabrohlistu Gyrodactylus sp. pii
aplikaci stejné koncentrace KPO. Pisobeni KPO na parazity druhu Gyrodactylus sp. se
nasledné potvrdil i pfi testech na trznich rybach. Zde doslo ke statisticky vyznamnym
zménam na hladiné vyznamnosti P<0,05 oproti kontrole na Zabernim aparatu pravé u
vySe zminéného parazita. KPO ma prokazatelnou schopnost eliminace protozoalnich
paraziti Trichodina sp. a zabrohlistt Gyrodactylus sp. JelikoZ se posledni testy provadély
Vv mésici ¢ervenci a zafi mohlo dojit z divodu vyssi teploty vody k rychlejsimu rozkladu
aktivnich latek Persterilu a tim snizeni koncentrace v prostfedi. Na druhou stranu zvySena
teplota vody zvySuje Uc¢innost, ale také toxicitu 1é€ebnych prostfedkd vici rybam. Proto
se pied kazdou 1é¢ebnou koupeli méti teplota vody (Koldarova a Svobodovd, 2009).

Dal$im moznym faktorem nékterych nejasnych vysledki mtize byt organické
znecisténi vody a Cetné mnozstvi parazitarnich organismd, které se vyskytuji v ptitokové
vod¢ a tim mohlo dojit k reinfekci obsadky.

Pti vyuziti kyseliny peroctové v podobé Persterilu je nejlepsi zvolit postup, jaky
aplikovali Chupani a kol. (2014), a to aplikovat tuto latku k oSetfovanym rybam
pravidelné v mensich davkach (napt.: 2x denné) po delsi ¢asovou osu. Tim predejdeme
sniZzeni koncentrace U¢inné latky z diivodu rychlého rozkladu, ale i pfesto vyuzijeme
benefity této latky a nezatizime vodni prostiedi. Kyselina peroctova totiz nezanechava
rezidua v mase ryb, ani ve vodnim prostiedi a jeji dopad na Zivotni prostiedi je tak

minimalni (Kitis, 2004; Zuskova a kol., 2011).

Dopliikovy pokus se solnym kvadrem pfidanym do velkého saku spole¢né s plidkem
muzeme vyhodnotit jako neuspé$ny. V odebranych vzorcich z zaber a kuze byl
determinovan vysoky nalez parazita Trichodina sp. Na zabernim aparatu byl ojedinéle
nalezen parazit Dactylogyrus sp. Velmi ojedinéle pak zastoupeni Epistylis sp. jak na
zabernim aparatu, tak kizi. Takto vysokd prevalence parazitii mohla byt zplsobena

znemoznénim ovlivnit koncentraci a ddvkovani soli do vodniho prostfedi. Davku NaCl
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ve vod¢ udavala jen schopnost rozpustnosti kvadru, kterou mohly ovliviiovat fyzikalné-

chemické vlastnosti vody a vlivy okolniho prostiedi.
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6. ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo posoudit ucinnost profylaktickych a 1écebnych
koupeli chloridu sodného (NaCl) a kyseliny peroctové (C2HsO3) na ektoparazity
a posoudit jejich vliv na zdravotni stav kapra obecného (Cyprinus carpio) pomoci
hematologického a biochemického vySetieni. Test antiparazitarni 1é¢by byl proveden
formou lécebnych koupeli s riznymi koncentracemi ucinnych latek KPO a NaCl jak
Vv laboratornich, tak v pfirozenych podminkéach prostfedi. Z ptvodné testovanych 5
skupin (Kontrola, NaCl 2, NaCl 5, KPO 1 a KPO 10) byla skupina KPO 10
s koncentraci 10 mg/l KPO z divodu mortality n€kolika testovanych ryb oznacena za
nepouzitelnou v praxi. Nadale vSak byly neuhynulé ryby z této skupiny hematologicky

a biochemicky testovany.

Testem 1éCebnych koupeli bylo (i pfes nalezeni statisticky vyznamnych zmén)
potvrzeno, ze testovana aplikacni schémata maji minimalni nebo Zadny negativni vliv na
zdravotni stav ryb z hlediska zmén hematologickych a biochemickych parametra.
Hodnoty hematologickych ukazatelli se u jednotlivych skupin neliSily. Jediny statisticky
vyznamny rozdil (P<0,05) byl zaznamenan u hematokritu (PCV), kde se lisila vstupni
kontrolni skupina od skupiny KPO 1. Niz8i hodnoty byly zaznamenany rovnéz u
hemoglobinu ve skupinach KPO 1 a KPO 10, kde ale snizeni nebylo statisticky

vyznamné.

U skupin KPO 1 (1 mg/l) a KPO 10 (10 mg/l) byla vyhodnocena zvySena aktivita
enzymi LDH (Laktatdehydrogenaza), ALT (alaninaminotransferaza), AST
(aspartataminotransferaza) a NH3 (amoniak v plazm¢) v porovnani s kontrolami.
Nameétené hodnoty naznacuji moznou schopnost kyseliny peroctové ovliviiovat funkci
jater. Nase enzymatické hodnoty vzrostly na 1,2 (pro LDH) az 2 (pro ALT a AST)
nasobek hodnot kontrolnich skupin, coz je pro tydenni pouziti KPO pfijatelné

a bezpecné.

Z laboratornich testd je patrna ucinnost 5 g/l NaCl po dobu 8 dnid na vicebunécné
parazity Zaber (Dactylogyrus sp.) a 1 mg/l KPO po dobu 8 dnti na protozoalni parazity
Apiosoma sp. a Trichodina sp.
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U pokusti provadénych v provoznich podminkéach na kapiim plidku a trznich rybach
byla prokézana statisticky vyznamna schopnost eliminace protozoalnich parazit
Trichodina sp. a zabrohlisti Gyrodactylus sp. Z divodu organického zatiZeni je vSak
nutné aplikovat dvojnasobnou davku kyseliny peroctové, nez je potieba v Cisté vodé
(napf.: v laboratornich podminkach). Aplikované davky NaCl (10 g/l) snizuji
a zpomaluji rozvoj monogenedlnich infekci zaber a kuze, které zplsobuji rody
Gyrodactylus sp. a Dactylogyrus sp. Neni vSak patrny zadny vliv na jednobuné¢né

protozoalni parazity a ektomenzalni nalevniky.

Je nutné déale pokracovat ve vytvareni vhodnych technologickych postupli
tak, aby se neinvazivni 1éCiva zaradila do stavajicich chovnych postupli a vyuzil se tak
jejich vysoky potencial a bezpetnost jak zhlediska kumulace nezadoucich latek
v mase konzumnich druht ryb, tak z hlediska ochrany zdravi ryb a nezavadnosti jejich

chovného prostredi.
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11. DOPLNUJICI DATA

1. Namétené pH v jednotlivych dnech experimentu ve skupinach Kontrola, NaCl 2, NaCl 5, KPO
10 a KPO 1 u laboratorniho pokusu
Kontrola - mnoistvi pH

8 7,87
7,78 7,78 7,77 7,78

7,8

7,6

7.4

pH

7,2 ,12

6,8

6,6

1 2 3 4 5 6 7 8
Dny experimentu

e pH

NaCl 2 - mnoZstvi pH

8 7,88
7.79 7,79

7,8 7,71
7,6

7,4

pH

7,2

6,8

6,6

1 2 3 4 5 6 7 8 9
Dny experimentu

i DH
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pH

pH

pH

7,8
7,6
7,4

7,2

6,8

6,6

7,8
7,6
7,4

7,2

6,8
6,6
6,4

6,2

7.8

7,6

74

7.2

6,8

6,6

7,64

7,72

7,77

7,67

7,69

7,88

7,74

7,74

NaCl 5 - mnoistvi pH

7,83

5

Dny experimentu

=== pH

7,82

PAA 1 - mnoistvi pH

7,69

7,63

5
Dny experimentu

el D H

PAA10 - mnoizstvi pH

7,67

7,65

5

Dny experimentu

e DH
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7,78

6,94



2. Naméftené teploty (t) v jednotlivych dnech laboratorniho experimentu ve skupinach Kontrola, NaCl

2,NaCl 5, KPO 10 a KPO 1 méfena v stupnich Celsia (°C).

15,2

15
14,8
14,6
14,4
14,2

14
13,8
13,6

Teplota (t)

s KONtrola
s N2 C12
s N2 C5
KPO1
s K PO 10

14,3
14,2
14,3
14,3

Laboratorni experiment teplota vody (t)

H___-_

2 3
14,2 14,1
14,3 14,4
14,4 14,5
14,3 14,3
14,4 14,3

14,1
14,5
14,4
14,3
14,3

Kontrola == NaCl2

Dny experimentu

5
14,2
14,5
14,7
14,3
14,3

NaC5

143
14,5
14,7
14,4
14,4

14,4
14,6
14,5
14,5
14,5

KPO1 === KPO 10

14,2
14,5
14,7
14,5
14,6

14,7
14,9
15
15
14,8

3. Nameéftené pH v jednotlivych dnech laboratorniho experimentu ve skupinach Kontrola, NaCl 2, NaCl

5,KPO 10 aKPO 1.

78
7,6
74
7,2

7
6,8
6,6
6,4
6,2

pH

s KONtrola
NacCl2
NaCs
wKPO 1
s KPO 10

Laboratorni experiment - pH

7,71
7,69
7,64
7,72

Dny expérimentu

2 3 4 5

7,78 7,77 7,87 7,78

7,79 7,88 7,79 7,71

7,77 7,88 7,71 7,83

7,67 7,74 7,69 7,63

7,69 7,74 7,67 7,65
w——Kontrola e===NaCl2 «—NaC5
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7,77
7,7
7,82
7,37
7,41

7,31
7,13
7,21
6,84
6,98

e KPO1 e KPO 10

7,78
7,56
7,78
7,38
7,39

7,12
7,05
7,11
6,94
6,99



4. Naméfené¢ mnozstvi kysliku ve vodé (O2) v jednotlivych dnech laboratorniho experimentu ve
skupinach Kontrola, NaCl 2, NaCl 5, KPO 10 a KPO 1 métena v mg/l.

Laboratorni experiment - kyslik (02)

12
-
:'i 10
E
- 8 E
2
E 6
g 4
2 2
E 0 Dny rimentu
1 2 3 4 S 6 7 8 9
w— KONtrola 10,23 8,33 8,4 8,4 9,1 8,6 8,3 8,2
e N2 C12 9 8 8,53 8,7 83 9,1 7,96 8,25 8,6
s N2C5 9 8,49 8,6 8,3 8,65 9,3 8,6 9 8,53
e KPO 1 91 9,03 8,3 83 8,1 9,7 8,9 8,95 8,66
s KPO 10 9 9,1 8,7 8,5 83 9,2 9 9 8,9
Kontrola NaCl2 e====NaC5 e KPO1 s KPO 10

5. Tabulka vysledkil stupn€ parazitarniho zatizeni u testované¢ho plidku kapra obecného (Cyprinus
carpio) pri doplnkovém pokusu s hranolem soli bez pouziti kontrolni skupiny v zemnim haltyfi u
jednotlivych ryb

Cislo ryby Skupina Nalez Nalez

- Kuze Zaberni aparat

*0 - bez nélezu, 1- ojedinély nalez, 2 - v&tsi nalez, 3 - infekce, 4 - silna infekce

98



12. ABSTRAKT

Cilem diplomové prace bylo posoudit ucinnost profylaktickych a 1écebnych
koupeli chloridu sodného (NaCl) a kyseliny peroctové (C2:HsO3) na ektoparazity
a posoudit jejich vliv na zdravotni stav kapra obecného (Cyprinus carpio) pomoci
hematologického a biochemického vySetieni. Rybam v laboratornim testu byla po
expozici odebrana krev a bylo provedeno hematologické a biochemické vysetieni.
Parazitarni vySetfeni bylo provedeno v ramci laboratorniho i terénniho experimentu.
Vysledky hematologickych parametrii se u jednotlivych skupin neliily. Jediny statisticky
vyznamny rozdil (na hladiné vyznamnosti P<0,05) byl zaznamenan u hematokritu (PCV),
kde se lisila vstupni kontrolni skupina od skupiny KPO 1 (pouziti koncentrace kyseliny
peroctove 1 mg/l). Vysledky biochemického vySetieni prokazaly statisticky vyznamné
zmény u 4 parametrd v porovnani s kontrolou. U skupin KPO 1 (1 mg/l) a KPO 10 (10
mg/l) byla vyhodnocena zvySena aktivita enzymt LDH (Laktatdehydrogenazy), ALT
(alaninaminotransferazy) a AST (aspartataminotransferazy) a hladiny NHsz (amoniak
Vv plazmg). Pro vyuziti v praxi jsou vSak tyto zmény bezpecné. Z vysledki parazitarniho
vySetfeni laboratorniho pokusu je patrna ucinnost 5 g/l NaCl po dobu 8 dnd na
vicebunééné parazity zaber (Dactylogyrus sp.). Osvédc¢ilo se také pouziti KPO
v koncentraci 1 mg/l po stejny pocet dnli proti protozoalnim parazitim Apiosoma sp.
a Trichodina sp. U pokust provadénych v provoznich podminkach na kapfim
plidku a trznich rybach byla prok&zana statisticky vyznamna schopnost eliminace
protozoalnich parazitd Trichodina sp. a zabrohlisti Gyrodactylus sp. pii pouziti KPO.
Aplikované déavky NaCl vkoncentraci 10 g/l snizuji a zpomaluji rozvoj
monogenealnich infekci zaber a kuze, které zpasobuji rody Gyrodactylus sp.

a Dactylogyrus sp.

Klicova slova: kapr obecny, parazitirni onemocnéni ryb, ektoparazité, parazitologicke
vySetreni, hematologické vysetieni, biochemické vysSetieni
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ABSTRACT

The aim of the present diploma thesis was to assess the effectiveness of prophylactic
and curative baths of sodium chloride (NaCl) and peracetic acid (C2H403) on
ectoparasites and to determinbaths impact on the health of common carp (Cyprinus
carpio) through haematological and biochemical examination. The test of antiparasitic
treatment was executed in the form of long-term curative baths with different
concentrations of active substances Persteril and NaCl, both in laboratory conditions and
in the natural environment. The results of the haematological examination demonstrated
statistically significant changes at the level of significance P <0.05 for only one parameter
in comparison with the evaluation. The level of haematocrit (PCV) in the fish in the group
Control (before test) was higher than level in the group KPO 1 (peracetic acid at a
concentration of 1 mg/l). The results of the biochemical examination showed statistically
considerable changes in 4 parameters in comparison with the evaluation. The level of
LDH (Lactate dehydrogenase), ALT (alanine aminotransferase), AST (aspartate
aminotransferase) and NH3 (plasma ammonia) was highter in the groups KPO 1 (1 mg/l)
and KPO 10 (10 mg/l) then groups Control. Such figures suggest KPO’s potential ability
to influence health conditions. However, these changes are safe if the baths are used up
to one week. The results of the parasitic examination show the effectiveness of NaCl (5
g/l) on multicellular parasites of gills (Dactylogyrus sp.). The use of Persteril in the KPO
1 group (1 mg/l), which contains peracetic acid, has also proved to be successful.
Although it was more effective against protozoan parasites Apiosoma sp. and Trichodina
sp. Experiments performed under operating conditions on a carp fry and market fish
showed a statistically significant ability to eliminate protozoan parasites Trichodina sp.
and gill beetles Gyrodactylus sp. The applied doses of NaCl (10 g/l) reduce and slow
down the development of monogeneal gill and skin infections caused by Gyrodactylus
sp. and Dactylogyrus sp.

Key words: common carp, parasitic diseases of fish, ectoparasites, parasitological

examination, haematological examination, biochemical examination
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