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1 Uvod

Soucasnym trendem V oblasti veterinarni mediciny je dbat na ochranu zdravi ryb.
Proto je nutné postupovat pii manipulaci s rybami podle zakona ¢. 246/1992 Sb.,
na ochranu zvifat proti tyrani, ve znéni pozd&jSich ptedpisi a zabranit tak
mechanickému poskozeni a stresu ryb. S postupem casu se stale vice setkavame
S pojmem anestesie ryb, ktery oznacuje bud’ celkové (uplna anestesie) nebo Casteéné
(lokalni anestesie) znecitlivéni (uspani). Anestesie u ryb je fyziologicky stav, ktery
se vyznacuje reverzibilnim znecitlivénim bunék (Svobodova a kol., 2007; Kolatova
a kol., 2012).

Pouziti anestetik v rybatské a ichtyologické praxi vSeobecné usnadiiuje manipulaci
srybami a ma uplatnéni pii mnoha ukonech, naptiklad pii umélém vytéru, pievozu,
chirurgickych ukonech, tfidéni, znaCkovani, odbérech krve, aplikaci 1éka a
hormonalnich preparati, foceni, vaZzeni a méfeni ryb apod. (Soto a Burhanuddin, 1995;
Munday a Wilson, 1997; Pokorny a kol., 2004; Svobodova a kol., 2007; Kolafova a
kol., 2012).

V soucasné dobé existuje mnoho nevyfeSenych dotazi tykajicich se bezpecnosti
anestetik a jejich vlivu na ryby. Druhy ryb se mohou zna¢né liSit ve své odpovédi
na anestetikum a testovani optimalnich davek a bezpeCnost anestetik pro ryby
je v soucasné dob¢ pro moderni akvakulturu ¢asto nezbytna.

Parma obecna (Barbus barbus) je velice oblibenym a cenénym rybim druhem mezi
sportovnimi rybafi z hlediska jeji bojovnosti a vytrvalosti (Adamek a kol., 2015).
Pocetnost parmy ve volnych vodéach v poslednich letech vyrazné klesd a to hlavné
z diivodu zhorSeni kvality vodniho prostfedi xenobiotiky, kdy jsou do tekoucich vod
casto svedeny odpadni vody z domdacnosti, tovaren apod. (VeliSek a kol., 2014). Dalsim
divodem sniZzeni pocetnosti populace parmy je zvySena aktivita sportovnich rybait.
Rybafi se vyrazné podileji na stavu pocetnosti tohoto rybiho druhu (RybSvaz, 20174, b).
Z téchto divodl se v soucasné dobé stale vice uplatiiuje umély odchov nasad parmy
pro volné vody. Pfi umélém odchovu parem se vyuzivaji anestetika pro usnadnéni
manipulace a snizeni stresu ryb béhem umélého vytéru.

Cilem diplomové prace bylo vybrat vhodné anestetikum a posoudit jeho vliv na tento
druh. Prace byla zaméfena na Ctyfi nejpouzivangj$i anestetika v evropské akvakulture

ato MS 222, htebickovy olej, 2-phenoxyethanol a Propiscin. VIiv anestetik
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byl posuzovan pomoci hematologického profilu, biomarkeru oxidativniho stresu a
antioxidativnich enzymut. Cilem této prace bylo pfispét k rozsifeni poznatkt
0 bezpecnosti ¢ty nejpouzivanéjsich anestetik v evropské akvakultute, tak jak pozaduje
zakon €. 246/1992 Sb., na ochranu zvifat proti tyrani, ve znéni pozd¢jsich predpisu.

Vysledky prace mohou byt uplatnény pro vybér vhodného anestetika pro parmu
obecnou pii umélém vytéru a tim mohou napomoci ke zvyseni pocetnich stavti tohoto

druhu ve volnych vodach.
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2 Literarni prehled

2.1 Parma obecna (Barbus barbus Linnaeus, 1758)

2.1.1 Systematické zarazeni parmy obecné

Drivéjsi systematické zarazeni parmy obecné se v soucasné dobé¢ lisi v nekterych
udajich. Starsi literatura, naptiklad Baru§ a kol. (1995a), uvadi zatazeni parmy obecné
do tiidy Osteichthyes — ryby a latinsky rodovy nazev Barbus — parma ptidéluji pouze
Cuvierovi, 1817.

Dnesni  vyspélejsi a prozkoumangj§i systém obsahuje v néckterych bodech
systematického zafazeni drobné zmény, napiiklad zatazuje parmu do tfidy
Actinopterygii — paprskoploutvi a rod Barbus je pfidélovan Cuvierovi a Cloquetovi,
1816 (BioLib, 2017). Podle Berrebiho a kol. (1996) patii do rodu Barbus 50 druhd,
naopak Kottelat a Freyhof (2007) uvadi 25 druht.

Systematické zafazeni parmy obecné (BioLib, 2017):
RiSe: Animalia (Linnaeus, 1758) — Zivo¢ichové
Kmen: Chordata (Bateson, 1885) — strunatci
Podkmen: Vertebrata (Cuvier, 1812) — obratlovci
Infrakmen: Gnathostomata (Zittel, 1879) — Celistnati
Nadtrida: Osteichthyes (Huxley, 1880) — ryby kostnaté
Trida: Actinopterygii (Klein, 1885) — paprskoploutvi
Nadiad: Teleostei (Miller, 1846) — kostnati
Rad: Cypriniformes (Bleeker, 1859) — maloostni
Celed’: Cyprinidae — kaproviti
Rod: Barbus (Cuvier a Cloquet, 1816) — parma

Druh: Barbus barbus (Linnaeus, 1758) — parma obecna
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Obr. & 1. Parma obecna (Barbus barbus).

2.1.2 Poznavaci znaky

Parma obecna (obr. ¢. 1) se vyznaCuje protdhlym mohutnym télem dobie
ptizptisobenému k vysoké rychlosti proudéni vody a k zivotu na dn€ vodnich toki. T¢€lo
je pokryto drobnymi, tuhymi, pevné ulozenymi, cykloidnimi Supinami v kuzi (Hol¢ik
a Mihalik, 1971; Baru$ a kol., 1995b; Reiser, 1996; Hanel, 2001; Banarescu a kol.,
2003; Adamek a kol., 2012). Napadnou casti hlavy je silny a mohutny rypec,
vyznacujici se spodnim postavenim ust, kterd jsou ohrani¢ena silnymi a tvrdymi rty.
U parmy lze nalézt dva pary vousku. Prvni, resp. piedni par vousku na konci rypce
na horni Celisti je krat$i v porovnani s druhym parem vouskli nachazejici se v koutcich
masitych ust. Druhy par vousku dosahuje k oku parmy (Barus a kol., 1995b; Banarescu
a kol., 2003; Dubsky a kol., 2003; Pokorny a kol., 2004).

Laloky ocasni ploutve jsou u mnoha parem nestejné dlouhé (asymetrické), kdy
spodni lalok ocasni ploutve byvé delsi v porovnani s hornim lalokem. Neparova hibetni
ploutev je pomérné vysoka vV poméru K vysce téla, na okrajich je tmava. Nejvyraznéjsi
silny paprsek hibetni ploutve méa na zadni ¢asti vroubkovany okraj. Parové ploutve
se vyznaCuji nacervenalou barvou. O¢i mensi velikosti se nachazeji u temena hlavy
(Barus a kol., 1995b; Hanel, 2001; Dubsky a kol., 2003).

Barva téla parmy je olivové-zelena (Barus a kol., 1995b; Banarescu a kol., 2003).
Podle Reisera (1996) je barva téla hnédomodra az zlatava. Zbarveni téla mladych ryb
je mramorované s viditelnymi skvrnami, ptesto tyto skvrny mohou byt nékdy viditelné i

u dospélych ryb ve velikosti 300 az 400 mm (Barus a kol., 1995b; Hanel, 2001).
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2.1.3 Rozsireni a vyskyt

Kotlik a kol. (2004) a FlajShans a kol. (2008) uvadéji rozsifeni pouze jedné ze Ctyt
linii parmy na konci doby ledové do celé¢ Evropy. Toto rozsiteni bylo pravdépodobné
mozné z hlediska odolnosti parem viac¢i okolnimu prostfedi. Tudiz je mozné
charakterizovat parmu obecnou jako relativné mlady druh ryby ve stfedni a zapadni
Evropg, ale také jako geneticky malo odlisny druh v ramci jednotlivych povodi.

Barus a kol. (1995b) popisuji areal rozsifeni parmy obecné ve stfedni a zapadni
Evropé a na jihu Anglie. Naopak se tato ryba nevyskytuje ve Skandindvii, Skotsku a
Irsku. Podle Terofala (2006) je areal rozsifeni parmy obecné od jihozapadu Anglie,
véetnd jizni Francie v oblasti severné od Alpského pohoii az k oblasti Cerného mote a
zaroven se podle téhoz autora parma obecnd nevyskytuje v oblastech vySe zminénych
Barusem a kol. (1995b), pricemz Terofal (2006) dopliuje jesté Dansko.

Na tizemi Ceské republiky se vyskytuje pouze parma obecnd, avsak na vychodé
Slovenska v povodi feky Tisy se vyskytuje parma karpatska (Barbus carpathicus), ktera
byla povazovana za parmu stfedomoiskou (Barbus meridionalis) a parmu vychodni
(Barbus petenyi) (BioLib, 2017). Mapu vyskytu parmy obecné ve svété znazoriuje
obr. &. 2 a mapu vyskytu parmy obecné v Ceské republice znazortiuje obr. ¢. 3.

Populace parmy obecné ve vodnich tocich Ceské republiky Vv poslednich letech
vyrazné klesaji. Na tomto poklesu ma velky vliv nizka ochrana tohoto druhu v Ceské
republice (Lusk, 1996; Penaz a kol., 2002, 2003; Pivni¢ka a kol., 2005) (vice o ochrané
tohoto druhu pojednava kapitola 2.1.10).

14



Obr. & 2. Mapa vyskytu parmy obecné ve svété (prevzato a upraveno z Terofal (2006)).
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Obr. & 3. Mapa vyskytu parmy obecné v Ceské republice (prevzato a upraveno z BioLib
(2017)).

2.1.4 Habitat a bionomie

Parma je typickym zastupcem reofilnich (proudomilnych) druhti ryb. Pti klasifikaci
rybich pasem pojmenoval v roce 1871 prof. Antonin Fri¢ podle tohoto druhu ryby rybi

pasmo parmové, avSak parma se milze vyskytovat také ve zbylych rybich pasmech
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(pstruhovych, lipanovych a cejnovych) (Hol¢ik a Mihalik, 1971; Pivnicka, 1994;
Pokorny a kol., 2004; Hartman a kol., 2005; Lusk a kol., 2014). Parma je diky stavbé
svého téla velice Gispé$na pii zdolavani piekazek v tocich, ale i pifi zdolavani silného
proudu vody (Baru$ a kol., 1995b; Reiser, 1996; Banarescu a kol., 2003; Kottelat a
Freyhof, 2007).

Nachézi se Vtekoucich vodach na celém uzemi Ceské republiky, piedeviim
v proudivych stiednich usecich vétsich fek. Vyskytuje se v riizné dlouhych podhorskych
aZz niZinnych tocich s kamenitym, pis€itym ¢i Stérkovitym dnem a s pomérné vysokou
rychlosti proudéni vody (1 az 1,5 m-s™?). Preferuje ¢isté a na kyslik bohaté tiseky fek
a naopak se strani oblastem s bahnitym dnem (Dubsky a kol., 2003; Hartman a kol.,
2005; Adamek a kol., 2012). Parma je velice nachylna na zneciSténi vody, to je také
jeden z divodt vymizeni tohoto druhu v urcitych oblastech (Svobodova a kol., 1987,
1993; Reiser, 1996; Dubsky a kol., 2003).

Parma disponuje piedev§im no¢ni pohybovou a potravni aktivitou (Hol¢ik a Mihalik,
1971; Dubsky a kol., 2003; Pokorny a kol., 2004; Adamek a kol., 2012). Juvenilni
stadia parmy vytvaieji hejna, ktera se pozdéji spojuji S jinymi hejny, napf. hrouzky.
Starsi jedinci Ziji spiSe osamocené, avSak v dobé rozmnozovani (tfeni) vytvareji
pohlavné dospélé parmy pocetnd hejna a migruji na trdlist€¢ (misto prirozen¢ho
rozmnozovani) (Baru§ a kol., 1995b; Banarescu a kol., 2003). Vyskyt parmy
ve stojatych vodach je zavisly na jejim piirozeném vytéru v ptitokovych oblastech

(Barus a kol., 1995b; Béanarescu a kol., 2003; Kottelat a Freyhof, 2007).

2.1.5 Potrava

Reiser (1996) uvadi, ze pocatecni potrava parmy je tvofena zooplanktonem, pozdéji
se parma zivi larvami hmyzu, napf. poSvatek, chrostikii, jepic, vodnich larev pakomarii
apod. Podle PospiSila (2008) je parma hlavné bentofigem, ktery se zivi veskerou
piirozenou potravou v tekoucich vodach. Hanel (2001) a Adamek a kol. (2012) uvadi
potravu parmy Vv podobé bentosu (larvy hmyzu a mékkysit). Terofal (2006) uvadi jesté
jako slozky potravy parmy rybi potér a méné zelené fasy, pfiemz zelené fasy zminuje
také Adamek a kol. (2015). Baru§ a kol. (1995b) uvadi, Zze v travici soustavé parmy
obecné byly béhem larvalni periody determinovany ruzné druhy viinikd a

jednobunéénych fas. Juvenilni stddium parmy obecné chované v rybni¢ni akvakultufe
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vyuziva ze zacatku chovu jako potravu pouze zooplankton - hlavné koryse, tedy
hrotnatky (rod Daphnia) a buchanky (rod Cyclops), aj. Pozdéji konzumuji kukly
pakomart (¢eled” Chironomidae), dale také larvy jepic (fad Ephemeroptera), a také
malostétinatce (fad Oligochaeta) (Hochman, 1955; Adamek a Obrdlik, 1977).

Potrava starSich vyvojovych stadii je uréena velikosti a stafim ryby, lokalitou
vyskytu, ale také ro¢nim obdobim a dostupnosti potravy (Baru$s a kol., 1995b;
Bénarescu a kol., 2003).

Dospélé parmy vyuzivaji predevS§im bentickou slozku potravy (Adamek a kol.,
2012), vodni meékkyse, napt. hrachovky (rod Pissidium) a bahnivky (rod Bithinia), dale
vodni brouky (napft. fad Coleoptera), larvy vazek (napi. fad Odonata), chrostiky (napf.
fad Trichoptera), larvy dvoukiidlého hmyzu (napt. fad Diptera), posvatky (napt. fad
Plecoptera) a blesivce (napt. ¢eled Gammaridae) (Baru$ a kol., 1995b; Banarescu a
kol., 2003). Parma mize byt tedy zafazena mezi zoobentofagni organismy (Fiala a

Spurny, 2001; Terofal, 2006).

2.1.6 Pohlavni dimorfismus a rozmnozZovani

U parmy obecné je pomérné obtizné rozliSit sam¢i pohlavi od samiciho, jelikoz
nejsou viditelné zadné stoprocentni morfologicko — anatomické znaky pro jednotliva
pohlavi (Dubsky a kol., 2003; Policar a kol., 2009). Piesto Krupka (1987) popisuje
pohlavni dimorfismus v dobé¢ tfeni podle vétsiho viditelného objemu biisSni partie
u jikernacek a napadné€ zbarvené pohlavni papily. Podle Krupky (1987) je dalSim
rozliSovacim znakem pohlavi v dobé rozmnozovani ptitomnost vyluCovaného mlici
tlakem na btiSni dutinu. Dubsky a kol. (2003) povazuji za piesny znak determinace
pohlavi tfeci vyrazku na hlavé a na bocich téla u saméiho pohlavi v dobé vytéru.
Rozeznéni pohlavi mize byt také posouzeno z hlediska rychlosti rtstu, jelikoZ samici
pohlavi roste oproti sam¢imu pohlavi rychleji a sami¢i pohlavi se doziva vyssiho veku.
Na zaklad¢ vyssi rastové rychlosti samic dosahuji tedy samci krat$i délky téla a to
v poméru 1:1,5 az 1:3 (Penaz, 1977; Penaz a kol., 2002; Pokorny a kol., 2004).

U parmy obecné byla také prokadzana tzv. protandrie, neboli pfeména samciho
pohlavi na samiéi v prub&hu zivota. Tato situace ovSem nastava velice vzacné. Dal§im

prokazanym faktem je tzv. intersexualismus (hermafroditismus), tedy soub&zny vyskyt
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sam¢i 1 sami¢i pohlavni tkané v gonadach jednotlivet divokych populaci (Peiaz a kol.,
2002; Pokorny a kol., 2004).

vétsina ve veku tii let, samice pohlavné dozravaji o 2 az 3 roky pozdé&ji, resp. ve véku
4 az 5 let (Penaz, 1977). Pohlavni dospélost samic je v 5. az 6. roce zivota pii celkové
délce 300 az 350 mm (Krupka, 1987). Pohlavni dospélost samcti nastava v dobé
od 2 do 4 let pii celkové délce téla okolo 150 mm a pramérné hmotnosti 60 g. U samic
nastava pohlavni dospélost o 1 az 2 roky pozdé€ji nez u samci pii celkové délce téla
okolo 210 mm a hmotnosti v rozmezi 120 az 140 g (Barus$ a kol., 1995b; Bénarescu a
kol., 2003; Kottelat a Freyhof, 2007). Dubsky a kol. (2003) uvad¢ji pohlavni dospivani
ve véku 3 az 6 let, u samci o 2 az 3 roky diive nez u samic.

Vlastni vytér nastadvd vrozmezi od kvétna do Cervna (vyjimecné az do zafi)
pti teploté vody 14 (16) az 23 (25) °C. Pfirozeny vytér parmy probiha v mélkych
Castech vodniho toku se stfednim proudénim (Krupka, 1987; Barus$ a kol., 1995b).
Parma je druhem litofilnim, neukryvajicim jikry (Barus a kol., 1995b; Dubsky a kol.,
2003; Pokorny a kol., 2004). Pohlavné dosp€lé ryby, které mimo reprodukéni obdobi
neuskuteciiuji témét zaddné migracni tahy, se shromazduji kvili tfecim migracim
do reprodukéné optimalnich ¢asti vodnich tokt, kde probiha vytér (Reiser, 1996;
Pivnicka a kol., 2005). Tyto tieci migrace proti proudu trvaji riiznou dobu a jsou rtizné
dlouhé (max. v fadech desitek kilometrl) (Dubsky a kol., 2003; Pivni¢ka a kol., 2005;
De Leeuw a Winter, 2008). Také parmy vyskytujici se ve stojatych vodach podnikaji
kratké téeci migrace do pfitokt (Banarescu a kol., 2003; De Leeuw a Winter, 2008).

Trdlisté se nachazeji nejcastéji v pefejnatych tsecich vodnich tokl s kamenitym,
pis¢itym ¢i stérkovitym dnem (Pokorny a kol., 2004; Hanel a Lusk, 2005). Rychlost
proudéni vody na trdlistich je udavana jako mirna az sttedné silna (Hanel a Lusk, 2005).
Migraéni tahy na trdliSt¢ vykondvaji nejdiive samci vyckavajici na druhé pohlavi
(Pokorny a kol., 2004). Vytér probiha vétSinou v noci. Samice kladou jikry do pfedem
vytvofenych dér v kamenitém, pis¢itém ¢i Stérkovitém substratu (Baru$ a kol., 1995b;
Bénarescu a kol., 2003; Kottelat a Freyhof, 2007; Lefler a kol., 2008).

Parma se vytira v jedné ¢i vice davkach. Obecné parma patii do skupiny ryb
s vicedavkovym (porcovym) vytérem a S asynchronnim dozrdvanim pohlavnich
produktil, coZ znamend, Ze pohlavni produkty nedozravaji ve stejny Casovy okamzik

(Hochman, 1965; Dubsky a kol., 2003). Krupka (1987) konstatuje, Ze v pohlavnich
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organech samic je vV obdobi pied vytérem obsazeno 4 az 5 skupin pohlavnich produktti
ruzné velikosti. Pocet jiker téchto skupin ziistava po celou dobu tfeciho obdobi piiblizné
stejny a ani jikry nejveétSi velikosti v dutiné bifiSni nejsou vyprodukovany samici
V jednom casovém okamziku. Pti reprodukci se uvolnuji z téla pouze fyziologicky zralé
jikry. Dale Krupka (1987) udava, ze po provedeni umélého vytéru zdstava jesté v biisni
duting priblizn€ 50 % nejvétsich jiker.

Prvni vytifena davka jiker se pohybuje v rozmezi 37,6 az 54,4 % z celkové absolutni
plodnosti, ktera je charakterizovana jako celkovy pocet dozralych jiker od jedné
jikernacky ve vytérovém obdobi (Hochman, 1965; Pokorny a kol., 2004). Parametry
absolutni pracovni plodnosti a relativni plodnosti jsou zavislé na stafi, velikosti
a hmotnosti jedinci (Barus a kol., 1995b; Banarescu a kol., 2003; Kottelat a Freyhof,
2007). Podle Hochmana (1963, 1965) je absolutni plodnost v rozmezi 6 081 az 71 671
jiker a relativni plodnost je v rozmezi 23 831 az 48 706 kusu jiker na kilogram samice.
Baru§ a kol. (1995b), Banarescu a kol. (2003), Kottelat a Freyhof (2007) udavaji
absolutni pracovni plodnost samic v rozmezi 8 000 az 155 000 jiker, relativni plodnost
vyjadiuji v rozmezi 10 az 58 % celkové hmotnosti zivé jikernacky.

Podle Dubského a kol. (2003) maji jikry pfed nabobtnanim velikost 1,9 mm, podle
Krupky (1987) je velikost nenabobtnalych jiker v rozmezi 1,8 az 2,1 mm, prumér je
tedy 1, 9 mm (Penaz, 1973) a po nabobtnani se zvétsuji na velikost 2,9 mm (Dubsky a
kol., 2003).

D¢élka inkubace jiker je zavisla na teploté vody, ale udavaji se hodnoty okolo 130 °d,
coz odpovida asi sedmi az deseti dnim (Dubsky a kol., 2003), Adamek a kol. (2015)
charakterizuje délku inkubace 7 az 10 dni, resp. 120 °d.

Dubsky a kol. (2003) popisuje vykuleny plidek jako svétloplachy a lezici na dné
vodniho toku az do doby rozplavani. Podle Penaze (1973) dosahuji vylihla (vykulena)
eleuteroembrya velikosti 8,1 az 8,7 mm, je u nich patrna absence pigmentace a jsou
svétloplachd. Po vykuleni se ukryvaji Vv substrdtu dna po dobu 11 az 19 dni

do zacatku exogenni vyZivy.

2.1.7 Rust a vék

Podle Kottelata a Freyhofa (2007) muze parma maximalné dortstat 900 mm.

Pokorny a kol. (2004) popisuji parmu jako stfednév€kou kaprovitou rybu pomalého
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rustu. Hochman (1955) zastava néazor, ze parma nalezi do skupiny dlouhovékych ryb.
Adamek a kol. (2015) charakterizuji parmu jako pomalu rostouci druh s maximalni
velikosti téla 500 mm a hmotnosti 1 az 2 kg, vyjimeén¢ az 800 mm a 5 kg, maximalné
se dozivajici 15 let.

Podle Holcika a Mihalika (1971) méfi parma Vv prvnim roce zivota 60 az 100 mm,
ve druhém roce zivota 100 az 140 mm a ve tfetim roce zivota 150 az 190 mm.
Maximalni celkova délka téla je 1000 mm a maximalni hmotnost je v rozmezi 8 az 12
kg. Prokes a kol. (2006) uvadi, ze parma nabyva minimalni zakonnou lovnou délku,
ktera je stanovena na 400 mm, mezi 10. az 13. rokem svého zivota. Podle Pokorného a
kol. (2004) je v patém roce svého zivota celkova délka téla parmy v rozmezi 350 az 400
mm pi1 hmotnosti 1 kilogramu. Existuji vSak také ojedin€lé ptipady, kdy je celkova
délka téla v rozmezi 700 az 900 mm a hmotnost v rozmezi 5 az 7 kilogramu.

Hanel (2001), Hanel a Lusk (2005) a Adamek a kol. (2012) udavaji, ze v€k parmy
muze dosahovat az na hranici 18 let. Hanel (2001) a Hanel a Lusk (2005) uvadi ptiklad,
kdy méla chycend parma obecna na fece Moravici celkovou délku téla 630 mm a vahu
2,15 kilogramti. Hochman (1955) podavd informace o parméach ziteky Svratky
0 maximalnim staii 17 let a Penaz a kol. (2003) popisuje parmy z feky Jihlavy také

ve stari 17 let.

2.1.8 Vyznam

Z pohledu produkéniho rybarstvi neni parma obecna hospodaisky vyznamnym
druhem (Policar a kol., 2009). Chutové prumérna kvalita jejiho masa S velkym
zastoupenim mezisvalovych kustek nedéla ztéto ryby vyhlaSenou kulinafskou
pochoutku (Barus a kol., 1995b; Reiser, 1996; Hanel, 2001; Pokorny a kol., 2004;
Policar a kol,, 2009). Dalsi negativni vlastnosti parmy je jedovatost jejich
reproduk¢nich organti (gonad), hlavné ovarii a jejich produktu - jiker, predev§im v dobé
reprodukce. Jedovatost je dana pritomnosti toxinu cyprinidinu, coz je termostabilni
lipoprotein. V piipad¢ pozieni gonad parmy dochazi k télesnym nevolnostem znamym
jako parmova cholera (Reiser, 1996; Hanel, 2001; Hanel a Lusk, 2005; Adamek a kol.,
2012).

Vlivem znecisténi vodnich tokd lidskou c¢innosti populace parem v poslednich

desitkach let klesaji (Pokorny a kol., 2004). Proto je také uvedena v Cerveném seznamu
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Vv kategorii téméf ohrozenych druhti (Adamek a kol, 2012). Jeji doba hajeni
je na rybaiskych revirech od 16. biezna do 15. Cervna a nejmensi zakonna lovna délka
je stanovena na hodnotu 400 mm. V JihoCeském kraji je parma hajena celoro¢né
(Vyhlaska ¢. 197/2004 Sb., ve znéni pozdéjsich predpisi).

Parmu mizZeme také posuzovat z hlediska bioindikatoru znecisténi vodnich tokt
(Barus a kol., 1995b; Dubsky a kol., 2003), respektive z hlediska obsahu polutanti
nachazejicich se v povrchovych vodach a obsazenych v tkanich jejiho téla (zvlasté méd’
a rtut’ dle Svobodové a Hejtmanka (1985), Hugla a Thomé (1999) uvadi polychlorované
bifenyly). Lusk (1996) uvadi dalsi vyznam parmy obecné z pohledu posouzeni
ekologického stavu (biodiverzity) vodniho toku jako celku.

V dneSni dob¢€ je parma chovand v umélych podminkdch a také vysazovéna

do volnych vod (Adamek a kol., 2015).

2.1.9 Vyskyt parmy obecné ve vodnich tocich z hlediska sportovniho

rybolovu

Vyskyt, respektive pocetni stavy parmy obecné, ale i jinych druhd ryb,
jsou ovlivnény jak kvalitou vodniho prostfedi (Dubsky a kol., 2003; Velisek a kol.,
2014), tak tlakem sportovnich rybaiti (Pivni¢ka a kol., 2005). Na zéklad¢ kazdoro¢né
vedené statistiky ulovkili Ize stanovit procentualni zastoupeni tohoto ptivodniho druhu
Vv porovnani s tlovky jinych druht ryb. Takto vedené statistiky maji tedy zasadni
vyznam pro stanoveni pocetnosti parem v ¢asovém méfitku v konkrétnich tusecich
vodnich tokt (Cowx a Broughton, 1986).

Podle rybarskych statistik nastal v nékolika minulych desetiletich (od roku 1950 az
do souasnosti) vyrazny ubytek stavu ulovenych parem v Ceské republice na revirech
Ceského a Moravského rybatského svazu. Napiiklad vroce 1950 se v CR ulovilo
38 000 kust parem, naopak v roce 2007 to bylo 3,6 tisic kusi a v roce 2015 se ulovilo
necelych 1 462 kust parem (Lusk, 1996; Pivnicka a kol., 2005; RybSvaz, 2017a, b).
Graficky pohled na celkové mnozstvi a celkovou hmotnost ulovenych ryb (od roku
1990 do roku 2015) pouze v ramci CRS predstavuje graf & 1 (mimopstruhové reviry) a
graf ¢. 2 (pstruhoveé reviry).

Pivnic¢ka a kol. (2005) udava, Ze ulovky parmy obecné jsou v rozmezi n€kolika let,

poptipad¢ desetileti, rozdilné napt. z divodu chemického a biologického slozeni
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vodniho prostfedi. Dale dodava nutnost uvédomit si, ze aktivita (dochazka) a zplisoby
lovu sportovnich rybait hraji velice dilezitou roli, stejn¢ tak jako zakonna lovna mira
pro piivlastnéni ryby. Nové stanovena mira parmy obecné Vvroce 1975, kdy
byla zvysena z 350 mm na 400 mm, m¢la velice vyznamny vliv na pokles rybarskych
ulovkt tohoto druhu v tomtéZz roce (okolo 13 tisic kust), piestoze v roce 1974 bylo
mnozstvi ulovenych ryb necelych 24 tisic kusu (Pivnicka a kol., 2005).

Minimalni zakonna lovna délka je stanovena na hodnotu 400 mm celkové délky téla.
Pti této a vétsi velikosti jsou ryby ve véku 10 — 13 let a jsou tedy pohlavné dospélé.
Proto lov a ponechani si téchto generac¢nich ryb negativné ovliviiuje pocetnost ryb

pro piirozeny vytér ve volnych vodach (Pivnicka a kol., 2005).
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Graf ¢ 1. Grafické zndzornéni mnoZstvi ulovenych parem a celkové hmotnosti ulovenych parem

na mimopstruhovych revirech CRS (prevzato a upraveno z RybSvaz (2017a)).
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Graf ¢ 2. Grafické znazornéni mnozstvi ulovenych parem a celkové hmotnosti ulovenych parem

na pstruhovych revirech CRS (prevzato a upraveno z RybSvaz (2017b)).

2.1.10 Ohrozeni a ochrana parmy obecné

Parma obecna v minulosti patiila v Evropé k druhiim zranitelnym (Lelek, 1987),
pozdéji byla parma obecna fazena k druhtim malo dot¢enym (Kottelat a Freyhof, 2007).
Lusk a kol. (2006) uvadgji, ze je parma v Cerveném seznamu ryb a mihuli Ceské
republiky v kategorii téméf ohroZeny druh. Zafazeni parmy obecné do Cerveného
seznamu ryb a mihuli CR uvadi také Adamek a kol. (2012). BioLib (2017) udava statut
parmy podle IUCN jako malo dotCeny druh.

2.2 Anestesie a anestetika

2.2.1 Anestesie

V dnes$ni moderni humanni (lidské) medicin€ je Casto zmiflovano odborné lékaiské
slovo anestesie, které charakterizuje necitlivost, ztratu citu, resp. lokalni znecitlivéni
organismu pomoci anestetik, toto slovo vSak neznamena ,,umrtveni’’ organismu.

Dal8im odbornym pojmem je narkdza, kterou vyvolavaji narkotika (omamujici a tlumici
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prostiedky), kterd zamezuji citéni bolesti pacienta v bezvédomi prosttednictvim atlumu
mozkovych nervi (Svobodova a kol., 2007; Kolafova a kol., 2012; Zahl a kol., 2012).

V oblasti veterinarni mediciny je pouzivany pojem anestesie ryb, ktery vyjadiuje
celkové znecitlivéni ryb za ucelem rizné manipulace a snizeni stresu (Svobodova a kol.,
2007; Kolafova a kol, 2012; Gressler a kol.,, 2015). Pokorny a kol. (2004)
charakterizuje narkézu ryb jako uspani ryb, neboli jako c¢asteCnou ¢i Uplnou ztratu
citlivosti. Podle Keenea a kol. (1998), Svobody a Kolafové (1999), Iversena a kol.
(2003), Svobodové a kol. (2007) a Kolafové a kol. (2012) je Gcelem anestesie zabranit
stresu a mechanickému poskozeni ryb pfi manipulaci jak v pfirozeném prostiedi, tak i
mimo néj. Svoboda a Kolatova (1999) udava, ze pti neSetrné manipulaci mize dojit
K riznému poskozeni rybiho organismu pocinaje od naruseni slizové vrstvy téla az
po hluboké poskozeni rybi svaloviny a zaberniho aparatu. Citek a kol. (1997) uvadi, Ze
ryby maji pomérné rychlou regeneraci riznych tkani, pfesto upozoriiuje na Setrné
mechanické zachazeni srybami. Kolafova a kol. (2012) uvadi, Ze ve veterindrni
medicing je potieba fidit se podle zakona ¢. 246/1992 Sb., na ochranu zvifat proti tyrani,
ve znéni pozd¢jSich predpisti, ktery stanovuje jak postupovat a zabranit tak neSetrné
manipulaci se zvitaty.

Anestesie je vyuzivana napiiklad pfi umélém vytéru ryb, pii odstraiiovani parazith
(ektoparazitli) z povrchu téla, pti foceni ryb, pfi pievozu ryb, pii odbérech krve,
pii aplikaci 1€ki a rtznych ptipravki, pfi vazeni a méfeni ryb. Dale se anestetika
pouzivaji pti piepravé ryb (zvlasté akvarijnich), kdy anestetikum snizuje metabolickou
aktivitu organismu, coz ma za nasledek mensi hromadéni odpadnich produkta
metabolismu organismu (CO2 a NH3) a také mensi spotiebu kysliku, ktery je vyuzivan
pii metabolismu. Anestetikum snizuje také reakce organismu na vnéjsi podnéty a s tim
souvisi mens$i agresivita ryb, napft. pii spole€ném pievazeni (Soto a Burhanuddin, 1995;
Munday a Wilson, 1997; Pokorny a kol., 2004; Svobodova a kol., 2007; Kolafova a
kol., 2012; Gomulka a kol., 2015; Gressler a kol., 2015; Silva a kol., 2015).

2.2.2 Vstup a vylou€eni anestetik

Hunn a Allen (1974) a Houston a Woods (1976) uvadi, Zze hlavni vstupni bréna
anestetika do téla ryby a zpét je zaberni aparat. Hunn a Allen (1974) poukazuje jesté

na moznost absorpce anestetika pies kiizi, ackoliv hlavni vstupni branou zlstava zaberni
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aparat. Brown a kol. (1972) zkoumal absorpci anestetika u pathote elektrického
(Electrophorus electricus) a zjistil, Ze anestetikum pronikalo do téla ryby ve velké mife
zabernim aparatem, piesto vyssi absorpce byla pres klzi.

Nejcastéjsi zptusob aplikace anestesie je ptfimichani anestetika do vody. Takto
vznikly roztok je vdechovan zabernim aparatem a je obsazen v okysli¢ené krvi. S krvi
je transportovan do centralni nervové soustavy (Hunn a Allen, 1974). Ferreira a kol.
(1984) uvadi, ze po navraceni ryby do ¢isté vody je anestetikum (¢i jeho metabolity)
odbouravano z téla pies zabry a v mens$i mife pies kiizi. Dale Ross a Ross (1999) uvadi,
7e odstranéni anestetika ¢i jeho metabolitu mize byt uskute¢néno ledvinami. Pfi tomto
odstranovani ma zasadni vliv teplota vody, koncentrace rozpusténého kysliku, mnozstvi
amoniaku, mnozstvi exkrementt a dal$ich latek v nadobé¢, ktera slouzi pro anestesii.

V Ceské republice se anestesie provadi pomoci anestetické koupele, avsak
Vv zahraniCi se pouzivaji pro anestesii veétSich ryb (bylozravé ryby) specidlni spreje, které
obsahuji pfesné nafedény roztok anestetika, ktery se aplikuje (sprejuje) na Zaberni
aparat ryb (Kolafova a kol., 2012). Pokorny a kol. (2004) dopliuje, Ze anestesie mutize
byt také vyvolana el. proudem, pomoci injekce nebo dodanim anestetika do potravy.
Pro kratkodobou anestesii lze pouZit vatu, ktera je vloZena do 40% etylalkoholu a poté
je vsunuta pod skielové vicko na Zaberni aparat ryby.

Ross a Ross (1999) uvadi, ze n€které druhy ryb dokazou dychat vzdu$ny kyslik,
aproto maji redukovany Zzaberni aparat vyuzivany k vyméSovani a osmoregulaci.
Proto je anestesie u téchto ryb Casoveé narocna, nejista, ale mozna. Prikladem mohou byt

2%

uhoft Fi¢ni (Anguilla anguilla) nebo kefickovec ¢ervenolemy (Clarias gariepinus).

2.2.3 Faze anestesie

Anestesie probiha ve ¢tyfech po sobé jdoucich fazich (Theinpoint a Niemegeers,
1965):

1. Faze - bézné (normalni) chovani - ryba se chové klidné¢ a ma béZnou pohybovou

aktivitu, bez problémi piekonava piekazky, nachazi se ve fyziologické

poloze a pravidelné dycha,

2. Faze — podrazdéné a vzrusené chovani (excita¢ni) - ryba je v ptirozené poloze, jeji
aktivita stoupd, zacCind se projevovat neklid, projevuji se zrychlené pohyby

charakteristické s prekondvanim prekazek, jsou patrné silné obranné reflexy
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a projevuje se nepravidelné dychani (mélké dychaci pohyby nebo naopak
rozeviené skiele),

3a. Faze — uklidnéni (sedace) a znehybnéni (imobilizace) - celkové znecitlivéni povrchu

téla, ryba je malo aktivni, prepadava na bok, ztraci obranny reflex, pricemz
akusticky reflex ziistdva aktivni a vykazuje jiz pravidelné klidné a hluboké

dychani, které se postupné¢ zpomaluje,

-----

a u savcd znamena narkozu - bezvédomi - dochazi k utlumu nervovych funkei
mozku a z tohoto divodu neni vnimana bolest; ryba ma tzv. bo¢ni polohu,
uplnéd absence pohybové aktivity a s tim souvisejici nemoznost obrannych
reflexii kromé akustického reflexu; pravidelné klidné hluboké dychaci
pohyby, které jsou ¢astecné zpomalené,

4. Faze — zastava dychani (faze oznaovana jako hrani¢ni bod hluboké anestesie - tedy

narkdzy) - ryba leZi na boku, dychdni je pouze lehké a povrchni, naprosta
absence obrannych reflexii véetné akustického.

Vyse zminéné faze anestesie nastavaji v konkrétnim potadi. Ma-1i se nachazet ryba
opét v piirozeném stavu, ve kterém byla pfed aplikaci anestetika, musi byt ryba
piemisténa do Cisté vody a faze zotaveni probiha v opaéném pofadi nez faze anestesie.
Pfi zotaveni ryby jsou jednotlivé stupné¢ anestesic méné¢ vyrazné a dochazi
k jejich prolinani (Theinpoint a Niemegeers, 1965; Koufil a kol., 2001; Kolafova a kol.,
2012).

V piipadé¢ potieby hluboké nebo povrchové anestesie ryb je anestesie zavisla
na davce anestetika a na expozi¢ni dobé ryby v roztoku vody s anestetikem podle
potieby faze, kterou je nutné docilit pro dal$i manipulaci. Anestetika zptsobuji
ze zacatku uklidnéni ryby a v pfipad¢ zvySené davky anestetika ¢i zvySené expozicni
doby zptsobuji ztratu reflexti, rovnovahy apod. Je potieba myslet i na druh, vék ryb a
na citlivost jejich organismu na konkrétni anestetikum. Proto je nutné pred zacatkem
anestesie provést zkousku snaSenlivosti (otestovat citlivost ryb na pouzivané
anestetikum, otestovat koncentraci a teplotu roztoku s anestetikem). Teplota ma vyrazny
vliv, nebot’ se zvySujici se teplotou roste Gcinek anestetika. Je nutné mit pii provadéni
anestesie nadoby s Cistou a dobfe prokyslicenou vodou stejné teploty jaka byla pouzita
pro roztok s anestetikem (Ross a Ross, 1999; Koufil a kol., 2001; Kolafova a kol.,
2012).
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Pri anestesii je potieba dodrZovat urcita kritéria (Brown, 1988):

1. Kontrola a méfeni parametra vody pied pouzitim anestetika.

2. Kontrola a méfeni parametrd vody, které mohou byt ovlivnény anestetikem,
jedna se piedevsim o pH a alkalitu. V ptipadé potifeby zmény parametrd vody
se pouziji pfedem stanovené pufry.

3. Pro aplikaci anestetika do vody pouzit stejnou vodu, ve které byly ryby chovany.

4. Pfi anestesii je nutné mit nadoby (vanicky) s Cistou vodou pro zotaveni ryb.

5. Aplikace jednoho ¢i dvou ovéfenych anestetik, pfi¢emZ budou znamy jejich Gc¢inky
na ryby.

6. Nepodavat rybam 24 hodin pted za¢atkem pokusu potravu.

7. Anestesii provadét nejdiive na malé skupiné ryb, poté pockat 12 az 24 hodin zda
se neobjevi uhynulé ryby a poté bude provedena anestesie u vSech cilovych
organismil.

8. Pfi pokusu je nutné vzduchovani vodniho prostiedi.

Po provedeni anestesie je vhodné provést ponoiovaci nebo kratkodobou lécebnou
koupel s dezinfekéni latkou. Jako dezinfekéni latka pro ponofovaci koupel mize
poslouzit manganistan draselny (hypermangan, KMnO4) vV mnozstvi 1 g-I* po dobu
30 az 45 sekund. V ptipad¢ kratkodobé koupele poslouzi opét manganistan draselny
v mnozstvi 0,1 g-I* po dobu 5 az 10 minut (Kolafova a kol., 2012; Mitjana a kol.,
2014).

2.2.4 VIiv stresu na organismus

Pfi manipulacnim stresu ryb dochdzi k endokrinnim zménam organismu, nazyvanym
jako primarni reakce. Tyto reakce maji negativni vliv na fizeni organismu a vyvolavaji
zmény metabolickych aktivit. Tyto aktivity zptisobuji zmény spojené s hematologickym
a biochemickym profilem a i s acidobazickou rovnovahou. Tento projev je oznacovan
jako sekundarni reakce, které zplsobuji snizeni zdravi ryb (BroZovd a Svobodova,
1986).

Small (2003) uvadi, Ze pii pouziti anestetika dochazi k blokaci nebo ¢aste¢nému
negativnimu omezeni funkce osy hypotalamus (hypothalamus) - hypofyza (podvések
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mozkovy, glandula pituitaria) - nadledviny (glandulae suprarenales), nebot’ tato osa

je ovliviiovana manipula¢nim stresem. ZvySend funkce této osy a zvySena vnimavost
stresu zpusobi uvolnéni kortizolu, ktery ma vliv na fyziologicky stav ryby a s tim

souvisejici obranu proti stresu.

2.2.5 Anestetika

Anestetika jsou lé¢iva pouzivana k anestesii. Pro pouziti u ryb je ovéfeno né€kolik
druht anestetik. Problém v jejich pouZiti u potravinovych ryb spociva v jejich registraci.
Pro potravinové druhy ryb jsou vyuZivana anestetika, ktera jsou registrovana a je u nich
testovana ucinnost, bezpe¢nost a zdravotni nezavadnost (Kolafova a kol., 2012; Zahl
a kol., 2012; Gressler a kol., 2015). V pfipadé registrovaného anestetika, které mtze byt
potencionaln¢ pouzito pro potravinové druhy ryb, byly uskuteCnény testy, kde

bylo stanoveno (Kolafova a Nepejchalova, 2006):

chemicke slozeni a stabilita latky,
ucinnost anestetika na ryby,

>

>

> vliv anestetika na ryby,
»  vliv na zivotni prosttedi,
>

stanoveni rezidui.

Pii zachazeni s kazdym anestetikem je nutné postupovat podle jeho navodu

stanovené¢ho vyrobcem (Velisek a kol., 2005a; Kolafova a kol., 2012).

2.2.6 Idealni anestetikum

Podle Brozové a Svobodové (1986) a Veliska a kol. (2005a) musi moderni
anestetikum spliovat urcitd kritéria ohledné¢ dobré rozpustnosti ve vod¢, délce
indukéniho Casu, celkové toxicity a bezpe¢nosti. Déle by moderni anestetikum mélo
umoznit vys$i intenzitu (zesileni) anestesie, nemélo by tvofit rezidua (metabolické
zbytky) v cilovém organismu a mélo by umoznit ,,samovolné zotaveni" organismu,
resp. rychlé vylou€eni anestetika a jeho metoboliti. Hseu a kol. (1998) uvadi, ze idealni
anestetikum by mélo byt cenové ptijatelné a bezpecné pro ryby a obsluhujici personal.

Dale ptfipomina, ze by mélo moderni anestetikum navodit anestesii do faze 3b
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do 3 minut a doba vlastniho zotaveni by méla byt do 5 minut v ¢isté vodé. Marking a
Meyer (1985) dodava, ze idealni anestetikum by mélo mit induk¢ni ¢as do 15 minut
(lepsi by byl indukéni ¢as do 3 minut). Dale by mélo trvat samovolné zotaveni
po aplikaci anestetika max. do 5 minut a mélo by byt cenové pfijatelné. Anestetikum
by nemélo mit vliv na trvalou zménu chovani a fyziologicky stav ryby. Munday a
Wilson (1997) popisuje, ze je velmi dulezity rychly nastup anestesie do faze narkdzy
v ¢asovém rozmezi od 3 do 15 minut. AvSak Marking a Meyer (1985) dodavaji, Ze
nebude existovat anestetikum, které by spliiovalo vySe zminéné pozadavky.

Gilderhus a Marking (1987) stanovili 3 kritéria pro idealni anestetikum. Prvni
kritérium se tyka tzv. sedace (znecitlivéni), ktera by méla nastat do 3 minut (Iépe diive).
Druhé kritérium se tyka opét zotaveni, které by mélo nastat od 10 az 15 minut. Tretim
kritériem byla mortalita, ktera nesmi nastat po 15 minutové expozici v roztoku
anestetika.

V akvakultufe jsou nejCastéji pouzivany Ctyfi anestetika a to hiebiCkovy olej, MS
222, 2-phenoxyethanol a Propiscin. Dale v literarnim piehledu budou tato anestetika

strué¢né popsana.

2.2.7 MS 222 (tricain methanosulfonat)

MS 222 (obr. ¢ 4) (CoHiztNO2 + CioHisNOsS) je registrované anestetikum
pro potravinové druhy ryb v Evropské unii (Ross a Ross, 2008). Pro jeho dovoz musi
byt podana zadost veterinarnim Iékafem, kterou ndsledné schvaluje Statni veterinarni

sprava CR (Kolafova a kol., 2012).

‘/CH3
(@) @)
CHs
O:T:O
OH

H,N

Obr. ¢ 4. Chemicka struktura MS 222 (prevzato a upraveno z Ross a Ross (2008)).
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Jednd se o bily prasek, jehoz rozpustnost je ve vodnim prostiedi vysokd, jeho
aktivace je rychld, neni nebezpecny pro cilovy organismus a obsluhu, lze ho postupné
pridavat do koupele a je bezproblémovy v ptipadé ,,samozotaveni‘‘ ryby (Keene a kol.,
1998; Svoboda a Kolarova, 1999; Svobodova a kol., 2007; Kolatova a kol., 2012).
Woody a kol. (2002) uvadi MS 222 jako anestetikum pro konzumni ryby, pfesto
Pirhonen a Schreck (2003) charakterizuji tento pfipravek jako karcinogenni a
doporucuji ochrannou lhiitu pfed zpracovanim pro potravinaisky primysl v minimalni
délce 3 tydnt.

Kolafova a kol. (2012) uvadi, Ze pfii aplikaci se pouziva obvykle v koncentraci
30 az 350 mg- I, aviak Svobodova a kol. (2007) udava koncentraci v rozmezi 50 az 250
mg-I". Pokorny a kol. (2004) doporucuje koncentraci MS 222 v rozmezi
70 az 302 mg-It. Vtab. ¢. 1 jsou uvedeny doporucené davky MS 222 pro anestesii
vybranych druhi ryb pfi teploté vody 7 az 17 °C. Podle Kolafové a kol. (2012) je nutné
pi1 davkovani anestetika brat ohled na druh a vék ryby, teplotu vodniho prostiedi apod.
Pti pouziti zvySené davky tohoto piipravku muize nastat sedace v ¢asovém useku od 1
do 30 minut a v piipadé nizsi davky trva sedace az 48 hodin (Kolafova a kol., 2012).
Podle Svobodové a kol. (2007) =zacinad anestesic okolo 3. minuty a doba
,,samozotaveni‘‘ v Cisté vodé nastane do 5 minut. Pokorny a kol. (2004) uvadi, ze
k nastupu uCinku dochazi vrozmezi 2 az 4 minut. Podle Kolafové a kol. (2012)
se zakladni reflexy snizuji v rozmezi 1. az 15. minuty (faze 3a az 3b). Autorka dale
uvadi, ze pro navraceni ryby do stavu, v jakém se nachéazela pied anestesii, dochazi
v ¢isté vodé v ¢asovém tseku od 1 do 30 minut.

Tab. ¢ 1. Doporucené davky MS 222 pri teploté vody 7 az 17 ° C (prevzato a upraveno
z Koldrova a kol.(2012)).

Druh Uginek Koncentrace Délka Fléinku
MS 222 (mg-I") (min.)
Pstruh sedgce ’ 10-30 do 480
(Oncorhynchus sp.) aneste§|e lehka 30-80 do 30
anestesie hluboka 80-180 do 10
Losos sedgce ’ 7-30 do 240
(Salmon sp.) aneste§|e lehka 30-80 do 10
anestesie hluboka 80-100 do5
Okounovité sedgce ’ 8-30 do 480
(Percidae) aneste§|e lehka 30-70 do 20
anestesie hluboka 70-100 do4
Kapr obecny sedace 20-30 do 1440
(Cyprinus carpio) anestesie 30 - 200 do 8
Tropické ryby sedace 30-50 do 1440
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Ptiblizné¢ 12 az 24 hodin ptfed anestesii by neméla byt rybam podavana zadna
potrava. Namichany roztok anestetik je nutné pouzit tentyz den. Vstupni branou
pro roztok je zaberni aparat, kterym se aktivni latka dostava do krevniho ob&hu, krvi
je rozvadéna do celého téla. Dochazi ke zpomaleni krevniho obéhu a poklesu potieby
kysliku pro organismus. Vylucovani anestetika probiha nejvice pies zaberni aparat,
méné ledvinami. OL (ochrannd lhiita) po aplikaci tohoto ptipravku je 70 stupniodni
(Kolatrova a kol., 2012).

Tento piipravek neni vhodny pro nékteré druhy ryb, piikladem jsou tropické
akvarijni ryby jako Apistogramma ramirezi apod. Tento piipravek musi byt uskladnén
v suchém prostiedi pii teploté niz8§i nez 25 °C bez ptitomnosti slune¢niho zéfeni.
Pii dodrZzovani téchto podminek je doba skladovatelnosti az 5 let (Kolafova a kol.,
2012).

2.2.8 2-phenoxyethanol (ethylen glycol monophenyl ether)

2-phenoxyethanol (obr. ¢. 5) (ethylen glycol monophenyl ether pod chemickym
oznaCenim CgH1002) je bezbarvy roztok, dobfe rozpustny ve vodnim prostiedi a
ma presné urené chemické slozeni. Jedna se o latku, kterd se pouziva hojné ve svéte
pii anestesii ryb (Sehdev a kol., 1963; Bell, 1964; Santos a kol., 2015). Toto
anestetikum neni registrované v Ceské republice z diivodu nestanoveného MRL
(maximalni rezidualni limit, ktery vyjadiuje maximalni mnozstvi testované latky, ktera
muze byt vpozivatelné tkani obsazena). Presto tato latka miize byt piedepsana
veterinarnim lékafem jako ,,magistraliter. Za pouziti nese plné¢ zodpovédnost
veterinarni lékat s chovatelem. Maximalni ochranna lhita stanovena veterinarnim

lékafem ¢ini 500 stupniodni (Kolafova a kol., 2012).
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Obr. ¢ 5. Chemicka struktura 2-phenoxyethanolu (prevzato a upraveno z Ross a Ross (2008)).

Pt1 aplikaci této latky do vodniho prostiedi vznika roztok, ktery se dostava do téla
ryby Zabernim aparatem. Jeho piitomnost v krvi je kratkodobd a zpusobuje vratné
zmény v krevnim obraze (Kolafova a kol., 2012). Hseu a kol. (1997) uvadi, ze toto
anestetikum piisobi rychleji u ryb s vy$§imi naroky na mnozstvi kysliku nez u ryb
S nizsi spotiebou kysliku.

V tab. ¢. 2 jsou uvedeny davky 2-phenoxyethanolu pro anestesii vybranych druht
ryb. Barton a Helfrich (1981) a Svobodova a kol. (2007) a Kolafova a kol. (2012) uvadi
doporudenou davku 0,3 az 0,4 ml-I"t 2-phenoxyethanolu pro anestesii ryb. Pokorny a
kol. (2004) doporuduje pro anestesii ryb koncentraci 0,25 az 0,5 ml-I" v zavislosti
na teploté vody a druhu ryby, pficemzZ obluzeni nastava v rozmezi 2 az 3 minut. Podle
Kolafové a kol. (2012) je vhodné piidat toto anestetikum do vaniCky s menSim
mnozstvim Cisté vody. Takto vznikly roztok je potfeba dostatecné¢ promichat a poté nalit
do jiné vétsi nadoby, do které budou vloZeny testované ryby. Autorka doporucuje, aby
byla do vanicek ptidavana voda, ve které jsou ryby chovany. Ryby pfemistujeme
do roztoku postupné. Od 5 do 10 minut dochazi k anestesii a ,,samozotaveni* probiha
po pfemisténi do Cisté vody ptiblizné 10 minut (Svobodova a kol., 2007; Kolafova a
kol., 2012). Podle Bartona a Helfricha (1981) je tento ptipravek vhodny pro juvenilni
stadia lososovitych ryb, avSak s ohledem na dobu expozice. Tito autofi publikuji, ze
pii koncentraci 0,50 ml- I anestetika je nevhodné vystavovat ryby v roztoku déle nez 15
minut (tém& polovina LC50). Podle autorid je tedy vhodnéj$i pouzit koncentraci
0,25 ml-I*%.
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Tab. & 2. Doporucené davky 2-phenoxyethanolu pro anestesii vybranych druhii ryb (prevzato a

upraveno z Kolarova a kol. (2012)).

Teplota vody Uinn
Druh Vek Hmotnost (g) °C) koncentrace
(ml-H)
Lin obecny
(Tinca tinca) Li-Li 5-500 20 06
: Jesetefi . 4 mésice az
(Acipenser baeri, A. enerack 9 4-22 0,6-0,7
ruthenus, A. stellatus) g y
Sih peled’
(Coregonus peled) Pes 800 - 1000 1 04
Okoun fi€ni
(Perca fluviatils) 32-40 125-200 0,4
Lipan podhorni . _
(Thymallus thymailus) generacky 115-120 04
Pstruh obecny
(Salmo trutta) 100 105 0.4
Zivorodka ostrotlama
(Poecilia sphenops) 25 0,4
Parmicka ctyfpruha
(Puntius tetrazona) 25 03
Parmicka nadherna
(Puntius conchonius) 25 03
Karas zlaty
(Carassius auratus) 15-20 0,35

2-phenoxyethanol musi byt skladovan v uzaviené lahvi pii teploté vzduchu do 25° C.
Nutné je zamezit pfistupu ohné¢ a mrazu. Pfi pouzivani latky je potieba dbat vysoké
opatrnosti, nebot’ latka je toxickd a nebezpecna. Pfi neodborné manipulaci zplsobuje

drazdéni oci a ktize (Morton, 1990; Svoboda a Kolarova, 1999; Kolafova a kol., 2012).

2.2.9 Hrebickovy olej

Jednd se o Zlutou az hnédou, méné rozpustnou latku pfirodniho charakteru, jejiz
aktivni latkou je eugenol (C10H1202). Hiebi¢kovy olej (obr. €. 6) vznika destilaci kvéta,
stonkl a listl rostliny hiebickovce Eugenia aromatica (Isaacs, 1983; Keene a kol.,
1998). Briozzo a kol. (1989) dopliiuje, ze hiebickovy olej mlze byt ziskan také
ze stromu Eugenia caryophyllata. Negativni strankou tohoto anestetika je jeho pfirodni
puvod - nelze totiz pfesné urcit, z jakych latek se sklada a z tohoto diivodu neni mozna
jeho registrace (nema stanoven MRL) (Soto a Burhanuddin, 1995; Ross a Ross, 1999;
Woody a kol., 2002; Pirhonen a Schreck, 2003; Kolafova a kol.,, 2012). Soto a
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Burhanuddin (1995) popisuji tuto latku jako vyborné anestetikum vyuzivané obyvateli

Indonésie napt. pfi bolesti zubt.

_CHj

(@)
HO

X

CH,

Obr. ¢ 6. Chemicka struktura hiebickového oleje (prevzato a upraveno z Ross a Ross (2008)).

Stejné¢ tak jako 2-phenoxyethanol, tak musi byt pfedepsan hiebickovy olej
veterinarnim 1ékafem jako ,,magistraliter”. Proto I€katf i chovatel nesou za tuto latku
plnou odpovédnost. Maximalni ochranna lhuta je 500 stupniodnt (Kolafova a kol.,
2012). Presto tato latka patii ve svété mezi nejvice pouzivand anestetika (Pokorny a
kol., 2004). Vstupni branou hiebickového oleje do téla ryby je zaberni aparat a Castecné
kaze. Tato latka vyvolava stejné jako 2-phenoxyethanol vratné zmény krevniho obrazu
(Kolatova a kol., 2012).

Podle Svobody a Kolafové (1999) je vhodna anestetickd davka hiebickového oleje
30 mg-I* a podle Kolafové a kol. (2012) je v rozmezi 30 az 40 mg-I?* (v piepoctu 0,03
az 0,04 ml-It), pfiCemz anestesie nastavd vrozmezi 5 az 10 minut. Vtab. &. 3
jsou uvedeny doporucené davky hiebickového oleje pro anestesii vybranych druht ryb.

Kolarova a kol. (2012) doporucuje aplikovat hiebickovy olej do mensi nadoby
S malym mnozstvim vody a peclivé olej rozmichat. Poté celou smés pielit do pracovni
vanicky, do které jsou pfemistovany postupné ryby. V porovnani s ostatnimi anestetiky
je doba ,,samozotaveni® ryb ponckud delsi. Pokorny a kol (2004) uvadi mnozZstvi
hebickového oleje v koncentraci 0,03 ml-I* a k nastupu u¢inku dochazi do 5 minut.
Kolatova a kol (2012) doporucuje nekrmit ryby v rozmezi 12 az 24 hodin pied
zacatkem pokusu. Déle autorka poukazuje na vhodny zplsob skladovani — pevné
uzaviend lahev v prostoru, kde teplota nepiekroci 25 °C a prostor musi byt chranén pied

mrazem. Také poukazuje na nebezpedi této latky ohledné drazdivosti o¢i a kuze.
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Po skonceni anestesie je nutné ldzen nékolikandsobné ziedit a lazen se nesmi vypoustét

do odpadnich vod.

Tab. ¢ 3. Doporucené davky hiebickového oleje pro anestesii vybranych druhii ryb (prevzato a

upraveno z Kolarova a kol. (2012)).

Uginna
Druh Kategorie Hm?t;wst Tepl?f%;/ody koncentrace
g (ml-+)
Kapr obecny Ki-Ks 503000 525 0,04-0,06
(Cyprinus carpio)
Mnik jednovousy
(Lota lota) Mn;.3 80-100 5 0,02-0,07
Jesetermaly | o, o3 generatni | 910000 4-20 0,07
(Acipenser ruthenus)
Okoun fi€ni
(Perca fluviatils) 0:+2-3 32-40 12,5-20,0 0,033
Siven americky .
(Salvenius fontinalis) Si 20-50 5 0,033
Sih peled’
(Coregonus peled) Pes 8001000 1 0,033
Parmicka étyipruha
(Puntius tetrazona) 25 0,025
Parmicka nadherna
(Puntius conchonius) 25 0,025
Zivorodka
ostrotlama 25 0,025
(Poecilia sphenops)
Karas zlaty 15 0,033
(Carassius auratus) 20 0,033

2.2.10 Propiscin

Propiscin (obr. ¢. 7) je relativné novou v Polsku (Zabieniec) objevenou latkou, jejiz
aktivni slozkou je etomidat pouzivany k anestesii ryb (Amend a kol., 1982; Plumb a
kol., 1983, Siwicki, 1984; Hamackova a kol., 2004) nebo malych domacich savcii
(Plumb a kol., 1983). Zakes a Demska-Zakes (2005) a Kazun a Siwicki (2012) uvadéji,
7ze se jednd o vhodny piipravek, ktery navozuje anestesii ryb. Propiscin je hlavné
vyuzivan pro navozeni tzv. kratkodobé celkové anestesie u malych savct, jejiz délka
trvani dosahuje i ptl hodiny. Kazun a Siwicki (2012) poukazuji na schopnost Propiscinu
zpusobit celkovou anestesii ryb. Amend a kol. (1982) uvadi, ze ¢im je pouzita niz$i

davka anestetika, tim je del$i doba pro navozeni anestesie, ale dochdzi k rychlej§imu
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zotaveni. Amend a kol. (1982) uvadi, ze ucinna latka etomidat je efektivné;si

v alkalické vod¢ o vyssi teploté.

Obr. ¢ 7. Chemicka struktura Propiscinu (prevzato a upraveno z Ross a Ross (2008)).

Kazun a Siwicki (2012) doporucuji aplikovat pro pfipravu anestetické lazné

(za Gcelem rozmnozovani apod.) Propiscin o koncentraci 1,0 az 3,0 ml-I" (tab. &. 4).

Pokorny a kol. (2004) doporuduje k anestesii ryb koncentraci 0,75 ml-I? piicemz

k navozeni anestesie dochazi do 10 minut.

Tab. ¢ 4. Doporucené davky Propiscinu pro vybrané druhy ryb (prevzato a upraveno z Kazun a

Siwicki (2012)).

Teolota | Koncentrace Cas Cas Max. ¢as
Druhy ryb Kategorie P o (ml-I) navozeni | anestesie | plsobeni
vody (°C) . . .
(min.) (min.) (min.)
Pstruh duhovy Trzni 45 1,0 05-1,0 10 30
(Oncorhynchus —
mykiss) Trzni 45 05 0,75-15 10 30
Kapr obecny Nasada 17,0 1,0 3,0 15 30
(Cyprinus Pludek 17,0 10 30 15 20 - 30
carpio)
Pladek 19,0 1,0 1,0-15 15 20-25
(Salmo trutta) Trzni 7.0 10 10 15 90

Marsi¢-Luci¢ a kol. (2005) a Kazun a Siwicki (2012) také poukazuji na bezpecnost

této latky pro organismus pfi standardnim a predepsaném pouzivani, resp. tato latka
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je bezpecna (vykazuje nizky stupenn toxicity) a nevykazuje karcinogenni
(rakovinotvorné) a teratogenni (zpusobujici vadu vyvoje plodu) ucinky. Kazun a
Siwicki (2012) jesté uvadi, ze pti pouziti tohoto anestetika dochéazi ke snizeni krevniho
tlaku, k malému ovlivnéni fyziologickych pochodii ryby a k bezvyznamnym vedlejsim
ucinkim. Amend a kol. (1982) uvadi, Ze pii aplikaci Propiscinu je nutné dbat
na bezpe¢nostni opatteni, protoze pii neimyslném poziti a vdechnuti tohoto anestetika
muize dojit k vaznim zdravotnim problémtim. Proto je vhodné pii anestesii pouzivat
osobni ochranné pomucky a dodrzovat stanoveny postup pii manipulaci S touto latkou.

V minulosti nebyly na Propiscin zjistény zadné informace ohledné alergickych reakei.

2.3 Oxidativni stres

Jak v minulosti, tak i v dnesni dobé se setkavame s piipady poskozeni zivotniho
prostiedi riznymi xenobiotiky, které zpiisobuji negativni zmény organismil (véetné
Cloveéka). Nasledkem pouzivani cizorodych latek miize dochdzet ke zméné ekologické
skladby organismii, potravni nabidky, hodnoty piirozené¢ho prostiedi, reprodukce
a vyvoje, rustu a zdravotniho stavu apod. Je proto nesmirné diilezité¢ vénovat se této
problematice, pii které se uplatiiuje metoda oxidativniho stresu a s nim souvisejici
pojmy (volné radikaly, biomarkery, antioxidativni enzymy apod.) (Livingstone, 2001,
Racek, 2003). Hofmanova a kol. (2000) a Racek (2003) poukazuje na negativni okolni
vlivy vnéjsiho prostiedi jakozto na zdroj oxidativniho stresu. Vliv latek na organismus
se posuzuje podle vzniku reaktivnich forem Kkysliku (zkratka ROS, z angl. Reactive
Oxygen Species) pii oxidativnim stresu a jejich reakci s biomolekulami. Lushchak
(2011) uvadi, ze pii tvorb¢ adenosintrifosfatu (zkratka ATP, zangl. Adenosine
Triphosphate) na zakladé kyslikového systému vznikaji reaktivni formy kysliku jako
vedlejsi produkt.

Oxidativni stres je chépan jako nebezpecné plsobeni ROS na zdravotni stav
organismu (van der Oost a kol., 2003). Oxidativni stres nastava v ptipadé, kdy v buiice
prevladaji volné radikaly (Racek, 2003). Tento stres je vyvolan latkami, které mohou
redukovat pocet elektronii a tim davaji vznik volnému radikalu. Mezi tyto latky patii
napiiklad perzistentni organické polutanty (zkratka POPs, z angl. Persistent Organic
Pollutants), tézké kovy, vodni kvét apod. (van der Oost a kol., 2003).
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2.3.1 Volné radikaly

Pod tzv. pojmem volny radikal jsou mysleny latky (napf. atomy), které jsou schopny
samostatné existence a které obsahuji v jednom popt. vice orbitalech tzv. neparovy
elektron nebo nékolik téchto elektron. Tyto latky vznikaji z béznych ¢&astic bud’
prijetim elektronu, odevzdanim elektronu nebo tzv. homologickym S$tépenim (malo
Casté). Volné radikaly jsou velmi reaktivni a malo stabilni, protoZe se neustale snazi
doplnit chybéjici elektron od jiného volného radikalu ¢i molekuly za ucelem své vétsi
stability (dosahnout parového poctu elektrond). Reakce dvou radikalt dava vzniku
molekuly, kterou jiz nelze nazvat volny radikal (jiz nema neparovy elektron). V ptipade,
ze elektron byl dotovan molekulou, stane se z ni volny radikal (mé4 neparovy elektron),
ktery bude opét hledat neparovy elektron. Na tomto principu vznikd fetézova reakce,
ktera je ukonCena v pfipad¢ setkani dvou radikalli nebo radikalu s jinou latkou, jejiz
radikal vykazuje vétSi stabilitu. JelikoZ je odebrani elektronu z urcitého pohledu
oxidace, vykazuji volné radikaly oxidaé¢ni aktivitu (Halliwell a Gutteridge, 2000; Racek,
2003). Snahou volného radikélu je ptijmout dalsi elektron procesem oxidace z divodu
jeho vétsi stability, priCemz existuji latky, které mu v jeho Cinnosti a plsobeni

zabranuji. Tyto latky se nazyvaji antioxidanty (Racek, 2003).

2.3.1.1 Zdroj volnych radikali

Racek (2003) uvadi, ze se volné radikdly do organismu transportuji z okolniho
prostiedi, ale také se vytvareji pfimo v organismu pii metabolickych procesech.
Dle zdroje 1ze rozd¢lit vznik volnych radikalt (Racek, 2003):

» Exogenni (zevni, majici vnéj$i pfi¢inu): napi. UV — svétlo, kouieni, intoxikace,
potrava, primysl atd.
» Endogenni (vnitfni, majici vnitini pfi¢inu): napf. produkce methemoglobinu,

rozpad fagocyti, syntéza prostaglandint atd.

2.3.1.2 Volné radikaly kysliku a dusiku a rovnoviha mezi nimi a antioxidanty

Za bézné situace jsou vzniklé volné radikaly a antioxidanty v rovnovaze (obr. ¢. 8).

V ptipadé, Zze je jedna z obou stran v pievaze, muze dojit k velkym zdravotnim
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komplikacim organismu. K témto komplikacim dochazi spise v ptipadé, kdy je prevaha
volnych radikalii nad antioxidanty nebo maji antioxidanty sniZzenou aktivitu nebo buika
neni schopna bojovat s oxidativnim stresem nebo plati vice moznosti. Také prevaha
antioxidantli nad volnymi radikaly mtize mit zdravi $kodlivé ucinky z hlediska blokace
potiebnych volnych radikalt, coz mize mit za nasledek rist oxidativniho stresu (napf.
redukce kyseliny askorbové a souvislost s Downovym syndromem) (Durackova, 1977;
Fiers a kol., 1999; Hofmanova a kol., 2000; Racek, 2003).

Nejbéznéji se vyskytuji volné radikaly kysliku, pfevazné tzv. superoxidovy aniont
(02), ktery se vytvaii redukci molekuly kysliku a dale muze byt preménovan
na velmi reaktivni slouceniny, resp. na jiné radikaly (velmi zdravi Skodlivy ('OH))
(Babior, 1997).

Pfi oxidativnim stresu vznikaji také reaktivni formy kysliku produkované
metabolismem kyslikovych radikali, které ale neobsahuji neparovy elektron. Do této
skupiny patfi hydroxylové radikaly (‘OH), superoxidové anionty (O2), alkoxyl (RO),
hydroperoxyl (HO2), peroxyl (ROO), které maji charakter radikalu a singletovy kyslik
(!O2), kyselina chlorna (HCIO), peroxid vodiku (H202), ozon (Os), které nemaji
charakter radikalu. Reaktivni formy kysliku jsou produkovany pfirozenou cestou
v kazd¢ buiice (Racek a Holecek, 1999a; Stipek a kol., 2000; Racek, 2003; van der Oost
a kol., 2003; Zhang a kol., 2003).

Déle se také v organismu nachazeji radikaly dusiku, pfevdzné tzv. oxid dusnaty
(NO). Tento oxid je schopen produkovat volné radikaly na dusikaté bazi, ale také
slouCeniny, které neobsahuji neparovy elektron, tzv. reaktivni formy dusiku (zkratka
RNS, zangl. Reactive Nitrogen Species), z nichz je nejvyznamnéj$i peroxinitrit
(OONO") (Racek, 2003).
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Obr. & 8. Vztah mezi volnymi radikaly a antioxidanty (pievzato a upraveno podle Amira a Adly
(2010y).

2.3.1.3 PoSkozeni volnymi radikaly

Van der Oost a kol. (2003) uvadi, ze volné radikdly maji snahu reagovat
s makromolekulami a tim mize dojit k poskozeni organismu. Racek (2003) popisuje, Ze
prakticky kazda butika organismu miize byt napadena volnymi radikaly, které zapiicini
oxidaéni poruchu. Mezi velice nebezpecné poruchy organismu patii naruseni bunéénych
membran tvofenych fosfolipidy, kdy tyto membrany ztraceji funkénost a mize dojit
ptimo k apoptdze (zaniku buniky). Dale mezi vazné poruchy patii porucha nukleovych
kyselin (porucha chromozomt, mutagenita a karcinogenita) a porucha bilkovin (Racek,
2003).

DalSim problémem v pusobeni volnych radikald je tzv. lipoperoxidace. Ta znaci
poruchu lipidd, resp. mastnych kyselin s obvykle dlouhym fetézcem, kdy dochazi
k poruse dvojnych vazeb a vznikaji toxické aldehydy a hydroperoxidy (Racek, 2003;
Kovacic a kol., 2005; Lushchak, 2011). Mastné kyseliny bez dvojnych vazeb jsou
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k volnym radikalim celkem odolné. Mezi nejcastéji sledované ukazatele lipoperoxidace
patii malondialdehyd (MDA) — vysledny produkt lipidni peroxidace nebo také latky
reagujici s kyselinou thiobarbiturovou stanovené pomoci metody TBARS (z angl.
Thiobarbituric Acid Reactive Substances). Lipoperoxidace je ukonéena antioxidanty,
hlavn¢ vitaminem E (tokoferol) a koenzymem Q10, které narusuji probihajici fetézovou
reakci (Racek, 2003). Racek a HoleCek (1999b) uvadi jako vhodné ukazatele
lipoperoxidace izoprostany, které se vytvaieji reakci volnych radikali s kyselinou
arachidonovou. Kovacic a kol. (2005) a Lushchak (2011) uvadgji také negativni vliv
volnych radikali v oblasti syntézy a struktury proteinti, v oblasti mitochondridlni
aktivity apod. Finkel a Holbrook (2000) uvadi, Ze pravé poskozené mitochondrie maji
za nasledek neustadlou produkci ROS, coz vede k neustdlému naruSovani
deoxyribonukleové kyseliny a Lushchak (2011) dodéva, Ze v tomto piipad¢ nastava
riziko snizené ¢i uplné zastavy cCinnosti jednotlivych orgédnd, ptipadné organovych

soustav.

2.3.1.4 Negativni a pozitivni ¢inky volnych radikali

Racek (2003) uvadi, Ze volné radikaly maji vliv na vznik a pribéh rtznych typa
nemoci. Mezi tyto nemoci patii napt. ateroskleroza (kornaténi tepen), Diabetes mellitus
(cukrovka), syndrom ischemie — reperfuze (infarkt myokardu), vznik zhoubnych
novotvart, zanétlivé stavy, selhani ledvin, intoxikace, neurologickd a travici
onemocnéni, poruchy zraku apod.

Co se ty¢e pozitivnich a¢inkti volnych radikali, tak DeLeo a kol. (1998) a Racek
(2003) poukazuji na vliv kyseliny chlorné (HCIO). Ta wvznikd podle reakce
H20, + H" + CI — HOCI + H0 a ni¢i fagocytované mikroorganismy. Volné radikaly
maji i svllj vyznam v dychacim fetézci, pfi biosyntéze cholesterolu a Zlucovych kyselin
nebo pti odbouravani cizorodych latek, napiiklad Iékt z organismu. Dal§im piikladem
je H20g, ktery se Gcastni premény jodu (dilezity pro Stitnou zlazu) z jodidu procesem
oxidace. Aitken a Clarkson (1987) a Heinecke a Shapiro (1989) uvadi dileZitost
volnych radikald také v oblasti reprodukce, kdy je superoxid v kontaktu s vaje¢nou
membranou a H202 produkovany vajickem po oplodnéni zamezi priniku ostatnich

spermii do vajicka.
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2.3.1.5 Ochrana pred volnymi radikaly

Pii aerobnim metabolismu vznika vice energie nez piianaerobnim metabolismu,
avSak pfistup vzduchu s sebou nese vétsi nebezpeci pritomnosti volnych radikald,
na které si organismus postupné ziskaval obranné postaveni. Tuto ochranu pfed volnymi

radikaly rozdéluje Stipek a kol. (2000) a Racek (2003) do ti{ skupin:

» 1. skupina: Mechanické systémy, které brani vzniku volnych radikali — ptiklad:

inhibice enzymi (proces, kdy vazba urcité latky zpiisobi sniZeni aktivity enzymu a
tim dochazi k zamezeni ¢1 omezeni spravného priibéhu enzymaticke reakce),

» 2. skupina: Mechanické systémy piimo zaméfené na jiz existujici volné radikaly —

priklad: superoxiddismutdza — umoziiuje dismutaci superoxidovych aniontl
za vzniku HO> a kysliku; latky s redukénim ucinkem — vitaminy C, E — tyto latky

dotuji radikal svym elektronem, pfiCemz Se z nich stdvaji radikdly, ale jsou

v v

volnymi radikdly — ptiklad: cinnost endonukledz pii opravé molekuly

deoxyribonukleové kyseliny.

Nekteré druhy latek, naptiklad kyselina mocova (CsHsN4Os3), plisobi zminénymi

mechanismy soucasné¢ (Racek, 2003).

2.3.2 Antioxidanty a jejich vliv na ochranu organismu

Jak je jiz zminéno, jedna se o latky, které zabranuji vzniku a existenci volnych
radikalt neboli to jsou latky se snahou likvidovat volné radikaly. Jedna se o redukujici
latky, vyjimkou je superoxiddismutaza (Racek, 2003). Lushchak (2011) charakterizuje
antioxidanty jako latky, které chrdni organismus pied reaktivnimi formami kysliku
a jejich toxickym ucinkem. Dale je charakterizuje jako latky redukujici ¢innost volnych
radikalt napt. pfevadénim do méné ucinnych forem. A také udava, Ze se jedna o latky,

které maji mezi s sebou urcitou vazbu a vytvateji tak ochranné systémy.
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Podle Racka (2003) a Lushchaka (2011) je dilezitd spoluprace mechanismi
pro ochranu organismu pomoci antioxidant, ale také rovnovdha mezi témito
mechanismy a prooxida¢nimi latkami, tedy volnymi radikaly.

Antioxidanty jsou velmi rozmanitou skupinou latek, takze existuje n¢kolik zptsobi
jejich déleni. Mezi nejcastéjsi kritéria patii: piivod (exogenni, endogenni), umisténi
(vbuice ¢i mimo buniku), velikost (vysoko ¢i nizkomolekularni), rozpustnost
(hydrofilni — rozpustnost ve vodné, lipofilni — rozpustnost v tucich, amfofilni —
rozpustné ve vodé 1 V tucich), vliv na vznik volnych radikali apod. (Racek, 2003).
Nékteré antioxidanty nelze vSak piesné zaradit do konkrétni skupiny z divodu jejich

kategorizace ve vice kritériich. Proto dalsi zpisob dé€leni je nasledujici (Racek, 2003):

1. skupina — ptirozené antioxidanty — organismus je schopen jejich produkce nebo jsou

pfijiméany v potraveé — vitaminy,

» Hydrofilni antioxidanty:

intracelularni: - enzymové — superoxiddismutaza, katalaza, aj.,

- neenzymové — glutathion,
extracelularni: - vysokomolekularni - bilkoviny, které jsou tvofeny SH
skupinami, patii sem enzymy s malym antioxida¢nim u¢inkem,
- nizkomolekularni - kyselina askorbova,

» Lipofilni antioxidanty: vitamin E, méné vitamin A, karotenoidy, steroidy,

» Amfofilni antioxidanty: melatonin, nékteré tzv. um¢lé antioxidanty,

2. skupina — um¢lé antioxidanty — léky; latky chemicky upravené za tcelem zvySeni

vlastnosti — nahrazovani strukturnich fetézcu — vitamin C, E.

Lushchak (2011) uvadi kategorizaci antioxidacnich systémil na systémy:

e Enzymatické: superoxiddismutazy, katalazy, glutathion-S-transferazy — tyto enzymy
se ptimo Ucastni boje s volnymi radikaly a chrani tak bunku pted jejim poskozenim;
do této kategorie spadaji také glutathionreduktazy a gluk6za-6-fosfatdehydrogenazy,
jejichz ¢innosti jsou opravy systémi burnky (Fiers a kol., 1999; Lushchak, 2011).

e Neenzymatické — Tato skupina se dale déli na antioxidanty pfimé a nepfimé. Pfimé
antioxidanty, kam patii napiiklad kyselina askorbovd, jsou vyuzivany hlavné

pii prvotni obrané¢ vu¢i oxidativnimu stresu. Kyselina askorbova je dilezita
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pro vychytavani a detoxikaci volnych radikalti. Tohoto procesu se zicastiuje také

glutathion, ktery je také dulezity pro ochranu tzv. thilovych skupin bun¢k (Lushchak,

2011).

Do této kategorie také spadaji karotenoidy (vitamin A — retinol) detoxikujici volné
hydroxo a peroxo radikaly. Pfimé antioxidanty jsou dodavany do organismu predevsim
potravou, men$i mnozstvi si je bunka schopna vytvofit sama. Do skupiny nepiimé
antioxidanty patfi latky, které umoznuji navazani kovu (Halliwell a Gutteridge, 2000;

Lushchak, 2011).

2.3.3 Celkova antioxida¢ni kapacita

Pti oxidativnim stresu se také né¢kdy pouzivd pojem tzv. celkova antioxidacni
kapacita (zkratka AOC — zangl. Antioxidant Capacity), ktera vypovida o vSech
antioxidac¢nich latkach ptitomnych v extracelularni tekutin€. Existuje nékolik zplsobu,
jak se tato kapacita stanovuje, avSak jednotlivé metody vykazuji rozdilné vysledky
(Racek, 2003).

U organismu trpicich néjakou nemoci a tim padem zvySenym mnozstvim volnych
radikali se predpokladalo, ze bude celkova antioxidacni kapacita na nizké urovni
z dtivodu potieby antioxidanti v boji s volnymi radikaly. AvSak tato myslenka byla
chybna. Ukézalo se, Ze u nemocnych organismti byla celkova antioxidacni kapacita
vys§i v porovnani se zdravymi jedinci. Jednim divodem byl nazor, ze organismus
produkoval velké mnozstvi antioxidantii kvili zvySené piitomnosti volnych radikala
nebo organismus produkoval velké mnozstvi antioxidanti, které vSak nebyly v boji
s radikaly uc¢inné (nedokdzaly zneSkodnit konkrétni druh volnych radikala). DalSim
vysvétlenim této situace byl nazor, ze zvySené mnozstvi antioxidantli je zpiisobeno
jejich vyplavovanim z jater a tukovych zasob. Celkova antioxida¢ni kapacita plazmy

se tedy navySovala, avSak v buiikach nikoliv (Racek a kol., 2000).

2.3.4 Enzymatické antioxidacni systémy

Tato skupina je zastoupena superoxiddismutazami (zkratka SOD, z angl. Superoxide
dismutase), katalazami (zkratka CAT, zangl. Catalase), glutathionperoxidazami

(zkratka GPx, z angl. Glutathione peroxidase) a glutathion-S-transferazami (zkratka
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GST, z angl. Glutathione-S-transferase ). Tyto zminéné enzymy jsou vyznamné hlavné
pti prvotni fazi boje s volnymi radikaly a chrani tak bunku (organismus) pfed vlivem
cizorodych latek. Dalsi dva antioxidacni systémy jsou glutathionreduktazy (zkratka GR,
zangl. Glutathione reductase) a glukoza-6-fosfatdehydrogenazy (zkratka G6PDH,
zangl. Glucose-6-phosphate dehydrogenase), jejichz ¢innosti spocivaji v opraveé
bunéénych systému (Fiers a kol., 1999; Racek, 2003; Lushchak, 2011).

2.3.4.1 Superoxiddismutaza

Superoxiddismutaza se nachazi témét ve vSech aerobnich (kyslik vyuzivajicich)
organismech a je hlavni antioxidaéni enzym pattici do skupiny metaloenzyma. Ugelem
tohoto enzymu je katalyzovat reakci superoxidovych aniontd za vzniku H2O> a kysliku.
Umoznuje tedy tzv. dismutaci superoxidovych aniontti za produkce H»O: a kysliku
(Stipek a kol., 2000; Racek, 2003; van der Oost a kol., 2003). Cinnost
superoxiddismutdzy probiha na zaklad¢ této reakce (Racek, 2003):

SOD: 2 Oz + 2H* — H20: + O2

Superoxid (O2) je vytvafen z kysliku ztritou jednoho elektronu. Tento radikal
je nejvice pritomen v zivych organismech, jeho produkce je spojena napi. s autooxidaci
thioll, s enzymatickymi reakcemi a je produkovan fagocytujicimi buitkami za aktivity
NADPH - oxidazy. Samotny superoxid nevykazuje pfilis velkou reaktivitu (ani velkou
Skodlivost pro organismus), ale mize se zacCastnit produkce mnohem reaktivnéjSich a
tedy nebezpecn€jsSich ROS — napft. peroxid vodiku, HCIO a hydroxylového radikalu,
neprobihd u¢inny systém jeho detoxikace. Proto je snahou organismu odstranit praveé
superoxid, ktery mulze byt potencidlnim zdrojem hydroxylového radikalu. Vznikly
peroxid vodiku je také nebezpecny pro organismus, avSak ten dale podléha detoxikaci
pomoci enzymi glutathionperoxidazy a katalazy (Racek, 2003).

Existuje n€kolik typu superoxiddismutazy, které maji odlisny kofaktor, tedy atom
kovu (Fe** SOD, Mn?* SOD, Cu?*/Zn** SOD), ktery je diilezity pro katalytickou aktivitu
enzymu (Stipek a kol., 2000; Racek, 2003).
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2.3.4.2 Glutathionperoxidaza a glutathionreduktaza

Z organismu se muze peroxid vodiku odstranit dvéma zplisoby a to pomoci: katalazy
(pfeménuje H202 na vodu a kyslik) a peroxidazy (také preménuje peroxid vodiku, avsak
dochazi k oxidaci jiné latky - substratu) (Racek, 2003).

Existuje mnoho typt peroxidaz. U mnoha ZzivoCichi vcetné¢ lidi je to hlavné
glutathionperoxidaza (oxidace glutathionu), u rostlin je to askorbatperoxidiza (zde
se uplatiiuje kyselina askorbova) (Stipek a kol., 2000; Racek, 2003).

Enzym glutathionperoxiddza katalyzuje pfeménu H20, pficemz umoziuje oxidaci
glutathionu (GSH). Glutathion, ktery se nachazi v bunkach ve velkém mnozstvi, patii
mezi nejdilezitéjSi vnitrobunééné antioxidanty. MiZze byt ve dvou formach -—
v redukované form¢ — thiol (GSH) nebo v oxidované form¢ — disulfid (GSSG).
Rovnovahu mezi témito dvéma formami udrzuje glutathionreduktaza (Racek, 2003; van
der Oost a kol., 2003). Cardoso a kol. (1998) uvadi, ze mezi hlavni ukoly glutathionu
patii ochrana bilkovin, které jsou tvoieny (-SH) skupinami, napf. dehydrogenazy. Dale
se glutathion uplatiiuje naptiklad pii destrukci lipidovych hydroperoxidi (van der Oost
a kol., 2003).

Aby mohl byt peroxid vodiku stile odstraniovan, je nutnd opétovna aktivace
glutathionu, ktery se nachazi v oxidované formé. Opétovnou aktivaci zajiStuje
glutathionreduktaza za pomoci koenzymu NADPH (Stipek a kol., 2000; Racek, 2003).
Cinnost glutathionperoxidazy a glutathionreduktazy znazortiuje rovnice (Racek, 2003):

GPx: H.0O2+2 GSH — 2 H,O + GSSG
GR: GSSG + NADPH + H* — 2 GSH + NADP*

Existuji tfi formy enzymu glutathionperoxidazy, které se mezi s sebou lisi stavbou
molekuly a vyskytuji se v mnoha mistech buniky (krevni plazma, cytoplazma, bunécné
membrana) (Racek, 2003). Glutathionperoxidaza je vyznamna z hlediska ochrany

buriky pted lipidni peroxidaci (van der Oost a kol., 2003).

2.3.4.3 Katalaza

Enzym katalaza rozklad4d peroxid vodiku na vodu a kyslik. Podminkou aktivity
katalazy pti odbouravani peroxidu vodiku je zvySend koncentrace tohoto radikalu.

Naproti tomu, glutathionperoxidaza $tépi peroxid vodiku jak v jeho vysoké, tak nizké
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koncentraci (Leopold a Loscalzo, 2000; Stipek a kol., 2000; Racek, 2003). Navic
glutathionperoxidéza pfi reakci vyuziva tzv. kosubstrat, ktery podléha oxidaci. Racek
(2003) znazornuje ¢innost katalazy reakcei:
CAT: 2 H:0; -2 H,0 + O
Mezi vySe popsanymi antioxida¢nimi enzymy existuje ur€ity vzajemny vztah (obr. ¢.

9 aobr. ¢. 10) (Racek, 2003).

HO + 120,

SOD
.l.'t,'!-
0 = (o) > (o) + xe - on

Fentonova reakce

NADPH+H
<2GSH
GSSG NADP'

Obr. & 9. Vztah antioxidacnich enzymii (prevzato a upraveno podle Stipek a kol. (2000)).

2H,0
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HO,+ O, GSH w\ NADP+

NADPH
+H?

,

HO+0,
Obr. & 10. Vztah antioxidacnich enzymii (pirevzato a upraveno podle Amira a Adly (2010)).

2.3.5 Biomarkery

Jestlize proniknou do organismu cizorodé latky, jejich pritomnost je detekovana
tzv. biomarkery. Tyto biomarkery pomahaji vytvaret reakce (odpovédi) organismu
na pritomnost cizorodé latky. Tyto biologické ukazatele (biomarkery) informuji
napiiklad o zvySené produkci reaktivnich forem kysliku, o zmén¢ struktury enzymii,
o zménach kosterni soustavy (napiiklad skolioza — vychyleni patete) apod. (Boelsterli,
2003). Van der Oost a kol. (2003) charakterizuje biomarkery jako latky, které
s ¢asovym piedstihem signalizuji mozné nebezpeci organismu (napiiklad znecisténi
zivotniho prostfedi), populace a také celého ekosystému. Dodéava, Ze biomarkery
jsou meéfitelné hodnoty, které vypovidaji o piisobeni cizorodych latek, naptiklad
chemického piivodu, na organismus. Jednd se tedy o zménu odpovédi (reakce)
organismu vystaveného $kodlivému (toxickému) zdroji (napt. chemické latce). Skodlivy
ucinek toxické latky miZe rGst od molekuldrni Grovné pies tkdn€ a organismus

az k celému ekosystému (van der Oost a kol., 2003).
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Oxidativni stres je posuzovan témito biomarkery (Buryskova a kol., 2006):

- zvysend produkce ROS po vystaveni exponatu cizorodé latce,

- mnozstvi neenzymatickych antioxidantu,

- schopnost detoxikac¢nich ¢i enzymatickych antioxida¢nich enzymu (SOD, atd.),
- stanoveni vyslednych forem oxidace — stanoveni malondialdehydu (MDA).

Ballantyne a kol. (1999) uvadi, Ze mezi odpovédi organismu na xenobiotika patii
také hematologické (mnoZstvi hemoglobinu, stanoveni erytrocyt atd.), biochemicke
a histopatologické ukazatele. Li a kol. (2003) uvadi, Ze v piipadé¢ zkoumani
oxidativniho stresu se biomarkery uplatiiuji pro signalizaci narlstajici hodnoty
reaktivnich forem kysliku v exponované tkani. Reaktivni formy kysliku nemaji

dlouhou Zivotnost, proto jsou pokusy provadény in vitro (mimo organismus).
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3 Material a metodika

Vliv Ctyf nejpouzivanéjSich anestetik v evropské akvakultute, a to MS 222,
hiebickovy olej, 2-phenoxyethanol a Propiscin na parmu obecnou, byl hodnocen
ve dvou fazich. V prvni fazi byl hodnocen vliv anestetik na hematologicky profil krve
parmy. Ve druhé fazi byl hodnocen vliv anestetik na oxidativni stres a antioxidacni
systémy parmy.

Pokus probihal v Experimentdlnim rybochovném pracovisti a pokusnictvi,
hematologické vySetieni a stanoveni biomarkeru oxidativniho stresu a antioxida¢nich
enzymu probihalo v Laboratofi vodni toxikologie a ichtyopatologie na Fakulté rybaistvi
a ochrany vod, Vyzkumném tstavu rybaiském a hydrobiologickém (VURH) JU

ve Vodnanech.

3.1 Experimentalni material a pracovni postup

V dne$ni dob€ je mnoho nevyfeSenych otazek ohledné pouzivani anestetik, resp.
ohledné¢ jejich vlivu na vodni organismy.

Parmam pouzitym pro test nebyla 24 hodin ptfed zacatkem testu podavana potrava.
Pro tuto studii bylo pouzito 63 kust plidku parmy obecné (obr. ¢. 11) o primérné
celkové hmotnosti téla 18,41 £ 2,79 g a primérné celkové délce téla 114,21 + 3,76 mm.
Plidek parmy byl ziskdn z chovu Experimentdlnim a rybochovnym pracovistém a
pokusnictvim, Fakulty rybaistvi a ochrany vod, Vyzkumného ustavu rybaiského a

hydrobiologického ve Vodianech.

Obr. ¢ 11. Parma obecna (Barbus barbus) pouZita pro studii.
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Pro tuto studii byly pouzity ¢tyfi nejpouzivanéjsi anestetika v evropské akvakultuie
ato MS 222, hiebi¢kovy olej, 2-phenoxyethanol a Propiscin (obr. ¢. 12). MS 222
byl zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich Chemicals Ltd. (St. Louis, USA), hiebickovy
olej (koncentrace eugenolu byla 78%) byl zakoupen od firmy Dr. Kulich Pharma s.r.o.
(Hradec Kralové, Ceska republika), 2-phenoxyethanol od firmy Merck (Hohenbrunn,
Némecko) a Propiscin byl dodan z oddéleni rybi patologie a imunologie, Narodniho

institutu pro rybarstvi (Zabieniec, Polsko).

Obr. ¢ 12. Anestetika pouzitd pro studii. Z levé strany: MS 222, hrebickovy olej,

2-phenoxyethanol a Propiscin.

Pred zacatkem pokusu byly ryby rozdéleny do deviti skupin po sedmi kusech
umisténych ve 40 litrovych sklenénych akvariich se vzduchovanim (obr. ¢. 13).
Rozdéleni skupin bylo nésledujici:

1) Kontrola (ryby, které nebyly vystaveny zadnému testovanému anestetiku).
2) Cty¥i skupiny, z kterych byly odebrany vzorky ihned po 10 minutové anestesii
v doporucenych koncentracich a oznaceny jako:
MS 222 (10 min.) v koncentraci 100 mg- I,
hrebi¢kovy olej (10 min.) v koncentraci 33 mg- I,
2-phenoxyethanol (10 min.) v koncentraci 0,4 ml-1?,
Propiscin (10 min.) v koncentraci 1 ml- I,
3) Cty¥i skupiny, z kterych byly odebrany vzorky 24 hodin po 10 minutové anestesii
v doporuc€enych koncentracich a oznaceny jako:
MS 222 (24 hod.),
hrebic¢kovy olej (24 hod.),
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2-phenoxyethanol (24 hod.),
Propiscin (24 hod.).
U téchto skupin po 10 minutové anestesii nebyly ryby usmrceny, ale byly pfemistény
zpét do akvaria s ¢istou vodou a vzduchovanim a odbér vzorka probehl po 24 hodinéch.

Studie byla provedena v opakovani véetné kontroly.

Obr. ¢ 13. Akvdria s testovanymi parmami.

Béhem pokusu byly zaznamendvany parametry vody: teplota vody v pribéhu pokusu
byla udrzovana v rozmezi 20,1 az 20,8 °C, hodnota pH vody byla 6,93 a hodnota
nasyceni kysliku vody byla 8,7 mg-I*. Podminky v priibéhu testu byly pro viechny

testované skupiny organismu stejné.

3.2 Odbér vzorku

Pro stanoveni hematologického profilu krve byl z kazdé parmy odebran vzorek krve.
Nejprve byla odebirana krev rybam z kontrolni skupiny a poté z prvni skupiny (ihned
po 10 minutové anestesii). Rybam z druhé skupiny byla odebirana krev az 24 hodin
po 10 minutové anestesii (druhy den experimentu).

Krev byla odebirana pomoci injekéni stiikacky z vena caudalis ocasniho nasadce
(obr. ¢. 14).
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Obr. ¢ 14. Odber krve parmy obecné.

Rybi krev disponuje velmi vysokou srazlivosti, proto musela byt injekéni stiikacka
nejprve proplichnuta heparinem (Heparin inj., Lé¢iva, Ceska republika; obr. &. 15),
resp. roztokem vody se sodnou soli heparinu. V 1 ml tohoto roztoku je ptiblizn¢ 5 000
m.j. sodné soli heparinu. Tento roztok nasledné poslouzil ke stabilizaci odebraného
vzorku krve. V piipadé mnozstvi 1 ml vzorku rybi krve staci aplikovat 0,01 ml roztoku

heparinu, coz odpovida ptiblizné€ jedné kapce (Svobodova a kol., 2012).

Obr. ¢ 15. Protisrazeci pripravek heparin.
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Odebrana krev byla pouzita pro stanoveni hematologického profilu krve podle
metodiky Svobodovd a kol. (2012). Popis metodik stanoveni jednotlivych
hematologickych ukazatelti je uveden nize v kapitole ¢. 3.3.

Po odbéru krve byly ryby usmrceny a byly z nich odebrany vzorky (obr. ¢. 16) zaber,

hepatopankreatu, mozku a svaloviny pro stanoveni biomarkerti oxidativniho stresu

a antioxida¢nich enzymu (obr. ¢. 17).

Obr. ¢ 17. Odebrané tkane parmy obecné na Petriho misce. Na obrazku vievo je cdst zaberniho

aparatu, vpravo je cast hepatopankreatu, nahore je cast svaloviny a dole se nachadzi mozek.

Vsechny odebrané vzorky byly uloZeny do malych popsanych plastovych zkumavek
(obr. ¢. 18) a co nejdiive umistény do hlubokomraziciho boxu s teplotou - 80 °C
auchovany do doby analyz enzymatické aktivity (druha faze studie). Popis metodik
stanoveni jednotlivych biomarkeri oxidativniho stresu a antioxidacnich enzymu

je uveden nize v kapitole €. 3.4.
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Obr. ¢ 18. Zkumavky umisténé na ledu pro odbér tkan.

3.3 Hematologicky profil krve

Hematologicky profil krve byl stanoven podle metodiky Svobodové a kol. (2012)

Metody hematologického vySetfovani ryb. Stanoveny byly nasledujici ukazatele

hematologického profilu:

e stanoveni poctu erytrocytti (RBC),

e stanoveni mnozstvi hemoglobinu (Hb),
e hematokritova hodnota (PCV),

e stfedni objem erytrocytu (MCV),

e hemoglobin erytrocytu (MCH),

e stfedni barevna koncentrace (MCHC),

e stanoveni poctu bilych krvinek (WBC).

3.3.1 Stanoveni poctu erytrocyti (RBC)

Mezi erytrocyty (Gervené krvinky) ryb a savcdl jsou rtizné odlisnosti. Cervené
krvinky ryb jsou charakterizovany jako plnohodnotné buniky s jaddrem nachazejicim se
uprostted. Tyto buiiky maji ovalny a diskovity tvar, a proto jsou charakteristickym

znakem postupného vyvoje ryb od niz§ich organismi (Pokorny a kol., 2004; Svobodova
a kol., 2012).
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Pro stanoveni poc¢tu cCervenych krvinek je nutné aplikovat do roztoku krve
S heparinem Hayemiv roztok v poméru 1 : 200. Hayemiv roztok obsahuje: chlorid
sodny (NaCl) v mnozstvi 5 g, chlorid rtutnaty (HgCl> — sublimat; vaze erytrocyty)
vV mnozstvi 2,5 g, siran sodny (Na2SO4) v mnozstvi 25 g a destilovanou vodu v mnozstvi
ad. 1 000 ml (Svobodova a kol., 2012).

Jelikoz je sublimat HgCl, jedovaty, je pfi manipulaci s Hayemovym roztokem nutna
opatrnost. Pfed aplikaci Hayemova roztoku je nutna jeho filtrace ptes filtracni papir.
Po filtraci probiha fedéni krve. Roztok je aplikovan do lahvicky (obr. ¢. 19) a postupuje
se podle tzv. Biirkerovy metody. Redéni krve probiha ve sklenénych lahvikach, které
maji objem vrozmezi 15 az 25 ml. Do téchto lahvi¢ek se pomoci pipety napipetuje
4 975 nl Hayemova roztoku a poté 25 ul krve s heparinem. Po tomto davkovani
je sklenénd lahvicka uzaviena gumovym uzavérem a promichdna ptiblizné 1 minutu.
Heparinizovana krev s Hayemovym roztokem je poté napipetovana do tzv. Biirkerovy
komurky (obr. ¢. 20), v niz se Cervené krvinky pocitaji pii 200x zvétSeni ve 20
obdélnicich rozprostienych po celé¢ miizce B. komirky. Pfi stanoveni Cervenych
krvinek se zapocitavaji krvinky, které se nalézaji uvniti obdélnikid, ale nesmi byt
v piimém kontaktu s obdélnikovou stranou. V piipadé kontaktu krvinek s hranou
obdélniku se zapocitavaji ty krvinky, které se dotykaji obdélniku na pravé ¢i horni
stran¢ uvnitt ¢1 mimo obdélniku. Stanoveny pocet erytrocytti v kazdém z 20 obdélnikt
je secten dohromady a vysledek nasledné vydélen ¢islem 100 (Svobodova a kol., 2012).

Vysledné stanoveni celkového poétu erytrocytd je vyjadfeno v jednotkach T-I*

(T —tera = 10'?) (Svobodova a kol., 2012).
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Obr. & 19. Sklenéné lahvicky pro pocitani cervenych krvinek.

Obr. & 20. Biirkerova komiirka pro stanoveni poctu erytrocytu. Erytrocyty se stanovuji ve 20

oznacenych obdélnicich (prevzato z Svobodova a kol. (1986)).

3.3.2 Stanoveni mnozstvi hemoglobinu (Hb)

Hemoglobin, ulozeny v erytrocytu, je protein (krevni bilkovina) Cervené barvy

obsahujici Zelezo. Jedna molekula hemoglobinu obsahuje 4 hemové skupiny — pigment
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obsahujici Zelezo. Kazdé Zelezo vaze jednu molekulu Oz za vzniku oxyhemoglobinu.
Hlavnim ukolem hemoglobinu je transport krevnich plyni. Hemoglobin ma tedy
schopnost na sebe vazat a odevzdavat kyslik pti dychéni a také transportuje odpadni
COz (Pokorny a kol., 2004; Svobodova a kol., 2012).

Tato metoda stoji na zdklad¢ tzv. fotometrické kyanohemoglobinové analyze.
Pomoci transformac¢niho roztoku dojde k uvolnéni hemoglobinu z ¢ervenych krvinek a
dojde k jeho pfeméné (transformaci) na neménny kyanohemoglobin, ktery je stanoven
fotometricky na spektrofotometru Helios € (Spectronic Unicam, USA; obr. ¢. 21)
(Svobodova a kol., 2012).

Transformaéni roztok byl pouzit ve sloZeni: ferrikyanid draselny (Ks[Fe(CN)s])
v mnozstvi 0,20 g, kyanid draselny (KCN) v mnozstvi 0,05 g, dihydrofosforec¢nan
draselny (KH2POs4) v mnozstvi 0,14 g a destilovana voda v mnozstvi ad 1 000 ml.
Transformaéni roztok obsahuje kyanid draselny a proto je nutné vzhledem k jeho
jedovatosti dbat opatrnosti pfi manipulaci. Tento roztok se uskladfiuje v tmavé nadobé
Vv chladnicce a je staly az jeden mésic. Jestlize roztok pfemrzne, nelze ho jiz nadale
vyuzivat pii pokusech (Svobodova a kol., 2012).

Pii stanoveni mnozstvi hemoglobinu je nejprve napipetovano do zkumavky 5 ml
transformac¢niho roztoku, do kterého se ndsledovné napipetuje 25 pl Cerstvého vzorku
krve (obr. €. 22). Cely obsah zkumavky je nutné promichat. V piipad¢ stanoveni
mnozstvi hemoglobinu heparinizované krve je nutné tuto krev analyzovat do 24 hodin
po odebrani a uchovani vzorku krve pii teploté do 4 °C (Svobodova a kol., 2012).

Prevedeni hemoglobinu na kyanohemoglobin je pfi pouziti transformacniho roztoku
podle Kampena a Zijlstra rychlé. Pii pouziti tohoto roztoku se smi jiz po 3 minutach
odecitat hodnota. Méieni se provadi fotometrickou metodou v kyveté pii vinové délce
545 nm proti transformac¢nimu roztoku a vysledné mnozstvi hemoglobinu se spocita
pomoci kalibracni kiivky. Pro pfipravu kalibraéni kfivky je nutné pouzit jiz pfedem
stanoveny kyanohemoglobinovy standard, jehoZz koncentrace je uvedena na etiketé,
a transformaéni roztok Vv konkrétnim slozeni. Vysledek stanoveni mnozstvi

hemoglobinu se udava v jednotkach g-I* (Svobodova a kol., 2012).
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Obr. ¢ 21. Spektrofotometr pro stanoveni hemoglobinu.

Obr. ¢ 22. Zkumavky pro stanoveni mnozstvi hemoglobinu. Ve zkumavkdch je obsazen roztok

krve a transformacni roztok.
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3.3.3 Stanoveni hematokritové hodnoty (PCV)

Hematokritovd hodnota udava pomér objemu cervenych krvinek k celkovému
objemu krve organismu (Svobodova a kol., 2012).

Do cerstvého vzorku krve je vsunuta kapilara (dlouhd 75 mm) a krev je nabrana
priblizné do 2/3 kapilary. Jeden konec kapilary je utésnén modelovaci plastelinou,
priCemz je dulezité, aby nebyl pfitomen vzduch v kapilafe mezi odebranym vzorkem
krve a plastelinou (Svobodova a kol., 2012).

Kapilary jsou poté vlozeny do hematokritové odstiedivé centrifugy (obr. ¢. 23),
ve které se odstfeduji po dobu 3 minut pii 14 000 otackadch za minutu. Poté
se jednotlivé kapilary (obr. ¢. 24) piilozi k hematokritovému métidlu (obr. ¢. 25) a
odecitaji se procenta hematokritu. Konkrétni naméfend hodnota (vyjadiena v %)
je vynasobena koeficientem 0,01. Vyslednou jednotkou hematokritové hodnoty je 1-I*
(Svobodova a kol., 2012).

Obr. ¢ 23. Hematokritova odstrediva centrifuga.
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Obr. ¢& 24. Kapilary s odstredivymi erytrocyty a plazmou. Oranzovad barva predstavuje
modelarskou plastelinu, cerna barva (kapalina) predstavuje erytrocyty a bild barva (kapalina)

predstavuje plazmu.

Obr. & 25. Hematokritové méridlo.
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3.3.4 Stredni objem erytrocytu (MCYV)

Stfedni objem erytrocytu se pocita podle vzorce:

MCY — PCV x 1000
B RBC

kde PCV znameni vysledek hematokritové hodnoty (1Y) a RBC udava pocet
erytrocytil (T-I). Vysledna hodnota MCV se uddva v jednotkach fentolitrech (fl)
(Svobodova a kol., 2012).

3.3.5 Hemoglobin erytrocytu (MCH)

Vysledna hodnota hemoglobinu erytrocytu udava primérnou koncentraci

hemoglobinu v jednotlivych ¢ervenych krvinkach. Vypocita se podle vzorce:

MCH = Hb
" RBC

kde Hb znamena hemoglobin (g-1) a RBC znamena pocet erytrocyti (T-I7). Vysledna
hodnota je udavana v jednotkach pq (102 g) (Svobodova a kol., 2012).

3.3.6 Stiedni barevna koncentrace (MCHC)

Hodnota stfedni barevné koncentrace udava koncentraci hemoglobinu v objemu

erytrocytu. Vypocita se podle vzorce:

Hb
PCV X 1000

MCHC =

kde Hb znamend hemoglobin (g:I') a PCV znamend hodnotu hematokritu (I-17).
Vysledna hodnota je uddvana v jednotkach 11" (Svobodova a kol., 2012).
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3.3.7 Stanoveni poctu bilych krvinek (WBC)

Pfi stanoveni poctu bilych krvinek se pouziva vzorek roztoku Kkrve s heparinem,
pfiemz je do tohoto roztoku pifiddn Natt—Herrickiv roztok v poméru 1:200.
Natt—Herricktv roztok je sloZen z: chloridu sodného (NaCl) v mnozstvi 3,88 g, siranu
sodného (Na2SOs) v mnozstvi 2,50 g, hydrogenfosforetnanu sodného (Na2HPOa)
v mnozstvi 1,74 g, dihydrogenfosfore¢nanu draselného (KH2POs) v mnozstvi 0,25 g,
formaldehydu (37%) v mnozstvi 7,5 ml a methylové violeti (2B) v mnozstvi 0,1 g.
Takto smichany roztok je nutné dolit destilovanou vodou, aby celkovy objem roztoku
dosahl 1 litru. Cerstvé namichany roztok se nemiize pouzit po dobu 24 hodin. AZ po této
dobeg se roztok prefiltruje ptes filtracni papir a tim je ptipraven pro pokus (Svobodova a
kol., 2012).

Redéni krve probih4 ve sklenénych lahvickach, které maji objem v rozmezi 15 az 25
ml. Do téchto lahvicek se pomoci pipety aplikuje 4 975 ul Natt-Herrickova roztoku a
poté 25 ul krve. Po tomto davkovani je sklenéna lahvicka uzaviena gumovym uzavérem
a promichédna ptiblizné v rozmezi 2 az 3 minut. Aby bylo Iépe poznat, co jsou drobné
bil¢é krvinky a co jsou trombocyty, je vhodné nechat obarvit krvinky v namichaném
roztoku vrozmezi 10 az 15 minut. Poté se roztok opét promichd a napipetuje se
do Birkerovy komurky, kde jsou bilé krvinky pocitany (pti 200x zvétSeni) ve 100
velkych ctvercich (Cervené krvinky se pocitaji ve 20 obdélnicich) rozprostienych
po celé miizce B. komirky. V piipad€, Ze jsou leukocyty v kontaktu se ¢tvercovou
hranou, jsou do celkového poétu zapocitavany leukocyty, které se dotykaji pouze pravé
a horni strany uvnitf ¢i mimo c¢tverce. Celkovy pocet leukocyti ze vSech Ctvercu
je vydélen dvéma. Vyslednou hodnotou je pocet leukocyti udavany v jednotkach G-I
(G — giga = 10°). Tato analyza probih4 ihned po odbé&ru vzorku krve (Svobodova a kol.,
2012).

3.4 Stanoveni biomarkeru oxidativniho stresu a

antioxida¢nich enzymiu

Vzorky tkani byly postupné vazeny na analytickych vahach (obr. ¢&. 26)

a homogenizovany (1:10, w/v) rotaénim homogenizatorem TissueLyser II (QIAGEN,
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Némecko; obr. ¢. 27) s pripravenym fosfatovym pufrem (50 mM PP pufr (KH2PO4)
s 1 mM EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctova) o hodnoté¢ pH 7,4).

Obr. & 26. Analytické vahy Mettler Toledo.

Obr. ¢ 27. Rotacni homogenizator TissueLyser 11.

Takto vznikly homogenat byl rozdélen na dvé ¢asti, jedna byla pouZita pro méfeni
lipidni peroxidace (metoda stanoveni TBARS) a druhd ¢ast homogenatu byla pouzita
pro stanoveni aktivity antioxidacnich enzymii (CAT, SOD a GR). Homogenat
pro stanoveni antioxida¢nich enzymil byl jest¢ ptfed vlastni analyzou centrifugovan
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centrifugou Mikro 200R (Hettich, Némecko; obr. ¢. 28) pii 15 000 g po dobu 30 minut,

pii teploté 4 °C. Takto vznikly supernatant byl pouzit pro vlastni analyzu.

Obr. & 28. Centrifuga Mikro 200R.

Stanoveny byly nasledujici biomarkery:
e stanoveni lipidni peroxidace (metoda TBARS),
e aktivita superoxiddismutazy (SOD),
e aktivita katalazy (CAT),
e aktivita glutathionreduktazy (GR).

3.4.1 Stanoveni lipidni peroxidace

Pojem lipidni peroxidace vyjadiuje zménu (poskozeni) lipidi, konkrétné mastnych
kyselin tvotenych ptevazné dlouhym uhlovodikovym fetézcem, kdy jsou naruSovany
dvojné vazby lipidli a tim jsou produkovany zdravi Skodlivé aldehydy a hydroperoxidy
(Racek, 2003; Kovacic a kol., 2005; Lushchak, 2011).
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Princip metody

Metoda je zaloZzena na méfeni barevnych molarnich sloucenin (aduktt), které jsou
vysledkem reakce mezi produkty lipidni peroxidace a kyselinou thiobarbiturovou
(TBA). Pii lipidni peroxidaci, ktera je métena metodou TBARS (z angl. Thiobarbituric
Acid Reactive Substances — ldtky reaktivni s kyselinou thiobarbiturovou) je sledovano
nékolik ukazateli. K zakladnim ukazatelim patii stanoveni malondialdehydu (z angl.
Malondialdehyde, MDA), coz je vysledny sekundarni oxida¢ni produkt lipidni
peroxidace, ktery vznika reakci reaktivnich forem kysliku (ROS) s nenasycenymi
mastnymi kyselinami nebo také produkty reagujici s kyselinou thiobarbiturovou (TBA).
Aktivita TBARS byla méfena spektrofotometricky na  mikrodestickovém
spektrofotometru Infinite M200PRO (Tecan) s fluorescenénim a luminiscen¢nim
modulem pfi vinové délce 532 nm. Metodika byla provedena podle Lushchak a kol.
(2005).

Potfebné chemikalie a reagujici ¢inidla

TCA - BHT (20% kyselina trichloroctova (w/v), 2% butylovany hydrotoluen (w/v),
v poméru 200 : 1 TCA : BHT),

0,6 M HCI,

TRIS - TBA (25 mM TRIS, 100 mM TBA v destilované vod¢, pH 7,4),

Standard MDA (0,22% 1,1,3,3 - tetraethoxypropan (w/v) v 1% H2SO4),

2 mM FeSOq4 v PBS.

Pracovni postup

Pfi lipidni peroxidaci (TBARS metoda) byl testovan homogenizovany vzorek tkané
bez centrifugace. Tento vzorek byl v mnozstvi (v objemu) 250 pul preinkubovan po dobu
pil hodiny s mnozstvim 12,5 pl 2 mM FeSOs (siranu Zeleznatého) na tzv. termodesce
pii teploté¢ 37 °C. Poté byl k homogenatu ptidan roztok TCA — BHT VvV poméru
250 pl : 75 pl, cely obsah byl promichan na vortexu MS3 basic (Ika, USA) a nasledné
centrifugovan po dobu 20 minut pti 4 000 rpm a teploté 4 °C.
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Do mikrodesti¢ek bylo napipetovano 250 ul jiz centrifugovaného vzorku, dale 50 pl
HCl a 200 pl TRIS TBA. Takto vznikly roztok byl nasledovné vaten po dobu 45 minut
na termobloku pfi 90 °C. Po ochlazeni bylo napipetovano 250 pl vzorku

do mikrotitra¢ni desticky a intenzita zbarveni byla stanovena spektrofotometricky.

Kalibrace

Kiivka kalibrace byla ur¢ena v rozmezi 0,5 — 0,8 nmol malondialdehydu, pficemz
standard malondialdehydu byl 10 mM zasobni roztok malondialdehydu - 11,02 mg
tetraethoxypropanu rozpusténého v 5 ml 1% H2SOas. S takto vzniklym roztokem nebylo
manipulovano po dobu dvou hodin. Po uplynuti této doby byl roztok natedén na 100
uM roztok malondialdehydu obsazeného v 1% H>SOs (100x fedéni). Poté byla

zhotovena koncentrac¢ni fada (tab. €. 5).

Tab. ¢ 5. Koncentracni fada TBARS metody.

nmol/reakci 100 M roztok MDA (ul) PBS (pl)

blank 0 750

0,5 (tzn. 2 uM) 15 735
1 30 720

2 60 690

3 90 660

4 120 630

5 150 600

6 180 570

7 210 540

8 240 510

Vyhodnoceni

Kalibraéni ktivkou bylo vyhodnoceno mnozstvi vytvofeného produktu, kdy
byl standard MDA pfichystan kyselou hydrolyzou MDA. Kone¢né cCiselné hodnoty

jsou charakterizovany jako nmol TBARS-mg™ proteind.
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3.4.2 Méreni enzymatické aktivity superoxiddismutazy

Superoxiddismutaza je fazena mezi hlavni antioxida¢ni enzymy organismu patfici
do skupiny metaloenzymii obsahujici iont kovu (napt. méd’, zinek), ktery zpisobuje
jejich aktivitu. Tento enzym se nachézi ve vSech buinikach organismu, ptedevSim
V jatrech, ktera maji nejvyznamnéj$i detoxika¢ni u¢inek organismu. Tento enzym
je vyznamny z hlediska Katalyzac¢nich reakci reaktivnich superoxidovych aniontt
(radikalt) za vzniku H202 a molekulového kysliku (Stipek a kol., 2000; Ozturk-Urek a
Tarhan, 2001; Racek, 2003; van der Oost a kol., 2003).

Princip metody

Principem metody je inhibice chemické reakce superoxiddismutazou, kdy tuto reakci
fidi superoxidy. Dochazi ke vzniku superoxidii za pomoci systému NADH a chemické
latky phenazin methosulfonatu (PMS). Vzniklé superoxidy se hodnoti za pomoci
chemické latky NBT (nitroblue tetrazolium), ktera se po reakci pfeménuje na stabilni
formazanovy produkt. Tento produkt je nasledné spektrofotometricky méfen.
Superoxiddismutaza reaguje s vytvoifenymi superoxidy, tim je tedy inhibovana pfeména
NBT na barevny produkt. Urcuje se tedy ubytek premény NBT (Ewing a Janero, 1995).

Enzymaticka aktivita superoxiddismutazy byla méfena spektrofotometrem
vybavenym fluorescen¢nim a luminiscencnim modulem znacky Infinite M200PRO
(Tecan) pii vinové délce 560 nm. Metodika stanoveni aktivity superoxiddismutazy

byla provedena podle metody Marklund a Marklund (1974).

Potfebné chemikalie a reagujici ¢inidla

Homogenizaéni pufr 50 mM PP pufr (KH2PO4) s 1 mM EDTA (0,68 g KH2PO4; 29,22
mg EDTA ve 100 ml destilované vody (pH 7.4)),

PP pufr: 50 mM PP pufr s 0,1 mM EDTA (0,68 g KH2PQOg4; 2,922 mg EDTA ve 100 ml
destilované vody (pH 7,4)),

60 uM NBT (nitroblue tetrazolium) v PP pufru — 4,9056 mg NBT ve 100 ml PP pufru,
100 uM NADH v 60 uM NBT TMA (alobal) - 7,9 mg / 100 ml 60 uM NBT,

35 uM PMS (phenazine methosulfonate) TMA (alobal) (1,072 mg ve 100 ml PP pufru).
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Pracovni postup

Do mikrodesti¢ky bylo napipetovano 10 pl homogenizovaného vzorku tkané a 15 pl
50 mM homogeniza¢niho PP pufru (pro blank 25 pl PP pufru). Dale bylo do vzniklého
roztoku ptidano 200 pl PP pufru s NADH a NBT. Cely roztok byl pe¢livé promichan
a nasledné spektrofotometricky méten kazdych 20 vtefin po dobu dvou minut pti vinové
délce 560 nm.

Pro vznik reakce bylo do mikrodesticky s roztokem aplikovano 25 pl 35 uM PMS
(phenazine methosulfonate). Takto vznikly roztok byl méten kazdych 20 vtefin po dobu

5 minut pii vinové délce 560 nm. Kazdy vzorek mél trojnasobné opakovani méteni.
Vyhodnoceni

Pii méteni je hodnocen pokles tetrazolinové soli na formazan. Kone¢na hodnota
enzymatické aktivity superoxiddismutazy byla vypotena nasledujicim vzorcem

a vyjadfena v jednotkach nmol NBT min™-mg™? proteind.

(Smérnice krivky blanku + smérnice krivky smési
SOD aktivita = SE.VZorkem/min) - smernice krivky s PMS se vzorkem/min
axivra 0,679 * 15 000 * (mg/m protein)* 10°

3.4.3 Méreni enzymatické aktivity katalazy

Enzym katalaza, vyskytujici se piedevSim v jaternich bunkach, rozkladad peroxid
vodiku na vodu a kyslik. Tento enzym je tvofen hemovymi skupinami nebo atomy
manganu (Stipek a kol., 2000; Zamocky a kol., 2008).

Princip metody

Principem metody je méfeni snizujici se absorbance smési vzorku tkané s peroxidem
vodiku v mikrokyvetach pii vlnové délce 240 nm (Aebi, 1984). Metodika stanoveni
aktivity katalazy byla provedena podle metody Beers a Sizer (1952).
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Potiebné chemikalie a reagujici ¢inidla

Homogenizacni pufr: 50 mM PP pufr (KH2PO4) s1 mM EDTA (0,68 g KH2POg,
229,22 mg EDTA/100 ml destilované vody) (pH 7,4),

TRIS EDTA pufr: 50 mM TRIS pufr s 0,1 mM EDTA (pH 7,6) (1,5125 g TRIS; 7,306
mg EDTA/250 ml destilované vody),

0,09% H>0, v50 mM TRIS EDTA pufru s0,1 mM EDTA (pH 7,6) (600 pul 3%
H>0/19,8 ml TRIS EDTA pufru).

Pracovni postup

Do mikrokyvety bylo v pofadi aplikovano: 5 pl supernatantu vzorku tkané a 50 pl
50 mM PP pufru. Do roztoku se dale aplikovalo 250 ul 0,09% H202 v50 mM TRIS
EDTA pufru s 0,1 mM EDTA. Cely obsah se nasledné¢ promichal. Absorbance
testovaného vzorku (roztoku) byla méfena po péeti vtefinach po dobu tficeti vtefin

pii1 vinové délce 240 nm. Kazdy vzorek tkdn€ byl podroben trojitému méteni.
Vyhodnoceni
Vysledek enzymatické aktivity katalazy je vyjadieny jako smérnice kiivky, od které

byla odectena smérnice blanku a nasledné piepocCtena podle zminéné rovnice

na jednotku pmol H20, mint-mg? proteint.

CAT aktivita = Smeérnice krivky/min

1% — *10°
39,4 * 1 * (mg/ml protein)

3.4.4 Meéreni enzymatické aktivity glutathionreduktazy

Jednim ze zpisobu odstranéni peroxidu vodiku z organismu je peroxidace, pti které
dochazi k pfeméné peroxidu vodiku na vodu, ale také soubézné dochazi k oxidaci
substratu. Aby mohlo neustdle probihat vylu¢ovani peroxidu vodiku, je nutna zpétna
aktivace oxidovaného substratu GSSG (glutathionu) do redukované formy (GSH)

(Racek, 2003).
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Princip metody

Enzymaticka aktivita glutathionreduktdzy se méti v zavislosti na poklesu mnozstvi
NADPH pfi reakci. Princip metody je zalozen na vkladani mikrodesticek
S pfipravenymi vzorky konkrétni tkané (homogenizované a ziedéné s piedem
ptipravenym pufrem) do spektrofotometru vybaveného fluorescenénim a
luminiscen¢nim modulem znacky Infinite M200PRO (Tecan). Oxidace NADPH se méfi
pfi vinové délce 340 nanometri. Metodika stanoveni aktivity glutathionreduktazy

byla provedena podle metody Carlberg a Mannervik (1975).

Potiebné chemikalie a reagujici ¢inidla

GR pufr (0,1 M KH2PO4, 2 mM EDTA, pH 7,0),
GSSG (10 mM ve vode) (MW = 656,5),
NADPH (1 mM v GR pufru) (MW = 833,4).

Pracovni postup

Postupné bylo do mikrodesti¢ek napipetovano: 80 ul GR pufru, 20 ul NADPH, 20 ul
GSSG a 30 pl destilované vody. Takto vznikly roztok se 20 vtefin pozvolna
promichaval. Ubytek NADPH byl méfen spektrofotometricky. Nejdiive se méfil ubytek
absorbance NADPH bez ptipraveného vzorku tkané pii stanovené vlnové frekvenci
(340 nm) po dobu 120 vtetin.

Vlastni reakce zaCala po piidani 50 pl vzorku homogenatu tkané do piipravené
desticky s jiz zm&fenym NADPH a byla méfena 5 minut v 15 vtefinovych intervalech

pti vlnové délce 340 nm. Kazdy vzorek tkéané i blanku byl podroben trojitému métent.
Vyhodnoceni
Enzymaticka aktivita glutathionreduktazy byla stanovena v jednotkach na mililitr

(ml) ze vztahu: mU-ml* = nmol NADPH min™-ml™. Vyhodnoceni enzymatické aktivity

je stanoveno na zaklad¢ dvou vzorci:
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Smérnice krivky/min .
0,4075 * 6 220 * (mg/ml protein)

Pozad'ova preména NADPH =
(bez vzorku)

. Smérnice krivky/min
{;R\;‘;‘,';::,; 0,5433*6 220 * (mg/mi protein) * 10°

3.4.5 Stanoveni koncentrace proteini

Lowry a kol. (1951) uvadi, Zze pro stanoveni koncentrace proteini je dulezita
Folin — Ciocalteu fenolova reagencie, kdy dochazi k vytvofeni modrého komplexu (obr.
&. 29). Reakce vznikaji komplexacemi méd’natych iontd (Cu?") ze siranu méd’natého
(CuS0s4) a redukcemi fosfomolybdatu. Koncentrace proteinii je zjiStovana V rozmezi

od 0,005 do 2 mg proteint na 1 ml.
Princip metody
Koncentrace proteinti byla méfena spektrofotometrem vybavenym fluorescencnim

a luminiscen¢nim modulem znacky Infinite M200PRO (Tecan) pii vlnové délce 680

nm. Stanoveni koncentrace proteinti bylo provedeno podle metodiky Bradford (1976).

Obr. ¢ 29. Modry komplex v pracovni mikrodesticce.
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Potiebné chemikalie a reagujici ¢inidla

NaOH (4,5% NaOH (w/v), 8,5% NaHCOs (w/v)),

CuSOs4 (0,1% CuSO4 (w/v), 0,392% citronan sodny (w/v)),

Folin reagent (1 dil Folin-Ciocalteu reagentu : 4 dily destilované vody),
BSA - bovinni albumin (1 mg-ml* PBS).

Pracovni postup

Do mikrodesti¢ek bylo aplikovano 40 pul BSA standardu nebo 10 x nafedény vzorek

tkéné€. Dale bylo do mikrodesti¢ky aplikovano 35 pul NaOH, 105 pl CuSO4 a 70 ul Folin

reagentu (Cinidla). Roztok byl diikladné promichén. Pracovni postup zndzoriiuje tab. €.

6.

Tab. ¢ 6. Znazornend pracovni mikrodesticka.

ul Mikrodesticka
BSA Vzorek NaOH CuSO0, Folin reagent
Blank 40 - 35 105 70
Vzorek - 40 35 105 70
Kalibrace

Nejdiive bylo nutné piipravit si roztok BSA, ktery vznikl z1 mg-ml? PBS

nafedéného dle koncentra¢ni fady (tab. ¢. 7).

Tab. é&. 7. Koncentracni Fada pro stanoveni koncentrace proteinii ve vzorku tkané.

mg-ml! 1 mg-ml' BSA (pl) PBS (ul)
1 200 0

0,8 160 40
0,6 120 80
0,4 80 120
0,2 40 160
0,1 20 180
0,05 10 190
0,02500 5 195
blank 0 200
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Vyhodnoceni

Koncentrace proteinit ze vzorku tkani byla stanovena kalibra¢ni kiivkou pro BSA

v rozmezi 0,1 az 1,0 mg-ml™.

3.5 Statistické vyhodnoceni

Pro statistické vyhodnoceni rozdilu mezi experimentalnimi skupinami a skupinou
kontrolni byla pouZita jednosmérnd analyza variance (ANOVA). Statistické

vyhodnoceni bylo provedeno programem Statistica, verze 12.0 pro Windows (StatSoft).
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4 Vysledky

Experiment byl rozdélen na dvé c¢asti. V prvni Casti byl sledovan vliv anestetik
(hiebickového oleje, 2-phenoxyethanolu, Propiscinu a MS 222) na hematologicky profil
krve parmy obecné (kapitola 4.1.). Ve druhé casti experimentu byl posuzovan
vliv zminénych anestetik na biomarker oxidativniho stresu (kapitola 4.2.) a
na antioxidacni enzymy (kapitola 4.3.). Béhem experimentu nebyla zaznamenana

mortalita testovanych parem.

4.1 Vysledky vlivu anestetik na hematologicky profil krve

parmy obecné

Vysledky vlivu ¢ty anestetik v doporucenych koncentracich pro ryby MS 222
(100 mg-I"), hiebickového oleje (33 mg:I?), 2-phenoxyethanolu (0,40 ml-I?) a
Propiscinu (1,0 ml-I"') na hematologicky profil parmy obecné jsou uvedeny v tab.
¢. 8.

Anestesie MS 222, hiebickovym olejem, 2-phenoxyethanolem a Propiscinem neméla
signifikantni vliv na hematologické ukazatele (RBC, Hb, PCV, MCV, MCH, MCHC
a WBC) parmy obecné.
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Tab. ¢ 8. Viiv anestetik MS 222, hiebickovéeho oleje, 2-phenoxyethanolu a Propiscinu na hematologické ukazatele parmy obecné.

Ukazatel i MS 222 MS 222 Hrebickovy olej  Hrebickovy olej  2-phenoxyethanol 2-phenoxyethanol Propiscin Propiscin
(10 min) (24h) (10 min) (24h) (10 min) (24h) (10 min) (24h)
RBC (T-I) 1,30 £ 0,32 1,44 £ 0,36 1,26 £ 0,10 1,33 0,20 1,22 £0,12 1,35+ 0,17 1,25+ 0,15 1,36 £ 0,17 1,28 £0,10
Hb (g-I") 531911572  68,79+17,05 3594741 64,19 + 6,31 41,82 £ 10,62 60,77 + 5,01 39,39 £ 10,59 67,20 + 7,26 45,49 + 13,07
PCV (II) 0,31+0,10 0,43+0,13 0,20 £ 0,04 0,36 + 0,04 0,22 £ 0,06 0,34 + 0,06 0,22 +£0,02 0,38 £ 0,04 0,26 + 0,04
MCV (fl) 259,73 +117,87 325,42 +138,31 156,71 +38,92 278,09 + 41,49 185,31 + 54,41 251,99 + 4465 178,88 + 38,19 279,34 +3326 202,37 £ 47,11
MCH (pg) 46,08 £2429  5144+1842  28,71+7,01 49,01 £ 5,58 34,82 £ 10,96 45,86 + 6,37 32,04 £9,73 50,48 £ 10,43 35,56 £ 9,51
MCHC (g-I") 18537 +54,40 170,66 £62,18 192,80 £53,62 179,93 + 34,28 197,18 £ 53,47 186,16 + 36,79 181,74 £ 48,18 181,14 £31,11 188,64 £69,18
WBC (G-I 34,00 £ 9,91 31,93+743 30,57 +4,20 31,29 £ 6,88 26,86 £ 6,10 31,57 £6,21 33,79 £ 8,00 30,86 + 4,52 31,14 £ 6,62

Statisticky vyznamné rozdily v porovnani s kontrolou: *p < 0,05, **p < 0,01; Hodnoty v tabulce uvadeji priimer (x) £ smérodatna odchylka (SD), N=7.
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4.2 Biomarker oxidativniho stresu

4.2.1 Lipidni peroxidace

Vliv &tyf anestetik v doporucenych koncentracich pro ryby MS 222 (100 mg-I%),
hiebickového oleje (33 mg:-I%), 2-phenoxyethanolu (0,40 ml-I'Y) a Propiscinu
(1,0 ml-I"Y) na hladinu TBARS v tkanich (svalu, mozku, hepatopankreatu a zabrach)
parmy obecné je uveden v grafu ¢. 3.

Testovana anestetika (MS 222, hiebickovy olej, 2-phenoxyethanol a Propiscin)
v doporuéenych koncentracich nezptisobila statisticky vyznamné rozdily (p < 0,05)

Vv hladin€ TBARS v tkanich parmy obecné v porovnani s kontrolni skupinou.

77



@ Kontrola @ MS 222 (10 min) O Hrebickovy olej (10 min)

3 1 @ 2-phenoxyethanol (10 min) @ Propiscin (10 min) OMS 222 (24h)
25 -
B OHrebickovy olej (24h) @ 2-phenoxyethanol (24h) @ Propiscin (24h)
8 2
S
o
E 15
©
£
£
7] 1
o
<
o
=05
0 _

Mozek Zabry Sval Hepatopankreas

Graf ¢ 3. Hladina TBARS v tkanich parmy obecné po anestesii MS 222, hiebickového oleje, 2-phenoxyethanolu a Propiscinu. Statisticky vyznamné rozdily
v porovnani s kontrolou: *p < 0,05, **p < 0,01; Hodnoty v grafu uvadeéji priumér (x) £ smérodatna odchylka (SD), N=T.
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4.3 Antioxida¢ni enzymy

4.3.1 Superoxiddismutaza

Vliv testovanych anestetik na aktivitu SOD v tkanich (svalu, mozku,
hepatopankreatu a zabrach) parmy obecné je uveden v grafu ¢. 4.

Statisticky vyznamné (p < 0,01) snizeni aktivity superoxiddismutazy ve svalu parmy
obecné bylo zjisténo ve vSech experimentalnich skupinach (po 10 minutové anestesii a i
24 hodin po anestesii v§ech testovanych anestetik) ve srovnani s kontrolni skupinou.

Statisticky vyznamné (p < 0,01) sniZeni aktivity SOD v hepatopankreatu parmy
obecné bylo zjisténo 24 hodin po anestesii S MS 222 (24 h), hiebickovym olejem (24 h),
2-phenoxyethanolem (24 h) a Propiscinem (24 h) ve srovnani s kontrolou.

V zabrach parmy obecné doslo k signifikantnimu zvySeni (p < 0,01) aktivity SOD
ihned po 10 minutové anestesii Propiscinem (10 min) v porovnani s kontrolni skupinou.

V aktivit¢ SOD v mozku parmy obecné nebyly zjistény Zadné statisticky vyznamné

rozdily v experimentalnich skupinach v porovnani s kontrolni skupinou.
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Graf & 4. Aktivita superoxiddismutdzy v tkanich parmy obecné po anestesii MS 222, hiebickového oleje, 2-phenoxyethanolu a Propiscinu. Statisticky

vyznamné rozdily v porovnadni s kontrolou: *p < 0,05, **p < 0,01; Hodnoty v grafu uvdadéji priimer (x) + smérodatnd odchylka (SD), N=T.
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4.3.2 Katalaza

Vliv testovanych anestetik na aktivitu katalazy v tkanich (svalu, mozku,
hepatopankreatu a zabrach) parmy obecné je uveden v grafu ¢. 5.

Statisticky vyznamné (p < 0,05) zvySeni aktivity katalazy ve svalu parmy obecné
bylo zjisténo 24 hodin po anestesii vSech testovanych anestetik MS 222 (24 h),
hiebickového oleje (24 h), 2-phenoxyethanolu (24 h) a Propiscinu (24 h) ve srovnani
s kontrolni skupinou.

V tkdnich (mozek, hepatopankreas a Zabry) parmy obecné nebyl zjiStén zadny
statisticky vyznamny (p < 0,05) rozdil v aktivité katalazy mezi experimentalnimi

skupinami v porovnani s kontrolni skupinou.
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Graf ¢ 5. Aktivita katalazy v thkanich parmy obecné po anestesii MS 222, hirebickového oleje, 2-phenoxyethanolu a Propiscinu. Statisticky vyznamné rozdily
v porovnani s kontrolou: *p < 0,05, **p < 0,01; Hodnoty v grafu uvadeji prumeér (x) £ smérodatna odchylka (SD), N=7.
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4.3.3 Glutathionreduktaza

Vliv testovanych anestetik na aktivitu glutathionreduktazy v tkanich (svalu, mozku,
hepatopankreatu a zabrach) parmy obecné je uveden v grafu ¢. 6.

Testovana anestetika (MS 222, hiebickovy olej, 2-phenoxyethanol a Propiscin)
neméla statisticky vyznamny (p < 0,05) vliv na aktivitu GR v mozku, zabrach, svalu

a hepatopankreatu parmy obecné ve srovnani s kontrolou.
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Graf & 6. Aktivita glutathionreduktazy v tkanich parmy obecné po anestesii MS 222, hiebickového oleje, 2-phenoxyethanolu a Propiscinu. Statisticky

vyznamné rozdily v porovnadni s kontrolou: *p < 0,05, **p < 0,01; Hodnoty v grafu uvdadéji priimer (x) + smérodatnd odchylka (SD), N=T.
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5 Diskuze

Cilem diplomové prace bylo vybrat vhodné a bezpecné anestetikum a posoudit jeho
vliv na parmu obecnou a zaroven piispét k rozSifeni poznatkti o bezpecnosti Ctyf
nejpouzivanéjsich anestetik v evropské akvakultute, tak jak pozaduje zédkon ¢. 246/1992
Sb., na ochranu zvitat proti tyrani, ve znéni pozd&jSich predpist. Ve studii
byla testovana ¢tyfi nejpouzivanéjsi anestetika v evropské akvakultuie, konkrétné MS
222, hiebickovy olej, 2-phenoxyethanol a Propiscin. Vliv anestetik byl posuzovan
pomoci hematologického profilu, biomarkeru oxida¢niho stresu a antioxidacnich
enzymt.

Vysledky této studie mohou byt do budoucna vyuzity pii vybéru vhodného anestetika
pro umély vytér parmy obecné, jejiz vyskyt ve volnych vodach zaznamenava stale

klesajici trend (RybSvaz, 2017a, b).

5.1 Vliv anestetik na hematologicky profil krve ryb

Hematologicky profil krve ma vyznamnou vypovidaci schopnost o stavu vnitiniho
prostiedi organismu (Masopust, 2000). V soucasné dobé nejsou k dispozici zadné
literarni Gidaje o vlivu anestetik na hematologicky profil parmy obecné. V této praci
nebyl prokazan vliv anestetik (MS 222, Propiscin, 2-phenoxyethanol a hiebickovy olej)
na hematologicky profil tohoto druhu. Na zakladé téchto vysledki lze konstatovat, ze
testovana anestetika neovlivnila hematopoetickou tkan parmy obecné. Vysledky této
studie jsou v souladu s vysledky dalsich autoru, ktefi také neprokazali vliv anestetik
(MS 222, Propiscin, 2-phenoxyethanol a hiebickovy olej) na hematologicky profil kapra
obecného, Cyprinus carpio (Velisek a kol., 2005b), podoustve fi¢ni, Vimba vimba
(Lepi¢ a kol., 2014) a mnika jednovousého, Lota lota (Svacina a kol., 2016). Tort a kol.
(2002) nezjistil vliv 2-phenoxyethanolu v koncentraci 0,50 ml-I* na hematologicky
profil pstruha duhového (Oncorhynchus mykiss).

Naproti tomu nékteré studie popisuji zmény hematologického profilu krve ryb
po anestesii. Napiiklad studii Velisek a kol. (2006) popisuje snizeni hodnoty MCHC

a procentualniho zastoupeni lymfocyti u sumce velkého (Silurus glanis) ihned
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po 10 minutové anestesii hiebickovym olejem v davce 30 mg-I". Adamek a kol. (1993)
popisuje zvySeni poctu cCervenych krvinek a koncentrace hemoglobinu u kapra
obecného ihned po anestesii 2-phenoxyethanolem v koncentraci 0,30 ml-It. Zvyseni
téchto hodnot u kapra po anestesii 2-phenoxyethanolem v koncentracich 0,15 a
0,30 ml-I"! popisuji i Witeska a kol. (2015). U kapra obecného zpisobila anestesie
2-phenoxyethanolem v koncentraci 0,30 ml-I1 signifikantni zvy$eni hodnoty
hematokritu a po¢tu monocyti ihned po anestesii. Tyto hodnoty se vSak b&hem 24
hodin vratily zpét do fyziologickych hodnot (VeliSek a kol., 2007). Zmény
vV hematologickém profilu (snizeni RBC, zvySeni hodnot MCV a MCH) jesetera
sibitského (Acipenser baerii) po anestesii hiebickovym olejem (75 mg-1™t) popisuje
Gomulka a kol. (2008). Phuong a kol. (2017) zjistili zvyseni hodnoty PCV a snizeni pH
u pangase spodnookého (Pangasianodon hypophthalmus) po anestesii MS 222
vkoncentraci 100 mg-It. Hoseini a Ghelichpour (2012) popisuje zmény
vV hematologickém profilu (snizeni hodnoty MCV a zvySeni hodnot RBC, Hb, PCV,
MCH, MCHC) u vyzy velké (Huso huso) po anestesii hiebickovym olejem
v koncentraci 300 a 500 mg-I?. Zmény hematologickych parametri v téchto studiich

dokladuji stres, ktery u ryb vyvolala anestesie.

5.2 Vliv anestetik na oxidativhi stres a aktivitu

antioxida¢nich enzymu

5.2.1 Oxidativni stres

Oxidativni stres, jako projevem toxicity nékterych xenobiotik vyskytujicich
se Vv zivotnim prostfedi, mize zpusobit oxidativni poskozeni vodnich organismu. Toto
oxidativni poskozeni mize byt velice Casto pti¢inou poskozeni zdravotniho stavu ryb.
Vliv latek na organismus je pravé mozné posuzovat metodou tzv. oxidativniho stresu a
S nim souvisejicich pojmt (volné radikély, biomarkery, antioxidacni enzymy apod.)
(Hofmanova a kol., 2000; Livingstone, 2001; Racek, 2003, Lushchak, 2011).

Oxidativni stres je vyvolavan volnymi radikaly (hlavné tzv. reaktivnimi formami
kysliku), které vznikaji po plisobeni xenobiotik napt. pesticidy, rizné chemickeé

ptipravky, léciva (také anestetika) atd. Aktivita a plsobeni volnych radikala

86



je ovlivnéno tzv. antioxidanty. Tyto antioxidanty maji mnoho zptsobl dé€leni, piesto
se hlavné pouziva déleni na neenzymatické (napf. vitaminy) a enzymatické (SOD, CAT
a GR) antioxidanty. Antioxidanty utvaieji mezi sebou vzdjemné vazby, a proto
je celkova antioxidaéni aktivita organismu proti volnym radikalim vysledkem vzajemné
spoluprace antioxidantd (Racek, 2003; van der Oost a kol., 2003; Lushchak, 2011).
Testovana anestetika (MS 222, 2-phenoxyethanol, hiebickovy olej a Propiscin)
nezpusobila statisticky vyznamné rozdily (p < 0,05) v hladiné TBARS, resp. v markeru
oxidace lipidd, v tkanich parmy obecné v porovnani s kontrolni skupinou. Naproti tomu
Velisek a kol. (2011) popisuje zvySeni hladiny TBARS v mozku, svalu, jatrech a stfevu
pstruha duhového 24 hodin po anestesii MS 222, hiebickovym olejem,
2-phenoxyethanolem a Propiscinem. Dale tito autofi zjistili i zvySeni hodnoty TBARS
V zabernim aparatu pstruha duhového 24 hodin po anestesii hiebickovym olejem.
Zvyseni hodnoty TBARS v jatrech anténovky nejpodivnéjsi (Rhamdia quelen)
po anestesii MS 222 v koncentraci 300 mg-I* popisuji i Gressler a kol. (2015). Zvyseni
hodnot TBARS v téchto dvou studiich znamena zvySeni tvorby ROS v tkanich a

ukazuje na oxidativni poskozeni tkani ryb po anestesii.

5.2.2 Aktivita antioxida¢nich enzymii

Superoxiddismutdza a kataldza jsou hlavni enzymy pii odstranovani reaktivnich
kyslikovych latek, které wvznikaji pfi bioaktivaci cizorodych latek v tkanich (SK
a Bhattacharya, 2006) a indukované SOD a CAT systémy poskytuji prvni linii obrany
proti reaktivnim kyslikovym radikalim (Racek, 2003). Superoxiddismutaza je enzym,
ktery se ucastni jako jeden z prvnich enzymul boje proti volnym radikdliim (Racek,
2003). Zhang a kol. (2004) uvadi, Zze superoxiddismutaza je antioxida¢ni enzym
dulezity pfi inhibici kyslikovych radikali a je pouZzivan jako biomarker pro indikaci
oxidativniho stresu. Jeho cinnosti je pfeménovan superoxidovy radikal na peroxid
vodiku (Stipek a kol., 2000; Racek, 2003). Vtéto studii bylo zjisténo statisticky
vyznamné (p < 0,01) snizeni aktivity superoxiddismutazy ve svalu parmy obecné ihned
a 24 hodin po anestesii vSech testovanych anestetik a snizeni aktivity SOD
v hepatopankreatu parmy 24 hodin po anestesii v§ech anestetik v porovnani s kontrolou.
Navic v zabernim aparatu bylo zji§téno statisticky vyznamné (p < 0,01) zvySeni aktivity

SOD ihned po 10 minutové anestesii Propiscinem (10 min) v porovnani s kontrolni
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skupinou. V aktivit¢ SOD v mozku parmy obecné nebyly zjistény zadné statisticky
vyznamné rozdily vV experimentalnich skupinach. Zmény aktivity SOD v tkanich mizou
byt v disledku zvysené produkce reaktivnich forem kysliku nebo v disledku pfimého
poskozeni struktury proteinu parmy obecné. Naproti tomu ve studii Velisek a kol
(2011), nebyl zjistén vliv anestetik (MS 222, hiebickového oleje, 2-phenoxyethanolu a
Propiscinu) na aktivitu SOD v zabernim aparatu, jatrech, stievu a svalu pstruha
duhového, ale tito autofi zjistili snizeni aktivity SOD v mozku pstruha duhového ihned
a 24 hodin po anestesii. Tyto rozdilné vysledky oproti mym mohou byt dany rozdilnym
druhem ryby a teplotou vody, pfi niz byla provedena anestesie.

Kataladza se prevazné nachazi v peroxizomech a je zodpovédna za redukci peroxidu
vodiku vzniklého z metabolismu mastnych kyselin s dlouhym fetézcem v peroxizomech
(Sheikh a kol., 1998). V této studii doslo ke statisticky vyznamnému (p < 0,05) zvySeni
aktivity CAT ve svalu parmy obecné 24 hodin po anestesii vSemi testovanymi
anestetiky. V ostatnich tkanich (mozek, zabry, hepatopankreas) parmy obecné nebyly
zjistény zmény aktivity CAT po anestesii testovanymi anestetiky. Zména aktivity CAT
ve svalu muze byt v disledku zvySené produkce reaktivnich forem kysliku nebo
v disledku ptfimého poskozeni struktury proteinu parmy obecné. Naproti tomu Gressler
a kol. (2015) uvadéji zvyseni aktivity CAT v jatrech anténovky nejpodivnéjsi (Rhamdia
quelen) po anestesii MS 222 v koncentracich 150 a 300 mg-I™.

Glutathionreduktaza je enzym, ktery katalyzuje preménu H2O», ptiCemz umoziuje
oxidaci glutathionu (GSH) (Racek, 2003). Cardoso a kol. (1998) uvadi, Ze mezi hlavni
ukoly glutathionu patii ochrana bilkovin, které jsou tvoieny (-SH) skupinami. Dale
se glutathion uplatiuje naptiklad pti destrukci lipidovych hydroperoxida (van der Oost
a kol., 2003). V této studii nedoSlo ke statisticky vyznamné zméné aktivity GR
ve tkénich parmy obecné po anestesii testovanymi anestetiky. Naproti tomu VeliSek a
kol. (2011) popisuje snizeni aktivity GR v mozku a zdbrech pstruha duhového ihned a
24 hodin po anestesii MS 222, hiebickovym olejem, 2-phenoxyethanolem a
Propiscinem. Dale tito autofi zjistlili zvySeni aktivity GR ve svalu pstruha duhového
24 hodin po anestesii.

Vysledky dale ukazuji, Ze antioxidacni systémy parmy jsou silné alternovany
anestetikem Propiscin, a jen nepatrné alternovany anestetiky MS 222, hiebickovym

olejem a 2-phenoxyethanolem.
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6 Zaver

V této praci byl posuzovan vliv Ctyf nejpouzivanéjSich anestetik (MS 222,
hiebickového oleje, 2-phenoxyethanolu a Propiscinu) na hematologicky profil,
biomarkery oxidativniho stresu a antioxida¢ni enzymy parmy obecné. Testované ryby
byly podrobeny 10 minutové anestesii v doporucenych koncentracich pro anestesii ryb,
konkrétné¢ MS 222 (100 mg-I?t), hiebickovy olej (33 mg:-I%), 2-phenoxyethanol
(0,40 ml-IY) a Propiscin (1,0 ml-I'Y). Vliv anestetik byl hodnocen ihned
po desetiminutové anestesii a 24 hodin po anestesii.

Testovand anestetika nezpiisobila poSkozeni hematopoetické tkané a nezplisobila
statisticky vyznamné rozdily v hladiné TBARS v tkénich parmy obecné V porovnani
s kontrolou. Vysledky dale ukazuji, Ze antioxida¢ni systémy parmy jsou silné
alternovany anestetikem Propiscin, a jen nepatrné alternovany anestetiky MS 222,
hiebickovym olejem a 2-phenoxyethanolem.

Na zakladé vysledku této studie, 1ze doporucit pro anestesii parmy obecné anestetika
hiebi¢kovy olej a 2-phenoxyethanol jako alternativu nahrady za anestetikum MS 222.
Nicmén¢, konecna volba anestetika musi vzdy zohlednit nékolik skutecnosti, a to pravni
piedpisy, dostupnost anestetika, ucinnost anestetika, snadnost pouziti, bezpecnost
pro ryby a bezpecnost pro uzivatele a zivotni prostiedi.

Tato studie pfinasi nové poznatky 0 bezpecnosti pouzivanych anestetik
v akvakultufe, kde anestetika plni vyznamnou roli pii mnoha manipulacich s rybami,

napt. vytér, veterinarni vySetfeni, odbéry vzorku atd.
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8 Abstrakt
Vliv anestetik na parmu obecnou

Cilem diplomové prace bylo posoudit vliv ¢tyf nejpouzivangjSich anestetik
v evropské akvakultuie, a to MS 222, hiebickového oleje, 2-phenoxyethanolu
a Propiscinu na parmu obecnou (Barbus barbus). Vliv anestetik byl posuzovan pomoci
hematologického profilu krve, biomarkeru oxidativniho stresu a antioxida¢nich enzymd.
Diléim cilem této prace bylo pfispét k rozsifeni poznatkli o bezpe€nosti testovanych
anestetik a vybér bezpecného anestetika pro parmu obecnou.

Parmy obecné byly podrobeny 10 minutové anestesii s MS 222 (v doporucené
koncentraci 100 mg-I?), hiebickovému oleji (v doporucené koncentraci 33 mg-1?),
2-phenoxyethanolu (v doporudené koncentraci 0,4 ml-I") a Propiscinu (v doporudené
koncentraci 1 ml-I"). Vliv anestetik byl hodnocen ihned po desetiminutové anestesii a
24 hodin po anestesii.

Anestesie s MS 222, hiebickovym olejem, 2-phenoxyethanolem a Propiscinem
neméla signifikantni vliv na hematologické ukazatele, hladinu oxidativniho stresu
(TBARYS) a aktivitu glutathionreduktazy v tkanich parmy obecné. Statisticky vyznamné
zvyseni aktivity katalazy ve svalu parmy obecné bylo zjisténo 24 hodin po anestesii
vSech testovanych anestetik ve srovnani s kontrolni skupinou. Zmény aktivity
superoxiddismutazy byly zjiStény ve vSech experimentalnich skupinach (po 10
minutové anestesii a 1 24 hodin po anestesii).

Vysledky dale ukazuji, ze antioxidacni systémy parmy jsou siln¢ alternovany
anestetikem Propiscin, a jen nepatrné alternovany anestetiky MS 222, hiebickovym
olejem a 2-phenoxyethanolem.

Na zékladé vysledkt této studie, lze doporucit pro anestesii parmy obecné anestetika

hiebiCkovy olej a 2-phenoxyethanol jako alternativu nadhrady za anestetikum MS 222.

Klic¢ova slova: anestetika, hiebi¢kovy olej, MS 222, 2-phenoxyethanol, Propiscin
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9 Abstract
Effects of anaesthetics on barbel

The aim of this study was to assess the effects of the four most used anaesthetics
in European aquaculture MS 222, clove oil, 2-phenoxyethanol and Propiscin on barbel
(Barbus barbus). The effects of anaesthetics were assessed based on haematological
profile, biomarker of oxidative stress and antioxidant enzymes. This study contributed
to the expansion of knowledge on the safety of tested anaesthetics and selected safe
anaesthetics for barbel.

Barbels were exposed to a 10-minute anaesthesia with MS 222 (in recommended
concentration 100 mg-1%), clove oil (in recommended concentration 33 mg-I?),
2-phenoxyethanol (in  recommended concentration 0.4 ml-IY) and Propiscin
(in recommended concentration 1 ml-I"). The effects of anaesthetics were evaluated
immediately after 10 min. anaesthesia and 24 hours after anaesthesia.

Anaesthesia with MS 222, clove oil, 2-phenoxyethanol and Propiscin had no
significant effect on haematological indices, level of oxidative stress (TBARS) and
activity of glutathione reductase in barbel tissues. The activity of catalase was
significantly increased in the muscle 24 h after anaesthesia of all anaesthetics compared
to the control. Superoxide dismutase activity was changes in all experimental groups
(immediately after 10 min. anaesthesia and 24 hours after anaesthesia).

The tested anaesthetics not altered hematopoietic tissue and had not effect on the
level of lipid peroxidation in barbel’s tissues. The results of this study suggest that the
antioxidant systems of barbel are altered by Propiscin anaesthesia, but they are slightly
affected by MS 222, clove oil, and 2-phenoxyethanol anaesthesia.

On the basis of the results of this thesis, for anaesthesia of barbel we can recommend

clove oil and 2-phenoxyethanol as an alternative MS 222.

Keywords: anaesthetics, clove oil, MS 222, 2-phenoxyethanol, Propiscin
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