Jiho¢eska univerzita v Ceskych Budgjovicich

Fakulta rybaftstvi a ochrany vod

Bakalarska prace

2013 Roman Franék



Jihoceska univerzita v Ceskych Budéjovicich
Fakulta rybarstvi a ochrany vod

Vyzkumny tUstav rybaisky a hydrobiologicky

Bakalarska prace

Hematologické zmény u ryb vystavenych dusitaniim

Autor: Roman Franék

Vedouci bakalaiské prace: MVDr. Eliska Zuskova, Ph.D
Konzultant bakalarské prace: Ing. Hana Kocour Kroupova, Ph.D
Studijni program a obor: B4103 Zootechnika, Rybaistvi

Forma studia: Prezencni

Rocnik: 3.

Ceské Bud&jovice, 2013



Prohlasuji, Ze svoji bakalafskou praci jsem vypracoval samostatné pouze s pouzitim
pramenu a literatury uvedenych v seznamu citované literatury. Prohlasuji, ze v souladu
s § 47 b zakona ¢. 111/1998 Sb. v platném znéni, souhlasim se zvefejnénim své
bakalaiské prace, a to v nezkracené podobé€. Zverejnéni probiha elektronickou cestou ve
vefejné piistupné ¢asti databaze STAG provozované Jihoéeskou univerzitou v Ceskych
Budé&jovicich na jejich internetovych strankach, a to se zachovanim mého autorského
prava k odevzdanému textu této kvalifikacni prace. Souhlasim déle s tim, aby toutéz
elektronickou cestou byly v souladu s uvedenymi ustanovenimi zakona ¢. 111/1998 Sh.
zvetejnény posudky Skolitele a oponentl prace i zdznam o pribéhu a vysledku obhajoby
kvalifikacni prace. Rovn€Zz souhlasim s porovnanim textu mé kvalifikaéni prace
s databazi kvalifikatnich praci Theses.cz provozovanou Narodnim registrem

vysokoskolskych kvalifikacnich praci a systémem na odhalovani plagiatt.

V Ceskych Bud&jovicich dne 9. kvétna 2013

Roman Franék



Na tomto misté¢ bych rdd podékoval MVDr. ElisSce Zuskové, PhD., za vedeni
bakalarské prace, cenné pfipominky a rady, bez kterych bych se neobesel. Dekuji také
dalsim pracovnikim Vyzkumného tustavu rybaiského a hydrobiologického ve
Vodianech, za ochotu a pomoc pii praci v laboratofi. Velké podé€kovani patiti mym

rodi¢lim, kteti mé po celou dobu studia podporuji.



JIHOCESKA UNIVERZITA V CESKYCH BUDEJOVICICH

Fakulta rybaistvi a ochrany vod
Akademicky rok: 2011/2012

ZADANI BAKALARSKE PRACE
(PROJEKTU, UMELECKEHO DILA, UMELECKEHO VYKONU)

Jméno a pfijmenti:
Osobni ¢islo:
Studijni program:
Studijni obor:

Nazev tématu:

Zadavajici katedra:

Cilem préace je posoudit hematologické zmény u ryb dlouhodobé vystavenych environmentdl-
nim koncentracim dusitani. Pozornost bude vénovina zejména zménam cervenych krvinek
a zménam zakladnich hematologickych parametrt krve, jako jsou: koncentrace hemoglobinu,
hematokrit, pocet ¢ervenych a bilych krvinek, stfedni objem erytrocytu, hemoglobin erytro-

Roman FRANEK

V10B012P

B4103 Zootechnika

Rybétstvi

Hematologické zmény u ryb vystavenych dusitanim
Vyzkumny tstav rybafsky a hydrobiologicky

Zisady pro vypracovani:

cytu a stfedni barevna koncentrace.

Metodicky postup: Vybrany druh ryb bude vystaven po dobu 14 dnii environmentalnim kon-
centracim dusitani. Bude odebrana krev a stanoveny vybrané hematologické parametry krve,
které budou nasledné porovnany s kontrolnimi skupinami bez expozice. Na podkladé vysledkii

bude popséan vliv dané koncentrace dusitani na hematologické ukazatele.



Rozsah grafickych praci: 2 - 5 stran
Rozsah pracovni zpravy: 20 - 30 stran
Forma zpracovani bakalaiské prace: tisténa
Seznam odborné literatury:

Kroupova H. 2007: A study of the effects of nitrite on fish and possible ways to
reduce its negative impact. Ph.D. thesis, USB RIFCH, Vodiany, 110 p.
Treves-Brown KM. 2000: Applied Fish Pharmacology. Kluwer Academic
Publishers, Dordrecht, 310 pp.

Svobodova Z. a kol. 2007: Nemoci sladkovodnich a akvarijnich ryb. 4. vyd.
Informatorium, Praha, 264 s.

Svobodova Z., Machova J., Kroupova H. 2008: Otravy ryb. In: Svobodova, Z.
(Ed.): Veterinarni toxikologie v klinické praxi, Profi Press, 201-217.

Svobodova Z., Pravda D., Palackova J. 1991: Jednotné metody hematologického
vySetfovani ryb. Edice metodik VURH Vodhany, 22 - 31.

Svobodové Z., Gelnarova J., Justyn J., Krupauer V., Machova J., Simanov
L.,Valentova V., Vykusova B., Wohlgemuth E. 1987: Toxikologie vodnich
zivo€ichi. Vydavatelstvi MZVZ a CSR, Praha, 231s.

Rehulka J. 2006: Hematologicka a biochemicka charakteristika krve ryb p¥i
zdravotnich poruchédch a zméndach vyzivy. Habilita¢ni prace
(http://oldwww.upol.cz/fileadmin/user_upload /PrF-
dokumenty/Vedecka_rada/Habilitace_a_profesury /Rehulka_Jiri/hab.prace-
Rehulka.pdf)

Vedouci bakalaiské prace: MVDr. Eliska Zuskova, Ph.D.
Vyzkumny tstav rybafsky a hydrobiologicky
Konzultant bakalaiské prace: Ing. Hana Kroupova, Ph.D.
Vyzkumny tstav rybarsky a hydrobiologicky

Datum zadani bakaldiské prace: 2. prosince 2011
Termin odevzdani bakaldiské préace: 30. dubna 2013

)
/

L:S. / '-’\‘Lq‘/ ‘\,

prof. Ang. Otomar Linhart, DrSc. doc. Ing. Pavel Kozdk, Ph.D.
dékan Feditel

V Ceskych Budéjovicich dne 3. tnora 2012



L TUIVOA ottt 8
2. LIterarni prehled ......ooovviiiiiiiiiie i 10
2.1 DUSTK e 10
2.1.1. Formy vyskytu dusikul........ccooviiiiiiiiiiiiic e 10
2.1.2. Biochemické a chemické premény dusiku .........ocooocveiiiiiiiiiiiiiiicen, 11

2.2. DUSITANY ..ottt sttt ettt ne e saeeteeneesreene e 11
2.2.1. Vyskyt dusitanll ve VOdACH.........ccocvviiiiiiiiiiciicc e 11
2.2.2. Dusitany v rybochovnych systémech ...........ccoovvivieieieniiininiecee, 12

2.3. TOXICIta USTEANTL......eeviiieiiiieiece e 15
2.3.1. Mechanismus toXicCity duSitantl...........cccveeverieriniinienieiesee e 15
2.3.2. Faktory ovliviiujici toXicitu dusSitantl..........ccceereiereriiieeneesniee e esiee s 16
2.3.3. V1iv dusitanll N TYDY ...cccveiviiiieiiiiesieeesee e 21

2.4. Hodnoceni toxicity pro vodni OrganiSmy ............cceevevvereenenineseenesnneseennenns 26
3. Material @ MEtOdIKa .....ccvvvviiieiiiieiee s 28
3.1 Test na pstruhu duhovém (Oncorhynchus mykiss) ..........ccocevererinenieniiennenn 28
3.2. Test na tilapii nilské (Oreochromis NIlOtICUS)..........cccoeveiiieiininiicc 30
3.3. Hodnoceni erytroCytll.........coouiiiierriiiieiiienee e 32
3.3.1. Mikroskopie a Snimani erytroCytll........coocververirrerieiinieseese e 32
3.3.2. METeN] €rytrOCYt ..cuvveieeiiieiec e 33
3.3.3. Hodnoceni erytrocytt pstruha duhového pomoci snimkti z TEM ......... 35
3.3.4. Statistick€ vyhodnoceni.........ccccovvvviiiiiiiiiiici 35

AV YSICAKY . s 36
4.1. Test na pstruhu duhovém (Oncorhynchus mykiss) ........cccoceeveveneninnniinnnen, 36
4.1.1. Vizualni hodnoceni erytrocytti pod mikroskopem ............cccooveivrinennnn 36
4.1.2. METeNT €TYLIOCYI ...eevviiiieiiiieiee st 37
4.1.3. Pozorovani erytrocytl na snimcich vytvorenych TEM.............cccceeneee. 39
4.1.4. Stanoveni ukazateli Cerveného krevniho obrazu ............cccocviviiiiinnn. 41

4.2. Test na tilapii nilské (Oreochromis NilotiCUS).........cccoeverrinieiienieecen, 44
4.2.1. Vizualni hodnoceni erytrocytli pod mikroskopem ...........ccccovvveiiiininnnn 44
4.2.2. METNT ETYITOCYLU ...cvviiiiiiiiii ettt 44
4.2.3. Stanoveni ukazateli Cerveného krevniho obrazu ............ccccevviiiiiinnn. 46

5. DISKUZE ... 47



5.1. Test na pstruhu dUROVEM .......cuvviiiiiiiiii s 47

5.2. Test na tilapii NIISKE .......ooiviiiiiiiiiiiiii s 49

5.3. Porovnani vlivu dusitant na pstruha duhového a tilapii nilskou .................. 50
0. ZLAVET ...ttt b et b e e e bt e be e be e nane e beennre s 52
7. Seznam POUZItE LIEETATUTY ......eecviiiiiiiiieieie e 54
8. Seznam obrazk, tabulek a grafll..........ccccccviiiiiiiiiiii s 64
9. ADSEIAKL. ... 65
10, ADSIIACT ... 66



1. Uvod

Mnou vybrané téma jsem si zvolil pfedevsim z toho divodu, Zze jsem si po jeho
precteni dokéazal bez vétSiho hledani a zjiStovani piedstavit, o co v praci pujde.
Dutivodem bylo také to, Ze bych se o oblast toxikologie chtél dale zajimat.

Dusitany patii mezi slouCeniny, kterym je tfeba v chovu ryb, zvlast¢ v uzavienych
recirkulacnich  systémech, vénovat zvySenou pozornost. Zakladni mechanismus
pusobeni dusitanti je jiz pomémé dobie popsan. Zacina vlastnim aktivnim pfijmem
dusitand pies zabry, kde dochazi k jejich kumulaci a prostfednictvim krve k distribuci
do tké&ni v organismu. To se nésledné projevuje mnozstvim fyziologickych ucinki, které
negativné ovliviiuji organismus ryb a maji vliv na zhorSeni celkového zdravotniho
stavu. Disledkem piisobeni dusitani miize byt poskozeni rizného rozsahu, ale i thyn
jedincd. Stale vSak nejsou dostate¢né objasnény vSechny u€inky na rybi organismus.
Mnohdy lze ve vybranych pracich dohledat u sledovanych ukazatelli téméf opacna
zjisténi, zejména u hematologickych ukazateli. Ale nejde jen o plsobeni dusitant.
Z celkového hlediska ichthyohematologie jes$t¢ nejsou udaje kompletné utfidény,
ptipadné jsou velmi kusé (Tripathi a kol., 2004). Dalsim problémem u dusitant jsou
faktory, které ovliviwji jejich toxicitu. Vliv chloridd je jiz delsi dobu zifejmy a dobie
prozkoumany, ale stale jsou zde faktory, u kterych je problematické uréit jejich podil na
toxicité, protoze je ve vodnim prostiedi nelze izolovat od ostatnich tak, aby bylo
umoznéno presné stanoveni jejich vlivu. Jednim z téchto faktorti je hodnota pH (Lewis
a Moris, 1986; Kroupova a kol., 2005). Na druhou stranu bylo v posledni dobé
dosazeno novych, pomérné vyznamnych zjisténi v oblasti ovlivnéni toxicity dusitani.
Mezi né patii vliv huminovych kyselin (Meinelt a kol., 2010) a vliv parcialniho tlaku
kysliku (Jensen a Hansen, 2011) na toxicitu dusitanti.

Cilem bakalarské prace bylo posoudit vliv dusitanti na hematologické ukazatele
udvou druhda ryb. Pstruh duhovy (Oncorhynchus mykiss) zastupoval z hlediska
vnimavosti vu¢i dusitanim citlivéjsi druhy ryb. O jeho citlivosti svéd¢i i pouziti
V biomonitorovacich zafizenich (Randak a kol., 2011). Naopak tilapie nilska
(Oreochromis niloticus) reprezentovala spise méné vnimavé druhy ryb. Zaroven jde ale
o druh, ktery je ¢asto chovan ve speciadlnich rybochovnych objektech (Pokorny, 2004),
kde mohou nastat problémy s dusitany (Pitter, 2009).

Vliv dusitanii byl vyhodnocen na podkladé zmén erytrocytii po expozicich riznym

koncentracim dusitanii. Vysledky u pokusnych skupin byly nésledné¢ porovnany



S kontrolnimi neexponovanymi skupinami ryb. Hodnoceni bylo provedeno méfenim
erytrocytl a jejich jader. Nékolik autord jiz popsalo smr$téni erytrocytii po dusitanové
expozici (Williams a kol., 1993; Martinez a Souza, 2002), ale vliv dusitani na
velikostni zmény jader dosud popsan nebyl. Pro detailnéjsi prozkoumani vlivu dusitant
na erytrocyty bylo u pstruha duhového pouzito snimani fezt erytrocytl elektronovym

mikroskopem. Cilem celé prace bylo podrobnéji prozkoumat vliv dusitanti na ryby.



2. Literarni prehled
2.1. Dusik

Dusik je bezbarvy plyn bez zapachu, ktery je malo rozpustny ve vodé. V atmosféie
je zastoupen téméi ze 75 % (Pokorny, 2004). Z celkového mnozstvi plynd ve vodé je
prvky. Uplatiuje se ve vSech biologickych procesech, které probihaji v povrchovych,
podzemnich a odpadnich vodach (Pitter, 2009).

2.1.1. Formy vyskytu dusiku

Dusik se ve vodnim prostiedi vyskytuje v nékolika formach (Lucas a Southgate,
2003):

e rozpustény plynny N (z atmosféry)

e rozpuStény plynny NHj (pfedevSim jako odpadni produkt metabolismu

zivocichil)

e amonné ionty, NH4"

e dusitanové ionty, NO;

e dusi¢nanové ionty, NO3

e Vv celé fade€ organickych molekul, Zivych tkanich a v neZivé organické hmot¢

Mezi hlavni zdroje dusiku ve vodé patii dusik z atmosféry, dusik uvolnény vyluhy
z pudy a dusik uvolnény mineralizaci organickych latek, které se ve vodnim prostiedi
nachazeji (Hartmann a kol, 2005). Béhem celého ro¢niho obdobi dusik vstupuje do
procest, které v bézné ozivené vode probihaji. Diky tomu jeho mnozstvi v pribéhu roku
kolisa (Pitter, 2009).

Celkovy dusik (Ncew nebo TN) se dale déli na anorganicky vazany dusik (Nanorg)
a organicky vazany dusik (Norg). Anorganicky vazany dusik je ve vodé zastoupen ve
ttech formach — amoniakalni, dusitanové a dusi¢nanové. Suma anorganického dusiku
ve vodach je vyznamnym ukazatelem jejich zneciSténi. Organicky dusik je obsazen
v aminokyselinach a z nich tvofenych dalsich produktt (peptidt, polypeptidi a nasledné
bilkovin), v aminech, nebo také v heterocyklickych dusikatych slouceninach, které jsou

soucasti pro zZivot nezbytnych nukleovych kyselin (Pitter, 2009).
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2.1.2. Biochemické a chemické premény dusiku

Vedle stabilnich forem dusiku (molekularni dusik, dusi¢nany a amoniakalni dusik)
1ze ve vodach najit formy méné¢ stabilni, jako prave jsou dusitany. Tyto nestabilni formy
podléhaji biochemickym pireméndm v zavislosti na faktorech, kterymi jsou oxidac¢né
reduk¢ni potencial a hodnota pH.

Mezi mozné chemické premény dusiku patii redukce elementarniho dusiku na
dusik amoniakéalni a redukce dusi¢nanii na elementarni dusik. Mezi biochemické
pfemény patii fixace dusiku (redukce elementarniho dusiku na dusik amoniakalni),
nitrifikace (oxidace amoniakalniho dusiku az na dusi¢nany) a denitrifikace (redukce

dusi¢nant na elementarni dusik) (Pitter, 2009).

2.2. Dusitany

Dusitany, nazyvané taktéZ jako nitrity nebo soli kyseliny dusité (Pokorny, 2004),
jsou anionty, které se pfirozené vyskytuji ve vodach (Lewis a Morris, 1986). Diky svoji
labilité (snadno dochazi k jejich oxidaci nebo redukci na jiné dusikaté slouceniny) se ve
vod¢ vyskytuji v malém mnozstvi, kde zpravidla doprovazeji dusi¢nany a amoniakalni
dusik (Svobodova a kol., 1987). Vznikaji jako meziprodukt bakteridlni nitrifikace, coz
je biochemicka oxidace amoniakdlniho dusiku a denitrifikace, pfi které probiha
biochemicka redukce dusi¢nant. Jejich dal§i pfeména zavisi na obsahu kysliku, kdy
jsou za aerobniho stavu rychle transformovany nitrifikaci na dusi¢nany, které jsou za
oxickych podminek stabilni. V anaerobnich podminkach z nich denitrifikaci vznika

elementarni dusik a oxid dusny (Pitter, 2009).

2.2.1. Vyskyt dusitanti ve vodach

Uvadéné koncentrace dusitant v povrchovych vodach se obvykle pohybu;ji v fadech
desetin az tisicin mg.I". Pitter (2009) uvéadi koncentrace dusitani naméfené v péti
riznych povrchovych tocich v roce 2000, v rozmezi od 0,02 mg.l™t (Vitava — Vyssi
Brod) do 1,35 mg.I" (Bilina). P¥i porovnani uréitych obdobi lze zaznamenat sniZeni
koncentraci dusitanti v povrchovych vodach, kdy byl vletech 1994 — 1999 obsah
dusitanii ve vodach v rozmezi 0,43 — 0,54 mg.I". V priibshu dalich let 2000 — 2005
bylo zaznamendno mirné snizeni koncentraci dusitani v povrchovych vodach na

hodnoty 0,26 — 0,43 mg.I™ (CHMU, 2007 In: Kroupova, 2007).
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V legislativé jsou dusitany uvedeny jako nebezpecné zavadné latky (Pfiloha €. 1
zakona ¢. 254/2001 Sb.) a v odst. 4 a 6 § 39 vodniho zakona (254/2001 Sh.) jsou
uvedena odpovidajici opatfeni pii naklddani snimi. Pozadavek pro koncentraci
dusitanového dusiku je stanoven v pfiloze ¢. 3 k nafizeni vlady ¢. 61/2003 Sb.,
ukazatel¢ vyjadfujici stav vody ve vodnim toku, normy environmentalni kvality
a pozadavky na uzivani vod. Podle tohoto nafizeni plati limity pro vody lososové 0,09
N-NO; vmg.l? (0,295 mg.I* NO; ) a pro vody kaprové 0,14 N-NO; v mg.I*
(0,46 mg.I" NOy).

2.2.1.1 Zdroje dusitanii ve vodach

Dusitany Ize z hlediska znecisténi vodniho prostedi rozdélit stejné jako u dalSich
latek na bodové a plosné. Mezi bodové zdroje zneciSténi patii rybochovné systémy,
septiky, prumyslové odpadni vody (vyroba kovil, barev, papirensky primysl), Cistirny
odpadnich vod, ale mtze jim byt i nerovnovaha mezi druhy nitrifika¢nich bakterii. Mezi
plosné zdroje patii rostlinnd a Zivocisnad vyroba, exhalace pii provozu automobild,
vyluhy ze skladek odpadu atd. (Russo, 2006).

Diky vySe zminéné nestalosti ma ptitomnost dusitand indika¢ni vyznam, kdy
napiiklad ndhlé zvySeni koncentraci v podzemnich vodach mize byt disledkem
fekalniho znecisténi, pii kterém je amoniakalni dusik nitrifikovan na dusitany.
U zvysenych koncentraci dusitanti by bylo mozné také uvazovat o zneciSténi
primyslového pivodu. V Givahu by piipadaly uniky odpadnich vod ze strojirenskych
zavodil, kde se podle Pittera (2009) nachézeji desitky az stovky mg.I™" dusitand.

2.2.2. Dusitany v rybochovnych systémech

Zvyiené koncentrace dusitani (az jednotky mg.l™) se vyskytuji v intenzivnich
chovech ryb, kde je vyuzivana recirkulace vody (Pitter, 2009; Stoskopf, 1993;
Svobodova a kol., 2005a). Hlavnim zdrojem dusitand v téchto systémech je amoniak,
ktery je hlavnim odpadnim produktem metabolismu ryb (Mazik a kol., 1991; Brown,
1993). Samotny amoniak pak muize byt ve své volné formé NHs, ktera se uvoliuje
z kationtu NH,", silné toxicky v zavislosti na teploté a pH vody (Pokorny a kol., 2003).
Dal§im zdrojem dusitani miize byt 1 redukce dusi¢nanti na dusitany pii dezinfekci vody
UV zatenim (Pitter, 2009), které je pouzivano v akvakulture (Koufil a kol., 2008).

Ve spravné fungujicim recirkulacnim systému vsak zpravidla k hromadéni dusitant ve
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vod¢ nedochazi, pravé diky jejich bezprostfedni oxidaci na dusicnany (Svobodova
a kol., 2003)

Oxidaci neionizovaného amoniaku na dusitany zajiStuji bakterie rodi
Nitrosomonas, Nitrospira, Nitrosolobus a Nitrosovibrio. Bakterie oxidujici dusitany na
dusi¢nany nalezi do rodt Nitrobacter, Nitrosoccocus, Nitrospira a Nitrospina (Koufil
a kol., 2008). Rod Nitrobacter je Stoskopfem (1993) uvadén jako velmi citlivy,
predevSim ve vztahu ke zménam teplot (z toho nasledné plyne i nebezpeci naruseni

funkce filtru pti poklesu teploty).

Rovnice reakce oxidace amoniaku az na dusi¢nany podle Koutila a kol. (2008):
1. faze: NH4" + 1,50, » NOz+ 2 H* + H,0 + 84 kcal/mol amoniaku
2. faze: NO; + 0,5 O, » NO3 + 17,8 kcal/mol dusitant

Pokud druha faze nitrifikace neprobiha dostatecné rychle a efektivné, dochazi
v systtmu k hromadéni dusitand, které byvaji pro svou toxicitu pfi¢inou zhorSeni

zdravotniho stavu ryb a mnohdy i jejich masového thynu (Svobodova a kol., 2005a).

Snizend Gc¢innost filtrh miZe byt zapficinéna nékolika moznymi faktory:

e Vysokou obsadkou ryb, kdy miiZze dojit k hromadéni metabolitl v systému
(Svobodovi a kol., 2003).

e Nedostatecnym rozvojem nitrifikacnich bakterii na biologickych filtrech
bezprostiedné po zahajeni provozu (Svobodova a kol., 2005a).

e Zni¢enim nitrifikacnich bakterii po provedeném léCebném zasahu antibiotiky
(Svobodova a kol., 2005a; Koufil a kol., 2008).

¢ Inhibici nitrifikace, kterd miiZze byt zpisobena poklesem pH, snizenim teploty,
snizenim obsahu kysliku rozpusténého ve vodé, vysokou koncentraci amoniaku,
rozpusténym chlorem ve vodé, nebo zvySenym obsahem nerozpusténych latek,
kdy pak heterotrofni bakterie narostou na biologickych filtrech rychleji, a navic

budou nitrifikaénim bakteriim spottebovéavat kyslik rozpustény ve vodé (Koufil
a kol., 2008).
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Nasledujici preventivni opatfeni pfispivaji k minimalizaci rizik spojenych s uhyny

Vv recirkula¢nich systémech:

Nasazovani takové obsadky ryb, ktera odpovida kapacité recirkula¢niho systému
S tim, Ze nasazeni ryb je podminéno dostate¢nym zapracovanim biologickych
filtra (Svobodova a kol., 2003).

Provadéni pribézné kontroly v podobé stanoveni prvka, které maji vyznam
z hlediska toxicity dusitani — koncentrace kysliku, amoniaku, dusitand,
dusi¢nand, chloridti a hmotnostni pomér chloridt a dusitand (Svobodova a kol.,
2003).

Pti ptipadnych lécebnych zasazich, kdy je nutné pouzit antibiotika ve formé
koupeli, je tuto proceduru nutno provadét mimo recirkulacni systém
(Svobodova a kol., 2003).

Zajisténi dostatecného prokyslicovani vody. Pii vysokych koncentracich
amoniaku snizit pH vody pod 7. Pfi vysokych koncentracich dusitanovych iontl
zvysit koncentraci chloridi o 50 az 100 mg.l’l, piipadné podpofit oziveni
biologického filtru aktivovanym kalem z dobfe fungujici COV (Svobodova
a kol., 2003).

Krmit ryby pfimétenou krmnou davkou (Svobodova a kol., 2005a).

Pti jiz zjisténé otravé dusitany uvadi Brown (1993) pouziti metylenové modre,
kterd napoméaha zpétné preméné methemoglobinu zpét na hemoglobin. Pfidana
methylenova modi slouzi jako donor elektronu pro NADPH methemoglobin
reduktazu (Saleh a McConkey, 2012). Zaroven je ale tieba tento zasah provadét
stejné jako u antibiotik mimo recirkulaci z toho divodu, ze by mohlo dojit
k poskozeni biologického filtru (Brown, 1993) a naslednému vzristu obsahu
amoniaku (Treves-Brown, 2000).

Pouziti huminovych kyselin, které snizuji toxicitu dusitand 1 amoniaku (Meinelt

a kol., 2010).
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2.3. Toxicita dusitanu

2.3.1. Mechanismus toxicity dusitant

Hlavnim principem toxického ucinku dusitanti je pfeména hemoglobinu na hnédé
zbarveny methemoglobin, ktery neni schopen vazat a transportovat kyslik (EIFAC,
1984). To je zpisobeno postupem dusitanti pies zaberni aparat do krve a Cervenych
krvinek (Cameron, 1971).

Sladkovodni ryby ziji na rozdil od motskych ryb v prostiedi, které ma nizsi
koncentraci soli nez jejich organismus. Do jejich téla trvale pronika voda, které se musi
zbavovat, a naopak ionty soli musi ryby aktivné pfijimat, jelikoz maji tendenci z téla
unikat. Jejich mo¢ je tedy hypoosmoticka. Hlavnim mistem ztraty sodikovych
a chloridovych iontu je ktize, ktera je pro vodu propustna (Dubsky a kol., 2003).

Ptijem pottebnych iontl je zprostiedkovan Zzabrami, které¢ jsou hlavnim orgadnem
zajistujicim osmoregulaci. Dalsi zdrojem nedostatkovych iontl je potrava ryb a zpétné
vstiebavani iontl v ledvinnych kanalcich. (Maetz, 1971)

Chloridové buiiky zajistuji vyménu Na® za H' nebo za NH," a CI" za HCOj3
(Dubsky a kol., 2003). Timto mechanismem je kompenzovano vylu¢ovani chloridovych
iontl kazi. Problém je v tom, Ze dusitany maji schopnost proniknout do organismu ptes
chloridové bunky Zaberniho epitelu, kde maji afinitu k vyméné chloridovych
a hydrogenuhli¢itanovych iontl. V piipad€ vysSich koncentraci dusitani ve vodé
dochazi podle vySe uvedeného mechanismu K uréité kompetici, kdy dusitany jsou
aktivné pfijimany na tkor chloridd. (Jensen, 2003; Kopp a kol., 2009).
ucinkem jedu a reakci organismu na jeho pusobeni (Lucky, 1978). Podle afinity
dusitantt k ¢ervenym krvinkam je lze povazovat za ob&hové a krevni jedy. Pusobi
centralné (skrze vazomotorické centrum) i periferné a také poskozuji cévy. Dusitany
zpusobuji cyanézu a méni krevni barvivo hemoglobin na derivdt methemoglobin
(Piskac a kol., 1985).

Po vySe zminéném prostupu dusitanti do krve a erytrocytli dochazi k reakcim
s hemoglobinem za vzniku jeho dalSich derivatl a také za vzniku slouc¢enin dusiku.

Tyto reakce jsou vyjadieny rovnicemi podle Jensena a Rohde (2010):

e Reakce oxyhemoglobinu s dusitanem za vzniku methemoglobinu a dusi¢nanu.

4 Hb(Fe®")O, + 4 NOs + 4 H" » 4 Hb(Fe*")+4 NOs + O, + 2 H,0
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e Reakce hemoglobinu a dusitanu za vzniku methemoglobinu a oxidu dusnatého.
Hb(Fe®") + NO; + H" —» Hb(Fe*" + NO + OH ~
e Reakce hemoglobinu s oxidem dusnym za vzniku nitrosylhemoglobinu.
Hb(Fe*") + NO — Hb(Fe*")NO

2.3.1.1. Diagnostika otravy dusitany

Typickym patomorfologickym nalezem je hnédé zbarveni krve a zaber (Svobodova
a kol., 2008). Tento jev mize byt pozorovan pii koncentracich dosahujicich hladiny
20 — 30% obsahu methemoglobinu v krvi (Brown, 1993; Stoskopf, 1993). Jako dalsi
soucast diagnostiky otravy dusitany se provadi analyza vody, kdy se zjistuje obsah
chloridii a dusitani a na zakladé poméru mezi ClI'a N-NO; tzv. chloridové c¢islo
(Svobodova a kol., 2008). Ur¢itym anamnestickym voditkem muize byt i misto chovu
ryb, pfedevsim jedna-li se o recirkulacni systém. Otravené ryby projevuji nespecifické

zmény chovani, které jsou uvedeny dale v textu.

2.3.1.2. Mechanismus detoxikace

Vodni Zivogichové jsou schopni detoxikovat dusitany oxidaci na dusi¢nany. Cast
detoxikace probihd v jatrech a Cast v Cervenych krvinkach, které obsahuji enzym
methemoglobin-reduktazu (Doblander a Lackner, 1996) redukujici methemoglobin na
hemoglobin. K odbouravani dusitand slouzi také cytochrom b5-reduktdza (Saleh
a McConkey, 2012). Normalni hladiny hemoglobinu v krvi 1ze dosahnout po ptevedeni
ryb do ,,bezdusitanové“ vody za cca 24 — 72 hodin (Svobodova a kol., 1992; Knudsen
a Jensen, 1997; Kroupova a kol., 2006b).

2.3.2. Faktory ovliviiujici toxicitu dusitani

Stejné jako u dalSich toxickych latek, tak 1 u dusitand je jejich toxicita ovlivnéna
fadou faktori (Svobodova a kol., 2007). Letalni koncentrace dusitanli se pohybuji
v rozmezi 0,3 — 300 mg.I" NO; (Svobodova a kol., 2008). Toxické uginky jsou tedy
velmi rozdilné a zavislé predevsim na obsahu chloridl, vapniku, ale i jinych slouc¢enin
ve vodé (Svobodova a kol., 2008; Lucky, 1986). Pravé kvuli vysoké zavislosti toxicitu

dusitanid lze povazovat za korektni ty testy, U kterych jsou zndmy i ostatni parametry
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vody, jako je koncentrace chloridi a pomér mezi chloridy a dusitanovym dusikem
(EIFAC, 1984; Lucky, 1986).

Chloridy

Nejvyznamnéj$im faktorem ovliviiujicim toxicitu dusitanii je koncentrace chlorid
ve vodé (Svobodova a kol., 2008; EIFAC, 1984). Mezi chloridovymi a dusitanovymi
ionty existuje na chloridovych bunikach kompetice. V piipadé vyssi koncentrace
chloridli ve vod¢ jsou chloridové buiiky pfednostné obsazovany chloridy a vstiebavani
dusitand je sniZzeno. Proto je pfi posuzovani toxicity dusitanii pro ryby nutné znat nejen
koncentraci dusitant, ale i koncentraci chloridi (Svobodova a kol., 2008). Pomér mezi
dusitany a chloridy je uvadén jako chloridové ¢islo. Pro maximalni ochranu pstruha
duhového by tento pomér mél byt vyssi nez 17 (Svobodova a kol., 1987). Bath a Eddy
(1980) uvadg¢;ji jako idealni pomér mezi C1'a N-NO; 15. Kopp a kol. (2012) doporucuje
udrzovat V recirkula¢nim systému pro chov pstruha duhového koncentraci chloridi
nejméné na hodnoté 15 mg.I". Tato koncentrace by méla piedejit vyraznym problémém
s dusitany az do koncentraci kolem 0,5 rng.l'1 N-NO3, a nebo by m¢la prodlouzit dobu,
kdy nedojde k vyraznym ztratam a vyssi koncentrace dusitani jesté feSitelné upravou
obsahu chloridd ve vodé¢.

Stoskopf (1993) uvadi pro vypocet potiebné koncentrace chloridii k ochrané ryb
pted dusitany tento vzorec:

Potiebné C1™ v mg.I" = (5 * NOy) — (CI7)
Kde NO; je koncentrace dusitant nam&fend ve vod& v mg.I™ a Cl je koncentrace chlorida

naméfena ve vode.

Tab. €. 1. Minimalni hodnoty chloridd, které jsou obecné povazovany za bezpetné pii

ruznych koncentracich dusitand. Podle Brown (1993).

Obsah dusitant ve vodé v mg.I*
potiebné chloridy v mg.1? Lososovité Kaprovité
1 0,01 0,02
5 0,05 0,10
10 0,09 0,18
20 0,12 0,24
40 0,15 0,30
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Welker a kol. (2011) zaznamenal ¢aste¢né snizeni mortality diky pfidani NaCl do
krmiva v prub&hu testd toxicity na sumecku teckovaném (Ictalurus Punctatus). Diky
ptridani NaCl do krmiva Welker a kol. (2012) popisuje efekt ptidani pii 5 a 10 tydenni
expozici dusitantim (69 mg.1* NO5') na zvyseni priristku u tilapie nilské (Oreochromis
niloticus) oproti rybam, které nebyly krmeny krmivem s 6% piidavkem NaCl. VIiv na
mortalitu byl zanedbatelny, cozZ je ale nejspiSe dano tim, ze tilapie nilska patii k rybam

odoln¢jsim vici dusitantim.

Kationty a dalsi ionty

Toxicitu dusitanii rovnéz snizuji hydrogenuhli¢itany, vapnik a dalsi ionty, ale jejich
¢innost je v porovnani s chloridy mensi (Svobodova a kol., 1987). Uginek véapniku
spoCiva predevS§im ve snizeni propustnosti zaberniho aparatu. To vede Ke sniZeni
transportu vody a elektrolyti mezi vnéjSim prostfedim a krevni plazmou (Stoskopf,
1993). Crawford (1975) uvadi vliv obsahu véapniku na snizeni toxicity dusitanti ve
vztahu k mortalité pro lososa jak ve slané, tak i sladké vod¢. Obsah vapniku vSak nemél

zadny vliv na podil methemoglobinu v Kkrvi.

pH vody
Samostatny vliv pH vody na toxicitu dusitanil 1ze velmi problematicky urcit, jelikoz
jsou ve vodé ptitomny i dalsi ionty (Lewis a Morris, 1986).

Pozitivni vliv vy$Sich hodnot pH na mensi obsah dusitanii v hemolymf¢ a na
vy$8i obsah oxyhemocyaninu u krevety Penaeus monodon uvadéji Chen a Cheng
(2000). Ochranny efekt byl zaznamenan az pii pH 9,8 coz je hodnota, ktera se blizi
horni ptipustné hranici pro kaprovité ryby (10,8), resp. jiz piesahuje pfipustné hodnoty
pro ryby lososovité (9,2) (Svobodova a kol., 1987). V chovu ryb je ale toto opatieni
téméf neaplikovatelné a velmi nebezpecné. ZvySeni pH by mohlo spolu s vyssi
teplotou zapficinit zvySeni koncentrace nedisociovaného amoniaku, ktery je pro
ryby prudce toxicky (Pitter, 2009). Diky tomu se jevi manipulace spH za
ucelem ovlivnéni toxicity dusitanti nepfili§ pouZzitelna. Toxicitu dusitanti by bylo mozné
ovlivnit i snizenim pH na hodnotu 3,35, kdy dochazi k vyrovnani poméru HNO; a NO;
(Pitter, 2009). Ale zde opét nastava problém nebezpecnosti takto nizkého pH pro ryby,
které je pro lososovité i kaprovité ryby v hodnotach, kdy jiz dochazi k poskozeni

a thynu (Svobodova a kol., 2007).
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Teplota vody

Vliv nizsich teplot na snizeni toxicity dusitanti zaznamenali Funmilola a Kundirat
(2011), kdy u keti¢kovce ¢ervenolemého (Clarias gariepinus) byla zaznamenana niz$i
mortalita pfi teploté 27 °C oproti 35 °C. Kroupova a kol., (2006a) také uvadi u kapra
obecného (Cyprinus carpio) pozitivni vliv niz$i teploty na koncentraci dusitant
Vv plazmé, kdy pii teploté 14 °C byla hodnota dusitanti v krvi polovi¢ni na rozdil od
koncentrace dusitana pii 20 °C. Tyto vysledky vSeobecné odpovidaji tomu, Ze s vyssi
teplou roste i toxicita, jak uvadi Svobodova a kol. (2007). Ale jsou popsany i pokusy,
kde je mozné fici, ze existuje urcity rozsah teplot, ve kterém nejsou ryby tolik postizeny
toxickymi ucinky dusitand. Tento jev uvadéji Alcaraz a Espina (1995), kdy ve studii na
juvenilnim amuru bilém (Ctenopharyngodon idella) pfi tfech riznych teplotach, byla
zaznamenana mens$i toxicita u vétSich ryb (7,6 g) pfi teploté¢ 29 °C nez pii 24 °C
a 31 °C. Je mozné, ze tato teplota mize byt pro biochemické a enzymatické reakce,
které se tykaji odbouravani dusitand, vyhodnéj$i. Naopak je uvedena mensi toxicita
dusitant u ryb o hmotnosti 0,02 g pfi teploté 24 °C nez pii 29 °C a 31 °C. To ukazuje na

to, Ze rizné hmotnostni kategorie ryb maji riizné teplotni preference.

Obsah kysliku ve vodé

Kyslik také miize ovliviiovat toxicitu dusitantl, jelikoz dusitany snizuji kyslikovou
transportni kapacitu krve, tudiz maji vy$$i pozadavky na kyslik ve vodé (Kroupova
a kol., 2005; Svobodova a kol., 1987). V rozporu s témito poznatky popisuji Jensen
a Hansen (2011) pozitivni vliv niz§iho parcialniho tlaku kysliku ve vod¢, kdy dochazi
K niz§i mife negativniho ovlivnéni riznych ukazatelt, které jsou u exponovanych ryb
typické (napf. obsah hemoglobinu, methemoglobinu, nitrosilhemoglobinu, ale i nizsi
obsah dusitanii ve svalové tkani ryb). To mlZe znamenat, Ze pifijem dusitant je znacné
zavisly na tlaku kysliku ve vodg, ale také to mize souviset se snizenou aktivitou syntazy

oxidu dusnatého a zvySenou schopnost tkani utilizovat dusitany béhem hypoxie.

Druh a vék ryb

Obecné plati, Ze moiské ryby jsou vice tolerantni k dusitanim neZz ryby
sladkovodni. Z nejvice odolnych sladkodkovodnich ryb Ize jmenovat okounka
pstruhového (Micropterus salmoides) z celedi okounkovitych (Centrarchidae),
u kterého byla zaznamenana hodnota 96hLLC50 140,2 mg.l'1 NO; (Palachek a Tomasso,
1984a), 48hLC50 882 mg.I* NO; (Kroupové a kol., 2012). Mezi dal§i odolné &eledi
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patii jesteé okounoviti (Percidae) a stikoviti (Esocidae). Mezi méné odolné celedi patii
lososoviti (Salmonidae), sumeckoviti (Ictaluridae) a kaproviti (Cyprinidae). U téchto
Celedi mohou koncentrace dusitanti nizs§i nez 1,7 mg.I'1 zpusobit, za ptredpokladu
nizkych koncnetraci chloridi v prostiedi akutni methemoglobinémii (Stoskopf, 1993).
okounovitych.

Vzhledem k véku ryb jsou za odolnéjsi pokladany mladsi ro¢niky (Lewis a Morris,
1986; Kroupova a kol., 2005). Vyznamny rozdil mezi hodnotami 96hLC50 uvadi
Voslafova a kol. (2006) u dania pruhovaného (Danio rerio) ve stafi 20 — 25 dni

V porovnani s jedinci starymi 2 — 3 mésice.
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2.3.3. Vliv dusitani na ryby

Zmény zpusobené dusitany maji nejveétsi dopad na dychéni, kdy vlivem poskozeni
zaberniho aparatu a sniZzenim transportni kapacity krve pro kyslik dochazi k duseni ryb.
Tento jev je zhorSen i patologickymi zménami na jatrech a ledvinach, které se
Z dlouhodob¢;jsiho hlediska projevuji v podobé riznych problémi, jako je sniZeni rastu,
zhors$eni produkénich ukazatelt atd. (Korwin-Kossakowski a Ostaszewska, 2003). Lze
ocekavat 1 vétsi citlivost vici teplotam, které danému druhu nevyhovuji (Watenpaugh
a kol., 1985). V dusledku celkového oslabeni a poskozeni organismu jsou chované ryby

nachylnéjsi na onemocnéni (Hanson a Grizzle, 1985).

2.3.3.1. Vliv dusitanii na chovani ryb

Vyssi obsah methomoglobinu v krvi (70-80%) je doprovazen zménou chovani ryb,
ktera je pozorovana jako malatnost. Pti dal§im zvySeni obsahu methemoglobinu v Krvi
ryby ztraceji orientaci a schopnost reagovat (Svobodova a kol., 1987), asto jsou
pozorovany i kieCe (Svobodova a kol., 2007), které ptedchazeji ztrat¢ reflexi
a naslednému thynu (Svobodova a kol., 2008). Dalsi pozorované zmény chovani ryb
popisuji autofi obvykle jako apatii, pomaly pifijem krmiva, nepravidelné plavani,
dezorientaci, narazeni do stén nadrze, ztratu inikového reflexu a rovnovéhy, polehavani
na dné&, nouzové dychani a nepravidelné dychaci pohyby (Das a kol., 2004; Funmilola
a Kudirat, 2012; Zhang, 2012; Ekwe a kol., 2012; Brown, 1993; Kroupova a kol.,
2008).

2.3.3.2. Vliv dusitani na rist ryb a dalsi produkéni ukazatele

Negativni vliv dusitanti se v rybochovném zafizeni miize projevit jednak piimo
uhynem chovanych jedinct, ale 1 fadou vedlejSich zdravotnich komplikaci, jako jsou
snizeny rist az ztrata hmotnosti (Svobodova a kol., 2005a). Jako zvlast citliva se jevi
rana stadia ryb, u kterych pak mohou mit exponovani jedinci ve srovnani s kontrolou
polovi¢ni hmotnost (Voslarova a kol., 2008).

Jako nasledek expozice dusitaniim bylo zjiSténo i zhorSeni produk¢nich ukazatell.
Slo o snizeni specifické rychlosti riistu, hodnoty pfiriistku u jednotky krmiva a zvy3eni
spotieby krmiva na kilogram pfirastku (Kroupova a kol., 2010; Voslarova a kol., 2008;
Siikavuopio a Saether, 2006; Frances, 1998; Kroupova a kol., 2008). Tyto zmény lze

zaznamenat jiz po nékolika tydnech expozice. Voslatova a kol. (2008) uvadi snizeni
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hmotnosti po 28 dnech expozice dania pruhovaného (Danio rerio) ve vodé obsahujici
15 mg.I* NOs Svobodova a kol. (1992) zaznamenala sniZeni ristu pfi takovych
koncentracich dusitant, u kterych dochazi k navyseni obsahu methemoglobinu v krvi na
20 — 40 %. Ale vzhledem k Sirokému rozpéti letalnich koncentraci (0,3 — 300 mg.I™
NO; ) (Svobodova a kol., 2008) a moznosti ovlivnit toxicitu dusitanti dalSimi faktory,
1ze ocekavat 1 znacnou promeénlivost vlivu dusitanti na rast a dalsi produkcni ukazatele.
Dusitany ovlivituji i vyvoj embryi. Kroupova a kol. (2010) zaznamenala vyskyt
vyssiho poctu malformaci (poruchy vyvoje patete, deformace a otok Zloutkového
vacku, deformace o¢i, atd.) u kapra obecného (Cyprinus carpio). Teratogenni vliv
dusitani u dania pruhovaného (Danio rerio) popisuje Simmons a kol. (2012), ktery
zaznamenal zvySeny vyskyt ryb snenaplnénym plynovym méchyiem, edémem

zloutkového vacku a kraniofacidlnim malformacemi.

2.3.3.3. Vliv dusitanii na hematologické a biochemické parametry
Vliv dusitanii na erytrocyty

Bylo prokazano, ze dusitany, které se kumuluji v téle ryb, poSkozuji erytrocyty.
Z pokust na savcich vyplyva, Ze dusitany jsou mimo jiné i zdrojem oxidu dusnatého.
Pfi piijmu dusitani cervenymi krvinkami dochazi Vv hypoxickém prostiedi
Kk vnitrobunécné reakci s hemoglobinem, za vzniku oxidu dusnatého (Jensen a Rohde,
2010).

CO, CO,+H,0
CA
HCO; | HCO; + H*
/ \__AE1_J \ deoxyHb NO + metHb
NO; NO, == .,
oxyHb NO; + metHb
H* H*
HNO, HNO,

Obr. €. 1. Schéma Jensena a Rohde (2010), které znazoriuje piijem dusitanti skrze erytrocytalni

membranu a naslednou oxidaci hemoglobinu.
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Dusitany z krevni plazmy (vlevo) pronikaji do cytosolu erytrocytu bud'to aktivnim
kotransportem za HCOj3 pfes anex (anion exchanger) (AE1), nebo prostou diftzi ptes lipidovou
dvouvrstvu ve form¢ HNO,. Pti prostupu dusitanti pfes anex je také béhem Jacobs-Stewartova
cyklu katalyzovana reakce hydrogenuhli¢itanu s vodikovym protonem za vzniku oxidu
uhli¢itého a vody. Katalyzatorem je anhydraza kyseliny uhli¢ité (CA). Oxid uhli¢ity opousti
bunku lipidovou dvouvrstvou. Po vstupu do bunky reaguji dusitany s hemoglobinem za vzniku
methemoglobinu. Béhem této reakce jsou spotfebovavany nitrobunééné dusitany, coz nasledné
vede K rychlému dopliiovani dusitant z vnéjsiho prostoru. Erytrocytalni ptijem dusitant je tedy
fizen rychlosti reakce. Behem téchto reakci vzrista néasledkem zvySené rychlosti oxidace

hemoglobinu spotieba nitrobunééného kysliku a klesaji hodnoty pH (Jensen a Rohde, 2010).

Gladwin a kol. (2004) popsal mechanismus redukce dusitani na NO, kdy samotny
hemoglobin funguje v podstaté jako dusitan reduktaza. Vznikly oxid dusnaty pak rychle
reaguje se superoxidem (0O27) za vzniku vysoce reaktivniho peroxydusitanu (ONOO").
Pokud koncentrace peroxydusitani pfesdhnou moznosti detoxika¢niho mechanismu,
muze dojit k oxidativnimu poSkozeni erytrocytd, tj. denaturaci dilezitych proteint
véetné hemoglobinu, komponentl membran erytrocytd apod. (Romero a kol., 2006), ale
I k oxidaci dal§ich hemovych proteint (Jensen, 2003).

Dusledkem pisobeni dusitant je smrsténi erytrocyti (Williams a kol., 1993;
Martinez a Souza, 2002), které souvisi se zvySenou extracelularni hladinou drasliku.
Dusitany totiz aktivuji vyplavovani drasliku predevS$im z kosterniho svalstva
a erytrocytll (Jensen a kol., 1987). Ztratu drasliku z erytrocytd uvadi i Knudsen a Jensen
(1997), a to jako 1/6 z celkového intracelularniho obsahu drasliku. Autofi popisuji
vyplaveni nejvétsiho mnozstvi drasliku z bunék jiz béhem prvniho dne, kdy pfi
pokusech zvySené hladiny drasliku S menSimi odchylkami koreluji se zvySenim obsahu
dusitand v plazm¢ (Jensen a kol., 1987). Timto zptisobem miize dojit ke smrsténi
erytrocyti, ale i Kk dalsim buné¢nym poskozenim, kterymi jsou rozpad erytrocyti,
poskozeni erytrocytalni membrany s naslednou dysplazii a jadernou pyknozou (Korwin-
Kossakowski a Ostaszewska, 2003). V souvislosti se smr$ténim erytrocyti bylo
zaznamenano i snizeni obsahu intracelularni vody (Madison a Wang 2006). Mezi dalsi
pozorované zmeény patii zvySeny vyskyt nekrotickych bun¢k (Korwin-Kossakowski
a Ostaszewska, 2003).

Mikroskopickym vySetfenim byl po dusitanové expozici zaznamenan zvysSeny

pocet erytrocyti protahlého tvaru s depolarizovanym jadrem a projasnénou
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cytoplazmou (Drastichova a kol., 2006; Svobodova a kol., 2005b). Jako pii¢ina
projasnéni cytoplazmy byva v souvislosti s otravami udévana nizk4d koncentrace
hemoglobinu v erytrocytech, kterd je zpusobena poklesem syntézy hemoglobinu
(Klaassen, 2001). Terminalnim dusledkem celkového ptisobeni dusitani na erytrocyty

muze byt az hemolyticka anémie (Scarano a Saroglia, 1984).

Zmény ukazateli ¢erveného krevniho obrazu

Typickymi zménami vyvolanymi dusitany je snizeni poctu erytrocytl, pokles
hematokritu, hemoglobinu a naopak zvySeni methemoglobinu (Svobodova a kol.,
2005b; Kroupova a kol., 2006b; Park a kol., 2006, Drastichova a kol, 2006). Pokles
poctu Cervenych krvinek by mohl byt zpisoben pfed€asnym stdrnutim erytrocytl
v disledku zvySenych energetickych narokd na ¢innost detoxikacnich enzymil véetné
methemoglobin reduktazy (Kroupova, 2007; Zuskova a kol., 2013).

Krev ryb obsahuje bézné do 10 % methemoglobinu. Pokud obsah methemoglobinu
nepiesdhne 50 %, dochazi k nizké nebo minimalni mortalit¢ (Lucas a Southgate, 2003;
Svobodova a kol., 2008). Toleranci az k 50 % obsahu methemoglobinu v krvi uvadi
I EIFAC (1984). Hodnoty ptevysujici 20 % obsahu methemoglobinu v Krvi by vsak jiz
mély byt pokladany za varujici (Svobodova a kol., 2008).

Po dusitanové expozici bylo zjisténo zvySeni stfedni barevné koncentrace (MCHC)
(Drastichova a kol., 2006; Svobodova a kol., 2005b; Knudsen a Jensen, 1997;
Aggergaard a Jensen, 2001), coz je spolu s poklesem hematokritu nasledkem sniZeni
objemu erytrocytdt (Madison a Wang, 2006). Dalsi zmény v hodnotach stfedniho
objemu erytrocytu (MCV) a hemoglobinu erytrocytu (MCH) jsou pii porovnani riznych
vysledku velmi proménlivé (Avilez a kol., 2004; Drastichova a kol., 2006; Svobodova
a kol., 2005b)

U leukocyt dochazi po expozici ryb dusitantim k snizeni jejich poctu (Ajani a kol.,
2007; Svobodova a kol., 2005b). Tyto snizené hodnoty v§eobecné souvisi s celkovym
zhorSenim zdravotniho stavu Vv disledku stresem indukovanému sniZeni nespecifické

imunity (Dubsky a kol., 2003).

Zmény biochemickych parametri a ionti krevni plazmy
Po dusitanové expozici dochazi ke zvySeni koncentrace glukézy v plazmé
(Kroupova a kol., 2008; Ciji a kol., 2012). Tento jev je zdivodnovan tak, ze organismus

mobilizuje své energetické zasoby, aby byl schopen utéku z neptiznivého prostiedi.
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Zvyseni je ale pouze ptechodné, po urcité dobé dochéazi k vyCerpani energetickych
zasob, a proto dochazi k navratu na ptivodni hodnoty (Ajani a kol., 2007). Podobnym
zpusobem lze zdivodnit 1 zvySeni koncentrace kortisolu, ktery zvySuje pohotovost
organismu pii stresovych reakcich (Ajani a kol., 2007; Ciji a kol., 2012).

Dalsi zménou je nartst plazmatické koncentrace drasliku, ktery je vyplavovan
z kosterniho svalstva a erytrocytd (Jensen, 2003; Knudsen a Jensen, 1997).
K hyperkalémii dochazi jiz po 30 — 60 minutach expozice (Huertas a kol., 2002;
Kroupova a kol., 2006a; Avilez a kol., 2004).

Snizeni obsahu chloridii v plazmé Ize zdivodnit vlastnim mechanismem otravy,
kdy dusitany nahrazuji chloridy a dochézi k pfijmu dusitanti na tkor chlorida (Jensen,
2003; Kopp a kol., 2009). Snizeny obsah chloridi je popsan mnoha autory (Kroupova
a kol., 2006a; Gisbert a kol., 2004; Ciji a kol., 2012). Timto mechanismem dochazi ke
zvySeni koncentrace (akumulaci) dusitant v krevni plazmé (Madison a Wang,
2006; Kroupova a kol., 2008; Knudsen a Jensen, 1997; Vedel a kol., 1998),
ktera dosahuje nékolikanasobnych hodnot oproti koncentracim dusitand ve vodé.
Avilez a kol. (2004) uvadi, ze koncentrace dusitani po expozici byla v krevni plazmé

tiicetkrat vyssi nez ve vode.

2.3.3.4. Vliv na obéhovou soustavu a respiraci ryb

Rychlou odezvou na zvySené koncentrace dusitani ve vod€ je zvySeni srdecni
a ventila¢ni ¢innosti, ktera kompenzuje sniZzeny obsah kysliku v krvi (Aggergaard
aJensen, 2001; Williams a kol., 1993). Pti delsi expozici (vice jak 24h) dochazi
K silngjsi methemoglobinémii a zvySeni ventilani Cinnosti jiz neni dostatecné pro
udrZeni aerobniho metabolismu. Zaind prevladat metabolismus anaerobni, ktery se
projevi zvySenim obsahu laktatu v krvi (Williams a kol., 1993; Paula-Silva a Pires-
Lopes, 2000). V dusledku hypoventilace a nasledné respiracni alkalozy se zvySuje i pH
krve (Aggergaard a Jensen, 2001; Jensen a kol., 1987).

2.3.3.5. Vliv dusitanti na tkané a organy ryb

Zmény V jatrech a ledvinach

Vlivem dusitanti dochézi k silnému poskozeni hematopoetické tkan¢ jater a ledvin.
Histologicky se v tkanich projevuje nekréoza, ktera je doprovazena celkovou atrofii
organl. V jatrech lze pozorovat zvySeny vyskyt hepatocyti s pyknotickym jadrem
(Korwin-Kossakowski a Ostaszewska, 2003). Jako v dalsich tkanich, tak i v jatrech maji
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dusitany schopnost se akumulovat (Huertas a kol., 2003). V disledku poskozeni
hlavnich krvetvornych organti lze z dlouhodobéjsiho hlediska ocekavat zmény

hematologickych ukazatelt.

Zmény V Zabernim aparatu

Histologicky nalez na zabrach zahrnuje piedevsim hypertrofii epitelidlnich,
chloridovych a hlenovych (slizovych) bunék, které zpisobuji zvySenou produkci hlenu
(Gisbert a kol., 2004; Korwin-Kossakowski a Ostaszewska, 2003; Park a kol., 2007).
U zabernich listkli bylo pozorovano jejich vzajemné spojeni (Caste¢na faze) (Wuertz
akol., 2013). Dale byl zaznamenan zvySeny pocet hypertrofickych, hyperplastickych
a nekrotickych chloridovych bunék a nasledné celkovy edém zaber (Kroupova a kol.,
2008; Svobodova et al., 2005b). Na zabrach ryb také dochazi ke kumulaci dusitant
(Margiocco a kol., 1983; Huertas a kol., 2002).

2.4. Hodnoceni toxicity pro vodni organismy

Ekotoxicita jednotlivych chemickych latek, chemickych pfipravki, vcéetné
pesticidl, a odpadil se posuzuje podle vysledki toxicity na rybach a ostatnich vodnich
organismech. Standardizace testd je provadéna mezinarodnimi organizacemi ISO
(International Organization for Standardization) a OECD (Organization for Economic
Cooperation and Development). Metodiky OECD uvadgji nasledujici testy toxicity na
rybach (Svobodova a kol., 2007):

e (. 203 test akutni toxicity — vysledkem je koncentrace, ktera vyvola 50% Uhyn
ryb v pribéhu 96 hodinového testu (96hL50);

e (. 204 prolongovany test toxicity; 14ti denni — vysledkem je koncentrace ktera
vyvola 50% uhyn ryb v pribéhu 14ti denniho testu (14dLC50), dale
koncentrace, kterd nezpusobuje poSkozeni ryb (NOEC) a nejnizsi uc¢inna
koncentrace (LOEC);

e ¢. 205 rustovy test na juvenilnich rybach; 28denni — vysledkem je stanoveni
nejniz§i ucinné koncentrace (LOEC) a koncentrace, kterd nezplisobuje
poskozeni ryb (NOEC).

e (. 210 test na ranych vyvojovych stadiich (embryondlni test) — vysledkem je
stanoveni nejnizsi ucinné koncentrace (LOEC) a koncentrace, kterd nezpusobuje

poskozeni ryb (NOEC);

26



%

¢. 212 kratkodoby test na embryich a vackovém plidku — vysledkem je
stanoveni nejniz$i uc¢inné koncentrace (LOEC) a koncentrace, ktera nezpusobuje

poskozeni ryb (NOEC);

Vybrané definice a zkratky pouzivané p¥i hodnoceni toxicity na rybach

Adaptace ryb: ptizpisobeni ryb podminkam testu;

Koncentrace latky: hmotnost latky rozpusténé v fedici vodeé a doplnéné do 1
litru fedici vodou (mg.I™);

Kontrola: fedici voda s testovacimi organismy bez testovaného vzorku;

Redici voda: pitna voda, ktera je zbavena chloru;

LC: letalni koncentrace;

LC50: koncentrace testovaného vzorku, kterd vyvola 50% uhyn testovacich ryb;
48hLC50: koncentrace testovaného vzorku, ktera vyvola 50% uhyn testovacich

ryb v ¢asovém tseku 48 + 2 hodin (Svobodova a kol., 2000).
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3. Material a metodika

V pribehu testli se postupovalo podle zédkona ¢. 246/1992 Sb., Na ochranu zvirat
proti tyrani, ve znéni pozdéjsich ptedpistu a podle vyhlasky ¢. 419/2012 Sb., O ochrané

pokusnych zvirat.

3.1 Test na pstruhu duhovém (Oncorhynchus mykiss)
Material a pomiicky
e Testovaci organismus: pstruh duhovy (Oncorhynchus myskiss), o primérné
hmotnosti 72,3+ 14,0 ¢
e Redici voda: odstata vodovodni voda (10 mg.I"* CI)
e Chemikalie: NaNO, (p.a.)
e Pristroje a zarizeni: pHmetr, oximetr, laboratorni vahy s ptesnosti na 0,1 mg
e Laboratorni nadobi: odmérné baiiky, pipety, sklenéné néalevky, kadinky
e Ostatni pomicky: sitky a pomuicky pro odlov a pfendSeni ryb, akvaria o

objemu 200 litrd

Podminky testu — fyzikalné chemické parametry

Teplota 14,3 - 15,2 °C

e Obsah rozpusténého kysliku ve vodé > 68 %
e PH7,2-79

e KNK45 1,2 mmol.I*

e CHSKw, 1,5 mg.I*?

e Celkovy amoniak 0,04 mg.1™

e Y Ca” aMg® 14 mg.I*

e Cl'10mg.I*

e PO, 0,01 mg.l*t

Design testu

Délka expozice: 48 = 2 hodin

Objem lazné: 40 litrh v pfedbézném testu, 150 litrG v zdkladnim testu

Vymeéna lazné: po dobu testu nebyla ldzeit ménéna

Osvétleni: 12 hodin denné
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e Pocet testovacich organismii: 3 kusy v kazdé koncentraci piedbézného testu,
7 kusti v jedné koncentraci zakladniho testu

e Pocet paralelnich stanoveni: jeden paralelni test

e Aerace: v akvariich

¢ Ostatni podminky: bez krmeni

Pracovni postup
Adaptace ryb

Ryby pouzité pti testech byly po dobu 48 hodin aklimatizovany ve vodovodni vodé
o teploté 14 = 1 °C, po tuto dobu nebyly ryby krmeny.

Piedbézny test

Bylo pouZito 7 koncentraci testované latky, které byly voleny v Sirokém rozpéti:
3,3; 6,7; 16,7; 33,3; 50,0; 66,7; a 133,3 mg.I"* NO3 (ve form& NaNO,). Do jednotlivych
koncentraci testované latky o objemu 40 1 se nasazovalo po 3 kusech ryb. Stejnym
zpusobem se nasazovala kontrola. V prubéhu trvani piedbézného testu se sledovala
a zaznamendvala mortalita a chovani ryb. Na zacatku testu a ve 24 hodinovych
intervalech se méfila teplota a pH 14zné€ a koncentrace rozpusSténého kysliku Na zakladé

vysledku tohoto testu se volily koncentrace pro zakladni test.

Vyhodnoceni 48hL.C50
Na podkladé¢ provedeni pfedbéZného testu, byla stanovena pomoci probitové

analyzy hodnota 48hLC50 na 24 mg.I"* NO.

Zakladni test
Byla zvolena 1/3 zjisténé hodnoty 48hLC50, coz bylo 8 mgl® NOs. Této
koncentraci byly ryby exponovany po dobu 48 hodin.

Ziskani krve pro hematologicka vySetieni
Po vyloveni ryb z vody byla rybam odebrana krev z ocasni cévy. Odebrana krev
byla stabilizovana 40 IU heparinu na 1 ml krve. Po odbéru byly ryby usmrceny ranou

do hlavy.
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Hematologicka vySetieni

V odebrané krvi byl stanoven pocet erytrocyti (pocitaci metodou v Biirkerové
komirce), mnozstvi hemoglobinu (kyanohemoglobinovou metodou), hematokritova
hodnota (odtifedénim krve v kapilarach) methemoglobinu (spektrofotometricky).
Veskera stanoveni byla provedena podle Jednotnych metod hematologického
vySetiovani ryb (Svobodova a kol., 1986).

Pro mikroskopické vysetteni erytrocytii byly zhotoveny krevni natéry, a to tak, ze
kapak Cerstvé odebrané krve byla na podloznim sklicku rozetfena roztérovym sklickem.
Od kazdé¢ ryby byly zhotoveny dva natéry, které se obarvily dle Pappenheima
(Svobodova a kol., 1986).

3.2. Test na tilapii nilské (Oreochromis niloticus)

Material a pomtcky
e Testovaci organismus: tilapic nilska (Oreochromis niloticus) o prumérné
hmotnosti 233,4 + 49,2 g
e Redici voda: odstata vodovodni voda (10 mg.I™* CI)
e Chemikalie: NaNO; (p.a.)
o Piistroje a zarizeni: pHmetr, oxymetr, laboratorni vahy s piesnosti na 0,1 mg
e Laboratorni nadobi: odmérné banky, pipety, sklenéné nalevky, kadinky
e Ostatni pomicky: sitky a pomuicky pro odlov a pienaseni ryb, akvaria

0 objemu 200 litrd

Podminky testu — fyzikalné chemické parametry
e Teplota 20,2 — 22,4 °C
e Obsah rozpusténého kysliku ve vodé > 63 %
e pH7,2-79
e KNK451,1 mmol.I*
e CHSKwmn, 1,5 mg.I*
e Celkovy amoniak 0,02 mg.I™*
e Y Ca” aMg® 14 mg.I*
e CI" 10 mg.I*
e PO, 0,01 mg.I*
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Design testu
e Délka expozice: 48 + 2 hodin
e Objem lazné: 40 litrt v pfedbé€zném testu, 150 litrti v zdkladnim testu
e Vymeéna lazné: po dobu testu nebyla lazen ménéna
e Osvétleni: 12 hodin denné
e Pocet testovacich organismt: 3 kusy v kazdé koncentraci piedbézného testu,
7 kusti v jedné koncentraci zakladniho testu
e Pocet paralelnich stanoveni: jeden paralelni test
e Aerace: v akvariich

e Ostatni podminky: bez krmeni

Pracovni postup
Adaptace ryb

Ryby, které byly pouzity k testim, byly po dobu 48 hodin ve vodovodni vodé
0 teplot¢ 20,2 — 25,4 °C, po tuto dobu nebyly ryby krmeny.

Piedbézny test

Bylo pouzito 7 koncentraci testované latky, které byly voleny v §irokém rozpéti:
0,7; 3,3; 6,7; 33,3; 50,0; 66,7 a 133,3 mg.l'1 NO; (ve formé NaNOy). Do jednotlivych
koncentraci testované latky o objemu 40 I se nasazovalo po 3 kusech ryb. Stejnym
zpusobem se nasazovala kontrola. V pribéhu trvani pfedbézného testu se sledovala
a zaznamenavala mortalita a chovani ryb. Na zacatku testu a ve 24 hodinovych
intervalech se méfila teplota a pH 14zn€ a koncentrace rozpusSténého kysliku Na zakladé

vysledkl tohoto testu se volily koncentrace pro zakladni test.

Vyhodnoceni 48hL.C50
Na podkladé¢ provedeni ptfedbézného testu, byla stanovena pomoci probitové

analyzy hodnota 48hLC50 na 33 mg.I"* NO3.
Zikladni test

Byla zvolena 1/3 zjisténé hodnoty 48hLC50, coz bylo 11 mg.l* NOz Této
koncentraci byly ryby exponovany po dobu 48 hodin.
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Ziskani krve pro hematologicka vySetieni
Po vyjmuti ryb z l4zné jim byla odebréna krev z ocasni cévy, odebrand krev byla

stabilizovana 40 IU heparinu na 1 ml krve. Po odbéru krve byly ryby usmrceny.

Hematologicka vySeti‘eni

Podle Jednotnych metod hematologického vysetiovani ryb (Svobodova a kol.,
1986) byl stanoven pocet erytrocyti (RBC) (pocitaci metodou v Biirkerové komurce),
mnozstvi hemoglobinu (Hb) (kyanohemoglobinovou metodou) a hematokritova hodnota
(PCV) (odsttedénim krve v kapilarach).

Pro vySetfeni erytrocytii byly zhotoveny krevni natéry, které se obarvily dle
Pappenheima (Svobodova a kol., 1986). Od kazdé ryby byly zhotoveny vzdy dva

natéry.

3.3. Hodnoceni erytrocytii

3.3.1. Mikroskopie a snimani erytrocytu

Morfologie krevnich bunék kontrolni populace ryb a jeji zmény u ryb po otravé
dusitany byly sledovany prostfednictvim mikroskopu s nainstalovanym digitalnim
fotoaparatem (Olympus BHS, Olympus BX60) propojenym se stolnim pocitacem s OS
Windows XP. Softwarem QuickPHOTO MICRO 2.3 byl promitan zivy obraz na
monitor, ktery se snimal a ukladal ve formatu JPG.

Vlastnimu sniméni obrazu fotoaparatem piedchazelo nastaveni mikroskopu za
ucelem maximalniho vyniknuti ohraniCeni erytrocytl a jader erytrocyti tak, aby
nasledné meéfeni bylo presné. Pro snimdni byl zvolen objektiv se stonasobnym
zvétSenim. V piipad€ pouziti imerzniho objektivu byla na sklicko aplikovéna kapka
imerzniho oleje.

Po vlozeni krevniho natéru pod mikroskop bylo provedeno zaostfeni a nasledné
prohlédnuti natéru podle schématu, které uvadi Svobodova a kol., (1986). Byly
sledovany zmeény V zabarveni cytoplazmy, tvaru krvinek, zmeény polohy jadra
Vv erytrocytu, vyskytu rozpadlych a bezjadernych erytrocytl. Snimani erytrocytl bylo
provadéno objektivem se stonasobnym zvétsenim, obvykle na kraji krevniho natéru, kde
byla mensi koncentrace erytrocyti. Ve stfedovych c¢éastech preparatu byly totiz

erytrocyty rizn€ seskupené v fadach a kruzich, coz znemoznovalo jejich pfesné méteni.
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Kazdy krevni natér byl sniman v deseti riznych mistech v zdvislosti na jeho kvalit¢ a na

rozmisténi a poCtu erytrocytli. Nedeformované erytrocyty byly nasledné¢ méteny.

3.3.2. Méreni erytrocyti

DalSim krokem bylo méfeni erytrocytl zachycenych digitadlnim fotoaparatem
pomoci programu MICRO IMAGE 4.0. Samotnému méfeni erytrocytt ptfedchéazelo
nastaveni kalibrace, ktera odpovidala pouzitému zvétSeni na mikroskopu. V piipade
neuplné zietelnych prechodti mezi jadrem a cytoplazmou erytrocytu byla pozita zména
kontrastu a jasu. Tuto zménu bylo mozné provést manualné, nebo automatickou funkci,

kterou program umoznoval. ZlepSeni obrazu bylo pomérné ztetelné (viz obr. €. 2 a 3).
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Obr. €. 2. Snimek krevniho natéru pied upravou.
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Obr. €. 3. Snimek krevniho natéru po Gpraveé s ozna¢enim deformovaného erytrocytu.

Meg¢feni erytrocyti bylo provadéno manudlné pomoci funkce Measurement.
K méfeni byly erytrocyty vybirany ndhodné s vyjimkou téch erytrocytl, které byly silné
deformované a jinak poSkozené, jako napfiiklad erytrocyt oznaceny Sipkou na obrazku
¢. 3. U méfenych erytrocytl se zjiStovala délka erytrocytu, Sitka erytrocytu, délka jadra
a Sitka jadra. Vzdy tak, aby u mefeného erytrocyty byly zjistény vSechny Ctyfi rozméry.
U kazdé ryby bylo méfeno 100 erytrocyti. Po zméteni jednotlivych snimkd byly
naméfené hodnoty exportovany do programu Microsoft Excel, kde byly oznaceny pro
snazs§i zpracovani pismeny a, b, ¢, d — podle méfeného parametru. Pro statistické
zpracovani byly pro kazdou buiiku vypocitany poméry jader (délka/Sitka) a celé krvinky
(délka/sitka), aby se vyloucila chyba zpiisobend moznou slabsi jednostrannou deformaci

krvinek vzniklou pfi zpracovani preparatu.
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Obr. &. 4. Méfeni erytrocyt v programu MICRO IMAGE 4.0.

3.3.3. Hodnoceni erytrocyti pstruha duhového pomoci snimkii z TEM
Detailnéjsi sledovani zménénych erytrocytli pstruha duhového bylo zajiSténo
prostiednictvim elektronové mikroskopie, ktera byla hrazena formou sluzby v laboratofi
elektronové mikroskopie Biologického centra Akademie véd Ceské republiky —
Parazitologického ustavu. Pro tento ucel byla ve vzorcich krve zmétfena osmoticka
koncentrace za pouZziti osmometru Wescor. Nasledné byly vzorky krve nafedény
fyziologickym roztokem o shodné osmotické koncentraci, jakd byla namétena u krevni

plazmy. Dale byly vzorky krve zpracovany technikou podle PSenic¢ky a kol. (2009).

3.3.4. Statistické vyhodnoceni

Vyhodnoceni vysledkii bylo provedeno v programu Statistica 7.0 (StarSoft CR).
Data byla nejprve pomoci Kolmogorov-Smirnova testu testovana na normalitu
anasledné¢ byla pomoci Barlettova testu ovéfena hypotéza o homogenité variaci.
V ptipadé prokazani normality dat a homogenity variaci byla pouzita dvoucestna
variace (ANOVA) a nésledné€ bylo pouZito mnohonasobné porovnani skupin pomoci
Tukey testu. V pfipadé nesplnéni podminek bylo pro porovnani pouzito
neparametrického Kruskal-Wallisova testu.
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4. Vysledky

4.1. Test na pstruhu duhovém (Oncorhynchus mykiss)

V pribéhu testu nebyla u zadné skupiny zaznamenana viditelna zména chovani, ani

mortalita ryb.

4.1.1. Vizualni hodnoceni erytrocyti pod mikroskopem
Na krevnich nétérech byla zaznamenana ztetelna zména probarveni jader kontrolni
a exponované skupiny. Ryby vystavené dusitanim mély v nékterych natérech

nekonstantné probarvend jadra. Tento jev je dobie patrny pfi porovnani obrazku ¢. 5

S obrazky ¢. 6 a 7.

Obr. ¢. 5. Konstantn€ probarvena jadra pstruha duhového v kontrolni skuping.
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Obr. €. 6. Erytrocyty exponovaného pstruha duhového s tmavym prstencem kolem jadra a

neprobarvenym stfedem.

e e

0.0.’0
.o . s »

Obr. ¢. 7 Zmeény v zabarveni jader erytrocytll u exponovanych pstruhti duhovych.

4.1.2. Méreni erytrocyti

Byl stanoven pomér mezi délkou a $iikou erytrocytu (DE/SE) a pomér mezi délkou
a §itkou jadra erytrocytu (DJ/ST). Z t&chto hodnot bylo nejmarkantngjsi snizeni poméru
mezi délkou a Sitkou jadra erytrocytu, jak je patrné z tabulky ¢. 2. Bylo tedy zjisténo
signifikantni (p < 0,05) zmenSeni jader. Rozméry celych krvinek byly ve srovnani

s kontrolni skupinou stejné.
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Tab. ¢&. 2. Poméry naméfenych hodnot u exponované a kontrolni skupiny pstruha

duhového.
Skupina ryb DE/SE DJ/SJ
Exponované skupina 1,50° 1,65
Kontrolni skupina 1,52% 1,79°

(a;b)

Odlisna pismena™” vyjadfuji statisticky prukazny rozdil v naméfenych pomeérech v ramci

jednotlivych sloupcti (ANOVA p < 0,05)

Rozméry erytrocytl u pokusnych ryb pstruha duhového
18
16 T
14
En
> 10 m Délka erytrocytu
[] -
>E 8 m Sitka erytrocytu
N
e © = Délka jadra
4 .
5 B Sitka jadra
0
P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7
Pokusné ryby

Graf & 1. Primérné naméfené rozméry erytrocytd u pokusné skupiny (8 mg.I" NOy) pstruha

duhového.
Rozméry erytrocytti u kontrolnich ryb pstruha duhového
18
16
14
En
> 10 m Délka erytrocytu
>g 8 m Sitka erytrocytu
N
no: 6 m Délka jadra
4 .
B Sitka jadra
2
0
K1 K2 K3 K4 K5 K6 K7
Kontrolni ryby

Graf €. 2. Primérné naméfené rozméry erytrocytd u kontrolni skupiny pstruha duhového.
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4.1.3. Pozorovani erytrocyti na snimcich vytvoirenych TEM
U erytrocyti snimanych transmisnim elektronovym mikroskopem byly pozorovany
bunky vietenovitého tvaru s velkym, centralné umisténym heterochromatickym jadrem.
Jadra erytrocytii exponovanych ryb vykazovala mirné odchlipeni od okolni cytoplazmy,
resp. byla smr$téna, kdy vznikl rizné velky prazdny prostor (Obr. ¢. 8). Tento jev se
vyskytoval pouze u exponované skupiny. Erytrocyty uryb z kontrolni skupiny mély
jadra tésné obklopena cytoplazmou (Obr. €. 9 a 10). Vyskyt organel v cytoplazmé byl
velmi sporadicky. V cytoplazmé, bylo pozorovano nékolik réiznych typti vagki. Cetnost
téchto zmén je uvedena v tab. €. 3.
Na zékladé¢ pozorovani erytrocyti u pstruhli duhovych exponovanych
dusitantim byly charakterizovany ¢tyfi typy ruznych tvarovych abnormalit (Obr. €. 8).
e A typ — erytrocyt s bilaterdlnimi velkymi vacky v cytoplazmé s jadrem, které
mélo kulaty priiez
e B typ — erytrocyt s jadrem ovalnéjSiho tvaru, vétSim poctem malych
mikrokanalkt v cytoplazmé, které byly kruhového prifezu
e C typ — uZzsi erytrocyt s mikrokanalky, ktery nemél v cytoplazmé témét zadné
vacky.
e D typ — na priifezu podobny jako typ C, ale s elongovanéjSim jadrem, S témét

zaddnymi vacky ani mikrokanalky v cytoplazmé.

Tab. & 3. Cetnost vybranych zmén v ultrastruktufe erytrocytii (%).

Typ zmény Pokusna skupina (%0) Kontrolni skupina (%)
bilateralni velké vacky 1,3 0,4
vyssi poce‘E vacku v 6.7 0.2
cytoplazmé
mFracytop’lazmatlcke 5.2 13
mikrokanalky
mikrokanalky kruhového 6.1 58

prafezu
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Obr. ¢. 8. Ultrastruktura ¢ty riiznych typt erytrocytti u pokusnych pstruhd duhovych.

Obr. ¢. 9. Ultrastruktura erytrocytd pstruhit duhovych z kontrolni skupiny.
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Obr. €. 10. Ultrastruktura erytrocytt pstruhtt duhovych z kontrolni skupiny.

4.1.4. Stanoveni ukazatelu ¢erveného krevniho obrazu
Signifikantni rozdil mé&fenych hodnot v krvi ryb z pokusné skupiny byl zaznamenan
u mnozstvi hemoglobinu (p < 0,01) a obsahu methemoglobinu (p < 0,01) v krvi.

Hodnoty hematokritu a poctu ¢ervenych krvinek byly stejné s kontrolni skupinou.
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Graf ¢. 3. Hodnoty hemoglobinu v pokusné a kontrolni skuping pstruha duhového.

MetHb (%)
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Graf ¢. 4. Obsah methemoglobinu v krvi pstruha duhového u pokusné a kontrolni skupiny.
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Graf €. 5. Pocet erytrocytii v pokusné a kontrolni skupiné pstruha duhového.
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Graf ¢. 6. Hematokritové hodnoty v pokusné a kontrolni skuping pstruha duhového.
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4.2. Test na tilapii nilské (Oreochromis niloticus)

V priitbéhu testu nebyla u zaddné skupiny zaznamendna zména chovani, ani

mortalita ryb.

4.2.1. Vizualni hodnoceni erytrocytii pod mikroskopem

U erytrocytd byly zaznamendny zmény predevSim v rizném probarveni jader,
vyskytu erytrocytli, které mély silné zuZené oba dva konce a také erytrocyty
S poskozenou membrdnou. Veskeré uvedené zmény vSak byly pozorovany jak

U pokusné, tak i u kontrolni skupiny ryb.

Obr. ¢ 11. Krevni natér tilapie nilské z kontrolni skupiny s vyskytem erytrocyti silné
vietenovitého tvaru (Cerné Sipky), poSkozenim membrany po obvodu erytrocytl (Cervené Sipky)

a riznym stupném probarveni jader erytrocytu.

4.2.2. Méreni erytrocytiu
Porovnani pomérti mezi délkou a $itkou erytrocyti a mezi délkou a Sifkou jader

neprokazalo statisticky vyznamny rozdil mezi skupinami.
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Tab. ¢. 4. Poméry namétenych hodnot u pokusné a kontrolni skupiny tilapie nilské.

Skupina ryb DE/SE DJ/SJ
Pokusna skupina 1,52¢ 1,59°
Kontrolni skupina 1,58° 1,61%

Stejna pismena © vyjadfuji statisticky neprikazny rozdil v naméfenych pomérech v ramci

jednotlivych sloupct.

Rozméry erytrocytli u pokusnych ryb tilapie nilské
16
14
12
£
3 10 )
> m Délka erytrocytu
o 8 .
£ W Sifka erytrocytu
8 6
(3 4 = Délka jadra
) | Sitka jadra
0
P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7
Pokusné ryby

Graf & 7. Primémé naméfené rozméry erytrocyt u pokusné skupiny (11 mg.I* NOy) tilapie

nilské.
Rozméry erytrocyti u kontrolnich ryb tilapie nilské
16
14
12
£
310 .
> m Délka erytrocytu
& 8 v
g m Sitka erytrocytu
y 6
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0
K1 K2 K3 K4 K5 K6 K7
Kontrolni ryby

Graf ¢&. 8. Primérné naméfené rozméry erytrocyti u kontrolni skupiny tilapie nilské.
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4.2.3. Stanoveni ukazatelu ¢erveného krevniho obrazu

U Zadného ze stanovovanych ukazateld (RBC, Hb, PCV) nebyla zaznamenana

statisticky vyznamna zména (p < 0,05) oproti kontrolni skupiné.

RBC (T.I'%)

2,5

2 T -
1,5 -

1
0,5 -

0 1 T

pokus kontrola

Graf ¢. 9. Pocet erytrocytti v pokusné a kontrolni skupiné tilapie nilské.
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Graf ¢. 10. Hematokritové hodnoty v pokusné a kontrolni skupiné tilapie nilské.
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Graf ¢. 11. Obsah hemoglobinu v krvi tilapii nilskych z pokusné a kontrolni skupiny.

46



5. Diskuze

5.1. Test na pstruhu duhovém

Vizualni hodnoceni erytrocyta

Oproti zménam uvadénym Drastichovou a kol. (2006) a Svobodovou a kol.
(2005b), které popisuji ruzné patologické zmény v podobé depolarizace jadra,
projasnéni cytoplazmy a zvySeného vyskytu rozpadlych erytrocyti, nebyly
u exponovanych pstruhi duhovych pozorovany zadné zmény. Nepfitomnost téchto
zmén mohla byt zptsobena tim, Ze Svobodova a kol. (2005b) a Drastichova a kol.
(2006) exponovaly ryby vyssim koncentracim dusitanti (67mg.I" NO), a tudiz nizsi
koncentrace (8 mg.I"* NO5) a kratsi expozice pstruha duhového v nafem testu neméla
dostate¢ny ucinek na krvinky, aby zptisobila vyse zminéné zmény. U jader erytrocytl
dochdzelo k ur¢itym rozdilim v jejich zabarveni. V nékterych natérech mély jadra
konstantni barvu, ale v jinych byly zfetelné riizné barevné zmény. Mezi né patfilo
zesvétlovani barvy smérem ke stfedu jadra, ohrani¢eni jadra tmavym pruhem, za kterym
melo jadro velmi projasnénou barvu, kterd v nékterych pripadech byla témér totozna
S barvou cytoplazmy erytrocytu. Uvedené zmény v zabarveni jader erytrocytii by mohly
souviset stejné jako projasnéni cytoplazmy erytrocytu s poklesem intenzity tvorby
hemoglobinu (Klaassen, 2001) a projevily se zménou barvitelnosti jako patologicky
efekt, jak uvadi Pecka (2006).

Méreni erytrocytu

Méfeni jednotlivych rozmért erytrocytll a jejich nasledné porovnani s kontrolou
prokazalo vliv expozice dusitand na smrsténi jader erytrocytd. O cemz sveéd¢i i vysledky
ze stanoveni poméru mezi délkou a Sitkou jadra v kontrolni a exponované skupiné.
Pomér u exponované skupiny byl nizsi, to znamena, Zze zména velikosti byla pfedev§im
u délky jader erytrocytd. Toto smrsténi je uvadeéno, jako dusledek aktivace transportu
drasliku z erytrocyti (Knudsen a Jensen, 1987; Jensen a kol., 1997). Dalsi vliv na
smrsténi erytrocytii mohla mit i ztrata obsahu vody, kterou ve své praci popisuji

Madison a Wang (2006).

SnimKky z elektronového mikroskopu
Elektronovou mikroskopii byla zjisténa zvySend Cetnost nékterych zmén

Vv erytrocytech exponovanych pstruhi duhovych oproti rybam v kontrole. Mira vyskytu
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cytoplazmatickych mikrokanalka, které byly na prifezu kruhové, se neliila od
kontroly. Je mozné uvazovat o tom, zZe dusitany nemély na tento typ zmény zadny vliv.

Piitomnost velkych bilateralnich vacku v erytrocytech byla v exponované skupiné
zvySend o0 0,7 %. Tato zména jiz mize mit vliv na funkci erytrocyt, hlavné diky svému
rozsahu. Na fezu je patrné, ze zabira pomérné velkou ¢ast cytoplazmy. Toto poskozeni
by mohlo zptisobit oslabeni pevnosti buiiky z toho divodu, Ze jde vlastné¢ o prazdny
prostor. V uvahu taky miize pfipadat naruseni osmotické funkce. Vzhledem k velmi
nizkému procentu Cetnosti téchto zmén v porovnani s poctem nepostizenych erytrocyta
nemaji pravdépodobné tyto zmény vyznamny vliv na organismus ryby.

V piipadé¢ zmén, které byly charakterizovany zvySenim pocCtu vacka
a mikrokandlki v cytoplazmé, byl jiz zjiStén vyznamnéj$i rozdil mezi kontrolou
a exponovanymi rybami. Tyto zmény lze pfipisovat vlivu dusitani, které v erytrocytu
reaguji s methemoglobinem (Jensen a Rohde, 2010) a dochazi jednak k denaturaci
proteinti (Romero a kol., 2006; Jensen, 2003), dale mohou naruSovat hladinu drasliku
v burice (Jensen a kol., 1987), ale také miZze dochazet k patologickym zménam,
které¢ v souhrnu  vedou K celkovému rozpadu erytrocytd (Korwin-Kossakowski
a Ostaszewska, 2003). Dale je také mozné uvazovat o negativnim ovlivnéni zivotni
cyklu a metabolismu takto postizenych erytrocyti. Ale i pfes mozny vliv dusitani se
také muize jednat o béZny vyskyt rozdilnych vakuol uvnitt erytrocytu, jak napiiklad
uvadéji Reinhart a Chien (1988). Ale ani u téchto zmén nelze Gplné urcit miru, kterou
ovlivituji rybi organismus, jelikoZ opét jde ve srovnani se zbylym poctem
nepoSkozenych erytrocytil o nizka procenta.

Vyskyt odchlipeni cytoplazmy od jadra u exponované skupiny byl pravdépodobné
vyvolan v dasledku smrSténi jader, které bylo prokdzano meéfenim. Tento jev je
zpiisoben schopnosti dusitanti aktivovat vyplavovani drasliku z buniky, kdy nasledné
dochazi ke smrsténi (Jensen a kol., 1997).

Vzhledem Kktomu, Ze ryby jsou obvykle pomérné¢ odolné z hlediska snizeni
transportni kapacity krve (toleruji az 50% obsah methemoglobinu v krvi) (Lucas
a Southgate, 2003; Svobodova a kol., 2008), tak by n&kolika procentni poskozeni
erytrocytll nemélo mit na celkovy zdravotni stav. Otazkou zlstava vliv dusitani na vyse
zminéné zmény, za piedpokladu pouziti vySSich koncentraci dusitand, ale
I dlouhodobéjsi expozice. U dusitanid je totiz pomémé bézné, Ze se zvysenou

koncentraci je zvySovan 1 jejich negativni vliv. Je tedy mozné uvazovat o vysSim
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vyskytu defekti v celkovém poctu erytrocyti exponovanych ryb. Také miize byt

negativné ovlivnéna délka jejich zivotniho cyklu, ale i metabolismus.

Vyhodnoceni ukazateli ¢erveného krevniho obrazu

Primérna hodnota hemoglobinu u kontrolni skupiny (85,06 + 15,87 g.I") odpovida
rozmezi 60 — 100 g.I", které je povaZovéno dle Svobodové a kol. (1986) a Doubka
akol. (2003) u pstruha duhového za fyziologické. Primérna hodnota hemoglobinu
u exponovanych ryb byla 55,01 + 12,25 g.l'l, coz je jen velmi mirné pod vyse
uvedenym rozmezim. Zjisténa zvySena hodnota methemoglobinu v krvi na 61,69
+ 26,93 % oproti hodnoté v kontrole, ktera byla 7,58 + 1,31 % odpovida zménam
uvadénymi ostatnimi autory, ktefi taktéz zaznamenali zvySené hladiny methemoglobinu
(Svobodova a kol., 2005b; Kroupova a kol., 2006b; Park a kol., 2006, Drastichova
a kol, 2006).

Zjisténé hodnoty hematokritu u kontroly a i exponované skupiny byly mirné nizsi
oproti rozmezi, které uvadi Svobodova a kol. (1986). Vliv dusitanli na tyto hodnoty tedy
zaznamenan nebyl, coz Ize podlozit i tim, ze hematokritova hodnota vyjadfuje objem
erytrocytt k celkovému objemu krve a méfenim erytrocyt byla zjiSténa pouze zména
velikosti jader, zatimco erytrocyty ziistaly velikostné nezménéné.

Pocet erytrocyti se mezi kontrolni a exponovanou skupinou vyznamné nelisil
a zjisténé hodnoty jsou v rozmezi, které uvadi Svobodova a kol. (1986), Doubek a kol.
(2003), Rehulka a Adamec (2004). Stejny jev, kdy expozice pstruha duhového

dusitanim neovlivnila pocet erytrocytl, uvadi i Gfund¢l (2008).

5.2. Test na tilapii nilské

Vizualni hodnoceni erytrocyti

Pii prohlizeni krevnich nétéri exponované skupiny tildpie nilské bylo mozné
pozorovat ptitomnost rizn¢ deformovanych erytrocyti. Jednalo se o rizné abnormality
tvari erytrocytd (silné zOzZeni koncl bun¢k). Bylo také moZzné pozorovat urcité
poskozeni membrany erytrocytd az rozpad cytoplazmatické membrany. Dale se
Vv natérech vyskytovaly rozdily v probarveni jader.

Poskozeni membrany erytrocytli u ryb exponovanych dusitanim uvadéji Korwin-

Kossakowski a Ostaszewska (2003). Toto poskozeni, které mize vést az k ruptuie
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membrany, je Casto pfiznakem pisobeni toxické latky (Doubek a kol., 2003), kterou
dusitany bezesporu jsou.

Proménlivost v barvé jader by bylo mozné stejné jako u pstruha duhového
zduvodnit sniZzenim syntézy hemoglobinu (Klaassen, 2001). Zména tvaru erytrocytd by
mohla byt zptisobena jejich smrsténim v disledku vyplavovani drasliku (Jensen a kol.,
1987; Knudsen a Jensen, 1997).

Uvedené zmény by u exponovanych ryb ptichdzely v uvahu, ale vzhledem k tomu,
ze vSechny zmény se vyskytly u kontrolni i exponované skupiny, tak je spiSe na viné

nekvalitni provedeni krevnich natéra ryb.

Méreni erytrocytii

M¢tfenim erytrocytl, ale ani porovnanim poméri mezi jednotlivymi rozméry
exponované a kontrolni skupiny ryb se neprokdzal vliv dusitanti na velikostni zmény
erytrocytu tilapie nilské. Nepfitomnost zmén mohla byt zptisobena nizkou koncentraci

dusitant, kterd byla pouzita pii testu, ale také kratkou dobou expozice.

Vyhodnoceni ukazateli ¢erveného krevniho obrazu

Nepfitomnost zmén hematokritové hodnoty, mnozstvi hemoglobinu a poctu
erytrocytl by mohlo souviset stim, Ze pouZité tildpie nilské v testu mély nizsi
individualni citlivost vii¢i dusitanim. Tento jev uvadi Kroupové a kol. (2005) a Lewis
a Morris (1986). Ale naptiklad Yidilz a kol.(2006) zaznamenal u tilapie nilské za
pouziti stejné¢ dlouhé expozice pii nizSich koncentracich zmény v hodnotach
hematokritu i hemoglobinu. Uréity vliv ale mohla mit velikost ryb, kdy pouzil mensi
ryby s hmotnosti do 60 g.

Zajimavé bylo ale to, Ze Vv naSem testu se vSechny hodnocené hematologické
ukazatele u kontrolni 1 exponované skupiny tilapie nilské pohybovaly na spodni hranici

hodnot, které uvadi Doubek a kol. (2003).

5.3. Porovnani vlivu dusitanii na pstruha duhového a tilapii

nilskou

Pti testech byly pouzity stejné zlomkové hodnoty, které odpovidaly 48hL.C50, tudiz
bylo mozné ocekavat ,,stejny* vliv dusitanii na vyhodnocované ukazatele. Vyhodnoceni

zmén erytrocytd a hematologickych ukazatelii prokazalo vSeobecné vyssi citlivost
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lososovitych druhti ryb, mezi které pstruh duhovy patii. Naopak u tilapie nilské nedoslo
k Zdadnym zménam, coz sv&déi o jeji vysoké odolnosti vici zvySenym koncentracim

dusitant ve vodg¢, ale i o veEtsi prizpusobivosti v neptfiznivém prostredi.
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6. Zavér

V ptedbézném testu byla pro pstruha duhového zjisténa hodnota 46hLLC50 24 mg.l'1
NO;. Hodnoceni erytrocyti u pstruhit duhovych bylo provedené po 48h expozici
v koncentraci 8 mg.I* NO; (1/3 48hLC50) neprokazalo poskozeni erytrocytd,
projasnéni cytoplazmy ani depolarizaci jadra. U exponované skupiny byla zaznamenana
proménlivost v probarveni jader erytrocyti. Me¢fenim jader erytrocytd U pstruht
duhovych bylo zjisténo signifikantni (p < 0,05) zmenseni jader po dusitanové expozici,
které bylo patrné i na snimcich z elektronového mikroskopu. Dals§i zmény v rozmérech
erytrocytl nebyly zaznamendny. Snizeni hodnot hemoglobinu a zvySeni
methemoglobinu se dd povazovat z hlediska vysledkti dalSich autorti za ocekavané.
Nejveétsi pozornost si zaslouzi hodnoceni ultrastruktury erytrocytl, které prokazalo
vyskyt rtiznych vakuol a kanalkii uvnitt erytrocytl. Pro lepsi posouzeni vlivu dusitani
na erytrocyty by bylo dobré provést expozice s niz§imi koncentracemi, kde by bylo
ucelem zjistit, jestli 1 nizké koncentrace zplsobuji zvySeny vyskyt zmén uvnitf
erytrocyti. Jako protipol pak vystavit ryby vysokym koncentracim dusitanti, kde by
bylo cilem zjistit, jestli bude vyskyt zmén uvnitt erytrocytt vyssi, ale také naslednym
méfenim tyto zmény lépe kvantifikovat. Zmény by bylo mozné ocekdvat i pii delsi
expozici, ktera by se blizila dob& zivotniho cyklu erytrocytd, aby na né dusitany
pusobily po celou dobu, ptipadné i zjistit vliv dusitanti na zkraceni jejich zivotnosti.
Stejné tak by bylo vhodné zjistit rychlost zmén uvniti erytrocytti, zda jde o hodiny ¢i
desitky hodin. Zde by mohl poslouZit jiz provedeny experiment, ktery prokazal, ze 48 h
expozice je pro vyvolani urCit¢ého mnozstvi zmén u pstruha duhového dostacujici.
Zaroven je také dualezité vibec urcit vliv samotnych zmén zjisténych elektronovym

mikroskopem na erytrocyty, a tim opét posunout znalosti piisobeni dusitant na ryby.

U tilapie nilské byla v pfedb&Zném testu zjiiténa hodnota 46hLC50 33 mg.I" NO>.
Pro hodnoceni jednotlivych parametri byly ryby vystaveny 1/3 hodnoty 46hLC50 pod
dobu 48 hodin. Nasledna analyza neprokazala zadny vliv pouzité¢ koncentrace dusitanii
na hodnocené ukazatele, tim se potvrdila i odolnost tilapie nilské vici dusitanim.
BohuZel nebylo provedeno snimani erytrocytl elektronovym mikroskopem, které mohlo
podpofit zjisténou odolnost tilapie nilské tim, Ze by erytrocyty ve své ultrastruktuie

nevykazovaly zadné zmény. V pfipad¢ zjiSténi pfitomnosti zmén by bylo mozné pouzit
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vyse zminény navrh postupu, jako u pstruha duhového, kterym by se dosahlo dal§iho

posunu Vv celkovém pochopeni vlivu dusitant na ryby.
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9. Abstrakt

Cilem prace bylo zjistit vliv dusitanii na hematologické ukazatele pstruha duhového
(Oncorhynchus mykiss) a tilapie Nilské (Oreochromis niloticus). Po expozici ryb
riznym koncentracim dusitanti, byly stanoveny hodnoty 48hLC50. Pro vlastni test byly
pouZity zlomkové koncentrace t&chto hodnot. Pro pstruha duhového 8 mg.1™ NO3, pro
tilapii nilskou 11 mg.I* NOs. Expozice u obou druhi trvala 48 hodin. Z krve ryb byly
stanoveny hematologické parametry, z krevnich natérti se stanovil vliv dusitani na
velikostni zmény erytrocytli. Z krve pstruha duhového byl elektronovou mikroskopii
stanoven vliv dusitani na zmény v ultrastruktuie erytrocyti. U erytrocytii pstruha
duhového bylo zjisténo signifikantni (p < 0,05) zmensSeni jader. Na snimcich
z elektronového mikroskopu bylo prokdzdno zvySené mnozstvi zmén, ptfedev§im
V podobé¢ riiznych ttvarl v cytoplazmé erytrocytl, také bylo viditelné smrsténi jader.
Bylo zjisténo signifikantni (p < 0,01) snizeni mnozstvi hemoglobinu a signifikantni
(p <0,01) zvySeni koncentrace methemoglobinu v krvi u exponované skupiny. U poctu
erytrocytli a hematokritové hodnoty nebyly zaznameniny zmény. Hodnoceni
hematologickych ukazateli tilapie nilské neprokazalo zadné velikostni zmény
U méfenych parametri, zmény nebyly zaznamenany u poctu erytrocytli, mnozstvi

hemoglobinu ani u hematokritové hodnoty.

Kli¢ova slova: dusitany, erytrocyty, hematologické ukazatele, Oncorhynchus

mykiss, Oreochromis niloticus
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10. Abstract

The aim of the thesis was to determine the effect of nitrite on hematological indices
of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) and Nile tilapia (Oreochromis niloticus). After
the fish were exposed to various concentrations of nitrites were determined 48hLC50.
For the main test only fractional concentrations of these values were used. For rainbow
trout it was 8 mg.I* NO5, for Nile tilapia 11 mg.I"* NOz The exposure of both species
lasted for 48 hours. From fish blood were made blood smears to determine the influence
of nitrite on size changes of erythrocytes and hematological parameters were set also.
The effect of nitrite on changes in the ultrastructure of erythrocytes was determined by
the electron microscopy. The erythrocyte nuclei of rainbow trout showed significant
(p <0.05) shrinkage. The images of the electron microscope showed an increased
amount of changes, especially in the form of various units within the cytoplasm of
erythrocytes, was also visible nuclei shrinkage. There was significant (p <0.01)
reduction in the amount of hemoglobin and significant (p < 0.01) increase in the
concentration of methemoglobin levels of the exposed groups. In the number of
erythrocytes and hematocrit were not detected any changes. Hematological parameters
of Nile tilapia did not show any size changes in the measured parameters, no changes
were detected in the count of erythrocytes, hemoglobin and hematocrit values.

Key words: nitrites, erythrocytes, hematological parameters, Oncorhynchus
mykiss, Oreochromis niloticus
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